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SUMMARY

Zusammenfassung

Die energetische E�zienz bei der Versto�wechselung von Kohlensto� ist entschei-

dend für die Optimierung von biotechnologischen Produktionsprozessen. Wäh-

rend der Untersuchung von Dynamiken bei der L-Tryptophansynthese mit Esche-

richia coli wurden erhebliche Ein�üsse der Wachstumslimitierungsstrategie auf

die ATP- und Kohlensto�e�zienz beobachtet. Für den L-Tryptophanproduzen-

ten und einen Wildtypstamm konnte unter Phosphatlimitierung eine sinkende

Energieladung beobachtet werden, obwohl die wachstumsunabhängige Glukose-

aufnahme und Atmungsaktivität erhöht waren. Auf Basis von Transkriptomana-

lysen, Prozessbilanzierungen und Flussverteilungsanalysen sowie Vergleichen mit

unabhängig verö�entlichten Studien zu ATP-sto�wechsel- und atmungskettende-

�zienten Stämmen wurde eine vierstu�ges Szenario zur Beschreibung der beob-

achteten Phänomene entwickelt.

Eingeleitet durch eine Entkopplung des ATP-Synthasekomplexes (Stufe 1), wird

die E�zienz durch modi�zierte Atmungsaktivitäten weiter reduziert (Stufe 2). In

der Folge kommt es zu Über�ussreaktionen und Nebenproduktexport (Stufe 3),

abschlieÿend zu einer drastischen Reduktion der metabolischen Aktivität und zu

Instabilitäten bis hin zum Zelltod (Stufe 4).

Die Phosphatlimitierung hatte dabei Ein�uss auf die initiale Entkopplung, weitere

E�ekte wurden durch sinkende Energieladung vermittelt. In diesem Zusammen-

hang könnten zusätzliche Energiesenken durch Produktsynthesen oder alternative

Elementarlimitierungen mit Ein�uss auf den Energiehaushalt weiteren Ein�uss

haben. Für Sticksto�limitierungen konnten ebenfalls Ein�üsse auf die Kohlen-

sto�e�zienz beobachtet werden.

Die reduzierte E�zienz hatte entscheidende Auswirkungen auf das Potential der

L-Tryptophansynthese mit Escherichia coli. Zwar konnten durch Prozessoptimie-

rung unter Verwendung des Modellstammes sowohl die Gesamtausbeuten (25

%) als auch die volumetrische Produktivität (47 %) signi�kant erhöht werden,

das Potential weiterer Verbesserungen ist allerdings bedingt durch die niedri-

gen Energieladungen eingeschränkt. Zusätzlich hat die sinkende Energieladung

regulatorischen Ein�uss auf Schlüsselenzyme der L-Tryptophansynthese. Durch

Flussverteilungsanalysen und Elementarmodenanalysen konnte gezeigt werden,

dass bei verminderter Verfügbarkeit von ATP eine Reduktion der maximalen

theoretischen Ausbeute um bis zu 60 % auftreten kann.

xv



SUMMARY

Summary

Energetic e�ciency of the carbon metabolism is essential for the successful opti-

mization of biotechnological productions. Within the framework of investigations

of the L-tryptophan synthesis with Escherichia coli, signi�cant impacts of the

growth limitation strategy on ATP and carbon e�ciency became evident. For an

L-tryptophan producer and a wildtype Escherichia coli strain, a decreasing ener-

gy charge was observed during phosphate limitation. At the same time, growth

independent glucose uptake and respiration were elevated. Data from transcrip-

tome analysis, process balancing, �ux balance analysis and independent studies

of ATP-synthesis- or respiratory chain-de�cient strains was used to develop a 4-

stage scenario.

Starting o� with a potential in�uence on ATP-synthase e�ciency (stage 1), de-

coupling is further increased by modi�ed respiratory activity (stage 2) and by-

product over�ow (stage 3) �nally resulting in a metabolic breakdown entering

complete phosphate depletion (stage 4). The decoupling is initiated by phos-

phate limitation, further e�ects are mainly mediated on metabolic level through

ATP availability and energy charge. In this context, energy sinks triggered by

product synthesis or alternative growth limitations could have an additional im-

pact. Screening approaches revealed that carbon e�ciency was also a�ected by

nitrogen limitation.

The observed reduced carbon e�ciency had a critical impact on the potential of

the L-tryptophan synthesis in Escherichia coli. Although, using the tryptophan

producing model strain, the overall yield (25 %) as well as the volumetric produc-

tivity ( 47 %) could be improved signi�cantly through process optimization, the

potential of further improvement was limited. In addition to ATP limitation, the

decreasing energy charge should mediate regulatory e�ects on essential enzyme

activities. Under the given ATP limitation, �ux balance analysis and elementary

modes analysis revealed a signi�cant reduction of the theoretical L-tryptophan

yield.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Die biotechnologische Produktion von Aminosäuren mit Hilfe von Bakterien hat

eine über 50 jährige Tradition [Leuchtenberger et al., 2005]. Die Anwendungsge-

biete der verschiedenen biotechnologisch produzierten Aminosäuren sind vielfäl-

tig. Sie kommen als Nahrungsergänzungsmittel, als Futtermittelzusatz, als Bau-

stein für pharmazeutische Anwendungen oder Lebensmittelzusätze (Süÿsto�e,

Geschmacksverstärker) zum Einsatz. Ein Groÿteil der jährlich produzierten Ami-

nosäuren wird zur Futtermittelergänzung in der Tiermast verwendet. Für die

Futtermittelergänzung sind, abhängig vom Nutztier, insbesondere die essentiellen

Aminosäuren D-, L-Methionin, L-Threonin, L-Lysin und L-Tryptophan (Trp) auf

dem Markt vertreten [Ajinomoto, 2013, Evonik, 2012], die in p�anzlichem Futter

nur in relativ geringen Mengen vorkommen. Für die meisten Aminosäuren (aus-

ser D-, L-Methionin in Tierfutter, [Evonik, 2012]) spielt für die Anwendung als

Futtermittelzusatz, Nahrungsergänzung oder pharmazeutische Komponente die

stereochemische Ausrichtung (L-, oder D-Form) eine Rolle. Zur Erzeugung enan-

tiomerenreiner Aminosäuren ergeben sich im Vergleich zur chemischen Synthese

Vorteile für die fermentative Herstellung oder die enzymatische Katalyse. Aus

ökonomischer Sicht weiter vorteilhaft sind die Substratauswahl und Skalierbar-

keit der Prozesse der fermentativen Produktion. Für die Futtermittelaminosäure

mit dem gröÿten Marktanteil, L-Lysin, werden Produktionsvolumen von annä-

hernd 2 Millionen Tonnen pro Jahr angegeben [Ajinomoto, 2013]. Das jährlichem

Produktionsvolumen von L-Tryptophan ist mit etwa 9000 Tonnen deutlich gerin-

ger als das der anderen fermentativ hergestellten Aminosäuren. Allerdings ergibt

sich aufgrund des im Vergleich zu anderen Aminosäuren relativ hohen Markt-

wertes für L-Tryptophan eine interessante Perspektive für die Optimierung der

Synthese.

Die Anzahl der biotechnologisch in groÿem Maÿstab zur Aminosäureproduktion

eingesetzten Mikroorganismen ist relativ begrenzt. Heute wird ein Groÿteil der

biotechnologisch relevanten Aminosäuren mit genetisch modi�zierten Stämmen

vonCorynebacterium glutamicum oder Escherichia coli produziert. Beide Bakte-

rienstämme sind sehr gut untersucht und werden seit Jahrzehnten in der biotech-

nologischen Produktion eingesetzt [Leuchtenberger et al., 2005]. Die umfassende

Datenlage und die zahlreichen Werkzeuge zur genetischen Manipulation ermögli-

chen eine rationale Stammoptimierung durch sogenanntes metabolic engineering.
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1 Einleitung

Die essentiellen Aminosäuren können bereits von nicht modi�zierten Bakterien-

stämmen, den sogenannten Wildtyp-Stämmen, synthetisiert werden. Die Synthe-

se ist allerdings ausschlieÿlich für das Zellwachstum optimiert und streng regu-

liert. Durch genetische Modi�kation in Verbindung mit einer geeigneten Kultivie-

rungsstrategie wird daher versucht, die Ausbeuten und Produktivitäten bezogen

auf das gewünschte Produkt zu steigern um ökonomische Prozesse zu ermögli-

chen.

Bei der Prozessanalyse und Optimierung einer biotechnologischen Aminosäure-

produktion sind Einschränkungen von technischer und biologischer Seite zu be-

achten. Insbesondere im groÿvolumigen Maÿstab gibt es technische Einschränkun-

gen, beispielsweise den maximal möglichen Sauersto�eintrag oder die anspruchs-

volle Steuerung der inhomogenen Fermentationen. Die biologische Komponente

bietet viele Ansatzpunkte zur E�zienzsteigerung. Die Schwierigkeit liegt in der

Komplexität des biologischen Systems und der Interaktion mit äuÿeren Ein�uss-

faktoren. Die Flexibilität der Organismen ist für eine Optimierung gleichzeitig

Potential und Risiko. Zur gezielten Verbesserung der Stämme ist ein weitreichen-

des Verständis des Verhaltens unter Prozessbedingungen nötig. Zur Untersuchung

regulatorischer Phänomene und Optimierung der Sto��üsse zur Produktsynthe-

se spielen Interaktionen auf verschiedenen Ebenen des Organismus eine Rolle.

Globale und lokale Regulationsphänomene bestimmen die Sto��üsse in der Zelle

und ermöglichen damit Adaptationen an Veränderungen der Umgebungsbedin-

gungen. Induziert durch Substratlimitierungen oder Stressfaktoren können glo-

bale Regulatoren die Produktsynthese reduzieren. Eine komplette Inaktivierung

des Regulators kann allerdings zur Instabilität der Zelle oder zum Zelltod füh-

ren. Im Falle einer künstlich verstärkten Überproduktion durch lokale Sto�wech-

selmodi�kationen kann es zusätzlich zu ungewollten Interaktionen kommen, die

im Extremfall eine Verschlechterung der Ausbeute oder Produktivität zur Fol-

ge haben können. Auch die Verknüpfung der modi�zierten Sto�wechselwege mit

lebenswichtigen Funktionen der Zelle bestimmt die Auswirkung eines Eingri�s.

Insbesondere bei der Bereitstellung von Vorläufermolekülen oder Energieträgern

muss zur Verbesserung direkt in essentielle Sto�wechselvorgänge eingegri�en wer-

den. Für L-Tryptophan, aber auch für andere aromatische Aminosäuren, sind für

verschiedene Bakterienstämme hochvernetzte Regulationsmechanismen bekannt,

die eine Synthese der sehr energieaufwändigen Verbindungen stringent kontrol-

lieren und eine Optimierung der L-Tryptophansynthese erschweren.

Zur Zielsetzung der vorliegenden Arbeit gehörte die Evaluierung und Anwendung
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1.1 Escherichia coli

von Methoden zur systembiologischen Charakterisierung der L-Tryptophansyn-

these mit E. coli unter produktionsrelevanten Bedingungen. Im Fokus standen

Vorgänge auf metabolischer und transkriptionaler Ebene, die Interaktion mit äu-

ÿeren Prozessbedingungen sowie mögliche Einschränkungen bezüglich der An-

wendung in der Produktion. Basierend auf Modellstammstudien und einem Refe-

renzprozess [Camakaris et al., 1997] sollten Potentiale der L-Tryptophansynthese

ermittelt und Ansätze zur E�zienzsteigerung erarbeitet werden.

1.1 Escherichia coli

E. coli ist gramnegativ, stäbchenförmig, peritrich begeiÿelt und gehört zur Fami-

lie der Enterobakterien, weiterhin zur Gattung Escherichia. E.coli wurde erstmals

im Jahre 1886 in der Arbeit �Die Darmbakterien des Säuglings und ihre Bezie-

hungen zur Physiologie der Verdauung� [Escherich, 1886] beschrieben und später

nach seinem Entdecker Theodor Escherich benannt [Castellani, 1919]. E. coli gilt

als Modellorganismus für diverse Forschungsbereiche und ist einer der am bes-

ten untersuchten Organismen überhaupt. Aus E. coli gelang Jonathan Beckwith

1969 die erste Isolierung eines einzelnen Gens [Shapiro et al., 1969], weiterhin

wurde das E. coli -Genom als eines der ersten vollständig sequenziert [Blattner

et al., 1997].

Aufgrund seines relativ robusten und schnellen Wachstums unter Labor- und

Fermentationsbedingungen sowie der Fähigkeit verschiedene Kohlensto�quellen

zu nutzen ist E. coli auch in der biotechnologischen Anwendung von Bedeutung

[Russo, 2003]. Aufgrund der auÿergewöhnlichen Datenlage zu E. coli ist es dar-

über hinaus möglich, umfangreiche rationale Ansätze zur Prozess- und Stamm-

entwicklung umzusetzen.

Im Folgenden werden einige grundlegende Eigenschaften des Sto�wechsels von

E. coli und seiner Regulation dargestellt.

1.1.1 Glukosesto�wechsel in Escherichia coli

E. coli ist in der Lage verschiedene Kohlensto�quellen wie beispielsweise Gluko-

se (D-Glukose), Laktose oder auch Glycerin zu nutzen. Allerdings werden eini-

ge Kohlensto�quellen, insbesondere Glukose, bevorzugt verwertet. Solange diese

vorhanden sind, werden Sto�wechselwege und Aufnahmesysteme anderer Koh-
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1.1 Escherichia coli

lensto�quellen stark reprimiert. Diesen Vorgang, der bereits 1942 von J. Monod

beschrieben wurde, bezeichnet man als Katabolitrepression [Legout, 2010].

Transport Unter Glukoseüberschussbedingungen kann Glukose zunächst über

das Porin OmpC [Mizuno et al., 1983] in den periplasmatischen Raum gelan-

gen. Dort wird Glukose über das Phosphoenolpyruvat-Phosphotransferase System

(PTS) unter Phosphorylierung in das Cytoplasma transportiert. Bei der Reaktion

werden äquimolare Mengen an Phosphoenolpyruvat (PEP) in Pyruvat umgesetzt.

Unter Glukoselimitierung wird das Membranporin LamB mit einer höheren Glu-

kosepermeabilität als OmpC in der äuÿeren Bakterienmembran vermehrt expri-

miert. Die zunehmende Glukoselimitierung führt zu einer Vielzahl von aktivierten

Transportern, teilweise mit unbekannter Funktion [Chang et al., 2002]. Bekannt

ist dagegen die Funktion der Galaktose-Wassersto�on (H+)-Symporter (galP)

und des Galaktose ABC-Transporters, kodiert durch die Gene mglABC [Death

and Ferenci, 1994, Liu and Ferenci, 1998]. Diese transportieren den Zucker mit

erhöhter A�nität ohne Phosphorylierung in die Zelle, wo er über das Enzym

Glukokinase [Kawai et al., 2005] phosphoryliert wird. Nach längerer Hungerpe-

riode werden die Elemente des hocha�nen Aufnahmesystems wieder reprimiert

[Ferenci, 1999].

Zentraler Kohlensto�sto�wechsel Nach Aufnahme und Phosphorylierung

wird Glukose als Glukose-6-Phosphat hauptsächlich über die Glykolyse oder den

Pentosephosphatweg weiter versto�wechselt. In der Glykolyse wird dabei nach

einer weiteren Phosphorylierung das ringförmige, 6-Kohlensto�atome (C6) ent-

haltende Zuckerphosphat (Fruktose-1,6-Bisphosphat) zunächst in zwei phospho-

rylierte 3-Kohlensto�moleküle (C3) umgesetzt (Glycerinaldeyd-3-Phosphat und

Dihydroxyacetonphosphat). Als Endprodukt der Glykolyse entsteht Pyruvat aus

Phosphoenolpyruvat, das über eine Decarboxylierung in Acetyl-CoA umgesetzt,

oxidiert oder als Vorläufermolekül für beispielsweise die Alaninsynthese genutzt

werden kann. In der Glykolyse werden pro Glukosemolekül über die sogenannte

Substratkettenphosphorylierung vier ATP-Moleküle gebildet, bei Aufnahme und

Phosphorylierung der Glukose und der Weiterversto�wechselung werden im Ge-

genzug ein Äquivalent PEP und ATP dephosphoryliert. Weiterhin werden in der

Glykolyse wichtige Vorläufermoleküle für beispielsweise die Aminosäuresynthe-
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se wie Glycerin-3-Phosphat (Serinsynthese) oder Phosphoenolpyruvat (Synthese

aromatischer Aminosäuren) gebildet.

Der Pentosephosphatweg spielt eine wichtige Rolle bei der Bereitstellung von Vor-

läufermolekülen für die Kofaktor- und Nukleotidsynthese, der Bereitstellung des

für den Anabolismus essentiellen Reduktionsäquivalents Nicotinamidadenindinu-

kleotidphosphat, protoniert (NADPH) sowie bei der Erzeugung von Vorläufer-

molekülen für die Synthese aromatischer Aminosäuren [Stryer, 2002].

Regulation Die Reaktion auf Kohlenhydrat- oder im speziellen Glukoselimi-

tierung wurde in der Vergangenheit umfangreich untersucht [Ferenci, 1999, Ram-

seier et al., 1993, Saier, 1996]. Die beteiligten Systeme werden unter Verwendung

sogenannter Alarmone induziert. Das Alarmon cyclisches AMP (cAMP) intera-

giert mit dem Protein CRP, das Signal des Alarmons Guanosin-3�5�-Bisphosphat

(ppGpp) wird in ein stark vernetztes Regulationssystem, die sogenannte Strin-

gent Response integriert. Weiterhin reguliert das Katabolit-Repressor- und Ak-

tivatorprotein Cra (FruR) die Richtung des Kohlensto��usses [Ramseier et al.,

1995, Hardiman et al., 2007, Lemuth et al., 2008, Shimada et al., 2011]. Weiter-

führende regulatorische E�ekte werden durch alternative σ-Faktoren vermittelt,

die über eine Veränderung der Aktivität der RNA-Polymerase das Expressions-

muster beein�ussen [Stryer, 2002]. Das PTS, insbesondere das EI-Enzym, spielt

weiterhin eine wichtige Rolle bei der Koordination von Sticksto�- und Kohlen-

sto�aufnahme. Vermittelt über α-Ketoglutarat wird bei Sticksto�imitierung die

Zuckeraufnahme reduziert [Doucette et al., 2011].

1.1.2 Phosphatsto�wechsel in Escherichia coli

Die Biotrockenmasse von E. coli enthält durchschnittlich 2-3 % Phosphor [Bauer

and Ziv, 1976]. Trotz diesem, im Vergleich zu anderen Elementen kleinen Anteil

spielt Phosphor in seiner oxidierten Form Phosphat eine zentrale Rolle im Ener-

giehaushalt, bei der Signalübertragung und beimWachstum [Makino et al., 2003].

Der Ein�uss äuÿert sich in Form der Energieübertragung mit Hilfe von Nukleo-

tidtriphosphaten, Fixierung und Weiterführung von Kohlensto�verbindungen im

zentralen Sto�wechsel, durch Aktivierung und Inaktivierung von Enzymaktivi-

täten durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung sowie in der Präsenz in

Phospholipiden, RNA und DNA. Die Kontrolle des Phosphathaushaltes ist für
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1.1 Escherichia coli

lebende Zellen essentiell, da die verfügbare Menge in vielen natürlichen Habi-

taten unter dem Bedarf liegt [Ishige et al., 2003, Krol and Becker, 2004]. Die

regulatorische Antwort auf die Phosphatlimitierung wurde für E. coli auf mole-

kularer, Proteom- und Transkriptomebene untersucht [Baek et al., 2007, Hsieh

and Wanner, 2010, VanBogelen et al., 1996, Wanner and Boline, 1990, Wanner

and Chang, 1987]. Dabei wurde eine starke Vernetzung der Phosphatregulation

festgestellt [Baek et al., 2007]. Im Gegensatz zu beispielsweise Corynebacterium

glutamicum wurde in frühen Arbeiten für E. coli keine Akkumulation von Poly-

phosphaten beschrieben, obwohl die Aktivitäten der Polyphosphatkinase (Ppk)

und Phosphatase (Ppx) vorhanden sind [Kulaev, 1975]. In späteren Studien wurde

o�engelegt, dass die intrazellulären Polyphosphatkonzentrationen je nach Limitie-

rungsein�uss stark variieren können [Kornberg et al., 1999]. Unter Phosphatlimi-

tierung konnte allerdings gezeigt werden, dass der Polyphosphatsto�wechsel nicht

über das pho-Regulon kontrolliert wird [Van Dien and Keasling, 1999]. Weiterhin

wurde beschrieben, dass sehr hohe Phosphatkonzentrationen zur Erhaltung ei-

ner hohen intrazellulären Polyphosphatkonzentration nötig sind [Schurig-Briccio

et al., 2009]. Dadurch ist unter Phosphatlimitierung von einer direkten Interak-

tion der Regulation mit extrazellulären Phosphatkonzentrationen auszugehen.

Phosphattransport E. coli besitzt zwei Transportergruppen mit unterschied-

licher Phosphata�nität [Rosenberg et al., 1977]. Das niedriga�ne System Pit (pi-

tA und der putative Transporter pitB) importiert Phosphat angetrieben durch

den Protonengradienten als H+-Symport. Für PitA wurde ein Km-Wert für Phos-

phat von 0,38 µM bestimmt [Willsky and Malamy, 1980]. PitA wird konstitutiv

exprimiert, während PitB möglicherweise der Kontrolle des pho-Regulons unter-

liegt [Harris et al., 2001].

Das hocha�ne Aufnahmesystem PST (pstABCS ) ist ein Transporter der �ATP-

Binding-Cassette�-Superfamilie (ABC). Über PST wird Phosphat auch bei niedri-

gen Konzentration, angetrieben durch ATP-Hydrolyse, in die Zelle transportiert.

Für das PST-System wurde ein Km-Wert für Phosphat von 0,2 µM bestimmt [Cox

et al., 1981]. Das PST-System ist nicht nur unter Kontrolle, sondern ein Teil des

Sensor- und Antwortsystems des pho-Regulons [Hsieh and Wanner, 2010].

Assimilierung Bevorzugte Phosphorquelle für E. coli ist Phosphat, welches als

oxidierte Form des Phosphors nach dem Import direkt in Sto�wechsel- und Si-
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gnaltransduktionsprozessen eingesetzt werden kann. Unter Phosphatlimitierung

werden andere Phosphorquellen erschlossen, unter anderem Zucker- oder Alko-

holphosphate. Auch das in E. coli K12 kryptisch vorliegende Phosphonatoperon

zur Erschlieÿung von Organophosphaten wird unter Phosphatlimitierung stark

nach oben reguliert [Wanner and Metcalf, 1992]. Darüber hinaus �ndet eine Ver-

wertung intrazellulärer Phosphatverbindungen statt. So wird beispielsweise der

RNA-Gehalt der Zelle unter Phosphatlimitierung deutlich reduziert.

Regulation Zentrales Element des pho-Regulons ist das Zweikomponenten-

Sensor-Regulatorsystem PhoB/PhoR. Für die Vermittlung der Phosphatantwort

sind insgesamt sieben Komponenten essentiell (PhoR/PhoB, PstSCAB and PhoU)

[Hsieh and Wanner, 2010]. Die Signalübertragung ist ein negativer Prozess, bei

Phosphatüber�uss wird das Signal nicht übertragen. Der Phosphatsensor ist PstS,

eine Komponente des hocha�nen Aufnahmesystems. Bei gebundenem Phosphat

wird über den Transportkomplex PstCAB eine Verbindung von PhoU zu PhoR/PhoB

vermittelt. PhoR besitzt keine Sensor-Bindestelle für Phosphat, das Signal wird

über eine Kinaseaktivität übermittelt, die in Abwesenheit von gebundenem PhoU

aktiv wird. Im Falle der Phosphatlimitierung und einer freien Sensorbindestelle

für PstS wird keine Verbindung von PhoU durch PstSCAB übertragen und die

Autophosphorylierung aktiviert. Über die Phosphorylierung wird der transkrip-

tionale Regulator PhoB aktiviert, der die weitere Regulationsantwort initiiert.

In der Vergangenheit wurden eine Vielzahl von Transkripten unter Kontrolle des

pho-Regulons identifziert. Auf Basis dieser Erkenntnisse wurde die Rolle von

PhoB als globaler Regulator postuliert [Alteri et al., 2011, Marzan and Shimizu,

2011, Richards and Vanderpool, 2012, Yoshida et al., 2012, Baek et al., 2007]. Für

pathogene E. coli -Stämme hat die über das pho-Regulon vermittelte Regulation

Ein�uss auf die Virulenz [Crepin et al., 2011].

In scheinbarem Widerspruch zu der starken Vernetzung der Phosphatantwort

konnte durch Inaktivierung zentraler Komponenten in Knockout-Studien gezeigt

werden, dass die Inaktivierung des PhoB/PhoR-Systems selbst unter phosphat-

limitierenden Bedingungen nicht lethal wirkt [Marzan and Shimizu, 2011].
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1.1.3 Sticksto�sto�wechsel in Escherichia coli

E. coli kann eine Reihe anorganischer Sticksto�verbindungen assimilieren. Unter

aeroben Bedingungen wird ausschlieÿlich Ammonium als anorganische Sticksto�-

quelle verwertet [Neidhardt, 1996]. Als organische Sticksto�donoren kann E. coli

unter anderem Adenin, Adenosin, L-und D-Alanin, Arginin, Asparagin, Aspartat,

α-Aminobutyrat, Cytidin, Cytosin, Glukosamin, Glutamin, Glutamat, Glycin,

Ornithin, Prolin, Putrescin, L- und D-Serin sowie Threonin verwerten [Neidhardt,

1996]. Ammonium ermöglicht die höchsten Wachstumsraten und wird deshalb als

bevorzugte Sticksto�quelle eingestuft [Neidhardt, 1996].

Transport Ammonium (oder Ammoniak) kann mit Hilfe des Ammoniumtrans-

porters AmtB über Di�usion in das Zellinnere gelangen. Dieser Transporter ist

nur bei geringen Ammoniumkonzentrationen zur Erleichterung der Di�usion ak-

tiv [Li et al., 2006], unter Ammoniumüberschuss kann auÿreichend Ammoniak

durch die Zellmembran di�undieren.

Assimilierung Die gröÿte Anteil des Ammoniums wird über die Glutamat-

Dehydrogenase (GDH) oder die Glutamin-Synthase (GS) assimiliert und über

die Glutamat-Synthase (GOGAT) weiter versto�wechselt. Die ATP-abhängige

Assimilierung über GS und GOGAT wird hauptsächlich bei Energieüberschuss

oder unter ammoniumlimitierten Bedingungen aktiv (niedriger Km-Wert für Am-

monium), während die Route über GDH (hoher Km-Wert für Ammonium) und

GOGAT unter Energielimitierung und Ammoniumüberschuss bevorzugt wird.

Die Assimilation von Ammonium über den GS-GOGAT-Weg kann unter Wachs-

tumsbedingungen bis zu 15 % des ATP-Umsatzes der Zelle verbrauchen

[Lengeler et al., 1999] (S176 �.).

Regulation Die Sticksto�imitierung in E. coli kontrolliert die Expression von

Genen der sogenannten �nitrogen regulated response� Ntr inklusive der Ammo-

nium assimilierenden Glutamin-Synthetase. Geringe intrazelluläre Glutaminkon-

zentrationen beein�ussen die Ntr-Antwort über verschiedene Regulatoren. De-

ren Aktivität wird zusätzlich durch eine Vielzahl von Metaboliten gesteuert.

Die Ntr-Antwort vermittelt die Assimilation von Ammonium, die Versto�wechse-

lung verschiedener sticksto�haltiger Verbindungen und scheint die Assimilation

8
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von Ammonium mit anderen Sto�wechselwegen zu koordinieren (z.B. Glutamat-

Synthese) [Reitzer, 2003]. Zusätzlich gibt es Verbindungen zum Leucin-Regulator-

protein Lrp, dass die Synthese der Glutamat-Synthase steuert. Weiterhin spielt

auch Guanosintetraphosphat (ppGpp) als Aktivator der sogenannten �Stringent

Response� (Übersicht in [Kuroda, 2006]) mit Ein�uss auf die Aminosäuresynthe-

se und der Polyaminsto�wechsel eine wichtige Rolle. Eine umfassende Übersicht

der systemischen Interaktionen des Sticksto�sto�wechsels wurde unter anderem

von van Heeswijk et al. zusammengefasst [van Heeswijk et al., 2013].

1.1.4 Schwefelsto�wechsel in Escherichia coli

Transport Der Transport von Sulfat oder Thiosulfat �ndet über die Transpor-

ter CysAUW-Sbp beziehungsweise CysAUW-CysP statt [Wu et al., 1995]. Beide

Transporter gehören zur Superfamilie der ABC-Transporter, CysA ist die ATP-

bindende Domäne, CysU und CysW sind membrangebunden. Die Bindestellen

(Periplasma) für Sulfat und Thiosulfat werden über CysP und Sbp vermittelt,

die Aktivitäten der beiden Domänen können sich teilweise überlagern [Hryniewicz

et al., 1990, Sirko et al., 1995].

Assimilierung Die Assimilierung von intrazellulärem Sulfat wird durch die

Sulfat-Adenylyltransferase vermittelt. Um die weiteren Reaktionen der Sulfatas-

similierung und Reduktion thermodynamisch zu begünstigen, wird dabei zusätz-

lich GTP hydrolysiert. Die GTPase Reaktion wird von der Untereinheit CysN

katalysiert, während die Synthese von Adenosin-5-Phosphosulfat (APS) durch

CysD vermittelt wird [Leyh et al., 1988].

Regulation An der Vermittlung der Reaktion auf Schwefellimitierung sind

verschiedene Metabolite beteiligt. N-Acetylserin (aus O-Acetylserin), Sul�d und

Adenosyl-5-Phosphosulfat (APS) und beispielsweise Thiosulfat modulieren Regu-

latoren und damit die Vermittlung der Regulationsantwort. Die wichtigsten der

zahlreichen beteiligten Regulatoren sind CysB (moduliert durch N-Acetylserin,

Sul�d und Thiosulfat) und Cbl (CysB-like, moduliert durch APS). Beide Regu-

latoren sind hautpsächlich Aktivatoren, die die Transkription über die σ70-Form

der RNA-Polymerase kontrollieren. Durch die Aktivierung der betro�enen Gene
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ist E. coli in der Lage, zusätzliche Schwefelquellen zu erschlieÿen und Schwe-

fel e�zienter aufzunehmen [Iwanicka-Nowicka and Hryniewicz, 1995, Neidhardt,

1996].

1.1.5 L-Tryptophansynthese in Escherichia coli

Die Synthese der aromatischen Aminosäuren L-Phenylalanin, L-Tryptophan und

L-Tyrosin in E. coli beginnt mit der Bildung von 3-Deoxy-D-arabino-heptulon-

säurephosphat (DAHP) aus Phosphoenolpyruvat (PEP) und Erythrose-4-Phosphat

(E4P). Katalysiert wird die Reaktion von drei Isoenzymen der 2-Dehydro-3-

deoxyphosphoheptonat Aldolase, EC 2.5.1.54 (DAHP Synthase), die jeweils von

einem Endprodukt (Phenylalanin: AroG; L-Tryptophan: AroH; Tyrosin: AroF)

über eine sogenannte Feedbackregulation, also eine Rückkopplung, kontrolliert

werden. Der erste Abschnitt der Synthese beinhaltet den gemeinsamen Synthese-

weg der aromatischer Aminosäuren, in dem DAHP über 3-Dehydroquinat (DHQ)

(katalysiert durch die 3-Dehydroquinat Synthase, AroB (DHQ-Synthase)), 3-

Dehydroshikimat (DHS) (katalysiert durch DHQ-Dehydratase) , Shikimat (Shik)

(katalysiert durch Shik-Dehydrogenase), Shikimat 3-Phosphat (S3P) (katalysiert

durch Shik-Kinase, Adenosintriphosphat (ATP) Umsetzung) und 5-Enolpyru-

voylshikimat 3-Phosphat (EPSP) (katalysiert durch PS-Carboxyvinyltransferase)

�nal zu Chorismat (CHA) (katalysiert durch Chorismat-Synthase, AroC, EC

4.2.3.5 (CHA-Synthase)) umgesetzt wird.

Chorismat wird im spezi�schen L-Tryptophansyntheseweg zu Anthranilat (ANTA)

(ANTA-Synthase), N-5-Phosphoribosylanthranilat (PRAA) (APR-Transferase),

1-(o-Carboxyphenylamino)-1-deoxyribulose 5-Phosphat (CDRP) (PRAA-Isomerase),

Indol-3-Glycerolphosphat (I3GP) (I3GP-Synthase) über das Zwischenprodukt In-

dol unter Kondensation mit L-Serin (SER) zu Trp umgesetzt. Für die L-Trypto-

phansynthese werden 1 ATP , 1 E4P, 1 L-Glutamin (GLN) (zu L-Glutamat

(GLU)), 1 NADPH, 2 PEP, 1 5-Phospho-α-D-Ribose-1-Phosphat (PRPP) und

1 SER verbraucht. Der relativ hohe Energie- und Vorläufermolekülbedarf macht

die stringente Regulation der L-Tryptophansynthese auf mehreren Ebenen nö-

tig. Die Synthese der aromatischen Aminosäuren ist in Abbildung 1 dargestellt

(Abbildung nach [Bongaerts et al., 2001]).
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Abbildung 1: Syntheseweg der aromatischen Aminosäuren und dessen Regulati-

on in E. coli. Gestrichelte Linien beschreiben transkriptionale und allosterische

Regulation, gepunktete Linien ausschlieÿlich allosterische Regulation, durchge-

zogene Linien ausschlieÿlich transkriptionale Regulation. Die nicht im Text be-

schriebenen Abkürzungen umfassen PPA, Prephenat; PPY, Phenylpyruvat; HPP,

4-Hydroxyphenylpyruvat; L-Tyr, L-Tyrosin; L-Phe, L-Phenylalanin; αKG, αKe-

toglutarat

Abbildung nach [Bongaerts et al., 2001], verändert

1.1.6 Regulation der L-Tryptophansynthese

Die Regulation der L-Tryptophanbiosynthese beinhaltet allosterische Feedbackin-

hibition, Attenuation und Repression verschiedener Schlüsselenzyme

[Bongaerts et al., 2001, Ikeda, 2006, Berry, 1996].
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Transkriptionale Kontrolle Die Kontrolle der L-Tryptophansynthese auf Tran-

skriptomebene wird hauptsächlich durch die Regulatoren TrpR und TyrR vermit-

telt (codiert durch trpR und tyrR). Während TrpR ausschlieÿlich als Repressor

und spezi�sch auf die L-Tryptophansynthese wirkt, ist TyrR ein globaler Regu-

lator, der auch als Aktivator fungieren kann [Pittard et al., 2005]. Ziele für TrpR

sind Gen der 2-Dehydro-3-deoxyphosphoheptonat Aldolase, tryptophanabhän-

gig (aroH ), das trp-Operon, aroKL (Shikimatkinase II) und mtr (L-Tryptophan

ArAAP Transporter). TyrR kontrolliert die Gen der 2-Dehydro-3-deoxyphospho-

heptonat Aldolase, tyrosinabhängig (aroF ), Gen der 2-Dehydro-3-deoxyphospho-

heptonat Aldolase, phenylalaninabhängig (aroG), tyrA (Chorismatmutase), tyrB

(Aminotransferase) und aroP (Transporter für aromatische Aminosäuren).

Attenuation Das L-Tryptophanoperon unterliegt einer weiteren Regulation

durch Attenuation. Diese Form der Repression wird durch Kopplung von Trans-

lation und Transkription über eine Leader-Sequenz vermittelt [Oxender et al.,

1979]. Abhängig von der Geschwindigkeit der Translation bilden sich auf dem mR-

NA-Fragment Haarnadelstrukturen aus, die den Ablesevorgang stoppen. Die Ab-

lesegeschwindigkeit ist abhängig von der Verfügbarkeit beladener tRNA-Moleküle,

für L-Tryptophan die Tryptophanyl-tRNA. Das Signal der Tryptophanverfügbar-

keit wird durch zwei der Leadersequenz benachbarte Tryptophan-Codons vermit-

telt. Im Falle eines ausreichenden L-Tryptophanangebotes �ndet die Translation

aufgrund der verfügbaren Tryptophanyl-tRNA mit hoher Geschwindigkeit statt,

worauf sich die beschriebenen Strukturen ausbilden und die Translation been-

det wird. Somit wird eine Überproduktion des energieaufwändigen Endprodukts

verhindert.

Allosterische Regulation Kontrollpunkte der Synthese der aromatischen Ami-

nosäuren auf allosterischer Ebene sind jeweils die ersten Reaktionsschritte eines

spezi�schen Synthesewegs wie die DAHP-Synthasen (AroFGH durch Trp, Tyr,

Phe), die Anthanilatsynthase (TrpE durch Trp) und Chorismatmutasen (TyrA,

PheA durch Tyr, Phe), die jeweils durch die Endprodukte des Syntheseweges ge-

hemmt werden [Bongaerts et al., 2001, Ikeda, 2006, Berry, 1996]. Weiterhin wird

die Shikimatdehydrogenase (AroE) durch erhöhte Konzentrationen von Shikimat

gehemmt [Dell and Frost, 1993].
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1.1.7 Metabolic Engineering der L-Tryptophansynthese in E. coli

Sofern Vorläufermoleküle in ausreichendem Maÿe zur Verfügung stehen, kann

durch Modi�kationen der Biosynthesewege der aromatischen Aminosäuren der

Sto��uss zum gewünschten Produkt weiter erhöht werden. Ansätze hierzu be-

ziehen sich auf Modi�kationen des gemeinsamen Synthesewegs der aromatischen

Aminosäuren bis zur Chorismatsynthese und des spezielle Synthesewegs zu L-

Tryptophan sowie einige Modi�kationen der Zuckeraufnahme und des Zentral-

sto�wechsels zur Synthese anderer aromatischer Aminosäuren.

Regulation Um eine Regulation auf transkriptionaler Ebene zu vermeiden,

werden in der Regel beide Regulatoren, TrpR und TyrR, ausgeschaltet [Camaka-

ris et al., 1997]. Auf allosterischer Ebene wird die Feedbackinhibition durch feed-

backresistente (fbr) Enzyme vermieden [Berry, 1996, Camakaris et al., 1997]. Für

den Fall, dass die Reaktion von mehreren Isoenzymen katalysiert wird, werden

möglichst alle Vertreter desensiblisiert (z.B. AroFGH) [Camakaris et al., 1997].

Für Enzyme, für die keine fbr-Varianten zur Verfügung stehen, kann der Ef-

fekt der Produktinhibition durch Überexpression ausgeglichen werden [Dell and

Frost, 1993]. Allerdings steigt dadurch die metabolische Last der Zellen deutlich

an. Der Ein�uss der Attenuation kann durch Einbringen eines trp-Operons ohne

Leader-Sequenz oder deren Veränderung umgangen werden [Matsui et al., 1987].

Ein weiterer Ansatz zur Reduktion des E�ekts ist die Einführung einer weniger

L-Tryptophan-a�nen tRNA-Tryptophanylsynthase [Camakaris et al., 1997].

Chorismatsynthese Die ratenlimitierenden Schritte des Synthesewegs der aro-

matischen Aminosäuren wurden von Dell und Frost [Dell and Frost, 1993] durch

sequentielle Verstärkung der Enzymaktivitäten und Messung der akkumulierten

Zwischenprodukte untersucht. Dabei wurde ermittelt, dass bis auf die Dihydro-

quinonsäureDehydratase (AroD) und Shikimatdehydrogenase (AroE, unterliegt

Feedbackinhibition durch Shikimat) alle weiteren Enzyme (aroB, aroKL, aroA,

aroC ) bei erhöhtem Fluss durch diesen Syntheseweg ratenlimitierend wirken.

Die Überexprimierung aller ratenlimitierenden Enzyme würde allerdings zu einer

groÿen Belastung des Produktionsstammes führen [Frost and Draths, 1995].

Weiterführende Untersuchungen ergaben, dass für die DHQ-Synthase (aroB) be-

13



1.1 Escherichia coli

reits eine Erhöhung der Aktivität um weniger als das Doppelte den ratenlimitie-

renden E�ekt dieses Enzyms ausgleichen konnte [Dell and Frost, 1993]. Zusätz-

lich wurde vermutet, dass die ratenlimitierenden Eigenschaften der Shikimatkina-

se AroL einer möglichen Repression durch den Regulator tyrR (siehe Abschnitt

1.1.6) und die der EPSP-Synthase (AroA) einem begrenzten PEP-Pool zugeord-

net werden können [Frost and Draths, 1995].

L-Tryptophansynthese Aufgrund der Operonstruktur der Gene der L-Trypto-

phansynthese werden diese in der Regel als Einheit überexprimiert [Berry, 1996,

Camakaris et al., 1997]. Diese Vorgehensweise wird dabei von der Annahme ge-

stützt, dass der L-Tryptophanbiosyntheseweg als eine funktionelle Einheit be-

trachtet werden kann, bei der die erste Reaktion (Anthranilatsynhtese, TrpE) den

Fluss kontrolliert [Santillan and Mackey, 2001, Schmid et al., 2004]. Eine weite-

re Erhöhung des Sto�usses aus dem Aromatensyntheseweg zum L-Tryptophan

wäre durch Deletion der Enzyme PheA und TyrA, die die Umsetzung von Cho-

rismat zu Phenylalanin und Tyrosin einleiten, möglich. Diese Deletionen haben

allerdings einen phenylalanin- und tyrosinauxotrophen Phänotyp zur Folge, was

bei der Produktion die Supplementierung dieser Aminosäuren erfordern würde.

Da die Anthranilatsynthase eine höhere A�nität zu Chorismat als diese beiden

Chorismatmutasen aufweist [Dopheide et al., 1972, Hudson et al., 1983], kann in

Produktionsstämmen mit überexprimierter Anthranilatsynthase (TrpE) der Ver-

lust durch die Biosynthese von L-Phenylalanin und L-Tyrosin auch ohne Deletion

von pheA und tyrA deutlich reduziert werden [Bongaerts et al., 2001].

L-Tryptophanabbau In E. coli wird L-Tryptophan durch die Tryptophanase

(tnaA) in Indol und Pyruvat umgewandelt. Durch Deletion dieses Gens kann

der Produktverlust durch Abbau deutlich reduziert werden [Aiba et al., 1982,

Anderson et al., 1983, Camakaris et al., 1997].

Transport Für die Überproduktion von aromatischen Aminosäuren werden

in der Regel deren Aufnahmesysteme ausgeschaltet. Dies gilt im Falle der L-

Tryptophanproduktion für die spezi�schen Aufnahmesysteme Mtr und TnaB so-

wie für das unspezi�sche Transportsystem für aromatische Aminosäuren AroP

[Camakaris et al., 1997]. Zusätzlich kann auch das Ausschalten von Transportern
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der Major Facilitator Superfamily wie YdiN zu verbesserten Ergebnissen führen

[Gulevich et al., 2009].

Neben den Transportern für aromatische Aminosäuren sind auch andere Trans-

portmechanismen für die Aminosäureproduktion von Interesse. Die Deletion des

Kaliumtransporters KefB, ein Antiportsystem (K+, H+) zum Schutz vor elek-

trophilen Substanzen durch Senken des pH-Werts [Ferguson, 1999], soll ebenfalls

positiven Ein�uss auf die Aminosäureproduktion haben [Filippov et al., 2009].

Weiterhin wurde ein System patentiert, bei dem die Na+/H+ Antiporter NhaA,

ChaA und der H+/Multidrug Antiporter MdfA zur Verbesserung der Aminosäu-

reproduktion überexprimiert wurden [Iyo et al., 2009].

Auch durch die erhöhte Exprimierung der Transkriptionsfaktoren codiert durch

evgAS, gadE und ydeO, die unter anderem Drug-E�ux-Systeme beein�ussen

[Eguchi et al., 2003], konnten Produktionssteigerungen von bis zu 5,5 % mit

einem E. coli -Stamm erreicht werden [Iwatani et al., 2009].

Vorläufermolekül- und Energiebereitstellung Nach der Optimierung der

terminalen Synthesewege ist eine weitere Verbesserung der Produktausbeute durch

eine angepasste Bereitstellung von Vorläufermolekülen, Reduktionsäquivalenten

und Energieträger möglich. Für die L-Tryptophansynthese, oder die Synthese

aromatischer Aminosäuren und deren Vorläufermoleküle, spielen dabei insbe-

sondere Phosphoenolpyruvat (PEP), Erythrose-4-Phosphat (E4P), die von 3-

Phosphoglycerat (3PG) abgeleitete Aminosäure Serin (Ser) und 5-Posphoribosyl-

α-Pyrophosphat (PRPP, abgleitet aus dem Pentose-Phosphatweg) eine Rolle.

Veränderungen im Zentralsto�wechsel sind dabei eine besondere Herausforde-

rung, da durch Umleiten der Flüsse bisher untergeordnete Regulationsmechanis-

men aktiviert oder essentielle Zwischenprodukte nicht mehr ausreichend bereit-

gestellt werden können. Dadurch kann die Zellphysiologie bis hin zum Zelltod

beeinträchtigt werden [Liao et al., 1996].

Verfügbarkeit von Phosphoenolpyruvat Der gröÿte Verbrauch an PEP

fällt in E. coli durch das PTS (Phosphotransferasesystem) beim Transport und

der Phosphorylierung von Glukose an. Etwa 50% des in der Glykolyse gebildeten

PEP werden im stationären Fall auf diese Weise umgesetzt. Weiterhin kann PEP

unter anderem durch anaplerotische Reaktion zu Oxalacetat, sowie durch Pyru-

vatkinasen in Pyruvat umgesetzt werden. Zusätzlich �ieÿt PEP unter anderem
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in die Lipopolysaccharid- und UDP-N-Acetyl-Murmaminsäure-Synthese. Nur ein

kleiner Teil (ca. 3,3%) wird unter Wachstumsbedingungen für die Synthese aro-

matischer Aminosäuren bereitgestellt [Valle et al., 1996].

Alternative Kohlensto�quellen Der Wechsel auf alternative Kohlensto�-

quellen zur Vermeidung des groÿen PEP-Verbrauchs durch das PTS erfordert

zunächst kein metabolic engineering. Allerdings ergaben sich bei alternativen

Nicht-PTS Kohlensto�quellen oft erst nach der zusätzlichen Verstärkung von

Enzymaktivitäten der beteiligten Sto�wechselwege (zum Beispiel der Pentose-

phosphatweg) erhöhte Produktausbeuten.

Xylose, Arabinose oder Glycerin wurden bereits als Substrate für die Synthe-

se von 3-Dehydroshikimat oder diverse Aminosäuren eingesetzt [Li and Frost,

1999, Patnaik et al., 1995, Nagai et al., 2009]. Xylose und Arabinose können

mit Hilfe einer ATP-abhängigen Permease [Hogg, 1977, Song and Park, 1998]

aufgenommen und weiter über den Pentosephosphatweg versto�wechselt werden.

Um den erhöhten Fluss durch den Pentosephosphatweg zu ermöglichen, wurde

laut Literatur zusätzlich das Enzym Transketolase (TktA) überexprimiert. Wei-

terhin wurden verschiedene Mischungen von Glukose, Xylose und Arabinose auf

ihren Ein�uss auf Ausbeute und Produktivität getestet. Mit Hilfe dieser alter-

nativen Zucker konnte zwar die Ausbeute an 3-Dehydroshikimat deutlich erhöht

werden, die verwendeten Stämme zeigten allerdings auch ein deutlich reduziertes

Wachstum und akkumulierten im Prozessverlauf Pentosen, 3-Deoxy-D-arabino-

-heptulonsäure (DAH), 3-Dehydroquinonsäure (DHQ) und Gallussäure [Li and

Frost, 1999].

Für die Nutzung von Glycerin wurde die Umsetzung von Glycerin durch Überex-

primierung der Glycerin-Dehydrogenase (GldA) und der Einführung einer ATP-

abhängigen Dihydroxyacetonkinase (Dak1) aus S. cerevisiae erhöht. Weiterhin

wurden die Aktivitäten der Triosephosphatisomerase (TIM), Fruktosebisphosphat-

Aldolase, Fruktose 1,6-Bisphosphatase und Fruktose 6-Phosphat-Aldolase ver-

stärkt, sowie die Aktivitäten der Glycerin-Kinase und einer membrangebundenen

Glycerin 3-Phosphat-Dehydrogenase verringert [Nagai et al., 2009].

16



1.1 Escherichia coli

Alternativen zum Phosphotransferasesystem Für die Nutzung von PTS-

Kohlensto�quellen (insbesondere Glukose) besteht die Möglichkeit, dieses Trans-

portsystem auszuschalten und auf alternative Transporter auszuweichen. Dabei

können entweder exogene Transporter (zum Beispiel Glf aus Zymomonas mobi-

lis) gekoppelt mit einer ATP-abhängigen Glukokinase (Glk) [Chandran et al.,

2003, Sprenger et al., 2001] oder mutierte endogene Transporter, zum Beispiel

den Galaktose��MFS��Transporter GalP [Cairns et al., 1991]), eingesetzt werden

[Flores et al., 1996, Gosset et al., 1996, Valle et al., 2005]. Mit pts−glc+ Mutan-

ten mit Glukosetransport über GalP konnte in Verbindung mit einer erhöhten

Aktivität von TktA (Transketolase) eine im Vergleich zum Kontrollstamm 2,9-

fach höhere Endkonzentration an DAHP erreicht werden [Flores et al., 1996], mit

Hilfe der zusätzlichen Deletion der Pyruvatkinasen PykA und PykF konnte die

DAHP Produktion um den Faktor 19,9 erhöht werden [Gosset et al., 1996]. Für

die L-Tryptophansynthese konnte mit Hilfe einer pts−glc+ Mutante (E. coli K12

NF9/pBE7) eine um den Faktor 4,4 erhöhte L-Tryptophanproduktion im Ver-

gleich zum Referenzstamm (pts+) erreicht werden [Valle et al., 2005].

Stämme mit dem exogenen Transportsystem Glf (aus Zymomonas mobilis) und

Phosphorylierung über eine Glukosekinase (aus Zymomonas mobilis) wurden un-

ter anderem zur Synthese von Shikimat [Chandran et al., 2003] und Phenylalanin

[Sprenger et al., 2001] eingesetzt.

Umsetzung von Pyruvat zu Phosphoenolpyruvat Die Umwandlung von

Pyruvat in PEP ermöglicht, unter zusätzlichem Energieverbrauch, eine Umlei-

tung von weiteren drei Kohlensto�atomen in die Aromatenbiosynthese. Die von

Pyruvat ausgehende PEP-Synthese kann dabei entweder über die Phosphoenol-

pyruvatsynthase PpsA [Patnaik and Liao, 1994] oder über die Pyruvatcarboxy-

kinase Pck und den Glyoxylatweg erfolgen [Liao et al., 1996]. Beide Ansätze

wurden für die L-Tryptophanproduktion in Batchansätzen (Schüttelkolben) be-

schrieben [Kishino et al., 2001, Gulevich et al., 2006] und resultierten in einer 15

beziehungsweise 10 % erhöhten L-Tryptophankonzentration im Vergleich zu Re-

ferenzstämmen ohne diese Recyclingmechanismen. Die Ergebnisse wurden aller-

dings bei relativ geringen Produktkonzentrationen und mit geringen Ausbeuten

der Referenzstämme erzielt, eine Umsetzung im Produktionsmaÿstab ist nicht

beschrieben.
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Minimierung des PEP-Verbrauchs ausserhalb der L-Tryptophansynthese

Weitere PEP-Verbraucher sind anaplerotische Reaktionen und die Umsetzung zu

Pyruvat durch die beiden Pyruvatkinasen PykA und PykF [Valle et al., 1996]. Ppc

vermittelt die Umsetzung von PEP und CO2 zu Oxalacetat. Eine Inaktivierung

von Ppc wurde bereits von Miller et al. durchgeführt, allerdings wuchsen die

ppc−-Mutanten auf Glukose nur durch Zufütterung organischer C4-Säuren wie

Succinat [Miller et al., 1987]. Alternativ kann der PEP-Verbrauch durch diese

anaplerotische Reaktion durch Einführung eines exogenen Enzyms, der Pyruvat-

carboxlyase (pyc) deutlich reduziert werden [Anderlei et al., 2003]. Dieses Enzym

ermöglicht die Umsetzung von Pyruvat und CO2 zu Oxalacetat und ersetzt die

Ppc-Reaktion. In weiteren Experimenten konnte durch Erhöhung der Aktivität

des Glyoxylatzyklus unter glykolytischen Bedingungen CO2-bildende Reaktionen

umgangen und damit der Fluss über anaplerotische Sto�wechselwege reduziert

werden [Koehn et al., 1994].

E. coli besitzt zwei Pyruvatkinasen, die unterschiedlicher allosterischer Kontrolle

unterliegen [Valle et al., 1996]. Zusammen mit der Phosphofruktokinase sind diese

Enzyme hauptsächlich für die allosterische Kontrolle der Glykolyse verantwort-

lich. Gemeinsam mit dem PTS sollen sie zusätzlich für eine streng kontrollierte,

niedrige PEP-Konzentration verantwortlich sein [Ponce et al., 1995]. Bei pykA,

pykF Knockoutmutanten, insbesondere in Verbindung mit einer erhöhten Ak-

tivität der Transketolase und einem PEP-unabhängigen Zuckeraufnahmesystem

wurde ein signi�kant erhöhter Fluss in die Aromatenbiosynthese festgestellt [Ber-

ry, 1996, Gosset et al., 1996, Sprenger et al., 2001].

Globales metabolic engineering der Glykolyse und Inaktivierung der

Glykogensynthese Eingri�e in die Regulation der Kohlensto�speicherung in

E. coli verändern ebenfalls die Verfügbarkeit von PEP oder anderen Interme-

diaten der Glykolyse. Das Regulatorgen csrA hat einen negativen Ein�uss auf

die Glukoneogenese und Glykogenbildung und aktiviert glykolytische Reaktionen

[Sabnis et al., 1995]. Eine Inaktivierung von csrA und der Glykogensynthese [Ry-

bak et al., 2006] führt zu einer erhöhten Glukoneogeneseaktivität und zu einer er-

höhten PEP-Bildung [Romeo, 1997, Tatarko and Romeo, 2001]. Interessanterwei-

se kann der Ein�uss des Regulators CsrA durch nicht-kodierende RNA-Moleküle

csrB und csrC moduliert werden, die antagonistisch auf CsrA wirken [Romeo,

2003, Hashimoto et al., 2009]. Besonders bei Glukoseüberschuss und reduziertem
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1.1 Escherichia coli

Wachstum ist die Inaktivierung von Kohlensto�speichersystemen, zum Beispiel

der Glykogenbildung, von Interesse [Rybak et al., 2006, Romeo, 2003].

Phosphoenolpyruvat-unabhängige DAHP-Synthese Ran et al. wende-

ten gerichtete Evolutionsstrategien auf eine 2-keto-3-deoxy-6-Phosphogalactonat-

Aldolase (KDPGal-Aldolase) an. Mit Hilfe dieses Enzyms kann Pyruvat mit Ery-

throse 4-Phosphat zu DAHP umgesetzt werden. Stämme, die zusätzlich eine er-

höhte Transketolaseaktivität aufwiesen, erreichten bei der Shikimatproduktion

eine Verbesserung der molaren Ausbeute um 8,5% [Ran and Frost, 2007].

Verfügbarkeit von Erythrose-4-Phosphat und Phosphoribosylpyrophos-

phat Erythrose 4-Phosphat (E4P) ist eine C4-Aldose, die keine stabilen Pyranose-

oder Furanoseringsysteme ausbilden kann. Daher neigt E4P in wässriger Lösung

zur Dimerisierung und Polymerisierung [Duke et al., 1981], wodurch die intra-

zelluläre Verfügbarkeit des Monomers stark eingeschränkt ist. Die Konzentratio-

nen von E4P in lebenden Zellen liegen daher oftmals unter der Nachweisgrenze,

Synthese- und Verbrauchsraten sind annähernd gleich [Frost and Draths, 1995].

Beim metabolic engineering muss ein ähnlicher Zustand sichergestellt werden um

Akkumulation, Dimerisierung und damit möglichen Verlust zu vermeiden.

Ein häu�g gewählter Ansatz, die Verfügbarkeit von E4P zu erhöhen, ist die Über-

exprimierung von Enzymen des nicht-oxidativen Teils des Pentosephosphatweges

wie die Transketolase [Frost, 1992, Flores et al., 1996, Gosset et al., 1996, Kim

et al., 2000] oder die Transaldolase [Lu and Liao, 1997, Sprenger et al., 2001]. Für

die Überexpression von TktA mit Hilfe von Plasmiden wurde dabei festgestellt,

dass entsprechende Mutanten deutlich schlechter wuchsen und das Plasmid in-

nerhalb weniger Stunde wieder verloren, was für eine signi�kante Belastung des

Sto�wechsels ausgelöst durch die Überexpression der Transketolase oder toxische

Nebenproduktbildung spricht [Kim et al., 2000].

Ebenfalls angewendet wurde die Verstärkung der 6-Phosphogluconolactonase (PgL)

im oxidativen Teil des Pentosephosphatweges [Zimenkov et al., 2005] und eine In-

aktivierung der Phosphoglukoseisomerase (Pgi). Der über den Pentosephosphat-

weg umgeleitete Sto��uss führte zu einer verbesserten Produktausbeute, gleich-

zeitig aber zu deutlich vermindertem Wachstum [Mascarenhas et al., 1991].
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Verfügbarkeit von Serin Bei Serinmangel kann es bei der L-Tryptophanpro-

duktion zur Akkumulation von Indol kommen [Azuma et al., 1993]. Erhöhte Ver-

fügbarkeit von Serin kann durch Inaktivierung der Serin-Desaminase [Newman,

1985], durch Verwendung einer feedbackresistenten (Ser) D-3-Phosphoglycerat-

dehydrogenase/α-Ketoglutaratreduktase (SerA) [Wich et al., 1994] oder 3-Phospho-

glyceratdehydrogenase [Maier, 2004] erreicht werden.

Für die Synthese des aus einem L-Tryptophan-Dimer abgeleiteten Wirksto�s Vio-

lacein führte eine mit anderen Syntheserouten koordinierte Verstärkung die L-

Serinsynthese durch eine Feedbackresistenz von SerA und einer Inaktivierung der

L-Serin-Dehydratase (SdaA) zu einer deutlichen Steigerung der Produktbildung

[Rodrigues et al., 2013].

1.2 Systembiologische Analyse

Die weitgreifende Interaktion der verschiedenen Regulationsmechanismen erfor-

dert eine möglichst ganzheitliche Systembetrachtung. In der Systembiologie wird

versucht, möglichst viele Ebenen der Regulation und die Auswirkungen auf den

Sto�wechsel in die Analyse zu Integrieren. In der Regel wird dieser Vorgang durch

Modellierung und Simulation unterstützt. In der vorliegenden Arbeit wurden Er-

gebnisse auf Transkriptom-, Metabolom- und Prozessebene berücksichtigt. Die

Zielrichtung war dabei, ein weiterführendes Verständnis der Prozessdynamiken

bei der L-Tryptophanproduktion zu entwickeln. Auf Basis der Information über

Wechselwirkungen mit äuÿeren Ein�üssen und Limitierungen des Sto�wechsels

sollten Potentiale abgeschätzt und Ansätze zur Prozess- und Stammoptimierung

entwickelt werden.

1.2.1 Kultivierung und Prozessstrategien

Die Prozess- und Vorkulturführung bildet die Grundlage der systembiologischen

Analyse. Die Vorgehensweise sollte dabei sicherstellen, dass möglichst de�nierte

Zustände (für Stamm und Prozess) vorliegen, auf deren Basis sich ein quantitati-

ves Verständnis ableiten lässt. Zusätzlich war für die Arbeit eine produktionsnahe

und damit auf die Anwendung übertragbare Strategie vorgegeben.

In der Produktion wird häu�g im Zulaufverfahren, im sogenannten �Fed-Batch�-

Prozess, kultiviert. Im Gegensatz zum Satz-Verfahren (Batch) wird dabei im Pro-
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1.2 Systembiologische Analyse

zessverlauf Substrat zugefüttert (auch mehrere Substrate sind möglich). Dadurch

lassen sich bestimmte Prozessphasen verlängern, es kommt zur Akkumulation

von Produkt und Biomasse. Die Akkumulation von Produkten ermöglicht eine

e�zientere Aufarbeitung und spielt damit eine wichtige Rolle bei der Auslegung

ökonomischer Prozesse. Die Zufütterung ist nötig, da in der Regel aufgrund osmo-

tischer, regulatorischer oder toxischer E�ekte keine unbegrenzte Substratvorlage

möglich ist. Zusätzlich können über gezielte Fütterung bestimmte physiologische

Zustände eingestellt werden. Im Gegensatz zu kontinuierlichen Verfahren kann

dabei aufgrund der Akkumulierung maximal ein pseudo-stationärer Zustand er-

reicht werden. Zur Einstellung pseudo-stationärer Zustände werden exponentielle

Fütterungsstrategien eingesetzt. Alternativ ist es mit Hilfe einer konstanten Zu-

fütterung möglich, den Übergang von unlimitiertem zu limitiertem Wachstum

zeitlich zu verlängern.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war, aufgrund der umfangreichen Adaptati-

on an und Wechselwirkung mit den Prozessbedingungen, insbesondere der Über-

gang in die Limitierung von Interesse. Daher wurden hauptsächlich angepasste

Prozessstrategien mit konstanter Zufütterung eingesetzt. Die Prozesse wurden

so ausgelegt, dass der wachstumslimitierende E�ekt auf ein einziges Substrat

zurückzuführen war. Durch die verbesserte zeitliche Au�ösung des Übergangs

können beispielsweise der Ein�uss der Substratlimitierung und Stresszustände

in der stationären Phase des Prozesses getrennt analysiert und diskutiert wer-

den. Im Rahmen der Arbeit wurde der Ein�uss von Kohlensto�-, Phosphat- und

Sticksto�imitierung (Ammonium) auf Wachstum, Atmung und Produktbildung

untersucht.

1.2.2 Transkriptomanalyse

Die Trankriptomanalyse ermöglicht Einblicke in die Transkription der Erbinfor-

mation aus der DNA in RNA, einer zentralen Ebene der Regulation von Sto�-

wechselaktivitäten. In den letzten Jahrzehnten wurden zur Analyse des Transkrip-

toms zahlreiche globale und lokale Analysemethoden entwickelt. Die wichtigs-

ten globalen Analysen sind dabei die Microarray-Analyse mit Hilfe vorgefertigter

Sonden auf einem Chip und das hochparallele Sequenzieren von RNA-oder DNA-

Molekülen (DNA/RNAseq) [Shendure and Ji, 2008, Roh et al., 2010, Costa et al.,

2010]. Für lokale Analysen werden zusätzlich auf Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
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[Mullis et al., 1986] basierende Methoden eingesetzt, beispielsweise bei der soge-

nannten �Real-Time-PCR� [Bustin, 2002].

Im Verlauf dieses Projektes wurden Microarray-Analysen mit kommerziell ver-

fügbaren und etablierten DNA-Chips (A�ymetrix E. coli_2) durchgeführt. In

Zeitreihenexperimenten wurde dabei die di�erentielle Genexpression während des

Übergangs in die Phosphatlimitierung in hoher Au�ösung untersucht. Die hohe

Au�ösung des Übergangs kann einerseits durch die Probenfrequenz, andererseits

durch die Prozessführung erreicht werden (siehe Abschnitt 1.2.1).

1.2.3 Metabolomanalyse

Das Metabolom vermittelt die �nale Reaktion des Sto�wechsels auf verschiedene

Stimuli. Dabei zeigt es eine hohe chemische Diversität bei in der Regel kleinen

Sto�mengen in einer komplexen Matrix. Zur Analyse sind für Molekülgruppen

mit bestimmten chemischen Eigenschaften spezi�sche Aufarbeitungs- und Mess-

methoden nötig. Aufgrund der Dynamik des Sto�wechsels muss der Sto�wech-

sel nach der Probenahme möglichst schnell abgestoppt werden. Das sogenannte

Quenching ist essentiell für die Analyse von Metabolitdynamiken, insbesondere

für den Zentralsto�wechsel. Ein wichtiger Bestandteil der Metabolomanalyse sind

daher schnelle Probenahmemethoden. Diese basieren in der Regel auf Hitze- oder

Kälteinaktivierung des Sto�wechsels, bei Kälteinaktivierung unter Verwendung

von tiefkalten Alkoholen. Abhängig vom Organismus und den Bedingungen in

der Lösung haben beide Inaktivierungsstrategien einen Verlust der Membranin-

tegrität zur Folge, wodurch ein Austausch von intra- und extrazellulärem Milieu

verursacht wird (Leakage). Daher werden Extrakte unter Berücksichtigung al-

ler Fraktionen di�erentiell quanti�ziert, teilweise ist eine absolut quantitative

Aussage nicht möglich [van Gulik, 2010]. Nach der Probenahme beein�ussen die

gewählte Extraktionsstrategie und die verfügbare Messmethode die Analysemög-

lichkeiten. Für Markierungsexperimente mit stabilen Isotopen ist beispielsweise

neben der Quanti�zierung der Metabolitkonzentrationen eine Bestimmung des

Markierungsverhältnisses über NMR oder Massenspektrometer nötig. Für Pro-

benahme, Aufarbeitung und Messung muss in der Regel aufgrund der Eigenhei-

ten des Organismus und des Kultivierungsmilieus eine spezi�sche Methode für

die jeweilige Anwendung etabliert werden. Dabei spielt unter anderem der Zel-

laufschluss und die Probenmatrix eine Rolle. Durch das im Verhältnis deutlich
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gröÿere extrazelluläre Volumen können bereits geringe Konzentrationen eine dif-

ferentielle Analyse beeinträchtigen

[Xu et al., 2010, Oldiges et al., 2007, Taymaz-Nikerel et al., 2009, Villas-Boas

et al., 2005, Matuszewski et al., 2003]. Die Verfügbarkeit und der Umfang quan-

titativer Metabolomdaten bestimmt dabei in hohem Maÿe die Anwendungsmög-

lichkeiten datengetriebener Modellansätze in der systembiologischen Forschung.

1.2.4 Metabolische Modellierung

Die Beschreibung und Simulation metabolischer Vorgänge auf Basis mathemati-

scher Modelle ist ein wichtiger Bestandteil einer systembiologischen Betrachtung.

Durch die Integration verschiedener Ein�üsse können Zusammenhänge darge-

stellt werden, die auf Basis einer lokalen Untersuchung nicht zugänglich wären.

Weiterhin können durch Simulation Zustände dargestellt werden, die durch expe-

rimentelle Ansätze nicht erfassbar sind. Darunter fallen zum Beispiel metaboli-

sche Flüsse, also (stationäre) Raten, mit denen Metabolite in der Zelle umgesetzt

werden [Varma and Palsson, 1994]. Konzentrationswerte einer Messung ergeben,

falls überhaupt verfügbar, keine Informationen über den Umsatz der Metabolite.

Sogenannte Fluss- und Flussverteilungsanalysen beschreiben auf Basis einer vor-

gegebenen Stöchiometrie und weiterer Informationen die Verteilung der Sto�üsse

durch die Zelle [Varma and Palsson, 1993]. Neben rein stöchiometrischen Ansät-

zen gibt es zusätzlich die Möglichkeit, durch Markierung mit stabilen Isotopen

erweiterte Informationen über intrazelluläre Sto�verteilungen zu generieren [Wie-

chert, 2001]. Auf Basis eines Flusses können mit dem Einbringen von Sto�umsatz-

kinetiken dynamische Modelle beschrieben werden, die eine Reaktion des Systems

auf äuÿere Stimuli simulieren können [Mauch et al., 1997]. Die Anwendung der

jeweiligen Modellierungsstrategie richtet sich nach der Fragestellung sowie der

verfügbaren Datenlage zur Parametrisierung der Modelle. Im Rahmen dieser Ar-

beit wurden zur Ergänzung von Prozessbilanzierungen Flussverteilungsanalysen

zur Simulation verschiedener Flussszenarien und Elementarmodenanalysen einge-

setzt. Der Fokus lag dabei auf der E�zienz der Atmungskette und ATP-Synthese

unter Prozessbedingungen sowie dem Potential der L-Tryptophansynthese unter

Berücksichtigung einschränkender Randbedingungen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterial

Tabelle 1: Geräte
Geräte Hersteller

Abgasanalyse BlueSens, DE

Abluft�lter, Abluft�ltereinheit Bioengineering, CH

Anstechbecher Bioengineering, CH

Bioreaktor (Glas) 0,2 l Schott Glas, DE

Bioreaktor (Glas), 2 l mit 2 Sechs-

blattrühren

HWS Labortechnik, DE

Bioreaktor, 30l Bioengineering, CH

BioLog-Prozessleitsystem (Lab-

view)

Eigenentwicklung IBVT Stuttgart (A.

Freund)

Computer, Prozessleitsystem Hewlett-Packard, US

Cryostat RK20, MGW Lauda, DE

Dichte-Aräometer Carl Roth GmbH, DE

Elementaranalysator N/C 2100S, Analytik Jena, DE

Drucksonde Keller, DE

Feinwaage AE200, Mettler Toledo, DE

Filtrationseinheit Flonamics Analytical Instruments, US

Gaschromatograph Autsystem XL GC,Perkin Elmer, US

Glaswaren Erlenmeyerkolben, Bechergläser, Fla-

schen,Zulau�aschen, Schott Glas, DE

Halbautomatische Probenahme Eigenentwicklung IBVT Stuttgart (A.

Freund)

HPLC 1200, Agilent Technologies, US

Kondensatfalle Bioengineering, CH

Magnetrührplatte mit Heizele-

ment

IKA-Labortechnik, DE

Massenspektrometer Turbomass,Perkin Elmer, US

Mass-Flow Controler Analyt MTC, DE

Online Glukosesonde ProcessTRACE, TRACE-Biotech AG, DE
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Geräte Hersteller

pH-Elektrode Mettler Toledo, DE

pH-Regler Mostec, CH

Bioengineering, CH

Photometer DR2800 UV/VIS, HACH LANGE,DE

Ultrospec 1100 pro, Biochrom Ltd., GB

Pipetten Eppendorf Research, Eppendorf, DE

pO2-Sonde Mettler Toledo, DE

pO2-Signalverstärker Mettler, DE

Probenahmeventil Bioengineering, CH

Reagenzglas-Rotationsschüttler CMV-ROM,Fröbel Labortechnik, DE

Rührermotor und Steuerung (2 l

Reaktor)

Lenze, DE

Rührkesselreaktor (30 l) Bioengineering, CH

Schlauchpumpen 101 U,Watson Marlow, US

Steckdosenzeitschaltuhr Grässling, DE

Stopfen Bioengineering, CH

Temperatursonde Bioengineering, CH

Thermoschüttler Thermomixer comfort,Eppendorf, DE

Trockenschrank UT6200, Heraeus, GB

Überdruckventil Bioengineering, CH

Überkopfschüttler Roto Shake Genie, Sci. Industries Inc., US

Vakuumkammer spe-12G, J.T. Baker, US

Vakuumpumpen MD 4C,RC 5,MZ 2C, vacuumbrand, DE

Vakuumrotationsevaporator RVC, 2-33 IR, CT04-50, Martin Christ

GmbH,DE

Vortex Assisten-Reamix 2789, Karl Hecht KG, DE

Waagen XS 6002S, 6001S, Mettler Toledo, DE

Wasserbad mit Thermostat Lauda, DE

Zentrifugen Megafuge 1-OR, Heraeus, GB

Avant J-25, Beckman Coulter, US

5417R, Eppendorf, DE

Zentrifugenbecher 100 mm, Carl Roth, DE

Zuluft�lter, Zuluft�ltereinheit Sartorius, DE
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2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien
Hersteller Chemikalien

Becton Dickinson, US Difco BactoTM Yeast Extract, Difco

BactoTM Trypton, Europäischer Agar

Fluka, US Ammoniak, Ammoniumhydroxid,

Calciumchlorid-Dihydrat, Diammo-

niumhydrogencitrat Cobaltdichlorid-

Hexahydrat, Eisen(III)Citrat Monohy-

drat, Eisensulfat-Heptahydrat, Essig-

säure, Magnesiumsulfat-Heptahydrat,

Mangandichlorid-Tetrahydrat, 3-(N-

Morpholino)-Propansulfonsäure(MOPS)-

Pu�er, Natriumcitrat-Dihydrat, o-

Phthaldialdehyd, Tetrazyklin, Zinksulfat-

Heptahydrat

Merck, DE Ammoniummolybdat-Tetrahydrat, Borsäu-

re, Natriummolybdat-Dihydrat

Riedel-de Haen, US Natriumchlorid, Perchlorsäure

Roth, DE Aceton, Acetonitril, Ammoniumchlorid,

Diammoniumsulfat, Dikaliumhydrogen-

phosphat, Dikaliumsulfat, Dinatriumhy-

drogenphosphat, Ethylendiamintetraacetat

(EDTA), Glukosemonohydrat, Glycerin,

Kaliumchlorid, Kaliumdihydrogenphosphat,

Kaliumhydroxid, Kupfersulfat-Pentahydrat,

Methanol, Thiaminhydrochlorid
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Hersteller Chemikalien

Schill und Seilacher, DE Struktol J 647

Sigma Aldrich, US Aminosäurestandard, L-Asparagin, L-

Glutamin, L-Tryptophan, 13C markiertes

Algenextrakt

Tabelle 3: Messkits
Bezeichnung Hersteller

D-Glukose Boehringer Mannheim, DE

Essigsäure (Acetat) Boehringer Mannheim, DE

LCK 303 Ammonium-Sticksto� Hach Lange, DE

LCK 348 ortho-Phosphat Hach Lange, DE

LCK 353 Sulfat Hach Lange, DE

Tabelle 4: Analytik
Bezeichnung Hersteller

Dichte-Aräometer Carl Roth GmbH, DE

Feinwaage Mettler Toledo, CH

Heraeus Megafuge 1-OR Heraeus, GB

HPLC Agilent 1200 Serie Agilent Technologies, US

HPLC Säule Zorbax Eclipse Plus

C18

Duratec Analysen Technik GmbH, DE

HPLC Säule Supercosil-LC-18T Supelco (Sigma Aldrich), US

HPLC Vorsäule Agilent 820950-

936

Agilent Technologies, US

HPLC Vorsäule BDS Hypersil

C18 5µm

Thermo Fisher, US

Benzolsulfonsäure-

Kationenaustauscher

Macherey-Nagel GmbH Co.KG, DE
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2.1.3 Lösungen

Tabelle 5: Lösungen zur Probeninaktivierung und Extraktion
Bezeichnung Zusammensetzung

Essigsäure-Elutionslösung Essigsäure 5%

Ethanol-Quenchinglösung 40% Ethanol, 0,8% Natriumchlorid (NaCl)

Methanol-Quenchinglösung 60%(v/v) Methanol

Perchlorsäurelösung 35% Perchlorsäure, 80 µM Ethylendiaminte-

traessigsäure (EDTA)

Kaliumhydroxid-

Neutralisierungslösung

1 M K2HPO4, 5 M KOH (1:10)

Tabelle 6: HPLC-Flieÿmittel
Verwendung Zusammensetzung

Aminosäure HPLC, Flieÿmittel A 1,8 g/l Na2HPO4x 2H2O; 3,8 g/l

Na2B4O7 x 10H2O; 32,5 mg/l NaN3; mit

HCl auf pH 8,2

Aminosäure HPLC, Flieÿmittel B 45% Acetonitril, 45% Methanol, 10% Wasser

Nukleotid HPLC, Flieÿmittel A 0,1 mol/l Kaliumdihydrogenphos-

phat (KH2PO4), 0,1 mol/l Dikaliumhy-

drogenphosphat (K2HPO4), 0,004 mol/l

Tetrabutylammoniumsulfat (TBAS), mit

Phosphorsäure / Kaliumhydroxid (KOH)

auf pH 6,0

Nukleotid HPLC, Flieÿmittel B 0,1 mol/l KH2PO4, 0,1 mol/l K2HPO4,4

mmol/l TBAS, mit Phosphorsäure/KOH auf

pH 7,2, anschlieÿend 30 % Methanol Zugabe
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Tabelle 7: Aminosäure-HPLC Derivatisierungslösungen
Verwendung Zusammensetzung

OPA-Reagenz 0,4 M Kaliumboratpu�er (pH 10,2), 10

mg/ml Ortho-Phthaldialdehyd (OPA), 8,7

µl/ml 3-Mercaptopropionsäure

Fluorenylmethoxycarbonyl

(FMOC)-Reagenz

45% Acetonitril, 45% Methanol, 10% Wasser
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Tabelle 8: Fütterungslösungen und Stammlösungen zur Medienherstellung
Komponente Zusammensetzung

Ammoniumphosphatlösung
Di-Ammoniumhydrogenphosphat

((NH3)2HPO4) 396 g/l

Phosphat-Fütterungslösung KH2PO4 / K2HPO4 (40 % /60 %), 23,81

g/l Phosphorsäure, vollständig deprotoniert

(PO4)

Spurenelementelösung 1 0,048 g/l H3BO3

1000-fach konzentiert 0,014 g/l CoCl2 x 6 H2O

(Kulturmedium) 0,005 g/l CuSO4 x 5 H2O

0,32 g/l MnCl2 x 4 H2O

0,057 g/l ZnSO4 x 7 H2O

0,008 g/l (NH4)6Mo2O24 x H2O

0,15 g/l CaCl2 x 2H2O

Spurenelementelösung 2 0,0324 g/l NA2MoO4 x 2H2O

20-fach konzentriert 0,5 g/l H3BO3

(Seedmedium, 0,14 g/l CoCl2 x 6 H2O

Vorfermentation, 0,005 g/l CuSO4 x 5 H2O

Hautpfermentation) 0,32 g/l MnCl2 x 4 H2O

0,06 g/l ZnSO4 x 7 H2O

Thiaminhydrochloridlösungen 5 g/l Thiaminhydrochlorid

1000-fach konzentriert

Tetrazyklinstammlösung 0,2 g/l Tetracyclin

2.1.4 Medien

Alle verwendeten Medien basieren auf dem grundlegenden Patent [Camakaris

et al., 1997]. Modi�kation wurden auf Basis von Selektionstests (Schüttelkol-

benmedien, Tetracyclingehalt), eines Screening-Versuchs zur Medienoptimierung

(Bioreaktormedien) und zur Reduktion von unde�nierten Komplexanteilen (Bio-
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reaktormedien) eingebracht. Weiterhin wurden zur Untersuchung verschiedener

weiterer Elementarlimitierungen (Kohlensto�, Schwefel und Sticksto�) modi�-

zierte Medien auf Basis des phosphatlimitierten Ansatzes entwickelt. Alle Be-

standteile der Medien wurden in deionisiertem Wasser gelöst.

Kulturmedium Das Kulturmedium wurde aus einer 10 fach konzentrierten

Stammlösung und Einzelkomponenten (Glukose, Tetrazyklin, Spurenelemente)

hergestellt, die steril vereinigt wurden. Der pH-Wert der Stammlösung wurde

mittels Natriumlauge auf 7 eingestellt, anschlieÿend wurde die Stammlösung au-

toklaviert. Das Kultur-Medium wurde zur Erstellung von Glycerinkulturen ver-

wendet. Für Kultivierungen mit E. coli W3110 wurde kein Tetrazyklin zugege-

ben.

Tabelle 9: Kulturmedium-Stammlösung (x10)
Komponente Konzentration

MOPS 167,44 g/l

Na3C6H5O7 x H2O 1,41 g/l

FeSO4 x 7 H2O 0,13 g/l

NH4Cl 19,2 g/l

MgSO4 x 7H2O 4 g/l

KCl 2,4 g/l

CaCl2 x 2H2O 0,00015 g/l

Spurenelementelösung 1 1 ml/l

Tabelle 10: Kulturmedium
Komponente Konzentration

Glukose 4 g/l

Kultur-Stammlösung 100 ml/l

Hefeextrakt 1 g/l

Tetracyclin 3,5 mg/l

Seed-Medium Die als Stammlösungen angesetzten Salze wurden in den in

Tabelle 11 gezeigten Konzentrationen vereinigt. Der pH-Wert wurde mit NH4OH

auf 7 eingestellt und die Lösung autoklaviert. Anschlieÿend wurden steril die
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Glukosestammlösung (20 % w/w) und die Hefeextraktstammlösung (20 % w/w)

zugegeben. Die Thiaminhydrochloridstammlösung, die Tetrazyklinstammlösung

und die Spurenelementlösung 2 wurden ebenfalls steril zugegeben. Für Kultivie-

rungen mit E. coli W3110 wurde kein Tetrazyklin zugefügt.

Tabelle 11: Seed -Medium
Komponente Konzentration

Glukose 4 g/l

Hefeextrakt 1,1 g/l

MOPS 16,744 g/l

Na3C6H5O7 x H2O 0,14 g/l

FeSO4 x 7 H2O 0,013 g/l

MgSO4 x 7H2O 0,4 g/l

(NH4)2SO4 1,29 g/l

KCl 0,24 g/l

KH2PO4 1,1 g/l

Spurenelementelösung 2 50 ml/l

Thiamin HCl 0,005 g/l

Tetracyclin 0,0025 g/l

Vorfermentationsmedium Der Glasreaktor wurde mit den in 12 aufgeführten

Salzen autoklaviert. Der pH-Wert wurde mit 25% Ammoniaklösung (NH4OH) auf

6,7 eingestellt. Über einen Erlenmeyerkoben mit Bodenaus�uss wurden Glukose,

Spurenelemente, Tetrazyklin und Thiamin zugegeben. Um den Eintrag von Kom-

plexanteilen in die Hauptfermentation zu verringern, wurde für spätere Prozesse

auf 7,5 g/l Hefeextrakt (im ursprünglichen Medium) verzichtet. Für Kultivierun-

gen mit E. coli W3110 wurde kein Tetrazyklin zugegeben.

33



2.1 Material

Tabelle 12: Vorfermentationsmedium
Komponente Konzentration

Glukose 27 g/l

Na3C6H5O7 x H2O 1 g/l

FeSO4 x 7 H2O 1,1 g/l

MgSO4 x 7H2O 3,15 g/l

(NH4)2SO4 8,65 g/l

KH2PO4 0,75 g/l

K2SO4 2,3 g/l

Spurenelementelösung 2 50 ml/l

Thiamin HCl 0,024 g/l

Tetracyclin 0,0025 g/l

Hauptfermentationsmedium: Phosphatlimitierung Das Hauptfermenta-

tionsmedium wurde nach einem Screeningexperiment im Vergleich zum Aus-

gangsmedium [Camakaris et al., 1997] modi�ziert. Die Eisensulfat Heptahydrat

(FeSO4 x 7 H2O) und Trinatriumcitrat Monohydrat (Na3C6H5O7 x H2O) Kon-

zentrationen wurde um 30 % reduziert, der Anteil an Spurenelementen um 30 %

erhöht. Für Prozesse mit Phosphatfütterung wurde zudem je nach Prozessfüh-

rungsstrategie die Startkonzentration an KH2PO4 reduziert (30 und 44 %).

Tabelle 13: Hauptfermentationsmedium: Phosphatlimitierung
Komponente Konzentration

Glukose 27 g/l

Na3C6H5O7 x H2O 0,7 g/l

FeSO4 x 7 H2O 1 g/l

MgSO4 x 7H2O 3,15 g/l

(NH4)2SO4 8,65 g/l

KH2PO4 1,5 g/l

K2SO4 2,3 g/l

Spurenelementelösung 2 26 ml/l

Hauptfermentationsmedium: Glukoselimitierung Das Medium zur Ana-

lyse glukoselimitierter Zustände entsprach dem Standardmedium (Tabelle 13).
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Ausreichende Phosphatversorgung wurde über eine zusätzliche Fütterung mit ei-

nem Phosphatpu�er (siehe Tabelle 8) sichergestellt.

Hauptfermentationsmedium: Sticksto�imitierung Die Sticksti�imitier-

ten Prozesse wurden in einer dreifach Bioreaktoranlage (200 ml Reaktorvolumen)

durchgeführt. Die Komponenten wurden entsprechend des Bedarfs angepasst.

Tabelle 14: Hauptfermentationsmedium: Sticksto�imitierung
Komponente Konzentration

Glukose 28 g/l

Na3C6H5O7 x H2O 0,75 g/l

FeSO4 x 7 H2O 1,05 g/l

MgSO4 x 7H2O 2,36 g/l

(NH4)2SO4 6,49 g/l

KH2PO4 1,13 g/l

K2SO4 1,73 g/l

Spurenelementelösung 2 4 ml/l

Medien: verringerter Schwefelanteil Zur Verringerung des Schwefelanteils

wurden neben dem Hauptfermentationmedium auch ein schwefelreduziertes Schüt-

telkolbenmedium entwickelt um den Übertrag von Schwefelkomponenten zu mi-

nimieren.

Tabelle 15: Schüttelkolbenmedium: verringerter Schwefelanteil
Komponente Konzentration

Glukose 3,7 g/l

FeC6H5O7 x H2O 0,009 g/l

MOPS 16,7 g/l

MgCl2 x 6H2O 0,3 g/l

(NH4)2HPO4 1,3 g/l

KCl 0,24 g/l

Tetracyclin 0,0025 g/l

Thiamin 0,005 g/l

Spurenelementelösung 1 2 ml/l

35



2.1 Material

Tabelle 16: Fermentationsmedium: verringerter Schwefelanteil
Komponente Konzentration

Glukose 25 g/l

FeC6H5O7 x H2O 0,75 g/l

MgCl2 x 6H2O 0,26 g/l

(NH4)2HPO4 4,6 g/l

(NH4)2C6H6O7 3,92 g/l

KH2PO4 0,5 g/l

Spurenelementelösung 2 4 ml/l

LB-Medium Das LB-Medium wurde für die Kultivierung von E. coli verwen-

det. Alle Bestandteile des Mediums wurden in deionisiertem Wasser gelöst und

anschlieÿend autoklaviert. Bei Bedarf wurde nach Abkühlen des Mediums unter

60◦C Tetracyclin (Endkonzentration 5 mg/l) zugegeben. Die Zusammensetzung

des LB-Mediums ist in Tabelle 17 angegeben. Zur Herstellung von Agarplatten

wurde zusätzlich 15 g/L Agarose zugegeben.

Tabelle 17: LB-Medium
Komponente Konzentration [g/L]

Trypton 10

Hefeextrakt 5

NaCl 5

2.1.5 Stämme

Escherichia coli K12 W3110 Als Wildtypstamm wurde Escherichia coli

K12 W3110 (DSM 5911) eingesetzt.

Escherichia coli K12 JP6015 /pMU91 Der zur Tryptophan-Produktion

eingesetzte Stamm Escherichia coli K12 JP6015 /pMU91 [Camakaris et al., 1997]

(DSM10123) zeigt einen folgendermaÿen veränderten Genotyp:
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1. Inaktivierte tyrosinsensitive DAHP-Synthase, aroF363

2. Feedbackresistente phenylalaninsensitive DAHP-Synthase aroG103

3. Feedbackresistente tryptophansensitive DAHP-Synthase aroH371

4. Teilweise feedbackresistente Anthranilatsynthase (70% Aktivität

bei 10 mM Tryptophan)

trpE382

5. Inaktivierter TrpR-Repressor trpR363

6. Inaktivierter TyrR-Repressor tyrR366

7. Temperatursensitive, modi�zierte Trp-tRNA Synthetase mit ei-

nem erhöhten Km-Wert für Tryptophan

trpS378

8. Defekt im Aufnahmesystem für aromatische Aminosäuren aroP519

9. Defekt im hocha�nen Tryptophan-Aufnahmesystem mtr-24

10. Inaktive Tryptophanase und vernachlässigbare TnaB Permease

Aktivitität (polarer E�ekt auf tnaB)

tnaA-1

11. Fähigkeit Saccharose als Kohlensto�quelle zu nutzen sac+

12. Selektiert nach Serin-Prototrophie ser+

Stamm chromosomal serA−, plasmidstabilisierender Faktor

Zusätzlich enthält der Stamm das Plasmid pMU91 (18,8 kb), abgeleitet von

pSC101 [Cohen and Chang, 1977]. Auf dem Plasmid enthalten ist serA, das

Gen der 3-Phosphoglycerat Dehydrogenase (erste spezi�sche Reaktion der Serin-

Biosynthese). Weiterhin ist das Tetracyclinresistenzgen tetA sowie das deregu-

lierte L-Tryptophanoperon trpE476DCBA (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Plasmid pMU91, [Camakaris et al., 1997]

Durch Inaktivierung der Repressorproteine TrpR und TyrR und dem Einsatz

feedbackresistenter DAHP-Synthasen werden Schlüsselpositionen der Tryptophan-

synthese dereguliert. Das Gen trpE476 codiert eine teilweise feedbackresisten-

te Anthranilatsynthase (Aktivitätshemmung von weniger als 10% bei 1 mM L-

Tryptophan, 60% Aktivitätshemmung bei 13,5 g/l Tryptophan).

Neben der Deregulierung von Schlüsselenzymen spielt die Einführung einer teil-

weise defekten Tryptophanyl-tRNA-Synthetase trpS378 in Verbindung mit inak-

tivierten Transportsystemen für Tryptophan (aroP519, mtr-24, tnaB) eine ent-

scheidende Rolle für die Verbesserung der L-Tryptophanproduktion. Transport-

mutanten mit trpS378 benötigen wenigstens 5 mM Tryptophan für eine gute Ver-

mehrung [Camakaris et al., 1997]. Damit können unter bestimmten Wachstums-

bedingungen Mutanten mit erhöhter L-Tryptophanproduktion selektiert werden.

Zusätzlich reduziert die weniger tryptophana�ne Tryptophanyl-tRNA-Synthetase

den E�ekt der Attenuation. Damit erhöht sich zusätzlich die Plasmidstabilität

während der Vermehrungsphasen (bei relativ geringen Tryptophankonzentratio-

nen) im Produktionsprozess. Der Defekt in der Tryptophanase TnaA verhindert

den Abbau von L-Tryptophan zu Indol und Pyruvat.
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2.1.6 Software

Tabelle 18: Verwendete Software
Software Firma/Autor Applikation

Analyst 7.0 Genedata Transkriptomdatenanalyse

Excel 2007 Microsoft Datenanalyse, Statistik

Endnote X3 Thomson-Reuters Literaturverwaltung

Insilico Discovery Insilico biotechnology

GmbH

Metabolische Modellierung

Jabref 2.5 general public license Literaturverwaltung, BibteX

MikteX 2.9 www.miktex.org LateX Implementierung für Windows

Sigmaplot 12 Scienti�c Solutions Erstellen von Graphen

TeXnicCenter www.toolcenter.org Editor für LateX

2.2 Methoden

2.2.1 Sterilisation von Medien und Materialien

Lösungen, Medien, Pu�er und Materialien wurden vor ihrem Einsatz bei 121◦C

und 1 bar Überdruck autoklaviert. Temperaturemp�ndliche Lösungen wurden

mit 0,2 µm Steril�ltern �ltriert.

2.2.2 Stammhaltung

Um mögliche Mutationen und damit Abweichungen der kultivierten Mutanten

vom Ursprungsstamm zu Vermeiden, wurden zur Reduktion der Generationen-

zahl bis zur Verwendung Dauer-Glyceringkulturen für alle verwendeten Stämme

erstellt. Dazu wurden die Zellen in Kulturmedium (10, Wildtypstamm ohne Te-

tracyclin) kultiviert bis die mittlere exponentielle Phase erreicht war. Anschlie-

ÿend wurde die Zellsuspension aliquotiert und unter Zugabe von 20% sterilem

Glycerin bei -70 ◦C bis zur Verwendung eingefroren.
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2.2.3 Vorkulturen im Schüttelkolben

Alle Kultivierungen im Schüttelkolben wurden bei 30◦C durchgeführt (96 rpm).

Für Kultivierungen mit Kulturmedium 10 wurden Schüttelkolben mit 500 ml Ge-

samtvolumen verwendet, die mit 50 ml Medium befüllt wurden. Für alle weiteren

Schüttelkolbenkultivierungen wurden Schüttelkolben mit Schikanen und 2 l Ge-

samtvolumen eingesetzt. Diese wurden mit 300 ml Medium (z.B. 11) befüllt. Die

Kultivierungsdauer betrug 24 h.

2.2.4 Kultivierung in Bioreaktoren

Im Laufe der Arbeit wurden Bioreaktoren in verschiedensten Maÿstäben einge-

setzt. Für Medienoptimierungen wurde eine Vierfachanlage mit 50 ml Glasreak-

toren, für Evaluierungen von Prozessstrategien eine Dreifachanlage mit 300 ml

Glasreaktoren sowie einzelne 2l Glasreaktoren eingesetzt. Für Prozessbilanzierun-

gen und Probenahmen zur Analyse intrazellulärer Metabolite und des Transkrip-

toms wurde ein 30 l Stahlreaktor verwendet

Prozessbilanzierung Zur vollständigen Erfassung des Sto�austausches wur-

den die Prozesse umfangreich beprobt und analysiert. Neben Glukose und Essig-

säure wurden Aminosäuren und die Sto�anteile von Kohlendioxid und Sauersto�

in der Abluft bestimmt. Darüber hinaus wurden Ammonium- und Phosphatio-

nen im Prozessverlauf quanti�ziert. Sämtliche Zuläufe und Entnahmen, inklusive

der Verdunstung, wurden berücksichtigt. Standardmässig wurden Kohlensto�bi-

lanzen zur Bewertung der Messungen und des Prozesses eingesetzt. Für einige

Prozesse im 300 ml Maÿstab wurde zudem eine Gesamtkohlensto�analyse der

Flüssigphase durhgeführt. Phosphat- und Sticksto�bilanzen wurden zur Ausle-

gung verschiedener Prozesstrategien mit Elementarlimitieriung verwendet. Alle

Bilanzen wurden sowohl di�erentiell als auch integral erstellt.

2.2.5 Kultivierung im 30 l Maÿstab

Referenzprozess Bei dem sogenannten Referenzprozess handelt es sich um

einen aus dem vorliegenden Patent [Camakaris et al., 1997] abgeleiteten phos-

phatlimitierten Prozess. Ausgehend von Glycerinkulturen wurden Schüttelkolben
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(2 l) mit 300 ml Seedmedium (11) beimpft, die bei 30◦C für 24 h geschüttelt wur-

den. Basierend auf Studien zur Plasmidstabilität wurde der Tetracyclingehalt

im Seedmedium im Vergleich zur Patentvorlage auf 2,5 mg/l erhöht. Mit 150

ml der Vorkultur wurden dann 1,35 l Vorfermentationsmedium (12 in einem 2 l

Glasreaktor beimpft (1,5 l Gesamtvolumen)). Die Vorfermentation wurde bei 30
◦C durchgeführt, der pH-Wert über Ammoniumhydroxidzugabe auf 6,7 geregelt

und eine Sauersto�sättigung gröÿer 30 % durch Kontrolle der Rührerdrehzahl

eingestellt. Die Prozesslaufzeit betrug 16 h. Im Vergleich zur Patentvorgabe war

das Reaktionsvolumen vergröÿert und basierend auf Wachstums- und Produktbil-

dungsstudien die Kultivierungszeit verkürzt (24 auf 16 h). Darüber hinaus wurde

zur Vermeidung unde�nierter Medienanteile (auch Übertrag in Hauptfermentati-

on möglich) auf Hefeextrakt verzichtet und die Tetracyclinkonzentration auf 2,5

mg/l erhöht. Die gesamten 1,5 l Vorfermentationsvolumen wurden zum Animpfen

der Hauptkultur mit leichtem Überdruck über eine Verbindungsleitung in den 30

l Hauptreaktor mit 10,5 l Hauptfermentationsmedium (siehe Abschnitt 13) über-

tragen.

Die Hauptkultivierung wurde als Fed-Batch-Prozess für 32 h bei 33 ◦C durchge-

führt. Der pH-Wert wurde durch Titration mit 25 % Ammoniumhydroxidlösung

auf 6,9 geregelt, zusätzlich wurde über Regelung der Rührerdrehzahl eine Sau-

ersto�sättigung gröÿer 25 % sichergestellt. Als Fütterungslösung wurde 620 g/l

Glukoselösung verwendet. Die Fütterung wurde so gesteuert, dass ein glukosege-

sättigter Zustand über den gesamten Prozessverlauf gegeben war. Wachstumsli-

mitierendes Substrat war Phosphat, das im Hauptfermentationsmedium vorge-

legt wurde. Die Sättigung aller übriger Makroelemente im Prozessverlauf wurde

durch Analyse von Ammonium, Sulfat sowie Sauersto� durch eine Sauersto�-

sonde sichergestellt. Basierend auf Ergebnissen eines Screenings nach sensitiven

Medienkomponenten (siehe folgender Abschnitt 2.2.6) wurde für spätere Prozesse

zur Verbesserung der Stabilität und zur Reduktion zusätzlicher kohlensto�halti-

ger Komponenten der Eisensulfatgehalt und der Natriumcitratgehalt um 30 %

im Vergleich zur Patentvorgabe reduziert und der Spurenelementeanteil um 30 %

erhöht um für erhöhte Biomassekonzentrationen ausreichend Spurenelemente zur

Verfügung zu stellen. Für die Hautpfermentation erfolgte eine vollständige Vo-

lumenbilanzierung, Abgasanalyse und Messungen aller relevanten Produkte und

Nebenprodukte im Kulturüberstand zur Prozessbilanzierung.
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Phosphatfütterung Alle Prozesse mit zusätzlicher Phosphatfütterung basier-

ten auf dem Referenzprozess. Kulturführung, Hauptfermentationsmedium und

Prozessparameter wurden bis auf die Phosphatkonzentration im Fermentations-

medium und die zusätzliche Phosphatfütterung übernommen. Im Vorfeld wurden

Phosphatfütterungsprozesse mit konstanter und exponentieller Fütterung mit un-

verändertem Hauptfermentationsmedium durchgeführt. Für die folgenden Studi-

en des Übergangs in die Phosphatlimitierung wurde die Phosphatkonzentration

im Hauptfermentationsmedium auf 0,6 g/l reduziert um einen Übergang bei etwa

5 g/l Biotrockenmassekonzentration zu ermöglichen. Dadurch wurde ein de�nier-

ter Limitierungszustand gewährleistet (Phosphatlimiterung). Die zu Prozessende

erreichten Biomassen und Produktkonzentrationen bewegten sich innerhalb des

Auslegungsbereichs des Mediums (Vorversuche, Referenzprozesse und Medien-

Screening). Als Phosphatfütterungslösung wurde ein Kaliumphosphatpu�er (pH

7, siehe Tabelle 8) mit einer �nalen Phosphatkonzentration von 23,81 g/l ein-

gesetzt. Die Phosphatkonzentration der Feedlösung war anhand der Phosphat-

aufnahmraten des Referenzprozesses in der Übergangsphase und der technischen

Rahmenbedingungen der Fütterungspumpen (minimale Förderrate, Förderungs-

bereich) festgelegt worden.

Glukoselimitierung Die Prozessführung der glukoselimitierten Prozesse wur-

de ebenfalls ausgehend vom Referenzprozess unter Beibehaltung der Prozesspara-

meter entwickelt. Um eine de�nierte Limitierungsbedingung zu scha�en, musste

der Sticksto�- und Phosphorgehalt des Mediums erhöht werden. Die Sticksto�zu-

gabe war wegen der veränderten Titration unter Glukoselimitierung nötig gewor-

den. Da insbesondere für Phosphor (über Phosphat) die Löslichkeit im Medium

begrenzt war, musste die Versorgung über eine zusätzliche Fütterung gewährleis-

tet werden. Um eine kombinierte Zugabe der Elemente zu ermöglichen, wurde

eine Ammoniumphosphatlösung ((NH3)2HPO4, siehe Tabelle 8) eingesetzt. Der

Bedarf und die Fütterungsrate wurde über Elementarbilanzierung des Referenz-

prozesses abgeschätzt. Die Glukoselimitierung wurde über exponentielle Fütte-

rung erreicht. Die Fütterungsrate wurde basierend auf Biomasse- und Substrat-

bilanz unter Berücksichtigung des Erhaltungssto�wechsels berechnet. Die Fütte-

rung wurde gestartet, nachdem die im Batch vorgelegte Glukose verbraucht war.

Über die Fütterung wurde eine spezi�sche Wachstumsrate von 0,1 1/h eingestellt.
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Serielle Glukose- und Phosphatlimitierung Für die serielle Glukose- und

Phosphatlimitierung wurde im Vergleich zum Referenzprozess die Glukosevorlage

im Hauptfermentationsmedium auf 5 g/l reduziert. Beim Erreichen einer Gluko-

sekonzentration kleiner als 0,5 g/l wurde exponentiell Glukose zugefüttert (siehe

Abschnitt 2.2.10). Die eingestellte spezi�sche Wachstumsrate betrug 0,3 1/h, da

für geringere Wachstumsraten (siehe Abschnitt 2.2.5) ein Plasmidverlust fest-

gestellt worden war. Die exponentielle Fütterung wurde bis zum Einsetzen der

Phosphatlimitierung beibehalten. Mit Beginn der Phosphatlimitierung und akku-

lulierender Glukose wurde analog zum Referenzprozess auf eine manuell gesteu-

erte Fütterung umgestellt. Die Glukosekonzentration im Reaktor wurde zwischen

5 und 15 g/l gehalten.

2.2.6 Kultivierung in Parallelreaktorsystemen

Medienscreening Das Medien-Screening wurde in einer im Projektverlauf ent-

wickelten Vierfach-Reaktoranlage mit Glasreaktoren mit 50 ml Gesamtvolumen

durchgeführt. Die Etablierung und praktische Umsetzung des Ansatzes fand im

Rahmen einer im Projekt durchgeführten Diplomarbeit statt [Hurler, 2011]. Um

eine ausreichende, nicht-limitierende Sauersto�versorgung sicherzustellen, wurde

eine Begasung über Edelstahlfritten mit 5 µm Porengröÿe eingeführt, zusätzlich

wurde mit einem Magnetrührer durchmischt. Die Ansätze orientierten sich am

Referenzmedium [Camakaris et al., 1997], aufgrund des begrenzten Sauersto�ein-

trags wurden alle Komponenten zunächst auf 75 % der ursprünglichen Sto�men-

gen reduziert. Der pH- Wert wurde über Zugabe von 10 % Ammoniumhydroxyd-

lösung und 10 % Schwefelsäure geregelt, zusätzlich wurden 16,7 g/l N-morpholino-

3-propansulfonsäure (MOPS)-Pu�er zugegeben um pH-Schwankungen zu Beginn

der Kultivierung abzuschwächen. Die Kulturführung beinhaltete analog zur Re-

ferenzkultivierung eine aus Glycerinkulturen angeimpfte Schüttelkolbenkultivie-

rung (24 h, Seed-Medium) und eine Vorfermentation (Vorfermentationsmedium,

zusätzlich MOPS, 16 h), die ebenfalls im 50 ml Reaktor durchgeführt wurde.

Im Laufe des eindimensionalen Screenings wurden insgesamt 11 Medienkompo-

nenten modi�ziert oder im Falle von Calciumchlorid Dihydrat (CaCl2 x 2H2O)

zusätzlich beigefügt. Als Bewertungskriterium dienten für drei standardisierte

Zeitpunkte die Konzentrationen an Biomasse, Tryptophan und Acetat, die je-

weils mit mehrfach im Ablauf identisch durchgeführten Referenzkultivierungen
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(n gröÿer 8) verglichen wurden. Bei einer signi�kanten Abweichung einer Grö-

ÿe zu einem Zeitpunkt der Kultivierung wurden die entsprechenden Prozesse im

Triplikat wiederholt um die Signi�kanz der Abweichungen zu bewerten.

Sticksto�imitierung Versuche zur Sticksto�imitierung wurden in einer am

Institut durch Andreas Freund entwickelten Dreifach-Reaktoranlage mit 300 ml

Glasreaktoren durchgeführt. Die Anlage verfügte über eine pH-Regelung, eine

pO2-Regelung über die Steuerung der Begasungsrate und der Rührerdrehzahl

sowie ansteuerbare Pumpen zur Substratzufütterung. Aufgrund der verwende-

ten Magnetrührer und Begasungsfritten war der maximale Sauersto�eintrag be-

grenzt, die Prozesse mussten daher in Füllvolumen, Laufzeit und maximaler

Biomassekonzentration angepasst werden. Die Leistungsfähigkeit des Reaktor-

systems wurde im Rahmen einer im Projekt betreuten Masterarbeit (Verfahrens-

technik) durch Achim Werner [Werner, 2014] charakterisiert und bedient. Pro-

zesse zur Sticksto�imitierung wurden als Batch- und Fed-Batch-Ansatz mit bis

zu 12 h Laufzeit durchgeführt. Die Prozesse waren am Referenzprozessszenario

orientiert.

Schwefellimitierung Ziel der Verringerung des Schwefelanteils im Medium

war es, eine Wachstumslimitierung zu erreichen ohne dabei Ein�uss auf die Pro-

duktbildung oder den Energiemetabolismus zu nehmen. In Screeningversuchen

im Schüttelkolbenmaÿstab wurde daher ein Medium mit einem theoretisch stark

reduzierten Schwefelgehalt entwickelt (siehe Tabellen 15 und 16). Aufgrund des

geringen Schwefelgehalts der Biomasse verhindern bereits geringe Schwefelkonta-

minationen eine Wachstumslimitierung durch Schwefel. Im Rahmen des anwen-

dungsbezogenen Projektes wurden keine hochreinen Medienkomponenten einge-

setzt.

Prozesse zur Untersuchung der Schwefellimitierung wurden als Batch-Ansatz mit

bis zu 12 h Laufzeit im 300 ml Parallelreaktorsystem durchgeführt.

2.2.7 Probenahme und Aufarbeitung

Zur quantitativen Analyse von Metaboliten, Zellmasse und RNA wurden ver-

schiedene Probenahmetechniken eingesetzt. Ziel einer Probenahmestrategie war
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die Stabilisierung des Analyten um ein möglichst exaktes Abbild des Zustandes

zum Zeitpunkt der Probenahme zu erhalten.

Trockenmassebestimmung Zur Bestimmung der Trockenmasse wurden ab-

hängig von der Zellkonzentration im Reaktor 5 bis 10 ml Zellsuspension in ge-

wogene, getrocknete Reagenzgläser gegeben und für 10 min bei 4000 g abzentri-

fugiert (4 ◦C). Anschlieÿend wurde das Pellet zwei mal mit 0,9% NaCl-Lösung

gewaschen. Zuletzt wurden die Pellets bei 120 ◦C für mindestens 24 Stunden

getrocknet und anschlieÿend gewogen.

Filtrationsproben Filtrationsproben wurden im 30 l Maÿstab mit Hilfe eines

Keramik�ltrationsmoduls direkt aus dem Bioreaktor entnommen. Für kleinere

Maÿstäbe wurden Steril�lter (Cellulose-Actetat) mit 0,22 µm Porengröÿe ver-

wendet.

Suspensionsproben Um die mögliche Ausfällung von Produkten zu überprü-

fen, wurden zusätzlich zu den Filtratproben Suspensionsproben entnommen. Die

Zellsuspension wurde in ein gleiches Volumen destilliertes Wasser gegeben, durch-

mischt und kurz bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieÿend wurde die Probe

bei 4000 g für 10 min abzentrifugiert, der Überstand weiterverwendet und mit

den Filtratproben verglichen.

Methanol- und Ethanol-Quenching Angelehnt an etablierte Methoden wur-

den zur Inaktivierung des Metabolismus (Quenching) Versuche zum Methanol-

quenching

[Nöh et al., 2007, Winder et al., 2008, Gonzalez et al., 1997, Taymaz-Nikerel et al.,

2009, van Gulik, 2010] und Ethanolquenching [Spura et al., 2009] durchgeführt.

Beide Methoden basieren auf Kälteinaktivierung. Zur Extraktion wurde kochen-

des Ethanol [Winder et al., 2008, Gonzalez et al., 1997, Taymaz-Nikerel et al.,

2009, Tweeddale et al., 1998] verwendet, die Probenaufarbeitung basiert auf am

IBVT entwickelten Protokollen (Dr. Oliver Vielhauer).

Methanol-Quenching Jeweils ein Volumen Probe (2 ml) wurde in vier Vo-

lumen (8 ml) gekühlte Quenchinglösung (-40 ◦C, siehe Tabelle 5) gegeben, da-
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nach folgte eine kurze Inkubation bei -40◦C bis eine Probentemperatur von -20◦C

erreicht war. Anschlieÿend wurden die Proben für 3 min bei 5000 g und -20◦C

zentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Pellet mit kochendem Ethanol

(95%) aufgeschlossen (Inkubation 3 min bei 90◦C). Nach der Extraktion erfolgte

eine schnelle Abkühlung im Eiswasserbad. Aufgrund der schlechten Löslichkeit

einiger polarer Metabolite in Ethanol wurden die Proben bis 5 % Restvolumen

evaporiert (Vaakuumrotationsevaporator) und in einem de�nierten Volumen de-

stilliertem Wasser (HPLC Reinheitsgrad) resuspendiert. Abschlieÿend folgte eine

erneute Zentrifugation (3 min, 5000 g), der Überstand wurde abgenommen und

bis zur Analyse bei -70◦C gelagert.

Ethanol-Quenching Jeweils ein Volumen Probe (2 ml) wurde in vier Volumen

(8 ml) gekühlte Quenchinglösung (-20◦C, siehe Tabelle 5) gegeben, danach folgte

eine kurze Inkubation bei -40◦C bis eine Probentemperatur von -10◦C erreicht

war. Anschlieÿend wurden die Proben für 3 min bei 5000 g und -20◦C zentrifu-

giert, der Überstand abgenommen und das Pellet mit kochendem Ethanol (95%)

aufgeschlossen (Inkubation 3 min bei 90◦C). Nach der Extraktion erfolgte eine

schnelle Abkühlung im Eiswasserbad. Aufgrund der schlechten Löslichkeit einiger

polarer Metabolite in Ethanol wurden die Proben bis zu einem Restvolumen klei-

ner 5% evaporiert (Vaakuumrotationsevaporator) und in einem de�nierten Vo-

lumen destilliertem Wasser (HPLC Reinheitsgrad) resuspendiert. Abschlieÿend

folgte eine erneute Zentrifugation (3 min, 5000 g), der Überstand wurde abge-

nommen und bis zur Analyse bei -70◦C gelagert.

Wärmetauscher Mit Hilfe eines automatisch ansteuerbaren Probenahmeven-

tils wurde zur Probenahme,Quenching und Extraktion ein Wärmetauscher (Heiz-

wendel) eingesetzt [Schaub et al., 2006]. Nach Evaluierung der Inaktivierung

wurden Proben zusätzlich 1 min bei 95 ◦C inkubiert. Der Wärmetauscher mit

Doppelmantel und die automatische Probenahme wurde am Institut entwickelt

(Andreas Freund).

Perchlorsäureaufschluss Perchlorsäureaufschluss ist eine weit verbreitete und

etablierte Quenching- und Extraktionsmethode für Adeninnukleotide [Lowry et al.,

1971]. Die verwendeten Protokolle basieren auf Vorarbeiten der Analytikabtei-
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lung (Oliver Vielhauer). Für den Perchlorsäureaufschluss wurde zunächst 1 ml

Perchlorsäure-EDTA Lösung (35 % und 80 µM EDTA ) bei −40◦C im Kryo-

staten inkubiert. Bei der Probenahme wurden 4 ml Biosuspension direkt auf die

Perchlorsäure-EDTA-Lösung gegeben und bei bei 6◦C für 15 Minuten mit dem

Überkopfschüttler durchmischt. Die Probe wurde entweder durch eine Festpha-

senextraktion aufgearbeitet (siehe 2.2.7) oder direkt mit einer KOH-Lösung (5

M KOH und 1 M KH2PO4, Verhältnis 9:1) neutralisiert und das ausgefallene

Perchlorat wurde abzentrifugiert (Megafuge, 4000 rpm, 4◦C, Rotor 2704). Der

Überstand wurde entnommen und bei −20◦C gelagert.

Probenaufarbeitung zur Nukleotidbestimmung Zur Aufarbeitung von Nu-

kleotidproben wurde eine Festphasenextraktion mit einem Benzolsulfonsäure-

Kationenaustauscher (Macherey-Nagel, 3 ml) durchgeführt. Hierzu wurden die

Extraktionssäulen zunächst mit 3 ml Methanol und 3 ml Wasser vorkonditioniert.

In der Folge wurde 1 ml Perchlorsäure-Gesamtaufschlusslösung (siehe 2.2.7) auf-

getragen. Abschlieÿend wurde die Säule mit 1 ml 5 % Essigsäure eluiert. Nach

vollständiger Absorption der Probe auf der Säule wurde die erste Fraktion (1 ml)

neutralisiert (siehe 2.2.7), abzentrifugiert und zur Nukleotidbestimmung verwen-

det. Die Methode wurde im Verlauf des Projektes mit Unterstützung von Dr.

Oliver Vielhauer entwickelt und im Rahmen einer Diplomarbeit evaluiert [Loe�-

ler, 2012].

Transkriptomprobennahme Transkriptomproben wurden zur Inaktivierung,

Stabilisierung und zur besseren Handhabbarkeit bei Raumtemperatur direkt aus

dem Reaktor in RNAprotect-Lösung (Bacterial Reagent, Qiagen) gegegeben. Zur

genauen Volumendosierung wurde ein kalibriertes halbautomatisches Probenah-

meventil verwendet. Aufgrund der hohen Zellkonzentrationen wurde jeweils 1 ml

Zellsuspension in 3 ml RNAprotect-Lösung gegeben. Die Suspension wurde in der

Folge so aliquotiert, dass für die Microarray-Analyse ausreichend Gesamt-RNA

(>5µg) zur Verfügung stand. Dabei wurden jeweils Triplikate für drei verschie-

dene RNA-Mengen (5, 10, 20 µg) entnommen um eine sichere Analyse und Qua-

litätskontrolle zu gewährleisten. Da ausgelöst durch die Phosphatlimitierung si-

gni�kante Veränderungen des Gesamt-RNA-Gehaltes der Zelle auftraten, musste

das Aliquotvolumen für den jeweiligen Probenahmezeitpunkt angepasst werden.

Hierzu wurde in einem vorausgegangenen Experiment der Verlauf der Gesamt-
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RNA-Menge über der extrazellulären Phosphatkonzentration bestimmt. An die

Messpunkte (Tabelle 19) wurden zur kontinuierlichen Beschreibung eine logarith-

mische Funktion angepasst (Abbildung 3) über die ein Volumenkorrekturfaktor

berechnet werden konnte.

Tabelle 19: Experimentell bestimmter RNA-Biomasseanteil (Referenzprozess)
cPO4 RNA Biomasseanteil (%) Reduktionsverhältnis

1 14.678 1

0.65 14.365 1.022

0.03 1.134 12.945

0 0.582 25.214

Abbildung 3: Verlauf der Gesamt-RNA-Abnahme über der Phosphatkonzentra-

tion (logarithmische Anpassung)

Da zur Anwendung im Prozessverlauf mit geänderter Fütterungsstrategie wäh-

rend des Prozesses noch keine Phosphatkonzentrationen vorlagen, wurde der Fak-

tor der Gesamt-RNA-Abnahme über den Prozessverlauf [h] extrapoliert um an-

hand der kurz vor Probenahme gemessenen optischen Dichte die Aliquotvolumina

zu berechnen. Die nichtlineare Regression wurde mittels einer sigmoidalen Funk-

tion mit 5 Parametern durchgeführt (Sigmaplot 11.0, Abbildung 4).
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Abbildung 4: Verlauf der Gesamt-RNA-Abnahme über der Prozesszeit (Referenz-

prozess, sigmoidale Anpassung)

Das Volumen des Aliquots wurde abschlieÿend über folgende Gleichung berech-

net:

Valiq =
D

OD × k × z
(1)

Dabei beschreibt D den Verdünnungsfaktor durch die RNAprotect-Lösung, k den

Korrekturfaktor durch die Abnahme der Gesamt-RNA (Berechnet mit der ange-

passten Funktion aus Abbildung 4) und z einen Proportionalitätsfaktor zwischen

RNA-Gehalt und der optischen Dichte (OD), der auf Basis der Herstellerangaben

zur Probenahme mit RNAprotect abgeleitet wurde (Qiagen).

2.2.8 Analytik

Zur umfassenden Prozessbilanzierung wurden verschiedene analytische Plattfor-

men eingesetzt. Über Messungen mit Gaschromatographie-Massenspektrometrie

(GC-MS) wurden Probenahme-, Quenching und Extraktion intrazellulärer Me-

tabolite evaluiert. Zur Bestimmung intrazellulärer Energieladung wurde eine so-

genannte �Reversed Phase�-Chromatographie mittels Hochdruck�üssigchromato-

graphie (HPLC) durchgeführt. Zur Analyse extrazelluläre Aminosäuren wurde
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ebenfalls HPLC-RP-Chromatographie eingesetzt. Zur Gesamtkohlensto�bilanzie-

rung kam ein Kohlensto�/Sticksto�-Analysator (AnalytikJena, Multi N/C 2100s)

zum Einsatz. Aufgrund der komplexen Probenmatrix kamen kommerzielle Mess-

kits zum Einsatz, die photometrisch anorganische Ionen oder enzymatisch Glu-

kose und Acetat bestimmbar machten. Zusätzlich wurden zur Prozesssteuerung

eine Online-Glukosesonde eingesetzt. Prozesse im 30 l Maÿstab waren zudem mit

einer Abgasanalytik ausgestattet.

Glukosebestimmung durch ProcessTrace Sonde Zur Prozesssteuerung wur-

de eine Online-Glukosesonde von TRACE Analytiks eingesetzt. Die Messung er-

laubt eine volumenneutrale Glukosebestimmung. Der gewählte Messbereich (Sen-

sor) lag zwischen 0,1 und 20 g/l

Abgasanalyse Zur Abgasanalyse wurden zunächst Systeme von Inova und

Maihak evaluiert, die allerdings im Bezug auf den Messbereich und die Sensiti-

vität gegenüber Veränderungen des Gasvolumenstroms Nachteile o�enbarten. In

der Folge wurden daher Module von BlueSense (CO2 und O2) eingesetzt. Beide

Messungen sind aufgrund einer Membran zunächst di�usionsabhängig, was eine

erhöhte Robustheit gegenüber Gasvolumenstromänderungen ermöglicht. Schnel-

le, dynamische Veränderungen können allerdings nicht erfasst werden, da durch

den Di�usionsschritt (zusätzlich zum Totvolumen der Messstrecke) eine Messträg-

heit vorliegt. Die Sauersto�messung basiert dabei auf einem Zirkoniumoxidkata-

lysator, die Kohlendioxidmessung wird infrarotbasiert durchgeführt. Im Laufe

des Projektes wurde die Messstrecke kontinuierlich durch Technikumsingenieur

Andreas Freund weiterentwickelt. Durch Abluftkühleinheiten und Kondensatab-

scheidung konnte der Fehler durch hohe Wasseranteile in der Fermenterabluft

deutlich reduziert werden. Zusätzlich beinhaltet die Anlage einen Überlaufschutz,

der mit Leitfähigkeitssensoren und Ventilsteuerung ein Überlaufen in die Mess-

einheit verhindert. Dadurch kann die Messeinheit auch ohne Aufsicht am Reaktor

angeschlossen bleiben.

Glukosebestimmung Die Glukosekonzentration wurde mit einem Testkit (Ro-

che Diagnostics GmbH) enzymatisch bestimmt.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

50



2.2 Methoden

Acetatbestimmung Die Acetatkonzentration wurde mit einem Testkit (Roche

Diagnostics GmbH) enzymatisch bestimmt.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Farbreaktionsbestimmungen Anorganische Ionen wie Phosphat und Ammo-

nium wurden im Fermentationsüberstand mittels Farbreaktion und Absorptions-

messung bestimmt. Verwendet wurden Kits von Hach-Lange. Zunächst wurden

dabei jeweils über den Prozessverlauf potentielle Störionenkonzentrationen ab-

geschätzt oder quanti�ziert um die minimal mögliche Verdünnung zu ermitteln.

Alle Messungen wurden dabei durch Verdünnungs- und Aufstockungsexperimente

validiert und mindestens als Triplikat durchgeführt.

Phosphatmessung Zur Phosphatmessung wurde das Kit LCK 348 (ortho-

Phosphat) von Hach-Lange nach Herstellerangaben eingesetzt.

Ammoniummessung Zur Ammoniummessung wurde das Kit LCK 303 von

Hach-Lange nach Herstellerangaben eingesetzt.

Sulfatmessung Zur Sulfatmessung wurde das Kit LCK 353 von Hach-Lange

nach Herstellerangaben eingesetzt.

Aminosäureanalytik mit HPLC Als Grundlage für die quantitative Erfas-

sung von Aminosäurekonzentrationen in Fermentationsüberständen diente eine

Verö�entlichung aus dem Jahre 2006 bezogen auf eine spezielle RP-Aminosäuren-

Säule und eine Agilent HPLC-Plattform (Zorbax Eclipse Plus C18 Säule und eine

Agilent HPLC der Serie 1200) [Henderson and Brooks, 2006]. Die Detektion er-

folgte über ein Fluoreszenzsignal nach vorhergegangener Derivatisierung der Ami-

nosäuren mit OPA. Dabei reagiert OPA mit der Aldehydgruppe primärer Amine

zu ein �uoreszierendem Isoindolderivat. Durch die weitere Zugabe von FMOC

können auch sekundäre Amine derivatisiert werden (FMOC wurde in Acetoni-

tril gelöst). Die Probenderivatisierung erfolgte automatisch auf der Vorsäule, was

eine hohe Reproduzierbarkeit, Stabilität und geringen Volumentransfer ermög-

lichte. Zunächst wurde 1 µl Probe mit 2,5 µl Boratpu�er versetzt. Anschlieÿend
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wurden 0,5 µl OPA-Reagenz, darauf folgend 0,4 µl FMOC und 32 µl Injektions-

lösung (Flieÿmittel A und Phosphorsäure) zugegeben. Als Standard wurde eine

Aminosäurelösung von Sigma-Aldrich verwendet. L-Asparagin, L-Glutamin, L-

Tryptophan wurden separat zur Standardlösung gegeben. Prozessproben wurden

mehr als 500-fach in entionisiertem Wasser verdünnt. Die Flussrate betrug 1,5

ml/min bei 40◦C, der Flieÿmittelgradient ist in Tabelle 2.2.8 angegeben.

Zeit [min] Flieÿmittel A [%] Flieÿmittel B [%]

0 98 2

0,34 98 2

33,4 43 57

33,5 0 100

39,3 0 100

39, 4 98 2

40 98 2

Nukleotidanalytik mit HPLC Zur Bestimmung von Nukleotiden wurde eine

Agilent HPLC der 1200er Serie mit einer C18-RP-Säule und UV-Detektor (260

nm) eingesetzt. Die Säulentemperatur betrug 30 ◦C, die Flussrate 1 ml/min. Die

Trennung erfolgte über den in Tabelle 2.2.8 dargestellten Flieÿmittelgradienten.

Als Standards wurden synthetische Nukleotidmischungen verwendet, die aus Ein-

zelkomponenten (Sigma Aldrich) zusammengestellt wurden.

Zeit [min] Flieÿmittel A [%] Flieÿmittel B [%]

0 100 0

3,5 100 0

20 60 40

22 55 45

40 45 55

48 0 100

55 0 100

60 100 0

67 100 0
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Isokratische HPLC Sämtliche HPLC-Analysen von Zuckern und organischen

Säuren wurden mit einem Agilent 1200 System mit einem RI-Detektor durchge-

führt. Die Auftrennung erfolgte isokratische bei 60 ◦C mit einer Flussrate von 0,4

ml/min. Das Flussmittel war verdünnte Schwefelsäure (5 mM), als Säulenmaterial

wurde REZEX ROA (Ionenausschlusschromatographie ,Phenomenex) eingesetzt.

Probenvorbereitung Alle Proben wurden auf eine Maximalkonzentration von

5 g/l verdünnt und anschlieÿend 1:5 mit verdünnter Schwefelsäure (100 mM) ge-

mischt (Endkonzentration 1 g/l in 1 ml). Die Proben wurden daraufhin kurz

geschüttelt für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wur-

den die Proben bei 13 000 g für 10 min abzentrifugiert und etwa 800 µl des

Überstandes für die Analyse verwendet.

Gaschromatographie-Massenspektrometrie Für alle GC-MS Messungen

wurde ein System von Perkin Elmer verwendet. Der Gaschromatograph (AutoSys-

tem XL GC, Perkin Elmer) war mit einer Kapillarsäule (26m x 0.25mm x 0.25 µm,

Phenomenex) bestückt, die über eine beheizte Kupplung direkt an das Massen-

spektrometer (TurboMass, Perkin Elmer) angeschlossen war. Der Glas-Liner des

Injektors war mit silanisierter Glaswolle (Supelco) gepackt. Als Trägergas wur-

de Helium mit einer Flussrate von 1 ml/min verwendet. Die Gesamtlaufzeit der

Prozesse betrug ca. 57 min. Es wurden zwei Quanti�zierungsprotokolle zur Me-

tabolitanalyse eingesetzt. Die erste Methode beinhaltete eine Split-Injektion mit

einem Fullscan des Massenspektrums, die zweite Methode eine Splitless-Injektion

mit anschlieÿenden Selected Ion Recording (SIR) für bestimmte Massenbereiche.

Die Temperatur des Ofens wurde in beiden Fällen für 2 min bei 70◦C gehal-

ten, dann mit 6◦C/min auf 320◦C erhöht und dort für 10 min gehalten. Für

die Split-Methode wurde heiÿ bei 230◦C mit einem Split-Injektionsverhältnis von

1:20 bei normaler Injektionsgeschwindigket injiziert. Für die Splitless-Methode

wurde mit Aktivierung des Splits nach 1,3 min (51 ml/min) mit einem Druck-

puls von 20 psi und schneller Injektionsmethode injiziert. Es wurde in beiden

Fällen ein Injektionsvolumen von 1 µl verwendet. Die Temperatur der Ionenquel-

le des Massenspektrometers (TurboMass, Perkin Elmer) betrug 230◦C und die

Elektronenstossionisierung (EI) wurde mit 70 eV betrieben. Je nach verwende-

tem Detektionsverfahren, Fullscan oder SIR, wurden unterschiedliche Parame-

ter zur Aufzeichnung der Massenspektren verwendet [Tönnessen, 2008]. Für die
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computergesteuerte Bedienung und zur Auswertung der Ergebnisse wurde das

Programm TurboMass 4.1 von Perkin Elmer verwendet. Zur Identi�zierung von

Komponenten aus Massenspektren wurde zusätzlich die NIST-Datenbank einge-

setzt.

Probenvorbereitung GC-MS-Proben mit einer maximale Analytmenge von

50 nmol wurden nach Zugabe von 10 µL O-Methylhydroxylamin-Hydrochlorid

gelöst in Pyridin (20 g/l) bei 5 mBar und 35 ◦C evaporiert (Vakuumrotati-

onsevaporator). Zu den trockenen Proben wurde 60 µl O-Methylhydroxylamin-

Hydrochlorid gelöst in Pyridin (20 g/l) gegeben und die Probe für 90 min bei

30◦C geschüttelt. Daraufhin wurde die Probe kurz stark geschüttelt um Konden-

sat und Probe zu vermischen und anschlieÿend bei 10000 g für 3 min zentrifu-

giert. Vom Überstand wurden 40 µl in ein GC-MS Vial übertragen und 64 µl

N,O-Bis(trimethylsilyl)tri�uoroacetamid (BSTFA) zugefügt. Die Proben wurden

daraufhin für 60 min bei 50◦C geschüttelt und vor der Messung mittels GC-MS

nochmals stark geschüttelt um Kondensat und Probe zu vermischen.

Quanti�zierung Für Konzentrationsabschätzungen wurden die Metabolitkon-

zentrationen über eine durch synthetische Metabolitmischungen erzeugte Kali-

brierung abgeschätzt. Zusätzlich wurde eine Blindprobe mitgeführt um störende

Elemente der genutzten Derivatisierungsreagenzien und Gefäÿe zu identi�zieren.

Hierzu wurde ein leeres Eppendorfgefäÿ den gleichen Prozessschritten zur Pro-

benvorbereitung unterzogen wie die Proben. Die quanti�zierten Proben wurden

mit den detektierten Mengen in der Blindprobe korrigiert. Für Quanti�zierun-

gen wurden 13C markierte Algenextrakte (Sigma Aldrich) als interne Standards

eingesetzt.

2.2.9 Berechnung der Energieladung

Die Energieladung der Zelle, der sogenannte �adenylate energy charge� (EC) wur-

de nach Atkinson et al [Atkinson, 1968] folgendermaÿen berechnet:

EC =
cATP + 0, 5 × cADP
cATP + cADP + cAMP

(2)
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2.2.10 Prozessdatenanalyse und Berechnungen

Die Berechnung der Raten erfolgte abschnittsweise durch lineare Approximierung

oder im Falle der Wachstumsrate durch Integration des Di�erentials. Die Kohlen-

sto�bilanzierung erfolgte sowohl integral als auch di�erentiell für Messintervalle.

Berechnung der spezi�schen Wachstumsrate Die spezi�sche Wachstums-

rate µ [1/h] ist folgendermaÿen de�niert:

µ =
1

cx
× dcx

dt
(3)

Um eine Massenbilanz darzustellen, wurde die Gleichung mit Volumentermen

erweitert (Konzentration zu Masse):

µ =
1

cx × Vr
× d(cx × Vr)

dt
(4)

Für das Prozessintervall ergibt sich nach Integration:

µ =
ln

Vr,i+1×cx,i+1

Vr,i×cx,i

ti+1 − ti
(5)

Berechnung der Aufnahmeraten Die absoluten Substrataufnahmeraten Qs

[g/h] wurden auf Grundlage von Gleichung 6 berechnet:

Qs = −dcs
dt

+
F

VR
× (cs,Feed − cs) (6)

Dabei wird die Zufütterung durch einen Verdünnungsterm und einen Substrat-

di�erenzterm berücksichtigt. Intervallweise berechnet ergibt sich daraus folgende

Gleichung:

Qs = −
cs,(i+1) − cs,i
ti+1 − ti

+
2 × VFeed,i+1−VFeed,i

ti+1−ti

Vr,i+1 + Vr,i
× (cs,Feed −

cs,(i+1) + cs,i
ti+1 − ti

) (7)

Die spezi�schen Substrataufnahmeraten qs [g/(g×h)] errechnen sich aus der Nor-
mierung auf eine mittlere Biomassekonzentration im Intervall:
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qs =
2 ×Qs

cx,i+1 + cx,i
(8)

Produktbildungsraten Die absoluten Produktbildungsraten Rp [g/h] wurden

ebenfalls unter Berücksichtigung der Verdünnung abschnittsweise auf folgender

Grundlage berechnet:

Rp =
dcp
dt

+
F

Vr
× cp (9)

Für das Intervall ergibt sich daraus:

Rp =
cp,i+1 − cp,i
ti+1 − ti

+

Vr,i+1−Vr,i
ti+1−ti

Vr,i+1 + Vr,i
× (cp,i+1 + cp,i) (10)

Für die spezi�sche Produktbildungsrate πp [g/(g×h)] ergibt sich durch Normie-

rung auf die mittlere Biomassekonzentration im Intervall:

πp =
2 ×Rp

cx,i+1 + cx,i
(11)

Ausbeuteberechnung Die Berechnung der Ausbeutekoe�zienten für Produk-

te und Biomasse erfolgte massenbasiert sowohl intervallweise als auch integral.

Die Biomasseausbeute Yx
s
errechnet sich nach:

Yx
s

=
∆X

∆S
(12)

X beschreibt die Biomasse, S die Masse des Substrats.

Zur intervallweisen Berechnung des Substratverbrauchs muss die zugefütterte

Substratmasse (SFeed [g]) berechnet werden:

SFeed = VFeed × cs,Feed (13)

Für die Biomasseausbeute lässt sich intervallweise berechnen:

Yx
s

=
cx,i+1 × VR,i+1 − cx,i × VR,i

cs,i+1 × VR,i+1 − cs,i × VR,i + SFeed,i+1 − SFeed,i
(14)
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cs beschreibt die Substratkonzentration, cx die Biomassekonzentration, VR das

Reaktionsvolumen und SFeed die zugefütterte Substratmasse.

Analog ergibt sich für die Produktausbeute Y p
s
:

Y p
s

=
∆P

∆S
(15)

P beschreibt die Produktmasse, S die Masse des Substrats.

Für die Produktausbeute lässt sich unter Berücksichtigung von Gleichung 13

intervallweise berechnen:

Y p
s

=
cp,i+1 × VR,i+1 − cp,i × VR,i

cs,i+1 × VR,i+1 − cs,i × VR,i + SFeed,i+1 − SFeed,i
(16)

cs beschreibt die Substratkonzentration, cp die Produktkonzentration, VR das

Reaktionsvolumen und SFeed die zugefütterte Substratmasse.

Abgasanalyse Austauschraten für Sauersto� und Kohlendioxid wurden auf

Basis einer Sticksto�nertbilanz (Luftbestandteile: Kohlensto�dioxid (CO2), Sau-

ersto�, elementar (O2), Sticksto�, elementar (N2) inert), einer Startwertkalibra-

tion der zugeführten Luft und den detektierten Sto�mengenfraktionen in der Ab-

luft berechnet. Theoretisch werden dabei nur Transferraten aus dem Bilanzraum

bestimmt, unter Sättigungsbedingungen für die Komponenten in der Flüssigkeit

oder vernachlässigbaren Konzentrationsveränderungen der detektierten Kompo-

nenten in der Flüssigphase kann die Transferrate näherungsweise mit einer Aus-

tauschrate (Bilanzraum: Mikroorganismen) gleichgesetzt werden. Die Aufzeich-

nung des Abgassignals wurden mit einer Frequenz von 1/min durchgeführt.

Sauersto�aufnahmerate Die absolute Sauerto�aufnahmerate (Oxygen Ex-

change Rate, OUR [mol/ h]) lässt sich durch folgende Gleichung berechnen:

OUR =
V α
G × Pα

R× T
× (yαO2 −

1 − yαO2 − yαCO2

1 − yωO2 − yωCO2

× yωO2) (17)

Vg beschreibt den Gasvolumenstrom [m3/h], P den Gesamtdruck [bar], R die

Gaskonstante (ideales Gas), T die Temperatur [K]. Der Indizes α steht jeweils
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für die Bedingungen bei Eingang des Gasvolumenstroms, ω für den Ausgang des

Gasvolumenstroms, y beschreibt die Sto�mengenfraktion der Komponenten.

Die volumenbezogen Sauerto�aufnahmerate QO2 lässt sich nach folgender Glei-

chung berechnen:

QO2 =
OUR

VR
(18)

VR beschreibt das Reaktionsvolumen.

Die spezi�sche Sauersto�aufnahmerate qO2 [g/(g × h)] lässt sich nach Umrech-

nung er Sto�menge in Masse (OURm; Molekulargewicht 32 g/mol O2) folgender-

maÿen berechnen:

qO2 =
OURm

cx × VR
(19)

VR beschreibt das Reaktorvolumen, cx die Biomassekonzentration.

Kohlendioxidemissionsrate Die absolute Kohlendioxidemissionsrate (CO2-

Emission Rate, CER [mol/h]) errechnet sich nach Gleichung 20:

CER =
V α
G × Pα

R× T
× (

1 − yαO2 − yαCO2

1 − yωO2 − yωCO2

× yωCO2 − yαCO2) (20)

Vg beschreibt den Gasvolumenstrom [m3/h], P den Gesamtdruck [bar], R die

Gaskonstante (ideales Gas), T die Temperatur [K]. Der Indizes α steht jeweils

für die Bedingungen bei Eingang des Gasvolumenstroms, ω für den Ausgang des

Gasvolumenstroms, y beschreibt die Sto�mengenfraktion der Komponenten.

Die volumenbezogen Sauersto�aufnahmerate QO2 lässt sich nach folgender Glei-

chung berechnen:

QCO2 =
CER

VR
(21)

VR beschreibt das Reaktionsvolumen.
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Die spezi�sche Kohlendioxidemissionsrate qCO2 [g/(g × h)] lässt sich nach Um-

rechnung der Sto�menge in Masse (CERm; Molekulargewicht 44 g/mol CO2)

folgendermaÿen berechnen:

qCO2 =
CERm

cx × VR
(22)

VR beschreibt das Reaktorvolumen, cx die Biomassekonzentration.

Respirationsquotient Der Respirationsquotient RQ errechnet sich aus dem

Verhältnis von CER zu OUR:

RQ =
CER

OUR
(23)

Berechnung einer exponentiell ansteigenden Fütterungsrate Die ex-

ponentielle Fütterungsrate F(t) zur Einstellung einer konstanten spezi�schen

Wachstumsrate µ wurde basierend auf Substrat- und Biomassebilanz nach fol-

gender Gleichung berechnet:

F (t) = (
µ

Yx/s
+ms) ×

c0x × V 0
R × eµ×t

c0s
(24)

Yx/s beschreibt den Biomasse-Substrat-Ausbeutekoe�zient, ms den Erhaltungs-

sto�wechselkoe�zent, c0x die Biomassekonzentration zum Fütterungsstart, V0
R das

Reaktionsvolumen zum Fütterungsstart, t die Fütterungszeit und c0s die Substrat-

konzentration der Fütterungslösung. Für exponentielle Phosphatfütterung wurde

kein Erhaltungssto�wechselkoe�zient eingesetzt.

2.2.11 Fehlerrechnung

Zur Beschreibung des Fehlerbereichs wurde für Messungen mit mehr als drei

Replikaten die Standardabweichung um den Mittelwert verwendet. Für Fehlerbe-

reiche ist die Vorzeicheneigenschaft des Fehlers nicht bekannt, daher ergibt sich

bei der Berechnung der Fehlerfortp�anzung der maximale Fehlerbereich, die so-

genannte Fehlergrenze. Für die Fehlergrenze Gy des Messwertes y berechnet aus
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mehreren unabhängigen Variablen xi ergibt sich die ungünstigste Vorzeichenkom-

bination nach Addition der Fehlerbeträge:

Gy =

∣∣∣∣ δyδxi
∣∣∣∣×Gi +

∣∣∣∣ δy

δxi+1

∣∣∣∣×Gi+1... (25)

Für die Grundrechenarten vereinfacht sich diese Berechnung zu einer Addition

absoluter oder relativer Fehlerbereiche. Für Addition und Substraktion wurde der

absolute Fehlerbereich der beteiligten Gröÿen bei jeder Rechenoperation addiert,

bei Division und Multiplikation wurde der relative Fehlerbereich addiert [1995-01,

]. Die Darstellung der Fehlergrenzen in Abbildungen erfolgte über bidirektionale

Fehlerbalken. Für groÿe Symbole und Fehlergrenzen kleiner 5 % des Mittelwertes

wurde aufgrund der Au�ösung in der Darstellung auf Fehlerbalken verzichtet.

Volumenbilanzierung Zur Volumenbilanzierung wurden sämtliche zu- und

abgeführten Volumina detektiert. Im Falle von Zufütterung und Titration geschah

dies über Dichtebestimmung und gravimetrische Messung der Zuläufe (Waagensi-

gnal). Probenahmevolumen wurden notiert und berücksichtigt. Zusätzlich wurde

in einem zellfreien Prozess eine durchschnittliche Verdunstungsrate unter Prozess-

bedingungen ermittelt. Zu Prozessende jeder Fermentation wurde darüber hinaus

das Volumen der Zellsuspension im Reaktor über Gewicht- und Dichtebestim-

mung erfasst. Unter Verwendung aller Ein�ussgröÿen wurde eine Volumenbilanz

erstellt, die für die Massenbilanzierung des Prozesses genutzt wurde.

Elementarbilanzierung Die Berechnung der Elementarbilanzen erfolgte auf

Sto�mengenbasis. Hierzu wurden die Massen einzelner Komponenten über die

Elementarkomposition und das Molekulargewicht in Sto�mengenäquvalente der

jeweiligen enthaltenen Elemente umgerechnet. Diese wurden sowohl in Messin-

tervallen di�erentiell als auch über den Gesamtprozess integral berechnet. Als

Elementarkomposition der Biomasse wurde eine von Bauer et al verö�entlichte

Komposition eingesetzt [Bauer and Ziv, 1976]. Aufgrund massiver detektierter

Veränderungen im Phosphorgehalt der Biomasse wurde die Biomasseelementar-

komposition auÿschlieÿlich für Kohlensto� und Sticksto�bilanzen verwendet. Dies

war näherungsweise möglich, da die Veränderungen des Phosphorgehalts nur ge-

ringen Ein�uss auf das Molekulargewicht der Biomasse hatte. Für Kohlensto�-

bilanzen wurde der im Prozess bestimmte Anteil auf die zugeführte Sto�menge

normiert und somit eine Wieder�ndung de�niert.
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2.2.12 Transkriptomdatenanalyse

Die Aufarbeitung der Transkriptomproben (RNA-Extraktion und Qualitätskon-

trolle), sowie die Durchführung des Microarray-Experimentes (A�ymetrix E. co-

li_2 Array) wurden vom Dienstleister MFT-Services (www.mft-services.de) in

Tübingen nach standardisierten Protokollen durchgeführt. Die Rohdaten (Inten-

sitäten) der Microarray-Analyse wurden im Rahmen des Projektes in Stuttgart

mit Hilfe der Software Genedata Analyst 7.0 analysiert.

Rohdatenextraktion Die Rohdatenextraktion der Intensitätswerte der A�y-

metrix E.coli_2 Microarrays erfolgte mit Hilfe des robust multichip algorithm

(RMA) [Irizarry et al., 2003].

Di�erentielle Genexpression Nach Kontrolle der Datenverteilung wurde auf

Grundlage der Zeitreihendaten ein Referenzzeitpunkt (2,5 h Prozesszeit, unlimi-

tiertes Wachstum) für alle Prozessstrategien de�niert. Auf diesen wurde jeder

weitere Zeitpunkt global normiert (Mittelung über Median). Transkripte mit ei-

ner absoluten di�erentiellen Veränderung gröÿer Faktor 2 für mindestens einen

der Zeitpunkte bezogen auf den Referenzzeitpunkt wurden als di�erentiell expri-

miert de�niert.

K-means-Clustering Das Konzept des K-means Clustering geht auf Arbei-

ten des Mathematikers Hugo Dionizy Steinhaus zurück. Erstmals international

verö�entlicht wurde der Ansatz durch J. MacQueen [MacQueen, 1967]. Der An-

satz ermöglicht eine Gruppierung von Transkripten, Zeitreihendaten oder ande-

ren Gröÿen mit ähnlicher Charakteristik. Der Ansatz wurde auf Transkriptom-

Zeitreihendaten eines phosphatlimitierten Prozesses angewendet. Zur Gruppie-

rung werden iterativ Gruppen gebildet. Nach Vorgabe der Clusteranzahl werden

die untersuchten Einheiten (Zeitreihencharakteristik einzelner Transkripte) initi-

al anhand zufällig gewählter Mittelpunkte zusammengefasst. Im nächsten Schritt

werden über eine Distanzfunktion die Abstände der Einheiten zu den jeweiligen

Mittelpunkten berechnet. In der Folge werden die Einheiten mit den jeweils ge-

ringsten Abständen den jeweiligen Mittelpunkten (Cluster-Zentren) zugeordnet.
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Daraufhin erfolgt auf Basis der Neugruppierung eine Neuberechnung des Mittel-

punktes. Dieser Vorgang wird wiederholt bis die Gruppenzusammensetzung auf

eine gleich bleibende Verteilung konvergiert.

Unter Verwendung der Software Genedata Analyst 7.0 wurde hierzu basierend auf

vorausgegangenen Berechnungen eine Clusterzahl von 8, zur Mittelpunktberech-

nung der Median und zur Distanzberechnung eine positive Korrelationsanalyse

ausgewählt. Darüber hinaus wurden maximal 100 Iterationen bis zur Konvergenz

zugelassen. Die durchschnittliche Zeitreihencharakteristik der Cluster wurde mit-

tels Genedata Analyst 7.0 visualisiert.

2.2.13 Modellierung

Modellierungsansätze wurden zur Simulation von Szenarien auf metabolischer

Ebene eingesetzt. Da aufgrund des durch die Prozessbedingungen erschwerten Zu-

gri�s auf intrazelluläre Informationen keine Markierungs- und Stimulus-Response

Experimente durchgeführt werden konnten, wurden stöchiometrische und sta-

tionäre Ansätze eingesetzt. Die verwendete Plattform war die Software Insili-

co Discovery 3.5 (insilico biotechnology). Die Software ermöglicht die Erstellung

von Metabolit- und Reaktionsdatenbanken sowie die Erstellung stöchiometrischer

Modelle mittels einer graphischen Ober�äche. Darüber hinaus sind Kontrollen

zur Modellstruktur (Elementar- und Ladungsbilanzierung, �Dead Ends�, paralle-

le und zirkuläre Sto�wechselwege etc.) sowie verschiedene Simulationsmethoden

verfügbar.

Modell Das verwendete stöchiometrische Modell basierte auf Arbeiten von

Chassagnole et al und Schmid et al [Chassagnole et al., 2002, Schmid et al., 2004]

und dem E. coli -Ganzzellmodell in Insilico Discovery (Chassagnole, Schmid, Mauch

et al). Modi�kationen am Modell wurden im Bereich der Phosphat-und Ammoni-

umaufnahme, an Aminosäuretransportern, der Atmungskette und ATP-Synthase

sowie an der Biomassekomposition umgesetzt. Die Synthese der Makromoleküle

wurde dabei aus dem Insilico Discovery Modell übernommen, die �nale Poly-

merisation wurde modi�ziert. Zunächst wurde für einen Referenzzustand ohne

Limitierung eine Makromolekülzusammensetzung der Biomasse aus einer Veröf-

fentlichung von Taymaz-Nikerel et al übernommen [Taymaz-Nikerel et al., 2010].

Um den durch die Phosphatlimitierung auftretenden sinkenden Phosphorgehalt
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der Biomasse zu berücksichtigen, wurde der Anteil der RNA abhängig vom Pro-

zessintervall basierend auf einer experimentell bestimmten RNA-Abnahme (siehe

Abbildung 3) reduziert. Da über 80 % des intrazellulären Phosphors in RNA-

Spezies vorliegen [Makino et al., 2003] kann über die Reduktion des RNA-Gehalts

die Phosphorabnahme in der Biomasse in guter Näherung simuliert werden (ein

direkter Eingri� in die Elementarzusammensetzung des Modells ist nicht mög-

lich). Im Falle der Simulationen für E. coli W3110 wurde mangels experimen-

teller RNA-Quanti�zierung die veränderte Biomasse-Phosphatausbeute berück-

sichtigt. Das verwendete Modell umfasste 143 Reaktionen und Transportschritte.

Insgesamt wurden 143 Komponenten bilanziert. Das Modell enthielt den zentra-

len Kohlensto�-Sto�wechsel (Glykolyse, Pentosephosphatweg und Citrat-Zyklus),

die Aminosäuresynthese sowie Synthesen für verschiedene Biomassekomponenten

(Nukleotide, Fettsäuren und Lipide, Murein, Polyzucker, Proteine, DNA). Um

eine Bilanzierung des gesamten h+-Austausches über die Zellmembran zu ver-

meiden wurde, abgeleitet vom Insilico Referenzmodell, für die Atmungskette und

ATP-Synthase zwei separate h+�Spezies für intra- und extrazelluläre Protonen

verwendet (H_in und H_ex). Weiterhin wurde eine ATP-Hydrolyse-Reaktion

eingeführt, die mögliche Ungleichverteilungen im ATP-Sto�wechsel ausgleichen

sollte und über die eine stationäre Lösung auch im Falle einer Diskrepanz des

ATP-Sto�wechsels ermöglicht wurde. Im Rahmen der Entkopplungshypothese

[D'Alessandro et al., 2008] wurde das stöchiometrische Verhältnis von aufgenom-

menen h+-Ionen (H_ex zu H_in) zur ATP-Synthese bis zur vollständigen Ent-

kopplung so verändert, dass möglichst eine ausgeglichene ATP-Bilanz erreicht

wurde. Diese Modi�kation ermöglichte die Simulation sämtlicher entkoppelnder

E�ekte wie veränderte Elektronenakzeptoren der Atmungskette, gestörte Mem-

branintegrität, Futile Cycling von Protonen ebenso wie die Entkopplung des ATP-

Synthasekomplexes.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Reaktionen der Atmungskette in ih-

rer Umsetzung im Referenzmodell. Dargestellt ist der Transport von H+ -Ionen

über die innere Zellmembran. Mögliche E�ekte auf eine Entkopplung des Proto-

nentransports sind durch schwarze Pfeile eingefügt. Transportierte Protonen wer-

den in der Reaktionsstöchiometrie mit den im Modell verwendeten Bezeichnun-

gen H_ex (extern) und H_in (intern) dargestellt. NADH:O, NADH-Oxidation

(NADH-Dehydrogenase; CoQ, Ubiquinon; CoQH2, Ubiquinol; CoQ:O Ubiquinon-

Oxidation (Cytochrom-Oxidase); FADH:O, FADH2-Oxidation

Abschlieÿend wurde, um Diskrepanzen des Modells im Bezug auf experimentell

bestimmte Sauersto�aufnahmeraten auszugleichen, das stöchiometrische Verhält-

nis der Sauersto�aufnahme zur Cytochromoxidation der Cytochromoxidase um

10 % reduziert. Eine umfangreiche Beschreibung des Modells und die phasenspezi-

�schen Anpassungen für die Flussverteilungsanalysen sind im Anhang beigefügt.
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Elementarmodenanalyse Die Gesamtheit aller Lösungen des linearen Glei-

chungssystems N × v = 0 (N: stöchiometrische Matrix; v : Ratenvektor) werden

als elementare Flussmoden von N bezeichnet falls die Lösungen das Reversibili-

tätskriterium berücksichtigen und jedes Element ungleich Null des Ratenvektors v

essentiell für die Einhaltung des stationären Zustandes ist [Schuster et al., 1999].

Extreme Sto�wechselwege sind eine echte Untergruppe der elementaren Fluss-

moden. In einem System ohne zirkuläre oder parallele Routen mit ausschlieÿlich

irreversiblen Reaktionen entsprechen die Elementarmoden den extremen Sto�-

wechselwegen. In Insilico Discovery wird zur Berechnung der elementaren Fluss-

moden der proprietäre Algorithmus ELMAR verwendet [InsilicoBiotechnology,

2013].

Elementarmoden ermöglichen auf Basis des stöchiometrischen Modells die Be-

rechnung theoretisch maximaler Ausbeuten der Produkte und zeigen den ent-

sprechenden extremen Sto�wechselweg auf.

Flussverteilungsanalyse Die Flussverteilungsanalyse (Flux Balance Analy-

sis, FBA) basiert auf einem linearer Optimierungsansatz mit dessen Hilfe in einem

durch Randbedingungen de�nierten Lösungsraum eine optimale stationäre Lö-

sung bezogen auf eine vorgegeben Gröÿe erreicht wird. Grundlagen der Methode

wurden bereits in den 80er Jahre von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben

[Papoutsakis, 1984, Fell and Small, 1986]. Randbedingungen des Lösungsraums

sind dabei die Reaktionen, die in der stöchiometrische Matrix S enthalten sind.

Sie enthält den stöchiometrischen Zusammenhang aller beteiligten Metabolite.

Weiterhin können einzelne Raten des Ratenvektors v de�niert werden. Das Statio-

naritätskriterium Sv = 0 muss zusätzlich erfüllt sein. Als Zielfunktion kann eine

beliebige Linearkombination von Raten (Flüssen) de�niert werden. In der Regel

werden als Zielfunktionen, orientiert an der biologischen Ausrichtung, die Bio-

massebildungsrate oder ATP Bildung gewählt. Es ist aber mit Hilfe des Ansatzes

auch möglich theoretische Produktbildungsraten zu simulieren. Grundlagen und

Anwendungen der Flussverteilungsanalyse wurden unter anderem von Orth und

Palsson zusammengefasst [Orth et al., 2010]. Die Flussverteilungsanalyse ist ein

in Insilico Discovery implementierter Ansatz, der über De�nition der Stöchiome-

trie und weiteren Randbedingungen durchgeführt werden kann. Zur Optimierung

wurde der präzise Berechnungsmodus mit Fehlertoleranzen von 10−4 und einer

Null-Begrenzung von 10−8 verwendet. Die Flussverteilungsanalyse wurde zur Si-
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mulation von metabolischen Prozessszenarien unter quasistationären Bedingun-

gen eingesetzt. Dabei wurden die Randbedingungen (Stöchiometrische Matrix

und Austauschraten) für jede Prozessphase basierend auf experimentellen Daten

angepasst. Zur Bewertung der Güte der Simulation wurden Ergebnisse der Opti-

mierungsgröÿe Biomassebildung sowie die nicht als Randbedingung eingesetzten

simulierten Atmungsraten (CO2-Bildung und O2-Aufnahme) mit experimentell

ermittelten Werten verglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Probenahme und Analytik

Zur Evaluierung schneller Probenahmemethoden, Quenching, Aufschluss und Ex-

traktion wurden Proben aus Referenzprozessen nach 12 h Laufzeit untersucht.

Nach Probenahme, Quenching und Extraktion beziehungsweise Zellaufschluss

wurden Gesamtproteingehalt, Lebendzellzahl und Biomasse bestimmt (Daten

nicht gezeigt). Weiterhin wurden mittels GC-MS intrazelluläre Metabolite des

Zentralsto�wechsel quanti�ziert. Dabei kam eine von Dr. Oliver Vielhauer ent-

wickelte Methode mit 13C-markiertem Algenextrakt als internen Standard zum

Einsatz [Vielhauer et al., 2011]. Nukleotidmessungen wurden mittels RP-HPLC

durchgeführt.

3.1.1 Schnelle Probenahme

Hitzeinaktivierung und Gesamtaufschluss Mit Hilfe einer automatischen

Ventilsteuerung (Andreas Freund) und eines am Institut entwickelten Wärmetau-

schers [Schaub et al., 2006] wurden Zellen im schnellen Durch�uss hitzeinaktiviert

und aufgeschlossen. Parallel wurden Filtratproben entnommen, die zu einer di�e-

rentiellen Bestimmung der intrazellulären Sto�mengen genutzt wurden. Aufgrund

der sehr groÿen Sto�mengen für Substrate und Produkte musste die Probenmen-

ge für die GC-MS-Messung reduziert werden. Aus der di�erentiellen Analyse von

Filtrat und Gesamtaufschluss wurde deutlich, dass insbesondere Intermediate der

Glykolyse und des Pentosephosphatweges mit Ausnahme einer Glycerinphosphat-

oder Glyceraldehydphosphat-Verbindung und Glukose-6-Phosphat unterhalb der

Nachweisegrenze lagen. Die organischen Säuren des Citratcyclus, Succinat, Malat,

Fumarat und α-Ketoglutarat konnten in gröÿeren Mengen detektiert werden. Al-

lerdings lag beispielsweise bei Succinat die Sto�menge im Filtrat in der gleichen

Gröÿenordnung wie im Gesamtaufschluss. Citrat war Bestandteil des Kultivie-

rungsmediums und daher intrazellulär nicht di�erentiell bestimmbar.
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3.1 Probenahme und Analytik

Abbildung 6: Vergleichsmessung von Filtrat und Gesamtaufschluss für aus-

gewählte Zentralsto�wechselmetabolite nach 12 h Prozesszeit. Pyr: Pyruvat;

Suc: Succinat; Fum: Fumarat; Mal: Malat; αKG: αKetoglutarat; Abkürzungen,

PEP: Phosphoenolpyruvat; 1GP: 1-Glycerolphosphat; 2PG: 2-Phosphoglycerat;

3PG: 3-Phosphoglycerat; Cit: Citrat; F6P: Fruktose-6-Phosphat; G6P: Glukose-

6-Phosphat; 6PG: 6-Phosphoglukonat

Methanol- und Ethanol-Quenching Neben Hitzeinaktivierung und Gesamt-

aufschlussprobenahmen wurden auch lösungsmittelbasierte Kälteinaktivierungen

mit anschlieÿender Zellabtrennung und Extraktion untersucht. Um die Möglich-

keiten der Methoden zu bewerten wurden in der GC-MS-Messung ein groÿer

Masse-Ladungsbereiche im sogenannten Fullscan-Modus abgetastet. Die Kältein-

aktivierung wurde zum einen in -40 ◦C kalten Methanol-Wasser-Gemisch (siehe

Abschnitt 2.2.7) und in -20 ◦C kalter Ethanol-Kochsalzlösung (siehe Abschnitt

2.2.7) durchgeführt. Zur Extraktion wurde nach Evaluierung verschiedener Me-

thoden kochendes Ethanol eingesetzt, der Überstand wurde bis auf 5 % Restvo-

lumen evaporiert und mit Wasser auf das ursprüngliche Volumen verdünnt.
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3.1 Probenahme und Analytik

Bei Methanol-Quenching-Proben wurden abzüglich von Störverbindungen aus

einer Leerderivatisierung 380 Verbindungen detektiert, davon konnten über die

Massenfragmentverteilung 40 Verbindungen aus einer Metabolitdatenbank (NIST)

identi�ziert werden. Beim Ethanol-Quenching war die Anzahl der gemessenen

Komponenten leicht reduziert, hier wurden etwa 330 Verbindungen detektiert.

Auch die Anzahl der identi�zierten Metabolite war geringer als beim Methanol-

Quenching (33). In der Folge werden die Ergebnisse des Methanol-Quenchings

kurz zusammengefasst.

Trotz Abtrennung des Überstands gab es einen Glukoseüberschuss in der Pro-

be, zusätzlich wurden verschiedene Glukosederivate bestimmt (nicht gezeigt). Es

wurde ein erwartungsgemäÿ hoher Tryptophananteil identi�ziert (mehrere Deri-

vate). Citrat, ebenfalls mit deutlichem Signal, war im Medium enthalten (1 g/l).

Ebenfalls detektiert wurden weitere Aminosäuren und deren Derivate wie Alanin,

Glycin, Serin, Threonin, Methionin, Oxoprolin, Aspartat, Glutamat, Phenylala-

nin und Tyrosin. Hohe Signalintensitäten wurden dabei bei Glutamat beobachtet,

gefolgt von Oxoprolin und Phenylalanin. Weiterhin identi�ziert wurden verschie-

dene Nukleobasen wie Uracil, Thymin und Adenin. Zusätzlich konnten diverse

der L-Tryptophansynthese zugeordnete Verbindungen detektiert werden. Neben

dem bereits erwähnten Serin wurde Quinat, Anthranilat sowie Chorismat identi-

�ziert, wobei letzteres aufgrund seiner instabilen chemischen Eigenschaften nicht

endgültig bestätigt werden konnte. Zusätzlich wurde eine relativ groÿe Menge

einer Verbindung mit einer charakteristischen Masse für das Indolringsystem de-

tektiert. Hierbei könnte es sich um ein Nebenprodukt oder ein Vorlaufermolekül

der L-Tryptophansynthese handeln. Als einzige phosphorylierte Verbindung wur-

de ein Glycerinphosphat oder Glyceraldehydphosphat ident�ziert. Die qualitative

Bestimmung (Peak -Flächen) im Rahmen des Methanol-Quenchings ist in Abbil-

dung 7 dargestellt.
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3.1 Probenahme und Analytik

Abbildung 7: Durch GC-MS detektierte Metabolite einer durch Methanol-

Quenching und Ethanolextraktion prozessierten Probe. Dargestellt sind die Peak-

�ächen der Messung im Fullscan Modus

Zentralsto�wechselanalyse Mit allen angewendeten schnellen Probenahme-

, Extraktions- und Messmethoden konnten aus Fermentationsproben bis auf ein

Glyceraldehyd- oder Glycerinphosphat (Glyceraldehyd-3-Phosphat ist ein Neben-

produkt der L-Tryptophansynthese) keine Verbindungen aus der Glykolyse und

dem Pentosephosphatweg detektiert werden. Da insbesondere die Quanti�zierung

der Vorläufermoleküle Phosphoenolpyruvat sowie von Verbindungen und Folge-

produkten des Pentosephosphatwegs essentiell für die Aussage von Markierungs-

oder Pulsexperimenten war, wurde die Methodenentwicklung zur Analyse der

Zentralsto�wechselmetabolite nach Abschätzung des Aufwands und Potentials

unter den gegebenen Randbedingungen nicht weitergeführt. Die in der Fachwelt

bekannten Probleme bei Probenahme und Analyse [Bolten et al., 2007] wurden
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3.1 Probenahme und Analytik

durch die prozessbedingten hohen extrazellulären Konzentrationen weiter ver-

stärkt. Der Fokus lag in der Folge auf der Detektion von intrazellulären Nukleo-

tiden zur Bestimmung der Energieladung.

3.1.2 Perchlorsäure-Quenching, Probenaufarbeitung und Nukleotid-

bestimmung

Die Probenahme, Aufarbeitungs- und Messmethoden wurden, basierend auf eta-

blierten Protokollen (Oliver Vielhauer), an die speziellen Anforderungen der Pro-

benmatrix angepasst und evaluiert. Zunächst wurde in Vorversuchen Perchlorsäure-

Quenching als Probenahme- und Extraktionsmethode ausgewählt (Daten nicht

gezeigt). Erste HPLC-Messungen zeigten bereits zu frühen Prozesszeitpunkten

eine sehr starkes Signal nach etwa 12,4 min Retentionszeit (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Chromatogramm einer RP-HPLCMessung mit DAD zur Nukleotid-

bestimmung aus Perchlorsäurequenchingproben ohne Aufarbeitung (Probenahme

nach 12 h Prozesszeit)

In der Folge wurden Festphasenextraktionsmethoden zur selektiven Abreicherung

der Störkomponenten evaluiert. Die Evaluierung und Etablierung wurde im Rah-

men einer im Projekt durchgeführten Diplomarbeit von Michael Lö�er bearbeitet

[Loe�er, 2012].

Als Folge der Evaluierung wurde eine Strategie basierend auf einer pH-Absenkung
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3.1 Probenahme und Analytik

der Proben und der Abtrennung kationischer Verbindungen durch einen Katio-

nentauscher entwickelt und zur Probenaufarbeitung von Prozessverlaufsproben

eingesetzt. Optional wurde der Aufarbeitungsschritt direkt mit perchlorsäurein-

aktivierten Proben durchgeführt (integrierte Probennahme) oder die Proben neu-

tralisiert und zu einem späteren Zeitpunkt mit Schwefelsäure versetzt für die Auf-

arbeitung vorbereitet. Durch die integrierte Probenahme wurden dabei zusätz-

liche Verdünnungsschritte umgangen und die Proben zeitnah stabilisiert. Beide

Aufarbeitungsstrategien ermöglichten eine deutliche Reduktion von Störkompo-

nenten und somit eine Nukleotidmessung aus Prozessverlaufsproben.
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Abbildung 9: Chromatogramm einer RP-HPLC Messung mit DAD zur Nukleo-

tidbestimmung aus Perchlorsäurequenchingproben mit integrierter Aufarbeitung

(Probenahme nach 12 h Prozesszeit)

Die absolute Quanti�zierung von Nukleotidkonzentrationen wurde durch die Säu-

rezugabe, Festphasenextraktion und Neutralisierung erschwert. Es konnte aber

gezeigt werden, dass das Verhältnis der Adeninnukleotide durch die Aufarbei-

tung nicht signi�kant beeinträchtigt wurde (siehe Abbildungen 10 und 11). Da-

her wurden die bestimmten Konzentrationen zur Berechnung der Energieladung

verwendet (siehe Abschnitt 2.2.9, Gleichung 2).
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3.1 Probenahme und Analytik

Abbildung 10: Adeninnukleotidbestimmung einer äquimolaren Standardlösung

von ATP (schwarz), ADP (hellgrau) und AMP (dunkelgrau) nach der Aufarbei-

tung, nach [Loe�er, 2012]
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3.1 Probenahme und Analytik

Abbildung 11: Bestimmung der Energieladung einer äquimolaren Standardlösung

von ATP, ADP und AMP nach der Aufarbeitung im Vergleich zur Einwaage, nach

[Loe�er, 2012]

Die Probenahme und Aufarbeitungsstrategie wurde zur Prozesscharakterisierung

von phosphatlimitierten Prozessen mit E. coli K12 JP6015/pMU91 und E. coli

K12 W3110 eingesetzt.
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3.1 Probenahme und Analytik

Tabelle 20: Adeninnukleotidbestimmung mit integrierter Probenahme für E. coli

K12 JP6015/pMU91 im Prozessverlauf (Phosphatfütterungsszenario 3)
Zeit [h] cAMP [µM] cADP [µM] cATP [µM] EC SA EC

2,8 0 0,52 2,04

0 0,51 1,81

0,5 0,6 1,98 0,84 0,089

3,9 0 0,95 4,16

0 0,97 4,16

0,5 1,08 4,19 0,87 0,05

22 3,24 1,22 4,02

2,67 2,61 5,72

4,05 2,75 4,58 0,57 0,061

25 5,88 4,18 7,06

5,52 3,95 6,41

4,95 4,12 6,7 0,54 0,014

28 6,13 4,06 7,64

4,91 4,60 9,5

7,71 4,24 7,85 0,56 0,059

30 3,78 2,53 2,75

3,91 2,54 2,87

3,9 2,96 2,52 0,44 0,01
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3.2 Prozessanalyse

Tabelle 21: Adeninnukleotidbestimmung mit integrierter Probenahme für E. coli

K12 W3110 im Prozessverlauf (Phosphatfütterungsszenario 3)
Zeit [h] cAMP [µM] cADP [µM] cATP [µM] EC SA EC

4 0 1,28 4,9

0 1,26 4,55

0,5 1,24 4,55 0,87 0,04

6 0 1,63 3,89

0 1,62 3,88

0,5 1,65 3,86 0,83 0,04

8 1,19 2,8 4,35

1,21 2,81 4,35

1,22 2,41 4,37 0,69 0,005

24 2,97 5,92 2,30

2,9 5,94 2,29

2,9 5,94 2,29 0,47 0,002

28 3,73 6,02 3,0

3,75 5,62 2,71

3,17 3,6 1,9 0,45 0,02

30 6,1 7,21 4,14

4,43 9,18 5,72

5,5 6,39 3,96 0,48 0,05

3.2 Prozessanalyse

Der Referenzprozess sowie Prozesse mit Phosphat- und Glukoselimitierung wur-

den im 30 l Bioreaktor durchgeführt. Für die Screeningansätze wurde ein Paral-

lelreaktorsystem mit 50 bzw. 200 ml Reaktorvolumen eingesetzt.

Für die unter der Rubrik �Glukoselimitierung� geführten Prozesse ergaben sich

unerwünschte E�ekte, worauf diese Ansätze nicht weiter verfolgt wurden.

Im Rahmen des Projektes waren die Studenten Alexander Eck, Thilo Hurler, Mi-

chael Lö�er und Achim Werner an der Durchführung der Prozesse beteiligt, Tei-

laspekte wurden in den jeweiligen Diplom- und Masterarbeiten bearbeitet [Eck,

2010, Hurler, 2011, Loe�er, 2012, Werner, 2014].
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3.2 Prozessanalyse

3.2.1 Screening zur Medienoptimierung

Im Screening zur Medienoptimierung wurde der Ein�uss von insgesamt 10 Me-

dienkomponenten (auch Mischungen und Spurenelementlösungen) mit einem ein-

dimensionalen Ansatz untersucht. Die Etablierung des Reaktorsystems und das

Screening wurden im Rahmen des Projektes betreuten Diplomarbeit von Thi-

lo Hurler durchgeführt [Hurler, 2011]. Die Auswahl und Modi�kation relevanter

Medienkomponenten (Zugabe oder Reduktion) fand im Vorfeld auf Basis von Li-

teraturdaten und der Sto�bilanzen des Referenzprozesses statt.

Tabelle 22: Veränderte Medienkomponenten im Rahmen des Faktor-Screenings
Komponente Konzentration [g/l] Variation [%]

Eisensulfat (FeSO4) 0,74 -30

Na3C6H5O7 x H2O; FeSO4 0,53; 0,74 -30

CaCl2× 2×H2O 0,08 Zugabe

KCl 0,02 700

Hefeextrakt 1 30

Thiaminhydrochlorid 0,003 30

MgSO4× 7× H2O 3,1 30

Spurenelementelösung 3,9 [ml/l] 30

Tetracyclin 10,8 × 10−5 -99,8

K2SO4 2,2 30

Ziel der Analyse war es, neben der Optimierung des Mediums, mögliche weitere

sensitive Medienkomponenten zu identi�zieren.

Im Rahmen der Fermentationen wurden zu de�nierten Zeitpunkten die optische

Dichte, die Acetatkonzentration und über Absorptionsmessung der L-Trypto-

phantiter bestimmt. In jedem Versuchsblock wurde eine auf 75% der Original-

konzentrationen skalierte Referenzkultivierung (basierend auf [Camakaris et al.,

1997]) mitgeführt [Hurler, 2011]. Für die einzelnen Screening-Ansätze wurde je-

weils eine Komponente des Mediums modi�ziert oder zugefügt. Eine Ausnahme

bildete hierbei FeSO4, das aufgrund seiner geringen Löslichkeit in Wasser zusam-

men mit dem enthaltenen Citratanteil (Komplexbildung) modi�ziert wurde. Ab-

weichungen auÿerhalb der Varianz der Referenzkultivierung zu mindestens zwei

Zeitpunkten (siehe Abbildung 12) wurden mit Hilfe eines Dreifachansatzes weiter
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3.2 Prozessanalyse

überprüft.

Im initialen Screening der 10 Komponenten wurden für zwei Komponenten mit

um 30 % erhöhten Konzentrationen, die Spurenelementelösung und Dikaliumsul-

fat (Dikaliumsulfat (K2SO4)), zu drei Zeitpunkten eine Erhöhung des L-Trypto-

phantiters im Vergleich zur Referenz ermittelt (siehe 12).

Abbildung 12: L-Tryptophantiter des intialen Faktor-Screenings über den Zeit-

verlauf der Kultivierungen (nach [Hurler, 2011])

Die ermittelte Erhöhung des Titers konnte für beide Komponenten in Folgeex-

perimenten nicht als statistisch relevant bestätigt werden. Für die Erhöhung der

Spurenelemente wurde der E�ekt in drei von insgesamt neun Ansätzen beobach-

tet. Für das Gesamtergebnis waren die Titer im Mittel nicht signi�kant erhöht,

lediglich die Varianz nahm zu (Daten nicht gezeigt). Weiterführende Versuche zu

möglichen kombinatorischen E�ekten ausgelöst durch pH-Abweichungen ergaben

eine leichte Steigerung des L-Tryptophantiters bei erhöhtem Spurenelementanteil

und einem pH-Wert von 6,9.
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3.2 Prozessanalyse

Abbildung 13: L-Tryptophantiter für Versuche zum kombinatorischen E�ekt von

pH-Wert und der Spurenelementerhöhung über den Zeitverlauf der Kultivierun-

gen (nach [Hurler, 2011])

Die Reduktion der Konzentration von FeSO4 und Citrat um 30 % hatte keine

negativen E�ekte (siehe Abbildung 12) auf die ermittelten Titer. Für einen opti-

mierten Medienansatz wurden die Spurenelementeanteile und die Konzentration

von K2SO4 um 30 % erhöht und die Anteile von FeSO4 und Citrat um jeweils 30

% reduziert. Weiterhin wurde die Tetracyclinkkonzentration in der Vorfermenta-

tion verringert.

Tabelle 23: Veränderte Medienkomponenten für das modi�zierte Medium
Komponente Konzentration [g/l] Variation [%]

Na3C6H5O7 x H2O; FeSO4 0,53; 0,74 -30

Spurenelementelösung 3,9 [ml/l] 30

Tetracyclin 10,8 × 10−5 -99,8

K2SO4 2,2 30

Versuche zum optimierten Medienansatz imMehrfachreaktorsystem ergaben einen

lediglich innerhalb der Standardabweichung des Referenzprozesses erhöhten L-

Tryptophantiter. Aufgrund der besseren Handhabbarkeit und der im Screening

beobachteten reduzierten Varianz wurde der Medienansatz für folgende Kultivie-

rungen im 30 l Maÿstab eingesetzt.
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3.2 Prozessanalyse

Abbildung 14: L-Tryptophantiter des optimierten Medienansatzes im Zeitverlauf

der Kultivierungen (nach [Hurler, 2011])

3.2.2 Referenzprozesse

Auf Basis der Referenzkultivierung nach Camakaris et al [Camakaris et al., 1997],

der Medienoptimierung im Parallelreaktorsystem und weiterer Anpassungen wur-

de ein Referenzprozessszenario mit E. coli K12 JP6015/pMU91 entwickelt (siehe

Abschnitt 2.2.5). Final wurden mit dem Referenzprozess 19,55 ± 0,21 g/l Bio-

massekonzentration, 12,4 ± 0,56 g/l L-Tryptophan, 3,52 ± 0,21 g/l Acetat, 2,17

± 0,13 g/l L-Glutamat, 1,76 ± 0,06 g/l L-Phenylalanin und 1,96 ± 0,12 g/l

L-Tyrosin erreicht. Die Gesamtausbeute von L-Trpytophan bezogen auf die ein-

gesetzte Glukose betrug 0,083 g/g. Die höchste di�erentielle Ausbeute von 0,13

g/g wurde im Intervall zwischen 6 und 11 h Prozesszeit ermittelt. Die Gesamt-

produktivität betrug 0,387 g/(l h). Eine komplette Übersicht der Konzentrati-

onsverläufe aller bestimmten Substrate und Produkte ist im Anhang beigefügt

(siehe Abschnitt A.1.1).
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3.2 Prozessanalyse

Abbildung 15: L-Tryptophan- (Kreis), Acetat- (Raute), L-Glutamat- (Quadrat)

und Biomassetiter (Dreieck) über den Zeitverlauf der Referenzkultivierung. Ent-

halten in [Schuhmacher et al., 2014]

Die Kohlensto�wieder�ndung des Gesamtprozesses bezogen auf die aufgenomme-

ne Glukose betrug 83 %. Den gröÿten Anteil stellte dabei mit 46 % CO2 dar. Für

ein Intervall zwischen 21,68 und 27 Stunden Prozesszeit wurde ein Höchstwert

von 55 % CO2-Anteil bestimmt. Die Biomasse war über den Gesamtprozess für

16 % und L-Tryptophan für 14,6 % der Kohlensto�wieder�ndung verantwortlich.

Weiterhin wurden Acetat (2,7 %), L-Glutamat (1,6 %), L-Tyrosin (2,1 %) und

L-Phenylalanin (2,1 %) berücksichtigt (siehe Abbildung 16). Eine Darstellung der

di�erentiell bestimmten Kohlensto�bilanz ist im Anhang beigefügt (siehe Tabelle

37)
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Abbildung 16: Intervallweise, di�erentiell bestimmte Kohlensto�wieder�ndung

und die integrale Gesamtbilanz für den Referenzprozess. Die Intervallzeitpunk-

te bezeichnen jeweils das Intervallende. Ace, Acetat; Trp, L-Tryptophan; Glu,

L-Glutamat; Phe, L-Phenylalanin; Tyr, Tyrosin; X, Biomasse

Die höchste spezi�sche Wachstumsrate von 0,45 ± 0,0345 1/h wurde nach 3,25

h Prozesszeit in der Batchphase ermittelt. Die Wachstumsrate reduzierte sich

bereits nach 6,75 h auf 0,207 ± 0,017 1/h. Die Konzentration des limitierenden

Substrats (Phosphat) im vorliegenden Prozessintervall wurde auf über 0,2 g/l

bestimmt. Annähernd zeitgleich mit dem Absinken der spezi�schen Wachstums-

rate erhöhte sich die spezi�sche L-Tryptophanbildungsrate. Nach 10 h Prozesszeit

wurde der Höchstwert von 0,065 ± 0,01 g/(g h) erreicht, gefolgt von einem deut-

lichen Abfall der Rate bis auf einen Wert von 0,015 g/(g h) gegen Prozessende

(siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Spezi�sche Wachstumsraten (Dreieck) sowie die L-Tryptophan-

bildungsraten (Kreis) und Phosphatkonzentrationen (Raute, logarithmisch) im

Zeitverlauf der Referenzkultivierung. Enthalten in [Schuhmacher et al., 2014]

3.2.3 Phosphatfütterung

Um den Übergang in die Phosphatlimitierung zeitlich zu verlängern, wurden Füt-

terungsstrategien mit konstanter Phosphatfütterung umgesetzt. Abhängig von

der Biomasse um Zeitpunkt des Fütterungsstartes, der vorliegenden Phosphat-

konzentration und der Phosphat-Fütterungsrate wurden verschiedene Fütterungs-

szenarien eingesetzt. Für die �nale Analyse wurde Szenario 3 eingesetzt. Szenario

2 zeigte eine sehr hohe Produktivität und Substrataufnahmeraten, allerdings wur-

de der vollständige Übergang in die Limitierung durch Füllhöhenbegrenzung des

Reaktors nicht erreicht. Daher wurde die Laufzeit des Prozessszenarios auf 24

h begrenzt. Für weitere Phosphatfütterungsszenarien mit geringeren Phosphat-

konzentrationen und Fütterungsraten, die im Vorfeld getestet wurden, ergaben

sich Prozessinstabilitäten in Form von starker Schaumbildung, stark verringerter

Produktbildungsraten und Biomasseabnahme (Daten nicht gezeigt). Für alle Pro-

zesse konnte eine zusätzliche Limitierung weiterer Makroelemente ausgeschlossen

werden. Weiterhin zeigte sich in Medienoptimierungsansätzen (siehe Abschnitt
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3.2.1) keine weitere limitierende Komponente.

Für Prozesse mit konstanter Phosphatfütterung waren aufgrund der umfang-

reichen Methodenentwicklung (siehe Abschnitt 3.1.2) Energieladungsmessungen

möglich. Die Probenahme und Aufarbeitung wurden im Prozessverlauf durchge-

führt.

Phosphatfütterungsszenario 2 Für den Phosphatfütterungsprozess wurden

nach 24 h Laufzeit Endtiter von 27,8 ± 0,22 g/l Biomasse, 13,69 ± 0,8 g/l L-

Tryptophan, 3,82 ± 0,18 g/l Acetat und 3,38 ± 0,22 g/l L-Glutamat bestimmt.

Weiterhin wurden L-Phenylalanin (0,36 ± 0,02 g/l) und L-Valin (0,3 ± 0,04 g/l)

detektiert. Die Gesamtausbeute an L-Trpytophan bezogen auf Glukose betrug

0,09 g/g und war damit im Vergleich zum Referenzprozess im Rahmen der Mess-

genauigkeit leicht erhöht. Zwischen 10 und 17 h Prozesszeit wurden di�erentielle

Ausbeuten von 0,11 g/g bestimmt. Die Gesamtproduktivität betrug 0,57 g/(l h)

und lag damit 47 % über der des Referenzprozesses. Eine komplette Übersicht der

Konzentrationsverläufe aller bestimmten Substrate und Produkte ist im Anhang

beigefügt (siehe Abschnitt A.1.1).
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Abbildung 18: L-Tryptophan- (Kreis), Acetat- (Raute), Glutamat- (Quadrat) und

Biomassetiter (Dreieck) über den Zeitverlauf der Kultivierung mit Phosphatfüt-

terungsszenario 2

Die höchste, während der Batchphase ermittelte spezi�sche Wachstumsrate be-

trug 0,47 ± 0,008 1/h. Nach 7,5 h Prozesslaufzeit verringerte sich die spezi�sche

Wachstumsrate auf 0,17 ± 0,003 1/h. Bis 18 h Prozesszeit sank die Wachstums-

rate auf 0,05 ± 0,001 gefolgt von einem kaum detektierbaren Wachstum bis Pro-

zessende. Die höchste spezi�sche L-Tryptophanbildungsrate betrug 0,056 g/(g h)

und wurde nach 11 h Prozesszeit ermittelt. Die spezi�sche L-Tryptophanbildungs-

rate blieb bis 18 h Prozesszeit in einem Bereich zwischen 0,044 und 0,036 g/(g h),

gefolgt von einer starken Reduktion der Tryptophanbildung bis zum Prozessende.
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Abbildung 19: Spezi�sche Wachstumsraten (Dreieck) sowie die L-Tryptophan-

bildungsraten (Kreis) und Phosphatkonzentrationen (Raute, logarithmisch) über

den Zeitverlauf der Kultivierung mit Phosphatfütterungsszenario 2

Für die Batchphase vor Einsetzen der Phosphatlimitierung wurde eine Energie-

ladung gröÿer 0,9 bestimmt. Mit Einsetzen der Phosphatlimitierung nach 6 h

sank die Energieladung deutlich auf Werte bis zu 0,55 ab und stabilisierte sich

in diesem Bereich bis zum Prozessende. Im Gegensatz dazu zeigte sich für die

Kohlendioxidemissionsrate eine stetige steigende Tendenz bis 20 h Prozesszeit,

gefolgt von einer Reduktion der Kohlendioxidemission (siehe Abbildung 20) bis

zum Prozessende.
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Abbildung 20: Kohlendioxidemissionsrate (CER, schwarz) und die Energieladung

(Raute) über den Zeitverlauf der Kultivierung mit Phosphatfütterungsszenario 2

Im Rahmen der Kohlensto�bilanzierung konnten über den Gesamtprozess 95,19

% des eingegangenen Kohlensto�s in den analysierten Komponenten wiedergefun-

den werden. Der gröÿte Sto�anteil war dabei mit 54,64 % dem CO2 zugeordnet.

Der di�erentiell höchste Kohlensto�anteil (60,2 %) für CO2 wurde im Intervall

zwischen 14 und 17 h Prozesszeit ermittelt. Der Kohlensto�anteil des Gesamtpro-

zesses war für die Biomasse 20,08 % und für L-Tryptophan 14,96 %. Weiterhin

wurde Acetat (2,48 %), L-Glutamat (2,37 %) sowie L-Phenylalanin (0,4 %) und

L-Valin (0,27 %) detektiert.
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Abbildung 21: Intervallweise di�erentiell bestimmte Kohlensto�wieder�ndung

und die integrale Gesamtbilanz für den Prozess mit Phosphatfütterungsszenario

2. Die Intervallzeitpunkte bezeichnen jeweils das Intervallende. Ace, Acetat; Trp,

L-Tryptophan; Glu, L-Glutamat; Phe, L-Phenylalanin; Val, L-Valin; X, Biomasse

Phosphatfütterungsszenario 3 Im Prozess mit Phosphatfütterungsszenario

3 für den Tryptophanproduzenten wurden zum Prozessende 22,3 ± 0,02 g/l Bio-

masse, 15,12 ± 0,42 g/l L-Tryptophan, 6,32 ± 0,001 g/l Acetat, 5,65 ± 0,22 g/l

L-Glutamat, 1,38 ± 0,11 g/l L-Valin und 0,41 ± 0,2 g/l L-Phenylalanin bestimmt.

Die Gesamtausbeute für L-Tryptophan bezogen auf Glukose betrug 0,105 g/g und

war damit im Vergleich zum Referenzprozess um 25 % erhöht. Die höchsten di�e-

rentiellen L-Tryptophanausbeuten (0,136 g/g) wurden im Zeitraum zwischen 17

und 22 h Prozesszeit erreicht. Die Gesamtproduktivität betrug 0,47 g/(l h) und

lag damit um 21 % über der des Referenzprozesses. Eine komplette Übersicht der

Konzentrationsverläufe aller bestimmten Substrate und Produkte ist im Anhang

beigefügt (siehe Abschnitt A.1.1).
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Abbildung 22: L-Tryptophan- (Kreis), Acetat- (Raute), Glutamat- (Quadrat) und

Biomassetiter (Dreieck) über den Zeitverlauf der Kultivierung mit Phosphatfüt-

terungsszenario 3. Enthalten in [Schuhmacher et al., 2014]

Die ermittelte maximale spezi�sche Wachstumsrate während der Batch-Phase

betrug 0,5 1/h. Nach 3,2 h Prozesszeit reduzierte sich die Wachstumsrate, nach

6,9 h wurde eine Wachstumsrate von 0,17 1/h bestimmt. Es folgte eine weitere

Reduktion des Wachstums bis 26,5 h Prozesszeit, für die verbleibenden Stunden

bis Prozessende wurde keine Biomassezunahme mehr festgestellt. Die höchste

spezi�sche L-Tryptophanbildungsrate von 0,056 ± 0,052 g/(g h) wurde nach 9,4

h Prozesszeit bestimmt. In den folgenden 17 h reduzierte sich die spezi�sche L-

Tryptophanbildungsrate langsam auf 0,027 ± 0,0029 g/(g h), gefolgt von einem

plötzlichen Abfall auf annähernd keine L-Tryptophanbildung (siehe Abbildung

23). In der frühen Übergangsphase in die Phosphatlimitierung wurden nur gerin-

ge spezi�sche Acetatbildungraten (0,003 bis 0,009 g/(g h)) bestimmt, gegen Ende

der Kultivierung stieg die Acetatbildung deutlich an. Zum Prozessende wurden

Acetatbildungsraten von 0,044 g/(g h) ermittelt. Kurz vor dem Anstieg der Ace-

tatbildung wurde erstmals Glutamatbildung mit einer maximalen spezi�schen

Bildungsrate von 0,029 g/(g h) detektiert (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Spezi�sche Wachstumsraten (Dreieck) sowie die L-Tryptophan-

bildungsraten (Kreis) und Phosphatkonzentrationen (Raute, logarithmisch) über

den Zeitverlauf der Kultivierung mit Phosphatfütterungsszenario 3. Enthalten in

[Schuhmacher et al., 2014]

Zu Beginn des Prozesses wurden Energieladungen zwischen 0,9 und 0,89 be-

stimmt. Nach 22 h Prozesszeit war die Energieladung auf 0,54 abgesunkten, zum

Prozessende wurden Energieladungen von 0,5 bestimmt. Die Kohlendioxidemis-

sionsrate stieg im Prozessverlauf zunächst kontinuierlich an. Nach der 24 h kam

es zu einer Reduktion der Kohlendioxidemission (siehe Abbildung 24).

90



3.2 Prozessanalyse

Abbildung 24: Kohlendioxidemissionsrate (CER, schwarz) und die Energieladung

(Raute) über den Zeitverlauf der Kultivierung mit Phosphatfütterungsszenario

3. Enthalten in [Schuhmacher et al., 2014]

Im Rahmen der Kohlensto�bilanzierung für den Gesamtprozess konnten 96,31 %

des aufgenommenen Kohlensto�s durch die quanti�zierten Komponenten wieder-

gefunden werden. Den mit Abstand gröÿten Sto�mengenanteil hatte CO2 mit 56

%. Im Prozessintervall zwischen 17 und 22 h ent�elen 62,78 % des eingegangenen

Kohlensto�s auf CO2. Auf die L-Tryptophan ent�el 16,27 %, auf die Biomas-

se 15,02 %, auf Acetat 3,91 % und auf L-Glutamat 3,6 %. Weiterhin wurden

L-Phenylalanin (0,42 %) und L-Valin (1,11 %) detektiert (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Intervallweise di�erentiell bestimmte Kohlensto�wieder�ndung

und die integrale Gesamtbilanz für Prozesse mit Phosphatfütterungsszenario 3.

Die Intervallzeitpunkte bezeichnen jeweils das Intervallende. Ace, Acetat; Trp, L-

Tryptophan; Glu, L-Glutamat; Phe, L-Phenylalanin; Val, L-Valin; X, Biomasse

3.2.4 Phosphatfütterungsszenario 3: Wildtypstudien

Bei den Kultivierungen mit E. coli K12 W3110 mit Phosphatfütterung wurden

zum Prozessende 34,51 ± 0,21 g/l Biomasse und 2,81 ± 0,02 g/l Acetat be-

stimmt (siehe Abbildung 26). Es konnten keine messbaren Mengen an weiteren

Nebenprodukten in der Reaktionslösung identi�ziert werden. Eine Au�istung der

Substrat- und Produktkonzentrationen ist im Anhang beigefügt (siehe Abschnitt

A.1.5)
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Abbildung 26: Acetat- (Raute) und Biomassetiter (Dreieck) über den Zeitver-

lauf der Kultivierung mit E. coli K12 W3110 und Phosphatfütterungsszenario 3.

Enthalten in [Schuhmacher et al., 2014]

Die spez�sche Wachstumsrate reduzierte sich von einem Maximalwert von 0,33

1/h nach 3,2 h Prozesszeit signi�kant bei Phosphatkonzentrationen zwischen 0,31

± 0,01 g/l und 0,16 ± 0,004 g/l. Eine geringe Wachstumsrate zwischen 0,03 und

0,02 1/h konnte bis zum Prozessende bestimmt werden (siehe Abbildung 27).

Die während der Batch-Phase maximale spezi�sche Acetatbildungsrate reduzierte

sich unter Ein�uss der Phosphatlimitierung deutlich von 0,09 auf 0,003 g/(g h)

und blieb über den weiteren Prozessverlauf annähernd konstant (siehe Abbildung

27).
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Abbildung 27: Spezi�sche Wachstumsraten (Dreieck) sowie die Acetatbildungsra-

ten (Kreis) und Phosphatkonzentrationen (Raute, logarithmisch) über den Zeit-

verlauf der Kultivierung mit E. coli K12 W3110 und Phosphatfütterungsszenario

3. Enthalten in [Schuhmacher et al., 2014]

Während der Batchphase wurden Energieladungen von maximal 0,87 ± 0,042

bestimmt. Mit Reduktion der Wachstumsrate reduzierte sich die Energieladung

nach 8 h Prozesszeit auf 0,69 ± 0,005, zum Prozessende wurden Energieladungen

von 0,46 ± 0,09 bestimmt. Die Kohlendioxidemissionsrate stieg nach Einsetzen

der Phosphatlimitierung bis zum Prozessende annähernd linear an (siehe Abbil-

dung 28).
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Abbildung 28: Kohlendioxidemissionsrate (CER, schwarz) und die Energieladung

(Raute) über den Zeitverlauf der Kultivierung mit E. coli K12 W3110 und dem

Phosphatfütterungsszenario 3. Enthalten in [Schuhmacher et al., 2014]

Die Gesamtkohlensto�bilanz konnte durch die Quanti�zierung von Biomasse,

Acetat und Kohlendioxid zu 99% geschlossen werden. Der gröÿte Kohlensto�anteil

wurde mit 70 % für CO2 bestimmt. In Prozessintervallen nach 30 h Prozesslauf-

zeit wurden über 80 % CO2-Anteil ermittelt. Weiterhin wurden für die Biomasse

27 % und für Acetat 2 % Kohlensto�anteil bestimmt (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Intervallweise di�erentiell bestimmte Kohlensto�wieder�ndung be-

zogen auf den aufgenommenen Kohlensto� und die integrale Gesamtbilanz. Die

Intervallzeitpunkte bezeichnen jeweils das Intervallende in Stunden Prozesszeit.

Ace, Acetat; X, Biomasse

3.2.5 Glukoselimitierungen

Glukoselimitierte Prozesse wurden zu verschiedenen Fragestellungen durchge-

führt. Im ersten Fall wurde für die Fed-Batch-Phase eine konstante Wachstums-

rate von 0,1 1/h durch exponentielle Glukosezufütterung eingestellt. Alle übrigen

Elemente waren im Überschuss vorhanden.

In einem weiteren Szenario wurde die Batchphase des Referenzprozesses stark

verkürzt und die Wachstumsphase mit einer Wachstumsrate von 0,35 1/h über

exponentielle Glukosezufütterung gesteuert. Phosphat wurde in diesem Ansatz

nicht erhöht, beim Übergang in die Phosphatlimitierung wurde auf eine konstan-

te Glukosezufütterung auf Glukoseüberschuss umgestellt. Ziel des Ansatzes war

eine Reduktion der Acetatbildung in der Batch- und Wachstumsphase des Pro-

zesses.

96



3.2 Prozessanalyse

Glukoselimitierung Innerhalb von 17 h wurde eine Biomassekonzentration

von 23,5 g/l und eine Tryptophankonzentration von 7,3 g/l erreicht. Die Tryp-

tophankonzentration wurde mit Hilfe einer Absorptionsmessung näherungsweise

bestimmt. Die Gesamtausbeute von L-Tryptophan bezogen auf Glukose lag bei

0,09 g/g, allerdings war die Di�erenz zum Referenzprozess aufgrund des Fehlerbe-

reichs der Absorptionsmessung nicht signi�kant. Über den Gesamtprozess wurden

96 % des eingesetzten Kohlensto�es durch die Messungen wiedergefunden, auf die

Biomasse ent�el dabei Sto�mengenbezogen (C-Mol) 35,6 %, auf Kohlendioxid 42

%, auf L-Tryptophan 15 % und auf Acetat 0,2 %.

Abbildung 30: L-Tryptophan- (Kreis), Acetat- (Quadrat), und Biomassetiter

(Dreieck) über den Zeitverlauf der glukoselimitierten Kultivierung

Die spezi�sche Wachstumsrate betrug während der Batchphase maximal 0,3 1/h,

für die Fed-Batch-Phase wurde die angestrebte Wachstumsrate von 0,1 1/h er-

reicht. Die spezi�sche Tryptophanbildungsrate betrug während der Batchphase

maximal 0,052 g/(g h), in der Fed-Batch-Phase schwankte sie zwischen 0,024 und

0,046 g/(g h).
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Abbildung 31: Spezi�sche Wachstumsraten (Dreieck) sowie die L-Tryptophan-

bildungsraten (Kreis) und Acetatbildungsraten (Quadrat) über den Zeitverlauf

der glukoselimitierten Kultivierung

Die zum Prozessende durchgeführten Selektionstests zeigten eine verbleibenden

Anteil von 35 % tetracyclinresistenter Zellen . Neben E. coli Kolonien konn-

ten auf ausplattierten Agarplatten keine au�älligen Kolonien identi�ziert werden.

Für vergleichbare Referenzkultivierungen oder Kultivierungen mit Phosphatfüt-

terung lag der Wert bei über 97 %. Für die Vorstufen der Kultivierung wurde

im Rahmen der Selektionstests keine Au�älligkeit festgestellt. Im Hauptprozess

wurden nur 25 % der Biomasse während der Batchphase im Glukoseüberschuss

produziert, der Groÿteil wurde unter starker Glukoselimitierung erzeugt. Auf-

grund des deutlichen Ein�usses der Glukoselimitierung auf die Plasmidstabilität

in Verbindung mit den Prozessvorgaben für produktionsrelevante Fermentatio-

nen (keine Antibiotikazugabe) wurde dieser Ansatz für den Modellstamm E. coli

K12 JP6015/pMU91 trotz eines vorhandenen Optimierungspotentials (Ausbeute)

nicht weiter verfolgt.
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Kombinierte Glukose- und Phosphatlimitierung Zum Prozessende nach

32 h wurden Biomassekonzentrationen von 15,92 ± 0,22 g/l erreicht, die maxi-

male Biomassekonzentration von 18,24 ± 0,02 g/l wurde nach 16,5 h detektiert.

Die Acetatkonzentration lag bei 6,21 ± 0,1, die L-Tryptophankonzentration bei

9,35 g/l. Die Gesamtausbeute von L-Tryptophan auf Glukose war 0,06 g/g. Eine

Au�istung der Substrat- und Produktkonzentrationen ist im Anhang beigefügt

(siehe Abschnitt A.1.5)

Abbildung 32: L-Tryptophan- (Kreis), Acetat- (Quadrat), und Biomassetiter

(Dreieck) über den Zeitverlauf der seriell glukose- und phosphatlimitierten Kul-

tivierung

Die spezi�sche Wachstumsrate reduzierte sich nach der verkürzten Batchphase

in der Phase der exponentiellen Glukosefütterung von 0,38 auf 0,17 1/h. In der

Übergangsphase in die Phosphatlimitierung kam es zu einer weiteren Reduktion

der Wachstumsrate, nach 24 h Prozesslaufzeit konnte kein Wachstum mehr fest-

gestellt werden. Die spezi�sche Acetatbildungsrate reduzierte sich nach Erreichen

des Maximalwertes von 0,09 g/(g h) in der Batchphase unter Glukoselimitierung

signi�kant, es konnte Acetataufnahme detektiert werden. Beim Übergang in die

Phosphatlimitierung und den Glukoseüberschuss erhöhte sich die spezi�sche Ace-
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tatbildungsrate auf 0,021 g/(g h). Im weiteren Prozessverlauf blieb sie annähernd

konstant, ab 30 h Prozesslaufzeit konnte eine deutliche Erhöhung der Acetatbil-

dung beobachtet werden (siehe Abbildung 33).

Abbildung 33: Spezi�sche Wachstumsraten (Dreieck) sowie die L-Tryptophan-

bildungsraten (Kreis) und Acetatbildungsraten (Quadrat) über den Zeitverlauf

der seriell glukose- und phosphatlimitierten Kultivierung. Die schwarze Linie mar-

kiert das Ende der Batch-Phase, die gestrichelte Linie das Ende der exponentiellen

Glukosefütterung

3.2.6 Screening-Ansatz: alternative Elementarlimitierungen

Ansätze zur Sticksto�- und Schwefellimitierung wurden in einem Parallelreaktor-

system mit 200 ml Glasreaktoren durchgeführt. Aufgrund des begrenzten Sauer-

sto�eintrags und Einschränkungen bei der Steuerung der Fütterungsraten wurde

zunächst ein phosphatlimitierter Referenzprozess etabliert [Werner, 2014]. In der

Folge wurden mit vergleichbarer Laufzeit Experimente zur Sticksto�- und Schwe-

fellimitierung durchgeführt. Die Charakterisierung des Reaktorsystems sowie die

Durchführung der Fermentationen erfolgte im Rahmen einer im Projekt betreuten
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Masterarbeit Verfahrenstechnik durch Achim Werner [Werner, 2014]. Im Prozess-

verlauf aller im Parallelreaktorsystem durchgeführten Fermentationen wurde die

Biomasse, die Acetatkonzentration und photometrisch die L-Tryptophankonzen-

tration bestimmt.

Referenzkultivierung Im Rahmen der im Batch-Verfahren durchgeführten

phosphatlimitierten Referenzkultivierung wurden nach 8 h Laufzeit 8,66 ± 0,21

g/l Biomasse, 0,54 ± 0,01 g/l Acetat und 1 ± 0,08 g/l L-Tryptophan bestimmt.

Die L-Tryptophanausbeute bezogen auf Glukose lag bei 0,054 g/g (siehe Ab-

bildung 34). Zum Prozessende konnte kein Phosphat im Medium nachgewiesen

werden.

Abbildung 34: L-Tryptophan- (Kreis), Acetat- (Quadrat), und Biomassetiter

(Dreieck) über den Zeitverlauf der Referenzkultivierung im 200 ml Parallelre-

aktorsystem

Die spezi�sche Wachstumsrate reduzierte sich im Prozessverlauf von maximal

0,55 auf 0,3 1/h. Die maximale spezi�sche Acetatbildungsrate von 0,014 g/(g h)

wurden nach 5 h, die maximale spezi�sche L-Tryptophanbildungsrate von 0,042

g/(g h) wurde nach 7 h erreicht (siehe Abbildung 35).
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Abbildung 35: Spezi�sche Wachstumsraten (Dreieck) sowie die L-Tryptophan-

bildungsraten (Kreis) und Acetatbildungsraten (Quadrat) über den Zeitverlauf

der Referenzkultivierung im 200 ml Parallelreaktorsystem

Sticksto�imitierung Für die sticksto�imitierten Fermentationen mit kon-

stanter Ammoniumsulfatfütterung wurde jeweils mit identischer Rate zugefüttert.

Um den Übergang in die Sticksto�imitierung zu erfassen wurden für verschie-

dene Ansätze Fütterungslösungen mit unterschiedlichen Konzentrationen einge-

setzt. Für die hier gezeigten Fütterungsszenarien 2 und 3 wurden 44 g/l bezie-

hungsweise 22 g/l Ammoniumsulfatlösung eingesetzt. Die Glukosekonzentration

wurde durch diskontinuierliche Fütterung über die gesamte Laufzeit auf über 2

g/l gehalten. Zum Prozessende wurden neben der Bestimmung von Biomasse,

L-Tryptophan, Glukose und Acetat Gesamtkohlensto�messungen der Suspension

durchgeführt. Dabei konnten über eine di�erentielle Analyse keine weiteren koh-

lensto�haltigen Verbindungen detektiert werden.

Für die Fermentation mit Ammoniumfütterungsszenario 2 konnten nach 10 h

Prozesszeit 6,91 ± 0,22 g/l Biomasse, 0,78 ± 0,007 g/l Acetat und 1,21 ± 0,02

g/l L-Tryptophan bestimmt werden (siehe Abbildung 36). Die Gesamtausbeu-
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te von L-Tryptophan bezogen auf Glukose betrug 0,058 g/g. Nach 10 h konnten

noch 0,1 g/l Phosphat 0, 0,003 g/l Ammonium detektiert werden. Zum Prozessen-

de wurden trotz des erhöhten Phosphatgehalts im Medium Restkonzentrationen

von 0,15 g/l Phosphat gemessen. Die spezi�sche Phosphataufnahmerate war da-

her deutlich erhöht. Ein zusätzlicher Ein�uss einer Phosphatlimitierung gegen

Prozessende konnte nicht ausgeschlossen werden.

Abbildung 36: L-Tryptophan- (Kreis), Acetat- (Quadrat), und Biomassetiter

(Dreieck) über den Zeitverlauf der Kultivierung mit Ammoniumfütterungssze-

nario 2 im 200 ml Parallelreaktorsystem

Die spezi�sche Wachstumsrate reduzierte sich von 0,501 1/h nach 10 h auf 0,035

1/h. Die maximale spezi�sche L-Tryptophanbildungsrate von 0,036 g/(g h) wurde

nach 9 h erreicht (siehe Abbildung 37). In der Flüssigphase konnten nur 30,5 %

des eingesetzten Kohlensto�s durch Produkt- und Gesamtkohlensto�analyse wie-

dergefunden werden. Die verbleibenden 69,5 % wurden der Kohlendioxidemission

zugeordnet.
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Abbildung 37: Spezi�sche Wachstumsraten (Dreieck) sowie die L-Tryptophan-

bildungsraten (Kreis) und Acetatbildungsraten (Quadrat) über den Zeitverlauf

der Kultivierung mit Ammoniumfütterungsszenario 2 im 200 ml Parallelreaktor-

system

Für das Ammoniumfütterungsszenario 3 wurden 9,19 ± 0,19 g/l Biomasse, 1,09 ±
0,007 g/l Acetat und 1,356 ± 0,035 g/l L-Tryptophan zum Prozessende bestimmt

(siehe Abbildung 38). Die L-Tryptophan Gesamtausbeute bezogen auf Glukose

lag bei 0,063 g/g. Zum Prozessende wurden trotz des erhöhten Phosphatgehalts

im Medium Restkonzentrationen von 0,15 g/l Phosphat gemessen. Die spezi�sche

Phosphataufnahmerate war daher deutlich erhöht. Ein zusätzlicher Ein�uss einer

Phosphatlimitierung gegen Prozessende konnte nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 38: L-Tryptophan- (Kreis), Acetat- (Quadrat), und Biomassetiter

(Dreieck) über den Zeitverlauf der Kultivierung mit Ammoniumfütterungssze-

nario 3 im 200 ml Parallelreaktorsystem

Die spezi�sche Wachstumsrate reduzierte sich im Prozessverlauf von 0,495 auf

0,068 1/h. Die maximale L-Tryptophanbildungsrate 0,045 g/(g h) wurde nach

9 h erreicht (siehe Abbildung 39). In der Flüssigphase konnten nur 22,4 % des

eingesetzten Kohlensto�s durch Produkt- und Gesamtkohlensto�analyse wieder-

gefunden werden. Die verbleibenden 77,6 % wurden der Kohlendioxidemission

zugeordnet.

105



3.2 Prozessanalyse

Abbildung 39: Spezi�sche Wachstumsraten (Dreieck) sowie die L-Tryptophan-

bildungsraten (Kreis) und Acetatbildungsraten (Quadrat) über den Zeitverlauf

der Kultivierung mit Ammoniumfütterungsszenario 3 im 200 ml Parallelreaktor-

system

Schwefellimitierung Prozesse mit dem schwefelreduzierten Medium (siehe Ta-

belle 16) erreichten nach 10 h Laufzeit Konzentrationen von 7,72 ± 0,23 g/l Bio-

masse, 0,2 ± 0,011 g/l Acetat und 1,09 ± 0,07 g/l L-Tryptophan (siehe Abbildung

40). Die Gesamtausbeute von Tryptophan bezogen auf Glukose betrug 0,038 g/g.

Zum Prozessende wurde eine Glukosekonzentration von 0,09 g/l bestimmt, wo-

durch eine Kohlensto�imitierung gegeben war.

Die erreichte Biomasse lag um zwei Gröÿenordnungen über der auf Basis des

theoretischen Schwefelgehalts errechneten Biomasse (nach [Norland et al., 1995]).

Daher war von einer signi�kanten Kontamination durch Schwefel auszugehen.

Aufgrund der fehlenden Relevanz für eine Produktion wurde der Ansatz nicht

weiterverfolgt.

106



3.2 Prozessanalyse

Abbildung 40: L-Tryptophan- (Kreis), Acetat- (Quadrat), und Biomassetiter

(Dreieck) über den Zeitverlauf der Kultivierung mit reduziertem Schwefelgehalt

im 200 ml Parallelreaktorsystem

3.2.7 Glukoseaufnahme unter Phosphat- und Sticksto�limitierung

Für Fermentationen des Tryptophanproduzenten mit Phosphatlimitierung konnte

eine Teilentkopplung der Glukoseaufnahme vom Wachstum beobachtet werden.

Für E. coli K12 W3110 wurden unter Phosphatlimitierung qualitativ ähnliche

Phänomene beobachtet (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 41: Spezi�sche Glukoseaufnahmerate über der spezi�schen Wachs-

tumsrate von E. coli K12 JP6015/pMU91 (Raute) und E. coli K12W3110 (Kreis)

für Fermentationen mit Phosphatfütterungsszenario 2. Die durchgezogenen Lini-

en markieren eine lineare Regression der Verläufe

Auf Basis des linearen Zusammenhangs von Glukoseaufnahme und Wachstum

kann der Verlauf durch die bekannte Pirt-Gleichung qs = µ
Yxs

+ k beschrieben

werden. Dabei steht Yxs für die wachstumsgekoppelte und k für die wachstumsu-

nabhängige Glukoseaufnahme. Aufgrund der Produkt- und Nebenproduktbildung

beschreibt k nicht ausschlieÿlich den Erhaltungssto�wechsel. Eine lineare Para-

meterregression angewendet auf die Experimentaldaten ergab für E. coli K12

JP6015/pMU91: k = 0, 247 ± 0, 007, Yxs = 0, 481 ± 0, 007 und für E. coli K12

W3110 k = 0, 169 ± 0, 018, Yxs = 0, 64 ± 0, 045.

Für die unter Sticksto�imitierung durchgeführten Versuche mit E. coli K12

JP6015/pMU91 im 200 ml Maÿstab ergab sich für alle durchgeführten Experi-

mente eine noch deutlichere Entkopplung der Glukoseaufnahme vom Wachstum

(siehe Abbildung 42).
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Abbildung 42: Kombinierte spezi�sche Glukoseaufnahmeraten über den spe-

zi�schen Wachstumsraten von E. coli K12 JP6015/pMU91 für Fed-Batch-

Fermentationen mit Sticksto�limitierung im 200 ml Reaktorsystem

Der Verlauf der Zuckeraufnahme im Verhältnis zum Wachstum war nicht durch

lineare Regression beschreibbar. Bei spezi�schen Wachstumsraten von 0,034 1/h

wurden spezi�sche Glukoseaufnahmeraten von 0,64 g/g h bestimmt. In diesem

Zusammenhang muss aufgrund der niedrigen Phosphatkonzentrationen zum Pro-

zessende der mögliche zusätzliche Ein�uss einer Phosphatlimitierung erwähnt

werden.

3.3 Transkriptomanalysen

Genexpressionsanalysen über Zeitreihen von Microarray-Daten wurden für zwei

Prozessstrategien unter Phosphatlimitierung durchgeführt. Um die transkriptio-

nale Regulationsantwort auf die Phosphatlimitierung zu verfolgen, wurden zu fünf

Zeitpunkten des Referenzprozessszenarios Transkriptomproben entnommen und

ausgewertet. Die Zeitpunkte wurden anhand der Prozessdynamik der extrazellu-

lär messbaren Produkte, Nebenprodukte und Biomasse ausgewählt. Zur späteren
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Normierung wurde ein Zeitpunkt nach 2,5 Stunden in der Phase des unlimitier-

ten Wachstums festgelegt. Weitere Zeitpunkte nach 6 und 11 Stunden dienten

der Erfassung der Übergangsphase, darauf folgten Zeitpunkte nach 24 und 32

Stunden (Prozessende) zur Erfassung der stationären Phase und Absterbephase.

Zur Ermittlung der di�erentiellen Genexpression wurden alle Zeitpunkte auf den

ersten Zeitpunkt (2,5 h) normalisiert.

Insgesamt zeigten 1674 Transkripte eine mehr als zweifache Veränderung im Pro-

zessverlauf. Transkripte von Genen, die der Phosphatantwort zugeordnet werden,

zeigten bereits eine deutliche Hochregulierung in unter 11 Stunden Prozesslauf-

zeit. Das gesamte pho-Regulon (phoABEHRU ) sowie Transkripte des hocha�-

nen Phosphataufnahmesystems PST (pstABCS ) zeigten bereits nach 6 Stunden

signi�kante Veränderungen. Im Falle des PST-Systems wurden mehr als fün�a-

che Veränderungen beobachtet (pstC 17,3-fach), für Gene des pho-Regulons war

die Expression bereits zu diesem Zeitpunkt bis zu 91-fach erhöht (phoE ). Das

Transkript der alkalinen Phosphatase phoA zeigte eine 59-fache Hochregulierung.

Ebenfalls aktiviert wurden Transkripte des Phosphonatoperons (phnBCDEFGHI-

JLMNOP), das in E. coli K12 Stämmen unter Kontrolle der Phosphatantwort

steht [Wanner and Boline, 1990]. Ebenfalls in Verbindung mit der Phosphatant-

wort stand die Hochregulierung des Glycerin-3-Phosphattransporters Ugp (ug-

pABCEQ).

Aufgrund der schnellen Phosphatantwort wurde eine veränderte Prozessstrate-

gie mit verlängerter Übergangsphase in die Phosphatlimitierung eingesetzt (siehe

2.2.5), zusätzlich wurde die Probenahmefrequenz für Transkriptomproben erhöht.

Der Normierungszeitpunkt wurde zur besseren Vergleichbarkeit identisch zum Re-

ferenzprozess auf 2,5 Stunden Prozesszeit gesetzt. Die folgenden Zeitpunkte der

Transkriptomprobenahme waren 4, 6, 8, 11, 17, 22, 25, 28 und 32 Stunden. Für

den modi�zierten Prozess zeigten 1512 Transkripte eine di�erentielle Expressi-

on. Die Dynamik war durch den verlängerten Übergang im Vergleich zum Refe-

renzprozess abgeschwächt, qualitativ gab es bei verbesserter zeitlicher Au�ösung

eine weitreichende Übereinstimmung mit der Übergangsphase in die Phosphatli-

mitierung des Referenzprozesses. Insgesamt wurden 1069 Transkripte in beiden

Prozessen mit identischer Tendenz di�erentiell exprimiert. Insgesamt waren 605

(36,2 %) Gene auÿschlieÿlich im Referenzprozess, im modi�zierten Prozesses 449

(29,6 %) di�erentiell exprimiert. Die vollständige Liste di�erentiell exprimierter

Gene inklusive aller durchgeführten Analysen ist im Anhang beigefügt.
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3.3.1 Clustering-Analyse

Um Transkripte nach ihrer Zeitreihencharakteristik zu gruppieren, wurde ein K-

means Clustering-Ansatz angewendet (siehe 2.2.12). Ziel des Vorgehens war es

hierbei, Transkripte zu identi�zieren, die zeitgleich zur Aktivierung der Phospha-

tantwort eine Reaktion zeigten. Dadurch sollten Hinweise auf mögliche regulato-

rische Vernetzungen des pho-Regulons mit weiteren relevanten Sto�wechselwegen

dargestellt werden. Der Clustering-Ansatz wurde auf den hochau�ösenden Daten-

satz des modi�zierten Prozesses mit konstanter Phosphatfütterung angewendet.

Dabei wurden auÿschlieÿlich Transkripte gruppiert, die sowohl im Referenzpro-

zess als auch im modi�zierten Prozess zu mindestens einem Zeitpunkt eine mehr

als zweifach di�erentielle Expression zeigten (1069 Transkripte). Die anhand von

Vorversuchen mit verschiedenen Cluster -Anzahlen ausgewählte Cluster -Anzahl

von 8 sollte dabei möglichst ohne Redundanz die Charakteristik aller Transkript-

gruppierungen darstellen. Im Folgenden werden aufgrund der groÿen Anzahl nur

eine Auswahl an Transkripten beschrieben.

Transkripte mit zeitlicher Korrelation zur Phosphatantwort Transkrip-

te die zeitgleich mit dem pho-Regulon eine Veränderung zeigten, wurden den

Clustern 6 und 1 (Hochregulierung, Gruppe A), sowie den Clustern 5 und 2 (Her-

unterregulierung, Gruppe B) zugeordnet. Insgesamt zeigten 318 Transkripte eine

zeitliche Korrelation mit der Phosphatantwort. Die übrigen 751 Transkripte zeig-

ten keine zeitliche Korrelation mit der Phosphatantwort (Gruppe C). Die Grup-

pierung und durchschnittliche Charakteristik (dimensionslos, visualisiert durch

Genedata Analyst 7.0) der Cluster über den Zeitverlauf ist in Abbildung 43 dar-

gestellt.
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Cluster 1, 63 Transkripte Cluster 6, 89 Transkripte  

A 

Cluster 2, 46 Transkripte Cluster 5, 120 Transkripte  

B 

Cluster 3, 96 Transkripte Cluster 8, 152 Transkripte 

Cluster 4, 181 Transkripte Cluster 7, 322 Transkripte 

C 

Abbildung 43: Dimensionslose Charakteristik und Gruppierung der Cluster nach

zeitlicher Korrelation mit der Phosphatantwort

Cluster 6 Transkripte des pho-Regulons wurden Cluster 6 (89 Transkripte)

zugeordnet. Transkripte dieses Clusters zeigten eine deutliche Hochregulierung

zu Beginn der Übergangsphase in die Phosphatlimitierung (6 h Prozesszeit). Die

erhöhte Expression wurde bis 28 h Prozesszeit mit leicht nachlassender Tendenz

aufrechterhalten, zum Prozessende hin zeigte sich eine deutliche Herunterregulie-

rung.

Neben dem pho-Operon (phoABEHRU ) wurden in Cluster 6 andere der Phospha-

tantwort zugehörige Gene gruppiert. Diese umfassten das AMP-Nucleosidasegen

amn [Zhang et al., 2004], das Phosphataseaktivatorgen appY [Atlung et al.,
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1997] sowie Transkripte des hocha�nen Phosphataufnahmsystems (pstABC ),

des Glycerinphosphattransporters (ugpABCEQ), des Phosphonat-Katabolismus

(phnEF- GHIJKLMNOP), der Metallionenstressantwort (yibD) [Baek and Lee,

2006] und die unter Phosphatlimitierung induzierten Gene psiEF [Kim et al.,

2000].

Darüber hinaus Transkripte der Säure-Stressantwort (adiY, gadABC, hcaAB-

CD, hdeAB, slp), der osmotischen Stressantwort (otsA, osmEF ), verschiedener

Stressantwort-Systeme und der Bio�lmbildung (uspAB, glmY, pgaD). Weiter-

hin die Fumaratreduktasegene frdABCD, Gene des Phenylpropionatabbauwegs

(hcaBCDEF ), der Glycerin 3-Phosphat-Dehydrogenase (glpD) und der Polymyxin-

Sensitivität (arnEF ).
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Tabelle 24: Cluster 6 zugeordnete Gene, sortiert nach ihrer Funktion
Funktion Gen

Phosphatlimitierung phoABEHRU

amn

appY

pstABC

ugpABCEQ

phnEFGHIJKLMNOP

yibD

psiEF

Säurestress adiY

gadABC

hcaABCD

hdeAB

slp

Osmotischer Stress otsA

osmEF

Universelle Stressreaktion uspAB

glmY

Bio�lmbildung pgaD

Fumaratreduktase frdABCD

Phenylpropionatabbau hcaBCDEF

Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase glpD

Polymyxinresistenz arnEF

Cluster 1 Cluster 1 (63 Transkripte) zeigte im frühen Prozessverlauf eine ähn-

liche Charakteristik wie Cluster 6. Zu Beginn der Übergangsphase in die Phos-

phatlimitierung kam es zu einem deutlichen Signalanstieg, dessen Niveau mit

leicht nachlassender Tendenz bis 28 h Prozesszeit aufrechterhalten wurde. Zum

Prozessende hin kam es im Gegensatz zu Cluster 6 zu einem leichten Anstieg des

Signals.

Auch Cluster 1 wurden Transkripte unter Kontrolle der Phosphatantwort zu-

geordnet (pepN, phnD), zusätzlich Transkripte der Säureregulation (adiC, ariR,

asr, dctR, gadE, hchA, hdeB, hyaAB), der Stressantwort auf osmotische Verän-
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derungen (osmC, otsB, treA) und der Bio�lmbildung (bssR). Zusätzlich wurden

diesem Cluster verschiedene Stressindikatoren (dps, rpoH, uspCG) zugeordnet.

Tabelle 25: Cluster 1 zugeordnete Gene, sortiert nach ihrer Funktion
Funktion Gen

Phosphatlimitierung pepN

phnD

Säureregulation adiC

ariR

asr

dctR

gadE

hchA

hdeB

hyaAB

Osmotischer Stress osmC

otsB

treA

Universelle Stressreaktion dps

rpoH

uspCG

Bio�lmbildung bssR

Cluster 2 Cluster 2 (46 Transkripte) zeigte eine annähernd gegenläu�ge Cha-

rakteristik zu Cluster 1. Beim Eintritt in die Übergangsphase der Phosphatlimi-

tierung kam es zu einer deutlichen Signalabnahme, das Signalniveau wurde bis

zum Prozessende niedrig gehalten.

Diesem Cluster wurden Gene des Eisensto�wechsels (bfd, efeBOU, exbD, fecA-

DEI, feoAB, fepB, fhuAF ), der Flagellensynthese und Chemotaxis (�gE, �hB,

�iEF, motA)und des Schwefelmetabolismus (cysCNW ) zugeordnet.
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Tabelle 26: Cluster 2 zugeordnete Gene, sortiert nach ihrer Funktion
Funktion Gen

Eisensto�wechsel bfd

efeBOU

exbD

fecADEI

feoAB

fepB

fhuAF

Flagellensynthese �gE

Chemotaxis �hB

�iEF

motA

Schwefelmetabolismus cysCNW

Cluster 5 Cluster 5 (118 Transkripte) zeigte eine annähernd gegenläu�ge Cha-

rakteristik zu Cluster 6. Nach einer Signalreduktion beim Eintritt in die Phos-

phatlimitierung und einem niedrigen Signalniveau bis 28 h Prozesszeit kam es

zum Prozessende hin zu einem Signalanstieg, womit annähernd das Anfangsni-

veau der Signalintensität erreicht wurde.

Diesem Cluster wurde eine groÿe Gruppe an Transkripten des Aminosäureme-

tabolismus und Transports (argABCDFGH, aroFL, asnB, cysMU, gcvH, glnAL,

hisQ, ilvB, lysACP, metL, pheST, proV, thrBC, tyrAP) zugeordnet. Weiterhin

Transkripte der Flagellensynthese und Chemotaxis (�gABCDFGHIJKL, �iADG-

HIJKLMNOQSTZ, motb, tap, tar, tsr) sowie der Biotinsynthese (bioABF ). Ab-

schlieÿend Gene die für ribosomale Einheiten codieren oder für eine Modi�kati-

on der Ribosomen verantwortlich sind (rlhE,rimO, rplAFOVW, rpmD, rpsHOS,

rumB), diverse Transporter (ampG, cusA, dctA, fadL, fecB, kup, mtlAD, uraA)

und Gene der Succinat-Dehydrogenase (sdhAB).
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Tabelle 27: Cluster 5 zugeordnete Gene, sortiert nach ihrer Funktion
Funktion Gen

Aminosäuresto�wechsel argABCDFGH

Aminosäuretransport aroFL

asnB

cysMU

gcvH

glnAL

hisQ

ilvB

lysACP

metL

pheST

proV

thrBC

tyrAP

Flagellensynthese �gABCDFGHIJKL

Chemotaxis �iADGHIJKLMNOQSTZ

motb

tap

tar

tsr

Biotinsynthese bioABF

Ribosom rlhE

rimO

rplAFOVW

rpmD

rpsHOS

rumB

Transport ampG

cusA

dctA

fadL

fecB

kup
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Tabelle 28: Cluster 5 zugeordnete Gene, sortiert nach ihrer Funktion (2)
Funktion Gen

Transport mtlAD

uraA

Succinat-Dehydrogenase sdhAB

Transkripte ohne zeitliche Korrelation zur Phosphatantwort Die übri-

gen 751, die den Clustern 3, 4, 7 und 8 zugeordnet wurden zeigten keine zeit-

gleiche Veränderung mit dem Beginn der Phosphatlimitierung. Transkripte der

Cluster 3 und 8 zeigten über den Prozessverlauf ein ansteigendes Signal, während

Transkripte der Cluster 4 und 7 eine kontinuierlich abnehmende Tendenz zeigten

(siehe Abbildung 43).

Cluster 3 Die Signalintensität der Transkripte in Cluster 3 (96 Transkripte)

blieb bis 17 h Prozesszeit auf Anfangsniveau, gefolgt von einem bis Prozessende

andauernden Anstieg.

Transkripte verschiedener Transporter und der Proteinsekretion (afuC, adpZ,

araE, ccmC, celCD, cmtA, dcmD, ddpD, dtpA, focB, glpT, gntV, gspEG, hofQ,

kdgT, mfdL, mglAC, nepI, pitB, potE,setB,ssnB, umpT, xapB), des Fimbrialmeta-

bolismus (sfmD) sowie Gene der Hitzeschockantwort, Proteinfehlfaltungsstress,

Multi-Resistenz und der Regulation der stationären Phase (djlBC, elfC, htrE,

ibpAB, pphA) wurden diesem Cluster zugeordnet.
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Tabelle 29: Cluster 3 zugeordnete Gene, sortiert nach ihrer Funktion
Funktion Gen

Transport afuC

Proteinsektretion adpZ

araE

ccmC

celCD

cmtA

dcmD

ddpD

dtpA

focB

glpT

gntV

gspEG

hofQ

kdgT

mfdL

mglAC

nepI

pitB

potE

setB

ssnB

umpT

xapB

Fimbrialsto�wechsel sfmD

Hitzeschock ibpAB

Proteinfaltung djlB

pphA

Multiresistenz elfC

htrE
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Cluster 8 Die Signalintensität für Transkripte aus Cluster 8 (152 Transkripte)

nahm von Prozessbeginn bis zum Prozessende kontinuierlich zu.

In diesem Cluster wurden ebenfalls Transkripte verschiedener Transporter und

der Proteinsekretion (abgT, acrDEF, alsCEK, citT, dgoT, eamB,emrKY, fepE,

frwBC, gspADJKMO, leuE,mdtG, narK, ompGLN, tatE, wzxC, xylF, znuAC ), des

Fimbrialmetabolismus (�mEZ ), sowie Gene der allgemeinen Stressantwort, Pro-

teinfehlfaltungsstress, Multi-Resistenz und der Regulation der stationären Phase

(cpxP, cspI, iraD, marABR, osmB, smfC, spy, raiA, rybB, ssnA) gruppiert.
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Tabelle 30: Cluster 8 zugeordnete Gene, sortiert nach ihrer Funktion
Funktion Gen

Transport abgT

acrDEF

alsCEK

citT

dgoT

eamB

emrKY

fepE

frwBC

leuE

mdtG

narK

ompGLN

wzxC

xylF

znuAC

Proteinsekretion gspADJKMO

Proteintransport tatE

Fimbrialmetabolismus �mEZ

Resistenz cpxP

marABR

Kälteschock cspI

Stationäre Phase iraD

raiA

rybB

ssnA

Osmotischer Stress osmB

Chaperon spy

Cluster 4 Cluster 4 (176 Transkripte) zeigte mit Ausnahme eines kurzen An-

stiegs nach 17 h Prozesszeit von Prozessbeginn an eine kontinuierlich abneh-

mende Charakteristik. Diesem Cluster wurden Gene der Aminosäurensynthe-
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se (dapB, gltBD, hisMP, ilvADEGHIM, leuABC, livFGHJKM, metABCEFHI-

JKNR, proCWX, thrA, tyrB), des Mureinmetabolismus (mtlD, murACDE ), der

Nukleotidsynthese (purEFKLMPRT, pyrDG, pntAB), des Energiemetabolismus

und der Atmungskette (cyoD, nuoBFGHIJKLMN, sdhAD) sowie diverser Trans-

porter und des Zuckersto�wechsels (arnT, codB, cusB, dppBDF, gatABC, glpFK,

lamB, ompF, potBC, ptsG, rbsB, sapA) zugeordnet.
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3.3 Transkriptomanalysen

Tabelle 31: Cluster 4 zugeordnete Gene, sortiert nach ihrer Funktion
Funktion Gen

Aminosäuresynthese dapB

gltBD

hisMP

ilvADEGHIM

leuABC

livFGHJKM

metABCEFHIJKNR

proCWX

thrA

tyrB

Mannitolsto�wechsel mtlD

Mureinsynthese murACDE

Nukleotidsynthese purEFKLMPRT

pyrDG

pntAB

Atmungskette cyoD

nuoBFGHIJKLMN

Succinat-Dehydrogenase sdhAD

Transport arnT

codB

cusB

dppBDF

gatABC

glpFK

lamB

ompF

potBC

ptsG

rbsB

sapA
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Cluster 7 Die mit 322 Transkripten gröÿte Gruppe wurde Cluster 7 zugeord-

net. Der Cluster zeigte über den gesamten Prozessverlauf eine leicht abnehmende

Charakteristik, zum Prozessende kam es zu einer deutlichen Signalabnahme.

Gene des Aminosäuremetabolismus, der Proteinsynthese und ribosomaler Pro-

teine (alaS, ansA, argPT, aroABCGK, bamABC, carA, dapDF, glnHPQ, glyAQ,

metGQ, lysS, metG, miaB, proAB, rplBIPQST, rpmACF, rpsBCIJNRT, rsgA,

trmB, tyrS, valS ), des Energiesto�wechsels und der Atmungskette (atpABCDEF-

GH, cyoABCE, nuoACE ), des Nukleotidmetabolismus, der Nicotinamidadenin-

dinukleotid, deprotoniert (NAD+)- und Acetyl- und Malonyl-CoA-Synthese (ac-

cACD, coaAE, gpt, guaAB, nadC, purACDHNU, pyrCF, udp, upp), der Pyridoxal-

synthese (pdxAJ ), der Peptidoglykan und Mureinsynthese (lpp, mepA, mtlBC,

mreB, murF ), des Fettsäuremetabolismus, der Lipidsynthese und Modi�kation

(arnABCD, fabDFGHRZ, lpxABD, plsX ), der Zellteilung, DNA-Modi�kation und

Replikation (dam, damX, dnaANTX, gyrA, holA, n�, polA, zipA) sowie Regula-

torgene (arcA, asnC, crp, �s, fruR, lrp, nagC, spoT, tas) wurden in diesen Cluster

gruppiert.
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3.3 Transkriptomanalysen

Tabelle 32: Cluster 7 zugeordnete Gene, sortiert nach ihrer Funktion
Funktion Gen

Aminosäuretransport argPT

glnHPQS

Aminosäuresynthese aroABCGK

dapDF

glyAQ

proAB

Asparaginase ansA

Proteinsynthese alaS

metG

miaB

trmB

tyrS

valS

Energiesto�wechsel atpABCDEFGH

Atmungskette cyoABCE

nuoACE

Ribosom rplBIPQST

rpmACF

rpsBCIJNRT

rsgA

Membranproteinsynthese bamABC

Carbamoylphosphat-Synthase carA

Nukleotidabbau gpt

udp

upp

Nukleotidsynthese guaAB

purACDHNU

pyrCF

NAD+-Synthese nadC

Acetyl-Coenzym A-Synthese accACD

Malonyl-Coenzym A-Synthese coaAE

Pyridoxalsynthese pdxAJ
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Tabelle 33: Cluster 7 zugeordnete Gene, sortiert nach ihrer Funktion (2)
Funktion Gen

Peptidoglykan und Mureinsynthese lpp

mepA

mtlBC

mreB

murF

DNA-Modi�kation dam

DNA-Replikation damX

dnaANTX

gyrA

holA

n�

polA

Zellteilung zipA

Regulatoren arcA

asnC

crp

�s

fruR

lrp

nagC

spoT

tas

3.4 Simulation

Im Rahmen des Projektes wurden Szenariensimulationen zur Erweiterung der

Prozessbilanzierung sowie Analysen zur Ausbeuteoptimierung und zur Berech-

nung maximaler Ausbeuten unter Berücksichtigung bestimmter Schlüsselaktivi-

täten durchgeführt. Angewendet wurden stöchiometrische Betrachtungen mittels

Elementarmodenanalyse sowie auf linearer Optimierung basierende Flussvertei-

lungsanalysen (FBA). Das verwendete Modell basierte auf Arbeiten von Chas-

sagnole et al. [Chassagnole et al., 2002] und Schmid et al. [Schmid et al., 2004],
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sowie auf dem E. coli Ganzzellmodell in Insilico Discovery (Schmid, Mauch et

al.). Stöchiometrische Modellmodi�kationen zur Simulation verschiedener Szena-

rien wurden entweder aus experimentellen Daten, aus Literaturangaben zu für

die e�ziente L-Tryptophansynthese essentiellen Sto�wechselaktivitäten oder aus

vorhergegangenen stöchiometrischen Analysen abgeleitet. Insbesondere Ein�üs-

se auf die Biomassezusammensetzung, die ATP-Synthese und Regeneration von

Reduktionsäquivalenten sowie Kohlensto�rückführung über Phosphoenolpyruvat

(über PpsA oder Pck) [Schuster et al., 1999] wurden berücksichtigt.

3.4.1 Flussverteilungsanalysen

Essentiell für die Szenariensimulation war die Auswahl einer geeigneten Ziel-

funktion und die De�nition weiterer Randbedingungen. Für die Simulation von

Prozessszenarien war zusätzlich die Auswahl geeigneter Prozessintervalle zur Er-

mittlung der als Randbedingung eingesetzten Austauschraten nötig. Für die sta-

tionäre Analyse wurden quasistationäre Zustände im Fed-Batch-Prozess identi�-

ziert, die in ausreichender Näherung das Stationaritätskriterium erfüllten. Für die

Optimierung der L-Tryptophansynthese wurden neben Flussverteilungsanalysen

zusätzlich Elementarmoden auf Basis des stöchiometrischen Modells berechnet

(siehe Abschnitt 3.4.2).

Prozessintervallsimulation: Entkopplungsszenarien Für Fermentationen

mit E. coli K12 JP6015/pMU91 und W3110 mit konstanter Phosphatfütterung

(Fütterungsszenario 3, siehe Abschnitt 3.2.4) konnten im Laufe des verlängerten

Übergangs in die Phosphatlimitierung quasisstationäre Zustände mit Intervallen

von 2 bis 4 h Dauer bestimmt werden. Für grundlegende Aussagen zur Kohlen-

sto�verwertung und dem ATP-Sto�wechsel wurden für beide eingesetzten Stäm-

me Intervalle nach 18 und 21 Stunden Prozesszeit untersucht. Für die Bewertung

der Übereinstimmung des Simulationsergebnisses mit Prozessdaten wurden nicht

als Randbedingung gesetzte Austauschraten (CO2 und O2-Transfer) sowie die Er-

gebnisse der Optimierung (Zielfunktion: Wachstum) mit experimentellen Daten

verglichen.

Grundlage der Szenariensimulation für Prozessintervalle war die Darstellung der

Phosphatlimitierung und der Ein�uss auf Wachstum, Glukoseaufnahme und Pro-

duktbildung. Als Zielfunktion für Prozessintervalle bis 26 h Laufzeit mit verblei-
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bendem Wachstum wurde die Biomassebildung ausgewählt. Mit Hilfe der Verän-

derung des RNA-Gehaltes der Biomasse (basierend auf experimentellen Daten,

siehe Abschnitt 2.2.13) konnten für E. coli K12 JP6015/pMU91 über experimen-

tell bestimmte Phosphataufnahmeraten als Randbedingung realistische Wachs-

tumsraten für quasistationäre Prozessintervalle simuliert werden. Lediglich für

Phasen ohne Wachstum nach 26 h Prozesszeit (ungeeignete Zielfunktion) und in

der hochdynamischen Prozessphase zwischen 6 und 12 h Laufzeit bei spezi�schen

Wachstumsraten zwischen 0,1 und 0,06 1/h konnten keine realistischen Szenari-

en simuliert werden (Abweichung zu Experimentaldaten gröÿer als 10 %). Der

Vergleich der simulierten und auf Basis experimenteller Daten ermittelten spezi-

�schen Wachstumsraten ist in Abbildung 44 dargestellt, die zugrundeliegenden

Raten sind im Anhang beigefügt (siehe Tabelle 54).

Abbildung 44: Vergleich der simulierten (FBA) und experimentell ermittelten spe-

zi�schen Wachstumsraten für eine Fermentation mit E. coli K12 JP6015 pMU91

mit Phospatfütterungsszenario 3. Die Winkelhalbierende markiert die vollständi-

ge Übereinstimmung beider Werte
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Mit Ausnahme der Prozessintervalle zwischen 8 und 12 h war die Abweichung

der Simulation von experimentell bestimmten Daten kleiner als 10 % (3h , 2,4 %;

5 h, 2,8 %; 10 h, 24,7 %; 12 h, 17,7 %; 18 h, 5,5 %; 21 h, 9,3 %).

Unter Berücksichtigung der Glukose-, L-Tryptophan- und Acetataustauschraten

als weitere Randbedingungen konnten realistische CO2 Bildungsraten und damit

der gesamte Kohlensto��uss simuliert werden. Im Falle der Sauersto�aufnahme

wurde eine annähernd konstante Abweichung von 10 % für alle durchgeführ-

ten Simulationen zwischen den experimentell ermittelten und simulierten Sau-

ersto�aufnahmeraten festgestellt. Um diesen Umstand auszugleichen, wurde die

Stöchiometrie der Cytochrom-Oxidase-Reaktion in der Atmungskette um einen

konstanten Faktor verändert. Für Simulationen von Prozessszenarien für E. coli

K12 W3110 wurde aufgrund der leicht unterschiedlichen Biomasseausbeute auf

Phosphat zusätzlich die Anpassung des Biomasse-RNA-Gehalts um einen weite-

ren Faktor erweitert (siehe Anhang, Tabelle 52).
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Abbildung 45: Verhältnis von simulierten (FBA) zu experimentell ermittelten

Raten für Wachstum (µ), Sauersto�aufnahme (OUR) und Kohlendioxidemission

(CER) für eine Fermentation mit dem Modellstamm E. coli K12 JP6015 pMU91

(MS) und dem Wildtyp K12 W3110 (WT) für Prozessintervalle nach 18 und 21

h mit Phospatfütterungsszenario 3. Die Werte von 90 und 110 % sind durch eine

gepunktete Linie, 100 % durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet

In Anlehnung an die Energieladungsmessungen im Prozessverlauf und die si-

multan beobachteten hohen Glukoseaufnahme- und CO2-Emissionsraten wurde

die E�zienz der ATP-Synthese im Rahmen der Prozessszenariensimulation un-

tersucht. Für die im Referenzmodell gegebenen Verhältnisse von H+-Import zu

ATP-Synthese (4 importierte H+ Ionen pro ATP) ergab sich sowohl für den Wild-

typstamm E. coli K12 W3110 und den L-Tryptophanproduzenten E. coli K12

JP6015 pMU91 in der späten Übergangsphase in die Phosphatlimitierung (18 -

26 h Prozesszeit) ein deutliches Ungleichgewicht in der ATP-Synthese, das in der

Simulation zum Erreichen einer stationären Lösung in der zusätzlich eingeführten

ATP-Senke ausgeglichen wurde. Bei einem P/O Verhältnis von 1,1 bei modi�-

zierter Cytochrom-Oxidase-Stöchiometrie und 8 importierten H+-Ionen pro ATP

wurden für das Prozessintervall nach 18 h für den Tryptophanproduzenten ein
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ATP-Überschuss von 74 %, für den Wildtypstamm 81,5 % des gesamten ATP-

Umsatzes ermittelt. In der Folge wurde die Stöchiometrie der ATP-Synthase so

verändert, dass eine ausgeglichene ATP-Bilanz mit minimalem Anteil der zusätz-

lichen ATP-Senke erreicht werden konnte. Dabei zeigte sich, dass für Prozesss-

zenarien im Verlauf der Übergangsphase (nach 16 h Prozesszeit) aufgrund der

hohen Glukoseaufnahmerate bei gleichzeitig geringer Produktbildungsrate und

geringem Wachstum der ATP-Bedarf vollständig durch die Substratkettenphos-

phorylierung gedeckt war. Für diese Szenarien waren stationäre Lösungen mit

einer vollständig entkoppelten ATP-Synthase möglich (zur Beschreibung der Ent-

kopplung, siehe Abschnitt 2.2.13). Eine auf Basis des Entkopplungsszenarios si-

mulierte Flussverteilung eines Prozessintervalls nach 18 h Prozesszeit für den

Tryptophanproduzenten und den Wildtypstamm ist in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Schematische Modelldarstellung mit einer ermittelten Flussvertei-

lung (FBA) für E. coli K12 JP6015 pMU91 (schwarz) und W3110 (grau) nach

18 h Prozesszeit einer Fermentation mit Phosphatfütterungsszenario 3 unter Be-

rücksichtigung einer Ine�zienz der ATP-Synthese mit der Zielfunktion Biomasse-

bildung und experimentell bestimmten Austauschraten für Phosphat, Acetat und

L-Tryptophan normiert auf die Glukoseaufnahme als zusätzliche Randbedingun-

gen. Breite Pfeile beschreiben eine Umsetzung eines Metaboliten, die nicht direkt

mit dem Ausgangssto�wechselweg verbunden ist.

Optimierung der Produktbildung Neben der Simulation von Prozesssze-

narien wurden auch Studien zur Erfassung maximaler L-Tryptophanausbeuten
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mittels Flussverteilungsanalyse durchgeführt. Als Zielfunktion wurde dabei der

L-Tryptophanexport und als einzige weitere Randbedingung die Glukoseaufnah-

me gewählt. Auf Basis des Referenzmodells mit PpsA-Aktivität wurden maxima-

le L-Tryptophanausbeuten von 0,438 mol/mol (0,508 g/g) bezogen auf Glukose

ermittelt. Die zugrundeliegende Flussverteilung ist in Abbildung 47 dargestellt.
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Abbildung 47: Schematische Modelldarstellung der ermittelten Flussverteilung

(FBA) zum Erreichen maximaler L-Trpyptophanausbeuten. Breite Pfeile be-

schreiben eine Umsetzung eines Metaboliten, die nicht direkt mit dem Ausgangs-

sto�wechselweg verbunden ist. Beteiligte Flüsse sind durch graue Pfeile gekenn-

zeichnet
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Weiterhin wurden maximale Ausbeuten unter Berücksichtigung des Entkopp-

lungsszenarios mit entkoppelter ATP-Synthese und Veränderungen an der Cyto-

chrom-Oxidase berechnet. Zielfunktion der Optimierung war der L-Tryptophan-

export, als weitere Randbedingung wurde die Glukoseaufnahme angegeben. Die

unter Berücksichtigung der Entkopplung ermittelte maximale Ausbeute betrug

0,25 mol/mol (0,29 g/g) L-Tryptophan bezogen auf Glukose. Die zugrundeliegen-

de Flussverteilung ist in Abbildung 48 dargestellt.
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Abbildung 48: Schematische Modelldarstellung der ermittelten Flussverteilung

(FBA) zum Erreichen maximaler L-Trpyptophanausbeuten unter Berücksichti-

gung des Entkopplungsszenarios. Breite Pfeile beschreiben eine Umsetzung eines

Metaboliten, die nicht direkt mit dem Ausgangssto�wechselweg verbunden ist.

Beteiligte Flüsse sind durch graue Pfeile gekennzeichnet

Über die Entkopplung der ATP-Synthase hinaus wurden Szenarien mit ATP-

Synthese Ine�zienz und fehlender PpsA-Aktivität simuliert. Als Zielfunktion

wurde der L-Tryptophanexport, als weitere Randbedingung wurde die Gluko-

seaufnahme gewählt. Die maximale L-Tryptophanausbeute bezogen auf Glukose

betrug 0,1875 mol/mol (0,2175 g/g), die ermittelte Flussverteilung ist in Abbil-

dung 49 dargestellt.
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Abbildung 49: Schematische Modelldarstellung der ermittelten Flussverteilung

(FBA) zum Erreichen maximaler L-Trpyptophanausbeuten unter Berücksichti-

gung des Entkopplungsszenarios und fehlender PpsA- und PcK-Aktivität. Breite

Pfeile beschreiben eine Umsetzung eines Metaboliten, die nicht direkt mit dem

Ausgangssto�wechselweg verbunden ist. Beteiligte Flüsse sind durch graue Pfeile

gekennzeichnet

Zur Potentialbestimmung im Bezug auf die di�erentielle L-Tryptophanausbeute

unter realen Prozessbedingungen wurde eine Optimierung der L-Tryptophansyn-

these unter Berücksichtigung weiterer potentiell einschränkenden Faktoren durch-

geführt. Dabei wurden die Biomassekompositionsveränderungen, die Modi�kation

der Cytochrom-Oxidase, die Entkopplung der ATP-Synthase sowie aus Experi-
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mentaldaten abgeleitete Wachstumsraten (18 h Prozesszeit, Phosphatfütterungs-

szenario 3 für den L-Tryptophanproduzenten) als zusätzliche Beschränkungen

berücksichtigt. Im resultierenden Szenario wurde eine maximale L-Tryptophan-

ausbeute von 0,16 mol/mol (0,19 g/g) errechnet. Die ermittelten Flussverteilun-

gen sind in Abbildung 50 dargestellt.
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Abbildung 50: Schematische Modelldarstellung mit der ermittelten Flussvertei-

lung (FBA) zum Erreichen maximaler L-Tryptophanausbeuten unter Berück-

sichtigung des Entkopplungsszenarios, fehlender PpsA-Aktivität und Wachstum.

Breite Pfeile beschreiben eine Umsetzung eines Metaboliten, die nicht direkt mit

dem Ausgangssto�wechselweg verbunden ist. Beteiligte Flüsse sind durch graue

Pfeile gekennzeichnet
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3.4.2 Elementare Flussmoden

Als zusätzliche Methode zur Erfassung von Potentialen der L-Trpytophansynthese

wurden elementare Flussmoden bestimmt. Grundlage waren dabei die auf Basis

der Szenariensimulation durch Flussverteilungsanalysen stöchiometrisch modi�-

zierten Modelle.

Ermittlung maximaler theoretischer Ausbeuten Zunächst wurde unter

Verwendung des Referenzmodells mit einem P/O Verhältnis von 2 die maxima-

le theoretische Ausbeute und die zugrundeliegende Flussverteilung des extremen

Sto�wechselweges bestimmt. Basierend auf den Flussverteilungsanalysen waren in

den Modellen die Aktivitäten von PpsA (Phosphoenolpyruvatsynthetase) und zu-

sätzlich Pck (Phosphoenolpyruvatcarboxykinase) enthalten. Die maximale theo-

retische Ausbeute von L-Tryptophan auf Glukose betrug 0,44 mol/mol (0,51 g/g),

die Rückführung von Kohlensto� in die L-Tryptophansynthese über Phosphoe-

nolpyruvat wurde vollständig über die PpsA-Aktivität erreicht. Die zugrundelie-

gende Flussverteilung ist in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 51: Schematische Modelldarstellung mit der durch Element-

armodenanalyse ermittelten Flussverteilung zum Erreichen maximaler L-

Trpyptophanausbeuten. Breite Pfeile beschreiben eine Umsetzung eines Metabo-

liten, die nicht direkt mit dem Ausgangssto�wechselweg verbunden ist. Beteiligte

Flüsse sind durch graue Pfeile gekennzeichnet

Die Aktivität der Phosphoenolpyruvatsynthetase ermöglichte die höchsten Aus-

beuten, eine Regeneration von Phosphoenolpyruvat über Pck in Verbindung mit

einem aktiven Glyoxylatzyklus ermöglichte Ausbeute von L-Tryptophan auf Glu-

kose von 0,33 mol/mol (0,38 g/g, Daten nicht gezeigt).
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3.4 Simulation

Maximale Ausbeuten bei entkoppelter ATP-Synthese Prozessdaten und

Flussverteilungsanalysen zeigten eine signi�kante Veränderung in der Kohlensto�-

nutzung und der ATP-Synthese. Zur Beurteilung der Auswirkung dieser Verän-

derung auf die maximalen theoretischen Ausbeuten wurden Elementarmoden-

analysen mit den auf Basis der Flussverteilungsszenarien modi�zierten Modell-

stöchiometrien durchgeführt. Die Stöchiometrie der Cytochrom-Oxidase und der

ATP-Synthase Reaktionen wurden entsprechend verändert (siehe Abschnitt3.4.1,

Szenario 18 h Prozesszeit). Bei vollständiger Entkopplung der ATP-Synthase wur-

de eine maximale L-Tryptophanausbeute von 0,25 mol/mol (0,29 g/g) errechnet.

Durch die stark reduzierte ATP-E�zienz war die Ausbeute somit im Vergleich

zu Szenarien mit einem P/O-Verhältnis von 2 um 43 % reduziert. Die errech-

nete Flussverteilung für die ermittelte maximale Ausbeute ist in Abbildung 52

schematisch dargestellt.
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Abbildung 52: Schematische Modelldarstellung mit der durch Element-

armodenanalyse ermittelten Flussverteilung zum Erreichen maximaler L-

Trpyptophanausbeuten unter Berücksichtigung einer Ine�zienz der ATP-

Synthese. Breite Pfeile beschreiben eine Umsetzung eines Metaboliten, die nicht

direkt mit dem Ausgangssto�wechselweg verbunden ist. Beteiligte Flüsse sind

durch graue Pfeile gekennzeichnet

Maximale Ausbeuten mit entkoppelter ATP-Synthese und fehlender

PpsA und Pck-Aktivtät Aufgrund eines regulatorischen Ein�usses der ermit-

telten niedrigen Energieladung auf Reaktionen zur Rückführung von Kohlensto�

in Phosphoenolpyruvat (PpsA und Pck) wurde der Ein�uss der Entkopplung der
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3.4 Simulation

ATP-Synthese in Verbindung mit der Entfernung von PpsA- und Pck-Aktivitäten

auf die maximale Ausbeute untersucht. Die ermittelten maximale L-Tryptophan-

ausbeute reduzierte sich unter den gegebenen Bedingungen auf 0,19 mol/mol

(0,22 g/g).
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Abbildung 53: Schematische Modelldarstellung mit der durch Element-

armodenanalyse ermittelten Flussverteilung zum Erreichen maximaler L-

Trpyptophanausbeuten unter Berücksichtigung einer Ine�zienz der ATP-

Synthese und fehlender PpsA- und Pck-Aktivtität. Breite Pfeile beschreiben eine

Umsetzung eines Metaboliten, die nicht direkt mit dem Ausgangssto�wechselweg

verbunden ist. Beteiligte Flüsse sind durch graue Pfeile gekennzeichnet
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4 Diskussion

4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von Prozessdynamiken bei

der L-Tryptophansynthese mit E. coli . Auf Basis eines Modellstammes sollte der

Gesamtprozess unter produktionsrelevanten Bedingungen charakterisiert und An-

satzpunkte für eine E�zienzsteigerung erarbeitet werden. Im Laufe des Projektes

wurden Methoden zur Erfassung der verschiedenen Ein�ussgröÿen evaluiert und

eine Strategie zur Charakterisierung durch angepasste Prozessführung unter An-

wendung verschiedener Elementarlimitierungen, Medienoptimierung, erweiterte

Analytik und Probenahme zu Erfassung der Energieladung, Transkriptomanaly-

sen sowie Szenariensimulationen eingesetzt. Im Hinblick auf regulatorische Fra-

gestellungen wurden zusätzlich Wildtypstudien durchgeführt.

4.1 Prozessführung

Reaktorsysteme Der Einsatz von verschiedenen Reaktorsystemen zur Bear-

beitung spezi�scher Fragestellungen ermöglichte eine deutliche Beschleunigung

der Analyse. Der Einsatz eines Vierfachsystems im 50 ml Maÿstab zur Identi-

�zierung sensitiver Medienkomponenten und zur Medienoptimierung bildete die

Grundlage späterer Untersuchungen. Durch die Untersuchungen des Ein�usses

der Medienkomponenten konnte bereits im Frühstadium des Projektes die be-

obachtete Wachstumsratenreduktion einer im gegebenen Konzentrationsbereich

unerwarteten Phosphatsensitivität zugeordnet werden. Die frühe Reaktion auf

das Phosphatangebot konnte später in Zeitreihen-Transkriptomanalysen bestä-

tigt werden. Die im Vergleich zum Schüttelkolben deutlich erhöhten Biomasse-

konzentrationen und Produkttiter (75 % der Konzentrationen des Originalmaÿ-

stabs) waren für Aussagen zur Prozessrelevanz und dem späteren Übertrag in

gröÿere Maÿstäbe entscheidend. Die Anwendung des Dreifachsystems im 200 ml

Maÿstab mit erweiterter Online-Analyse und Prozesssteuerung machte eine qua-

litative Analyse verschiedener Limitierungsszenarien in eine kurzen Zeitintervall

möglich. Die weitere Verwendung von 2 l Glasreaktoren und Bioreaktoren im

30 l Maÿstab ermöglichte �nal quantitative Prozessanalysen und umfangreiche

Probennahmen. Der Einsatz von Online-Glukosesonden ermöglichte eine präzi-

se Prozesssteuerung, die Optimierung der Kohlendioxidmessung hatte zusätzlich

groÿen Anteil an der Verbesserung der Kohlensto�bilanzierung. Annähernd ge-
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4.1 Prozessführung

schlossene Kohlensto�bilanzen für Prozesse mit konstanter Phosphatfütterung

waren die Grundlage für Szenariensimulationen und Aussagen zur Kohlensto�ef-

�zienz (siehe auch Abschnitt 4.5).

Wachstumslimitierungsstrategien Durch die Anwendung von Prozessstra-

tegien mit konstanter Zufütterung konnten Übergangszustände in die Limitierung

zeitlich verlängert und Ein�üsse der Elementarlimitierung von weiteren Stressre-

aktionen oder Ein�üssen der stationären Wachstumsphase di�erenziert werden.

Die Auslegung richtete sich dabei darauf aus, in einem gegebenen zeitlichen Rah-

men ein möglichst vollständiges Bild der Übergangssituation zu erzeugen. Zusätz-

lich konnte eine identische Prozessstrategie für Wildtypstudien eingesetzt werden,

wodurch allgemeine regulatorische Ein�üsse von stammspezi�schen Eigenschaften

unterschieden werden konnten. Die Prozessführungsstrategie war sowohl für die

Aussage der Transkriptom-Zeitreihendaten für den L-Tryptophanproduzenten als

auch für die quantitative Analyse und Flussverteilungssimulation von Bedeutung.

Obwohl die Prozessführung nicht auf die Maximierung der L-Tryptophansynthe-

se optimiert war, wurde für Prozesse mit konstanter Phosphatfütterung eine im

Vergleich zum Referenzprozess deutlich gesteigerte Produktivität bei gleichblei-

benden oder erhöhten Ausbeuten ermittelt. Die Produktivität wurden um bis zu

47 % gesteigert und Ausbeuteverbesserungen von bis zu 25 % im Vergleich zum

Referenzprozess erreicht. Die Kombination aus Wachstumsratenreduktion bei ver-

gleichsweise hoher Glukoseaufnahmerate im Übergang in die Phosphatlimitierung

hatte positive Auswirkungen auf die L-Tryptophansynthese, in Übergangsphasen

wurden di�erentiell die höchsten Ausbeuten ermittelt. Durch gezielte exponenti-

elle oder angenäherte lineare Phosphatfütterung könnten produktive Prozesspha-

sen verlängert und Phasen mit hoher Nebenproduktbildung, die bei vollständigem

Durchlaufen der Übergangsphase zu Prozessende auftraten, verkürzt oder vermie-

den werden. Im Rahmen des Projekts wurde das Potential derartiger Strategien

evaluiert, eine Optimierung für den Modellstamm wurde aufgrund von stammspe-

zi�schen Ein�üssen und einer fehlenden Relevanz des Stammes für die Produktion

nicht durchgeführt. Basierend auf der Kohlensto�verteilung und der ermittelten

sinkenden ATP-E�zienz (siehe Abschnitte 3.2.3, 3.1.2 und 3.2.7) im Übergang

in die Phosphatlimitierung zeigten sich auch Einschränkungen der Strategie im

Hinblick auf weitere Ausbeutesteigerungen. Der auch im Wildtypstamm gezeigte
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4.2 Probennahme und Metabolomanalyse

Ein�uss der Phosphatlimitierung auf die Kohlensto�verwertung bei Glukoseüber-

schuss und die sinkende Energieladung im Prozessverlauf stellen die Anwendung

derartiger Strategien für stärker optimierte Stämme in Frage (siehe Abschnitt

4.6). Die Anwendung verschiedener Limitierungsstrategien sollte diese Problema-

tik aufgreifen und mögliche Alternativen zur Prozessverbesserung aufzeigen. Für

sticksto�limitierte Prozesse wurden dabei im Vergleich zur Phosphatlimitierung

noch deutlichere Veränderungen der Kohlensto�verwertung festgestellt. Die er-

reichten L-Tryptophanausbeuten in der frühen Übergangsphase lagen deutlich

unterhalb der Werte aus der Phosphatlimitierung, zusätzlich deutete eine Ge-

samtkohlensto�analyse der Flüssigphase auf eine weiter verstärkte Umsetzung

in Kohlendioxid hin. Zusätzlich war auch die Phosphataufnahme erhöht, was in

einer Fermentation zu möglichen kombinatorischen E�ekten führen könnte. Für

eine de�nierte Anwendung der Sticksto�limitierung im Produktionsmaÿstab wä-

re zusätzlich eine Umstellung der üblichen pH-Regelung über Ammoniakgas zu

bedenken, was sowohl technische Veränderungen als auch die Zugabe einer alter-

nativen pH-regulierenden Komponente in der Produktion nötig machen würde.

Der vielversprechende Ansatz der Kohlensto�limitierung führte im Falle des plas-

midtragenden Modellstammes zu einem Plasmidverlust im Prozessverlauf (siehe

Abschnitt 3.2.5). Der Ansatz wurde für den Modellstamm nicht weiter verfolgt,

da eine zusätzliche Stabilisierung des Plasmids über Antibiotikazugabe nicht an-

wendungsrelevant und die ermittelten Daten nicht repräsentativ für eine Poten-

tialabschätzung wären. Aufgrund der bereits unter gegebenen Bedingungen bei

Verwendung des Modellstammes erreichten relativ hohen L-Tryptophanausbeu-

ten ergäbe ein solcher Ansatz für plasmidfreie Produktionsstämme eine inter-

essante Perspektive. Die Kohlensto�limitierung adressierte dabei die signi�kante

Umsetzung von Glukose in Kohlendioxid unter Glukoseüberschuss, die sowohl

für phosphor- als auch für sticksto�imitierte Prozesse beobachtet wurden. Der

Kohlendioxidanteil am Gesamtkohlensto� unter Glukoselimitierung �el mit 42,5

% bezogen auf den eingesetzten Kohlensto� deutlich geringer aus als in anderen

Limitierungsszenarien (siehe Abschnitt 3.2.5).

4.2 Probennahme und Metabolomanalyse

Bei der Anwendung von schnellen Probenahmemethoden zur dynamischen Me-

tabolomanalyse zeigte sich bereits in einer frühen Phase die Schwierigkeiten ei-
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4.2 Probennahme und Metabolomanalyse

ner quantitativen Analyse intrazellulärer Verbindungen aus Fermentationsbrü-

hen mit hohen Substrat- und Produktkonzentrationen. Für Hitzeaufschlussme-

thoden [Schaub et al., 2006] konnten aufgrund der hohen Sto�mengen im deut-

lich gröÿeren extrazellulären Volumen keine quanitativen di�erentiellen Messun-

gen für die Mehrzahl wichtiger Zentralsto�wechselmetabolite durchgeführt wer-

den. Für Kälteschockinaktivierung war aufgrund des sogenannten �Leakage� [van

Gulik, 2010] von Metaboliten keine schnelle Inaktivierung und Abtrennung in-

takter Zellen möglich, wodurch in der Folge ebenfalls di�erentielle Messungen

aller Fraktionen aus Probenahme und Extraktion nötig wurden. Mit dem ein-

gesetzten Gaschromatograph-Quadrupol-Massenspektrometer war auch in diesen

Fraktionen keine Quanti�zierung wichtiger Zentralsto�wechselmetabolite mög-

lich. Obwohl durch Reduktion von Komplexanteilen versucht wurde, den Anteil

intrazellulärer Metabolite im extrazellulären Volumen zu reduzieren, kam es im

Prozessverlauf durch Zelllyse zur Anreicherung intrazellulärer Komponenten in

der Fermentationsbrühe.

Adeninnukleotidbestimmung Die Adeninnukleotid-Sto�menge war im Ge-

gensatz zu anderen Metabolitsto�mengen im extrazellulären Volumen sehr ge-

ring. Da zusätzlich im Prozessverlauf keine signi�kante Anreicherung detektiert

werden konnte, war es für diese Sto�klasse möglich, eine di�erentielle Messung

durchzuführen. Die etablierte Methode der schnellen Probenahme, Inaktivierung

und Extraktion unter Verwendung kalter Perchlorsäure ermöglichte eine schnel-

le Prozessierung der Proben. Aufgrund von Störkomponenten war allerdings ei-

ne umfangreiche Aufarbeitung der Probe nötig. Das entwickelte und evaluierte

Protokoll verknüpfte die Perchlorsäureprobenahme mit einer Kationenaustausch-

Festphasenextraktion und ermöglichte eine deutliche Reduktion von Störkompo-

nenten. Darüber hinaus wurden die Proben durch die direkte Aufarbeitung sta-

bilisiert, aufgearbeitete Proben zeigten im Rahmen der HPLC-Analyse über 24

Stunden keine Veränderung der Messsignale. Die ursprünglich auf die Entfernung

von Aminosäuren ausgelegte Methode führte zu einer deutlichen Entfärbung und

Stabilisierung der Fermentationsproben . Möglicherweise wurde weitere kationi-

sche Störkomponenten entfernt, die bisher nicht identi�zert wurden. Im Rahmen

der Wildtypstudien bestätigte sich diese Annahme, da auch Nukleotidproben die-

ser Fermentationen nur mit Hilfe der Aufarbeitung stabilisiert und damit quan-

ti�zierbar wurden. Die Bestimmung der Energieladung war für die Bewertung
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4.3 Transkriptomanalyse

physiologischer Zustände im Fermentationsverlauf essentiell. Hierbei war zusätz-

lich vorteilhaft, dass nur die relative Sto�menge der Adeninnukleotide und kei-

ne absolute Quanti�zierung nötig war. Die beschriebene Aufarbeitungsmethode

bietet ein Potential für die qualitative Analyse weiterer phosphorylierter Verbin-

dungen, für quantitative Messungen ergeben sich durch die di�erentielle Messung

von Gesamtaufschluss und Filtrat sowie die umfangreiche Aufarbeitung mit feh-

lerbehafteter Volumenbilanzierung zusätzliche Herausforderungen.

Im Rahmen der durchgeführten Arbeit wurden die grundsätzlichen Schwierigkei-

ten bei der quantitativen Analyse von Metabolitdynamiken deutlich. Weiterfüh-

rende datengetriebene systembiologische Analysen wie die 13C-Sto��ussanalyse

oder die Parametrisierung von Reaktionskinetiken für die dynamische Model-

lierung sind direkt von derartigen Methoden abhängig. Während beispielswei-

se in kontinuierlichen Fermentationen mit Wildtypstämmen aufgrund günstiger

Konzentrationsverhältnisse etablierte Methoden zumindest mit Einschränkungen

anwendbar sind, gibt es bisher keine validierte quantitative Methode für unter

Produktionsbedingungen kultivierte Prokaryonten. Ansätze wie die schnelle Fil-

tration könnten die Schwierigkeiten der Abtrennung intakter Zellen aus der Fer-

mentationsbrühe lösen, in Studien zeigten sich allerdings auch organismusspezi�-

sche und biomassekonzentrationsabhängige Besonderheiten [Da Luz et al., 2013].

Zusätzlich ergeben sich für bislang publizierte Methoden Inaktivierungszeiten von

mehr als 15 Sekunden [Da Luz et al., 2013]. Falls zusätzlich Waschschritte zur

Entfernung angehafteter Substrate und Produkte nötig sind, könnte sich die Auf-

arbeitungszeit um ein Vielfaches verlängern.

4.3 Transkriptomanalyse

Die kombinierten Ergebnisse di�erentieller Genexpressionsanalysen aus dem Refe-

renzprozess und Phosphatfütterungsszenario 3 mit verlängerter Übergangsphase

in die Phosphatlimitierung ergaben 1041 in beiden Szenarien di�erentiell expri-

mierte Gene.

Globaler Ein�uss der Phosphatantwort Auf Basis der Clustering-Analyse

zeigte ein Anteil von 31,7 % (330 Transkripte) eine zeitgleiche Veränderung mit

der Phosphatantwort (pho-Regulon). Das gesamte pho-Regulon sowie weitere

Komponenten des 7-Komponentesystems zur Signalintegration und Regulation
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4.3 Transkriptomanalyse

[Hsieh and Wanner, 2010] waren vollständig Cluster 6 zugeordnet. Für viele wei-

tere in Cluster 1 und 6 gruppierte Gene war bereits eine Verbindung zur Phospha-

tantwort beschrieben [Baek and Lee, 2006, Alteri et al., 2011, Richards and Van-

derpool, 2012, Yoshida et al., 2012], beispielsweise für Gene der Säurestressant-

wort [Baek et al., 2007, Marzan and Shimizu, 2011, Suziedeliene et al., 1999]. Die

Expression könnte unter gegebenen Bedingungen allerdings zusätzlich durch Ak-

tivatoren wie Acetat oder Indol beein�usst werden [Hirakawa et al., 2010]. Eine

Verbindung der Phosphatantwort mit der Stressantwort auf Metallionen, wie sie

von Baek und Lee postuliert wurde [Baek and Lee, 2006], erklärt möglicherweise

die Zuordnung von Genen verantwortlich für Aktivitäten des Eisentransports und

der Eisenversto�wechselung. Die Transkripte zeigten im Prozessverlauf eine der

Phosphatantwort gegenläu�ge Dynamik, die auch aufgrund der gleichbleibend ho-

hen Eisensulfatkonzentrationen in den Fermentationsmedien verschiedener Stufen

nicht erklärbar war. Eine derartiger negativer E�ekt der pho-Regulation wurde

noch nicht beschrieben. Auch für eine Verbindung der Stressantwort auf osmo-

tische Veränderungen oder der Bio�lmbildung mit der Phosphatantwort, die aus

der Korrelation im Rahmen der Clustering-Analyse ableitbar wäre, gab es bisher

keine unterstützende Studien.

Im Widerspruch zur postulierten Rolle des pho-Regulons als globaler Regulator

[Baek et al., 2007] stehen Studien mit Knockout-Mutanten ohne phoBR, die keine

lethale Auswirkungen der Inaktivierung des zentralen Systems der Phosphatant-

wort unter phosphatlimitierten Bedingungen zeigten [Marzan and Shimizu, 2011].

Auch im Rahmen der Clustering-Analyse konnte für den Groÿteil der di�erentiell

exprimierten Gene und viele essentielle Sto�wechselbereiche (unter anderem die

Aminosäuresynthese, Nukleotidsynthese, Atmungskette, ATP-Sto�wechsel, zen-

traler Kohlensto�sto�wechsel, Fettsäure- und Lipidsynthese, Zellteilung, DNA-

Synthese) sowie viele Regulatoren und Aufnahmesysteme (Cluster 4 und 7) keine

Verbindung zur Phosphatantwort ermittelt werden. In Übereinstimmung mit die-

sen Ergebnissen wurde auch keine Aktivität der �Stringenten Kontrolle� (stringent

response) beobachtet. In früheren Studien wurde eine über IraP (iraP) gesteuerte

Integration des Phosphat-Hungersignals in die über SpoT und RelA vermittelte

Antwort auf Hungerzustände postuliert [Bougdour and Gottesman, 2007]. In den

vorliegenden Analysen der phosphatlimitierten Kultivierungen waren die Gene

der GDP Pyrophosphokinase / GTP-Pyrophosphokinase RelA und des Media-

tors IraP nicht di�erentiell exprimiert, für SpoT zeigte sich sogar eine negative

Regulation. Da die verö�entlichten Daten auf Schüttelkolbenexperimenten mit
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einer begrenzten zeitlichen Au�ösung des Übergangs in die Phosphatlimitierung

basierten, könnten zusätzliche Ein�üsse der stationären Phase oder Sekundärlimi-

tierungen eine Rolle spielen. Durch die in dieser Arbeit gewählten Kultivierungs-

und Probenahmestrategien konnten diese Ein�üsse möglicherweise von der Reak-

tion auf die Phosphatlimitierung di�erenziert werden. Es gilt allerdings in diesem

Kontext zu beachten, dass ein selektionierter Aminosäureproduzent möglicherwei-

se Mutationen im Bereich der �Stringent Response� aufweisen könnte und daher

die Aussagen nicht auf ein Wildtyp-Stamm übertragbar wären.

Regulation der Atmungskette Im Zusammenhang mit der hohen Atmungs-

aktivität in der Übergangsphase in die Phosphatlimitierung war die Herunterre-

gulierung der NADH-Dehydrogenase 1 (nuoBFGHIJKLMN, NDH-1)) und Un-

tereinheiten der bo-Cytochrom-Oxidase (cyoD) nach 25 Stunden Prozesszeit be-

merkenswert. Interessanterweise wurde ein ähnliches Verhalten bereits für ATP-

Synthase de�ziente Stämme beobachtet [Noda et al., 2006]. In der zugrundelie-

genden Studie konnten Noda et al. durch Enzymaktivitätsmessungen zusätzlich

zeigen, dass unter den gegebenen Bedingungen die Atmungsaktivität durch Isoen-

zyme (NDH-2 und bd -Cytochrom-Oxidase) kompensiert wurde, die in geringerem

Maÿe zum Protonengradienten beitragen [Noda et al., 2006]. Weiterführende Ana-

lysen mit Mutanten ohne NDH-1 und bo-Cytochromoxidase-Aktivität resultierten

in einer signi�kanten Glutamatexkretion im Laufe der Kultivierung [Kihira et al.,

2012], ähnlich wie sie für den L-Tryptophanproduzenten in der späten Prozess-

phase beobachtet wurden. Eine weiter reduzierte NADH-Dehydrogenaseaktivität

zum Prozessende könnte die Ursache für die gegen Prozessende beobachtete, si-

gni�kant ansteigende Acetatbildung sein.

Transhydrogenaseaktivität Zeitgleich zur Veränderung der Atmungsketten-

expression wurde eine reduzierte Expression der membrangebunden Transhydro-

genase PntAB (pntAB) beobachtet. Möglicherweise ist diese Regulation ein Hin-

weise auf einen Über�uss an reduzierten Reduktionsäquivalenten. Insbesondere

NADPH sollte durch die über die verstärkte Kohlendioxidbildung abgeleitete ho-

hen Isocitratdehydrogenase- und Pentosephosphatwegaktivitäten sowie aufgrund

des sinkenden anabolischen Bedarfs im Über�uss verfügbar sein. Die Reduktion

der protonengradientengetriebenen Umwandlung von NADH in NADPH könnte
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eine Gegenmaÿnahme zur Akkumulation des NADPH darstellen. Weiterhin könn-

te auch die beobachtete Glutamatexkretion der Oxidation von NADPH dienen

[Dodge and Gerstner, 2002].

4.4 Flussverteilungsanalysen und Elementarmoden

Im Rahmen der Arbeit erwies sich die Anwendung der Flussverteilungsanaly-

se als �exibles Werkzeug zur Simulation von Szenarien und Hypothesen sowie

zur Potentialabschätzung unter Berücksichtigung bestimmter Schlüsselaktivitä-

ten. Die Möglichkeit der Analyse unterbestimmter Systeme, insbesondere mit

inneren Freiheitsgraden, war nur durch diese Methode gegeben.

Durch ergänzende Elementarmodenanalysen konnten die Ergebnisse der Optimie-

rungen mit der Produktsynthese als Zielfunktion bestätigt werden. Die Abwei-

chungen der errechneten Ausbeuten beider Methoden waren kleiner als 2 % (re-

lativ), die zugrundeliegenden Flussverteilungen zeigten eine weitreichende Über-

einstimmung. Lediglich für ein Szenario unter Berücksichtigung der Entkopplung

und fehlender Pck- und PpsA-Aktivität wurde eine unterschiedliche Versto�wech-

selung von Acetyl-CoA simuliert. Im Falle der Elementarmodenanalyse wurde der

Fluss durch den Citratzyklus und eine hohe Aktivität der Atmungskette simuliert,

im Falle der Simulation durch die Flussverteilungsanalyse wurde Acetyl-CoA zu

Acetat umgesetzt und exportiert. Der daraus resultierende Unterschied im ATP-

Umsatz war aber aufgrund fehlender PEP-Rückgewinnung nicht relevant, die

errechneten L-Tryptophanausbeuten wurden dadurch nicht beeinträchtigt. Die

durch unterschiedliche Analysen ermittelten Szenarien zum Erreichen einer ma-

ximalen Ausbeute könnten im Einzelfall Hinweise auf mögliche Reaktionen des

Organismus auf Modi�kationen des ATP-Sto�wechsels oder Veränderungen der

Vorläufermolekülbereitstellung geben.

Die Simulation von Flussverteilungsszenarien unter Berücksichtigung zusätzlicher

Informationen über Biomassekomposition und Austauschraten ergab eine gute

Übereinstimmung mit experimentell erzeugten Daten. Vorteilhaft war dabei der

hohe Fluss durch stöchiometrisch gut de�nierte Sto�wechselwege in Verbindung

mit einer geschlossenen Kohlensto�bilanz der Fermentationen, auf deren Basis in-

tervallweise Austauschraten bestimmt wurden. Der aufgrund der komplexen Zu-

sammensetzung und Skalierung potentiell fehlerbehaftete Fluss in die Biomasse

hatte in den untersuchten Szenarien einen relativ geringen Anteil. Zusätzlich wa-
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ren aufgrund der für die Biosynthese des L-Tryptophan nötigen Vorläufermoleküle

(PEP, PRPP, E4P, Ser, Glu) Flüsse durch den Zentralsto�wechsel gut bestimm-

bar. Die Dimension der ermittelten Diskrepanzen in der ATP-Bilanzierung, die

durch die beobachteten Atmungsraten gestützt wurden, war zusätzlich ein star-

ker Hinweise auf Veränderungen der Kohlensto�e�zienz.

Basierend auf potentiellen regulatorischen E�ekten konnte durch die Simulation

von Flussverteilungen der signi�kante Ein�uss der PpsA- und PcK-Aktivität auf

die theoretischen L-Tryptophanausbeuten gezeigt werden.

Weiterhin entscheidend für die Szenariensimulation waren in Näherung stationäre

Prozessintervalle, für dynamische Prozessintervalle (3- 12 h Prozesszeit) konnte

mit Hilfe der stationären Analyse erwartungsgemäÿ keine gute Übereinstimmung

von Simulation und Experiment erreicht werden.

Die Anwendung der Simulation erwies sich auf Basis der verfügbaren Daten

als hilfreiche Erweiterung zur Prozessbilanzierung. Aufgrund der angesprochenen

Schwierigkeiten bei der Analyse intrazellulärer Metabolite konnten Hypothesen

und Szenarien überprüft werden, die anderweitig nicht zugänglich waren.

4.5 Kohlensto�verwertung und ATP-E�zienz

Unter Phosphorlimitierung bei gleichzeitigem Glukoseüberschuss wurde für beide

eingesetzten E. coli -Stämme ein gröÿer werdender Anteil wachstumsunabhängi-

ger Glukoseaufnahme und Atmungsaktivität beobachtet. Derartig erhöhte Gluko-

seaufnahme und Kohlendioxidemission wurde bereits für andere E. coli -Stämme

unter Phosphatlimitierung beobachtet [Marzan and Shimizu, 2011, Johansson

and Liden, 2005]. Johansson et al. [Johansson and Liden, 2005] argumentierten

auf Basis der Analyse eines Shikimatproduzenten unter phosphatlimitierten Be-

dingungen mit einer Entkopplung von Anabolismus und Katabolismus [Russell

and Cook, 1995] sowie verstärktem Futile Cycling aufgrund eines postulierten

ATP-Überschusses. Eine Messung der Energieladung wurde im Rahmen der Stu-

die nicht durchgeführt. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten

Messungen zeigten allerdings eine unter Ein�uss der Phosphatlimitierung sin-

kende Energieladung für E. coli K12 JP6015/pMU91 und K12 W3110 bis auf

Werte von 0,5 mit signi�kantem Ein�uss auf Wachstum, Produkt- und Neben-

produktbildung [Chapman et al., 1971]. Daher konnte ein ATP-Überschuss aus-

geschlossen werden. Die resultierenden sinkenden Energieladungen beein�ussen
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in der Folge das Wachstum [Chapman et al., 1971], die Glukoseaufnahme [Koeb-

mann et al., 2002] und die Produkt- und Nebenproduktbildung. Für die bei der

Sticksto�imitierung beobachteten erhöhten wachstumsunabhängigen Glukosen-

aufnahmeraten waren aufgrund der Unterschiede in der Dynamik möglicherweise

andere Mechanismen beteiligt, die ebenfalls Ein�uss auf die Energieladung bezie-

hungsweise die intrazellulären Konzentrationen von Adeninnukleotiden hatten.

Weiterhin könnten über den Ein�uss sinkender Energieladungen der E�ekt der

zusätzlichen ATP-Senke durch die L-Tryptophansynthese integriert und Unter-

schiede im Verhalten des Wildtyp-Stammes und des L-Tryptophanproduzenten

erklärt werden.

Grundsätzlich wären für die Ursache sinkendender Energieladungen bei einem

Überangebot an Kohlensto� zwei Szenarien denkbar:

Im ersten Fall könnte durch Nebenproduktbildung oder Futile Cycling eine zu-

sätzliche signi�kante ATP-Senke entstehen. Allerdings wäre auf Basis der nahezu

vollständigen Kohlensto�wieder�ndungen der Fermentationen mit Phosphatfüt-

terung eine undetektierte signi�kante Nebenproduktbildung sehr unwahrschein-

lich, die ermittelte sinkende Energieladung spräche auch gegen einen Ein�uss des

Futile Cycling zum Ausgleich eines ATP-Überschusses.

Das zweiten Szenario beruhte auf einer sinkenden E�zienz der ATP-Synthese.

Die Folge einer derartigen Veränderung wären geringere ATP-Syntheseraten trotz

hoher Substrataufnahme- und Atmungsraten. In diesem Kontext ergaben sich

für Fermentationen unter Phosphatlimitierung interessante Parallelen zu Studien

mit ATP-Synthase-de�zienten Stämmen sowie Stämmen mit erhöhter ATPase-

Aktivität oder veränderten Atmungskettenaktivitäten [Koebmann et al., 2002,

Noda et al., 2006, Kihira et al., 2012]. Mögliche Ursachen und Auswirkungen

der Entkopplung der ATP-Synthese wurden zudem durch Szenariensimulationen

unterstützt.

4.5.1 Entkopplungsszenario

Kinetische Studien des ATP-Synthasekomplexes von Iino et al. ergaben einen

überraschend hohen Km-Wert für Phosphat von 4,2 mM [Iino et al., 2009]. Da für

E. coli keine Pu�erung des intrazellulären Phosphatgehaltes über Phosphatspei-

cher wie Polyphosphate beschrieben ist [Kulaev, 1975], wäre damit bereits bei

extrazellulären Konzentrationen von 0,4 g/l eine deutliche Reduktion des ATP-
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Umsatzes durch den ATP-Synthasekomplex zu erwarten. Die unter Phosphat-

limitierung ermittelten hohen wachstumsunabhängigen Atmungs- und Glukose-

aufnahmeraten deuteten allerdings auf eine hohe Aktivität der Atmungskette

und der über den Protonengradienten gekoppelten ATP-Synthase hin. In die-

sem Zusammenhang ergab sich aus von D�Allessandro et al. durchgeführten in

vitro Studien an ATP-Synthasekomplexuntereinheiten eine mögliche Erklärung

dieser scheinbaren Diskrepanz [D'Alessandro et al., 2008, D'Alessandro et al.,

2011]. In den beschriebenen Versuchen wurde gezeigt, dass Phosphat- und ADP-

Konzentrationen das Verhältnis der Protonentransportrate zur ATPase/ATP-

Synthaseaktivität beein�ussen können. Insbesondere bei sinkenden Phosphat-

konzentrationen kam es zu einer Entkopplung des Protonentransports von der

ATPase/ATP-Synthaseaktivität [D'Alessandro et al., 2008, D'Alessandro et al.,

2011]. Der angegebene Bereich des halbmaximalen Entkopplungse�ekts bei Phos-

phatkonzentrationen von 0,51 mM (0,05 g/l) liegt dabei durchaus im Rahmen der

Phosphatkonzentrationen, die in der Übergangsphase in die Phosphatlimitierung

bestimmt wurden. Auf Basis des beschriebenen Entkopplungse�ektes und der ki-

netischen Eigenschaften des ATP-Synthasekomplexes könnte die ATP-Synthese

im Übergang in die Phosphatlimitierung einen über die Atmungskette erzeugten

Protonengradienten bei gleichzeitig sinkender ATP-Sytheserate umsetzen. Die in

der Folge beobachteten erhöhten wachstumsunabhängigen Glukoseaufnahme- und

Atmungsraten stellen dabei möglicherweise eine Gegenmaÿnahme zu der durch

die sinkende Phosphatkonzentration ausgelöste Ine�zienz der oxidativen Phos-

phorylierung dar. Derartige E�ekte könnten durch den Export schwacher organi-

scher Säuren oder Aminosäuren, zusätzlichen Protonentransportvorgängen oder

Membrande�zienzen weiter verstärkt werden [Russell, 2007]. Im Rahmen der Si-

mulation von Entkopplungsszenarien mittels Flussverteilungsanalyse konnte ge-

zeigt werden, dass die im Prozess beobachteten Transferraten für Biomasse, Pro-

dukte und Kohlendioxid auch unter vollständiger Entkopplung der ATP-Synthase

möglich wären. In der Konsequenz wurde für Szenarien ohne Entkopplungse�ekte

ein signi�kanter ATP-Überschuss berechnet. Die Ergebnisse der Simulation zeig-

ten trotz möglicher Fehlerein�üsse der Cofaktorbilanzierung in reduzierten Mo-

dellen und Ungenauigkeiten bei der Polymerisationsreaktion der Biomasse eine

gute Übereinstimmung mit dem beobachteten Prozessverhalten. Fehlerbehaftete

Gröÿen wie die arti�zielle Biomasse trugen nur mit kleinem Anteil zum Gesamt-

kohlensto��uss bei, der Hauptanteil lag in stöchiometrische gut de�nierten Berei-

chen des Zentralsto�wechsels. Auch im Vergleich der berechneten Raten mit expe-
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rimentell ermittelten Daten zeigten sich im Rahmen üblicher Messvarianzen eine

sehr gute Übereinstimmung, insbesondere für den L-Tryptophanproduzenten.

Aus der Analyse und dem Vergleich mit ATP-Synthasede�zienten Stämmen [Ko-

ebmann et al., 2002, Noda et al., 2006] wurde ein 4-stu�ges Szenario entwickelt,

mit dessen Hilfe das beobachtete Verhalten erklärt werden konnte.

Stufe 1: ATP-Synthase Entkopplung Die reduzierte Phosphatkonzentrati-

on führt zur initialen Entkopplung des ATP-Synthasekomplexes. Dieser Vorgang

verursacht, ausgelöst durch die sinkende Energieladung beziehungsweise sinken-

de ATP-Konzentrationen, eine erhöhte wachtumsunabhängige Glukoseaufnahme

und erhöhte Atmungsaktivität. Durch die erhöhte Substrataufnahme steigt die

NADH-Verfügbarkeit an.

Stufe 2: Atmungskettenentkopplung Als Folge von Stufe 1 bleibt die NADH

und NADPH-Generierung (verknüpft über Transhydrogenaseaktivitäten pntAB)

auf hohem Niveau, während der Bedarf durch anabole Reaktionen ständig ab-

nimmt. Als Gegenreaktion erfolgt eine Verschiebung der Atmungskettenaktivi-

tät hin zu Isoenzymen mit geringerem Beitrag zum Protonengradienten (NDH-1

zu NDH-2 und bo-Oxidasen zu bd -Oxidasen). Als direkte Folge wird die ATP-

Synthesee�zienz weiter reduziert. Die Annahme dieser Entwicklung wurde durch

Ergebnisse der Transkriptomanalyse im Kontext verö�entlichter Arbeiten von

Noda et al. unterstützt [Noda et al., 2006].

Stufe 3: Über�ussmetabolismus Falls die Gegenmaÿnahmen aus Stufe 2

eine Akkumulation von NADH und NADPH nicht ausreichend verhindern kön-

nen, werden zur Erhaltung des zellulären Reduktionsstatuses Über�ussmetablite

exkretiert. Während Acetat einen bekannter Überschussmetabolit für E. coli dar-

stellt, scheint die Exkretion von L-Glutamat, die für den L-Tryptophanproduzen-

ten beobachtet wurde, überraschend. In früheren Studien wurde bereits vermutet,

dass NADPH-Überschuss für die L-Glutamatexkretion bei der L-Tryptophansyn-

these mit E. coli verantwortlich sein könnte [Dodge and Gerstner, 2002]. Die

durch die hohen Kohlendioxidbildungsraten und die respiratorischen Quotien-

ten abgeleiteten hohen Flüsse durch den Citratzyklus sollten über die Isoci-
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trat-Dehydrogenaseaktivität [Csonka and Fraenkel, 1977] in hohem Durchsatz

NADPH erzeugt werden. Gleichzeitig ist allerdings der Bedarf durch sinkende

Wachstums- und Produktbildungsraten deutlich reduziert. Auch die im Rahmen

der Transkriptomanalyse ermittelte negative Regulation der membrangebunde-

nen Transhydrogenase PntAB könnte ein Hinweis auf einen NADPH-Über�uss

sein. Interessanterweise zeigten unabhängige Studien, dass eine NDH-1, bo-Oxidase

Doppel-knockout-Mutante ebenfalls L-Glutamat exkretierte, was die Hypothese

der vorausgegangenen Atmungskettenentkopplung (Stufe 2) zusätzlich stützt.

Stufe 4: Vollständige Phosphatlimitierung Die �nale Stufe wird nach voll-

ständigem Verbrauch der Phosphorsubstrate eingeleitet. Die Folgen sind eine

massive globale Reduktion der Expression und signi�kant reduzierte metabolische

Aktivitäten. Dieser Zustand wurde in Referenzprozessen mit dem L-Tryptophan-

produzenten beobachtet, im Falle einer Phosphatfütterung wurde diese Stufe im

gegebenen Zeitrahmen nicht erreicht.

Für das vorgeschlagene 4-stu�ge Szenario ergab sich nur für die erste Stufe ei-

ne direkte Verbindung mit einer Phosphatlimitierung, folgende E�ekte wurden

der sinkenden Energieladung zugeordnet. Vor diesem Hintergrund spielt auch die

energieaufwändige Produktsynthese eine Rolle, die ebenfalls eine sinkende Ener-

gieladung verursachen könnte. Somit wäre ein solches Entkopplungsszenario auch

für andere energieaufwändige Synthesen unter Zuckerüberschuss relevant. Auch

die beobachteten E�ekte bei der Sticksto�imitierung lieÿen sich einem solchen

Szenario zuordnen. Bei der Ammoniumassimilation unter Limitierung wird in

E. coli der GS-GOGAT-Weg aktiv (siehe Abschnitt 1.1.3). Die ATP-abhängige

Umsetzung kann dabei eine signi�kante ATP-Senke darstellen [Lengeler et al.,

1999]. Dieser zusätzliche ATP-Verbrauch war möglicherweise der Auslöser einer

Entkopplung der ATP-Synthese, die in der Folge analog zu den Stufen 2 bis 4 des

Entkopplungsszenarios verlaufen könnte.

4.6 Potential der L-Tryptophansynthese

Auf Basis der ermittelten Daten und Szenarien ergibt sich ein signi�kanter Ein-

�uss auf das Potential der L-Tryptophansynthese. In Flussverteilungsszenarien
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und Elementarmodenanalysen wurden die Ein�üsse der Entkopplung der ATP-

Synthese sowie der Beitrag bestimmter Schlüsselaktivitäten auf die L-Tryptophan-

synthese simuliert.

Als zentraler Punkt für die Synthese von L-Tryptophan wurde die Bereitstel-

lung von Phosphoenolpyruvat identi�ziert. Bereits in frühen Arbeiten zur Ele-

mentarmodenanalyse konnte gezeigt werden, dass mit einer Rückführung von

Pyruvat zu Phosphoenolpyruvat ein theoretisches molares Ausbeutemaximum

von gröÿer 0,45 (0,50 g/g) erreicht werden konnte. Ohne PpsA Aktivität verrin-

gert sich diese Ausbeute deutlich [Schuster et al., 1999]. Durch die im Rahmen

der vorliegenden Arbeit durchgeführten Simulationen wurden in guter Überein-

stimmung mit den Ergebnissen von Schuster et al. über Elementarmodenana-

lysen maximale molare Ausbeuten von 0,44 und über Flussverteilungsanalysen

mit der Optimierung der L-Tryptophansynthese Ausbeuten von 0,437 berechnet.

Eine alternative Regenerierung über Oxalacetat und die Phosphoenolpyruvatcar-

boxykinase (Pck) wäre nur in Verbindung mit dem Glyoxylatzyklus relevant. Die

mit Hilfe dieser Sto�wechselroute ohne PpsA berechneten theoretischen molaren

L-Tryptophanausbeuten beliefen sich auf 0,33 (Daten nicht gezeigt) und damit

deutlich unter der errechneten maximalen Ausbeute. Aus der zentralen Aktivität

der Phosphoenolpyruvat-Regenerierung wurde auf Basis der stöchiometrischen

Analysen für Ausbeuten gröÿer als 0,19 mol/mol ein erhöhter ATP-Bedarf für die

L-Tryptophansynthese abgeleitet. Unter Berücksichtigung der niedrigen Energie-

ladung und des Entkopplungsszenarios ergäbe sich ein Ausbeute-Schwellenwert,

der nur mit Hilfe Phosphoenolpyruvat bereitstellender Aktivitäten und ausrei-

chender ATP-Verfügbarkeit überschritten werden könnte. Die Szenariensimula-

tionen zeigten eine deutliche Reduktion der maximalen theoretischen Ausbeute

auf 0,25 mol/mol unter Berücksichtigung der Entkopplung der ATP-Synthese.

Darüber hinaus wird die Aktivität von PpsA regulatorisch von niedrigen Phos-

phatkonzentrationen und steigenden ADP-Konzentrationen signi�kant reduziert

[Burnell, 2010]. Aufgrund der Tatsache, dass die Pck-Aktivität der Katabolitre-

pression unterliegt [Romeo et al., 1993], wäre unter Phosphatlimitierung keine

signi�kante Aktivität zur Regenerierung von Phosphoenolpyruvat vorhanden. In

Simulationen mit Berücksichtigung der ATP-Syntheseentkopplung und fehlen-

der PpsA- und Pck-Aktivitäten reduzierte sich die theoretische Ausbeute weiter

auf 0,1875 mol/mol (0,2175 g/g) und damit auf lediglich 42 % der ohne Ein-

schränkungen errechneten maximalen molaren Ausbeute. Unter Ein�uss einer

ATP-Limitierung und regulatorischer Hemmung hätte beispielsweise eine Über-
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expression von PpsA nur begrenzte Auswirkungen. Eine erhöhte Phosphoenolpy-

ruvatverfügbarkeit wäre alternativ über eine PTS unabhängige Zuckeraufnahme

gegeben, beispielsweise über den exogenen Transporter Glf und die Glukokinase

Glk [Sprenger et al., 2001]. Allerdings ergäbe sich in diesem Fall eine Kopplung der

Zuckerphosphorylierung mit der ATP-Verfügbarkeit. Somit wäre die Zuckerauf-

nahme und Vitalität der Zellen von der Auswirkung der initialen Entkopplung

und der ATP-A�nität der jeweiligen Enzyme abhängig (Phase 1). Zusätzlich

könnte die Verfügbarkeit von Vorläufermolekülen, die aus dem oberen Teil der

Glykolyse oder aus dem Pentosephosphatweg stammen (Serin und Phosphori-

bosylpyrophosphat) beeinträchtigt werden. Um diese Problematik auszugleichen,

wären kombinierte Transportaktivitäten denkbar. Eine Reduktion des Phospho-

enolpyruvatverbrauchs durch anaplerotische Reaktionen könnte durch Einbringen

einer Pyruvatcarboxylase erreicht werden [Anderlei et al., 2003], allerdings hängt

diese Aktivität ebenfalls von der ATP-Verfügbarkeit ab. Weiterhin könnte eine

Inaktivierung der Pyruvatkinaseaktivität (pykA, pykF ) eine verbesserte Phospho-

enolpyruvatverfügbarkeit ermöglichen [Berry, 1996, Gosset et al., 1996, Sprenger

et al., 2001].

Eine Modi�kation der ATP-Synthase und der Atmungskette zur Vermeidung der

Entkopplung wäre angesichts der komplexen Interaktionen der Untereinheiten,

falls überhaupt möglich, nur mit unverhältnismäÿig groÿem Aufwand umsetzbar.

Möglicherweise wäre daher eine alternative Produktionsplattform, beispielsweise

Corynebacterium glutamicum, eine interessante Alternative. Ein Bodenbakterium

wie C. glutamicum könnte eine andere Reaktion auf die Phosphatlimitierung zei-

gen als ein Darmbakterium wie E. coli, in dessen Habitat Kohlensto�überschuss

bei gleichzeitiger Phosphorlimitierung durchaus eine Rolle spielen könnte. Für C.

glutamicum sind darüber hinaus umfangreiche intrazelluläre Phosphatspeicher

in Form von Polyphosphaten bekannt [Lindner et al., 2009], mit deren Hilfe in

Phosphathungerperioden zeitweise der intrazelluläre Phosphathaushalt ausgegli-

chen werden kann.

Auf Grund der massiven E�ekte der Wachstumslimitierungsstrategie auf das Po-

tential der L-Tryptophansynthese, spielt neben möglichen Stammmodi�kationen

die Wahl der Prozessführungsstrategie eine entscheidende Rolle bei der Optimie-

rung. Im Falle einer Phosphat- und, mit Einschränkungen, einer Sticksto�imitie-

rung wurden signi�katen Veränderungen der Kohlensto�verwertung beobachtet

und negative Ein�üsse auf die maximalen L-Tryptophanausbeuten abgeleitet. Für

eine potentiell relevante Schwefellimitierung wurden aufgrund hoher Schwefelkon-
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taminationen in den verwendeten Medienkomponenten ein Einsatz im Produkti-

onsmaÿstab mit Rohsto�en technischer Qualität als nicht geeignet eingeschätzt.

Für eine Kohlensto�limitierung wurden für den Modellstamm Plasmidverluste

beobachtet, die erzielten Ausbeuten deuteten aber auf ein deutliches Verbesse-

rungspotential hin. Für einen Produktionsorganismus mit stabilisiertem Plasmid

oder einer chromosomalen Integration der relevanten Gene könnte dieser Ansatz

eine Verbesserung der Ausbeute möglich machen. Im Falle eines reduzierten Koh-

lensto��usses könnten sich im Gegensatz zu Kohlensto�überschussszenarien Ein-

schränkungen durch die fehlende Substrata�nität essentieller Kontrollreaktionen

der L-Tryptophansynthese ergeben. Derartige Prozessführungsstrategien könnten

daher eine spezi�sche Stammoptimierung notwendig machen. Durch Modi�kation

von A�nitäten und Aktivitäten von Schlüsselenzymen wie der DAHP-Synthase,

der Anthranilat-Synthase sowie im Bereich der Vorläufermolekülbereitstellung

könnten Kohlensto��üsse unter Limitierung stärker in Richtung L-Tryptophan

geleitet werden. Neben der erhöhten L-Tryptophansynthese wäre auch eine resul-

tierende Wachstumsreduktion bei höheren Zuckeraufnahmeraten vorteilhaft.

4.7 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der Analyse des Modellstammes im Referenzprozess unter Phosphat-

limitierung wurden signi�kante Auswirkungen der Kultivierungsbedingungen auf

die Kohlensto�e�zienz und die L-Tryptophansynthese festgestellt. Der Modell-

stamm zeigte bereits bei Phosphatkonzentrationen über 0,3 g/l eine deutliche

Wachstumsreduktion sowie erhöhte wachstumsunabhängige Zuckeraufnahme und

Atmungsaktivität sowie in der frühen Übergangsphase erhöhte L-Tryptophanpro-

duktion. Zur Verbesserung der zeitlichen Au�ösung dieses Übergangs wurden mo-

di�zierte Prozessstrategien mit konstanter Phosphatfütterung eingesetzt. Weiter-

hin wurden unter identischen Kultivierungsbedingungen Wildtypstudien durch-

geführt, die eine Di�erenzierung von stammspezi�schen E�ekten und einer all-

gemeinen Adaptation ermöglichten. Über Transkriptomzeitreihenanalysen konn-

ten vielfältige Interaktionen des Phosphat-Regulons identi�ziert werden. Durch

Clustering und Korellationsanalyse konnte allerdings keine direkte Verbindung

der Phosphatantwort zu den beobachteten Phänomenen der Wachstumsredukti-

on und Kohlensto�verwertung ermittelt werden. Durch Energieladungsmessungen
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4.7 Zusammenfassung und Ausblick

im Prozessverlauf wurden für beide untersuchte Stämme eine im Prozessverlauf

deutlich sinkende Energieladung bei gleichzeitig steigender wachstumsunabhän-

giger Kohlensto�aufnahme und Atmungsaktivität bestimmt. Unter Berücksich-

tigung der Prozessbilanzierung wurden über Flussverteilungsanalysen Szenarien

mit einer entkoppelten ATP-Synthase simuliert. Auf Basis dieser Simulationen

konnte gezeigt werden, dass der ATP-Bedarf in der Übergangsphase aufgrund des

hohen Kohlensto��usses vollständig über die Substratkettenphosphorylierung ge-

deckt wurde. Um unter Berücksichtigung des Erhaltungssto�wechsels eine ausge-

glichene ATP-Bilanz zu ermöglichen, musste die ATP-Synthase für Intervallsimu-

lationen der Übergangsphase in die Phosphatlimitierung vollständig entkoppelt

werden.

Auf Basis kinetischer Parameter der ATP-Synthase, der Prozessbilanzierung, der

Transkriptomanalyse, Vergleichen mit Studien zu E. coli ATP-Synthase oder

Atmungskettenmutanten und der Simulationen wurde ein Entkopplungsszena-

rio entwickelt, mit dessen Hilfe die beobachten E�ekte erklärt werden könnten.

Das vorgeschlagene Szenario beinhalteten eine ATP-Synthaseentkopplung (1),

eine Entkopplung der Atmungskette (2), Über�ussmetabolismus (3) und eine

Absterbephase (4). Im Rahmen des Szenarios steht nur die erste Phase direkt

in Zusammenhang mit einer Phosphatlimitierung, weitere E�ekte werden durch

die sinkende Energieladung beziehungsweise die Adeninnukleotidkonzentrationen

vermittelt. Damit wäre das Szenario auch für alternative Strategien mit Gluko-

seüberschuss relevant. Starke ATP-Senken, beispielsweise durch Produktsynthese

oder der Ein�uss weiterer Elementarlimitierungen, könnten Entkopplungsphäno-

mene äquivalent zu den Phasen 2 bis 4 auslösen.

Auf Basis der Entkopplungsszenarien und dem regulatorischen Ein�uss der Ener-

gieladung auf essentielle Aktivitäten wurden über Elementarmodenanalysen und

Flussverteilungsanalysen Potentiale der L-Tryptophansynthese bestimmt. Dabei

zeigte sich eine deutliche Diskrepanz zur theoretischen maximalen L-Tryptophan-

ausbeute. Für den Modellstamm waren die Ausbeutemaxima noch nicht erreicht,

durch Prozessmodi�kationen konnten Ausbeuten und Produktivitäten signi�kant

erhöht werden. Die Szenariensimulationen zeigten allerdings mit den gegebenen

Randbedingungen nur ein begrenztes Potential für weitere Steigerungen. Neben

Stammmodi�kationen im Bereich der Phosphoenolpyruvatbereitstellung könn-

ten kohlensto�imitierte Prozesse erhöhte Ausbeuten ermöglichen. Ein direkter

Ein�uss auf die Ursachen der Entkopplung der ATP-Synthase und Atmungs-

kette würde eine sehr umfassendes Verständnis der Interaktionen der Komplex-
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4.7 Zusammenfassung und Ausblick

Untereinheiten sowie der Grenz�ächen und Transportvorgängen zwischen dem

periplasmatischem Raum, der Zellmembran und dem Cytosol vorraussetzen, das

nach heutigem Kenntnisstand nicht gegeben ist. Möglicherweise bieten sich in

diesem Zusammenhang andere Produktionsplattformen mit Stämmen anderer

Gattungen an, die andere Strategie im Umgang mit Limitierungszuständen als

E. coli aufweisen. So ist beispielsweise für C. glutamicum eine Speicherung groÿer

Phosphatmengen in Form von Polyphosphaten bekannt [Lindner et al., 2009], die

möglicherweise einen positiven Ein�uss auf das Verhalten unter Phosphatlimitie-

rung aufweisen.
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A Anhang

A Anhang

Beigefügt sind ergänzende Daten aus Fermentationen, der Transkriptomanalyse

sowie Modellbeschreibungen und Simulationsergebnisse.

A.1 Prozessdaten

Im Folgenden werden Konzentrationen und Kohlensto�bilanzen einiger Prozesse

dargestellt.

A.1.1 Referenzprozesse

Tabelle 34: Substratkonzentrationen der Referenzkultivierungen mit E. coli K12

JP6015 pMU91 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cGlc [g/l] SA [g/l] cPO4 [g/l] SA [g/l] NH4 [g/l] Vr [l]

0,08 24,31 0,13 2,52 11,939

2,50 20,71 0,09 0,71 0,030 2,640 11,883

4,00 15,31 0,37 0,60 0,020 2,680 11,853

6,00 6,87 0,11 0,49 0,000 2,700 12,027

7,50 11,10 0,15 0,23 0,000 2,860 12,405

9,00 10,32 0,32 0,10 0,001 2,820 12,665

10,83 9,88 0,17 0,08 0,000 2,990 12,958

13,00 9,24 0,65 0,04 0,008 2,980 13,225

15,00 9,46 0,20 0,03 0,000 2,760 13,464

21,75 12,56 0,53 0,01 0,000 3,130 14,159

23,00 14,63 0,15 3,070 14,252

25,00 12,79 0,28 3,310 14,352

27,00 10,41 0,29 3,360 14,431

29,00 9,52 0,15 3,360 14,546

32,00 9,02 0,16 3,860 14,761
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Tabelle 35: Produkt- und Biomassekonzentrationen der Referenzkultivierung mit

E. coli K12 JP6015 pMU91 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cx [g/l] SA [g/l] cAce [g/l] SA [g/l] cTrp [g/l] SA [g/l]

0,08 1,14 0,02 0,14 0,01

2,50 2,36 0,11 0,50 0,01 0,22 0,02

4,00 4,62 0,14 0,73 0,01 0,52 0,05

6,00 11,05 0,07 0,96 0,07 1,19 0,12

7,50 14,61 0,45 1,46 0,10 1,99 0,15

8,67 16,57 0,53 1,89 0,23 2,97 0,29

11,00 18,56 0,17 2,40 0,17 4,61 0,48

13,00 19,99 0,12 2,47 0,37 6,67 0,26

15,00 20,64 0,18 2,73 0,04 7,37 0,30

21,75 21,47 0,14 2,24 0,08 10,21 0,49

23,00 21,27 0,06 2,19 0,03 10,86 0,21

25,00 20,47 0,10 2,14 0,12 11,09 0,25

26,50 20,27 0,17 2,42 0,11 11,59 0,71

29,00 20,15 0,11 2,73 0,07 11,97 1,00

32,00 19,55 0,21 3,52 0,21 12,39 0,56
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Tabelle 36: Nebenproduktkonzentrationen der Referenzkultivierung mit E. coli

K12 JP6015 pMU91 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cGlu [g/l] SA [g/l] cPhe [g/l] SA [g/l] cTyr [g/l] SA [g/l]

0,08

2,50

4,00

6,00

7,50

8,67

11,00 0,05 0,08

13,00 0,28 0,04

15,00 0,43 0,00 0,25 0,03

21,75 0,25 0,03 0,89 0,10 0,91 0,09

23,00 0,41 0,10 1,03 0,05 1,09 0,09

25,00 0,76 0,26 1,13 0,01 1,33 0,10

26,50 1,25 0,29 1,29 0,02 1,58 0,15

29,00 1,70 0,28 1,48 0,19 1,82 0,05

32,00 2,17 0,13 1,76 0,06 1,96 0,12

Tabelle 37: Wiedergefundene Kohlensto�mengenanteile normiert auf die aufge-

nommen Sto�menge (mol %) der Referenzkultivierungen mit E. coli K12 JP6015

pMU91 im Zeitverlauf. X, Biomasse; Ace, Acetat; Trp, L-Tryptophan; Glu, L-

Glutamat; Phe, L-Phenylalanin; Tyr, L-Tyrosin;
Intervalle [h] X Ace Trp Glu Phe Tyr CO2 Summe

0,08 - 4,0 42,01 4,76 5,44 29,22 81,44

4,0 - 7,5 39,03 2,42 9,79 35,62 86,86

7,5 - 10,83 18,22 3,80 19,19 42,40 83,61

10,83 - 15,0 12,40 2,04 24,83 1,33 2,80 47,51 90,91

15,0 - 21,68 7,19 14,33 0,65 3,38 3,42 52,54 81,50

21,68 - 27,0 1,50 7,91 3,61 4,92 2,75 55,20 75,88

27,0 - 32,0 5,03 12,44 7,61 4,61 4,98 48,36 83,02

Gesamt 16,02 2,70 14,60 1,60 2,10 2,10 46,00 83,32
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A.1.2 Phosphatfütterungsszenario 2

Tabelle 38: Substratkonzentrationen der Kultivierungen mit E. coli K12 JP6015

pMU91 mit Phosphatfütterungsszenario 2 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cGlc [g/l] SA [g/l] cPO4 [g/l] SA [g/l] NH4 [g/l] Vr [l]

0 24,51 0,46 0,73 0,02 2,52 12,000

0,92 23,43 0,58 0,65 0,000 2,640 11,989

1,92 21,94 0,77 0,59 0,000 2,680 11,946

2,50 19,72 0,25 0,45 0,000 2,700 11,905

4,00 15,09 0,11 0,32 0,000 2,860 11,852

5,00 8,83 0,15 0,17 0,001 2,820 11,809

6,00 7,00 0,27 0,15 0,000 2,990 11,950

7,00 8,12 0,10 0,12 0,008 2,980 12,157

8,00 10,28 0,17 0,07 0,000 2,760 12,388

10,00 11,06 0,21 0,04 0,000 3,130 12,791

12,00 10,29 0,09 0,04 0,000 3,070 13,224

14,00 11,08 0,23 0,02 0,004 3,310 13,686

17,00 10,25 0,28 0,03 0,000 3,360 14,381

19,00 9,34 0,30 0,02 0,004 3,360 14,856

22,00 7,23 0,21 0,02 0,000 3,860 15,619

24,00 5,90 0,04 0,02 0,000 4,280 16,113
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Tabelle 39: Produkt- und Biomassekonzentrationen des Phosphatfütterungssze-

nario 2 mit E. coli K12 JP6015 pMU91 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cx [g/l] SA [g/l] cAce [g/l] SA [g/l] cTrp [g/l] SA [g/l]

0,00 0,92 0,03

0,92 1,47 0,06 0,21 0,02

1,92 2,01 0,03 0,37 0,01

2,50 2,67 0,02 0,52 0,03 0,30 0,02

4,00 5,00 0,02 0,79 0,02 0,82 0,05

5,00 7,79 0,16 0,89 0,03 0,03

6,00 10,53 0,10 0,91 0,04 1,49 0,03

7,00 12,81 0,13 1,03 0,03 0,03

8,00 14,90 0,10 1,23 0,05 2,58 0,22

10,00 17,89 0,24 1,66 0,05 4,00 0,15

12,00 21,49 0,03 1,91 0,09 6,02 0,36

14,00 23,74 0,11 2,17 0,10 7,31 0,50

17,00 26,59 0,46 2,52 0,10 9,12 0,70

19,00 28,20 0,61 2,74 0,06 11,17 0,63

22,00 28,06 0,42 3,21 0,06 13,61 0,72

24,00 27,80 0,22 3,82 0,18 13,69 0,80

Tabelle 40: Nebenproduktkonzentrationen des Phosphatfütterungsszenario 2 mit

E. coli K12 JP6015 pMU91 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cGlu [g/l] SA [g/l] cPhe [g/l] SA [g/l] cTyr [g/l] SA [g/l]

0,00

10,00

12,00

14,00

17,00 0,03 0,02

19,00 0,11 0,03

22,00 1,47 0,02 0,28 0,02 0,25 0,03

24,00 3,38 0,22 0,36 0,02 0,31 0,04
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Tabelle 41: Wiedergefundene Kohlensto�-Sto�mengenanteile normiert auf die

aufgenommen Sto�menge (mol %) der Kultivierung mit Phosphatfütterungssze-

nario 2 mit E. coli K12 JP6015 pMU91 im Zeitverlauf. X, Biomasse; Ace, Acetat;

Trp, L-Tryptophan; Glu, L-Glutamat; Phe, L-Phenylalanin;
Intervalle [h] Ace Trp Glu Phe Val X CO2 Summe

0,92 - 1,92 10,05 0,00 37,63 33,36 81,03

1,92 - 2,5 6,78 0,00 31,37 19,65 57,81

2,5 - 4,0 5,61 27,95 54,69 43,63 131,87

4,0 - 5,0 1,53 4,25 48,40 39,22 93,40

5,0 - 6,0 0,40 9,90 37,68 39,00 86,98

6,0 - 7,0 1,65 11,68 33,84 44,46 91,62

7,0 - 8,0 2,87 12,38 34,55 51,11 100,91

8,0 - 10,0 3,20 16,30 25,91 56,18 101,59

10,0 - 12,0 1,82 21,15 28,18 55,22 106,36

12,0 - 14,0 2,00 15,00 20,57 59,52 97,08

14,0 - 17,0 1,83 14,06 0,15 17,87 60,02 93,94

17,0 -20,0 1,76 22,40 0,62 16,22 60,00 100,99

20,0 -22,0 2,37 18,77 7,50 1,75 0,73 5,34 57,44 93,90

22,0 - 24,0 4,10 4,65 9,53 0,88 0,48 3,90 55,11 78,65

Gesamt 2,48 14,96 2,37 0,40 0,27 20,08 54,64 95,19
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A.1.3 Phosphatfütterungsszenario 3

Tabelle 42: Substratkonzentrationen der Kultivierungen mit E. coli K12 JP6015

pMU91 mit Phosphatsfütterungszenario 3 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cGlc [g/l] SA [g/l] cPO4 [g/l] SA [g/l] NH4 [g/l] Vr [l]

0,00 2,49 12,000

0,03 22,90 0,05 0,38 0,008 2,560 11,989

0,92 22,10 0,25 0,33 0,014 2,650 11,946

2,00 19,73 0,50 0,30 0,024 2,810 11,905

2,50 19,13 0,33 0,27 0,012 2,860 11,852

3,92 13,79 0,10 0,19 0,002 2,980 11,809

5,92 8,97 0,24 0,17 0,003 3,050 11,950

7,92 9,43 0,19 0,13 0,003 3,010 12,157

10,92 8,12 0,13 0,08 0,002 3,110 12,388

13,50 8,45 0,27 0,06 0,001 3,050 12,791

17,17 8,36 0,20 0,05 0,003 2,960 13,224

20,00 8,26 0,25 0,04 0,001 2,970 13,686

22,00 7,54 0,17 0,05 0,001 2,990 14,381

25,00 6,51 0,08 0,03 0,001 3,300 14,856

28,00 5,10 0,06 0,03 0,000 3,870 15,619

30,00 4,58 0,10 4,370 16,113

32,00 4,69 0,06 5,090 16,139
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Tabelle 43: Produkt- und Biomassekonzentrationen des Phosphatfütterungssze-

nario 3 mit E. coli K12 JP6015 pMU91 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cx [g/l] SA [g/l] cAce [g/l] SA [g/l] cTrp [g/l] SA [g/l]

0,00

0,03 0,93 0,01 0,08 0,01

0,92 1,46 0,03 0,19 0,01

2,00 0,40 0,01

2,50 2,50 0,01 0,49 0,01 0,67 0,05

3,92 4,75 0,00 0,78 0,04 0,71 0,03

5,92 8,71 0,04 0,92 0,04 1,35 0,03

7,92 12,02 0,15 1,16 0,03 2,41 0,03

10,92 16,04 0,19 1,51 0,01 4,69 0,22

13,50 18,61 0,20 1,71 0,05

17,17 21,41 0,09 1,88 0,02 8,93 0,36

20,00 22,94 0,14 1,98 0,02

22,00 23,49 0,00 2,11 0,03 12,39 0,70

25,00 23,82 0,19 2,50 0,12 13,89 0,63

28,00 23,67 0,00 3,26 0,21 15,13 0,72

30,00 22,69 0,25 4,33 0,05

32,00 22,30 0,02 6,32 0,00 15,12 0,42
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Tabelle 44: Nebenproduktkonzentrationen des Phosphatfütterungsszenario 3 mit

E. coli K12 JP6015 pMU91 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cGlu [g/l] SA [g/l] cPhe [g/l] SA [g/l] cTyr [g/l] SA [g/l]

0,00

0,03

0,92

2,00

2,50

3,92

5,92

7,92

10,92

13,50

17,17 0,47 0,02

20,00

22,00 0,67 0,03

25,00 1,47 0,02 0,99 0,03

28,00 3,38 0,22 0,14 0,02 1,21 0,04

30,00

32,00 5,65 0,22 0,41 0,27 1,38 0,11
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Tabelle 45: Wiedergefundene Kohlensto�-Sto�mengenanteile normiert auf die

aufgenommen Sto�menge (mol %) der Kultivierungen für Phosphatfütterungs-

szenario 3 mit E. coli K12 JP6015 pMU91 im Zeitverlauf. X, Biomasse; Ace,

Acetat; Trp, L-Tryptophan; Glu, L-Glutamat; Phe, L-Phenylalanin; Val, L-Valin
Intervalle [h] Ace Trp Glu Phe Val X CO2 Summe

0 - 2,5 10,21 26,83 0,00 0,00 0,00 43,36 30,11 110,51

2,5 - 5,92 2,57 6,56 0,00 0,00 0,00 40,91 40,39 90,42

5,92 - 7,92 1,98 13,84 0,00 0,00 0,00 30,39 47,83 94,04

7,92 - 10,92 1,92 19,32 0,00 0,00 0,00 24,27 54,05 99,56

10,92 - 17,17 1,11 18,64 0,00 0,00 1,45 17,07 58,92 97,19

17,17 - 22 1,26 21,85 0,00 0,00 0,98 13,64 62,78 100,51

22 - 25 2,35 15,76 7,75 0,00 2,28 6,21 61,46 95,80

25 - 28 4,67 16,48 10,71 1,19 1,81 6,04 57,68 98,58

28 - 32 14,14 3,46 10,84 2,01 1,20 -3,03 54,30 82,92

Gesamt 3,91 16,27 3,60 0,42 1,11 15,02 55,98 96,31
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A.1.4 Phosphatfütterungsszenario 3, Wildtypstudien

Tabelle 46: Substratkonzentrationen der Kultivierungen von E. coli K12 W3110

mit Phosphatszenario 3 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cGlk [g/l] SA [g/l] cPO4 [g/l] SA [g/l] NH4 [g/l] Vr [l]

0,00 24,36 0,10 0,58 0,01 2,49 12,00

2,50 20,24 0,05 0,45 0,02 2,56 12,01

4,00 14,51 0,09 0,31 0,01 2,65 11,98

6,00 8,49 0,10 0,13 0,00 2,81 12,06

8,00 11,26 0,05 0,08 0,00 2,86 12,48

10,00 13,36 0,13 0,06 0,00 2,98 12,69

13,00 14,34 0,00 0,04 0,00 3,05 12,99

15,00 14,57 0,10 0,03 0,00 3,01 13,19

17,00 16,04 0,20 0,02 0,00 3,11 13,44

22,00 14,74 0,13 0,02 0,00 3,05 14,31

24,00 13,73 0,15 0,00 2,96 14,64

26,00 12,03 0,13 2,97 14,97

28,00 10,08 0,13 2,99 15,29

30,00 8,81 0,15 3,30 15,61

32,00 6,71 0,05 3,87 15,92
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Tabelle 47: Produkt- und Biomassekonzentrationen des Phosphatfütterungssze-

nario 3 mit E. coli K12 W3110 im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cx [g/l] SA [g/l] cAce [g/l] SA [g/l]

0,00 1,07 0,10 0,00

2,50 2,88 0,10 0,62 0,01

4,00 4,73 0,08 1,04 0,01

6,00 8,20 0,05 1,62 0,01

8,00 12,61 0,03 1,15 0,02

10,00 15,89 0,05 1,18 0,02

13,00 19,77 0,20 1,47 0,06

15,00 22,29 0,24 1,68 0,02

17,00 24,47 0,06 1,85 0,01

22,00 28,60 0,26 2,16 0,02

24,00 29,77 0,34 2,15 0,01

26,00 31,05 0,26 2,47 0,03

28,00 32,35 0,10 2,66 0,06

30,00 33,61 0,15 2,80 0,01

32,00 34,51 0,21 2,81 0,02
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Tabelle 48: Wiedergefundene Kohlensto�-Sto�mengenanteile normiert auf die

aufgenommen Sto�menge (mol %) der Kultivierungen mit Phosphatfütterungs-

szenario 3 mit E. coli K12 W3110 im Zeitverlauf. X, Biomasse; Ace, Acetat
Intervalle [h] Ace X CO2 Summe

2,50 12,10 49,54 35,92 97,56

4,00 10,41 35,94 31,39 77,75

6,00 1,99 36,95 41,22 80,16

8,00 -4,36 51,62 55,87 103,12

10,00 1,88 38,11 58,33 98,32

13,00 2,14 30,55 62,50 95,19

15,00 1,04 28,69 63,04 92,77

17,00 1,17 30,58 79,27 111,02

22,00 1,80 22,16 73,53 97,48

24,00 1,43 17,18 76,44 95,04

26,00 1,69 17,52 75,28 94,49

28,00 1,44 17,61 75,81 94,86

30,00 2,13 18,16 80,31 100,59

32,00 0,79 14,15 79,34 94,28

Gesamt 2,00 27,00 70,00 99,00
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A.1.5 Serielle Glukose- und Phosphatlimitierung

Tabelle 49: Produkt- und Biomassekonzentrationen von E. coli K12 JP6015

pMU91 mit serieller Glukose- und Phosphatlimitierung im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cx [g/l] SA cx [g/l] cAce [g/l] SA cAce cTrp [g/l]

1,27 2,03 0,01 0,39 0,00 0,17

2,52 3,27 0,00 0,67 0,01 0,10

4,52 6,48 0,06 0,04 0,01 0,45

6,52 11,62 0,06 0,02 0,03 0,97

8,52 15,82 0,07 0,63 0,03 2,68

10,52 16,96 0,07 0,58 0,03 2,80

12,52 17,72 0,13 0,80 0,04 3,97

14,52 18,08 0,05 1,05 0,04 4,90

16,52 18,24 0,03 1,25 0,06 5,44

20,10 18,02 0,14 1,73 0,02 6,74

22,10 17,89 0,15 2,09 0,08 7,56

24,10 17,95 0,37 2,44 0,06 8,06

26,10 17,09 0,29 2,91 0,10 8,62

28,10 17,56 0,05 3,67 0,06 9,05

30,10 16,45 0,15 4,30 0,14 9,43

31,85 15,92 0,22 6,21 0,10 9,35
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A.2 Modell

Tabelle 50: Substratkonzentrationen der Kultivierungen von E. coli K12 JP6015

pMU91 mit serieller Glukose- und Phosphatlimitierung im Zeitverlauf
Prozesszeit [h] cGlc [g/l] SA [g/l] cPO4 [g/l] SA [g/l] NH4 [g/l] Vr [l]

0 2,15 0,02 0,93 0,02 2,04 11,980

1,27 0,03 0,00 0,74 0,000 2,140 11,897

2,52 0,01 0,00 0,35 0,000 2,010 12,159

4,52 0,01 0,00 0,12 0,000 2,110 12,457

6,52 0,37 0,02 0,04 0,000 2,170 12,891

8,52 0,74 0,04 0,07 0,001 2,110 13,214

10,52 0,94 0,04 0,03 0,000 2,230 13,470

12,52 0,77 0,03 0,02 0,008 2,320 13,737

14,52 0,72 0,07 0,02 0,000 2,460 13,988

16,52 0,65 0,04 0,02 0,000 2,790 14,475

20,10 0,76 0,02 0,02 0,000 3,140 14,731

24,10 0,81 0,02 3,400 14,991

26,10 0,78 0,00 3,840 15,207

28,10 0,64 0,01 4,100 15,251

30,10 0,59 0,00 4,460 15,761

31,85 0,68 0,02 4,980 16,005

A.2 Modell

Modellname: E. coli Gesamtzelle

Datum: 12.12.2013 19:10:50

Alle durchgeführten Simulationen basierten auf einem gegebenen Referenzmodell

mit einer Referenzbiomassekomposition (Taymaz-Nikerel et al 2010). Alle Aus-

tauschraten wurden auf eine Glukoseaufnahmerate von 100 [mol/(g h)] normali-

siert. Abgeleitet von einem Insilico Discovery Standardmodell für E. coli(Chassagnole,

Schmidt, Mauch et al) wurde zur Vermeidung einer Bilanzierung des gesamten

h+ Austausches für den Protonentransport der Atmungskette und der oxidativen

Phosphorylierung eine separate h+-Spezies eingeführt. Dabei wurden die Identi-

�katoren Hin und Hout für interne und externe h+-Ionen verwendet. Zusaetzlich
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zu Randbedingungen, die aus experimentell bestimmten Austauschraten abgelei-

tet wurden, wurden phasenspezi�sche Modellanpassungen für Aminosäuretrans-

porter, das Verhältnis von Hin zu ATP (Entkopplung) der ATP-Synthase, die

Stöchiometrie der Cytochromoxidase (UO) und die Biomassezusammensetzung

angewendet. Letzteres beinhaltete den sinkenden Phosphorgehalt der Biomasse

durch Reduktion des RNA-Gehalts. Zum Erhalt der Polymerkettenlaenge wur-

de dabei RNA durch Wasser ersetzt. Im Falle der Cytochoromoxidase wurde das

stöchiometrische Verhältnis von Sauersto�aufnahme zur Cytochromoxidation um

10 % reduziert.

A.2.1 Randbedingungen und Modi�kationen

Tabelle 51: Molare Biomassezusammensetzung fuer ein arti�zielles Biomassepo-

lymer aus 100 Monomeren, angepasst nach [Taymaz-Nikerel et al., 2010]
Makromolekuel Sto�mengenanteil [%] Molekulargewicht [g]

Protein 23,1 71954,424

DNA 5,4 5318,588

RNA 49,90 3752,848

Lipide 2,2 40594,88

PolyZucker 8,7 1980

Murein 0,7 10307
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A.2 Modell

Tabelle 52: Randbedingungen und Modellspezi�kationen, E.coli JP6015 pMU91
Phase Randbedingung RNA-Reduktion

[%]

18 h Phosphataufnahme: 81.4

1.5

Acetat Export:

3

Trp Export:

12

21 h Phosphataufnahme: 82.6

1.2

Acetat Export:

3

Trp Export:

11

Tabelle 53: Randbedingungen and Modellspezi�kationen, E. coli W3110
Phase Randbedingung RNA-Reduktion

[%]

18 h Phosphataufnahme: 88.9

1.6

Acetat Export:

4.7

21 h Phosphataufnahme: 90.6

1.2

Acetat Export:

5.2
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A.2 Modell

Tabelle 54: Vergleich simulierter mit experimentell bestimmten Wachstumsraten

für Prozessintervalle einer Fermentation mit Phosphatfütterungsszenario 2 und

E. coli K12 JP6015 pMU91. Die angegebene Zeit stellt jeweils den Zeitpunkt der

Intervallmitte dar.
Zeit [h] µ, Experiment [1/h] µ, Simulation [1/h] Abweichung [%]

3 0,45 0,46 2,4

5 0,34 0,35 2,8

9 0,1 0,075 24,7

12 0,069 0,057 17,7

18 0,034 0,036 5,4

21 0,037 0,04 9,3

26 0,015 0,0165 10

A.2.2 Reaktionen

Identi�kator : ACK

Gleichung : Acetylphosphat + ADP = Acetat + ATP

Identi�kator : ADK

Gleichung : AMP + ATP = 2*ADP

Identi�kator : AHyd

Gleichung : H2O + ATP => ADP + Orthophosphat + h

Identi�kator : AKDH

Gleichung : 2-Oxoglutarat + NAD + CoA => Succinyl-CoA + NADH + CO2

Identi�kator : AMPS

Gleichung : IMP + L-Aspartat + ATP => AMP + ADP + Orthophosphat +

Fumarat + h

Identi�kator : AceA

Gleichung : Isocitrat = Glyoxylat + Succinat
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Identi�kator : AceB

Gleichung : Acetyl-CoA + Glyoxylat + H2O = L-Malat + CoA + h

Identi�kator : AicarS

Gleichung : PRPP + 2*L-Glutamin + Glycin + 5*ATP + L-Aspartat + 10-

Formyltetrahydrofolat + 4*H2O + CO2 => AICAR + 5*ADP + 7*Orthophos-

phat + 2*L-Glutamat + Tetrahydrofolat + Fumarat + 9*h

Identi�kator : AkiS

Gleichung : 2*Pyruvat + NADPH + 2*h => 3-Methyl-2-oxobutanoat + CO2 +

NADP + H2O

Identi�kator : AlaR

Gleichung : L-Alanin = D-Alanin

Identi�kator : AlaS

Gleichung : Pyruvat + L-Glutamat = L-Alanin + 2-Oxoglutarat

Identi�kator : Aldo

Gleichung : D-Fruktose 1,6-bisphosphat = Glycerinphosphat + D-Glyceraldehyd

3-phosphat

Identi�kator : ArgS

Gleichung : L-Ornithin + Carbamoylphosphat + L-Aspartat + ATP + H2O =

L-Arginin + Fumarat + AMP + 3*Orthophosphat + 4*h

Identi�kator : AsnS

Gleichung : L-Aspartat + NH4 + ATP + H2O => L-Asparagin + 2*Orthophos-

phat + AMP + h
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Identi�kator : AspS

Gleichung : Oxaloacetat + L-Glutamat = L-Aspartat + 2-Oxoglutarat

Identi�kator : CDPK

Gleichung : CTP + ADP = CDP + ATP

Identi�kator : CMPK

Gleichung : CDP+ ADP = CMP + ATP

Identi�kator : CSA

Gleichung : Oxaloacetat + Acetyl-CoA + H2O = Isocitrat + CoA + h

Identi�kator : CTPS

Gleichung : UTP + L-Glutamin + ATP + H2O => CTP + ADP + Orthophos-

phat + 2*h + L-Glutamat

Identi�kator : CarpS

Gleichung : 2*H2O + CO2 +L-Glutamin + 2*ATP => Carbamoylphosphat +

L-Glutamat + Orthophosphat + 2*ADP + 3*h

Identi�kator : ChoS

Gleichung : 2-Dehydro-3-deoxy-D-arabino-heptonat 7-phosphat + Phosphoenol-

pyruvat + NADPH + ATP => Chorismat + ADP + 3*Orthophosphat + NADP

+ H2O

Identi�kator : CysS

Gleichung : L-Serin + Acetyl-CoA + H2S => L-Cystein + CoA + Acetat + h

Identi�kator : DAHPS

Gleichung : Phosphoenolpyruvat + D-Erythrose 4-phosphat+ H2O => 2-Dehydro-

3-deoxy-D-arabino-heptonat 7-phosphat + Orthophosphat
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Identi�kator : DipS

Gleichung : L-Aspartat + Pyruvat + L-Glutamat + Succinyl-CoA + ATP +

2*NADPH + h => LL-2,6-Diaminoheptanedioat + 2-Oxoglutarat + Succinat +

CoA + ADP + 2*NADP + Orthophosphat

Identi�kator : ENO

Gleichung : D-Glycerat 2-phosphat = Phosphoenolpyruvat + H2O

Identi�kator : FADHO

Gleichung : FADH2 + CoQ => CoQH2 + FAD

Identi�kator : FATP

Gleichung : H out + 0.25*ADP + 0.25*Orthophosphat + 0.25*h => H in +

0.25*ATP + 0.25*H2O

Identi�kator : FDH

Gleichung : Formiat + NAD = NADH+ CO2

Identi�kator : FU

Gleichung : Fumarat + H2O = L-Malat

Identi�kator : G1PAT

Gleichung : alpha-D-Glukose 1-phosphat + ATP => ADP-Glukose + Pyrophos-

phat

Identi�kator : G3PDH

Gleichung : Glyceronphosphat+ NADH + h = sn-Glycerin 3-phosphat + NAD

Identi�kator : G6PDH

Gleichung : beta-D-Glukose 6-phosphat + NADP + H2O => 6-Phospho-D-

gluconate + NADPH + 2*h
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Identi�kator : GAPDH

Gleichung : D-Glyceraldehyd 3-phosphat + Orthophosphat + NAD = 3-Phospho-

D-Glycerinphosphat + NADH + h

Identi�kator : GMPS

Gleichung : IMP + NAD + ATP + L-Glutamin + 3*H2O => GMP + AMP +

NADH + 2*Orthophosphat + 4*h + L-Glutamat

Identi�kator : GluR

Gleichung : L-Glutamat = D-Glutamat

Identi�kator : GlumS

Gleichung : L-Glutamat + NH4 + ATP = L-Glutamin + ADP + Orthophosphat

Identi�kator : GlutS

Gleichung : NH4 + 2-Oxoglutarat + NADPH + h => L-Glutamat + NADP +

H2O

Identi�kator : GlyS

Gleichung : L-Serin + Tetrahydrofolat = Glycin + 5,10-Methylenetetrahydrofolat

+ H2O

Identi�kator : HisS

Gleichung : PRPP + L-Glutamin + ATP + 2*NAD + 5*H2O => L-Histidin +

AICAR + 2-Oxoglutarat + 2*NADH + 7*h + 5*Orthophosphat

Identi�kator : HomS

Gleichung : L-Aspartat + ATP + 2*NADPH + 2*h = L-Homoserin + ADP +

Orthophosphat + 2*NADP

Identi�kator : ICD

Gleichung : Isocitrat + NAD = NADH + 2-Oxoglutarat + CO2
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Identi�kator : IMPS

Gleichung : AICAR + 10-Formyltetrahydrofolat => Tetrahydrofolat + IMP +

H2O + 2*h

Identi�kator : Ileus

Gleichung : L-Threonin + Pyruvat + NADPH + L-Glutamat + 2*h => L-

Isoleucin + NH4 + NADP + H2O + CO2 + 2-Oxoglutarat

Identi�kator : LeuS

Gleichung : 3-Methyl-2-oxobutanoat + L-Glutamat + Acetyl-CoA + H2O + NAD

=> L-Leucin + 2-Oxoglutarat + CoA + NADH + h + CO2

Identi�kator : LysS

Gleichung : LL-2,6-Diaminoheptanedioat + h => L-Lysin + CO2

Identi�kator : MDH

Gleichung : L-Malat + NAD = OxaloAcetat + NADH + h

Identi�kator : MetS

Gleichung : L-Homoserin + Succinyl-CoA + L-Cystein + 5-Methyltetrahydrofolat

+ H2O => L-Methionin + CoA + Succinat + Pyruvat + NH4 + h + Tetrahy-

drofolat

Identi�kator : MurS

Gleichung : 2*beta-D-Fruktose 6-phosphat + 2*L-Glutamin + 2*Acetyl-CoA +

7*ATP + Phosphoenolpyruvat + NADPH + L-Alanin + D-Glutamat + LL-2,6-

Diaminoheptanedioat + D-Alanin + 5*H2O => Murein subunit + 2*CoA +

2*L-Glutamat + 6*ADP + AMP + NADP + 11*Orthophosphat + 11*h

Identi�kator : NADHO

Gleichung : NADH + h + CoQ +4*H in => CoQH2 + NAD + 4*H out
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Identi�kator : OrnS

Gleichung : 2* L-Glutamat + Acetyl-CoA + ATP + NADPH + H2O => L-

Ornithin + 2-Oxoglutarat + CoA + ADP + Orthophosphat + NADP+ Acetat

Identi�kator : PDH

Gleichung : Pyruvat + CoA + NAD => Acetyl-CoA + CO2 + NADH

Identi�kator : PFK

Gleichung : beta-D-Fruktose 6-phosphat + ATP => ADP + D-Fruktose 1,6-

bisphosphat + h

Identi�kator : PGDH

Gleichung : 6-Phospho-D-gluconate + NADP => D-Ribulose 5-phosphat + CO2

+ NADPH

Identi�kator : PGI

Gleichung : beta-D-Glukose 6-phosphat=beta-D-Fruktose 6-phosphat

Identi�kator : PGK

Gleichung : 3-Phospho-D-Glycerinphosphat + ADP = D-Glycerat 3-Phosphat +

ATP

Identi�kator : PGM

Gleichung : beta-D-Glukose 6-phosphat = alpha-D-Glukose 1-phosphat

Identi�kator : PGluMu

Gleichung : D-Glycerat 3-Phosphat = D-Glycerat 2-phosphat

Identi�kator : PK

Gleichung : Phosphoenolpyruvat + ADP +h => Pyruvat + ATP
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Identi�kator : PPase

Gleichung : Pyrophosphat + H2O => 2*Orthophosphat

Identi�kator : PTA

Gleichung : Orthophosphat + Acetyl-CoA = Acetylphosphat + CoA

Identi�kator : PheS

Gleichung : Chorismat + L-Glutamat + h => L-Phenylalanin + 2-Oxoglutarat

+ CO2 + H2O

Identi�kator : PpsA

Gleichung : Pyruvat + ATP + H2O => Phosphoenolpyruvat + AMP + Ortho-

phosphat + 2*h

Identi�kator : ProS

Gleichung : L-Glutamat + ATP + 2*NADPH + h => L-Prolin + ADP + Or-

thophosphat + H2O + 2*NADP

Identi�kator : R5PI

Gleichung : D-Ribose 5-phosphat= D-Ribulose 5-phosphat

Identi�kator : RPE

Gleichung : D-Ribulose 5-phosphat = D-Xylulose 5-phosphat

Identi�kator : RPPK

Gleichung : ATP + D-Ribose 5-phosphat => AMP + h + PRPP

Identi�kator : SDH

Gleichung : Succinat + FAD = Fumarat + FADH2
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Identi�kator : SUS

Gleichung : Succinyl-CoA + ADP + Orthophosphat = Succinat + CoA + ATP

Identi�kator : SerS

Gleichung : D-Glycerat 3-Phosphat + L-Glutamat + NAD + H2O = L-Serin +

2-Oxoglutarat + Orthophosphat + NADH + h

Identi�kator : SulRed

Gleichung : Sulfat + 2*ATP + 4*NADPH + 4*h => H2S + 4*NADP + 2*ADP

+ 2*Orthophosphat + 2*H2O

Identi�kator : TA

Gleichung : Sedoheptulose 7-phosphat + D-Glyceraldehyd 3-phosphat = beta-D-

Fruktose 6-phosphat + D-Erythrose 4-phosphat

Identi�kator : TIS

Gleichung : Glyceronphosphat = D-Glyceraldehyd 3-phosphat

Identi�kator : TKa

Gleichung : D-Ribose 5-phosphat + D-Xylulose 5-phosphat = Sedoheptulose 7-

phosphat + D-Glyceraldehyd 3-phosphat

Identi�kator : TKb

Gleichung : beta-D-Fruktose 6-phosphat + D-Glyceraldehyd 3-phosphat = D-

Erythrose 4-phosphat+ D-Xylulose 5-phosphat

Identi�kator : ThrS

Gleichung : L-Homoserin + ATP + H2O = L-Threonin + ADP + Orthophosphat

+ h

Identi�kator : TrpS

Gleichung : Chorismat + L-Glutamin + PRPP + L-Serin => L-Tryptophan +
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2*Orthophosphat + CO2 + D-Glyceraldehyd 3-phosphat + L-Glutamat + Py-

ruvat + H2O + 2*h

Identi�kator : TyrS

Gleichung : Chorismat + L-Glutamat + NAD => L-Tyrosin + 2-Oxoglutarat +

CO2 + NADH

Identi�kator : UDPK

Gleichung : UDP + ATP = UTP + ADP

Identi�kator : UMPK

Gleichung : UMP + ATP = UDP + ADP

Identi�kator : UMPS

Gleichung : Carbamoylphosphat + L-Aspartat + 0.5*O2 + PRPP => UMP +

H2O + CO2 + 3*Orthophosphat + h

Identi�kator : UO

Gleichung : CoQH2 + 0.5*O2 + 4*H in => CoQ + H2O + 4*H out

Identi�kator : ValS

Gleichung : 3-Methyl-2-oxobutanoat + L-Glutamat = L-Valin + 2-Oxoglutarat

Identi�kator : accADBC fabD

Gleichung : 1.0*ACP + 1.0*Acetyl-CoA + 1.0*HCO3 + 1.0*ATP = 1.0*Malonyl-

ACP + 1.0*CoA + 1.0*h + 1.0*ADP + 1.0*Orthophosphat

Identi�kator : cynT

Gleichung : H2O + CO2 = HCO3 + h

Identi�kator : dAS

206



A.2 Modell

Gleichung : ATP + NADPH + h = dATP + H2O + NADP

Identi�kator : dCS

Gleichung : CDP + ATP + NADPH + h = dCTP + ADP + NADP + H2O

Identi�kator : dGS

Gleichung : GMP + 2*ATP + NADPH + h = dGTP + 2*ADP + NADP + H2O

Identi�kator : dTS

Gleichung : UDP + 3*ATP + 2*NADPH+H2O+ 5,10-Methylenetetrahydrofolat

=> dTTP + 3*ADP + 2*NADP + 2*Orthophosphat + Tetrahydrofolat

Identi�kator : fThfS

Gleichung : Tetrahydrofolat + ATP + NADH+CO2 => 10-Formyltetrahydrofolat

+ ADP + Orthophosphat + NAD

Identi�kator : fabABFGIZ

Gleichung : 1.0*Acetoacetyl-ACP + 7.0*NADPH + 10.0*h + 3.0*Malonyl-ACP

= 1.0*2-trans-Decenoyl-ACP + 7.0*NADP + 4.0*H2O + 3.0*CO2 + 3.0*ACP

Identi�kator : fabABGIZ 161

Gleichung : 1.0*2-trans-Decenoyl-ACP + 3.0*Malonyl-ACP + 9.0*h + 6.0*NADPH

= 3.0*CO2 + 3.0*ACP + 6.0*NADP + 3.0*H2O + 1.0*cis-Hexadecenoyl-ACP

Identi�kator : fabABGI 140

Gleichung : 1.0*Dodecanoyl-ACP + 3.0*h + 1.0*Malonyl-ACP + 2.0*NADPH

= 1.0*CO2 + 1.0*ACP + 2.0*NADP + 1.0*Tetradecanoyl-ACP + 1.0*H2O

Identi�kator : fabAFGI 120

Gleichung : 3.0*h + 1.0*Decanoyl-ACP +1.0*Malonyl-ACP + 1.0*NADH +

1.0*NADPH= 1.0*ACP +1.0*CO2 + 1.0*NAD+ 1.0*Dodecanoyl-ACP + 1.0*NADP

+ 1.0*H2O
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Identi�kator : fabAFGI 160

Gleichung : 3.0*h + 1.0*Tetradecanoyl-ACP + 1.0*Malonyl-ACP +2.0*NADPH

= 1.0*ACP + 1.0*CO2 + 1.0*H2O + 1.0*Hexadecanoyl-ACP + 2.0*NADP

Identi�kator : fabAGHI 50

Gleichung : 3.0*h + 2.0*NADPH + 1.0*Propionyl-CoA + 1.0*Malonyl-ACP =

1.0*CO2 + 1.0*CoA + 2.0*NADP + 1.0*H2O + 1.0*Pentanoyl-ACP

Identi�kator : fabBGIZ 150

Gleichung : 15.0*h + 10.0*NADPH + 1.0*Pentanoyl-ACP + 5.0*Malonyl-ACP

=> 5.0*CO2 + 5.0*ACP + 10.0*NADP + 5.0*H2O + 1.0*Pentadecanoyl-ACP

Identi�kator : fabBGIZ 170

Gleichung : 3.0*h + 1.0*Pentadecanoyl-ACP + 1.0*Malonyl-ACP +2.0*NADPH

= 1.0*ACP + 1.0*CO2 + 1.0*H2O + 1.0*Heptadecanoyl-ACP + 2.0*NADP

Identi�kator : fabBGIZ 181

Gleichung : 3.0*h + 1.0*cis-Hexadecenoyl-ACP + 1.0*Malonyl-ACP + 2.0*NADPH

= 1.0*ACP + 1.0*CO2 + 2.0*NADP + 1.0*H2O + 1.0*cis-Octadecenoyl-ACP

Identi�kator : fabI 100

Gleichung : 2-trans-Decenoyl-ACP + NADH + h => Decanoyl-ACP + NAD

Identi�kator : fab BH

Gleichung : 1.0*h + 1.0*Acetyl-CoA + 1.0*Malonyl-ACP = 1.0*CO2 + 1.0*CoA

+ 1.0*Acetoacetyl-ACP

Identi�kator : fatty

Gleichung : 0.04*Dodecanoyl-ACP + 0.11*Tetradecanoyl-ACP + 0.11*Pentadecanoyl-

ACP + 0.35*Hexadecanoyl-ACP + 0.15*cis-Hexadecenoyl-ACP + 0.12*Heptadecanoyl-

ACP + 0.12*cis-Octadecenoyl-ACP = Fettsaeure-ACP
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Identi�kator : meThfS

Gleichung : NADH + NH4 + CO2 + 5,10-Methylenetetrahydrofolat = NAD +

Glycin + Tetrahydrofolat

Identi�kator : myThfS

Gleichung : Tetrahydrofolat + CO2 + 3*NADH+ 3*h => 5-Methyltetrahydrofolat

+ 3*NAD +2*H2O

Identi�kator : pgsA pgpA

Gleichung : 1.0*H2O + 1.0*sn-Glycerin 3-phosphat + 1.0*CDP-Diacylglycerin =

1.0*CMP + 1.0*h + 1.0*Orthophosphat + 1.0*Phosphatidylglycerin

Identi�kator : plsB cdsA

Gleichung : 0.5*CTP + 0.5*sn-Glycerin 3-phosphat + 1.0*Fettsaeure-ACP =

1.0*ACP + 0.5*Pyrophosphat + 0.5*CDP-Diacylglycerin

Identi�kator : pssA psd

Gleichung : 1.0*L-Serin + 1.0*CDP-Diacylglycerin = 1.0*CMP + 1.0*CO2 +

1.0*Phosphatidylethanolamin

Identi�kator : sdaA 1

Gleichung : L-Threonin => 2-Oxobutyrat + NH4

Identi�kator : tdcE 2

Gleichung : 2-Oxobutyrat + CoA = Formiat + Propionyl-CoA

A.2.3 Transport

Identi�kator : Ex.Bio

Gleichung : bio Fermenter=>bio external
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Identi�kator : Ex.H2O

Gleichung : H2O Fermenter=H2O external

Identi�kator : Ex.Acetat

Gleichung : Acetat Fermenter=Acetat external

Identi�kator : Ex.co2

Gleichung : CO2 Fermenter=CO2 external

Identi�kator : Ex.h

Gleichung : h Fermenter=h external

Identi�kator : Ex.nh4

Gleichung : NH4 Fermenter=NH4 external

Identi�kator : Ex.p

Gleichung : Orthophosphat Fermenter=Orthophosphat external

Identi�kator : Ex.so4

Gleichung : Sulfat Fermenter=Sulfat external

Identi�kator : Feed

Gleichung : beta-D-Glukose Fermenter<=beta-D-Glukose external

Identi�kator : Glu T

Gleichung : 1*L-Glutamat Cytosol=>1*L-Glutamat Fermenter

Identi�kator : PTS

Gleichung : beta-D-Glukose Fermenter+Phosphoenolpyruvat Cytosol=>beta-D-

Glukose 6-phosphat Cytosol+Pyruvat Cytosol
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Identi�kator : Phe Tirr

Gleichung : 1*L-Phenylalanin Cytosol=>1*L-Phenylalanin Fermenter

Identi�kator : T.Bio

Gleichung : bio Cytosol=>bio Fermenter

Identi�kator : T.H2O

Gleichung : H2O Cytosol=H2O Fermenter

Identi�kator : T.NH4

Gleichung : NH4 Fermenter=NH4 Cytosol

Identi�kator : T.O2

Gleichung : 1*O2 Fermenter=>1*O2 Cytosol

Identi�kator : T.h

Gleichung : h Cytosol=h Fermenter

Identi�kator : T.o2 ex

Gleichung : O2 Fermenter=O2 external

Identi�kator : T.p

Gleichung : 2*Orthophosphat Cytosol + h Cytosol + ADP Cytosol <= Ortho-

phosphat Fermenter + ATP Cytosol + H2O Cytosol

Identi�kator : T.so4

Gleichung : Sulfat Cytosol+h Cytosol+ADP Cytosol+Orthophosphat Cytosol<=Sulfat

Fermenter+ATP Cytosol+H2O Cytosol

Identi�kator : T CO2
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Gleichung : 1*CO2 Fermenter<=1*CO2 Cytosol

Identi�kator : T Glu EX

Gleichung : 1*L-Glutamat Fermenter=>1*L-Glutamat external

Identi�kator : T Phe EX

Gleichung : 1*L-Phenylalanin Fermenter=>1*L-Phenylalanin external

Identi�kator : T Tyr EX

Gleichung : 1*L-Tyrosin Fermenter=>1*L-Tyrosin external

Identi�kator : T Acetat export

Gleichung : 1*Acetat Cytosol=>1*Acetat Fermenter

Identi�kator : Trp Tirr

Gleichung : 1*L-Tryptophan Cytosol=>1*L-Tryptophan Fermenter

Identi�kator : Trp ex

Gleichung : L-Tryptophan Fermenter=L-Tryptophan external

Identi�kator : Tyr Tirr

Gleichung : 1*L-Tyrosin Cytosol=>1*L-Tyrosin Fermenter

A.2.4 Polymerisation

Identi�kator : Bios Nikerel

Gleichung : 5.4*DNA+10*H2O+2.2*Lipid+0.7*Mur+23.1*Protein+49.9*RNA+8.7*polys=bio

Identi�kator : DNAPol

Gleichung : 2.71*dATP+2.79*dGTP+2.71*dTTP+2.79*dCTP+10*ATP+10*H2O

=DNA+10*ADP+10*Orthophosphat+10*h
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Identi�kator : LipidPol

Gleichung : 31.99*Phosphatidylglycerin+97.01*Phosphatidylethanolamin=Lipid

Identi�kator : MurPol

Gleichung : 11*Murein subunit=Mur+20*H2O

Identi�kator : Protpol

Gleichung : 35.84*L-Alanin+16*L-Arginin+16*L-Aspartat+16*L-Asparagin+5.44*L-

Cystein+17.92*L-Glutamat+17.92*L-Glutamin+27.52*Glycin+5.44*L-Histidin

+14.72*L-Isoleucin+29.12*L-Leucin+17.92*L-Lysin+7.68*L-Methionin+10.88*L-

Phenylalanin

+13.44*L-Prolin+15.68*L-Serin+16.96*L-Threonin+3.52*L-Tryptophan+8.96*L-

Tyrosin

+23.04*L-Valin+1276*ATP+1276*H2O=Protein+1276*ADP+1276*Orthophosphat+1276*h

Identi�kator : RNAPol

Gleichung : 2.88*AMP+3.54*GMP+2.38*UMP+2.2*CMP+30*ATP+30*H2O

=RNA+30*ADP+30*Orthophosphat+30*h

Identi�kator : SPol

Gleichung : 10*ADP-Glukose+1*alpha-D-Glukose 1-phosphat=polys+10*ADP+10*h

A.2.5 Komponenten

Identi�kator : 10-Formyltetrahydrofolat

Identi�kator : 2-Dehydro-3-deoxy-D-arabino-heptonate 7-phosphat

Identi�kator : 2-Oxobutyrat
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Identi�kator : 2-Oxoglutarat

Identi�kator : 2-trans-Decenoyl-ACP

Identi�kator : 3-Methyl-2-oxobutanoat

Identi�kator : 3-Phospho-D-Glycerinphosphat

Identi�kator : 5,10-Methylenetetrahydrofolat

Identi�kator : 5-Methyltetrahydrofolat

Identi�kator : 6-Phospho-D-gluconate

Identi�kator : ACP

Identi�kator : ADP

Identi�kator : ADP-Glukose

Identi�kator : AICAR

Identi�kator : AMP

Identi�kator : ATP

Identi�kator : Acetat

Identi�kator : Acetoacetyl-ACP
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Identi�kator : Acetyl-CoA

Identi�kator : Acetylphosphat

Identi�kator : CDP

Identi�kator : CDP-Diacylglycerin

Identi�kator : CMP

Identi�kator : CO2

Identi�kator : CTP

Identi�kator : Carbamoylphosphat

Identi�kator : Chorismat

Identi�kator : CoA

Identi�kator : CoQ

Identi�kator : CoQH2

Identi�kator : D-Alanin

Identi�kator : D-Erythrose 4-phosphat
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Identi�kator : D-Fruktose 1,6-bisphosphat

Identi�kator : D-Glutamat

Identi�kator : D-Glyceraldehyd 3-phosphat

Identi�kator : D-Glycerat 2-phosphat

Identi�kator : D-Glycerat 3-Phosphat

Identi�kator : D-Ribose 5-phosphat

Identi�kator : D-Ribulose 5-phosphat

Identi�kator : D-Xylulose 5-phosphat

Identi�kator : DNA

Identi�kator : Decanoyl-ACP

Identi�kator : Dodecanoyl-ACP

Identi�kator : FAD

Identi�kator : FADH2

Identi�kator : Formiat

Identi�kator : Fumarat
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Identi�kator : GMP

Identi�kator : Glyceronphosphat

Identi�kator : Glycin

Identi�kator : Glyoxylat

Identi�kator : H2O

Identi�kator : H2O

Identi�kator : H2O

Identi�kator : H2S

Identi�kator : HCO3

Identi�kator : H in

Identi�kator : H out

Identi�kator : Heptadecanoyl-ACP

Identi�kator : Hexadecanoyl-ACP

Identi�kator : IMP
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Identi�kator : Isocitrat

Identi�kator : L-Alanin

Identi�kator : L-Arginin

Identi�kator : L-Asparagin

Identi�kator : L-Aspartat

Identi�kator : L-Cystein

Identi�kator : L-Glutamat

Identi�kator : L-Glutamin

Identi�kator : L-Histidin

Identi�kator : L-Homoserin

Identi�kator : L-Isoleucin

Identi�kator : L-Leucin

Identi�kator : L-Lysin

Identi�kator : L-Malat

Identi�kator : L-Methionin
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Identi�kator : L-Ornithin

Identi�kator : L-Phenylalanin

Identi�kator : L-Prolin

Identi�kator : L-Serin

Identi�kator : L-Threonin

Identi�kator : L-Tryptophan

Identi�kator : L-Tyrosin

Identi�kator : L-Valin

Identi�kator : LL-2,6-Diaminoheptanedioat

Identi�kator : Lipid

Identi�kator : Malonyl-ACP

Identi�kator : Mur

Identi�kator : Murein subunit

Identi�kator : NAD
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Identi�kator : NADH

Identi�kator : NADP

Identi�kator : NADPH

Identi�kator : NH4

Identi�kator : O2

Identi�kator : Orthophosphat

Identi�kator : OxaloAcetat

Identi�kator : PRPP

Identi�kator : Pentadecanoyl-ACP

Identi�kator : Pentanoyl-ACP

Identi�kator : Phosphatidylethanolamin

Identi�kator : Phosphatidylglycerin

Identi�kator : Phosphoenolpyruvat

Identi�kator : Propionyl-CoA

Identi�kator : Protein
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Identi�kator : Pyrophosphat

Identi�kator : Pyruvat

Identi�kator : RNA

Identi�kator : Sedoheptulose 7-phosphat

Identi�kator : Succinat

Identi�kator : Succinyl-CoA

Identi�kator : Sulfat

Identi�kator : Tetradecanoyl-ACP

Identi�kator : Tetrahydrofolat

Identi�kator : UDP

Identi�kator : UMP

Identi�kator : UTP

Identi�kator : alpha-D-Glukose 1-phosphat

Identi�kator : beta-D-Fruktose 6-phosphat
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Identi�kator : beta-D-Glukose

Identi�kator : beta-D-Glukose 6-phosphat

Identi�kator : bio

Identi�kator : cis-Hexadecenoyl-ACP

Identi�kator : cis-Octadecenoyl-ACP

Identi�kator : dATP

Identi�kator : dCTP

Identi�kator : dGTP

Identi�kator : dTTP

Identi�kator : Fettsaeure-ACP

Identi�kator : h

Identi�kator : polys

Identi�kator : sn-Glycerin 3-phosphat
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A.2.6 Enzyme und Gene

Source ID : EG10078

Gen : aroF

Source ID : EG11699

Gen : pgmA

Source ID : EG12100

Gen : tktB

Source ID : EG12164

Gen : ytjC

Source ID : EG11827

Gen : alsI

Source ID : EG10774

Gen : prsA

Source ID : EG10358

Gen : fumC

Source ID : EG10934

Gen : sdhD

Source ID : EG10357

Gen : fumB

Source ID : EG10933

Gen : sdhC
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Source ID : EG10356

Gen : fumA

Source ID : EG10932

Gen : sdhB

Source ID : EG10931

Gen : sdhA

Source ID : EG10930

Gen : sdaA

Source ID : EG11015

Gen : tpiA

Source ID : EG10804

Gen : pykF

Source ID : EG10803

Gen : pykA

Source ID : EG10258

Gen : eno

Source ID : EG10576

Gen : mdh

Source ID : EG11528

Gen : fabI

Source ID : EG11556
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Gen : talB

Source ID : EG10282

Gen : fbaA

Source ID : EG10703

Gen : pgk

Source ID : EG10702

Gen : pgi

Source ID : G7129

Gen : fbaB

Source ID : EG10700

Gen : pfkB

Source ID : EG10411

Gen : gnd

Source ID : EG11427

Gen : tktA

Source ID : EG10699

Gen : pfkA

Source ID : EG10982

Gen : sucD

Source ID : EG10981

Gen : sucC
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Source ID : EG12144

Gen : pgm

Source ID : M004

Gen : rpe

Source ID : EG10176

Gen : cynT

Source ID : EG12296

Gen : pgmI

Source ID : EG11797

Gen : talA

Source ID : EG11443

Gen : rpiA

Source ID : G7627

Gen : tdcE

Source ID : EG10367

Gen : gapA

A.2.7 Bilanzierte Komponenten

10-Formyltetrahydrofolat Cytosol

2-Dehydro-3-deoxy-D-arabino-heptonate 7-phosphat Cytosol

2-Oxobutyrat Cytosol

2-Oxoglutarat Cytosol
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2-trans-Decenoyl-ACP Cytosol

3-Methyl-2-oxobutanoat Cytosol

3-Phospho-D-Glycerinphosphat Cytosol

5,10-Methylenetetrahydrofolat Cytosol

5-Methyltetrahydrofolat Cytosol

6-Phospho-D-gluconate Cytosol

ACP Cytosol

ADP Cytosol

ADP-Glukose Cytosol

AICAR Cytosol

AMP Cytosol

ATP Cytosol

Acetat Cytosol

Acetat Fermenter

Acetoacetyl-ACP Cytosol

Acetyl-CoA Cytosol

Acetylphosphat Cytosol

CDP Cytosol

CDP-Diacylglycerin Cytosol

CMP Cytosol

CO2 Cytosol

CO2 Fermenter

CTP Cytosol

Carbamoylphosphat Cytosol

Chorismat Cytosol

CoA Cytosol

CoQ Cytosol

CoQH2 Cytosol

D-Alanin Cytosol

D-Erythrose 4-phosphat Cytosol

D-Fruktose 1,6-bisphosphat Cytosol

D-Glutamat Cytosol

D-Glyceraldehyd 3-phosphat Cytosol

D-Glycerat 2-phosphat Cytosol

D-Glycerat 3-Phosphat Cytosol

D-Ribose 5-phosphat Cytosol
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D-Ribulose 5-phosphat Cytosol

D-Xylulose 5-phosphat Cytosol

DNA Cytosol

Decanoyl-ACP Cytosol

Dodecanoyl-ACP Cytosol

FAD Cytosol

FADH2 Cytosol

Formiat Cytosol

Fumarat Cytosol

GMP Cytosol

Glyceronphosphat Cytosol

Glycin Cytosol

Glyoxylat Cytosol

H2O Cytosol

H2O Fermenter

H2S Cytosol

HCO3 Cytosol

H in Cytosol

H out Cytosol

Heptadecanoyl-ACP Cytosol

Hexadecanoyl-ACP Cytosol

IMP Cytosol

Isocitrat Cytosol

L-Alanin Cytosol

L-Arginin Cytosol

L-Asparagin Cytosol

L-Aspartat Cytosol

L-Cystein Cytosol

L-Glutamat Cytosol

L-Glutamat Fermenter

L-Glutamin Cytosol

L-Histidin Cytosol

L-Homoserin Cytosol

L-Isoleucin Cytosol

L-Leucin Cytosol

L-Lysin Cytosol
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L-Malat Cytosol

L-Methionin Cytosol

L-Ornithin Cytosol

L-Phenylalanin Cytosol

L-Phenylalanin Fermenter

L-Prolin Cytosol

L-Serin Cytosol

L-Threonin Cytosol

L-Tryptophan Cytosol

L-Tryptophan Fermenter

L-Tyrosin Cytosol

L-Tyrosin Fermenter

L-Valin Cytosol

LL-2,6-Diaminoheptanedioat Cytosol

Lipid Cytosol

Malonyl-ACP Cytosol

Mur Cytosol

Murein subunit Cytosol

NAD Cytosol

NADH Cytosol

NADP Cytosol

NADPH Cytosol

NH4 Cytosol

NH4 Fermenter

O2 Cytosol

O2 Fermenter

Orthophosphat Cytosol

Orthophosphat Fermenter

OxaloAcetat Cytosol

PRPP Cytosol

Pentadecanoyl-ACP Cytosol

Pentanoyl-ACP Cytosol

Phosphatidylethanolamin Cytosol

Phosphatidylglycerin Cytosol

Phosphoenolpyruvat Cytosol

Propionyl-CoA Cytosol
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Protein Cytosol

Pyrophosphat Cytosol

Pyruvat Cytosol

RNA Cytosol

Sedoheptulose 7-phosphat Cytosol

Succinat Cytosol

Succinyl-CoA Cytosol

Sulfat Cytosol

Sulfat Fermenter

Tetradecanoyl-ACP Cytosol

Tetrahydrofolat Cytosol

UDP Cytosol

UMP Cytosol

UTP Cytosol

alpha-D-Glukose 1-phosphat Cytosol

beta-D-Fruktose 6-phosphat Cytosol

beta-D-Glukose Fermenter

beta-D-Glukose 6-phosphat Cytosol

bio Fermenter

bio Cytosol

cis-Hexadecenoyl-ACP Cytosol

cis-Octadecenoyl-ACP Cytosol

dATP Cytosol

dCTP Cytosol

dGTP Cytosol

dTTP Cytosol

Fettsaeure-ACP Cytosol

h Cytosol

h Fermenter

polys Cytosol

sn-Glycerin 3-phosphat Cytosol
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A.2.8 Elementarmodenanalyse

Tabelle 55: Finale Stöchiometrie von Elementarmoden normiert auf die Glukose-

aufnahme zur Berechnung maximaler theoretischer Ausbeuten
1.0×Glukose + 0.87×Ammonium + 0.96×O2

=> 0.87×h + 1.18×CO2 + 4.68×H2O + 0.43×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.87×Ammonium + 0.96×O2

=> 0.87×h + 1.18×CO2 + 4.68×H2O + 0.43×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.82×Ammonium + 0.82×O2

=> 1.03×h + 0.2×Acetat + 1.03×CO2 + 4.35×H2O + 0.41×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.15E-1×Phosphat + 0.45E-2×Sulfat + 0.95×O2

=> 0.89×h + 0.1E-1×Acetat + 1.20×CO2 + 1.50E-5×Bio + 4.44×H2O + 0.36×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.16E-1×Phosphat + 0.48E-2×Sulfat + 0.95×O2

=> 0.89×h + 0.16E-1×Acetat + 1.20×CO2 + 1.59E-5×Bio + 4.41×H2O + 0.35×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.16E-1×Phosphat + 0.49E-2×Sulfat + 0.95×O2

=> 0.89×h + 0.11E-1×Acetat + 1.20×CO2 + 1.64E-5×Bio + 4.41×H2O + 0.35×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.92×Ammonium + 0.17E-1×Phosphat + 0.52E-2×Sulfat + 0.96×O2

=> 0.88×h + 1.21×CO2 + 1.74E-5×Bio + 4.42×H2O + 0.35×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.16E-1×Phosphat + 0.48E-2×Sulfat + 0.96×O2

=> 0.88×h + 1.21×CO2 + 1.60E-5×Bio + 4.44×H2O + 0.35×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.16E-1×Phosphat + 0.48E-2×Sulfat + 0.97×O2

=> 0.89×h + 0.1E-1×Acetat + 1.22×CO2 + 1.59E-5×Bio + 4.43×H2O + 0.35×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.16E-1×Phosphat + 0.48E-2×Sulfat + 0.95×O2

=> 0.89×h + 0.1E-1×Acetat + 1.20×CO2 + 1.59E-5×Bio + 4.42×H2O + 0.35×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.16E-1×Phosphat + 0.48E-2×Sulfat + 0.96×O2

=> 0.88×h + 1.21×CO2 + 1.60E-5×Bio + 4.44×H2O + 0.35×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.16E-1×Phosphat + 0.48E-2×Sulfat + 0.95×O2

=> 0.89×h + 0.1E-1×Acetat + 1.20×CO2 + 1.59E-5×Bio + 4.42×H2O + 0.35×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.16E-1×Phosphat + 0.48E-2×Sulfat + 0.96×O2

=> 0.88×h + 1.21×CO2 + 1.60E-5×Bio + 4.44×H2O + 0.35×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.16E-1×Phosphat + 0.47E-2×Sulfat + 0.96×O2

=> 0.88×h + 1.21×CO2 + 1.58E-5×Bio + 4.44×H2O + 0.35×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.92×Ammonium + 0.4E-1×Phosphat + 0.12E-1×Sulfat + 1.31×O2

=> 0.83×h + 1.60×CO2 + 4.00E-5×Bio + 4.17×H2O + 0.2×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.4E-1×Phosphat + 0.11E-1×Sulfat + 1.32×O2

=> 0.85×h + 0.26E-1×Acetat + 1.60×CO2 + 3.95E-5×Bio + 4.14×H2O + 0.2×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.9×Ammonium + 0.39E-1×Phosphat + 0.11E-1×Sulfat + 1.37×O2

=> 0.84×h + 0.26E-1×Acetat + 1.65×CO2 + 3.91E-5×Bio + 4.16×H2O + 0.2×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.91×Ammonium + 0.4E-1×Phosphat + 0.12E-1×Sulfat + 1.37×O2

=> 0.82×h + 1.65×CO2 + 3.96E-5×Bio + 4.19×H2O + 0.2×L-Tryptophan
1.0×Glukose + 0.88×Ammonium + 0.71E-1×Phosphat + 0.21E-1×Sulfat + 1.91×O2

=> 0.78×h + 0.46E-1×Acetat + 2.23×CO2 + 6.96E-5×Bio + 3.81×H2O
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Tabelle 56: Finale Stöchiometrie von Elementarmoden normiert auf die Glukose-

aufnahme zur Berechnung maximaler theoretischer Ausbeuten
1.0×Glukose + 0.9×Ammonium + 0.72E-1×Phosphat + 0.21E-1×Sulfat + 1.91×O2

=> 0.75×h + 2.23×CO2 + 7.13E-5×Bio + 3.85×H2O

1.0×Glukose + 2.0×O2

=> 2.0×h + 2.0×Acetat + 2.0×CO2 + 2.0×H2O

1.0×Glukose + 6.0×O2

=> 6.0×CO2 + 6.0×H2O

1.0×Glukose + 0.92×Ammonium + 0.74E-1×Phosphat + 0.22E-1×Sulfat + 1.82×O2

=> 0.76×h + 2.15×CO2 + 7.29E-5×Bio + 3.80×H2 O

1.0×Glukose + 0.9×Ammonium + 0.72E-1×Phosphat + 0.21E-1×Sulfat + 1.83×O2

=> 0.79×h + 0.47E-1×Acetat + 2.15×CO2 + 7.11E-5×Bio + 3.76×H2O

1,0×Glukose + 0,5×Ammonium + 1,16×O2

=> 1,41×h + 0,91×Acetat + 1,41×CO2 + 3,15×H2O

+ 0,25×L-Tryptophan + 0,25×H2

1,0×Glukose + 0,5×Ammonium + 2,81×O2

=> 0,5×h + 3,24×CO2 + 4,62×H2O + 0,25×L-Tryptophan + 0,62×H2

1,0×Glukose + 0,51×Ammonium + 0,52E-2×Phosphat + 0,28E-2×Sulfat + 1,25×O2

=> 1,35×h + 0,85×Acetat + 1,54×CO2 + 9,23E-6×Bio + 3,10×H2O

+ 0,2×L-Tryptophan + 0,27×H2

1,0×Glukose + 0,51×Ammonium + 0,52E-2×Phosphat + 0,28E-2×Sulfat + 1,26×O2

=> 1,35×h + 0,85×Acetat + 1,55×CO2 + 9,23E-6×Bio + 3,11×H2O +

0,2×L-Tryptophan + 0,28×H2

1,0×Glukose + 0,51×Ammonium + 0,52E-2×Phosphat + 0,28E-2×Sulfat + 2,78×O2

=> 0,5×h + 0,62E-2×Acetat + 3,24×CO2 + 9,23E-6×Bio + 4,46×H2O

+ 0,2×L-Tryptophan + 0,61×H2

1,0×Glukose + 0,51×Ammonium + 0,52E-2×Phosphat + 0,28E-2×Sulfat + 2,79×O2

=> 0,5×h + 3,26×CO2 + 9,23E-6×Bio + 4,47×H2O + 0,2×L-Tryptophan + 0,62×H2

1,0×Glukose + 0,37×Ammonium + 1,32×O2

=> 1,56×h + 1,18×Acetat + 1,56×CO2 + 2,76×H2O + 0,18×L-Tryptophan + 0,29×H2

1,0×Glukose + 0,37×Ammonium + 3,45×O2

=> 0,37×h + 3,93×CO2 + 4,66×H2O + 0,18×L-Tryptophan + 0,76×H2

1,0×Glukose + 0,43×Ammonium + 0,44E-2×Phosphat + 0,23E-2×Sulfat + 1,33×O2

=> 1,45×h + 1,03×Acetat + 1,61×CO2 + 7,78E-6×Bio + 2,86×H2O

+ 0,17×L-Tryptophan + 0,29×H2

1,0×Glukose + 0,43×Ammonium + 0,44E-2×Phosphat + 0,23E-2×Sulfat + 1,34×O2

=> 1,45×h + 1,03×Acetat + 1,62×CO2 + 7,78E-6×Bio + 2,87×H2O

+ 0,17×L-Tryptophan + 0,29×H2

1,0×Glukose + 0,43×Ammonium + 0,44E-2×Phosphat + 0,23E-2×Sulfat + 3,19×O2

=> 0,42×h + 0,52E-2×Acetat + 3,68×CO2 + 7,78E-6×Bio + 4,51×H2O

+ 0,17×L-Tryptophan + 0,71×H2

1,0×Glukose + 0,43×Ammonium + 0,44E-2×Phosphat + 0,23E-2×Sulfat + 3,20×O2

=> 0,42×h + 3,69×CO2 + 7,78E-6×Bio + 4,52×H2O + 0,17×L-Tryptophan + 0,71×H2
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Tabelle 57: Finale Stöchiometrie von Elementarmoden normiert auf die Glukose-

aufnahme unter Berücksichtigung der Entkopplung der ATP-Synthese
1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,12E-1×Phosphat + 0,63E-2×Sulfat + 1,36×O2

=> 1,28×h + 0,78×Acetat + 1,71×CO2 + 2,09E-5×Bio + 3,03×H2O

+ 0,15×L-Tryptophan + 0,3×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,12E-1×Phosphat + 0,63E-2×Sulfat + 2,74×O2

0,51×h + 0,14E-1×Acetat + 3,24×CO2 + 2,10E-5×Bio + 4,25×H2O

+ 0,15×L-Tryptophan + 0,61×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,12E-1×Phosphat + 0,63E-2×Sulfat + 2,77×O2

=> 0,5×h + 3,27×CO2 + 2,10E-5×Bio + 4,28×H2O

+ 0,15×L-Tryptophan + 0,61×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,12E-1×Phosphat + 0,63E-2×Sulfat + 1,39×O2

=> 1,26×h + 0,76×Acetat + 1,74×CO2 + 2,09E-5×Bio + 3,05×H2O

+ 0,15×L-Tryptophan + 0,3×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,14E-1×Phosphat + 0,76E-2×Sulfat + 1,42×O2

=> 1,26×h + 0,77×Acetat + 1,78×CO2 + 2,51E-5×Bio + 2,97×H2O

+ 0,13×L-Tryptophan + 0,31×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,14E-1×Phosphat + 0,76E-2×Sulfat + 1,44×O2

=> 1,25×h + 0,75×Acetat + 1,81×CO2 + 2,51E-5×Bio + 3,00×H2O

+ 0,13×L-Tryptophan + 0,32×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,14E-1×Phosphat + 0,76E-2×Sulfat + 2,78×O2

=> 0,51×h + 0,16E-1×Acetat + 3,29×CO2 + 2,51E-5×Bio + 4,18×H2O

+ 0,13×L-Tryptophan + 0,61×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,14E-1×Phosphat + 0,76E-2×Sulfat + 2,81×O2

=> 0,49×h + 3,33×CO2 + 2,51E-5×Bio + 4,21×H2O + 0,13×L-Tryptophan + 0,62×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,27E-1×Phosphat + 0,14E-1×Sulfat + 1,71×O2

=> 1,17×h + 0,73×Acetat + 2,17×CO2 + 4,86E-5×Bio + 2,68×H2O + 0,38×H2

1,0×Glukose + 5,4×O2

=> 6,0×CO2 + 4,8×H2O + 1,2×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,27E-1×Phosphat + 0,14E-1×Sulfat + 1,77×O2

=> 1,14×h + 0,7×Acetat + 2,23×CO2 + 4,86E-5×Bio + 2,72×H2O + 0,39×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,27E-1×Phosphat + 0,14E-1×Sulfat + 2,97×O2

=> 0,47×h + 0,32E-1×Acetat + 3,57×CO2 + 4,87E-5×Bio + 3,79×H2O + 0,66×H2

1,0×Glukose + 0,53×Ammonium + 0,27E-1×Phosphat + 0,14E-1×Sulfat + 3,03×O2

=> 0,44×h + 3,64×CO2 + 4,87E-5×Bio + 3,84×H2O + 0,67×H2

1,0×Glukose + 1,8×O2

=> 2,0×h + 2,0×Acetat + 2,0×CO2 + 1,6×H2O + 0,4×H2

1,0×Glukose + 5,4×O2

=> 6,0×CO2 + 4,8×H2O + 1,2×H2

1,0×Glukose + 1,8×O2

=> 2,0×h + 2,0×Acetat + 2,0×CO2 + 1,6×H2O + 0,4×H2
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A.3 Transkriptomanalyse

Tabelle: Differentielle Genexpression und Clustering

Differentiell exprimierte Transkripte (faktorielle Veränderung); C: Cluster-Nummer

R1-R4, Referenzprozess; Probenahme nach 6 h, 11 h, 24 h , 32 h

T1-T9 Phosphatfütterung; Probenahme nach 4 h, 6 h, 8 h, 11 h, 17 h, 22 h ,25 h, 28 h, 32 h

Gen R1 R2 R3 R4 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 C

aat -1,3 -1,0 1,0 1,1 1,0 1,0 -1,1 -1,4 -2,6

abgA -1,0 -1,2 -1,2 -1,4 -1,1 1,1 1,3 1,4 2,5

abgT 1,2 1,4 3,1 10,2 1,3 1,2 1,3 1,2 1,5 1,4 1,7 2,4 2,9 8

accA -0,5 -1,4 -2,4 -11,9 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,5 -2,4 7

accB -1,3 -1,6 -4,6 -35,7

accC -1,7 -2,6 -8,4 -23,2 -1,2 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -1,7 -1,8 -1,9 -3,7 7

accD 1,2 -1,1 -1,6 -6,6 -1,1 -1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -2,6 7

aceA 2,0 -1,7 -3,1 -2,4 -1,2 -1,1 -1,2 -1,5 -2,0 -2,8 -3,4 -3,8 -4,0 4

aceB 2,7 -2,1 -7,3 -4,2 -1,2 -1,2 -1,9 -2,0 -3,0 -3,4 -4,0 -3,5 -3,2 4

aceE -1,6 -1,8 -1,4 -8,6

aceF -2,1 -2,5 -2,2 -16,2

aceK -1,2 -1,2 -1,2 -1,5 -1,2 -1,2 1,1 1,4 2,8 7

ackA -1,2 -1,3 -2,9 -7,7

acnB 0,0 -1,2 -1,3 -17,5 -1,0 -1,1 -1,2 1,3 -1,0 -1,3 -1,5 -1,6 -5,3 7

acpD 2,3 3,5 -1,6 -1,0 -1,3 1,1 1,5 1,7 1,3 -1,2 -1,9 -2,5 -3,3 7

acpP -0,1 -0,6 -0,6 -5,7

acpS -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,7 -2,1 -2,5 -4,6

acpT -0,9 -1,3 -1,6 -4,0 1,0 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,3 -1,3 -1,4 -2,6 7

acrD 3,7 2,2 5,8 5,1 -1,2 1,6 1,4 1,3 1,7 3,3 4,3 4,7 3,9 8

acrE 0,0 -1,6 2,5 9,7 1,6 1,0 1,3 1,0 1,7 2,1 2,8 3,3 5,1 8

acrF -1,2 1,3 1,9 6,0 1,4 1,1 1,4 1,2 1,4 1,8 1,9 2,1 3,4 8

acrF -1,5 -0,7 2,2 4,3 1,3 1,0 1,4 1,2 1,5 1,8 2,1 2,4 3,5 8

acrR 1,4 0,7 3,0 -0,7

acs -1,0 -1,2 -1,5 -1,5 -1,7 -2,0 -2,1 -2,3 -2,3

add 0,4 3,4 1,5 0,7 -1,6 -1,5 -1,5 -1,5 -1,7 -1,9 -2,2 -2,0 -1,6 4

ade -1,0 -1,6 -1,6 -1,7 -1,8 -1,9 -2,0 -1,7 -1,6

adhE 1,5 2,4 -1,6 -4,4

adhP 0,6 3,1 1,4 2,8

adiA -1,1 2,0 2,3 1,7 1,8 1,7 1,7 1,7 2,1

adiC 0,6 1,6 2,7 4,7 1,4 1,6 1,9 2,1 1,9 1,8 2,1 2,5 2,3 1

adiY 3,6 6,7 3,0 5,8 1,0 3,2 3,9 3,9 3,5 2,9 2,1 1,7 2,0 6

adk -0,1 1,1 -2,6 -19,7 -1,2 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,2 -2,0 7

adrA 1,2 1,5 3,3 5,0 1,2 2,0 2,4 2,2 2,4 2,2 2,3 2,2 3,8 1

adrB 2,2 3,8 3,2 3,6

aes 1,7 2,0 1,8 3,3

afuC -1,0 -2,0 1,0 -1,2 1,4 1,2 1,6 2,9 3,1 3

agaB 2,3 3,5 7,0 5,5 1,4 4,0 4,5 4,8 4,9 4,1 3,6 3,8 5,3 1

agaC 2,0 2,6 3,9 2,9 -1,4 1,6 2,1 2,0 1,8 1,8 1,8 1,8 2,7 1

agaI 2,3 1,8 2,4 5,0 1,0 2,0 1,7 1,8 1,5 1,2 1,1 1,2 1,8 1

agaS -1,7 -1,2 1,8 5,8 1,1 -1,5 1,0 1,0 1,2 1,3 1,6 2,0 2,7 3

agaV -1,0 -1,1 1,3 1,4 1,9 1,6 1,8 2,9 4,1

agaW 1,2 -1,6 1,2 -1,5 1,5 1,5 2,0 2,2 3,3

agp 1,1 1,2 1,2 1,3 1,5 1,4 1,6 2,1 3,9

ahpC 0,8 2,0 2,3 -9,7
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ahpF 2,4 2,6 4,1 -3,9

aidB 0,7 3,5 1,5 5,5 -1,0 2,2 2,1 2,1 1,8 1,7 1,6 2,1 2,4 1

ais 20,0 15,8 2,9 2,2 3,0 2,9 3,1 3,1 2,4 1,7 1,2 -1,0 -1,5 7

alaA -1,3 -1,5 -2,4 -3,5

alaS -0,6 -1,4 -4,0 -8,5 -1,0 -1,1 -1,2 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -4,1 7

aldA -1,9 -3,4 -0,5 -1,1

aldB 1,1 5,0 1,6 2,9 -1,3 1,7 1,9 2,2 2,1 1,7 1,5 1,5 1,2 6

aldH 1,4 2,3 2,6 2,3 1,6 1,1 -1,1 -1,3 -1,6

allA -1,4 -0,1 2,7 9,8 1,3 1,0 1,4 1,2 1,5 1,5 2,0 2,7 4,0 3

allB 1,7 0,7 2,6 7,2 1,1 1,0 1,4 1,1 1,4 1,7 2,0 2,3 4,7 8

allC -1,3 1,2 1,9 1,1 2,2 3,0 3,1 4,1 7,4 8

allR 0,0 -1,4 -2,0 -2,5

allS 0,6 1,5 2,5 10,0 -1,1 -1,0 1,2 1,0 1,3 1,3 1,4 1,4 2,1 8

alpA 1,3 1,6 4,5 10,5 -1,1 -1,0 1,3 1,1 1,2 1,1 1,5 2,1 2,9 8

alr -0,6 -1,1 -3,0 -4,3 -1,2 -1,3 -1,3 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,6 -2,7 7

alsA 1,2 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,7 2,6 3,4

alsC 1,3 1,7 2,8 6,5 1,1 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,6 1,7 2,7 8

alsE 0,8 1,7 3,0 6,6 1,1 1,1 1,4 1,3 1,3 1,4 1,5 1,6 2,3 8

alsK -0,6 1,4 2,3 6,4 1,2 1,4 1,3 1,3 1,2 1,3 1,4 1,3 2,1 8

amn 4,8 5,2 4,6 0,1 1,3 1,4 1,4 1,8 1,8 1,3 1,1 -1,4 -2,6 6

ampG -1,5 -2,4 -2,5 -1,8 -1,2 -1,5 -1,7 -1,8 -1,9 -1,9 -2,1 -2,1 -2,0 5

amyA 2,1 2,9 0,8 2,3 1,2 2,1 1,9 1,8 1,6 1,5 1,5 1,5 1,6 1

ansA -1,9 -1,7 -3,2 -6,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -2,1 7

ansP 1,4 0,1 2,8 7,0

apaG 0,6 1,3 -1,9 -15,3

apaH 1,1 1,3 -2,3 -7,8 -1,2 -1,0 1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -2,0 -3,9 7

appA 1,5 2,6 1,7 2,0

appC -0,5 3,2 0,8 3,5 -1,2 1,1 1,4 1,4 1,3 1,2 1,4 1,3 2,0 1

appY 2,9 2,4 1,9 5,0 -1,1 2,0 2,1 1,9 1,4 1,1 -1,2 -1,3 1,6 6

apt -2,3 -3,1 -4,4 -20,2 -1,2 -1,6 -1,6 -1,6 -1,6 -1,6 -1,7 -2,0 -6,4 7

aqpZ -0,1 -1,2 0,6 4,3 -1,0 -1,0 1,0 -1,1 1,0 1,1 1,4 1,6 2,8 3

araA 1,0 1,3 1,2 1,1 1,2 1,3 1,4 1,6 2,3

araB 1,2 -1,1 1,3 1,1 1,4 1,3 1,7 2,1 3,2

araE 0,9 1,6 3,2 9,5 -1,0 -1,1 1,1 -1,2 1,1 1,1 1,1 1,5 2,3 3

araF 0,7 1,8 4,2 9,8 1,2 1,4 1,5 1,5 1,4 1,5 1,7 1,9 2,4 1

araG 0,0 1,3 2,0 10,5

araH -1,3 0,1 2,5 7,0 -1,1 -1,0 1,1 1,2 1,5 1,8 2,3 2,8 4,5 8

araJ 1,3 1,7 2,2 4,1

arcA 1,6 1,2 -2,2 -4,2 -1,0 1,0 -1,1 -1,1 -1,3 -1,3 -1,4 -1,7 -3,4 7

arcC -0,7 -1,4 2,2 7,1 1,3 -1,2 1,2 -1,2 1,3 1,4 1,7 2,1 3,1 8

argA -11,9 -5,5 -5,0 -6,1 -1,2 -4,2 -3,1 -2,7 -2,7 -2,9 -2,9 -3,0 -2,5 5

argB -9,3 -6,5 -8,0 -6,6 -1,1 -3,9 -2,8 -2,8 -2,9 -3,4 -3,2 -3,4 -2,3 5

argC -15,9 -10,2 -10,9 -11,4 -1,1 -3,8 -2,9 -2,4 -2,8 -3,0 -3,0 -3,5 -2,9 5

argD -5,6 -2,9 -2,5 -2,0 -1,1 -3,0 -2,0 -1,9 -2,0 -2,1 -2,0 -2,1 -1,8 5

argE -1,3 -1,8 -1,9 -1,8 -1,9 -1,9 -2,1 -2,5 -3,0

argF -9,3 -7,6 -6,2 -11,1 -1,1 -5,5 -4,1 -3,3 -4,1 -4,9 -5,8 -5,4 -4,4 5

argG -7,6 -5,3 -9,2 -5,1 -1,1 -3,2 -2,3 -2,1 -2,5 -3,1 -3,4 -4,3 -3,7 5

argH -6,9 -4,3 -4,6 -5,3 -1,4 -3,5 -3,0 -2,9 -3,1 -3,7 -4,0 -4,4 -4,4 5

argI -12,3 -10,1 -4,8 0,1 1,2 -5,4 -3,0 -3,0 -3,5 -3,3 -2,8 -2,8 -1,2 2

argK -1,1 -1,3 1,0 5,9 -1,0 -1,2 1,1 1,1 1,2 1,1 1,6 2,0 3,0 8
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argP 1,3 1,3 1,4 -2,3 1,0 1,2 1,2 1,2 1,1 1,0 -1,1 -1,4 -2,2 7

argS -2,5 -1,7 -3,4 -2,7 -1,3 -1,4 -1,3 -1,2 -1,3 -1,4 -1,8 -2,0 -2,6 4

argT 1,2 1,1 -1,1 1,1 -1,0 -1,2 -1,2 -1,6 -2,8 7

ariR 3,0 3,7 6,8 16,3 1,4 2,3 2,5 3,0 2,5 2,6 3,4 2,5 7,1 1

arnA 18,1 15,0 1,1 1,3 1,8 2,5 2,4 2,4 2,0 1,4 -1,1 -1,9 -3,2 7

arnB 10,9 8,7 2,1 1,4 1,6 1,9 1,8 1,9 1,5 1,2 -1,1 -1,8 -2,2 7

arnC 15,1 12,8 2,7 1,8 2,0 2,6 2,6 2,5 2,0 1,5 1,1 -1,3 -1,7 7

arnD 26,6 19,6 2,6 2,0 2,3 4,0 4,1 4,0 2,8 1,7 -1,1 -2,2 -3,4 7

arnE 23,3 22,5 2,3 2,1 2,2 3,5 3,7 3,8 2,9 1,9 1,2 -1,5 -1,6 6

arnF 3,0 3,1 1,3 0,0 1,5 2,0 2,0 2,1 1,7 1,3 1,1 1,1 -1,1 6

arnT 16,5 16,3 2,6 3,8 1,7 3,2 3,4 3,1 1,9 -1,1 -1,7 -1,4 -1,2 4

aroA -0,3 -2,7 -5,7 -9,5 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,8 -4,4 7

aroB -1,5 -1,6 -3,2 -10,0 -1,0 -1,2 -1,3 -1,2 -1,4 -1,4 -1,5 -1,9 -4,3 7

aroC -0,1 -1,7 -3,3 -14,4 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,7 -1,9 -2,2 -2,4 -5,4 7

aroE 0,9 2,0 3,0 7,9 -1,3 1,8 1,9 2,2 2,1 1,7 1,7 1,3 2,1 1

aroF -4,4 -13,7 -8,6 -9,2 -1,2 -1,9 -3,4 -4,5 -5,0 -4,8 -5,6 -6,3 -4,7 5

aroG -0,7 -0,5 -1,6 -13,8 -1,8 -1,9 -2,2 -2,0 -2,3 -2,3 -2,2 -2,5 -2,5 7

aroH -1,3 -0,6 -1,7 -18,8

aroK -1,7 -2,0 -3,1 -4,3 1,0 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -2,4 7

aroL -0,8 -2,1 -1,8 -10,7 1,0 -1,2 -1,6 -1,7 -1,7 -1,7 -1,8 -1,7 -2,1 5

aroM 1,0 -1,7 -2,0 -2,1 -2,1 -2,1 -1,7 -1,9 -1,3

aroP -3,8 -8,3 -5,2 -5,3 -1,5 -2,0 -2,9 -2,8 -3,4 -3,3 -3,4 -3,8 -3,3 5

arpA -1,3 -1,5 3,8 13,2 4,9 1,6 4,4 1,5 4,5 6,6 9,1 12,7 18,0 8

arpB 0,6 1,4 5,5 19,2

arrQ 1,5 0,8 4,0 21,0

arsC 0,6 -0,6 1,7 4,7

arsR -0,3 -1,8 0,8 4,9

artI -2,5 0,6 -2,6 -5,5

artJ -10,4 -4,2 -11,9 -17,9 -1,1 -2,5 -1,7 -1,6 -1,8 -1,9 -2,0 -2,4 -2,3 5

artM -3,3 -1,6 -2,3 -0,9

artP -2,6 -1,2 -2,5 -7,4

artQ -2,7 -1,3 -2,7 -3,7

ascB 0,1 1,2 2,6 5,5 -1,3 -1,0 -1,0 -1,2 -1,0 1,0 1,2 1,4 2,4 3

asd 0,0 -1,3 -1,8 -18,8

aslA 1,4 2,1 1,7 1,9 1,6 1,3 1,3 1,9 2,1

aslB -0,1 0,1 2,8 10,3 1,6 -1,0 1,3 1,1 1,7 2,2 2,6 3,7 5,0 8

asnA -1,1 -1,8 -2,0 -2,0 -1,4 1,3 1,9 2,3 2,7

asnB 0,0 -1,6 -3,5 -2,4 1,1 -1,2 -1,3 -1,2 -1,3 -1,6 -1,9 -2,1 -4,0 5

asnC -1,6 -1,3 -3,3 -9,3 -1,1 -1,3 -1,3 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -2,3 7

aspC 1,3 1,1 -2,4 -23,6 -1,1 1,1 1,1 1,1 1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -2,4 7

aspS -1,4 -1,5 -2,4 -6,7

asr 2,2 4,6 3,3 0,9 1,4 2,0 2,3 2,5 3,1 3,7 3,9 4,1 2,4 1

astA 1,6 2,0 1,9 1,9 1,9 1,8 1,9 2,8 3,6

astB -0,6 -0,6 2,9 10,1 1,4 1,4 1,8 -1,1 2,6 2,5 3,4 4,6 9,9 8

astD -1,5 1,3 1,4 -1,0 1,3 1,4 1,7 2,0 3,3

astE 1,2 1,5 1,8 1,4 2,3 2,2 2,8 3,8 7,1

atoB -1,6 -1,5 -1,1 -1,0 1,0 1,0 1,1 1,4 2,2

atoS 0,7 0,7 1,9 4,8

atpA -1,8 -3,1 -11,5 -30,6 -1,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -2,0 -8,7 7

atpB -1,4 -1,7 -3,8 -23,5 -1,0 -1,2 -1,3 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -3,7 7
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argP 1,3 1,3 1,4 -2,3 1,0 1,2 1,2 1,2 1,1 1,0 -1,1 -1,4 -2,2 7

argS -2,5 -1,7 -3,4 -2,7 -1,3 -1,4 -1,3 -1,2 -1,3 -1,4 -1,8 -2,0 -2,6 4

argT 1,2 1,1 -1,1 1,1 -1,0 -1,2 -1,2 -1,6 -2,8 7

ariR 3,0 3,7 6,8 16,3 1,4 2,3 2,5 3,0 2,5 2,6 3,4 2,5 7,1 1

arnA 18,1 15,0 1,1 1,3 1,8 2,5 2,4 2,4 2,0 1,4 -1,1 -1,9 -3,2 7

arnB 10,9 8,7 2,1 1,4 1,6 1,9 1,8 1,9 1,5 1,2 -1,1 -1,8 -2,2 7

arnC 15,1 12,8 2,7 1,8 2,0 2,6 2,6 2,5 2,0 1,5 1,1 -1,3 -1,7 7

arnD 26,6 19,6 2,6 2,0 2,3 4,0 4,1 4,0 2,8 1,7 -1,1 -2,2 -3,4 7

arnE 23,3 22,5 2,3 2,1 2,2 3,5 3,7 3,8 2,9 1,9 1,2 -1,5 -1,6 6

arnF 3,0 3,1 1,3 0,0 1,5 2,0 2,0 2,1 1,7 1,3 1,1 1,1 -1,1 6

arnT 16,5 16,3 2,6 3,8 1,7 3,2 3,4 3,1 1,9 -1,1 -1,7 -1,4 -1,2 4

aroA -0,3 -2,7 -5,7 -9,5 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,8 -4,4 7

aroB -1,5 -1,6 -3,2 -10,0 -1,0 -1,2 -1,3 -1,2 -1,4 -1,4 -1,5 -1,9 -4,3 7

aroC -0,1 -1,7 -3,3 -14,4 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,7 -1,9 -2,2 -2,4 -5,4 7

aroE 0,9 2,0 3,0 7,9 -1,3 1,8 1,9 2,2 2,1 1,7 1,7 1,3 2,1 1

aroF -4,4 -13,7 -8,6 -9,2 -1,2 -1,9 -3,4 -4,5 -5,0 -4,8 -5,6 -6,3 -4,7 5

aroG -0,7 -0,5 -1,6 -13,8 -1,8 -1,9 -2,2 -2,0 -2,3 -2,3 -2,2 -2,5 -2,5 7

aroH -1,3 -0,6 -1,7 -18,8

aroK -1,7 -2,0 -3,1 -4,3 1,0 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -2,4 7

aroL -0,8 -2,1 -1,8 -10,7 1,0 -1,2 -1,6 -1,7 -1,7 -1,7 -1,8 -1,7 -2,1 5

aroM 1,0 -1,7 -2,0 -2,1 -2,1 -2,1 -1,7 -1,9 -1,3

aroP -3,8 -8,3 -5,2 -5,3 -1,5 -2,0 -2,9 -2,8 -3,4 -3,3 -3,4 -3,8 -3,3 5

arpA -1,3 -1,5 3,8 13,2 4,9 1,6 4,4 1,5 4,5 6,6 9,1 12,7 18,0 8

arpB 0,6 1,4 5,5 19,2

arrQ 1,5 0,8 4,0 21,0

arsC 0,6 -0,6 1,7 4,7

arsR -0,3 -1,8 0,8 4,9

artI -2,5 0,6 -2,6 -5,5

artJ -10,4 -4,2 -11,9 -17,9 -1,1 -2,5 -1,7 -1,6 -1,8 -1,9 -2,0 -2,4 -2,3 5

artM -3,3 -1,6 -2,3 -0,9

artP -2,6 -1,2 -2,5 -7,4

artQ -2,7 -1,3 -2,7 -3,7

ascB 0,1 1,2 2,6 5,5 -1,3 -1,0 -1,0 -1,2 -1,0 1,0 1,2 1,4 2,4 3

asd 0,0 -1,3 -1,8 -18,8

aslA 1,4 2,1 1,7 1,9 1,6 1,3 1,3 1,9 2,1

aslB -0,1 0,1 2,8 10,3 1,6 -1,0 1,3 1,1 1,7 2,2 2,6 3,7 5,0 8

asnA -1,1 -1,8 -2,0 -2,0 -1,4 1,3 1,9 2,3 2,7

asnB 0,0 -1,6 -3,5 -2,4 1,1 -1,2 -1,3 -1,2 -1,3 -1,6 -1,9 -2,1 -4,0 5

asnC -1,6 -1,3 -3,3 -9,3 -1,1 -1,3 -1,3 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -2,3 7

aspC 1,3 1,1 -2,4 -23,6 -1,1 1,1 1,1 1,1 1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -2,4 7

aspS -1,4 -1,5 -2,4 -6,7

asr 2,2 4,6 3,3 0,9 1,4 2,0 2,3 2,5 3,1 3,7 3,9 4,1 2,4 1

astA 1,6 2,0 1,9 1,9 1,9 1,8 1,9 2,8 3,6

astB -0,6 -0,6 2,9 10,1 1,4 1,4 1,8 -1,1 2,6 2,5 3,4 4,6 9,9 8

astD -1,5 1,3 1,4 -1,0 1,3 1,4 1,7 2,0 3,3

astE 1,2 1,5 1,8 1,4 2,3 2,2 2,8 3,8 7,1

atoB -1,6 -1,5 -1,1 -1,0 1,0 1,0 1,1 1,4 2,2

atoS 0,7 0,7 1,9 4,8

atpA -1,8 -3,1 -11,5 -30,6 -1,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -2,0 -8,7 7

atpB -1,4 -1,7 -3,8 -23,5 -1,0 -1,2 -1,3 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -3,7 7
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atpC -2,1 -3,0 -12,2 -36,6 -1,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -2,0 -8,0 7

atpD -1,5 -2,4 -7,5 -26,7 1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,9 -6,2 7

atpE -1,4 -1,5 -2,2 -18,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,3 -2,0 7

atpF -1,4 -1,7 -3,6 -35,9 1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -3,9 7

atpG -1,6 -2,8 -12,1 -50,8 -1,0 -1,2 -1,4 -1,3 -1,4 -1,6 -1,8 -2,3 -17,5 7

atpH -1,3 -1,5 -2,1 -16,0 1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -2,6 7

atpI -1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -1,5 -1,8 -2,1 -2,3 -3,6 4

avtA -1,3 -1,0 -4,6 -8,6 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -2,7 3

bacA -0,6 -0,5 1,8 3,8 1,2 -1,0 1,1 -1,0 1,1 1,2 1,5 1,6 2,6 3

baeR 1,3 0,6 -2,0 -3,4

bamA -1,3 -2,5 -5,0 -7,2 1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,6 -1,8 -2,7 7

bamB 0,5 -1,6 -1,9 -7,5 1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -1,4 -1,6 -1,9 -3,9 7

bamC 0,7 -1,7 -3,7 -13,2 -1,2 -1,1 -1,3 -1,2 -1,5 -1,7 -1,9 -2,3 -4,7 7

bamD 0,1 0,0 -2,1 -11,3

bamE 1,5 1,2 -1,5 -3,5

basR 17,9 2,2 0,5 -1,0 2,4 4,1 3,4 2,1 1,2 -1,1 -1,2 -1,4 -1,2 4

basS 11,9 1,9 -0,2 -0,7 2,6 3,8 3,1 1,9 1,2 -1,1 -1,3 -1,4 -1,2 4

bax -2,5 -1,8 -2,8 -10,0

bcp 1,1 -1,1 -2,9 -16,2 -1,2 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -4,0 7

bcsB 0,3 -2,1 -1,9 1,4 -1,1 1,2 1,0 -1,2 -1,8 -2,2 -2,0 -2,1 -1,4 4

bcsC -1,3 1,1 -1,2 -1,3 -1,6 -1,9 -2,1 -2,4 -2,1

bcsC -1,1 1,2 -1,2 -1,3 -1,9 -2,3 -2,5 -2,7 -2,2

bcsE 2,0 -0,5 -2,9 -2,6 -1,0 1,2 1,1 -1,0 -1,2 -1,4 -1,7 -2,3 -3,1 4

bcsF 1,6 -1,4 -4,7 -5,3 -1,0 1,3 1,1 1,0 -1,3 -1,6 -1,9 -2,9 -5,3 7

bcsG 1,5 -1,9 -4,3 -2,0 -1,0 1,2 -1,0 -1,3 -1,7 -2,3 -2,4 -2,5 -2,2 4

bcsQ 1,4 -1,4 -3,7 -2,8 -1,2 -1,0 -1,3 -1,3 -1,6 -2,2 -2,4 -2,2 -1,5 4

bcsZ 1,4 -1,6 -4,6 -3,1 -1,0 1,2 -1,1 -1,4 -1,9 -2,5 -3,1 -3,1 -2,0 4

bdm -0,5 0,6 2,5 9,7

beeE 1,4 1,0 1,6 -1,1 1,9 2,5 2,3 3,2 4,9

betA -1,1 -1,3 -1,5 -1,6 -1,7 -1,9 -1,9 -2,2 -2,1

betB -0,2 -2,4 -3,2 -6,6 -1,0 -1,5 -1,6 -1,7 -1,9 -2,4 -2,4 -2,5 -2,9 4

betI -1,4 -1,8 -2,4 -2,4 -3,2 -3,2 -3,5 -3,3 -3,4

betT -1,1 -1,9 -2,0 -2,5 -2,3 -2,3 -2,2 -1,5 1,0

bfd -3,5 -2,6 1,6 2,2 -2,1 -5,8 -4,5 -5,4 -3,5 -2,8 -2,2 -1,9 -1,3 2

bfr 2,0 4,7 2,6 4,6

bglB 1,3 -1,9 0,3 4,8

bglG 15,3 7,9 5,1 6,4 2,6 4,3 3,9 3,5 2,3 2,0 1,6 1,3 1,5 6

bglJ -1,5 -1,6 3,0 8,9 -2,6 -5,9 -2,5 -4,2 -2,4 -2,0 -1,4 -1,2 1,5 3

bglX -1,1 -1,1 -1,3 -1,3 -1,6 -1,8 -1,8 -2,0 -2,4

bhsA 1,9 7,6 22,8 9,8 -1,1 1,2 1,9 2,5 3,5 4,3 5,2 6,7 8,0 8

bioA -10,5 -14,9 -6,0 -7,5 -1,8 -3,6 -2,6 -6,0 -3,1 -3,8 -3,2 -2,8 -2,5 5

bioB -6,3 -10,9 -4,7 -3,7 -1,3 -2,3 -1,9 -4,3 -2,7 -3,0 -2,9 -2,8 -2,5 5

bioC -1,1 -1,4 -1,6 -1,5 -1,9 -2,5 -2,6 -2,6 -3,2

bioD 1,1 -1,1 -1,3 -1,1 -1,3 -1,4 -1,7 -1,9 -2,2

bioD 1,1 1,3 1,3 1,4 1,4 1,7 1,8 2,0 2,9

bioF -10,0 -24,9 -10,1 -18,8 -1,4 -3,3 -3,2 -11,9 -5,0 -5,7 -5,5 -5,1 -4,2 5

birA -0,7 -1,4 0,2 3,8

blc 4,8 8,4 5,3 3,5 -1,1 2,5 2,5 2,7 2,2 2,0 1,6 1,5 1,3 6

blr 1,6 1,1 -1,6 -2,2

borD -1,6 -1,7 -1,9 -1,5 -2,2 -2,0 -2,1 -2,2 -2,3
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bssR 6,3 28,2 26,7 6,8 1,1 4,8 5,7 6,8 8,4 9,2 9,3 10,0 6,4 1

bssS -1,0 1,4 1,4 1,4 1,4 1,3 1,3 1,5 3,0

btuB -1,4 -2,3 -2,5 -2,5 -1,1 -1,4 -1,6 -1,6 -1,8 -2,0 -2,5 -2,8 -3,5 4

btuC -1,4 -1,2 -1,3 -1,2 -1,2 -1,3 -1,6 -1,5 -2,7

btuD 1,2 1,5 -2,0 -4,1 -1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,1 1,0 -1,2 -2,5 7

btuF -1,3 -1,2 -1,3 -1,2 -1,3 -1,5 -1,4 -1,7 -2,5

c0119 -1,3 -1,4 -1,5 -1,4 -1,6 -1,8 -1,7 -1,9 -2,1

c1106 -1,1 1,4 1,4 1,5 1,3 1,2 1,1 -1,1 -2,3

c1934 / ydeT 2,0 -1,7 1,4 -1,2 1,9 2,5 3,2 4,1 7,5

c2019 /rsxA -1,6 -2,2 -2,7 -2,6 -2,9 -3,0 -2,9 -3,1 -3,3

c2020 / rsxB -1,2 -2,0 -2,1 -2,1 -2,2 -2,3 -2,5 -2,3 -3,2

c2021 /rsxC -1,5 -2,0 -2,2 -2,2 -2,4 -2,5 -3,4 -4,0 -3,5

c2023 /rsxG -1,4 -1,8 -1,8 -2,0 -2,2 -2,3 -2,4 -2,3 -2,3

c2383 -1,3 -1,5 -1,8 -1,9 -2,1 -2,1 -2,3 -2,1 -2,7

c2558 -1,2 -1,7 -1,7 -1,7 -1,9 -1,9 -2,0 -1,8 -2,2

c2623 1,0 2,8 2,8 3,0 3,0 2,6 2,2 2,0 -1,2

c2931 /mntH 1,1 1,2 1,2 1,1 1,2 1,2 1,3 1,4 2,4

c2985 /eutQ -1,2 -1,2 1,2 -1,1 1,2 1,2 1,7 2,0 3,0

c2986 / eutP 1,3 2,1 1,8 1,4 2,3 2,5 2,7 3,7 5,0

c2987 /eutS 1,2 1,2 1,3 1,4 1,7 1,9 2,2 3,1 4,0

c3957 / kdsD -1,0 1,0 -1,0 -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,6 -2,3

c3976 -1,0 -1,4 -1,9 -1,5 -2,0 -2,1 -2,3 -2,5 -2,5

c4758 1,2 -1,3 -1,3 -1,1 -1,1 -1,3 -1,3 -1,7 -2,3

c4759 -1,0 -1,0 -1,3 1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -2,2 -1,4

c4764 -1,2 -1,5 -1,4 -1,4 -1,5 -1,7 -1,8 -2,1 -2,0

c4983 1,1 -1,2 -1,5 -1,2 -1,4 -1,6 -1,9 -2,2 -2,8

c5388 / nanM -1,1 1,4 1,4 1,3 1,1 1,0 1,1 1,1 2,1

cadA 0,3 1,9 3,0 4,5 1,1 1,1 1,4 1,4 1,5 1,6 1,4 1,9 2,9 8

cadB 0,6 -1,3 3,7 11,7 2,0 1,5 1,8 1,3 2,1 3,1 3,9 4,6 8,8 8

cadC 1,3 1,5 2,0 3,5

cafA / rng -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -1,8 -2,5

caiB 2,4 1,6 1,8 4,7

caiB 1,5 1,7 1,3 8,2

caiD -1,1 -1,0 1,2 -1,1 1,3 1,5 1,7 2,1 2,6

caiE 0,0 0,1 1,7 6,2 1,2 1,0 1,2 -1,0 1,2 1,3 1,6 1,9 3,4 3

caiT 2,1 1,9 2,9 9,2 2,3 3,7 4,7 4,2 4,5 3,8 4,8 5,7 7,1 1

can 0,0 0,0 -0,8 -6,5

carA -5,9 -13,5 -48,7 -35,7 -1,2 -1,6 -1,6 -1,6 -1,7 -2,1 -2,2 -2,4 -6,5 7

carB -6,8 -13,1 -27,2 -19,5 -1,3 -2,3 -2,2 -2,1 -2,3 -3,0 -3,8 -4,5 -7,2 4

casA 1,1 -1,2 2,8 10,2 1,1 1,3 1,1 1,1 -1,0 1,3 1,5 1,5 2,8 3

casC 1,8 -0,6 1,3 4,7

casE 1,4 1,1 1,0 3,9

cbl -1,6 -1,8 1,6 4,5 -1,1 -1,9 -1,8 -1,8 -1,8 1,1 1,5 2,1 1,9 3

cbpA 2,3 4,4 -1,4 -3,0

cbpM 2,7 5,3 2,0 2,3 1,3 1,8 2,1 2,1 1,9 1,8 1,8 1,9 2,1 1

cbrA 5,7 7,7 12,3 5,7 1,3 3,6 3,7 3,9 3,5 3,4 3,1 2,1 2,4 1

cbrB 3,6 3,8 4,6 2,1 1,2 2,3 2,4 2,3 2,1 2,1 1,8 1,5 1,5 6

cbrC 3,4 3,3 3,8 5,4 1,2 2,3 2,4 2,3 2,1 2,1 2,0 1,8 2,3 1

cchB / eutN 1,4 1,3 1,7 1,2 1,7 2,0 2,6 3,3 5,1

ccmC -1,2 0,0 2,1 5,9 -1,0 -1,2 -1,0 -1,2 1,0 1,0 1,3 1,7 2,9 3
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ccmH -1,3 -1,6 -1,6 -1,2 -1,6 -1,8 -1,9 -2,2 -1,6

ccmH -1,8 -1,8 -1,8 -1,6 -2,2 -2,0 -2,3 -2,1 -2,2

cdaR /yaeG-0,8 -0,8 1,7 6,2

cdd -1,4 -1,3 0,8 -5,9 -1,3 -1,3 -1,5 -1,5 -1,6 -1,6 -1,8 -2,3 -3,7 7

cdh 2,3 2,4 3,3 0,7 -1,3 -1,5 -1,7 -1,5 -2,0 -1,6 -1,5 -1,5 -1,2

cdh 1,2 2,1 2,2 2,3 2,1 1,9 1,8 1,6 1,8

cdsA -1,1 -1,6 -1,6 -1,5 -1,7 -1,7 -1,8 -1,7 -2,9

celB 1,3 0,6 1,9 7,6

celC 1,4 0,7 4,3 13,5 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 1,1 2,3 3

celD 1,1 0,0 4,0 12,1 1,0 1,1 1,2 1,1 1,2 1,6 1,8 2,1 4,1 3

celF  0,1 -0,6 3,9 15,2 1,1 -1,1 1,1 -1,2 1,1 1,8 2,0 2,2 4,6 3

chaB 2,1 2,9 1,9 0,9

chbF -0,3 -1,3 3,7 12,4 2,0 1,1 2,0 1,1 2,1 3,9 5,0 7,2 12,6 8

chbG 1,7 1,7 2,0 4,2

cheA -1,1 -12,1 -10,2 -5,2 2,9 2,2 -2,3 -3,2 -3,0 -2,9 -2,9 -2,2 -1,5 5

cheB -0,7 -6,4 -3,7 -0,4 2,5 2,1 -1,8 -2,1 -1,9 -1,9 -1,7 -1,4 -1,3 5

cheR -1,8 -7,5 -3,1 -2,8 2,4 2,0 -2,2 -3,1 -1,8 -1,9 -1,5 -1,2 1,2 2

cheW 0,0 -8,0 -6,0 -0,2 2,9 2,6 -1,8 -2,6 -1,9 -1,8 -1,3 -1,1 1,3 5

cheY -1,3 -6,2 -4,0 -0,1 3,0 2,5 -1,4 -1,7 -1,3 1,0 1,3 1,3 2,7 2

cheZ -1,3 -4,3 -2,9 -2,0 2,7 1,9 -1,4 -1,6 -1,6 -1,5 -1,5 -1,6 1,1 5

chiA 0,7 -0,6 1,7 4,8

chiP 1,4 -3,2 -2,5 -4,5 -1,7 -2,4 -1,7 -1,1 1,4

chiQ -1,5 0,6 2,7 6,5

chpB 0,1 0,0 2,2 5,7 1,1 1,1 1,2 1,0 1,3 1,5 1,9 2,1 4,3 3

chpS 1,4 1,8 2,4 3,4

cirA -4,2 -5,3 -3,6 -3,5 -3,0 -2,7 -2,5 -2,0 -1,4

citA -0,6 -0,7 1,8 4,5 1,1 1,0 1,1 1,0 1,1 1,1 1,3 1,2 2,1 3

citC -1,4 -1,5 1,5 5,3 1,5 -1,9 1,9 1,3 2,2 2,7 3,6 4,4 7,0 8

citD 1,2 -1,1 2,1 -1,1 1,7 2,3 2,5 2,7 4,9

citE -1,0 -1,1 1,1 1,1 1,2 1,2 1,3 1,5 2,4

citF 1,7 1,5 1,5 1,2 2,1 1,9 2,6 3,6 5,1

citG 1,4 1,1 1,7 1,3 2,3 3,1 3,4 3,2 4,6

citT 0,8 1,5 3,7 11,4 1,2 -1,1 1,3 1,3 1,3 1,6 1,9 2,2 3,7 8

citX 1,4 -1,6 1,2 -1,2 1,3 1,5 2,3 2,6 4,2

cld -0,6 -1,3 -1,6 -5,8 1,0 -1,0 -1,0 1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -2,2 7

clpA 1,4 1,2 -0,1 -5,0

clpB -1,0 1,1 1,1 1,2 1,1 1,1 1,2 1,3 2,0

clpP 1,2 -1,5 -3,4 -15,8

clpX -1,5 -1,4 -4,9 -21,1

cmk -1,2 -1,1 -1,5 -4,8

cmoA -0,6 -1,4 -2,8 -4,3 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,6 -1,7 -2,0 -2,5 4

cmr 1,9 2,1 2,9 4,4

cmtA 0,0 -1,3 2,6 7,4 1,3 -1,1 1,1 -1,1 1,2 1,3 1,8 2,2 4,1 3

cmtB 0,2 0,6 0,6 4,0

cnu 1,4 -0,5 -2,8 -1,7 -1,1 1,2 1,3 1,2 -1,2 -1,4 -1,7 -2,6 -2,4 4

coaA -0,7 -1,4 -3,0 -1,5 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,4 -1,6 -3,3 7

coaD -1,2 -1,2 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,6 -1,9 -2,6

coaE -1,1 -0,6 -2,1 -7,3 1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,5 -2,5 7

cobB 1,4 0,0 -2,1 -4,9 -1,1 1,0 1,0 1,1 -1,1 -1,1 -1,3 -1,5 -2,9 7

cobT -1,2 -1,1 -1,3 -1,0 -1,4 -1,6 -1,7 -2,2 -2,4
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cobT -1,0 -1,2 -1,2 -1,0 -1,2 -1,3 -1,5 -2,1 -2,3

codA -1,8 -1,6 -1,8 -1,3 -2,0 -1,8 -2,0 -2,1 -2,4

codA -3,3 -4,7 -8,9 -18,0 -1,2 -1,5 -1,4 -1,4 -1,8 -2,3 -3,0 -3,7 -7,2 7

codB -3,3 -10,2 -10,3 -7,0 1,0 -1,6 -1,4 -1,4 -1,6 -2,0 -2,3 -2,6 -3,1 4

copA -1,6 -0,6 -2,3 -4,5

corA -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,5 -1,6 -1,7 -2,5

cpdA 0,0 -0,1 -1,6 -5,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,3 -1,4 -1,6 -1,9 -2,3 -4,8 7

cpsB 2,5 8,4 8,2 8,8 9,6 9,7 8,8 7,2 7,3

cpsG 7,4 9,3 27,9 10,3 1,1 4,5 4,7 4,8 4,1 4,0 3,5 2,8 2,6 1

cpxP 2,7 4,8 7,8 5,8 -1,0 1,4 1,5 1,7 1,9 2,1 2,1 2,1 2,2 8

creA 0,6 -1,2 0,3 4,6

creB 0,6 -0,5 0,7 1,2 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,6 -2,1

creD 2,8 2,8 4,8 12,0

crp 0,7 -0,6 -2,1 -11,3 1,0 1,1 1,1 1,1 1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -2,8 7

crr -0,7 0,0 -1,9 -22,1

csdE 1,3 1,1 -1,4 -3,0

csgA 4,6 6,0 7,0 3,6 1,3 3,3 3,8 3,6 2,9 2,7 2,3 2,1 1,6 6

csgB 5,2 3,0 4,9 12,6 2,0 3,6 3,6 3,9 2,3 2,1 1,9 2,1 3,7 1

csgC 2,7 2,8 1,6 3,9 1,2 1,8 1,7 1,9 1,3 1,2 1,5 1,4 2,4

csgD 1,7 -1,2 0,9 2,5 -1,3 -1,0 1,1 -1,0 -1,4 -2,0 -2,2 -2,4 -1,6 4

csrD -1,3 1,0 -1,0 -1,2 -2,2 -2,6 -3,0 -3,7 -1,9

csiR 1,4 2,0 2,1 3,1

cspA -2,6 -2,6 -1,9 -1,5 -1,1 -2,0 -1,9 -1,8 -1,8 -1,9 -1,9 -1,9 -2,3 5

cspB 1,3 1,4 6,3 20,2 1,4 -1,0 1,3 1,2 1,9 2,5 3,4 3,1 7,0 3

cspC -1,7 -2,0 -2,8 -3,4

cspF 0,0 -0,5 2,9 6,2

cspH 1,8 2,3 3,7 2,6

cspI 2,5 3,2 8,5 32,4 1,0 1,7 1,9 2,1 2,4 3,6 5,3 8,1 10,4 8

csrC 0,4 3,7 3,9 3,6 1,2 2,4 3,0 3,6 3,5 3,4 3,5 3,7 4,0 1

csrD -1,1 -1,1 -1,4 -1,4 -1,5 -1,9 -2,1 -2,1 -2,0

cstA -2,0 -3,6 -2,5 -2,0 -1,4 -2,0 -2,1 -2,8 -2,7 -3,0 -2,6 -2,4 -1,4 2

cueO -1,3 -1,4 -1,7 -1,8 -2,3 -2,3 -2,5 -3,0 -4,4

cueR 2,1 2,7 2,6 -1,1

cueR 2,0 4,1 1,9 -1,9

cusA -3,4 -2,8 -1,6 -0,9 -1,4 -2,6 -2,7 -2,8 -3,1 -3,4 -3,4 -3,4 -2,7 5

cusB -4,3 -3,2 -1,6 -9,4 -1,3 -2,6 -2,7 -2,5 -2,7 -3,1 -3,7 -4,6 -7,0 4

cusC -5,6 -3,8 -2,9 -13,7 -1,3 -2,5 -3,2 -3,4 -3,8 -3,8 -4,5 -6,5 -10,9

cusF -1,2 -1,3 -1,2 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -5,2

cusF -1,4 -1,7 -1,5 -1,2 -1,4 -1,5 -1,7 -2,3 -12,9

cusR -1,4 1,1 0,5 -2,8

cusS -1,2 -1,2 -1,3 -3,5 -1,2 -1,4 -1,4 -1,4 -1,6 -1,5 -1,6 -1,8 -2,7 7

cutF / nlpE 1,1 -1,1 -1,3 -1,2 -1,4 -1,5 -1,9 -2,2 -3,0

cvpA -4,3 -8,1 -6,7 -8,9 -1,1 -1,6 -1,6 -1,5 -1,6 -1,8 -1,8 -1,7 -2,4 3

cyaA 1,1 0,6 0,0 -8,2 -1,1 1,0 -1,0 1,1 1,1 1,0 -1,0 -1,1 -2,1 7

cyaR -3,0 -2,1 -3,4 -2,3

cydA 1,5 1,5 -1,7 -3,8

cydB 1,5 1,5 -2,4 -8,3

cydC -1,2 -1,5 -2,7 -6,2

cydD -1,3 -1,7 -3,0 -2,5

cynS 2,0 3,6 5,8 0,7
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cynX 1,3 1,7 3,6 3,3

cyoA -1,5 -2,0 -4,5 -24,9 1,1 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,5 -1,7 -1,9 -3,4 7

cyoB -1,8 -3,4 -9,9 -27,2 1,0 -1,3 -1,4 -1,4 -1,4 -1,6 -2,0 -2,4 -6,8 7

cyoC -1,6 -2,9 -6,0 -15,9 1,0 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -1,7 -2,2 -2,9 -7,5 7

cyoD -1,6 -2,2 -3,5 -6,3 1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,7 -2,0 -2,2 4

cyoE -2,0 -3,0 -5,0 -10,8 1,0 -1,3 -1,4 -1,5 -1,5 -1,7 -2,1 -2,6 -4,4 7

cysA -1,0 -1,2 -1,8 -1,3 -1,6 -1,2 -1,2 -1,5 -2,1

cysB -1,2 -1,8 -0,6 -2,3

cysC -9,8 -3,2 0,0 -9,5 1,0 -2,2 -1,9 -1,9 -1,8 -1,1 1,1 1,3 -1,2 2

cysD -9,3 -3,0 0,0 -31,2

cysE -1,2 -0,6 -2,0 -6,5

cysG 1,2 1,3 1,4 -2,6 1,0 -1,1 -1,5 -1,1 -1,4 -1,6 -1,7 -2,2 -3,0 7

cysH -14,2 -2,3 -0,2 -8,2 -1,0 -2,2 -1,8 -1,5 -1,2 1,2 1,4 1,4 -1,7 8

cysI -14,6 -2,3 -0,1 -16,6 -1,2 -3,2 -2,5 -1,4 -2,0 -1,7 -1,8 -2,0 -2,5 3

cysJ -18,6 -2,2 -0,2 -23,8 -1,0 -2,0 -1,7 -1,4 -1,3 1,0 1,1 1,2 -1,1 3

cysM -3,5 -3,8 -0,9 -5,0 -1,0 -2,0 -2,2 -2,0 -2,2 -1,9 -1,8 -1,9 -3,5 5

cysN -9,6 -3,0 1,5 -3,5 -1,0 -2,4 -2,0 -2,0 -1,9 -1,1 1,0 1,2 -1,2 2

cysN -7,2 -2,6 0,0 -4,6 -1,1 -2,2 -1,8 -1,8 -1,7 -1,0 1,1 1,3 1,2 2

cysP -7,0 -2,6 0,6 -4,3 -1,2 -1,4 -1,8 -1,2 -1,5 -1,3 -1,3 -1,5 -2,4 3

cysQ 2,0 2,5 2,0 -1,9

cysS -1,7 -1,6 -3,4 -5,7 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,8 -2,5 7

cysU -6,9 -3,7 -0,4 -4,9 -1,6 -1,6 -2,1 -1,5 -2,1 -1,8 -2,1 -2,2 -3,1 5

cysW -7,5 -3,7 -0,1 -7,7 1,0 -2,2 -1,8 -1,9 -1,8 -1,0 1,1 1,2 -1,0 2

dacA 0,5 -0,1 -2,3 -11,8 -1,1 -1,1 -1,0 -1,0 1,0 1,0 -1,0 -1,1 -3,2 7

dacB -1,3 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -2,1

dacC 1,0 1,3 1,4 1,4 1,6 2,0 2,2 2,2 1,7

dacD 1,5 1,9 3,8 7,8

dadA 1,7 3,5 3,4 1,6 1,3 1,4 1,7 1,8 2,0 2,1 1,9 1,9 1,4

dadX 0,5 3,7 4,4 3,0 1,1 1,2 1,4 1,8 2,0 2,0 1,8 1,7 1,2

dam 0,0 -1,5 -2,5 -3,9 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,6 -1,8 -2,3 -5,2 7

damX -1,4 -1,4 -2,8 -5,6 1,1 -1,1 -1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -2,3 7

dapA 1,2 0,0 -1,6 -10,1

dapB -0,1 -2,5 -5,9 -6,1 -1,2 -1,3 -1,7 -1,8 -2,3 -2,4 -2,9 -3,5 -6,7 4

dapD 1,2 -1,3 -1,7 -5,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -2,9 7

dapE 0,7 -1,7 -3,1 -2,5

dapF -0,6 -1,5 -2,4 -5,1 -1,0 -1,2 -1,4 -1,4 -1,5 -1,5 -1,8 -2,0 -3,2 7

dctA -4,6 -3,2 -2,4 -2,6 -1,5 -2,5 -2,7 -2,4 -2,7 -2,5 -2,5 -2,3 -2,9 5

dctR 2,7 6,8 1,0 10,0 1,2 5,2 6,1 5,3 3,1 2,3 2,1 2,1 2,8 1

dcuA -1,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,4 -1,6 -1,8 -1,9 -2,1

dcuC 1,4 1,8 3,5 8,8 1,1 1,1 1,1 1,0 1,2 1,5 1,5 1,9 2,5 8

dcuD -1,4 -1,4 1,8 4,8 1,0 -1,2 1,0 -1,2 -1,0 1,2 1,5 1,7 2,8 3

dcyD -1,8 -1,7 -1,3 -3,0

ddg -0,6 0,1 1,7 6,6

ddpA 0,1 1,3 2,0 5,8 -1,1 1,1 1,1 1,1 1,2 1,1 1,2 1,2 2,3 8

ddpB 1,4 1,3 1,6 1,2 1,9 2,5 2,3 2,8 3,9

ddpC 1,0 -1,3 -1,1 -1,3 1,1 1,3 1,5 2,0 3,2

ddpD 0,1 -0,6 1,9 5,2 -1,1 -1,3 -1,1 1,0 1,1 1,1 1,3 1,4 2,1 3

ddpF 0,2 2,0 1,0 3,1

ddpX -1,4 -0,6 1,1 4,5

deaD -3,1 -2,5 -1,3 -6,1
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dedA 1,9 0,5 -0,1 -3,1 1,1 1,4 1,3 1,1 -1,0 -1,1 -1,2 -1,5 -3,5 7

def 1,1 -1,1 -1,7 -6,5 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -2,2 7

degP -1,0 1,7 1,6 1,7 2,0 2,5 2,7 2,7 2,1

degS -1,1 -1,1 -1,1 1,0 -1,1 -1,0 -1,2 -1,3 -2,2

deoA -1,3 1,1 -1,2 -1,0 -1,3 -1,6 -2,4 -2,0 -3,2

deoD -1,3 -1,3 -2,1 -7,1

der /engA -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -2,2

dgkA 3,1 1,8 0,7 -0,8 1,0 2,0 2,1 1,5 -1,1 -1,3 -1,6 -1,7 -1,9 4

dgoT -0,5 0,6 2,4 6,6 1,4 1,2 1,7 1,3 1,8 2,5 2,8 3,1 4,7 8

diaA 0,0 -1,1 -1,6 -3,3

dicB 0,1 1,7 3,7 18,2 1,3 1,8 2,3 1,6 1,9 2,7 3,0 3,2 7,3 8

dicC 1,9 -1,6 3,8 22,2 -1,3 -1,7 -1,4 -1,9 -1,4 1,2 1,5 1,8 3,2 3

dicF 0,1 -0,7 1,3 8,7 -1,2 1,4 1,4 1,3 2,1 1,7 2,5 3,0 5,0 8

dicF1 -1,5 1,3 1,4 1,3 2,0 1,5 2,6 2,3 4,2

dinI -1,4 -1,1 -1,0 1,0 -1,1 -1,4 -1,2 -1,6 -2,2

dinD -0,1 -1,3 1,1 2,8

dipZ 0,0 -1,6 -2,5 -4,6 -1,1 -1,2 -1,4 -1,4 -1,5 -1,6 -1,7 -1,8 -2,6 7

djlB 0,6 -0,7 2,1 10,0 1,1 1,1 1,2 1,0 1,1 1,2 1,3 1,7 3,4 3

djlC 0,8 0,7 2,6 9,6 1,1 1,0 1,0 -1,2 1,1 1,2 1,3 1,4 2,4 3

dkgA 1,9 5,1 2,2 0,2 -1,3 2,1 2,2 2,4 2,7 2,4 2,6 2,8 1,7 1

dkgB 1,7 3,4 1,6 2,0 -1,3 1,4 1,7 2,0 2,0 1,7 1,3 -1,0 -1,2 6

dksA -1,5 -1,1 -2,5 -9,9

dld -1,2 1,3 1,2 1,3 1,1 -1,1 -1,3 -1,8 -2,6

dmlA 2,2 2,7 1,7 3,5

dmsC 0,9 1,2 2,6 4,3 1,1 2,0 2,1 1,7 2,2 2,4 2,3 2,3 2,3 1

dnaA -1,4 -1,4 -2,9 -25,7 1,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,5 -1,6 -3,2 7

dnaB -1,5 -0,8 -4,1 -4,9 -1,1 -1,3 -1,3 -1,2 -1,3 -1,2 -1,3 -1,4 -2,9 4

dnaE -1,5 -1,9 -2,6 -4,3 -1,4 -1,3 -1,5 -1,3 -1,5 -1,7 -2,1 -2,4 -3,0 4

dnaG -1,6 -1,8 -2,3 -6,4

dnaN -1,3 -0,7 -4,0 -6,7 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,9 -3,5 7

dnaT 1,3 1,5 0,5 -3,4 -1,3 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -2,0 7

dnaX -0,6 -1,5 -0,1 -15,5 -1,0 -1,3 -1,4 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -2,8 7

dosC 3,3 2,1 3,3 4,7

dosP 2,3 1,8 2,5 3,4

dosP 2,2 2,1 2,7 3,5

dppA -0,1 -1,3 -4,9 -54,3 1,0 1,0 1,0 1,1 -1,1 -1,2 -1,6 -2,0 -6,4 7

dppB -1,7 -4,1 -21,5 -25,5 1,1 -1,4 -1,6 -1,5 -1,8 -3,7 -7,4 -10,0 -8,0 4

dppC -1,2 -1,8 -2,1 -2,0 -2,6 -4,6 -6,3 -6,6 -5,0

dppD -1,2 -3,0 -12,3 -12,6 -1,0 -1,5 -1,4 -1,3 -1,7 -2,9 -4,6 -7,7 -9,7 4

dppF -1,3 -2,0 -12,5 -12,3 -1,0 -1,2 -1,1 -1,0 -1,3 -2,6 -4,6 -6,1 -5,9 4

dps 4,3 7,9 3,1 2,3 1,2 2,4 2,3 2,3 2,4 2,3 2,2 2,2 2,0 1

dsbC 0,6 1,3 1,4 -3,1

dsrA 3,4 9,4 4,5 3,4 -1,3 3,6 3,9 4,3 3,9 3,1 2,4 1,9 1,6 6

dsrB 1,7 2,2 2,3 4,5

dtd 0,6 -1,2 -3,7 -12,8 1,1 1,0 -1,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,6 -1,7 -2,9 7

dtpA 0,0 1,6 3,5 6,9 -1,1 -1,2 -1,1 1,0 1,4 1,6 1,8 2,5 3,2 3

dtpD -3,1 -1,2 1,2 1,6 -1,2 -2,0 -1,5 -1,4 -1,1 1,2 1,3 1,4 1,4 3

dusB -5,0 -3,8 -12,5 -8,5 -1,1 -2,1 -1,8 -1,7 -1,6 -1,6 -1,6 -1,6 -2,5 5

dusC -2,4 -1,9 -4,4 -4,8 -1,2 -2,3 -1,9 -2,0 -2,1 -2,1 -1,9 -1,9 -1,4 2

dut -1,1 1,2 1,4 -4,6 -1,3 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 -1,0 -1,3 -3,3 7
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dxr -1,0 -1,5 -1,5 -1,4 -1,5 -1,6 -1,8 -2,0 -2,7

dxs -1,4 -1,5 -2,4 -4,3 -1,4 -1,5 -1,5 -1,4 -1,5 -1,6 -1,9 -2,5 -4,7 7

eaeH -0,5 -0,7 2,7 7,8 1,7 1,5 1,5 1,1 1,6 2,1 2,5 3,8 8,2 3

eamA 1,2 0,0 1,2 3,9

eamB 0,7 -0,6 3,6 9,6 1,8 1,7 2,2 1,9 2,4 2,7 3,3 3,7 6,3 8

ebgA 1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,0 1,3 1,1 1,8 2,2

ebgA 1,2 -1,1 1,1 -1,2 1,1 1,3 1,7 1,7 3,3

ebgC -0,2 1,5 1,6 5,3 1,4 -1,4 1,3 -1,1 1,4 2,4 2,7 2,9 6,5 3

ecnA -1,4 -1,2 -1,9 -5,0 -1,0 -1,4 -1,2 -1,3 -1,2 -1,4 -1,5 -1,6 -3,7 7

ecnB 2,0 5,7 0,1 0,9

eco 2,9 7,1 6,7 0,8 1,0 1,8 2,2 2,7 2,9 3,0 3,1 2,8 1,8 1

ecpD 2,0 1,4 4,5 11,8 1,3 1,8 2,1 2,0 2,0 2,1 2,1 2,5 5,4 8

eda -1,6 -0,1 -3,1 -10,0 -1,2 1,1 1,0 1,0 -1,1 -1,1 -1,3 -1,6 -2,9 7

efeB -2,1 -2,0 -0,6 1,9 -2,6 -3,6 -3,1 -3,0 -2,9 -2,6 -2,3 -2,2 -1,8 2

efeO -5,7 -6,9 -5,0 -0,4 -3,9 -11,0 -9,2 -9,9 -8,5 -7,7 -6,1 -4,9 -4,0 2

efeU -5,2 -6,6 -3,0 1,2 -3,1 -13,7 -3,9 -9,8 -2,4 -2,1 -1,4 -1,0 1,5 2

efeU -6,1 -7,1 -0,8 2,3

efp -1,4 -1,2 -2,2 -6,9

elaA 1,1 0,6 1,4 2,6

elaB 1,7 3,3 -0,1 1,4

elaD 1,2 1,6 5,5 13,2 1,6 1,6 1,8 1,5 1,8 2,5 3,1 3,2 4,4 8

elfA 1,9 1,8 4,5 13,4

elfC 0,2 1,1 3,8 9,5 -1,1 -1,2 1,1 1,0 1,2 1,3 1,5 1,5 3,0 3

elfC 0,7 0,0 2,8 9,2 -1,1 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,0 1,1 1,1 2,2

elfC 0,0 0,2 3,0 11,7 1,2 -1,1 1,2 1,0 1,5 1,8 2,2 2,7 5,3 8

elfD 1,3 0,1 3,2 12,7

elfG 1,3 1,2 2,3 7,5

emrA -1,9 -3,4 -2,7 -4,3 -1,2 -1,6 -1,9 -1,9 -2,4 -2,9 -3,0 -2,9 -2,3 5

emrD 1,6 -1,0 1,4 1,4 2,5 3,2 3,4 3,3 5,1

emrK 0,7 -1,8 4,1 18,4 1,5 1,9 2,1 1,9 2,0 2,2 3,1 3,5 8,9 8

emrY 1,4 -1,5 3,7 14,6 1,2 1,4 1,7 1,2 1,4 1,8 2,5 2,8 5,6 8

eno 0,1 0,6 1,1 -10,5

entB -1,9 -3,1 -2,0 -2,5 -1,5 -1,2 -1,2 1,0 1,8

entC -6,9 -11,4 -5,8 -13,8 -5,4 -5,3 -4,3 -3,3 -2,4

entD -4,8 -3,2 -2,8 -2,8 -2,8 -2,7 -2,8 -2,4 -3,2

entE -11,8 -12,0 -8,7 -10,0 -8,1 -8,1 -6,2 -4,9 -3,2

entF -2,3 -2,4 -1,9 -2,0 -1,9 -1,7 -1,7 -1,6 -1,2

entH -3,0 -3,0 -2,5 -2,5 -2,0 -2,3 -1,7 -1,3 1,0

entS -1,8 -3,6 -2,4 -4,2 -1,9 -1,8 -1,2 1,0 1,7

envC -1,4 -1,4 -1,8 -1,8 -2,4 -2,7 -3,5 -3,0 -3,8

envR -0,8 -1,8 2,7 8,6 1,4 -1,9 1,1 -1,6 1,3 1,5 1,7 2,8 4,9

envZ -1,1 -1,0 -1,2 -1,1 1,0 1,1 1,1 -1,1 -2,1

epd 1,1 -1,3 0,7 -5,4 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,3 -1,6 -1,8 -2,2 4

eptA 20,2 2,5 -0,1 2,3 4,6 6,3 4,7 2,7 1,1 -1,4 -1,6 -1,3 -1,2 4

era -2,0 -1,7 -2,2 -7,0 -1,1 -1,5 -1,4 -1,4 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -2,9 7

erfK 1,7 2,3 1,7 3,4

erfK 0,0 1,4 1,5 2,7

erpA 0,8 1,3 1,3 -2,7

essQ 2,5 0,3 4,5 42,4

etk -1,3 3,2 3,1 3,0 2,8 2,4 2,1 1,6 1,2
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etp 9,5 10,1 8,1 1,1 -1,0 5,7 5,6 5,4 4,9 4,5 3,4 2,4 -1,1 6

eutB 2,2 2,6 1,7 -0,1

eutD 1,2 1,4 1,5 1,5 1,7 1,4 1,7 2,1 2,3

eutE -1,2 -0,4 2,3 5,4 1,5 1,4 2,3 1,8 2,8 3,0 3,8 5,3 9,9 8

eutH 0,7 1,8 2,4 5,9 1,5 1,4 1,8 1,2 2,1 2,3 2,4 3,1 5,8 8

eutJ 1,5 1,5 2,1 1,5 2,2 2,4 3,1 3,4 5,2

eutQ 1,3 0,6 2,3 4,3

eutR 2,0 2,1 2,8 0,6

evgS -1,1 1,2 1,2 1,2 -1,0 -1,4 -1,7 -2,2 -2,6

exbB -8,1 -11,7 -2,0 -5,3 -3,1 -7,1 -7,1 -5,9 -5,5 -5,6 -6,4 -7,3 -7,2 5

exbD -7,0 -9,7 -1,8 -5,5 -3,0 -10,7 -8,9 -8,9 -6,9 -6,3 -6,2 -5,5 -4,5 2

exoD 0,0 1,2 2,9 7,0

fabA -0,6 0,0 1,4 -4,0

fabB 1,3 1,7 1,5 -14,2

fabD -0,1 -1,3 -3,9 -21,0 1,1 -1,0 -1,0 -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -3,2 7

fabF -1,4 -2,3 -4,8 -14,9 -1,1 -1,3 -1,6 -1,6 -1,8 -1,9 -2,3 -2,7 -4,9 7

fabG -1,1 -1,6 -5,4 -20,3 -1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -1,4 -1,6 -2,2 7

fabH -1,3 -1,5 -4,2 -15,0 -1,1 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -1,8 -4,7 7

fabI -0,6 -1,2 -2,1 -11,0

fabR 1,4 0,5 1,1 -1,4 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -2,3 7

fabZ -0,6 -1,3 -1,3 -7,7 1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,6 -2,5 7

fadA -1,1 -1,3 -1,4 -1,2 -1,5 -1,8 -2,1 -2,3 -3,0

fadB -1,2 -1,1 -1,3 -1,3 -1,7 -1,9 -1,9 -2,1 -2,7

fadD -1,2 -1,8 -2,0 -2,1 -2,4 -2,5 -2,2 -2,4 -2,0

fadH -1,4 -1,8 2,1 7,3

fadK 1,0 1,1 1,5 1,7 1,7 1,7 1,6 2,1 2,5

fadL -2,7 -4,4 -5,5 -2,2 -1,1 -2,4 -2,4 -2,4 -3,0 -3,1 -3,5 -3,4 -2,3 5

fbaA 0,5 -0,7 -1,5 -18,3 1,0 1,0 -1,0 1,0 -1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -2,3 7

fbp 1,1 0,0 -1,8 -7,1 -1,2 1,0 1,0 1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -1,6 -2,5 7

fcl / wcaG 1,0 -1,0 1,3 1,0 1,5 1,5 1,7 2,5 3,1

fdnH 1,4 -1,4 1,2 -1,0 1,4 1,6 1,8 2,5 4,0

fdnI 1,2 1,2 1,4 1,5 2,3 2,3 2,3 2,6 2,8

fdoG -0,1 -0,5 0,6 -7,2 -1,1 -1,0 -1,2 1,3 -1,1 -1,1 -1,1 -1,6 -2,1 7

fdrA 1,2 1,0 -1,4 -1,2 -1,6 -1,8 -2,0 -2,5 -3,3

fdx -0,2 -1,2 -0,5 -12,6 -1,3 -1,5 -1,4 -1,5 -1,4 -1,5 -1,6 -1,5 -2,3 7

feaB 0,0 -1,3 1,6 6,6 -1,0 -1,3 -1,2 -1,6 -1,1 -1,0 1,1 1,4 2,4 3

feaR -0,9 -1,5 1,2 3,8 -1,4 -2,1 -1,8 -2,0 -2,0 -1,8 -1,6 -1,5 -1,1 2

fecA -14,2 -17,3 -13,2 -14,3 -2,4 -14,0 -17,9 -19,4 -15,0 -15,2 -11,7 -11,0 -6,1 2

fecB -6,8 -6,8 -4,9 -6,4 -2,4 -6,3 -6,9 -6,9 -7,4 -7,9 -7,4 -8,5 -8,0 5

fecC -2,6 -4,1 -4,3 -4,7 -3,6 -3,3 -3,0 -2,7 -1,8

fecD -3,3 -3,6 -2,0 -0,4 -3,2 -5,6 -5,1 -5,4 -3,9 -4,8 -3,8 -3,5 -2,7 2

fecE -2,6 -2,5 -2,0 -0,4 -1,9 -2,5 -2,3 -2,4 -2,5 -2,6 -2,6 -2,4 -1,4 2

fecI -3,1 -3,0 -1,4 0,1 -2,9 -5,8 -5,4 -6,4 -5,3 -4,5 -4,4 -3,3 -2,3 2

fecR -2,6 -4,5 -4,6 -6,0 -3,3 -4,0 -3,4 -3,2 -2,2

feoA -2,5 -1,8 0,6 -0,7 -1,8 -4,4 -4,9 -4,7 -2,6 -1,9 -1,6 -1,3 -1,6 2

feoB -2,6 -2,2 -1,7 -1,2 -2,3 -6,1 -4,1 -5,1 -2,9 -2,5 -2,2 -1,9 -1,6 2

fepA -4,2 -3,6 -3,5 -4,0 -3,7 -3,4 -2,7 -2,6 -2,0

fepB -2,6 -2,3 -0,8 0,3 -2,9 -3,8 -3,8 -3,7 -3,2 -3,3 -3,1 -2,2 -1,8 2

fepC -3,4 -7,2 -4,8 -6,9 -4,8 -3,7 -3,8 -2,6 -1,7

fepD -3,4 -8,2 -5,9 -8,4 -5,0 -4,7 -4,7 -2,9 -2,1
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fepE -1,2 -0,9 3,1 11,3 -1,1 -1,5 1,2 1,1 1,4 1,6 1,9 2,4 3,5 8

fepG -2,5 -2,5 -2,0 -1,9 -2,3 -2,3 -2,6 -2,8 -2,6

fes -2,3 -3,7 -2,9 -3,8 -2,0 -1,7 -1,4 -1,1 1,5

ffh -0,1 -1,4 -0,6 -5,5

ffs -2,3 -0,5 33,6 169,6 -1,1 -1,6 -1,1 -1,1 2,2 6,7 9,9 13,7 16,2 8

fhuA -9,1 -5,7 -2,4 -2,0 -6,8 -7,0 -6,0 -5,4 -5,8 -5,6 -6,3 -5,9 -5,0 2

fhuC -2,8 -2,8 -2,9 -2,4 -2,6 -2,8 -2,6 -2,7 -1,7

fhuD -2,5 -2,9 -3,1 -2,9 -2,1 -2,1 -2,1 -1,6 -1,2

fhuE -2,1 -2,2 -1,9 -2,1 -1,7 -1,7 -1,2 -1,0 1,7

fhuF -7,0 -7,8 0,7 -1,1 -8,0 -9,3 -10,0 -9,3 -9,3 -8,9 -8,3 -7,5 -6,1 2

fhuF -6,1 -7,8 0,3 -0,9 -7,5 -16,4 -13,2 -15,4 -12,5 -10,5 -9,2 -7,0 -4,7 2

fic 2,0 4,0 1,3 0,9

fimA -0,8 -2,1 -2,6 -1,1 -1,0 -1,4 -1,5 -1,6 -2,0 -2,9 -3,6 -3,9 -3,0 4

fimB -2,8 -5,8 -0,9 2,9 -1,0 -2,9 -3,1 -3,2 -3,0 -2,6 -1,9 -1,7 1,1 2

fimC 0,6 -1,6 -0,8 2,5

fimD 1,3 0,1 2,1 7,9

fimE 1,6 1,6 5,2 9,4 -1,0 -1,2 -1,1 -1,0 1,2 1,6 2,0 2,1 2,6 8

fimF 1,6 1,8 2,4 7,2

fimH 1,7 1,7 1,8 2,6

fimI 1,5 0,0 1,8 6,5

fimZ 0,7 0,6 3,3 10,1 2,0 2,0 2,5 2,3 2,3 3,8 3,6 4,4 6,2 8

fis -4,5 -5,0 -14,6 -8,6 -1,1 -1,9 -1,7 -1,6 -1,6 -1,6 -1,6 -1,6 -3,1 7

fiu -9,8 -6,5 -3,7 -4,4 -3,3 -2,6 -2,9 -2,0 -1,5

fixX -0,5 -1,2 4,1 8,3

fklB -1,2 0,0 -1,7 -2,5

fkpA 1,3 -1,5 -2,0 -2,8 -1,2 -1,2 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -1,5 -3,0 7

fkpB -1,8 -2,2 -4,2 -8,1

fldA 1,4 1,6 1,7 -8,3 -1,0 -1,4 -1,5 -1,4 -1,4 -1,6 -1,5 -1,5 -2,4 8

fldB -0,6 -1,1 0,1 -2,5

flgA -6,3 -11,4 -6,3 -6,5 -1,1 -4,3 -5,5 -5,7 -5,2 -4,9 -4,5 -4,7 -2,6 5

flgB -11,0 -80,0 -30,6 -23,0 1,0 -4,9 -25,3 -32,9 -19,2 -21,3 -17,8 -13,0 -8,0 5

flgC -5,6 -73,2 -37,8 -12,6 1,1 -3,4 -16,0 -28,0 -16,0 -11,2 -11,0 -8,3 -4,1 5

flgD -6,5 -74,9 -37,7 -25,9 1,1 -3,4 -12,8 -15,9 -12,5 -13,6 -11,0 -9,3 -6,4 5

flgE -3,7 -29,2 -20,4 -9,3 -1,0 -2,3 -6,7 -7,6 -6,1 -5,7 -4,3 -4,0 -2,3 2

flgE -5,8 -36,3 -34,6 -24,7 1,1 -2,6 -8,8 -9,1 -8,3 -7,4 -6,7 -6,6 -3,9 2

flgF -8,2 -39,0 -25,3 -13,2 1,1 -4,6 -14,8 -28,4 -16,6 -12,0 -10,4 -6,9 -5,4 5

flgG -7,6 -16,8 -20,9 -24,9 -1,0 -3,2 -7,0 -6,2 -6,4 -6,3 -7,2 -6,1 -5,6 5

flgH -6,2 -12,3 -9,5 -6,6 1,2 -5,0 -6,6 -9,7 -7,6 -8,0 -6,0 -4,8 -3,3 5

flgI -13,7 -18,4 -13,6 -17,7 -1,1 -4,1 -8,0 -7,7 -8,4 -8,7 -10,5 -9,0 -7,7 5

flgJ -6,9 -20,1 -11,5 -8,1 1,0 -4,3 -6,8 -6,6 -7,2 -6,9 -6,3 -6,2 -4,0 5

flgK -2,2 -15,4 -10,3 -5,4 1,5 -1,1 -4,4 -5,1 -4,4 -4,2 -4,3 -3,1 -2,3 5

flgL -1,5 -4,7 -4,2 -4,7 1,5 -1,1 -2,7 -2,6 -2,7 -2,8 -2,9 -2,9 -2,4 5

flgM -1,5 -2,7 -3,4 -11,7 1,2 1,2 -1,4 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -1,7 -2,2 4

flgN -1,7 -2,8 -3,7 -5,8 1,2 1,1 -1,5 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -1,8 -2,2 4

flhA -1,1 -2,0 -1,8 -1,5 -1,4 -1,3 -1,2 -1,2 1,0

flhB -3,1 -3,4 -1,6 1,7 -1,3 -6,6 -5,4 -6,8 -5,0 -4,1 -3,2 -2,4 -1,8 2

flhC -3,3 -3,3 -3,1 -5,0 -1,2 -1,4 -1,7 -1,7 -2,0 -2,4 -3,0 -3,8 -4,8 4

flhD -2,4 -2,7 -2,0 -4,2 -1,1 -1,4 -1,5 -1,5 -1,7 -1,9 -2,4 -3,3 -3,3 4

flhE -1,9 -2,4 2,1 7,2 1,2 -3,8 -2,2 -4,2 -1,1 1,1 1,5 2,0 3,7 3

fliA -7,1 -52,0 -30,4 -15,8 -1,0 -3,4 -20,0 -28,0 -25,1 -20,9 -22,7 -17,7 -13,6 5
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fliC -1,3 -9,4 -7,2 -9,3

fliD -2,2 -16,7 -10,1 -3,8 1,7 1,1 -4,4 -3,9 -5,3 -5,0 -4,7 -4,4 -3,4 5

fliE -5,9 -11,6 -7,0 -1,6 -1,0 -5,1 -7,6 -8,3 -6,5 -5,6 -4,9 -4,4 -2,3 2

fliF -7,2 -28,1 -8,2 -2,5 -1,1 -6,6 -12,9 -14,8 -7,0 -6,8 -5,9 -4,5 -2,7 2

fliG -9,8 -18,3 -11,3 -6,1 -1,1 -6,3 -11,7 -12,2 -9,8 -9,9 -8,7 -7,2 -5,2 5

fliH -6,2 -7,7 -5,8 -3,0 -1,0 -4,1 -5,9 -6,3 -4,9 -5,0 -4,7 -3,9 -2,3 5

fliI -6,5 -13,4 -8,2 -4,3 1,1 -4,5 -10,7 -12,4 -9,5 -8,0 -6,2 -6,2 -4,0 5

fliJ -4,3 -14,1 -13,9 -5,3 1,1 -2,5 -4,2 -4,1 -4,4 -3,9 -3,6 -3,6 -2,0 5

fliK -4,7 -11,9 -8,2 -2,8 -1,0 -3,1 -6,3 -6,9 -6,1 -5,8 -5,1 -4,7 -2,6 5

fliL -10,6 -28,2 -26,6 -12,4 -1,1 -4,1 -12,9 -14,7 -12,2 -14,0 -11,0 -10,1 -8,0 5

fliM -5,8 -15,8 -10,9 -8,9 -1,2 -4,1 -7,4 -6,5 -6,0 -6,1 -6,0 -5,7 -4,2 5

fliN -4,9 -13,7 -5,2 -3,7 -1,1 -5,5 -11,0 -14,1 -8,0 -10,3 -7,0 -5,5 -4,4 5

fliO -6,5 -14,2 -9,6 -5,7 -1,1 -4,5 -9,5 -9,0 -9,6 -10,6 -8,5 -7,6 -6,4 5

fliP -1,2 -4,3 -4,6 -4,7 -3,8 -3,3 -2,9 -2,1 -1,6 0

fliQ -3,2 -4,8 -1,9 -0,1 1,0 -2,7 -3,1 -3,3 -2,7 -3,1 -2,7 -2,2 -1,7 5

fliR 1,3 -1,2 -1,7 -1,5 -2,4 -3,0 -3,2 -3,0 -5,0

fliS -2,1 -10,6 -7,7 -2,4 1,6 -1,0 -4,0 -4,1 -3,8 -3,3 -3,0 -2,7 -1,4 5

fliT -1,9 -5,4 -3,5 -1,5 1,6 -1,1 -2,6 -2,5 -2,8 -2,8 -2,5 -2,3 -1,5 5

fliZ -3,9 -5,9 -11,6 -6,8 1,1 -1,7 -3,1 -3,2 -3,2 -3,2 -3,0 -2,8 -2,6 5

flk -1,4 -1,2 -1,2 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,7 -2,2

flu 0,6 0,0 -1,8 -5,2 -1,0 1,1 1,2 1,2 1,2 1,1 1,1 -1,0 -2,5 6

flxA 0,0 -2,7 -0,7 2,3

fmt 0,5 -0,7 -2,3 -4,4 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -1,6 -1,7 -1,9 -3,4 7

fnr -1,3 -1,2 -0,2 -8,6

focA 2,2 2,8 3,3 2,3

focA_2 8,7 12,1 18,0 6,5 -1,3 3,7 4,3 5,0 4,5 4,1 3,5 1,6 -1,4 6

focB 0,6 0,0 1,9 4,3 -1,0 -1,2 -1,1 -1,2 -1,0 1,2 1,3 1,2 2,1 3

folA -0,7 3,9 1,8 0,0

folB -1,4 -1,3 -2,2 -3,8

folC 0,0 -1,2 -2,6 -3,7 -1,2 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -1,9 -2,8 7

folD -1,6 -2,3 -3,5 -4,6 -1,2 -1,1 -1,1 -1,0 -1,1 -1,3 -1,5 -1,8 -2,8 7

folE -1,4 -1,7 -3,4 -12,7 -1,0 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -1,5 -1,6 -2,6 7

folK -1,7 -1,6 -2,8 0,1

folP -0,6 -1,2 -2,6 -5,5 -1,1 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,7 -2,6 7

folX 1,2 -0,5 -1,9 -8,1 -1,3 -1,1 -1,1 1,0 1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -2,9 7

fpr 1,8 1,9 2,8 -1,7 -1,1 1,0 1,0 1,3 1,8 2,1 2,2 2,4 2,0 8

frc  -1,1 0,0 2,1 5,6 -1,2 1,2 1,1 1,1 1,0 1,1 1,2 1,3 2,2 3

frdA 6,9 7,1 6,0 -0,1 1,2 3,0 3,0 3,1 2,9 3,2 2,7 1,8 -1,6 6

frdB 4,2 5,7 5,3 1,5 1,0 3,1 3,3 3,5 3,4 3,5 3,1 2,0 -1,1 6

frdC 3,0 4,2 3,1 2,4 -1,3 3,3 3,3 3,4 2,9 2,8 2,4 1,4 1,1 6

frdD 2,5 3,6 4,6 6,9 1,1 2,1 2,1 2,2 2,0 2,1 1,8 1,4 1,4 6

frlB 1,1 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,4 1,4 2,0

frlC  1,5 1,5 1,5 1,3 1,4 1,5 1,7 1,9 2,3

frlD 0,7 0,6 1,7 3,8

frlR 1,2 -0,6 -2,2 -3,2

frmB -1,6 -2,8 -3,0 -2,7

frr -1,4 -1,5 -2,1 -8,6 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,1 -1,2 -1,4 -2,9 7

fruA 1,0 -1,2 -1,5 -1,5 -1,7 -2,0 -2,0 -1,8 -1,6

fruB -0,2 -2,2 -2,0 -1,1 1,0 -1,2 -1,8 -1,7 -2,2 -2,5 -2,6 -2,6 -2,5 4

fruK 1,1 -1,1 -1,5 -1,5 -1,7 -1,8 -2,0 -1,7 -2,1
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fruR -0,1 -1,1 -2,6 -10,1 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -2,9 7

frvA -1,8 -1,9 2,2 8,6

frvR 1,5 1,3 2,2 5,5

frvX 1,3 1,0 1,3 1,2 1,3 1,5 1,6 1,7 2,0

frwB -0,6 1,1 3,8 9,8 1,8 1,1 1,6 1,1 1,7 2,8 3,6 4,0 11,5 8

frwC -1,9 -1,6 2,1 6,5 1,5 -1,8 1,7 -1,0 2,3 2,0 2,8 4,1 4,8 8

fryC 1,7 2,3 4,5 4,1

fsaB 1,3 1,0 1,2 1,1 1,4 1,7 1,2 1,5 2,4

ftn 0,7 1,3 -0,7 -3,0

ftnB 2,0 1,6 0,7 2,7

ftsA -0,5 -1,5 -2,1 -2,5 1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,3 -1,4 -1,5 -2,3 7

ftsB -1,2 -1,1 -0,2 -8,6

ftsE -1,3 -1,7 -2,2 -3,8

ftsH -0,8 -2,1 -2,4 -6,9

ftsI -1,4 -1,8 -2,2 -2,5

ftsK -1,5 -2,1 -3,6 -6,9 -1,1 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -1,7 -2,0 -2,6 -4,7 7

ftsL -1,1 -1,2 -1,8 -6,6 1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 1,0 -1,0 -1,1 -2,6 7

ftsN -1,5 -1,6 -2,3 -4,5 7

ftsP -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,7 -1,8 -2,2

ftsQ -1,1 -1,3 -1,5 -3,4 1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,0 -1,1 -1,3 -2,2 7

ftsW -0,7 -2,0 -0,9 3,1

ftsX -0,7 -1,6 -2,3 -2,8

ftsY -1,1 -1,4 -1,9 -3,0

ftsZ -0,1 -1,1 -2,1 -6,7 1,1 1,1 1,0 1,0 -1,0 -1,0 -1,1 -1,3 -3,2 7

fucA 1,7 1,5 4,7 14,8 1,5 3,2 3,5 3,3 3,4 3,4 3,1 2,5 3,9 1

fucO 0,3 0,1 3,1 8,6 1,2 1,3 1,4 1,3 1,4 1,4 1,7 1,9 2,8 8

fucP 0,0 0,1 3,3 8,4 1,1 -1,5 1,1 1,0 1,2 1,5 1,8 2,3 4,1 8

fucU 1,9 2,0 -1,6 -2,2 -1,0 1,6 1,5 1,4 1,4 1,2 1,1 -1,0 -2,4 7

fumA 0,0 -1,4 -2,2 -3,8 1,0 1,0 -1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -1,7 -2,5 7

fumC 1,7 1,4 5,8 0,6

fur -1,2 -0,6 0,0 -8,7

fusA -1,2 -1,2 0,0 -8,6

gabD -1,1 1,7 1,1 1,1 -1,1 -1,4 -1,7 -2,0 -2,4

gabT -1,4 1,1 -1,2 -1,1 -1,6 -1,5 -1,7 -1,8 -2,1

gadA 2,9 28,0 3,2 6,1 -1,2 8,3 10,6 11,6 7,4 3,4 2,7 1,8 1,9 6

gadB 7,6 21,9 -1,2 1,0 1,2 14,3 16,7 15,9 11,4 5,6 3,6 2,9 2,4 6

gadC 3,4 14,4 -0,7 3,9 1,3 9,4 12,0 9,3 6,6 3,3 2,4 2,1 2,3 6

gadE 6,0 17,6 2,6 4,0 1,6 8,8 9,8 10,3 7,7 5,7 5,0 3,8 4,3 6

gadW 2,6 3,4 -2,5 -1,3 1,0 2,1 2,0 1,9 1,2 -1,4 -1,9 -2,1 -2,5 4

gadX 3,1 4,4 0,0 -2,8 -1,1 1,7 1,7 1,8 1,5 1,4 1,3 1,2 -1,4

gadY 4,0 5,7 -2,4 -1,0 -1,1 2,4 2,6 2,4 1,8 1,3 1,0 -1,4 -2,6 7

galE 0,0 -1,6 -3,5 -16,7 -1,0 -1,1 -1,3 -1,2 -1,5 -1,9 -2,2 -3,3 -5,1 7

galF -1,1 -1,1 -2,9 -5,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -2,1 7

galM 1,2 0,1 -2,2 -7,3 -1,1 1,1 1,1 1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,6 -2,8 7

galP 3,3 2,3 1,3 0,9 1,3 2,3 2,3 2,2 1,6 1,2 -1,0 -1,2 1,0 6

galR 1,3 1,6 3,2 -1,0 -1,2 2,3 2,5 2,8 3,1 3,1 2,8 2,3 -1,3 6

galT -0,2 -2,1 -3,5 -7,0 -1,1 -1,3 -1,5 -1,5 -1,7 -2,3 -2,7 -2,7 -2,8 4

galU 1,1 -1,3 -2,6 -3,2 -1,1 1,1 -1,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -2,4 7

gapA -0,1 -1,2 -0,8 -8,4

gapC 1,2 1,5 -1,4 -6,9
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garD -1,5 -1,5 1,6 3,5

garL 1,2 1,5 1,5 1,6 1,4 1,4 1,4 1,6 2,8

garP -1,1 1,7 4,6 6,8

gatA -1,3 -3,0 -2,7 -9,7 -1,0 -1,3 -1,5 -1,5 -1,8 -1,8 -2,1 -2,6 -4,1 4

gatB -1,3 -6,0 -8,9 -4,5 1,1 -1,3 -1,6 -1,8 -2,9 -3,7 -4,0 -6,1 -3,9 4

gatC -1,5 -5,1 -6,3 -4,2 1,1 -1,2 -1,7 -2,1 -2,9 -3,8 -4,4 -4,5 -4,5 4

gatD -1,7 -5,4 -3,1 0,8 1,0 -1,5 -1,9 -2,7 -2,2 -1,6 -1,3 1,1 2,1 2

gatR 1,1 1,7 6,0 18,8

gatY -1,4 -1,6 -1,1 -6,7

gatZ -1,4 -2,4 -2,0 -9,8

gcl -1,2 -1,2 1,5 4,7 -1,2 -1,1 -1,0 -1,0 1,1 1,2 1,3 1,8 2,3

gcp -0,6 1,4 -0,5 -4,1 -1,2 -1,4 -1,4 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -2,2 7

gcvB 0,0 4,3 10,0 8,7 1,1 -1,3 -1,1 1,2 1,7 1,8 2,0 2,3 2,6 3

gcvH -2,6 -3,9 -3,3 -10,9 1,0 -2,0 -1,9 -1,6 -1,6 -2,1 -2,2 -2,0 -1,7 5

gcvP -7,0 -9,1 -9,9 -10,4 -1,1 -3,0 -2,8 -2,1 -2,0 -3,4 -3,5 -3,6 -3,6 5

gcvR 1,1 -1,1 -2,6 -6,9

gcvT -5,8 -9,5 -7,2 -9,2 -1,1 -2,4 -2,5 -2,2 -2,3 -3,4 -3,9 -3,6 -2,7 5

gdhA -1,4 -2,1 -5,4 -9,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,8 -2,2 -2,3 -4,3 7

gef 1,8 0,9 2,0 4,1

gfcE 9,2 12,4 16,4 3,7 -1,0 4,8 4,8 4,4 4,3 4,1 3,6 2,8 -1,2 6

ggt -1,2 -1,1 -1,3 -1,0 -1,4 -1,6 -1,8 -2,2 -2,8

ghrA 0,7 -0,6 -1,5 -6,2

ghrB 1,3 1,2 -2,3 -4,4 -1,2 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 -1,1 -2,1 7

gidA -2,5 -1,6 -4,9 -4,3 -1,1 -1,6 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -2,2 7

gidB / rsmG -1,2 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -2,1

gip -1,2 1,5 3,0 6,2 1,4 1,4 1,6 1,6 1,6 1,8 1,9 2,5 4,0 8

glcB 2,0 4,0 0,6 1,1 -1,1 1,7 2,1 2,1 1,6 1,2 1,1 -1,1 -1,1 6

glcD 4,1 11,9 1,1 1,0 -1,3 3,3 3,8 3,8 3,0 2,2 1,8 1,5 1,0 6

glcG 2,9 6,1 -2,2 -2,8 -1,1 2,3 2,4 2,2 1,8 1,3 -1,0 -1,3 -2,3 6

gldA 14,2 24,4 26,5 2,2 1,4 9,6 10,5 11,2 10,7 10,1 8,6 5,9 2,2 6

glgA 1,8 1,7 1,8 -8,7 -1,0 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,2 1,1 -3,7 7

glgB 1,3 -1,3 -3,2 -9,1 -1,0 1,2 1,1 1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -2,3 7

glgC 1,5 -0,2 -3,8 -4,9 1,0 1,4 1,2 1,1 -1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -2,8 7

glgP 2,4 2,0 2,1 -4,6 -1,0 1,8 1,7 1,8 1,8 1,7 1,5 1,1 -2,8 6

glgS 2,7 4,2 1,2 1,8 1,0 2,0 1,9 2,0 2,0 1,8 1,8 1,7 1,4 6

glgX 1,4 -0,7 -2,9 -6,0 -1,0 1,3 1,1 1,1 1,0 -1,0 -1,2 -1,3 -2,6 7

glmM -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -2,2 -2,5

glmS 0,7 -0,7 -3,1 -7,3 -1,3 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -1,8 -3,3 7

glmU 1,2 -1,6 -3,0 -7,0 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -2,2 -4,5 7

glmY -0,1 1,4 1,8 4,3 1,6 3,0 4,1 4,7 5,1 3,4 2,5 2,1 1,5 6

glnA -5,5 -4,1 -7,9 -4,7 -1,2 -3,8 -3,0 -2,7 -3,4 -4,5 -5,0 -4,4 -6,2 5

glnB 0,1 0,0 -1,6 -3,5

glnD -1,1 1,2 1,5 -2,5

glnE -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,6 -1,8 -2,3

glnG -1,2 -1,6 -1,5 -1,6 -1,7 -2,1 -1,9 -1,6 -1,6

glnH 0,0 0,0 -2,1 -9,8 -1,0 1,1 1,1 1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -2,0 7

glnK  1,1 -1,9 1,1 -1,6 1,1 1,7 2,2 2,5 3,8

glnL -5,0 -2,9 -4,8 -9,8 1,1 -2,3 -2,2 -2,1 -2,3 -2,3 -2,7 -1,9 -1,8 5

glnP -0,5 -1,8 -6,6 -6,6 1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -1,7 -1,9 -2,8 -4,5 7

glnQ -1,6 -2,0 -3,8 -5,9 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,7 -2,4 -4,5 7
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glnS -1,3 -1,9 -3,5 -10,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,6 -1,8 -2,4 -4,5 7

gloA 0,6 1,5 1,5 -4,8

glpA 0,6 -0,7 -3,0 -4,9

glpD 0,6 0,7 0,6 -9,4 -1,2 -1,0 -1,2 1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -1,9 -2,1 6

glpE 1,3 -0,6 -1,4 -2,3

glpF -1,7 -2,0 -1,8 -6,0 -1,0 -1,2 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -1,7 -1,9 -2,3 4

glpG -0,7 -1,4 -1,8 -9,1 1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -2,3 7

glpK -2,1 -3,7 -3,6 -15,7 -1,2 -1,5 -1,8 -1,8 -2,2 -2,2 -2,7 -3,2 -4,1 4

glpQ 0,2 1,2 1,8 4,3

glpR 1,3 -0,6 -1,6 -7,0 -1,1 1,1 1,0 1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,5 -2,9 7

glpT -0,5 -1,5 1,7 2,6 1,1 -1,2 1,0 -1,5 1,1 1,5 2,0 2,7 4,6 3

glpX -1,4 -1,5 -1,7 -1,7 -1,9 -2,0 -2,5 -2,4 -2,2

gltA -1,2 -1,5 -1,5 -3,5

gltB -2,5 -7,5 -15,7 -11,8 -1,2 -2,0 -2,6 -2,7 -3,8 -4,7 -5,6 -7,5 -6,6 4

gltD -2,2 -10,2 -17,6 -12,8 -1,2 -1,9 -2,8 -3,3 -4,3 -5,4 -6,9 -8,7 -8,9 4

gltF -2,1 -3,8 -2,2 2,3 -1,2 -2,2 -2,2 -2,4 -3,1 -3,3 -2,8 -2,3 -1,7 5

gltI 1,3 1,4 -2,2 -20,1

gltJ 0,0 -1,2 -2,5 -4,1

gltS -1,5 1,2 1,9 4,6

gltX -0,1 -1,2 -2,0 -6,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -2,2 7

glxR -0,4 -0,1 2,3 7,4 1,6 1,2 1,5 1,2 1,8 2,0 2,0 2,4 4,1 8

glyA -0,8 -3,3 -10,4 -11,3 1,1 -1,2 -1,6 1,1 -1,6 -2,1 -2,4 -2,9 -3,2 7

glyQ -1,4 -1,7 -3,2 -8,2 -1,1 -1,5 -1,5 -1,4 -1,5 -1,6 -1,8 -1,9 -3,2 7

glyS -1,6 -2,4 -4,5 -13,0 -1,1 -1,5 -1,6 -1,5 -1,6 -1,7 -1,7 -1,9 -2,3 4

gmd 1,1 1,1 1,2 1,3 1,3 1,3 1,5 1,9 3,1

gmhA / lpcA -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,8 -2,7

gmk -1,2 -1,4 -1,8 -6,1 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,3 -1,3 -1,5 -1,8 -2,9 7

gmm /// wcaH-1,2 0,1 2,1 3,4 -1,2 -1,1 1,1 -1,1 1,1 1,1 1,2 1,7 2,0 3

gnd 1,1 0,0 -1,7 -8,0 1,2 1,1 -1,1 1,2 -1,1 -1,4 -1,8 -2,3 -3,6 7

gntP 1,3 1,2 1,4 1,3 1,6 1,6 1,8 2,4 3,3

gntT -2,4 -2,1 -1,7 1,3

gntU -0,8 1,2 2,4 3,5 1,1 -1,1 1,1 -1,3 1,2 1,0 1,4 1,6 2,6 3

gntX -1,1 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -1,6 -1,6 -1,7 -2,2

gor 0,5 0,7 -2,2 -4,5 -1,3 1,1 1,0 1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,4 -3,8 7

gph 1,3 -1,3 -3,9 -6,3 -1,1 1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,6 -1,9 -3,6 7

gpmA 0,0 1,2 -0,5 -9,2 -1,0 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,0 -1,1

gpmB -1,4 -1,3 -1,6 -1,3 -1,7 -1,7 -1,8 -2,0 -1,7

gpmM -0,1 -1,5 -6,1 -36,1 -1,2 -1,0 -1,1 -1,2 -1,5 -1,8 -1,8 -2,2 -6,2 7

gpp -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,6 -3,2

gpsA -1,7 -2,2 -13,4 -45,7 -1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,8 -1,9 -2,1 -5,4 7

gpt -2,5 -1,3 -4,3 -5,5 -1,1 -1,3 -1,1 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -2,8 7

greA -0,2 -1,7 -1,9 -10,8 -1,0 -1,3 -1,4 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,7 -2,7 7

greB 1,1 1,1 1,0 1,1 1,1 1,3 1,4 1,3 -1,3

groEL 0,6 -1,4 -9,3 -21,8 -1,0 1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 1,1

groES 0,6 -1,4 -7,2 -5,4 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 1,2

grxB 1,3 1,7 1,6 -4,1

grxC -0,5 -0,6 -3,2 -57,3

grxD -0,1 0,6 0,0 -6,4

gshB -1,1 -1,3 -2,5 -17,5 -1,1 -1,2 -1,7 -1,3 -1,8 -2,3 -2,1 -2,3 -2,9 7

gsiA -1,7 -1,6 -2,2 -5,6
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gsk -1,8 1,4 -1,7 -2,7

gspA 0,0 -0,8 2,8 13,4 1,6 1,2 1,5 1,1 1,6 2,1 3,1 3,4 5,9 8

gspB 0,1 -0,6 1,6 4,2

gspC -1,3 -1,5 2,3 8,3

gspD -1,2 -1,3 1,0 6,2 -1,1 1,1 1,2 1,3 1,2 1,2 1,3 1,2 2,1 8

gspE -1,6 -1,6 1,8 6,3 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,2 -1,0 -1,1 1,0 2,2 3

gspF -1,3 -0,1 0,7 4,0

gspG 0,6 0,7 2,9 14,2 1,2 -1,3 1,2 -1,0 1,2 1,5 1,8 2,3 3,4 3

gspH / hofH 1,2 -1,1 1,0 -1,0 1,2 1,2 1,4 1,7 2,9

gspI -0,8 0,0 2,1 12,8 1,3 -1,3 1,2 -1,1 1,3 1,7 1,8 2,5 4,6 3

gspJ -0,2 1,2 3,1 8,5 1,7 -1,1 1,4 1,0 1,6 2,1 3,0 3,8 6,4 8

gspK 0,0 1,2 3,7 7,7 1,1 1,1 1,3 1,3 1,3 1,4 1,5 1,7 2,2 8

gspL 2,2 3,6 9,5 9,5 1,2 1,8 2,1 2,2 2,1 2,3 2,1 1,9 2,0 1

gspM 1,3 0,7 1,9 6,8 1,1 1,2 1,3 1,3 1,2 1,2 1,4 1,5 2,1 8

gspO 1,3 1,9 2,5 3,9 1,1 1,2 1,3 1,3 1,5 1,5 1,6 1,8 2,2 8

guaA -2,0 -3,1 -6,6 -14,2 -1,3 -1,2 -1,1 -1,1 -1,4 -1,9 -2,3 -3,2 -7,6 7

guaB -2,1 -2,4 -3,8 -9,2 -1,2 -1,1 -1,3 -1,0 -1,3 -1,8 -1,9 -2,4 -2,4 7

guaC 1,4 1,3 -1,0 -3,8

guaD 1,1 -1,5 -0,6 2,9

gudD 2,5 3,4 2,2 3,0

gudP -0,6 -1,4 2,8 9,6

gutQ -2,1 -1,4 -1,6 -1,6 -2,1 -2,2 -2,4 -2,5 -2,1

gyrA -1,4 -1,6 -3,1 -17,3 -1,3 -1,1 -1,4 -1,1 -1,4 -1,7 -1,5 -1,9 -2,3 7

gyrB -1,5 -2,4 -3,8 -16,6 -1,0 -1,2 -1,3 -1,4 -1,6 -1,7 -1,8 -2,0 -2,6 4

hcaE 6,8 15,4 21,8 2,6 -1,1 4,2 5,0 5,6 5,9 5,8 5,2 4,0 1,3 6

hcaF 11,4 25,4 36,3 3,1 -1,0 4,6 5,7 6,3 6,7 6,5 6,2 5,0 2,3 6

hcaB 10,7 26,8 33,2 1,9 -1,4 5,0 5,8 6,2 6,4 5,9 5,1 3,5 -1,1 6

hcaC 8,5 16,5 19,7 2,3 -1,1 4,5 5,4 5,8 5,8 5,7 4,8 3,4 1,7 6

hcaD 11,5 16,5 14,1 3,3 1,2 5,1 5,8 6,0 5,6 5,0 4,3 2,7 1,7 6

hchA 3,1 5,8 1,3 6,2 -1,2 2,9 2,6 2,5 2,5 2,1 1,8 1,5 1,9 1

hcp -1,0 -1,2 -1,1 -1,8 1,0 1,0 1,5 2,0 2,4

hdeA 4,3 10,6 -0,1 1,4 1,1 3,2 3,6 3,7 2,9 2,4 2,0 1,5 -1,4 6

hdeB 1,8 3,6 -1,4 -0,8 1,2 2,8 3,0 2,9 2,5 2,1 1,9 1,5 1,0 6

hdeD 3,2 10,9 2,2 8,8 1,2 4,4 5,7 5,9 3,8 2,5 2,3 2,3 3,5 1

hdfR 2,5 3,7 4,1 3,9 1,0 1,3 1,7 1,8 2,0 2,0 2,1 2,3 3,1 8

hdhA 1,1 2,0 2,0 2,2 2,3 2,3 2,3 2,2 1,7

hemA -0,5 0,6 -0,1 -5,8

hemB -0,6 -0,5 0,4 -5,6

hemC 1,1 -1,1 -0,1 -5,4

hemD 0,1 0,0 -0,8 -7,0

hemE -0,7 -1,3 -2,5 -6,7

hemG 1,1 -1,4 -2,0 -3,3

hemK / prmC -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,6 -1,7 -1,8 -2,2 -2,2

hemL 0,9 -0,8 -2,0 -5,7 -1,3 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,6 -1,8 -2,5 7

hemX -0,8 -1,5 -2,7 -4,0

hemY -1,5 -1,8 -3,2 -3,7

hepA -1,3 -2,1 -2,1 -1,9 -2,0 -2,3 -2,5 -2,6 -2,2

hflC -0,6 -1,9 -3,5 -7,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -3,2 7

hflD -1,8 -1,7 -3,0 -10,8

hflK -0,7 -2,0 -3,1 -11,7 1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,1 -1,0 -1,0 -1,2 -2,4 7
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hflX -0,1 -1,5 -1,7 -9,7

hfq -1,1 0,6 0,2 -6,3

hicB 1,0 1,7 2,7 0,1

hicB 0,2 1,7 2,6 -1,3

higA -1,3 -1,6 1,2 4,9

higB -1,3 -2,1 1,1 4,2

hinT 1,8 1,5 -2,3 -3,6 1,0 1,1 1,0 1,1 -1,0 -1,1 -1,4 -1,5 -3,5 7

hisA 1,5 1,2 -1,5 -4,1 1,0 1,3 1,3 1,3 1,2 1,1 1,0 -1,2 -2,5 6

hisB 0,2 1,4 -0,4 -19,9

hisC 0,8 1,6 0,1 -10,8

hisF 0,7 1,2 -1,2 -8,3

hisG 0,1 1,3 0,7 -3,8

hisH 1,7 1,4 -0,2 -4,4

hisI 0,0 0,6 -1,2 -7,3

hisJ -3,1 -3,4 -4,1 -2,6 -1,2 -2,0 -1,9 -1,8 -2,1 -2,1 -2,5 -2,7 -2,2 5

hisL -1,5 -0,1 2,4 3,7 1,4 -1,2 1,1 1,1 1,4 1,7 1,8 2,3 3,2 2

hisM -3,1 -4,8 -7,9 -5,1 -1,0 -1,7 -1,8 -1,7 -1,8 -2,0 -2,4 -3,1 -4,2 4

hisP -2,4 -3,0 -3,1 -1,3 -1,1 -1,7 -1,7 -1,8 -2,2 -2,4 -3,0 -3,1 -2,5 4

hisQ -3,4 -4,1 -3,5 -1,4 -1,1 -2,1 -2,3 -2,4 -2,5 -2,8 -2,9 -2,8 -2,8 5

hisS 0,0 -1,4 -2,0 -8,7

hiuH 3,1 5,2 8,9 15,1

hlpA 0,1 -1,2 -2,6 -30,5 1,1 1,0 1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -1,6 -3,5 7

hlyE 1,5 2,6 3,0 11,1 1,2 1,8 2,0 2,0 2,2 2,4 2,5 2,8 6,2 8

hns -0,1 -1,1 -1,5 -12,9

hofB 1,2 1,3 1,4 1,3 1,5 1,8 1,9 2,3 3,9

hofC 1,1 1,1 1,4 1,3 1,5 1,6 1,7 1,8 3,1

hofO 0,4 -0,5 1,9 5,0

hofP 1,3 0,1 2,6 6,4

hofQ -0,6 0,0 2,4 6,4 1,1 1,3 1,2 1,2 1,2 1,2 1,3 1,9 2,2 3

hokA 0,8 -1,9 1,6 3,6 -1,1 -3,3 -2,4 -2,5 -2,0 -1,7 -1,2 1,0 1,5 2

hokB 6,2 8,2 12,6 8,0 -1,3 1,9 2,0 2,0 2,4 2,6 2,7 2,9 2,3

hokD 2,5 2,8 5,1 3,7

hokE -1,2 -0,7 3,5 12,5 1,8 -1,1 1,7 1,0 1,9 3,0 4,2 5,1 8,4 8

holA -0,8 -1,5 -3,7 -5,5 -1,2 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -1,7 -2,0 -1,6 -4,4 7

holC -0,1 -1,8 -5,1 -28,9 -1,1 -1,1 -1,3 -1,3 -1,4 -1,7 -1,7 -1,9 -2,1 4

holD -1,4 -1,3 -4,3 -13,3

hpf 1,2 1,3 1,3 -8,8

hpt -1,0 -1,4 -1,4 -1,4 -1,5 -1,4 -1,6 -1,5 -2,9

hscA -0,3 -1,7 -0,6 -4,2 -1,1 -1,7 -1,8 -1,9 -1,9 -2,0 -2,3 -2,8 -3,5 4

hscB -0,1 -1,2 -0,1 -5,9

hsdR 0,1 -1,9 -3,2 -3,0 -1,1 -1,1 -1,4 -1,5 -1,7 -2,0 -2,3 -2,9 -2,9 4

hslJ 1,3 1,5 -1,4 -3,6

hslO -1,8 -1,7 -3,0 -14,3

hslR -1,5 -1,4 -2,6 -4,1

hslU 0,8 -1,7 -4,4 -11,0

hslV 0,3 -2,0 -4,0 -20,5

hsrA 0,8 0,7 1,3 4,3

htpG -0,3 -2,7 -4,3 -8,8

htrE 1,3 0,0 4,9 18,6 1,5 -1,1 1,1 1,0 1,1 1,4 1,8 2,0 3,1 3

hupA -0,6 -1,7 -3,6 -4,5 -1,4 -1,5 -1,8 -1,7 -1,7 -1,9 -2,0 -1,9 -2,4 5
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hupB -0,1 -1,1 -1,4 -3,5

hyaA 1,7 5,3 0,8 1,7 1,1 1,8 2,3 2,2 1,7 1,4 1,6 1,9 2,3 1

hyaB 1,3 2,1 1,8 4,4 1,2 3,7 4,0 4,9 3,7 3,4 3,7 5,1 7,6 1

hyaC 1,2 1,2 1,6 1,4 1,6 1,7 2,0 2,9 3,4

hyaE 1,2 1,2 1,2 1,2 1,1 1,2 1,1 1,4 2,3

hyaF 1,2 1,9 2,1 3,5

hybA -2,2 -2,1 0,0 1,2

hybD 1,0 -1,1 -1,4 -1,1 -1,6 -1,9 -2,3 -2,3 -2,7

hybF -1,3 -1,6 -1,6 -1,5 -1,8 -1,9 -2,4 -2,0 -2,6

hycA 1,2 -1,6 1,1 1,1 1,2 1,3 1,5 2,0 2,5

hycD 1,0 -1,0 -1,1 -1,4 1,0 1,3 1,5 1,7 2,3

hycE 1,2 -1,1 1,0 -1,3 -1,1 1,1 1,4 1,9 2,7

hycF -1,1 -1,2 -1,0 -1,2 -1,1 1,0 1,0 1,4 2,3

hycH -1,2 -1,2 1,0 -1,0 1,0 1,1 1,5 1,5 2,4

hyfA -1,4 -1,8 -1,5 -1,9 -1,2 -1,0 1,3 1,4 2,5

hyfB 1,0 -1,2 -1,0 -1,1 1,2 1,6 2,0 2,2 3,0

hyfC -0,6 -0,9 1,9 4,2 2,0 1,2 1,7 1,1 2,0 2,0 2,3 4,4 5,5 3

hyfD 1,8 1,1 1,6 1,9 1,9 2,3 2,8 2,7 6,6

hypA -1,2 -2,4 -1,3 -1,8 -1,2 -1,2 -1,2 1,5 2,2

hypE 2,3 2,4 1,3 -1,3 -1,2 1,1 1,0 1,2 1,1 1,0 -1,1 -1,2 -2,0 7

hyuA -1,6 1,0 1,2 1,1 1,4 1,3 1,4 1,7 2,2

iaaA -1,7 -1,3 1,6 -5,4

iadA 1,0 -1,2 -1,4 -1,4 -1,7 -1,9 -2,1 -2,5 -3,5

ibpA 0,1 -1,3 1,7 3,7 -1,2 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,0 1,1 1,3 2,2 3

ibpB 1,3 -1,8 2,8 13,1 -1,5 -1,4 -1,4 -1,5 -1,6 -1,1 1,3 2,3 6,1 3

icd -0,1 -1,2 -0,8 -5,5

iclR -1,0 -1,2 -1,5 -1,5 -1,9 -2,0 -2,1 -2,4 -2,3

idnD -1,4 -1,8 2,3 8,4 1,5 -1,2 1,4 -1,3 1,6 2,2 3,0 3,8 8,1 3

idnK 1,1 0,0 2,8 7,2 1,3 1,2 1,6 1,1 1,6 2,6 3,3 3,5 6,2 8

idnO 0,0 -1,3 1,4 6,7 -1,0 -1,0 1,0 -1,2 -1,2 -1,0 1,1 1,1 2,1 3

ihfA -0,5 -1,3 -2,3 -18,4

ihfB 1,7 2,1 0,0 -17,4

ileS -1,6 -2,5 -3,6 -6,6 -1,2 -1,6 -1,7 -1,7 -1,8 -2,0 -2,4 -2,7 -4,9 7

ilvA -2,6 -3,6 -5,4 -12,3 1,2 -1,6 -1,8 -1,9 -2,1 -2,4 -3,1 -4,1 -5,6 4

ilvB -2,5 -4,7 -3,2 -12,8 1,1 -1,5 -1,8 -1,9 -2,3 -2,3 -2,4 -2,5 -2,0 5

ilvC -1,9 -3,6 -14,0 -23,3 -1,0 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -1,8 -2,3 -2,7 -5,6 7

ilvD -2,4 -3,7 -6,7 -8,8 1,1 -1,5 -1,7 -1,7 -1,9 -2,3 -2,9 -3,3 -3,5 4

ilvE -1,4 -2,6 -5,0 -9,1 1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,6 -1,9 -2,1 -2,5 -2,8 4

ilvG -2,4 -2,6 -2,2 -12,7 1,1 -1,8 -1,7 -1,6 -1,6 -1,7 -1,8 -2,4 -3,3 4

ilvG -3,0 -2,9 -2,6 -4,9 1,0 -2,0 -1,9 -1,9 -1,9 -1,9 -2,1 -2,7 -2,5 4

ilvH 0,5 -2,1 -4,6 -2,6 1,0 -1,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,7 -1,7 -1,9 -2,0 4

ilvI 0,0 -2,9 -14,8 -19,9 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,7 -2,2 -2,6 -3,3 -6,0 4

ilvM -2,0 -2,8 -2,5 -2,8 1,0 -1,5 -1,5 -1,6 -1,7 -1,8 -2,0 -2,5 -3,1 4

ilvN -1,5 -2,4 -2,5 -22,8 1,2 -1,2 -1,4 -1,4 -1,5 -1,7 -1,7 -2,1 -4,5 4

imp 1,0 -1,1 -1,5 -3,9

inaA -0,6 1,3 3,4 5,9

infB -1,4 -1,7 -1,6 -9,9

infC -1,2 -1,2 0,1 -6,0

insA 0,6 1,2 2,0 2,5

insC -1,2 0,6 1,6 2,4
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insE -0,6 1,3 2,2 4,0

insJ 0,0 -1,6 1,4 6,7

insK 0,5 -0,5 2,4 6,8

insP 1,5 0,1 3,9 12,4

intA -0,6 -1,5 0,3 3,0

intE 1,4 1,7 2,4 4,6

intG -6,8 -13,3 -4,1 -1,4

intK 0,1 -1,2 4,2 16,2

intQ 0,8 1,5 3,3 11,3

ipk / ispE -0,7 0,5 -2,2 -5,9 -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,6 -1,8 -3,7 7

IptF -1,8 -1,8 -2,3 -3,9

iraD 0,0 3,2 7,3 4,4 1,0 1,3 1,6 2,3 2,7 5,3 7,3 8,8 8,3 8

iraM 1,6 0,7 6,6 14,8 2,0 1,3 1,9 1,4 2,5 4,3 5,5 5,9 10,0 8

iscU 0,0 1,2 1,0 -11,0 0

iscX -1,3 -1,2 -0,6 -4,8 0

ispA -1,3 -1,3 -1,8 -13,8 -1,1 -1,2 -1,5 1,0 -1,2 -1,4 -1,6 -1,8 -2,1 7

ispB -0,1 -1,2 -2,1 -6,2

ispD -1,3 -1,7 -4,8 -7,8 -1,5 -1,3 -1,5 -1,5 -1,7 -2,1 -2,9 -3,6 -6,6 4

ispF 1,2 -1,3 -4,2 -5,1 -1,4 -1,1 -1,2 -1,2 -1,5 -2,0 -2,8 -3,7 -5,6 4

ispG -1,1 -1,1 -1,4 -4,9 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -2,2 7

ispH -1,3 -1,8 -4,2 -6,8 1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,9 -2,1 -2,3 -4,5 7

ispU -1,5 -1,5 -1,3 -5,8 -1,0 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -2,1 7

isrA 1,4 1,7 2,4 3,7

isrC 0,1 -0,6 1,8 6,5

ivbL 1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,9 -2,8

jayE 1,9 -1,2 1,8 1,1 2,5 3,0 3,6 5,1 8,4

katE 3,1 9,9 1,8 -0,1 -1,3 3,0 2,9 2,9 3,0 2,8 2,8 2,7 1,9

katG 1,3 -1,3 -2,8 -2,4 -1,3 1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,8 -2,0 -1,5 4

kbaY 1,5 1,2 1,6 -1,1 1,5 2,0 1,8 2,9 4,2

kbl 1,7 3,4 3,1 1,3

kdgK -1,1 -1,3 -2,2 -3,9 2,2 1,2 -3,1 -2,7 -2,5 -2,7 -2,0 -2,4 -1,7 7

kdgK -1,4 -15,7 -11,9 -7,4 -1,4 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,4 -2,1 7

kdgT -0,7 -0,1 2,8 9,6 1,4 -1,1 1,3 1,0 1,7 1,8 2,3 3,0 4,9 3

kdpA 1,8 1,2 1,6 1,2 1,7 2,2 2,7 3,3 5,3

kdpF -1,0 -1,1 -1,1 1,1 1,1 1,2 1,5 1,6 3,2

kdsA 1,2 1,3 -0,1 -11,4 -1,1 1,2 1,3 1,3 1,3 1,2 1,1 1,0 -2,7 7

kdsB 0,8 -1,4 -1,4 -4,0

kdtA -1,1 -1,2 -1,2 1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -2,4 -3,1

kdtA -1,1 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -1,9 -2,4

kduD 1,1 -0,2 1,6 5,2 1,1 1,4 1,1 1,0 1,1 1,1 1,2 1,4 2,4 3

kduI 0,8 -0,6 3,0 14,3 1,0 1,1 1,1 -1,0 1,0 1,2 1,3 1,6 3,5 3

kefB 1,4 1,5 3,0 1,2

kefG 2,1 2,9 5,2 1,2

kgtP -2,0 -3,3 -3,9 -4,6 -1,0 -1,4 -1,5 -1,6 -1,7 -2,0 -2,1 -2,0 -1,4 5

ksgA -1,1 -0,6 -2,3 -7,6

kup -1,6 -2,5 -3,2 1,5 -1,1 -1,6 -1,6 -1,8 -2,1 -2,3 -2,3 -2,1 -1,7 5

lacY -5,3 -9,0 -5,7 -1,9 -1,1 -3,0 -3,6 -4,5 -5,0 -4,7 -4,2 -3,8 -2,4 5

lamB -4,5 -10,2 -7,8 -4,1 1,5 1,0 -1,1 -2,6 -4,2 -4,9 -4,7 -4,0 -2,7 4

ldhA 1,7 1,6 -2,3 -3,7

lepA -1,2 -1,7 -3,2 -8,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -2,5 7
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lepB -0,7 -1,3 -1,9 -3,3 -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -2,7 7

leuA -2,1 -5,1 -15,3 -10,0 1,1 -1,5 -1,8 -1,9 -2,2 -2,7 -3,3 -4,8 -3,8 4

leuB -1,9 -7,0 -27,8 -21,2 1,2 -1,8 -2,2 -2,3 -2,7 -4,0 -6,0 -11,2 -13,4 4

leuC -1,8 -6,6 -18,9 -22,1 1,1 -1,6 -1,8 -2,0 -2,3 -3,3 -3,8 -6,7 -8,6 4

leuD -2,5 -4,2 -5,9 -4,5 1,1 -2,0 -2,5 -2,6 -3,0 -3,3 -3,8 -4,9 -3,7 5

leuE 0,7 2,9 4,3 6,7 1,0 1,2 1,5 1,8 2,2 2,3 2,2 2,2 2,4 8

leuL 0,5 -1,3 -0,6 0,7 1,2 -1,1 -1,2 -1,1 -1,2 -1,5 -2,1 -2,2 -1,9

leuS -1,3 -1,7 -2,1 -6,8

lgt -1,3 -1,8 -2,8 -4,7 -1,2 -1,3 -1,4 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -1,5 -2,9 7

ligB -0,7 -2,1 1,4 7,1

ligT 1,2 0,0 -2,0 -5,1 1,0 -1,1 -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -2,5 7

lipB 1,2 0,0 -1,8 -1,8 -1,3 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -1,7 -3,0

lit 0,6 2,2 1,8 3,8 -1,1 1,4 1,8 2,1 2,2 2,4 2,3 1,9 1,5

livF -1,8 -5,6 -17,2 -13,6 -1,1 -1,7 -2,0 -2,2 -2,9 -3,9 -4,8 -4,7 -4,3 4

livG -2,0 -7,0 -15,3 -10,1 -1,4 -1,9 -2,2 -2,4 -3,5 -5,5 -7,5 -10,5 -7,7 4

livH -2,0 -7,5 -13,1 -5,3 1,0 -1,6 -2,0 -2,1 -2,7 -3,5 -3,6 -3,4 -3,4 4

livJ -0,1 -3,1 -42,7 -65,2 -1,0 -1,0 -1,2 -1,3 -1,9 -3,2 -5,2 -10,2 -18,4 4

livK -1,7 -5,3 -25,7 -36,0 1,0 -1,5 -1,6 -1,8 -2,3 -3,0 -3,9 -4,8 -5,3 4

livM -2,0 -7,9 -20,9 -8,8 -1,1 -2,1 -2,9 -2,9 -3,9 -7,5 -9,0 -8,9 -8,3 4

lnt -0,2 -2,1 -3,0 -3,8 -1,2 -1,4 -1,6 -1,6 -1,9 -1,9 -2,5 -3,0 -3,4 4

lolA 0,6 -1,3 -2,5 -16,0 -1,1 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,6 -4,0 7

lolB -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,8 -2,9

lolD -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,3 -1,5 -1,5 -2,4

lomR -1,1 -1,2 -1,5 1,1 -1,5 -1,6 -1,8 -2,0 -2,4

lon 1,5 -2,4 -6,2 -7,1 -1,1 -1,3 -1,6 -1,7 -2,3 -2,4 -2,7 -2,9 -2,0 4

lpd -1,3 -1,4 -1,2 -6,9

lpp 0,1 -0,1 -3,0 -1,7 -1,1 1,1 1,2 1,1 1,1 -1,1 -1,1 -1,4 -2,3 7

lptA 0,0 -1,2 -1,9 -16,2

lptB 1,1 -1,2 -2,9 -9,7

lptC -0,6 -1,3 -2,9 -9,5

lptE -1,1 -1,8 -1,6 -4,4 -1,1 -1,2 -1,3 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -2,8 7

lpxA -1,4 -1,8 -1,4 -5,4 -1,0 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -2,8 7

lpxB -1,5 -1,9 -2,3 -8,9 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,8 -2,1 -3,3 7

lpxD -0,7 -1,7 -3,3 -13,3 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,7 -1,8 -2,8 7

lpxH -1,1 -1,2 -1,1 -1,2 -1,4 -1,4 -1,6 -2,0 -2,1

lpxK -2,0 -1,8 -2,1 -2,6

lrp -1,3 -1,4 -1,7 -10,7 -1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -2,0 7

lspA -1,6 -1,8 -3,0 -16,4 1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -2,8 7

lsrB 2,4 5,1 3,3 4,4

ltaE 1,3 1,4 -1,6 -3,3

luxS 1,0 1,9 -2,1 -9,7 -1,2 1,2 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 -1,0 -3,8 7

lysA -1,9 -6,7 -4,1 -0,7 -1,0 -1,9 -2,3 -2,7 -2,9 -3,0 -3,0 -2,6 -2,0 5

lysC -1,8 -5,3 -4,9 -5,4 -1,1 -1,7 -2,2 -2,1 -2,5 -2,7 -2,7 -2,8 -3,1 5

lysP -5,9 -7,6 -16,9 -10,3 -1,1 -3,5 -4,7 -5,4 -6,1 -6,8 -7,8 -7,2 -5,3 5

lysR -1,0 -1,0 -1,1 -1,0 -1,0 1,1 1,3 1,2 3,2

lysS -2,3 -2,8 -6,9 -8,9 -1,1 -1,3 -1,4 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,8 -2,7 7

lysS 0,6 1,2 2,9 2,4 1,0 1,1 1,0 1,1 1,2 1,5 1,7 2,0 2,3 8

lyxK -1,7 -1,6 1,9 7,7 1,7 1,2 1,9 1,2 2,1 2,4 3,5 4,3 7,8 8

maeA 0,0 -1,4 -3,5 -5,2 -1,1 -1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -1,6 -1,9 -3,3 7

maeB -1,5 -2,4 -6,3 -7,0 -1,0 -1,0 -1,3 -1,3 -1,5 -1,7 -2,0 -1,9 -2,6
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maf -0,6 -1,3 -1,7 -5,6 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,8 -3,3 7

malE -3,8 -19,6 -41,9 -12,3 1,4 1,1 -1,1 -2,5 -6,9 -9,6 -9,2 -7,1 -6,6

malF -3,3 -7,1 -3,1 -1,4 1,2 -1,1 -1,2 -1,9 -2,1 -2,2 -1,7 -1,7 -1,4 5

malG -1,6 -2,8 -2,5 -0,8 1,3 -1,1 -1,3 -2,2 -2,7 -2,7 -2,5 -2,5 -1,5 5

malI -1,2 -0,1 1,9 5,8

malK -3,1 -15,0 -7,8 -3,4 1,4 -1,0 -1,2 -2,8 -8,0 -7,2 -5,5 -3,9 -3,7 5

malM -3,0 -4,0 -2,5 -1,8 1,3 -1,0 -1,1 -2,1 -2,8 -2,6 -2,6 -2,2 -1,7 5

malP -0,5 -1,9 -5,7 -4,9 1,3 2,0 2,1 1,2 -1,6 -1,7 -1,9 -1,9 -2,8 4

malQ -1,5 -2,5 -4,4 -3,3 1,2 2,0 2,0 1,1 -1,4 -1,5 -1,8 -2,2 -1,7 4

malS 1,0 1,8 1,8 1,1 -1,9 -1,3 -2,3 -2,5 -3,2

malT -1,8 -2,4 -2,9 -3,2 -1,2 -1,4 -1,5 -1,5 -1,8 -2,2 -2,4 -2,8 -4,0 4

malT -1,9 -3,7 -5,7 -10,6 -1,2 -1,7 -2,3 -2,6 -4,0 -5,5 -6,6 -7,0 -6,3 4

malX 1,6 1,8 2,7 3,9

malZ -1,5 -0,6 0,8 3,4

manA 1,3 1,4 -1,2 -4,1

manC -1,1 -1,4 -1,5 -1,4 -1,5 -1,7 -2,0 -2,0 -1,9

manX -1,5 -2,4 -3,7 -5,9 1,1 -1,1 -1,4 -1,5 -1,7 -2,0 -2,3 -2,2 -2,2 4

manY -1,6 -1,7 -3,9 -4,7 1,0 -1,0 -1,2 -1,3 -1,4 -1,8 -1,8 -2,1 -3,0 4

manZ -1,9 -1,7 -3,6 -2,8 -1,1 -1,1 -1,3 -1,2 -1,3 -1,5 -1,7 -2,0 -2,4 4

map -1,5 -1,6 0,6 -3,7

marA 0,8 3,3 11,4 1,5 -1,3 1,5 1,6 2,0 2,8 3,4 3,7 4,0 3,9 8

marB 1,4 1,7 3,8 5,7 -1,0 1,2 1,3 1,4 1,8 2,3 2,6 2,9 2,8 8

marR 0,4 3,3 11,1 1,3 -1,1 1,3 1,3 1,5 2,2 2,7 2,9 3,3 3,2 8

matA 0,0 -1,3 4,8 14,9

matB 0,7 -0,5 0,2 2,6

matC 0,5 0,0 1,9 4,9

mazG -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -1,6 -1,9 -2,3 -3,2

mcbR 1,7 2,1 2,1 7,3

mcrA 1,4 0,7 3,8 9,5 -1,0 1,1 1,2 1,2 1,2 1,4 1,7 1,8 3,3 3

mcrB -1,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,8 -2,0 -2,2 -2,1 -1,0

mcrC 1,0 -1,0 -1,2 -1,4 -1,9 -1,9 -1,8 -2,1 1,0

mdaA -1,2 -1,3 -1,5 -1,4 -1,2 -1,0 -1,0 -1,1 -2,0

mdaB 2,0 4,5 2,0 -1,8 -1,2 1,3 1,7 2,1 2,2 1,9 1,5 1,3 -1,5 6

mdh 0,1 1,4 1,2 -7,3

mdlA 0,8 1,4 2,7 4,5

mdoB -4,5 -5,7 -2,9 -0,9 -1,0 -4,3 -3,9 -4,2 -3,3 -3,1 -2,7 -2,0 -1,2 2

mdoC -1,2 -1,6 -1,6 -1,5 -1,6 -1,8 -1,9 -2,1 -2,0

mdoD -1,4 -1,2 -1,3 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -2,7

mdoG 0,5 -1,2 -1,9 -4,9

mdoH -0,7 -2,0 -3,7 -4,2 -1,2 -1,2 -1,4 -1,4 -1,5 -1,8 -2,4 -2,8 -3,9 4

mdtA 3,0 2,3 2,1 0,0 1,1 1,9 1,7 2,0 2,0 1,9 1,8 2,1 4,5 1

mdtB 1,0 1,5 1,6 1,5 1,6 1,6 1,5 1,6 2,2

mdtC 1,1 1,4 1,4 1,5 1,5 1,6 1,7 1,9 2,6

mdtD -1,2 2,3 2,6 2,9 2,7 3,1 3,0 4,5 5,3

mdtE 2,6 7,7 0,9 5,0 1,4 6,6 8,6 7,3 3,6 2,3 2,0 2,2 3,1 1

mdtF 2,3 18,0 22,4 20,9 6,9 4,6 5,0 6,6 10,5

mdtG 1,7 2,6 4,8 3,0 1,3 1,0 1,1 1,2 1,6 1,8 2,0 2,1 2,0 8

mdtL -1,6 -1,5 1,0 4,6 -1,0 -1,2 -1,0 -1,1 1,0 1,2 1,1 1,6 2,6 3

mdtN 1,5 1,6 1,6 1,5 2,1 1,9 2,4 3,1 4,6

mdtO 2,2 1,1 2,0 1,6 2,6 2,8 4,2 3,9 7,0
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melA -1,2 1,0 1,0 -1,0 -1,0 1,1 1,1 1,4 2,1

melB 1,2 1,4 1,9 4,0

melR 0,4 1,3 2,3 3,9

menB 0,1 1,2 -1,5 -5,1 -1,2 -1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,6 -2,3 -2,8 7

menC -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,6 -1,9 -2,4 -2,9

menE 1,5 -1,5 -1,6 -1,6 -1,8 -1,8 -1,9 -2,0 -2,0

menF -1,2 1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -1,5 -1,5 -2,0

menH -1,1 1,3 1,1 1,1 -1,1 -1,3 -1,7 -2,2 -2,7

mepA -1,4 -1,9 -5,7 -13,6 -1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,8 -2,5 -5,2 7

metA -2,0 -2,9 -15,6 -3,6 1,0 -1,6 -1,4 -1,5 -1,7 -3,0 -4,1 -4,3 -4,0 4

metB -2,1 -2,2 -3,3 -2,8 1,0 -1,5 -1,3 -1,4 -1,7 -2,1 -2,4 -2,5 -2,4 4

metC -2,0 -2,9 -9,8 -7,4 -1,1 -1,3 -1,3 -1,2 -1,5 -2,3 -3,5 -4,8 -3,7 4

metE -3,0 -12,3 -88,5 -59,3 -1,0 -1,9 -1,4 -1,4 -1,8 -4,0 -9,6 -16,7 -16,5 4

metF -4,4 -8,5 -41,3 -14,8 1,0 -2,2 -1,6 -1,6 -2,1 -3,7 -6,9 -9,1 -6,7 4

metG -1,5 -1,9 -10,6 -12,7 -1,0 -1,2 -1,5 -1,2 -1,5 -1,6 -1,9 -2,1 -2,4 7

metH -1,6 -4,7 -11,5 -8,2 -1,2 -1,8 -2,3 -2,3 -2,7 -3,3 -3,7 -4,1 -4,3 4

metI -2,0 -2,3 -4,6 -3,2 1,1 -1,3 -1,3 -1,3 -1,7 -1,9 -2,2 -2,9 -3,2 4

metJ -1,3 -1,2 -2,3 -4,3 1,0 -1,2 -1,3 -1,2 -1,5 -2,0 -2,5 -3,1 -3,1 4

metJ -1,4 -1,4 -3,8 -2,6 1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,8 -2,1 -3,1 4

metK -2,1 -1,9 -25,9 -24,8 -1,0 -1,1 1,0 -1,0 -1,1 -1,5 -2,2 -3,1 -3,2 4

metL -2,1 -3,5 -4,0 -3,0 -1,0 -1,5 -1,6 -1,5 -1,8 -2,2 -2,4 -2,4 -2,2 5

metN -3,0 -4,2 -17,3 -7,5 -1,1 -2,0 -1,6 -1,7 -2,1 -4,0 -5,9 -5,8 -5,5 4

metQ -1,3 -1,9 -8,8 -10,8 1,0 -1,1 -1,0 -1,1 -1,3 -1,7 -2,2 -2,7 -5,9 7

metR -2,2 -3,3 -8,9 -5,4 1,1 -1,5 -1,3 -1,3 -1,6 -2,8 -5,0 -5,9 -4,0 4

mfd -0,1 -1,1 -2,0 -4,7

mglA -0,7 -0,8 3,2 11,3 -1,2 -1,2 -1,0 -1,3 -1,0 1,0 1,2 1,3 2,2 3

mglB 2,3 2,8 3,2 0,2

mglC 0,6 0,1 3,2 8,4 1,3 -1,1 1,4 -1,1 1,6 1,9 2,7 3,3 5,9 3

mgsA 1,3 1,1 -1,4 -4,5

mgtA -3,8 -4,0 -0,8 -1,1 -1,1 -2,4 -3,0 -2,9 -2,7 -2,8 -2,1 -1,6 -2,6 5

mhpA 1,2 1,1 1,4 1,0 1,9 2,5 2,8 3,4 5,7

mhpB 1,1 1,5 1,3 1,2 1,4 1,5 1,5 1,8 2,6

mhpE -1,3 0,1 2,4 5,2 1,3 1,2 1,3 1,1 1,4 1,4 1,7 2,0 3,8 3

mhpF 1,3 1,3 1,3 1,2 1,3 1,3 1,5 1,6 2,1

miaB -2,0 -1,8 -7,8 -9,5 -1,2 -1,5 -1,4 -1,3 -1,4 -1,4 -1,4 -1,7 -3,4 7

micC 1,3 1,3 3,4 7,9 2,2 -1,1 2,1 1,3 4,0 5,2 6,6 7,7 9,9 8

micF 1,5 1,6 3,8 5,8

mioC -1,3 -0,1 -1,7 -6,0

mipA 2,1 1,8 3,3 -3,3

mlaB -0,7 -0,2 2,3 6,6

mlrA 3,7 8,1 3,3 3,1

mltA -1,4 -1,4 -1,6 -1,4 -1,6 -1,8 -2,1 -2,6 -3,1

mltB -0,1 0,0 3,9 12,8 1,5 1,3 1,9 1,4 2,1 2,3 2,9 4,3 5,4 8

mltB -0,7 0,1 -4,3 -5,3 -1,2 -1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -1,8 -3,6 7

mltC -1,3 -1,6 -3,5 -2,6 -1,1 -1,3 -1,5 -1,4 -1,4 -1,4 -1,7 -2,2 -3,1 7

mltD -2,3 -2,8 -1,8 -6,1 -1,6 -1,6 -2,2 -1,2 -1,8 -2,3 -2,3 -3,1 -3,7 4

mmuP -2,7 -2,5 -2,1 0,2 -1,1 -2,2 -2,0 -2,5 -2,0 -1,9 -1,7 -1,6 -1,1 2

mngA -1,1 -1,5 1,3 -1,2 1,4 1,4 2,1 3,0 4,1

mngB 1,2 0,0 1,8 5,9 -1,0 1,2 1,2 1,1 1,1 1,2 1,4 1,7 2,5 8

mnmA -1,4 -1,1 -1,7 -11,0
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mntH 1,3 1,6 2,4 5,3

moaA 1,4 1,4 1,9 -2,7

moaC 2,4 2,6 1,8 -2,0

moaE 2,0 2,3 2,3 -3,1

mocA 3,1 3,8 3,1 8,8

modF 0,0 -1,3 -1,6 -4,7 -1,2 -1,3 -1,4 -1,3 -1,6 -1,7 -2,0 -1,7 -2,3 7

moeA -1,6 -1,5 -1,8 -1,5 -1,9 -2,3 -2,8 -3,0 -3,9

moeB 1,0 -1,2 -1,3 -1,1 -1,4 -1,5 -1,7 -2,5 -3,1

mog -1,3 0,0 0,0 -2,8

mokB 6,7 9,4 12,3 4,2

motA -2,1 -14,6 -7,0 -3,3 2,9 1,6 -2,6 -5,8 -3,0 -2,3 -1,8 -1,3 1,2 2

motB -1,9 -9,9 -6,5 -1,9 2,4 1,5 -2,4 -3,3 -2,7 -2,4 -2,0 -2,0 -1,4 5

mpaA  -1,2 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,0 -2,1

mpl -0,1 -1,5 -2,8 -10,3 -1,1 1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,5 -1,8 -2,0 4

mqo -2,7 -2,8 -5,5 -12,0 1,0 -1,4 -1,5 -1,5 -1,5 -1,6 -1,6 -1,9 -2,4 4

mqsA 1,4 2,0 3,9 1,8

mqsR 1,2 1,5 4,0 5,1 1,1 1,1 1,3 1,3 1,4 1,6 1,7 1,9 2,7 8

mraW -1,2 -1,6 -2,8 -6,9 -1,1 -1,3 -1,4 -1,4 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -3,7 7

mraY -0,7 -2,0 -3,8 -2,0 -1,2 -1,5 -1,7 -1,8 -1,9 -1,8 -2,0 -2,0 -1,8 5

mraZ 0,5 -1,1 -0,2 -9,6

mrcA -1,1 -1,4 -1,3 -1,2 -1,5 -1,4 -1,5 -1,7 -2,1

mrdA -2,2 -2,2 -3,0 -1,9 -1,3 -1,7 -1,6 -1,7 -1,8 -1,7 -1,8 -2,0 -2,5 5

mreB -1,5 -1,6 -2,9 -15,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -3,0 7

mreC -1,8 -2,4 -3,9 -7,2 -1,1 -1,5 -1,5 -1,6 -1,7 -1,8 -1,9 -1,9 -2,4 4

mreC -2,2 -2,2 -4,6 -4,5 -1,3 -1,6 -1,7 -1,7 -1,9 -2,3 -2,7 -3,3 -7,1 4

mreD -1,9 -2,3 -2,8 -0,9 -1,2 -1,6 -1,8 -1,7 -1,9 -2,0 -2,3 -2,1 -2,5 5

mrp -1,2 -1,1 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -1,8 -2,1 -3,6

msbA -1,9 -2,2 -2,9 -2,6

mscL 0,7 0,6 -1,7 -4,3

mscS 1,5 1,4 -3,1 -4,9

msrA 1,9 1,9 -0,2 -4,6

msyB 2,5 4,5 0,6 -1,8

mtlA -8,3 -11,1 -7,2 -7,1 -1,2 -2,9 -3,9 -4,1 -4,9 -5,1 -5,1 -4,7 -3,4 5

mtlD -3,5 -4,1 -3,1 -4,8 -1,1 -1,9 -2,2 -2,2 -2,4 -2,6 -2,5 -3,0 -3,6 5

mtlR 1,1 -1,4 -1,5 -1,6 -1,6 -1,5 -1,7 -1,9 -2,9

mtn -1,1 0,0 -0,8 -2,9

mtr 2,0 6,9 10,0 3,0 1,1 1,4 1,9 2,1 2,3 2,5 2,5 2,5 2,3 1

mug 1,6 1,2 -1,8 -4,5

mukE -0,1 -1,8 -3,4 -9,7 1,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -2,0 -4,3 7

mukF -1,1 -1,2 -1,4 -1,5 -1,6 -1,6 -2,1 -2,1 -4,2

murA -1,5 -2,7 -4,6 -7,1 -1,2 -1,6 -1,8 -1,8 -2,1 -2,3 -2,8 -2,8 -4,1 4

murC 0,5 -1,9 -3,3 -3,6 -1,2 -1,4 -1,6 -1,6 -1,6 -1,7 -2,1 -2,7 -3,5 4

murD 0,7 -2,2 -5,6 -2,6 -1,2 -1,2 -1,5 -1,6 -1,6 -1,5 -1,6 -2,0 -1,8 4

murE 0,6 -2,0 -6,2 -5,4 -1,2 -1,3 -1,6 -1,5 -1,5 -1,5 -1,7 -2,2 -2,9 4

murF -1,1 -2,6 -8,4 -8,5 -1,2 -1,3 -1,5 -1,5 -1,5 -1,6 -2,1 -2,8 -4,5 7

murJ -2,5 -2,3 -3,5 -3,5

murP -1,8 -2,2 -3,0 -3,6 -2,8 -2,5 -2,3 -1,7 -1,0

murQ -1,2 -2,3 -2,2 -2,2 -2,0 -1,7 -1,5 -1,2 1,3

murR 1,0 -1,5 -2,2 -3,0 -2,7 -2,4 -1,9 -1,4 1,2

mutL -1,1 -1,3 -1,6 -1,5 -1,7 -1,6 -1,9 -2,2 -3,5
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mutS -1,5 -1,9 -3,5 -4,8 -1,2 -1,4 -1,4 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -2,4 -3,9 7

mutT -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,6 -1,8 -2,2 -2,7

mutY -1,3 -1,5 -5,6 -4,1 -1,0 -1,3 -1,5 -1,4 -1,5 -1,7 -1,9 -2,4 -3,3 4

nac 1,4 1,4 2,8 9,8

nadA -2,0 -2,9 -2,5 -1,8

nadB -1,1 -2,3 -2,5 -2,2 -1,9 -1,8 -1,9 -2,0 -1,6

nadC 1,1 -1,1 -2,4 -6,8 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,6 -3,2 7

nadE 1,2 1,2 -1,2 -6,5

nadK /// ppnK1,2 1,3 -2,0 -3,7

nadR -1,4 -1,7 -2,6 -1,9 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,7 -1,8 -2,0 -2,3 4

nagC 1,2 0,5 -0,4 -4,6 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,5 -2,9 7

nagD -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -2,5

nagE -1,6 -2,9 -2,6 0,0 -1,1 -1,8 -2,0 -2,0 -2,9 -2,6 -2,6 -2,4 -1,3 2

nagK 0,5 -1,1 -1,2 -3,1

nagZ 1,0 1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,5 -2,0 -2,6

nanA -1,2 -1,6 -1,8 -2,0 -2,0 -1,8 -1,6 -1,4 1,0

nanC 1,6 -1,3 4,5 16,3

nanM 1,4 1,1 2,1 9,7

nanS 0,0 1,1 1,6 8,6

napB -1,3 -1,1 1,0 -1,0 1,0 1,0 1,2 1,4 2,0

napG 1,3 1,2 1,8 1,6 1,9 2,2 2,6 2,9 4,4

napH 0,1 -0,3 1,0 5,1 1,2 1,1 -1,0 1,1 1,2 1,3 1,9 1,8 3,4 8

narG -1,3 -1,2 -1,7 -1,0 -1,4 -1,4 -1,5 -2,0 -2,0

narI -1,0 1,3 1,4 1,4 1,5 1,5 1,6 1,7 2,4

narK 1,7 1,4 2,2 7,1 1,7 1,9 2,1 1,7 2,1 2,3 3,0 3,1 5,5 8

narL 0,0 1,1 -2,3 -3,2

narU 2,8 6,5 2,2 4,9 1,3 7,5 8,7 8,0 7,0 4,6 3,9 4,1 5,2 1

narV 1,4 3,8 2,0 4,1 1,2 1,8 2,1 2,1 2,3 2,0 2,0 2,4 3,1 1

narW -1,1 3,2 3,7 3,8 3,2 2,0 1,6 1,2 1,4

narY 2,8 6,5 0,0 2,3 -3,3 1,3 1,4 1,5 1,3 -1,2 -1,6 -1,9 -2,6 6

narZ 2,7 9,5 -0,9 0,1 -1,3 3,5 4,1 4,2 3,6 2,5 1,9 1,3 -1,4 6

ndk -2,8 -3,3 -5,4 -7,4 -1,3 -2,3 -2,1 -2,1 -2,3 -2,7 -3,3 -3,6 -5,1 4

nemA -0,5 0,6 3,2 -0,4 3

nemR -1,1 -1,0 -1,4 -1,2 -1,1 -1,0 1,3 1,6 3,8

nepI -0,7 -0,9 1,0 4,4 1,2 -1,2 1,0 -1,2 1,2 1,4 1,9 2,1 3,1 3

nfi 0,5 0,5 -3,0 -8,6 1,1 1,1 1,0 1,1 -1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -4,2 7

nfsB 1,3 1,1 0,0 -8,7

nhaB -1,2 -1,4 -1,4 -1,4 -1,5 -1,8 -2,1 -2,2 -2,5

nhoA 0,1 1,4 3,0 6,9 -1,0 1,2 1,2 1,2 1,7 2,1 2,3 2,5 3,6 8

nikB 1,0 -1,2 1,4 1,3 2,3 2,0 2,1 3,2 2,9

nikR 2,1 2,1 -1,6 -5,7

ninE 0,6 1,6 3,2 9,8

nirD 1,3 1,3 1,3 1,2 1,2 1,4 1,4 1,9 3,1

nlpA -2,4 -2,4 -1,7 -1,0

nlpD 0,0 0,0 0,4 -4,1

nohB 0,8 1,3 5,1 16,6 1,7 1,4 1,7 1,6 1,9 2,5 2,8 3,4 7,1 8

norR 0,0 -1,1 2,1 3,8 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 1,2 1,1 1,2 1,3 2,1 3

norV 1,5 2,2 3,4 3,6

nrdA -1,7 -2,4 -3,7 -8,8 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,5 -2,9 7

nrdB -1,4 -1,3 -1,5 -1,3 -1,4 -1,4 -1,7 -2,2 -3,3
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nrdE -2,4 -3,5 -3,4 -3,5 -3,4 -3,3 -3,3 -3,0 -2,6

nrdF -2,1 -2,0 -0,3 2,2 -6,5 -4,9 -5,0 -8,8 -4,4 -4,8 -3,6 -2,8 -1,5 2

nrdG -0,6 0,7 2,4 5,2

nrdH -2,2 -3,7 -1,1 0,9 -2,4 -6,8 -4,9 -8,3 -4,4 -4,2 -3,4 -2,3 -2,2 2

nrdI -4,2 -5,5 -3,5 -1,4 -3,0 -9,4 -10,5 -9,4 -5,8 -4,8 -4,6 -3,9 -2,3 2

nrdR 0,1 1,1 -1,3 -3,6 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,4 -2,5 7

nrfB 1,4 1,0 1,1 -1,4 1,1 -1,0 1,6 1,9 2,8

nrfC 1,1 -1,5 -1,0 -1,3 1,1 1,0 1,4 1,9 2,4

nrfD 1,7 1,0 1,4 1,2 1,5 1,7 1,9 2,3 3,5

nrfF 0,8 1,4 2,6 6,7 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,8 1,9 2,4 8

nrfG 2,1 1,5 2,7 8,7 -1,1 -1,2 -1,2 -1,7 -1,2 -1,1 1,3 1,3 2,7 3

nsrR 1,6 1,3 0,6 -5,3 -1,0 1,4 1,3 1,3 1,2 1,2 1,2 1,0 -1,6 6

nth -1,4 -2,3 -4,0 -2,1 -1,3 -1,8 -2,0 -2,2 -2,3 -2,3 -2,5 -3,0 -2,0 5

ntpA -1,6 -2,0 -3,3 -8,8 1,1 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -2,7 7

nudC 1,1 0,1 -1,9 -2,7

nudI 2,7 2,9 1,1 -2,7

nudJ 0,6 1,2 0,0 -2,9

nudL 1,2 1,4 -0,1 -4,2

nuoA -1,2 -1,3 -1,7 -5,7 1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,8 -2,1 -4,4 7

nuoB -1,2 -1,5 -3,6 -14,0 1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -1,6 -1,9 -2,4 -3,3 4

nuoC -1,7 -2,2 -7,8 -29,5 -1,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,8 -2,2 -2,9 -5,3 7

nuoE -1,3 -1,3 -3,3 -25,7 1,1 -1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -1,6 -2,1 -3,2 7

nuoF -1,8 -2,0 -9,8 -17,9 -1,1 -1,3 -1,5 -1,6 -2,0 -3,0 -4,5 -5,6 -4,1 4

nuoG -1,9 -2,4 -10,4 -26,6 1,0 -1,2 -1,4 -1,5 -1,9 -2,8 -4,1 -6,6 -9,2 4

nuoH -1,7 -2,6 -8,6 -12,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -1,8 -2,5 -3,7 -4,1 -4,9 4

nuoI -1,5 -2,1 -8,0 -14,0 1,0 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -2,1 -2,8 -3,7 -3,8 4

nuoJ -1,8 -2,9 -8,9 -8,4 1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,7 -2,1 -2,4 -2,5 -2,1 4

nuoK -1,9 -2,7 -13,3 -25,4 1,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,8 -2,2 -2,8 -3,4 -2,8 4

nuoL -1,8 -2,8 -8,6 -11,7 -1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -1,8 -2,6 -3,2 -4,2 -4,8 4

nuoM -1,7 -2,9 -13,8 -11,3 -1,1 -1,3 -1,5 -1,8 -2,3 -3,3 -4,3 -5,1 -4,7 4

nuoN -1,3 -2,2 -7,1 -10,0 -1,0 -1,2 -1,3 -1,6 -1,9 -2,4 -3,2 -4,2 -6,5 4

nupC -2,3 -2,8 -3,8 -3,7 -1,2 -1,7 -1,7 -1,7 -2,1 -2,4 -3,1 -4,6 -8,0 4

nupG -1,0 -1,3 -1,5 -1,7 -1,9 -2,0 -2,0 -2,1 -2,2

nupX 0,0 0,0 2,7 8,2 1,7 1,1 1,4 -1,0 2,0 2,8 3,9 4,6 8,7 8

nusA -1,5 -2,3 -2,1 -10,8

nusB -1,3 -1,8 -10,1 -22,7 -1,2 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,6 -1,9 -2,4 -4,8 7

nusG -1,4 -1,7 -4,5 -11,1 1,0 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,6 -1,9 -5,9 7

obgE -1,1 -1,8 -1,5 -1,4 -1,4 -1,3 -1,5 -1,6 -2,4

ogrK -0,1 -0,2 2,2 12,4 1,3 1,1 1,5 1,0 1,3 1,3 1,6 2,0 3,0 3

ompA -1,3 -0,6 -0,7 -15,0

ompC -1,4 -0,6 -1,4 -9,7

ompF -2,1 -5,0 -5,3 -17,3 1,1 -1,2 -1,4 -1,7 -3,1 -4,1 -4,7 -5,2 -6,3 4

ompG -0,2 -1,3 5,2 20,4 1,8 1,2 1,5 1,0 1,9 2,4 3,3 4,4 5,7 8

ompL 1,3 -0,6 3,4 11,2 2,6 1,2 2,6 1,5 3,5 4,8 5,9 6,7 12,1 8

ompN -1,5 -1,3 1,9 4,9 1,5 1,3 1,6 -1,0 1,7 2,2 3,5 3,3 6,2 8

ompN 0,6 0,3 5,0 9,3 1,2 1,0 1,4 1,1 1,4 1,4 1,7 1,9 2,6 8

ompR 1,3 1,6 0,0 -4,9 -1,2 -1,0 -1,0 1,1 1,2 1,4 1,3 1,2 -1,9

ompT -1,4 -1,2 -4,8 -4,5

ompW 1,3 3,3 3,3 3,9 3,6 3,3 2,6 2,1 1,9

omrA 1,6 5,7 7,5 5,0 1,5 1,3 1,4 2,2 4,3 5,6 6,6 7,0 5,1 8
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omrB -0,6 0,6 4,1 12,2 1,6 -1,1 1,1 1,4 2,2 3,2 3,5 4,3 4,7 8

oppA 1,2 0,6 1,4 -5,6

orn 1,5 1,5 -0,2 -8,0 -1,1 1,1 1,1 1,1 1,0 1,1 1,0 -1,1 -2,0 7

osmB 2,2 9,0 5,3 2,8 -1,0 1,5 1,8 2,1 2,8 3,2 3,1 3,5 3,0 8

osmC 1,2 4,8 1,8 1,8 -1,2 1,8 1,9 2,1 2,2 1,9 1,8 1,8 1,5 4

osmE 1,7 3,0 -1,7 -0,6 1,0 2,0 1,9 1,8 1,7 1,5 1,4 1,4 1,3 6

osmF 1,7 6,2 0,9 0,3 -1,3 2,4 2,4 2,5 2,4 1,9 1,8 1,9 1,2 6

osmY 1,5 1,7 -8,2 -6,2

otsA 2,5 7,1 1,0 0,9 -1,4 2,3 2,3 2,4 2,4 2,1 1,9 1,7 -1,2 6

otsB 2,6 7,5 2,9 2,7 -1,1 2,0 2,1 2,2 2,4 2,1 2,2 2,3 1,9

oxc -0,7 -1,4 1,6 5,4

oxyS -2,0 -5,2 -4,1 -3,3 -4,1 -3,7 -3,3 -2,3 -1,8

paaA -1,2 -1,3 3,4 11,0 -1,1 -1,7 -1,1 -1,4 1,0 1,1 1,5 1,9 3,8 3

paaB -1,3 -1,7 3,7 15,8 2,0 1,2 1,9 1,1 2,4 2,4 4,3 5,1 6,3 8

paaC 1,6 1,9 1,9 2,0 2,4 2,2 2,4 3,3 4,1

paaD 1,3 2,5 2,9 3,2 3,3 3,3 3,0 2,3 2,3

paaE 1,3 1,7 2,4 3,7 -1,1 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 2,3 1

paaG 1,2 1,6 1,7 1,8 1,8 1,7 1,8 2,2 3,0

paaH 1,0 1,3 1,3 1,2 1,4 1,5 1,8 2,0 2,8

paaK 2,1 2,9 4,2 2,7

paaX 0,1 0,8 1,8 4,8

paaY 0,0 0,8 1,5 4,3

paaZ 0,2 -0,6 3,5 11,2 1,8 1,2 1,8 1,2 1,8 2,2 3,4 3,4 5,2 8

pagP 2,3 2,0 3,3 10,0 1,1 1,8 2,0 1,8 1,3 1,2 1,2 1,3 1,2 6

panD -0,7 0,5 -2,0 -7,7 -1,1 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,3 -2,8 7

panF -2,0 -2,7 -2,7 -1,0

parC -1,4 -1,7 -2,3 -3,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,3 -1,5 -1,6 -1,6 -1,8 -2,3 7

parE -1,3 -1,8 -2,4 -2,6 -1,3 -1,4 -1,6 -1,6 -1,7 -1,8 -2,1 -2,2 -2,8 4

pbl 1,9 1,5 11,6 25,3 5,3 2,1 3,9 3,1 3,2 5,8 7,4 9,2 22,8 8

pckA -0,5 -1,8 -2,5 -3,4 1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,6 -1,8 -2,0 -2,6 -1,9 4

pcm -1,0 -1,6 -3,4 -3,9 -1,1 -1,0 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,7 -2,1 -3,2 7

pcnB -1,8 -2,1 -7,0 -15,4 -1,1 -1,4 -1,4 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -1,9 -5,4 7

pdhR -2,0 -2,2 1,2 -2,5 1,1 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -1,2 -1,1 1,1 1,6

pdxA 0,5 -1,3 -3,1 -8,4 -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,5 -1,8 -3,6 7

pdxA -0,1 -1,3 -3,1 -6,8 -1,2 -1,1 -1,2 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,7 -4,1 7

pdxB -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,7 -3,1

pdxJ -1,1 -1,2 -2,4 -2,6 -1,3 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -1,8 -2,2 -4,7 7

pdxK 1,1 1,1 1,1 1,1 -1,1 -1,3 -1,5 -1,7 -2,4

pdxY 0,8 -1,5 -2,9 -3,5 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,7 -1,8 -2,1 4

pepA -1,2 -1,9 -3,6 -5,2 -1,0 -1,1 -1,4 -1,4 -1,8 -1,9 -2,5 -2,3 -3,7 4

pepB -0,7 -1,4 -2,2 -7,9 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,7 -2,4 7

pepD 0,2 0,0 -3,6 -7,3 7

pepE 2,0 1,9 4,2 3,1

pepN 0,7 1,3 -1,6 -15,9 -1,1 -1,1 -1,4 1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,6 -3,1

pepP -1,5 -1,3 -1,6 -1,0 -1,5 -1,9 -1,7 -2,2 -2,2

pepQ 1,3 1,1 -1,4 -3,1

perR -0,1 0,0 1,9 6,6

pfkA 0,0 -1,4 -2,0 -4,3 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,6 -1,8 -3,9 7

pfkB 2,4 3,2 0,0 -6,7 -1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,3 1,3 1,2 -1,5

pflA 1,0 1,3 1,3 1,4 1,3 1,2 1,1 1,0 -2,2
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pflB 1,3 1,6 1,8 -5,2

pflC 1,2 1,0 1,1 1,0 1,3 1,4 1,9 2,3 3,1

pflD 1,0 1,3 1,5 1,3 1,7 1,6 1,5 2,0 2,7

pgaA 0,9 1,3 3,5 9,5 -1,2 1,0 1,3 1,2 1,4 1,6 1,5 1,6 2,6 8

pgaB 1,7 1,8 4,5 9,5 -1,3 2,2 2,5 2,6 2,6 2,3 2,0 2,0 2,0 1

pgaC 2,8 2,7 5,2 9,5 1,3 3,0 3,5 3,5 3,1 2,9 2,7 2,5 3,2 1

pgaD 17,8 20,2 29,4 6,0 1,3 5,1 5,3 5,1 4,9 4,8 4,2 3,4 1,5 6

pgi 1,1 1,5 -1,6 -9,5 -1,1 1,1 1,1 1,2 1,2 1,2 1,1 1,1 -1,6

pgk 0,6 0,0 -1,4 -18,2 -1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 -1,0 -1,1 -1,1 -2,4 7

pgl -1,1 1,6 1,4 1,5 1,2 1,1 -1,0 -1,1 -2,6

pgm 0,6 -1,4 -3,5 -13,1 -1,0 1,1 1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -2,6 7

pheA -2,7 -5,4 -3,4 -4,2 -1,3 -1,6 -1,7 -1,7 -1,6 -1,7 -1,6 -1,6 -1,7

pheL -0,2 -0,1 3,8 2,3 -1,2 -1,5 -1,4 1,1 1,5 2,1 2,6 2,6 3,3 8

pheP -1,6 -1,3 1,8 4,9 -1,0 -1,3 -1,6 -1,5 -1,6 -1,6 -1,6 -1,8 -1,8

pheS -4,0 -7,3 -8,3 -12,5 -1,2 -2,5 -2,7 -2,7 -2,8 -2,8 -2,9 -3,0 -3,7 5

pheT -3,0 -5,6 -8,0 -9,5 -1,1 -2,1 -2,4 -2,4 -2,4 -2,4 -2,6 -2,7 -3,4 5

phnA -0,8 0,8 -1,3 -3,6 1,3 1,1 1,2 1,3 1,2 1,1 1,1 1,1 -3,3 7

phnB 5,2 16,1 6,5 0,1 -1,2 3,4 3,9 4,3 4,5 4,3 4,2 4,4 2,8 1

phnC 174,1 202,6 282,7 80,5 4,0 20,2 21,0 21,2 21,1 21,0 20,4 20,3 4,9 5

phnD 139,3 152,6 199,6 59,6 4,6 13,6 13,7 14,4 14,1 14,1 14,3 14,4 7,9 1

phnE 93,5 102,6 88,2 4,3 4,4 32,2 33,7 33,3 37,0 36,1 35,8 32,8 2,4 6

phnF 87,5 120,6 89,1 3,5 2,6 19,6 20,0 20,9 21,0 19,8 20,1 19,0 1,5 6

phnG 54,6 69,0 46,0 0,3 2,5 20,3 21,0 20,6 20,4 19,4 18,9 17,2 1,3 6

phnH 64,9 81,9 46,5 0,3 2,4 23,0 24,2 24,6 24,9 22,7 22,4 19,8 1,0 6

phnI 68,1 89,9 43,9 1,1 2,1 18,3 18,7 18,5 18,9 17,7 17,5 15,0 -1,2 6

phnJ 159,9 149,5 112,7 3,1 2,1 20,5 20,8 21,4 21,0 19,8 19,5 17,4 -1,0 6

phnK 1,0 7,8 7,9 8,2 8,1 7,0 6,2 4,7 -1,6

phnL 34,0 26,1 11,9 0,3 1,1 28,9 30,3 31,0 29,8 25,8 23,5 15,5 1,7 6

phnM 23,9 22,0 11,4 -1,3 1,2 13,4 14,2 14,0 13,9 12,0 10,2 7,6 1,2 6

phnN 45,0 54,9 33,3 1,1 -1,1 11,3 11,6 11,8 11,2 10,4 9,3 7,7 -1,2 6

phnO 19,4 22,9 18,0 3,2 -1,2 6,0 6,4 6,8 6,5 5,7 5,1 3,4 -1,3 6

phnP 4,6 6,5 3,2 1,7 -1,1 5,2 5,4 6,2 6,2 5,2 4,7 3,4 1,1 6

phoA 56,8 52,1 62,6 18,3 4,0 6,7 6,7 6,9 6,3 6,0 5,8 5,6 1,7 6

phoB 26,1 18,7 29,0 3,9 3,5 5,1 4,4 4,3 4,2 4,1 4,1 3,9 1,2 6

phoE 91,3 91,3 100,1 25,7 8,8 12,8 13,1 12,9 12,4 11,4 10,1 8,5 1,8 6

phoH 16,3 17,1 20,0 3,0 1,3 5,2 5,2 5,0 4,8 4,8 4,6 4,0 -1,0 6

phoP -0,5 1,2 -1,4 -3,2

phoQ -1,2 -0,7 -1,9 -3,1

phoR 23,0 13,5 19,0 0,7 4,3 5,0 4,3 4,1 4,0 3,9 3,6 3,0 -1,3 6

phoU 11,0 11,7 14,1 -0,7 2,2 3,0 2,9 3,0 2,9 2,9 2,7 2,5 -2,0 6

php 1,3 -0,1 3,4 7,7

pinE 1,5 -0,6 4,8 21,3 1,0 1,1 1,2 1,1 1,2 1,4 2,0 2,5 3,3 8

pinH 0,6 -0,9 3,7 13,3 1,4 1,3 1,4 1,5 1,1 1,3 1,5 1,9 3,5 3

pinR 1,2 1,6 2,7 5,4

pitA -1,6 -1,3 -1,7 -2,2 -1,1 -1,4 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,3 -1,9

pitB 0,1 0,1 2,7 6,9 1,2 -1,6 1,3 -1,0 1,8 1,7 2,1 2,7 4,2 3

pldA -1,5 -2,1 -3,0 -3,6

pldB -1,1 -1,0 -1,2 -1,4 -1,5 -1,7 -1,9 -2,4 -3,8

pliG 2,9 7,4 9,1 5,2

plsB -1,4 -1,4 -1,4 -1,3 -1,4 -1,5 -1,8 -2,0 -2,1
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plsC -1,3 -1,3 -2,3 -3,9

plsX -1,4 -1,2 -3,4 -13,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -3,3 7

plsY -1,0 -1,0 -1,1 1,0 -1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -2,3

pmbA -1,2 -1,1 -1,3 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,5 -3,2

pncB -1,2 -1,5 -1,4 -6,5

pnp -1,6 -2,1 -2,6 -13,6 -1,0 -1,2 -1,3 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,5 -2,1 7

pntA -1,4 -2,7 -7,8 -15,9 -1,0 -1,2 -1,4 -1,6 -2,0 -2,4 -2,8 -2,9 -4,2 4

pntB -1,7 -4,4 -6,6 -6,9 -1,0 -1,3 -1,5 -1,6 -2,0 -2,2 -2,0 -2,2 -2,2 4

pnuC -1,2 -1,2 0,2 3,6

polA 1,1 -0,6 -2,0 -3,9 -1,1 1,0 1,0 1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -2,0 7

potA -2,8 -2,9 -10,4 -8,5 -1,1 -1,8 -1,7 -1,7 -1,7 -1,9 -1,8 -2,0 -3,1 5

potB -2,5 -3,7 -10,7 -5,4 -1,1 -1,9 -2,0 -2,1 -2,3 -2,4 -2,9 -3,5 -4,7 4

potC -2,6 -3,8 -14,7 -14,3 1,0 -1,8 -2,0 -2,2 -2,9 -2,7 -3,4 -3,8 -4,1 4

potD -0,1 -1,1 -8,2 -17,3 -1,0 -1,0 1,0 1,1 1,0 -1,0 -1,2 -1,4 -3,7 7

potE 0,8 1,8 2,0 3,9 1,2 1,0 1,2 -1,1 1,0 1,2 1,5 1,9 2,8 3

potF 1,2 1,7 -2,4 -5,5

poxB 2,1 5,7 2,3 -1,0 -1,2 2,3 2,4 2,7 3,9 4,0 4,2 4,5 3,1 8

ppa -0,7 0,6 -1,4 -12,8

ppc -0,7 -1,8 -5,2 -27,8 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -2,6 7

ppdB -1,5 -1,3 2,1 7,7

ppdC -0,7 -0,8 2,2 7,6

ppdD -0,6 0,0 1,9 5,7

pphA 1,3 1,8 2,8 7,2 1,4 1,3 1,3 1,2 1,3 1,5 1,7 2,0 2,7 3

pphB 0,1 0,0 0,9 4,3

ppiB 0,6 1,3 0,5 -9,3

ppiD -1,7 -2,4 -4,1 -7,3 -1,0 -1,2 -1,3 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -1,8 -2,1 4

ppk 1,6 1,5 -0,7 -2,4 -1,1 1,3 1,2 1,2 1,2 1,2 1,1 1,1 -1,3

ppsA 2,1 0,5 -3,0 -8,4 -1,0 1,6 1,5 1,3 1,1 -1,1 -1,4 -2,3 -4,6 7

ppsR 1,4 0,0 -1,7 -1,9

prc -1,3 -1,4 -2,2 -3,0 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -2,5 7

prfA -0,7 -0,8 -2,0 -7,2

prfB -1,5 -2,0 -3,8 -16,8 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -2,7 7

prfC -1,8 -2,2 -4,8 -3,3 -1,0 -1,3 -1,2 -1,2 -1,4 -1,4 -1,5 -1,8 -2,5 7

prfH 1,0 -1,6 -1,0 -1,2 1,5 1,8 2,1 2,8 3,7

priA -1,2 -1,6 -1,6 -1,5 -1,6 -1,6 -2,0 -1,8 -2,3

priB -4,3 -5,0 -4,4 -27,7 1,0 -1,7 -1,6 -1,6 -1,6 -1,5 -1,6 -1,7 -4,9 7

priC 1,1 0,7 -1,1 -6,5 -1,1 -1,4 -1,6 -1,6 -1,7 -1,7 -1,9 -2,0 -2,2 4

prkB 0,6 1,3 -0,8 -2,8 -1,7 -1,6 -1,7 -1,4 -1,7 -2,1 -1,8 -1,8 -1,5 7

prmA -1,1 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -1,6 -1,8 -1,8 -2,7

prmB -0,7 -0,6 -1,3 -10,0

proA -1,1 -1,2 -2,1 -5,7 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,0 -1,1 -2,7 7

proB -1,4 -1,6 -2,2 -7,2 -1,2 -1,4 -1,5 -1,5 -1,5 -1,4 -1,4 -1,4 -2,7 7

proC 1,4 1,3 -2,7 -5,8 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,6 -1,7 -2,4 4

proQ -1,5 -1,5 -2,1 -12,3

proS -1,3 -1,5 -4,1 -14,8

proV -3,0 -3,9 -4,6 -26,3 -1,4 -1,7 -2,0 -1,4 -2,1 -3,0 -2,6 -2,6 -2,2 5

proW -3,7 -6,1 -9,0 -24,6 -1,1 -2,0 -2,0 -2,5 -3,3 -3,9 -3,9 -4,5 -4,6 4

proX -2,6 -3,1 -10,3 -20,0 -1,1 -1,4 -1,2 -1,5 -1,7 -1,9 -1,9 -1,9 -2,3 4

prpB -1,2 -1,1 -1,5 -1,2 -1,8 -2,1 -1,9 -1,9 -3,6

prpC -1,1 -1,2 -1,1 -1,1 1,0 1,1 1,2 1,5 2,4
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prpD 1,4 1,1 1,4 1,1 1,4 1,5 1,8 2,4 4,0

prpE 1,9 1,2 1,4 -1,3 1,6 2,0 2,4 2,6 3,8

prpR 1,5 0,6 2,7 6,1 1,1 -1,3 -1,0 -1,2 1,2 1,3 1,5 1,7 2,9 8

prr 3,1 3,4 2,0 1,4

prs -1,4 -1,7 -3,0 -27,0 -1,1 -1,0 -1,1 -1,0 -1,0 -1,1 -1,1 -1,3 -3,6 7

psd 0,0 -1,7 -4,2 -9,5

psiE 22,0 53,0 72,8 3,2 -1,3 6,0 7,3 8,7 9,2 9,9 9,0 7,9 1,8 6

psiF 13,2 13,9 18,8 4,6 2,9 4,4 4,5 4,6 4,5 4,3 4,1 4,1 1,9 6

pspA -1,3 1,6 3,9 1,6 -1,1 1,1 1,2 1,4 1,5 2,3 2,7 2,8 2,4 8

pspB 0,1 1,4 4,2 1,6 -1,1 1,1 1,2 1,3 1,3 1,8 2,2 2,3 2,2 8

pspC 0,1 2,2 4,5 0,6

pspD 0,2 2,4 4,8 0,0 -1,1 1,1 1,2 1,5 1,5 2,0 2,2 2,4 1,4 8

pspE 2,4 1,6 3,4 1,8

pspF 1,1 -1,0 -1,3 -1,1 -1,3 -1,4 -1,7 -1,7 -3,6

pssA -1,4 -1,6 -2,6 -3,7 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -1,6 -2,7 7

pstA 11,4 9,5 15,0 1,3 2,5 2,6 2,6 2,5 2,6 2,6 2,5 2,5 -1,1 6

pstB 5,7 5,8 7,5 -0,5 1,7 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,7 1,2 6

pstC 17,3 14,6 18,8 2,1 2,6 2,8 2,9 2,9 2,9 2,8 2,7 2,5 -1,2 6

pstS 14,6 14,1 16,6 0,8 2,0 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3 2,2 1,3 6

psuK -0,6 -1,3 3,3 10,5

psuT 0,0 1,4 3,5 7,5 1,1 1,0 1,1 1,0 1,2 1,4 2,0 2,5 3,4 3

pta -1,3 -1,2 -3,9 -15,9 -1,1 1,0 1,0 1,0 -1,0 -1,1 -1,0 -1,1 -2,1 7

pth 1,3 0,6 -1,7 -4,2 -1,3 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,5 -1,7 -1,7 -2,7 7

ptrB 0,5 1,2 1,5 2,6

ptsA 1,5 -1,1 1,8 1,4 2,0 1,8 2,3 3,1 4,4

ptsG -3,4 -4,3 -2,9 -7,6 -1,2 -2,1 -2,4 -2,1 -2,2 -2,4 -2,6 -3,2 -5,9 4

ptsH -1,5 -1,7 -2,3 -15,9

ptsI -1,3 -1,5 -2,7 -28,6 -1,0 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -2,2 7

ptsN 1,4 0,6 -1,6 -7,9 1,1 1,3 1,2 1,2 1,1 1,1 1,0 -1,1 -2,1 6

ptsP 0,6 -1,2 -2,1 -4,1 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -3,0 7

ptxA 2,8 2,1 0,9 0,1

purA 1,4 -0,5 2,0 -4,7 -1,2 -1,0 -1,0 1,0 1,2 1,2 1,1 1,1 -2,6 7

purB -3,0 -3,8 -5,9 -7,1

purC -3,2 -5,9 -7,6 -7,5 1,1 -1,0 1,0 -1,0 -1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -2,1 7

purD -13,6 -28,0 -36,4 -57,6 -1,1 -1,4 -1,4 -1,3 -1,7 -2,6 -3,2 -3,7 -9,9 7

purE -19,0 -36,1 -26,8 -20,3 -1,1 -1,6 -1,6 -1,5 -1,7 -2,4 -2,6 -2,3 -3,6 4

purF -6,1 -7,5 -12,9 -16,4 -1,1 -1,5 -1,4 -1,3 -1,4 -1,6 -1,7 -1,6 -2,0 4

purH -10,8 -13,3 -22,5 -25,0 -1,1 -1,4 -1,3 -1,3 -1,4 -1,9 -2,1 -2,3 -4,9 7

purK -14,6 -16,8 -16,3 -10,0 -1,2 -1,6 -1,5 -1,5 -1,7 -2,4 -2,6 -2,8 -4,5 4

purL -4,5 -12,9 -11,2 -11,6 -1,2 -1,3 -1,6 -1,1 -1,6 -2,3 -2,4 -2,7 -3,3 4

purL -7,6 -16,3 -9,1 -7,3 -1,1 -1,5 -1,4 -1,4 -1,6 -2,3 -2,7 -2,9 -3,3 4

purM -10,1 -19,4 -14,3 -5,8 -1,2 -1,5 -1,4 -1,4 -1,7 -2,3 -2,6 -2,5 -3,5 4

purN -3,1 -5,3 -7,7 -8,4 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,9 -2,0 -2,3 -4,4 7

purP -2,2 -4,7 -3,5 -2,4 1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -1,4 -1,7 -2,5 -1,9 4

purR -8,7 -11,1 -10,6 -5,8 -1,1 -1,6 -1,6 -1,5 -1,6 -2,1 -2,2 -2,6 -4,5 4

purT -10,7 -14,7 -10,5 -5,5 -1,4 -1,7 -1,8 -1,7 -2,2 -3,1 -3,1 -3,3 -3,9 4

purU -1,3 -2,0 -4,4 -12,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -1,7 -2,2 -3,6 7

putA -1,1 -1,3 -1,4 -1,3 -1,5 -1,5 -1,6 -1,7 -2,1

putP -1,6 -1,8 -3,1 -4,6 -1,1 -1,5 -1,4 -1,5 -1,7 -2,0 -2,5 -2,5 -3,8 4

puuA 1,0 1,3 1,5 1,4 1,1 -1,3 -2,0 -2,1 -1,7
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puuB 1,0 2,1 2,3 2,1 1,2 -1,3 -1,7 -2,0 -2,2

puuD 1,1 1,4 1,6 1,4 1,1 -1,3 -1,8 -2,2 -1,4

puuR 2,2 2,9 5,2 1,8 1,1 2,2 2,3 2,2 2,0 2,0 1,7 1,3 -1,5 6

pykA 1,5 1,5 -2,0 -4,8

pykF 1,2 1,4 -2,7 -5,1 -1,1 1,1 1,0 1,1 1,0 1,0 1,0 -1,1 -2,6 7

pyrB -0,5 -1,5 -4,1 -5,2

pyrC -1,2 -2,5 -4,2 -4,7 -1,1 1,0 1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -1,7 -5,4 7

pyrD -4,3 -7,2 -6,8 -3,5 -1,7 -2,5 -3,1 -2,8 -5,7 -7,0 -9,3 -8,6 -7,2 4

pyrF -1,9 -1,5 -2,8 -4,2 -1,1 -1,7 -1,4 -1,4 -1,4 -1,5 -1,6 -1,7 -3,1 7

pyrG -1,3 -1,7 -1,3 -4,3 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,4 -1,5 -1,8 -2,1 4

pyrI -0,7 -1,3 -2,5 -3,9

pyrL -6,1 -5,8 -4,9 -2,0

qorA 2,1 3,8 0,5 -3,3

qorB -0,5 1,8 4,6 2,4

queA -2,7 -2,1 -5,5 -10,6 1,1 -1,7 -1,5 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -3,1 7

queD -1,6 -0,8 1,6 3,0

quuD 1,3 0,1 3,3 7,7

quuQ 0,7 -1,2 3,9 16,2

radA -2,1 -2,6 -3,1 -2,2 -1,1 -1,3 -1,6 -1,6 -1,8 -2,0 -1,9 -1,9 -1,9 5

radC -0,5 0,7 2,1 6,1

raiA 3,4 4,7 7,4 4,4 -1,1 1,4 1,6 1,8 2,1 2,0 2,0 2,1 2,2 8

rarA -0,8 -1,8 -2,9 -4,3 -1,2 -1,4 -1,5 -1,4 -1,5 -1,8 -2,1 -2,8 -3,9 4

ravA 0,9 1,4 1,3 2,7

rbbA 1,4 -1,2 -2,9 -4,6

rbfA -1,9 -2,2 -2,2 -3,3 1,0 -1,5 -1,6 -1,6 -1,6 -1,7 -1,9 -1,9 -2,6 4

rbn 1,5 0,6 -2,7 -4,1 -1,1 1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,5 -1,8 -2,8 7

rbsA -2,8 -6,4 -2,3 1,2 -1,3 -2,6 -3,4 -3,6 -3,2 -3,3 -3,1 -2,7 -1,7 2

rbsB -1,6 -1,7 -3,1 -1,4 -1,1 -1,2 -1,5 -1,7 -2,1 -2,3 -2,5 -2,1 -2,2 4

rbsC -2,1 -3,3 -2,5 1,3 -1,1 -2,3 -3,0 -3,5 -2,7 -2,6 -2,3 -2,1 -1,6 2

rbsD -3,7 -10,0 -6,2 -0,5 -1,2 -2,7 -4,1 -3,9 -5,2 -5,6 -4,3 -5,1 -3,4 5

rbsR 0,7 0,1 2,9 3,1

rcnA -1,9 -1,8 -1,7 -4,3 -1,5 -2,1 -2,1 -1,9 -1,7 -1,6 -1,7 -1,8 -2,9 7

rcsA 1,3 1,4 2,7 5,7

rcsB 1,3 -1,4 -1,8 -6,6 1,1 -1,0 -1,0 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -2,2 7

rcsC 0,6 0,5 0,2 3,2

rcsF 1,1 1,3 -0,6 -2,3

rdgB -1,3 -2,5 -3,5 -3,0 -1,3 -1,5 -1,8 -2,0 -2,4 -2,7 -3,4 -3,6 -4,3 4

rdlA -1,1 1,2 1,2 1,1 1,1 -1,2 -1,5 -1,8 -3,0

rdlB -1,6 0,4 1,6 7,1 1,6 2,7 3,3 3,6 3,6 2,9 2,8 3,5 3,6 1

rdlC -1,2 -0,5 0,3 5,1 2,6 3,3 3,8 3,7 4,8 3,9 3,7 5,7 5,8 1

rdlD 1,0 -1,2 -1,0 -1,2 -1,2 -1,1 -1,0 1,5 2,3

recA -1,1 -1,0 1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -2,8

recD -1,3 -1,3 -2,7 -2,7

recF -1,2 -1,9 -3,9 -4,8 -1,1 -1,4 -1,6 -1,7 -2,0 -2,4 -2,8 -4,3 -5,8 4

recG -1,2 -1,3 -1,2 -1,2 -1,5 -1,6 -1,6 -2,2 -2,1

recJ  1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,6 -1,9 -2,6

recO -1,5 -1,6 -2,6 -4,7 -1,3 -1,6 -1,7 -1,5 -1,7 -2,1 -2,4 -3,3 -5,2 4

recQ -1,4 -1,7 -1,7 -1,6 -1,9 -1,9 -1,9 -2,3 -2,2

recR -1,5 -2,1 -1,9 -4,9 1,1 -1,2 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -3,1 7

relA -1,2 -0,7 -1,4 -0,5 -1,1 -1,1 -1,2 -1,0 -1,1 -1,2 -1,1 -1,3 -1,2
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rem 0,2 0,0 4,9 13,9

rep -1,1 -1,4 -1,4 -1,3 -1,4 -1,4 -1,6 -2,0 -3,7

rfaB 0,7 -1,4 2,6 5,3

rfaC -1,5 -1,6 -2,3 -3,0 1,1 -1,1 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -1,8 -2,1 4

rfaD -1,5 -1,5 -2,5 -8,6

rfaF -2,1 -1,9 -3,0 -8,2 -1,1 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,5 -1,6 -1,8 -3,9 7

rfaG 1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,5 -1,7 -1,8 -3,0

rfaH -1,3 -1,1 -1,5 -6,6 -1,3 -1,3 -1,3 -1,2 -1,3 -1,5 -1,8 -2,4 -3,8 7

rfaI -1,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,7 -2,0 -2,4 -3,1

rfaJ 1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -1,6 -1,7 -2,7 -3,0

rfaL 1,0 1,0 1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,7 -2,7

rfaP 1,2 1,0 -1,1 -1,1 -1,3 -1,3 -1,3 -1,6 -2,7

rfaS 1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,5 -1,5 -1,9 -2,2 -2,3

rfaY 1,0 -1,2 -1,3 -1,2 -1,4 -1,6 -1,7 -2,5 -2,8

rfaZ 1,0 -1,2 -1,4 -1,4 -1,7 -1,9 -2,4 -3,0 -2,1

rfbA 1,0 -1,2 -1,1 -1,2 -1,4 -1,5 -1,7 -1,8 -2,3

rfbB -1,6 -2,2 -2,4 -0,8 -1,1 -1,4 -1,5 -1,5 -1,7 -1,7 -1,9 -2,0 -3,1 4

rfbD -1,4 -2,0 -2,6 -2,2

rfbX -1,5 -2,4 -2,5 -0,9 1,0 -1,3 -1,2 -1,2 -1,4 -1,5 -1,6 -1,8 -2,5 4

rfc -1,0 -1,2 -1,2 -1,1 -1,3 -1,5 -1,7 -2,2 -2,6

rfe -1,5 -2,1 -2,5 -3,3 1,1 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -1,6 -1,6 -2,1 4

rffA -1,2 -1,8 -2,9 -3,1 -1,2 -1,2 -1,4 -1,5 -1,7 -2,2 -2,4 -2,5 -2,6 4

rffC -0,8 -2,3 -5,3 -4,6 -1,1 -1,2 -1,6 -1,8 -2,3 -2,7 -3,2 -3,9 -3,8 4

rffD -0,7 -2,7 -3,3 -1,3 -1,1 -1,4 -1,8 -2,2 -2,6 -3,0 -3,3 -3,1 -3,4 4

rffE -1,2 -2,1 -4,6 -5,7 -1,1 -1,2 -1,5 -1,6 -2,0 -2,2 -2,6 -3,3 -5,5 4

rffG -1,5 -2,6 -3,7 -3,2 -1,1 -1,3 -1,6 -1,7 -2,0 -2,3 -2,7 -2,9 -2,5 4

rffH -0,6 -2,1 -3,2 -2,2 -1,2 -1,3 -1,6 -1,9 -2,5 -2,6 -3,1 -2,9 -2,2 4

rhaA -1,5 1,2 1,6 -1,3 1,6 1,4 2,1 3,4 3,3

rhaA -1,2 -1,1 -1,5 -1,1 -1,5 -1,9 -2,4 -2,3 -2,1

rhaB -1,2 1,1 1,4 1,5 1,8 1,6 1,7 1,9 3,0

rhaD -1,5 -0,3 2,4 13,0 1,8 1,3 1,3 1,1 1,4 1,3 1,7 2,7 3,2 8

rhaM -1,8 -2,3 1,1 5,2

rhaR 1,3 1,4 2,3 4,7 -1,0 1,1 1,1 1,1 1,1 1,2 1,3 1,4 2,1 3

rhaS 0,8 0,2 2,4 9,4 1,3 -1,0 1,2 -1,2 1,2 1,5 2,1 2,1 3,3 8

rhaT -1,2 -0,7 2,8 8,2 1,0 -1,3 -1,1 -1,3 -1,0 1,2 1,5 1,5 2,9 3

rhlB 0,0 -1,3 -1,6 -10,5 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,2 -2,0 7

rhlE -2,5 -1,9 -5,1 -4,6 1,1 -1,8 -1,7 -1,6 -1,6 -1,8 -1,8 -2,0 -2,6 5

rhmR 1,6 2,7 4,4 12,3

rhmT -0,1 -1,2 2,1 5,4

rho -1,6 -1,5 -2,3 -9,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -2,2 7

rhsB 1,6 1,2 2,0 4,5 1,2 1,4 1,3 1,2 -1,0 1,2 1,3 1,2 2,1 3

rhsC 0,6 1,4 1,9 3,0 1,4 1,6 1,9 1,8 1,8 2,1 2,1 3,0 5,0 8

rhsD 0,6 -0,7 0,8 2,7

rhsE 0,6 0,0 3,0 6,0

rhtA -1,0 -1,5 -1,4 -1,5 -1,6 -1,7 -1,9 -2,0 -2,7

ribA -0,5 -0,5 -0,7 -6,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -2,2 7

ribB -0,1 1,4 2,8 0,5

ribC 1,3 1,4 -1,3 -4,6

ribD 1,1 -1,3 -3,4 -9,2 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,6 -1,8 -2,2 -3,3 -8,4 7

ribE / ribH0,0 -1,6 -5,4 -23,3 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,7 -2,0 -3,1 7
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ribF 1,1 -1,2 -1,4 -12,7 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,3 -1,5 -1,4 -2,1 4

rihA -1,2 -1,6 -1,6 -1,6 -2,0 -2,0 -2,1 -2,1 -1,8

rihB -0,6 0,5 3,1 11,4 2,6 5,1 5,9 6,9 7,3 7,4 6,2 5,2 8,2 1

rihC -1,5 -1,7 -1,8 -1,8 -1,9 -2,1 -1,8 -1,7 -1,3

rimI -1,4 -0,1 -3,0 -3,7 -1,2 -1,4 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,6 -1,7 -2,4 7

rimJ 1,3 0,0 -1,7 -4,0

rimM -1,8 -1,7 -1,9 -19,5

rimN -0,7 -1,4 -3,5 -6,4

rimO -3,7 -2,3 -4,7 -2,2 -1,2 -2,0 -1,7 -1,4 -1,5 -1,6 -1,6 -1,8 -2,2 5

rimP -1,4 -1,6 -1,5 -5,7

rlmE -0,7 -1,4 -1,5 -3,3

rlmG -2,2 -2,2 -4,2 -3,2

rlmH -1,6 -1,8 -3,0 -6,1 -1,1 -1,6 -1,5 -1,6 -1,5 -1,5 -1,5 -1,6 -2,2 7

rlmL -1,4 -1,6 -2,6 -9,2 -1,3 -1,6 -1,7 -1,0 -1,6 -2,0 -2,1 -2,5 -3,2 7

rlmN -2,7 -2,5 -2,8 -11,5 -1,0 -1,6 -1,4 -1,4 -1,3 -1,4 -1,6 -1,9 -3,2 7

rlpA 1,2 0,6 -2,1 -8,0

rluA -1,2 -1,7 -1,8 -1,7 -1,7 -2,0 -2,2 -2,1 -2,2

rluB -2,4 -2,1 -2,5 -3,4

rluC -1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -2,3

rluD -1,1 -1,3 -1,4 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -1,7 -3,0

rluE 1,7 2,0 1,5 -4,8

rmf -1,0 3,7 8,5 3,2 -1,2 1,3 2,1 2,6 3,4 3,3 3,2 3,6 2,8 8

rmuC -1,7 -2,2 1,5 -4,1

rna -1,1 -1,2 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -2,2

rnb -2,3 -2,1 -2,8 -4,4

rnc -1,2 -1,2 -1,4 -9,7

rnd -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -2,0 -2,4

rne -1,8 -2,4 -5,2 -17,0 1,0 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -1,6 -1,7 -1,9 -3,1 7

rnfD -2,3 -2,3 -3,2 -2,3 -1,3 -1,9 -2,0 -2,0 -2,1 -2,4 -2,5 -2,8 -3,3 5

rnhA -1,1 -1,1 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,5 -2,2

rnhB -1,5 -1,7 -2,4 -6,7 -1,0 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -1,8 -2,2 -3,3 -5,0 4

rnk -1,5 -2,4 -3,3 -4,8 -1,2 -1,8 -2,0 -2,1 -2,3 -2,6 -3,1 -3,8 -5,5 4

rnpA -2,1 -1,8 -6,0 -44,9 -1,1 -1,5 -1,5 -1,5 -1,4 -1,5 -1,4 -1,4 -2,8 7

rnpB -2,8 0,0 2,9 4,9 -1,1 -1,2 1,0 1,3 1,7 1,8 2,0 2,2 2,6 8

rnr 3,0 2,5 1,8 -3,2 -1,1 2,0 1,9 1,8 1,6 1,6 1,4 1,1 -2,4 6

rnt -1,2 -1,4 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,7 -2,7

rodZ -0,5 0,0 -1,0 -6,6

rpe 0,0 -1,1 -2,8 -4,9 1,1 1,2 1,1 1,1 1,0 -1,1 -1,2 -1,4 -2,5 7

rph -1,3 -1,8 -1,8 -1,6 -1,8 -1,8 -2,0 -2,3 -3,2

rpiA 0,7 1,5 2,0 3,2 -1,0 1,1 1,2 1,3 1,3 1,5 1,7 1,8 2,2 8

rpiB -0,7 0,0 2,2 7,4 1,2 -1,3 -1,0 -1,2 1,2 1,4 1,9 2,4 3,8 3

rpiR -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,3

rplA -3,2 -3,3 -3,7 -36,6 1,0 -1,8 -1,9 -1,6 -1,6 -1,5 -1,4 -1,4 -2,0 5

rplB -6,5 -16,8 -19,5 -55,2 -1,0 -1,7 -1,9 -1,8 -1,8 -1,9 -1,9 -1,8 -4,7 7

rplC -2,7 -5,2 -4,5 -6,9 1,0 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,2 -1,5

rplD -2,9 -4,9 -5,0 -33,6 1,1 -1,3 -1,4 -1,3 -1,4 -1,4 -1,3 -1,3 -1,9

rplE -2,0 -1,9 -1,8 -26,5 1,1 -1,3 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,4

rplF -2,7 -2,9 -4,4 -16,5 1,0 -1,6 -1,5 -1,5 -1,5 -1,5 -1,5 -1,4 -2,1 5

rplI -4,6 -7,2 -7,2 -28,5 -1,0 -1,9 -1,8 -1,7 -1,7 -1,8 -1,7 -1,8 -4,3 7

rplJ -1,5 -1,6 -1,8 -33,7 -1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,1 -1,2
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rplK -2,7 -2,5 -3,4 -24,6 1,0 -1,8 -1,8 -1,6 -1,5 -1,4 -1,4 -1,3 -1,9

rplL -2,4 -2,5 -4,1 -50,4 -1,1 -1,3 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,3

rplM -2,1 -1,6 -2,7 -18,8 -1,1 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4

rplN -1,5 -1,3 -1,3 -4,7 1,0 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,3

rplO -2,6 -2,4 -2,9 -14,9 1,1 -1,7 -1,6 -1,5 -1,5 -1,4 -1,4 -1,4 -2,1 5

rplP -3,0 -5,7 -5,6 -11,5 1,0 -1,5 -1,6 -1,6 -1,6 -1,7 -1,6 -1,6 -3,3 7

rplQ -3,9 -3,2 -5,7 -18,4 -1,0 -1,9 -1,7 -1,5 -1,5 -1,5 -1,6 -2,1 -5,6 7

rplR -2,2 -2,6 -3,6 -17,5 1,0 -1,4 -1,4 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,8

rplS -3,2 -2,7 -2,8 -11,9 -1,1 -1,7 -1,6 -1,4 -1,4 -1,4 -1,5 -1,5 -4,4 7

rplT -1,5 -2,0 -1,3 -19,7 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -2,9 7

rplU -1,9 -1,8 -3,2 -5,5 -1,0 -1,4 -1,3 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,8

rplV -3,6 -7,6 -8,0 -14,0 1,1 -1,6 -1,7 -1,6 -1,6 -1,7 -1,6 -1,5 -2,7 5

rplW -3,0 -7,1 -7,0 -37,9 -1,0 -1,4 -1,5 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -2,2 5

rplX -1,5 -1,5 -1,4 -16,0 -1,0 -1,3 -1,2 -1,1 -1,2 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4

rplY -1,6 -1,5 -2,5 -18,2

rpmA -2,2 -2,1 -4,8 -13,7 -1,1 -1,6 -1,5 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -3,0 7

rpmB -1,6 -1,5 -2,1 -15,4 1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2

rpmC -2,9 -4,9 -7,0 -28,1 1,0 -1,4 -1,5 -1,4 -1,5 -1,6 -1,5 -1,5 -2,8 7

rpmD -3,6 -3,5 -6,4 -23,1 -1,0 -1,7 -1,6 -1,5 -1,6 -1,5 -1,5 -1,4 -2,3 5

rpmE -3,6 -3,2 -4,7 -7,3 1,1 -1,9 -1,9 -1,6 -1,2 -1,3 -1,2 -1,2 -1,5

rpmE2 1,6 4,1 33,4 14,5 1,9 -1,0 2,2 2,7 5,8 11,2 17,2 27,1 26,0 8

rpmF -1,6 -1,9 -4,0 -51,2 -1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -2,3 7

rpmG -2,3 -1,9 -3,0 -2,6 -1,1 -1,5 -1,3 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,4

rpmH -1,8 -1,4 -2,9 -21,7 -1,1 -1,5 -1,4 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,8

rpmI -1,7 -1,3 1,2 -9,6 -1,1 -1,1 -1,1 -1,0 1,0 1,0 1,1 1,1 -1,0

rpmJ -1,6 -1,6 -1,7 -8,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,4

rpmJ 1,7 3,7 28,6 18,7 1,1 1,7 2,0 1,8 3,5 6,4 9,8 16,3 16,6 8

rpoA -2,2 -2,3 -4,6 -58,2 1,0 -1,5 -1,4 -1,4 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -4,7 7

rpoB -1,3 -1,6 -4,1 -27,6 1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,8

rpoC -1,4 -1,7 -5,3 -16,8 -1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -3,6 7

rpoD 0,0 -1,5 -3,8 -12,3 1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 1,2

rpoE 1,8 1,7 2,0 -1,7

rpoH 5,0 5,2 14,7 6,5 -1,1 2,2 2,2 2,2 2,2 2,3 2,3 2,2 2,6 1

rpoN 0,0 -1,2 -1,5 -4,4

rpoS 1,3 1,1 1,3 -4,7

rpoZ -0,7 -0,6 -0,8 -7,4 1,0 1,0 -1,0 1,0 1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,2

rprA 1,3 0,6 2,0 5,1 1,5 1,0 1,3 1,1 1,8 2,4 3,5 3,8 6,7 8

rpsA -2,2 -2,4 -3,2 -16,5 -1,1 -1,4 -1,4 -1,3 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,7

rpsB -2,5 -2,0 -1,8 -23,1 -1,1 -1,5 -1,5 -1,4 -1,4 -1,3 -1,4 -1,3 -2,4 7

rpsC -2,8 -7,0 -9,4 -60,0 -1,0 -1,6 -1,7 -1,5 -1,6 -1,6 -1,5 -1,5 -3,5 7

rpsD -1,5 -1,6 -1,9 -26,6 1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,8

rpsE -2,3 -2,2 -3,3 -21,4 1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,5

rpsF -4,0 -3,2 -2,5 -17,3 -1,0 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,1 -1,2 -1,4

rpsG -1,3 -1,2 1,1 -13,7

rpsH -2,7 -3,6 -3,9 -40,5 1,0 -1,6 -1,5 -1,6 -1,5 -1,5 -1,5 -1,5 -2,0 5

rpsI -4,4 -4,2 -9,7 -11,8 -1,1 -1,9 -1,8 -1,7 -1,8 -1,8 -2,0 -2,3 -4,1 7

rpsJ -6,8 -14,1 -12,2 -29,1 -1,1 -2,0 -2,0 -1,7 -1,7 -1,8 -1,8 -1,6 -4,1 7

rpsK -1,8 -1,9 -2,3 -24,2

rpsL -2,0 -1,8 -1,7 -37,6 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,5

rpsM -1,8 -1,8 -1,9 -11,2 1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,3
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rpsN -2,2 -2,8 -3,0 -75,5 -1,0 -1,7 -1,6 -1,5 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -2,2 7

rpsO -2,7 -2,5 -2,4 -18,8 -1,2 -1,8 -1,7 -1,6 -1,5 -1,5 -1,5 -1,5 -2,6 5

rpsP -2,0 -1,5 -1,9 -11,4 1,1 -1,4 -1,3 -1,3 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -2,0

rpsQ -3,4 -7,4 -8,8 -14,6 1,0 -1,5 -1,6 -1,5 -1,5 -1,5 -1,6 -1,5 -1,9

rpsR -3,4 -5,0 -4,3 -10,9 -1,0 -1,7 -1,6 -1,6 -1,6 -1,6 -1,6 -1,7 -3,6 7

rpsS -2,9 -6,2 -7,3 -22,3 1,0 -1,6 -1,7 -1,6 -1,6 -1,7 -1,7 -1,6 -2,8 5

rpsT -1,6 -1,6 -3,7 -32,5 -1,1 -1,4 -1,3 -1,3 -1,2 -1,3 -1,4 -1,3 -2,8 7

rpsU -1,1 -0,7 -1,8 -36,6 -1,1 -1,4 -1,3 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,8

rpsV 1,6 2,5 1,9 1,8 1,2 2,0 2,1 2,3 2,3 2,2 2,1 2,3 2,0 1

rraB 0,0 0,0 -1,6 -3,5

rsd 2,2 2,0 1,6 -5,6

rseB 1,9 1,3 -1,6 -5,9 -1,1 1,2 1,2 1,2 1,2 1,1 1,1 -1,0 -2,4 7

rseC 1,8 1,6 -0,6 -5,4 1,0 1,2 1,1 1,2 1,1 1,0 -1,1 -1,3 -3,2 7

rseP 1,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,5 -1,6 -1,9 -2,8

rsgA -0,7 -1,9 -2,6 -19,7 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -2,4 7

rsmB -1,2 -1,8 -3,7 -2,7 -1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,8 -2,1 -2,3 -2,6 4

rsmC -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -1,7 -1,9 -2,5

rsmD -1,3 -1,2 -1,3 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,4 -2,0

rsmE -1,4 -1,7 -2,9 -5,7 -1,1 -1,4 -1,5 -1,5 -1,5 -1,5 -1,6 -1,6 -2,6 7

rsmI -0,7 -0,8 -1,6 -3,7

rspA 0,4 -1,6 2,5 13,2 -1,1 -1,2 -1,3 -1,2 -1,0 1,0 1,1 1,0 2,0 3

rspB -0,2 -1,2 1,9 6,5

rstB 1,7 3,0 3,5 2,4

rsuA -1,1 1,1 -1,3 -4,0

rsxA -1,3 -1,5 -2,5 -3,4

rsxB -1,6 -2,1 -3,1 -3,0

rsxC -2,0 -3,1 -5,7 -3,1

rsxE -1,4 -1,6 -1,9 -2,0 -2,1 -2,6 -3,4 -3,9 -4,5

rtcA 1,1 -1,1 1,1 1,0 1,4 1,5 1,9 2,1 3,0

rtcR -1,2 -1,1 -1,5 -1,5 -1,7 -1,9 -2,0 -2,1 -2,2

rttR -1,7 -1,5 1,8 7,0 1,2 -1,7 -1,1 -1,5 1,3 1,8 2,7 3,9 5,5 3

ruvA -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,5 -1,5 -1,6 -1,8 -2,3

rumB -4,4 -3,4 -2,9 -2,1 -1,1 -4,4 -3,0 -2,7 -2,9 -3,6 -2,7 -4,4 -3,5 5

rus 0,7 -0,2 2,5 11,6 1,2 1,1 1,3 1,1 1,4 1,8 2,0 2,8 5,2 8

rutA 0,0 0,1 2,5 3,5

rutG -0,5 -0,1 2,9 6,7

rutR  1,8 2,3 2,3 0,0

ruvA -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -1,5 -1,5 -2,1

ruvC -2,2 -1,5 -2,1 -4,1

rybA -0,1 2,3 8,6 4,1 -1,1 -2,0 -2,5 -1,8 1,1 1,2 1,4 2,0 2,3 3

rybB 1,2 1,4 2,5 5,7 1,2 1,1 1,3 1,2 1,5 1,8 2,0 2,4 3,5 8

rydB 2,0 4,7 12,8 13,3 1,2 1,3 2,1 2,7 3,0 3,0 3,1 5,1 5,4 8

ryeA 0,6 1,8 8,4 2,8 1,2 1,5 1,7 1,8 2,3 2,3 2,6 2,7 2,7 8

ryeB -2,1 0,2 7,3 3,9

ryfA -1,5 -1,8 -1,9 -1,8 -2,1 -2,2 -2,2 -2,2 -2,6

ryhB -0,6 -0,8 1,2 10,8 1,3 1,2 1,2 1,2 1,3 1,4 1,5 1,8 2,5 3

ryjA -1,3 1,4 2,8 2,3 1,1 1,3 1,6 1,8 1,9 1,8 1,9 1,9 2,7 8

rzpQ 1,5 1,9 5,5 16,5 1,4 1,6 1,8 1,7 1,9 1,7 2,0 2,4 2,7 8

sapA -1,3 -1,4 -2,0 -3,2 1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -1,6 -1,6 -2,1 4

sbcD -1,0 -1,2 -1,4 -1,3 -1,6 -1,9 -2,0 -1,9 -2,5
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sbmC 1,7 3,7 3,2 5,5 1,2 2,2 2,4 2,7 2,9 2,9 3,1 3,1 2,8 1

sbp -5,6 -5,5 -1,8 -0,4 -1,1 -2,6 -2,3 -2,5 -2,7 -1,3 1,1 1,9 3,4 3

sdaA -0,1 2,9 4,9 3,6 -1,1 -1,1 -1,0 1,2 1,7 2,3 2,9 3,2 5,4 8

sdhA -2,6 -3,6 -3,1 -7,0 1,1 -2,0 -2,1 -1,9 -2,2 -2,7 -2,9 -3,0 -5,0 4

sdhB -2,8 -3,1 -2,4 -12,7 1,1 -1,9 -1,8 -1,7 -1,7 -1,9 -2,1 -2,0 -2,4 5

sdhC -3,4 -3,6 -2,6 -9,3 -1,0 -2,5 -2,5 -2,2 -2,5 -2,7 -3,0 -2,8 -3,4 5

sdhD -2,9 -3,0 -3,0 -10,0 1,0 -2,2 -2,2 -1,9 -2,2 -2,5 -3,0 -3,2 -4,8 4

sdiA -1,2 -1,8 -1,8 -2,0 -2,3 -2,2 -1,8 -1,8 -1,5

secA -0,1 -2,2 -1,5 -5,8

secB 0,6 -2,1 -9,2 -30,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,4 -1,6 -1,9 -2,1 -2,8 -7,8 7

secD -2,1 -2,4 -4,8 -12,0 -1,1 -1,4 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,5 -3,1 7

secE -1,5 -1,6 -3,8 -9,7 1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -2,3 7

secF -2,0 -1,7 -2,2 -3,0

secY -2,7 -3,8 -3,9 -10,6 1,0 -1,8 -1,8 -1,8 -1,7 -1,7 -1,8 -1,7 -2,7 5

selA 0,7 -1,3 -2,1 -4,7 -1,1 -1,1 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -1,7 -1,9 -4,0 7

selB -1,4 -1,3 -1,5 -1,3 -1,5 -1,9 -2,1 -2,4 -3,7

selD 1,1 -1,1 -1,7 -8,5 -1,0 1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -2,0 7

seqA 0,6 -1,3 -1,9 -11,0 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -2,8 7

serB -1,7 -2,6 -5,2 -6,5 -1,2 -1,6 -1,6 -1,8 -2,1 -2,3 -2,6 -3,2 -4,5 7

serC -0,7 -2,1 -6,6 -6,3 -1,1 1,1 1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -2,7 7

serS 0,6 -0,6 -2,1 -8,5 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -2,3 7

setA 1,2 1,1 1,3 1,1 1,3 1,4 1,7 1,9 2,9

setB  -1,7 -1,5 2,6 8,9 1,0 -1,8 -1,2 -1,6 1,1 1,3 1,5 1,9 2,9 3

setC 2,3 2,0 2,5 2,3 2,8 3,0 3,5 3,8 6,3

sfmA 1,8 2,0 2,8 6,9

sfmC -0,7 -0,1 3,5 5,9 2,0 1,5 2,3 2,2 3,5 3,7 4,4 5,9 11,0 8

sfmD 1,4 0,5 2,2 5,3 1,1 1,2 1,3 1,2 1,3 1,4 1,4 2,0 3,4 3

sfmF 1,0 1,4 1,2 1,3 1,3 1,6 1,9 2,4 3,4

sfmH 0,6 -0,1 4,3 18,3 2,3 1,1 2,6 1,0 3,4 4,4 5,8 7,3 11,8 8

sfsA -1,3 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -1,9 -3,1

sgaB 2,5 2,1 2,5 2,7

sgaU -1,3 1,5 1,2 1,1 1,2 1,2 1,2 1,3 2,1

sgcC 0,0 -1,4 2,2 8,0 1,4 -1,1 1,2 1,2 1,5 1,7 1,8 2,3 4,9 8

sgcQ 0,0 1,7 2,5 7,2 1,2 1,1 1,2 1,3 1,3 1,5 1,7 1,5 3,1 8

sgcR 1,3 1,8 2,5 4,7 1,2 1,3 1,5 1,4 1,5 1,7 1,8 2,2 3,7 8

sgrS -0,1 -0,4 2,1 4,9 1,0 1,3 1,2 1,1 1,2 1,3 1,7 1,5 2,8 8

shiA -1,4 -1,4 -1,5 -1,5 -1,7 -1,9 -2,2 -2,5 -2,3

sibA 2,0 1,5 4,6 4,2 5,7 10,7 10,4 14,4 17,9

sibB 0,8 1,4 5,9 8,2 2,1 2,0 2,8 1,9 3,1 2,8 3,4 6,7 5,5 8

sibC 0,1 0,4 2,8 4,3 1,5 1,4 1,7 2,0 2,2 2,1 2,4 2,6 2,8 8

sirA 1,7 3,4 3,6 -0,8

slmA 1,3 -1,1 -1,3 -5,5 -1,1 1,1 1,1 -1,0 -1,2 -1,4 -1,9 -2,4 -3,4 7

slp 5,0 13,3 0,7 3,7 1,1 3,9 4,4 4,0 2,9 2,3 1,9 1,6 1,3 6

slyA 1,5 0,6 -1,6 -4,7 -1,2 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -1,9 -2,1 -3,1 4

slyB 1,8 2,6 3,5 1,4

slyD 0,6 0,0 -1,4 -4,7 -1,0 1,0 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -2,3 7

smf 1,2 0,5 0,3 3,3

smg 1,3 1,3 0,6 -3,5

smpB -1,7 -2,0 -2,7 -2,3 -2,7 -3,1 -3,4 -4,0 -5,0

sms -1,0 -1,4 -1,7 -1,6 -2,0 -2,2 -2,6 -2,9 -2,3
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sodA -2,8 -3,4 2,5 0,1 -1,9 -5,6 -7,2 -6,3 -2,7 -1,9 -1,6 -1,2 1,1 2

sodB 1,4 1,6 -0,1 -8,3

sodC 1,3 3,3 2,2 -1,3

sohB 1,2 -0,5 -2,0 -7,5

sokB 10,3 13,6 20,9 11,0 1,3 2,4 2,7 2,7 3,1 3,4 3,5 3,6 3,7 1

sokC 2,8 2,6 5,5 10,4 1,3 1,1 1,2 1,5 1,5 1,9 2,1 2,3 3,3 8

solA 0,1 -1,3 -3,9 -2,8

sotB 1,6 1,4 1,2 6,3

soxR 1,2 1,7 4,3 4,6 1,0 -1,1 -1,1 -1,1 1,1 1,1 1,2 1,3 1,5

soxS 1,7 4,4 14,5 1,7 -1,1 -1,3 -1,1 1,3 2,4 3,1 3,2 3,3 3,2 8

speA -1,2 -1,9 -8,9 -10,7 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,6 -1,8 -2,2 -2,8 -4,4 4

speB 0,6 -0,6 -3,8 -6,4 1,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,7 -1,9 -2,6 -3,6 -7,9 7

speC -1,4 -1,2 -1,3 -1,5 -2,0 -2,4 -3,0 -3,7 -3,2

speD -1,7 -3,6 -6,3 -7,2 -1,0 -1,2 -1,3 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -2,9 7

speE -2,4 -2,9 -4,9 -4,0 -1,0 -1,3 -1,4 -1,3 -1,4 -1,2 -1,2 -1,4 -2,2 7

speF 1,7 2,1 2,2 1,1 2,8 3,6 5,1 6,4 11,1

speG 0,0 -1,3 -2,3 -5,2

spf 0,0 -0,1 2,7 4,4

spoT -1,6 -2,7 -10,6 -23,5 -1,1 -1,2 -1,5 -1,5 -2,0 -2,3 -2,9 -4,1 -12,3 7

spoU -1,2 -1,7 -4,7 -4,5 -1,2 -1,2 -1,1 -1,3 -1,5 -1,7 -2,1 -2,5 -3,5 4

spr -1,6 -2,4 -2,4 -3,2 -1,1 -1,3 -1,3 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -2,8 7

sprT -1,3 1,2 1,1 1,1 -1,0 -1,4 -1,7 -1,9 -2,0

spy 5,6 7,0 12,3 14,5 1,0 2,8 2,9 3,1 3,9 5,3 5,8 6,4 7,4 8

srlA 0,1 0,6 4,7 13,6 1,6 -1,3 1,7 1,1 3,0 3,0 4,7 6,8 11,5 3

srlA -1,0 -2,4 -1,7 -3,0 1,3 1,2 1,7 2,3 4,0

srlE 1,5 1,1 1,2 1,4 1,7 2,2 2,2 2,4 3,9

srlE 1,0 -1,6 1,0 -1,1 1,1 1,1 1,4 2,0 2,7

srlR -1,3 -1,1 -1,4 -1,3 -1,7 -1,8 -2,1 -2,6 -2,1

srmB -1,2 -1,2 -3,7 -15,9

srmB -2,0 -2,8 -3,1 -2,7

srmB -0,6 -1,4 -4,6 -6,3

sseB -1,4 -1,8 -2,9 -15,8 -1,2 -1,4 -1,4 -1,6 -1,4 -1,5 -1,5 -1,6 -2,8 7

ssnA 0,1 -0,1 2,2 5,1 1,9 1,3 2,0 1,2 2,0 2,9 3,2 4,2 8,5 8

sspA -1,3 -1,4 -2,0 -8,1

sspB 1,2 0,0 -1,2 -4,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -2,4 7

ssrS 1,8 2,5 4,3 8,0

sstT -0,5 -1,3 -3,6 -6,8 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,5 -2,0 -2,6 -2,7 -3,4 4

ssuB 1,2 0,7 1,1 3,5 -1,1 -1,1 -1,0 -1,1 1,1 1,1 1,4 2,1 2,6 3

ssuC -1,1 1,1 -1,0 -1,2 1,0 1,1 1,3 2,2 2,5

ssuE -1,1 -1,5 -1,4 -1,4 -1,6 -1,3 -1,3 1,3 3,3

stfE 0,5 0,0 2,9 10,3 1,4 -1,1 1,7 1,3 2,3 2,3 3,7 5,0 8,4 8

stfP -0,5 -0,6 4,2 11,8 1,2 -1,1 1,4 1,0 1,5 2,1 1,8 2,6 3,8 8

stfQ 1,6 2,2 5,5 15,7 -1,3 -1,4 -1,1 -1,2 1,0 1,2 1,4 1,7 2,8 3

sthA -0,6 1,3 0,1 -5,8

stpA 0,6 -2,6 -7,4 -5,0

sucA -0,7 -1,8 -2,8 -26,1 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,6 -1,6 -2,8 7

sucB -1,3 -1,9 -3,6 -31,7 1,1 -1,1 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -1,7 -1,8 -5,4 7

sucC -0,8 -1,7 -2,6 -20,7 1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,4 -1,6 -2,5 7

sucD -1,4 -2,2 -3,9 -20,1 -1,0 -1,3 -1,4 -1,3 -1,5 -1,7 -1,8 -2,0 -4,4 7

sufA -3,0 -1,3 -1,4 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,5 -2,0
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sufB -3,0 -2,2 -2,3 -2,1 -2,0 -2,3 -2,1 -1,9 -1,4

sufC -3,0 -2,1 -2,3 -2,0 -2,1 -2,5 -2,6 -2,8 -2,5

sufD -3,5 -2,0 -2,0 -1,9 -2,0 -2,2 -2,1 -2,3 -2,1

sufE -2,3 -1,7 -1,7 -1,4 -1,7 -2,0 -2,1 -2,6 -2,4

sufS -2,4 -1,5 -1,5 -1,4 -1,6 -1,7 -2,0 -2,3 -2,6

sugE 1,8 2,9 2,5 1,7

sulA 1,5 2,1 2,9 2,1

sun 1,2 -1,3 -1,6 -1,1 -1,4 -1,8 -1,7 -1,8 -2,0

surA 1,0 -1,1 -1,0 1,1 1,0 -1,0 -1,0 -1,2 -2,5

surE -0,6 -1,8 -5,1 -9,3 -1,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,6 -1,9 -2,4 -3,5 -6,1 7

sxy 1,2 1,2 2,1 5,1

symE -0,1 -1,6 2,1 8,2 1,4 1,3 1,0 1,2 1,1 1,2 1,1 1,7 2,2 3

tabA -0,6 -1,3 -0,8 2,6

tag 2,1 1,3 2,0 6,0 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,6 1,9 2,5 3

talA 2,5 6,0 1,0 -3,2 -1,2 2,5 2,3 2,3 2,3 2,2 2,1 2,0 1,0 6

talB 1,4 1,2 -0,1 -11,0

talC 1,0 -1,3 -1,4 -1,2 -1,6 -1,8 -1,9 -2,2 -2,2

tam 1,9 6,0 2,1 2,4 -1,4 1,7 1,9 2,4 2,2 2,1 1,9 1,8 1,9

tap -2,0 -23,2 -11,2 -9,5 3,2 2,3 -2,0 -2,7 -2,5 -2,3 -2,0 -1,7 -1,1 5

tar -1,4 -25,9 -12,0 -8,4 2,5 1,9 -3,3 -7,0 -4,7 -4,3 -3,8 -2,6 -2,0 5

tas 1,3 -1,2 -3,9 -7,4 -1,0 1,3 1,1 1,0 1,0 -1,0 -1,1 -1,3 -3,6 7

tatA -1,4 -1,4 -1,8 -5,8

tatC -1,6 -2,9 -4,6 -7,7 1,0 -1,3 -1,4 -1,5 -1,7 -2,0 -2,2 -3,1 -5,4 7

tatE 1,7 3,2 4,3 2,2 1,1 1,4 1,6 2,0 2,5 2,9 2,9 3,0 1,9 8

tauA 1,1 -2,1 -1,5 -1,9 -1,3 1,1 1,6 3,4 8,0

tauB 1,1 -1,8 -1,1 -1,7 -1,0 1,3 1,7 3,7 8,3

tauC -1,3 -1,6 -1,3 -2,0 -1,1 1,1 1,5 2,3 3,5

tauD -1,1 -1,4 -1,3 -1,4 -1,3 -1,1 1,1 1,7 3,1

tbpA / thiB 1,0 1,2 1,1 1,3 1,9 2,0 2,1 2,1 1,3

tdcA 1,4 0,5 4,8 15,4 2,0 1,1 1,7 1,1 2,1 3,3 4,2 5,2 11,4 8

tdcB 1,6 1,2 1,5 1,4 1,9 2,0 2,5 3,7 6,5

tdcD -0,7 -1,4 1,5 6,6 1,6 1,1 1,5 -1,1 1,6 1,8 2,6 3,2 6,2 8

tdcR 1,8 1,5 6,8 20,4 1,9 2,2 2,8 2,5 3,8 3,9 5,1 4,7 12,2 8

tdh 1,9 2,7 1,6 -0,6

tehB 0,6 -1,2 -2,8 -5,0

tesA -0,1 -0,1 -1,6 -5,0

tesB 2,6 3,1 2,3 -0,7

tfaE 1,6 1,3 2,5 8,7 1,0 1,3 1,4 1,3 1,3 1,7 1,8 1,8 3,4 8

tfaP 0,8 0,7 3,2 11,3 2,1 1,8 2,6 2,2 2,2 4,1 3,7 5,2 7,7 8

tfaQ 1,4 1,5 3,4 10,0 -1,1 1,4 1,4 1,4 1,2 1,2 1,2 1,2 2,0 3

tgt -2,2 -2,0 -2,6 -2,5

thiC -1,4 -1,5 -1,3 -1,3 1,4 4,2 7,2 9,3 8,4

thiD 0,1 2,6 4,0 4,4 -1,0 -1,0 1,2 1,1 2,0 3,5 4,7 5,0 4,1 8

thiE 1,2 1,1 -1,1 -1,1 1,9 5,3 8,9 12,1 8,5

thiF -0,7 2,5 8,5 1,4 1,1 -1,0 -1,1 -1,1 1,8 5,8 8,9 11,7 8,2 8

thiG -1,0 1,2 1,1 1,2 1,8 3,8 5,9 7,3 3,2

thiH 1,1 -1,0 1,2 1,3 2,2 5,2 8,4 11,4 4,0

thiK -1,2 -1,2 -1,3 -1,2 -1,4 -1,3 -1,5 -1,8 -2,3

thiL 0,1 -0,8 -4,3 -5,9 -1,1 -1,4 -1,5 -1,5 -1,8 -1,9 -2,4 -2,8 -4,3 4

thiM -0,7 1,6 3,3 10,2 -1,2 1,0 -1,2 1,1 1,8 3,6 4,6 4,5 2,3 8
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thiP 1,2 1,1 1,1 1,3 1,8 2,1 2,3 2,3 1,8

thiQ 2,2 4,2 2,9 2,1 1,1 1,2 1,2 1,3 1,7 2,0 2,1 1,8 2,1 8

thiS -1,0 -1,2 -1,2 -1,1 1,3 3,6 6,3 8,1 4,5

thrA -3,0 -6,7 -9,9 -21,0 1,0 -1,9 -2,2 -2,3 -3,0 -3,5 -3,9 -5,0 -4,0 4

thrB -2,3 -5,2 -7,1 -11,1 1,0 -1,6 -1,9 -2,1 -2,5 -2,8 -3,0 -2,8 -2,1 5

thrC -3,6 -11,5 -17,2 -21,2 1,0 -2,2 -2,7 -2,9 -3,8 -4,6 -5,6 -5,5 -5,3 5

thrS -0,6 -1,1 -0,8 -19,8

thyA -1,3 -1,9 -4,6 -8,5 -1,3 -1,2 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -1,7 -2,0 -6,5 7

tig -1,3 -2,1 -3,8 -19,3 1,0 -1,2 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -1,6 -2,8 7

tilS -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -3,1

tktA 1,0 -1,2 -3,3 -15,6 -1,2 1,0 1,0 1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -4,9 7

tktB 3,7 7,8 0,7 -1,5 -1,3 2,8 2,8 2,8 2,9 2,4 2,1 2,0 1,3 6

tldD -1,1 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,6 -2,0

tmcA -1,5 -2,0 -2,9 -3,6

tnaA -6,9 -12,0 -6,2 -3,4 -1,4 -3,1 -4,6 -6,4 -6,0 -5,1 -4,3 -4,1 -2,3 2

tnaB 1,4 0,7 2,0 5,3 1,5 1,4 1,5 1,4 1,5 1,7 1,9 2,1 2,7 8

tnaC -3,2 -8,5 -3,0 -8,0 1,4 -2,2 -2,5 -2,4 -2,2 -2,1 -1,7 -1,8 1,2 2

tolB 1,3 -1,1 -2,5 -9,2

tolC 1,4 1,4 1,4 -8,0

tolQ -1,2 -1,7 -2,0 -5,2 -1,1 -1,3 -1,4 -1,4 -1,4 -1,4 -1,5 -1,6 -2,4 7

tolR -1,4 -1,4 -1,7 -13,9 -1,0 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,1 -1,2 -1,4 -2,7 7

tonB 0,6 2,1 4,1 0,0

topA -1,5 -1,8 -3,0 -3,5

topB -1,2 -1,5 -1,5 -1,5 -1,5 -1,7 -1,8 -1,8 -2,0

torC 0,6 0,5 2,4 4,5

torD 0,1 0,0 2,8 7,4

torY 0,6 -0,8 3,8 14,6

tpx 1,1 1,2 -0,3 -11,0

treA 2,4 6,3 0,6 1,7 -1,2 2,3 2,4 2,4 2,3 2,1 2,0 2,0 1,7

treB -1,5 -2,7 -0,6 4,3

treC 1,1 -1,9 -1,6 -2,1 -1,4 -1,3 -1,2 1,0 1,6

treF 1,5 2,6 1,1 2,4

treR -1,1 1,1 1,2 1,2 1,1 -1,1 -1,2 -1,6 -2,7

trkA -1,4 -1,5 -2,7 -2,1 -1,2 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -1,5 -1,7 -2,0 -3,1 7

trmA -1,6 -0,1 -1,3 -2,7

trmB -2,8 -2,2 -3,4 -6,5 -1,4 -1,8 -1,8 -1,7 -1,8 -2,0 -2,2 -2,3 -4,8 7

trmD -1,7 -1,7 -1,6 -20,8

trpB -0,6 -1,2 -1,3 -3,8 1,2 -1,0 -1,2 1,2 -1,2 -1,5 -1,8 -1,9 -2,8 4

trpD -0,2 -1,7 -1,6 -3,8 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,2 -1,2 -1,1

trpE -0,5 -1,4 0,5 -1,2 -1,1 -1,3 -1,3 -1,2 -1,2 -1,4 -1,4 -1,6 -1,8

trpE 0,6 -1,3 1,1 0,1 1,0 -1,0 -1,0 -1,1 -1,0 -1,1 -1,0 -1,1 1,0

trpL 0,1 0,0 1,7 1,8 1,1 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 1,0 1,1 1,2 1,4

trpS 0,0 -1,4 -4,3 -11,8 -1,2 -1,0 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,5 -1,5 -3,5 7

truA -1,1 1,5 1,4 1,2 1,0 1,1 1,0 -1,2 -2,8

truB -2,5 -2,8 -3,3 -6,2 -1,2 -2,0 -2,1 -2,2 -2,5 -3,0 -3,4 -3,7 -6,4

truD 0,7 -1,6 -4,0 -7,4 -1,0 -1,0 -1,2 -1,3 -1,6 -1,9 -2,2 -2,7 -4,4

trxB -1,6 -3,3 -7,2 -11,9 -1,2 -1,7 -2,1 -2,3 -2,6 -2,7 -3,1 -2,8 -4,1 5

trxC -0,7 -1,2 -2,6 -4,0

tsf -2,5 -2,6 -2,9 -10,3 -1,1 -1,6 -1,6 -1,5 -1,5 -1,4 -1,4 -1,5 -2,8 7

tsgA -5,5 -4,4 -9,0 -3,6
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tsr -2,1 -5,5 -2,9 -2,8 2,2 1,3 -1,6 -1,7 -1,5 -1,4 -1,5 -1,3 1,2 5

tsx -1,2 -1,1 -1,1 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -1,6 -2,3

ttcA -1,0 -1,5 -3,4 -3,6 -1,2 -1,5 -1,6 -1,4 -1,6 -1,8 -1,9 -2,7 -3,8 4

ttdA 1,1 1,2 1,3 1,5 1,3 1,5 1,6 2,0 2,8

ttdB -0,6 -1,2 1,7 4,9 1,5 1,5 2,1 1,8 2,1 2,3 2,7 3,3 5,7 8

ttdR 0,7 -0,5 1,7 2,7

ttdT 1,8 1,3 1,6 1,6 2,0 2,4 2,9 3,5 6,1

tuf -0,7 -1,2 -0,6 -8,8

tus 1,2 1,4 3,6 2,7

tynA 1,2 0,6 1,8 6,8 -1,1 -1,1 1,0 -1,2 1,2 1,2 1,4 1,7 2,3 3

typA -1,8 -2,3 -6,4 -19,6 -1,1 -1,3 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,4 -1,7 -4,2 7

tyrA -3,3 -8,3 -6,8 -6,7 1,0 -1,9 -3,5 -4,4 -4,3 -4,4 -4,5 -4,4 -4,6 5

tyrB 1,2 -2,7 -7,0 -8,7 -1,2 1,1 -1,1 -1,4 -1,9 -2,4 -2,7 -3,2 -5,5 4

tyrP -0,1 -4,1 -2,4 -1,2 -1,1 -1,6 -2,2 -3,9 -4,8 -4,4 -3,7 -3,3 -2,5 5

tyrS -0,6 -1,4 -2,2 -8,0 -1,1 -1,0 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -2,1 7

ubiB -1,4 -1,7 -2,7 -3,2 -1,3 -1,4 -1,7 -1,6 -2,0 -2,0 -2,3 -2,6 -2,6 4

ubiD 1,1 -1,4 -1,6 -3,9 -1,1 -1,3 -1,4 -1,4 -1,5 -1,8 -1,9 -2,1 -2,7 4

ubiE -0,6 -1,4 -1,8 -4,8

udp -0,7 -1,3 0,6 -5,8 -1,1 -1,2 -1,3 -1,2 -1,4 -1,5 -1,7 -1,8 -2,7 7

udk -1,4 -1,5 -1,4 -1,3 -1,3 -1,5 -1,8 -1,9 -2,7

udp  -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,4 -1,6 -1,9 -3,5

ugd 6,5 6,2 4,4 2,0 1,6 2,6 2,7 2,6 2,0 1,7 1,5 1,3 1,0 6

ugpA 74,6 89,8 93,8 4,8 4,1 9,7 10,5 11,2 11,5 11,1 10,4 8,7 -1,1 6

ugpB 112,5 136,2 158,3 29,1 3,7 9,6 10,3 10,5 10,6 10,3 10,0 9,3 1,2 6

ugpC 51,1 57,5 72,3 1,9 3,5 10,0 10,7 10,5 10,7 10,6 9,8 8,0 1,2 6

ugpE 35,5 41,0 43,5 2,6 3,8 9,0 9,7 10,0 10,8 10,5 9,4 7,7 1,6 6

ugpQ 19,4 21,4 23,3 -1,1 2,3 5,5 5,6 6,1 6,2 5,9 5,4 4,7 -1,7 6

uhpB -1,3 -1,5 -1,5 -1,4 -1,7 -1,5 -2,0 -2,1 -2,3

uhpC -1,3 -1,7 -1,6 -1,7 -1,9 -1,9 -2,2 -2,0 -1,5

uhpT -2,1 -2,2 0,7 4,2 -1,1 -3,4 -1,3 -3,6 -1,0 1,2 1,5 2,2 3,6 3

uidA -1,3 0,1 2,7 4,9 -1,0 -1,2 -1,0 -1,0 1,1 1,2 1,4 1,7 3,3 3

uidC -0,8 -1,6 5,2 19,4 -1,2 -1,4 1,7 1,1 2,0 1,9 2,5 4,7 7,0 3

uidC -1,0 -2,0 4,0 14,3 1,5 -1,4 1,6 -1,0 2,0 3,5 5,0 5,5 11,8 3

ulaG 3,9 2,4 3,1 7,9

ulaR -0,5 -1,2 -0,7 2,9

umuC -0,5 1,3 2,1 3,9

umuD 1,5 1,8 5,3 14,5

ung -1,1 -1,0 1,0 1,1 1,2 1,2 1,2 1,1 -2,0

upp -2,0 -2,0 -4,8 -8,7 -1,1 -1,5 -1,3 -1,3 -1,5 -1,7 -2,0 -2,5 -5,6 7

uraA -4,6 -5,9 -6,1 -2,7 -1,3 -2,7 -2,3 -2,6 -3,2 -4,0 -4,3 -3,3 -2,6 5

uspA 1,4 1,2 -0,6 -6,2 -1,1 1,1 1,2 1,2 1,1 1,1 1,0 1,1 -1,0 6

uspB 3,1 5,7 1,2 -1,8 -1,0 2,1 2,1 2,0 2,2 2,0 1,8 1,8 1,2 6

uspC 2,5 4,5 3,6 3,3 -1,2 1,7 1,7 2,0 2,0 1,8 1,6 1,8 1,5

uspD -1,0 1,4 1,4 1,5 1,7 1,7 1,7 1,7 1,4

uspE 2,3 2,1 0,8 -3,0

uspF 1,8 1,6 0,2 2,5

uspG 3,6 4,1 3,9 1,8 1,1 2,6 2,5 2,9 2,6 2,7 2,8 2,8 2,2 1

uup -1,6 -2,0 -3,8 -6,0

uvrD -1,7 -1,5 -1,0 -8,8

uvrY 0,6 -1,4 -1,5 -2,9
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uxaB 1,2 0,6 2,6 5,1 1,1 1,1 1,2 1,0 1,2 1,4 1,4 1,6 2,7 3

valS -1,5 -2,3 -4,3 -9,9 -1,1 -1,2 -1,3 -1,4 -1,6 -1,8 -1,9 -2,2 -3,6 7

ves -1,4 -5,0 -1,2 0,1

visC 0,0 -1,4 -2,1 -4,5

vsr -1,4 -1,1 -1,0 1,1 1,1 1,0 -1,1 -1,3 -2,1

waaU 1,0 -1,1 -1,2 -1,1 -1,3 -1,4 -1,6 -2,0 -2,5

wbbI -1,3 -1,8 -3,2 -3,3

wbbK -1,2 -2,2 -2,2 -1,3

wbbL -1,4 -1,6 -2,4 -2,2 1,0 -1,1 -1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,2 -1,5 -3,3 7

wcaB -0,7 -0,3 2,8 9,3

wcaC -1,3 -0,7 2,3 7,8

wcaD 1,5 1,7 5,7 17,6 2,1 1,8 2,7 1,5 2,7 4,7 6,4 8,0 19,7 8

wcaJ 1,9 1,9 7,3 7,9

wcaK 4,2 4,3 8,5 3,3 -1,1 3,4 3,4 3,4 2,8 2,4 2,1 1,4 1,2 6

wcaL 3,2 3,9 8,0 4,6

wcaM 2,3 2,2 4,2 4,7 1,0 3,3 3,1 2,8 2,1 1,9 1,6 1,5 2,5

wecD -1,1 -1,2 -1,6 -1,7 -2,1 -2,3 -2,3 -2,6 -1,9

wecH 1,1 -1,4 1,5 7,0

wrbA 3,2 5,1 -0,3 -3,9 -1,1 2,5 2,4 2,3 2,2 2,0 1,9 1,6 -1,2 6

wrbA 4,0 5,1 0,6 -4,6 -1,1 2,0 1,9 2,1 2,0 1,8 1,7 1,6 -1,1 6

wzb 0,1 1,5 4,1 14,0

wzc 1,8 1,1 1,7 1,3 2,4 2,7 3,4 3,9 7,6

wzxC 1,8 2,5 4,5 3,8 -1,1 1,4 1,7 1,5 1,7 1,7 2,0 2,3 3,2 8

wzxE -1,6 -2,7 2,1 7,1 -1,1 -1,4 -1,3 -1,7 -1,2 -1,2 1,0 1,3 2,2 3

wzzE -1,6 -2,3 -2,9 -4,1 -1,1 -1,2 -1,4 -1,6 -1,8 -1,9 -2,1 -2,4 -2,9 4

xanP -9,3 -22,9 -10,6 -5,0 -1,2 -2,7 -2,5 -2,4 -2,6 -3,4 -3,5 -3,4 -5,0 5

xanQ 1,5 1,4 2,1 6,2

xapA 0,0 0,2 2,3 7,9 -1,3 -1,1 1,2 1,1 1,5 1,3 1,5 2,5 3,3 8

xapB -0,7 -0,7 2,7 7,6 -1,3 -1,2 1,1 -1,1 1,1 1,7 1,9 2,0 3,3 3

xapR -1,2 -0,8 1,8 5,0 1,0 -1,1 -1,1 1,1 1,1 1,1 1,2 1,3 2,4 3

xdhB 2,0 1,4 2,0 5,7

xdhC 1,3 1,7 1,6 5,6 1,2 1,3 1,6 1,2 1,4 1,5 1,8 2,0 3,1 8

xerC 0,0 -1,5 -5,0 -10,2 1,1 1,1 -1,3 1,1 -1,2 -1,5 -1,6 -2,1 -2,8 7

xisE 1,2 1,9 2,8 3,6

xseA -1,1 0,6 0,0 -4,1

xseB -1,5 -0,5 -1,5 -6,1

xylA -0,6 -1,3 2,2 6,7 1,1 1,0 1,0 -1,1 1,1 1,2 1,5 2,0 3,6 3

xylB 1,0 1,0 1,0 -1,0 -1,1 -1,0 1,1 1,4 2,7

xylE 2,0 5,3 10,2 8,1 1,4 4,0 5,5 6,0 6,4 6,6 6,5 6,0 6,8

xylF -1,1 -0,6 2,9 9,9 1,2 1,1 1,3 1,3 1,3 1,5 1,9 2,0 3,0 8

xylG 0,7 -0,6 2,3 7,8 1,3 1,0 1,2 -1,1 -1,0 1,1 1,1 1,4 2,3 3

yacG -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,4 -1,6 -2,0 -3,0

yadB -1,3 -1,5 -1,4 -1,4 -1,4 -1,5 -1,5 -2,0 -3,3

yaiV 1,8 1,5 2,1 2,2 2,2 2,9 4,0 4,0 6,4

ybaS  1,1 4,9 5,1 4,8 3,7 2,9 2,9 3,1 3,9

ybbB -1,2 -1,1 -1,5 -1,1 -1,4 -1,7 -1,8 -2,2 -2,1

ybbW 2,4 -1,3 1,9 1,1 2,2 3,3 3,8 5,9 10,0

ybcZ -1,9 -1,8 -1,9 -1,6 -2,1 -2,0 -2,1 -2,5 -2,7

ybdK -1,5 2,1 1,8 1,9 1,8 1,6 1,4 1,2 1,0

ybfE  -1,0 -1,4 -1,7 -1,6 -1,7 -2,0 -2,1 -2,6 -2,4
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ybgC -1,0 -1,2 -1,2 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -2,6

ybhO -1,1 2,3 1,9 1,9 1,5 1,4 1,2 1,5 1,5

ybjG 1,4 2,5 2,3 1,9 1,1 -1,1 -1,1 -1,4 -2,3

ycdY -1,2 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,6 -1,8 -2,0 -2,5

ychF  -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,5 -1,6 -1,7 -1,9 -2,4

yciA 1,1 -1,4 -1,4 -1,3 -1,3 -1,2 -1,4 -1,6 -4,3

yciH -1,0 -1,5 -1,4 -1,3 -1,4 -1,5 -1,5 -1,7 -3,2

yddK 0,7 0,8 4,2 7,4 5,5 -1,3 4,3 1,2 9,6 17,9 22,7 23,6 44,0 8

yedP -1,2 1,8 1,8 2,1 2,2 2,1 1,9 1,8 1,1

yeeF  -1,1 -2,6 -2,5 -2,8 -3,1 -3,2 -3,7 -4,0 -3,1

yegS 1,1 3,8 3,6 3,3 3,0 2,7 2,5 2,3 3,7

yehB 1,2 0,7 7,4 14,7 2,5 1,2 2,6 1,2 3,7 5,0 7,3 9,3 17,2 8

yehC 3,0 1,5 3,8 2,2 5,4 9,2 14,0 16,0 29,8

yehD 1,1 0,9 6,5 20,4 5,0 1,3 4,0 1,4 5,0 12,4 17,0 18,7 67,9 8

yeiA 1,1 2,1 1,9 1,8 1,7 1,4 1,7 2,2 2,7

yeiP -1,0 -1,1 -1,0 -1,0 -1,0 -1,1 -1,2 -1,5 -2,1

yejK 1,2 1,2 -1,5 1,1 -1,4 -1,6 -1,8 -1,9 -2,3

yfaE -1,3 -1,3 -1,5 -1,3 -1,5 -1,4 -2,0 -2,2 -2,7

yfaL  1,0 -1,0 -1,3 -1,1 -1,6 -1,4 -1,5 -1,7 -2,1

yfcB -1,4 -1,5 -1,8 -1,6 -2,0 -2,3 -2,6 -3,5 -5,2

yfcG -1,2 2,4 2,4 2,8 2,3 2,0 1,7 1,6 1,6

yfeG /eutR 1,1 -1,2 -1,3 1,1 -1,3 -1,5 -1,9 -2,0 -2,7

yfiD 1,7 2,1 2,2 2,4 2,3 2,4 2,4 2,5 2,1

ygaD -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,1 -1,2 -1,2 -1,4 -2,5

ygaU 1,1 1,9 2,0 2,1 2,4 2,4 2,4 2,5 2,3

ygeW 1,6 1,9 2,5 2,3 2,6 3,0 3,2 3,8 4,6

ygeX -1,0 1,0 1,2 -1,1 1,1 1,2 1,3 1,6 2,3

yggA -1,2 -1,1 -1,8 -1,3 -1,7 -1,9 -2,1 -2,3 -2,1

yggF 1,2 1,1 1,2 1,1 1,1 1,1 1,4 1,8 2,7

yghA -1,2 3,0 3,0 3,1 3,2 3,0 2,9 3,5 2,8

ygiZ 2,8 1,7 3,4 2,2 4,6 6,6 8,3 10,0 13,7

yheM -1,2 -1,1 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,5 -1,8 -3,8

yhhZ 3,0 3,9 4,6 3,4 4,1 6,4 6,9 8,2 12,7

yhiL 2,9 1,9 3,1 1,9 3,1 3,5 3,7 5,8 10,3

yhiS 4,3 1,6 3,4 2,1 3,9 5,9 8,1 10,2 15,4

yhjH 2,3 1,3 -4,0 -7,0 -3,7 -3,4 -2,7 -2,2 -1,4

yiaK 1,1 -1,3 1,1 -1,1 1,2 1,2 1,6 2,3 2,5

yiaL 3,6 2,1 3,6 2,0 5,1 6,6 9,1 10,4 22,4

yiaM 3,2 1,3 2,2 1,1 2,6 3,6 4,2 5,7 8,9

yiaN 1,2 -1,1 1,2 1,0 1,3 1,4 1,6 2,3 3,1

yiaO 2,3 2,1 2,2 1,3 2,7 2,8 4,0 5,7 8,4

yibD 80,9 88,2 111,3 1,2 3,1 9,8 9,9 10,4 10,7 11,1 10,6 9,5 1,5 6

yibJ  -1,3 1,2 1,2 1,1 -1,1 1,1 1,2 1,2 2,0

yibO -1,1 -1,0 -1,1 1,0 -1,3 -1,5 -1,5 -1,6 -2,3

yibO -1,1 -1,4 -1,5 -1,0 -1,5 -1,7 -1,4 -2,1 -2,4

yicO  5,1 1,4 4,3 1,8 6,1 9,1 10,3 13,9 23,1

yigB -1,0 -1,1 -1,2 1,2 -1,2 -1,3 -1,6 -1,5 -2,1

yigB -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,2 -1,3 -1,4 -1,8 -2,4

yigC -1,2 -1,1 -1,2 1,0 -1,2 -1,3 -1,4 -1,2 -2,3

yigG 1,4 -1,0 -1,0 -1,2 -1,2 1,5 1,6 2,0 3,6
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yihP -1,0 1,6 1,7 1,7 1,9 2,4 2,6 2,6 1,8

yihQ 1,8 3,3 4,1 4,7 5,4 6,8 8,4 7,7 4,4

yjbI 3,6 1,4 3,3 1,2 3,6 5,3 7,2 9,5 17,8

yjcQ -1,4 -1,7 -1,7 -1,7 -1,8 -2,2 -2,0 -1,7 -2,1

yjfF 1,4 1,3 1,4 1,2 1,4 1,6 1,9 2,0 3,7

yjfF -1,3 -1,1 -1,1 -1,0 -1,0 -1,0 1,2 1,6 2,7

ykgC 1,2 2,0 2,2 2,3 1,8 1,7 1,6 2,0 3,1

yohG 1,5 1,4 1,7 1,4 2,1 2,3 2,9 3,6 6,2

yohM -1,4 -1,3 -1,9 -1,3 -1,5 -1,6 -1,7 -1,9 -2,1

yojI -2,7 -6,2 -5,5 -5,3 -5,0 -4,4 -4,2 -3,9 -3,4

yqaB 1,1 -1,4 -1,5 -1,5 -1,7 -1,6 -1,7 -1,9 -2,7

yqiA -1,1 -1,1 -1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,8 -2,1 -3,3

ysgA -1,2 -3,1 -2,4 -2,4 -4,0 -8,2 -8,9 -7,0 -5,5

Z3624 -1,2 -4,6 -5,4 -6,5 -6,2 -5,9 -4,8 -3,7 -2,9

Z3625 -1,2 -2,1 -2,5 -2,1 -2,3 -2,4 -2,8 -3,4 -5,6

Z3719 -1,4 -1,2 -1,5 -1,3 -1,4 -1,4 -1,7 -1,8 -2,1

Z4405  -1,1 -1,1 -1,3 1,0 -1,4 -1,7 -1,9 -2,0 -2,3

zipA 1,1 -1,4 -4,0 -32,9 -1,1 -1,1 -1,2 -1,3 -1,3 -1,3 -1,5 -1,8 -2,8 7

znuA 2,7 8,0 8,3 -0,3 -1,3 -1,3 1,5 2,4 3,4 3,7 3,8 3,8 3,5 8

znuB 0,6 2,0 4,4 4,9 1,1 -1,3 -1,0 1,2 1,7 1,8 1,8 1,8 1,8

znuC 1,4 3,3 6,3 1,2 -1,1 -1,2 1,1 1,6 2,4 2,7 2,6 2,7 2,8 8

zraP 1,1 1,2 1,3 1,0 1,3 1,3 1,5 1,7 3,0

zraS -0,6 -1,6 1,8 4,8 1,2 -1,4 1,0 -1,7 -1,1 1,1 1,7 2,4 3,5 3

zwf 1,3 1,2 -0,1 -8,5
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