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1. Einleitung  

Das Thema der Facharbeit entstand während eines Praktikums im Biotechnologie Labor des 
Bernhard - Strigel – Gymnasiums in Memmingen. Während dieses Praktikums wurden 
verschiedene Methoden und Arbeitsvorgänge die man mit Zellen (in unserem Fall mit E.coli) 
durchführen kann  erläutert, unter anderem auch die Transformation. 
 
Da zu diesem Zeitpunkt  noch keine chemisch kompetenten Zellen vorrätig waren, hat der 
Vorgang des Transformierens viel Zeit in Anspruch genommen, daraus entstand die Idee 
solche Zellen mit der Calciumchlorid - Methode zu erzeugen und auf Vorrat ein zu frieren, 
was die Arbeit anderer im Labor erleichtern würde. 
In einem zweiten Teil meiner Facharbeit soll mit Hilfe einer Langzeitstudie untersucht 
werden, wie lange man mit den Zellen arbeiten kann. Normalerweise werden die Zellen bei    
-80°C eingefroren und sind dadurch sehr lang haltbar. 
Da die Zellen im Labor lediglich bei -18°C eingefroren werden  können, stellt sich die Frage 
ob die Zellen nach einem gewissen Zeitraum immer noch kompetent sind und wenn ja, wie 
lange genau sich die Kompetenz erhält. 
 

2. Plasmidisolation  

2.1 Die Isolation von Plasmiden mit Hilfe eines Kits 

Um das Plasmid pUC18 zu isolieren wurde ein Kit der Firma Qiagen (QIAprep Miniprep aus 
dem Jahr 2003 Cat. No. 27990) verwendet.  
Zur Durchführung der Isolation von Plasmiden hab ich das Original-Protokoll des Quiaprep-
Kits  übersetzt und unserer Durchführung angepasst. Die original Anleitung findet sich in dem 
beigefügten Handbuch des Kits (QIAGEN; 2003) auf der Seite 22 -23. 

· Alle Schritte müssen bei Raumtemperatur durchgeführt werden  
· 1. Ein Eppi mit Bakterienlösung muss zentrifugiert werden und der Überstand 

wird verworfen. 
· 2. Das Pellet wird nun mit 250 µl  Puffer P1 resuspendiert. 

Es ist wichtig sicherzustellen das RNase A zu dem Puffer P1 hinzugefügt wurde. Nach 
dem Resuspendieren sollten keine Zellklumpen mehr zu sehen sein. 

· 3. Jetzt müssen 250 µl des Buffers P2 hinzugefügt werden und das Eppi muss 
zum Mischen 4 – 6 mal vorsichtig gedreht werden. 
Das Eppi muss zum Mischen vorsichtig gedreht und nicht geschüttelt werden, da sonst 
die chromosomale DNA zerrissen wird und diese dann bei der Gelelektrophorese zu 
Schwierigkeiten bei der Identifizierung der Plasmide bereitet. Wenn es notwendig ist, 
dann muss das Eppi solange gedreht werden bis die Lösung dickflüssig und leicht 
durchsichtig wird, aber die Lyse darf nicht mehr als 5 min dauern.  

· 4. Nun müssen 350 µl des Puffers N3 hinzu gegeben werden und das Eppi muss 
vorsichtig gemischt werden, indem man es erneut 4 – 6 mal dreht. 
Damit es nicht zum nur teilweisen Ausfall kommt, muss die Lösung vorsichtig aber 
gründlich gemischt werden nachdem der Puffer N3 hinzugefügt wurde. Die Lösung 
sollte jetzt trüb werden. 
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· 5. Anschließend muss die Lösung 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert werden.  
Eis bildet sich nun ein festes weißes Pellet. 

· 6. Der Überstand wird in die Reinigungssäule des QIAprep Kits gefüllt oder 
pipettiert.  
(Die Reinigungssäule muss in ein Eppi gesteckt werden.) 

· 7. Nun muss erneut für 30 – 60 s zentrifugiert werden. Der Rückstand der sich im 
Eppi befindet wird verworfen. 

· 8. Die Reinigungssäule muss jetzt gereinigt werden, indem man 0,75 ml des 
Puffers PE dazugibt und wieder für 30 – 60 s zentrifugiert.  

· (Wahlweise): muss die Reinigungssäule nochmals 0,5 ml des Puffers PB 
dazugegeben werden und erneut für 30 – 60 s zentrifugiert werden. 
Dies ist in unserem Gebrauch nicht nötig da wir mit normalen Plasmiden arbeiten. 

· 9. Der Rest, der sich nun in dem Eppi befindet, muss verworfen werden und die 
Reinigungssäule muss erneut für 1 min zentrifugiert werden, um den Rest des 
Reinigungspuffers zu entfernen.  
Wichtig: der Reinigungspuffer wird nicht vollständig entfernt, wenn vor dem zweiten 
Mal des Zentrifugierens der Rest der sich in dem Eppi befindet nicht entfernt wird. 
Reste von Ethanol die sich in dem Puffer PE befinden können die nachfolgende 
enzymatische Reaktion hemmen. 

· 10. Die Reinigungssäule muss nun in ein neues steriles 1,5 ml Eppi gesteckt 
werden und um die DNA aus der Säule zu lösen müssen 50 µl des Puffers EB 
oder Wasser dazugegeben werden nachdem es eine Minute stehen gelassen wird 
muss es eine Minute zentrifugiert werden. 

· Der jetzt entstehende Rest der sich in dem Eppi  befindet ist die Plasmid - 
Lösung. 

 
 
Zusammenfassung  
 
��� Eppi mit Bakterienlösung zentrifugieren und Überstand verwerfen; 
��� Pellet mit 250 µl Puffer P1 resuspendieren  
��� 250 µl Puffer P2 hinzu geben und 4 – 6 mal drehen 
��� 350 µl Puffer N3 hinzugeben und erneut 4 – 6 mal drehen  
��� Lösung 10 min zentrifugieren  
��� Überstand in Reinigungssäule pipettieren  
	�� 30 – 60 s zentrifugieren Rückstand verwerfen  

�� 0,75 ml Puffer PE dazugeben und erneut 30 – 60 s zentrifugieren 
��� Rückstand verwerfen und noch mal 1 min zentrifugieren 
���� Reinigungssäule in steriles Eppi und 50 µl Puffer EB hinzu pipettieren; 1 min stehen 

lassen und 1 min zentrifugieren 
���� Entstandener Rest ist die Plasmidlösung  
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2.2 Der Nachweis der Isolation der Plasmide mit Hilfe einer Agarose-
Gelelektrophorese 

"Die Agarose - Gelelektrophorese ist die einfachste und effektivste Methode, mit der 
DNA-Fragmente zwischen 0,5 und 25 kB (= kilo - Basen) Länge voneinander getrennt 
und identifiziert werden können. 
Das Prinzip der Elektrophorese beruht darauf, dass geladene Moleküle, wie z.B. DNA im 
elektrischen Feld wandern. Die Auftrennung erfolgt in einem elektrischen 
Gleichstromfeld unter konstantem pH-Wert (= Elektrophoresepuffer), wobei die 
Fragmente ja nach Ladung, Masse und Gestallt unterschiedlich schnell durch das 
Agarosegel wandern.“ (SCHMITT; 2006 Seite 19) 
 
2.2.1 Durchführung der Gelelektrophorese  

 

Die Durchführung der Gelelektrophorese wird nach dem Protokoll vom Biotechnologie 
Labor durchgeführt (SCHMITT; 2006 Seiten19 - 22) durchgeführt. 

Giesen des Gels  

Material:  

· Agarose  
· TAE-Puffer 
· Rührfisch und Glasflasche 
· Gelkammer mit Kamm  
· Lederhandschuhe 

 

Durchführung:  

Um ein 1% -iges Agarosegel herzustellen werden 0,6 g Agarose abgewogen und mit           
60 ml TAE-Puffer aufgegossen. Der Rührfisch wird gleich dazu gegeben, um den 
Siedeverzug zu vermeiden. Nun muss  die Flasche unter Beobachtung in der Mikrowelle 
aufkochen. Anschließend wird die Flasche mit den Handschuhen entnommen und 
vorsichtig in die Gelkammer gegossen. Nach dem Gießen wird nur noch der Kamm 
eingesetzt und gewartet bis das Gel abkühlt  und trüb wird. 

 

Zusammenfassung: 

1. 0,6 g Agarose mit 60 ml TAE – Puffer in einer Flasche aufgießen  
2. in der Mikrowelle aufkochen  
3. vorsichtig in die Gelkammer gießen  
4. Gelkamm einsetzen und warten bis das Gel kühl wird  
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Beladen und Lauf des Gels  

Material:  

· Plasmidlösung  
· Gelladungspuffer  
· DNA - Größenstandart  
· TAE – Puffer ( liegt in der richtigen Konzentration im  Labor vor)  
· Sterile Eppis  
· Gelkammer und Spannungsquelle 
· Labormixer  
  

Durchführung:  
 

· Zuerst muss die Plasmid - Lösung in ein steriles Eppi mit 2µl Gelladungspuffer 
vermischt werden. 

· Anschießend muss der TAE-Puffer in die Gelkammer gegossen werden, bis das Gel 
leicht bedeckt ist. 

· Danach muss der Gelkamm entfernt werden. 
· In die beiden äußeren Taschen müssen je 5 µl des Größenmarkers pipettiert werden. 

Die Größenmarker dienen dazu die Plasmide   nach der Färbung zu identifizieren.  
· Jetzt können die Proben vorsichtig in die Geltaschen zwischen den Markern pipettiert 

werden.  
Dabei ist es wichtig darauf zu achten, dass schriftlich festgehalten wird, welche Probe 
in welche Tasche gefüllt wird. 

· Nach dem Pipettieren wird die Spannung angeschlossen, dabei muss die Polung 
beachtet werden. 
(DNA ist negativ geladen und wandert daher zum positiven Pol) 

· Beim einschalten der Spannungsquelle ist es wichtig darauf zu achten dass maximal   
7 V Spannung  je cm Elektrodenabstand einzuhalten sind. In diesem Versuch 
entspricht es 98 V bei einem Elektrodenabstand von 14 cm.  

· Das Gel muss nun so lange laufen bis die blaue Bande fast am Ende des Gels angelangt ist. 
 
 

Färbung und Auswertung des Gels: 

Material:  

· Ethidiumbromidlösung 
· UV – Leuchttisch  
 

„Aufgrund des vermuteten krebserregenden Potentials von Ethidiumbromid werden 
[diese Arbeitsschritte] durch die Lehrkraft Durchgeführt“  (SCHMITT; 2006 Seite 19) 

Erst nach der Färbung mit Ethidiumbromid werden  die DNA – Banden unter dem UV – Licht 
sichtbar und man kann sie durch den Abgleich mit dem DNA - Größenstandart  identifizieren. 



	  

 

 

Abbildung 1: Foto der Färbung des Elektrophoresegels im Biotechnologie Labor des  

Bernhard-Strigel-Gymnasiums in Memmingen  

 

 

3. Vorbereitung für die Herstellung chemisch kompetenter Zellen  

3.1 Vorbereitungen: 

3.1.1 Bau einer geeigneten Kühlbox  

 

 

Abbildung 2:  Foto der Kühlbox 

 




  

Materialien:  

· 2 Styroporboxen  
· Styroporkleber 
· Spanngurte 
· Styroporschneidedraht  
· Teppichmesser  
 

Bauanleitung : 

Die Kühlbox wird verwendet und darin die Zentrifuge auf Eis stellen zu können, da es wichtig 
ist bei der CaCl2-Methothode die 4° C einzuhalten.  
Da im Labor keine geeignete Styroporbox in die eine Zentrifuge hinein passt vorhanden war, 
musste eine gebaut werden. 
Dazu wurden zwei kleine Boxen je an einer Seite aufgeschnitten, dabei ist es wichtig den 
Deckel auf der Box zulassen, da es sonst dazu kommen kann dass der Deckel anschließend 
nicht mehr passt. Danach müssen die beiden Hälften der großen Box zusammengeklebt 
werden, dazu muss unbedingt ein geeigneter Styroporkleber (Patex) benutzt werden. Nach 
dem Auftragen des Klebers müssen die beiden Teile fest auf einender gedrückt werden und 
der überstehende Kleber mit einer Spachtel abgekratzt werden (Innen und Außen). Zum 
Fixieren der Box, die nun über Nacht trocknen muss, benutzt man am besten Spanngurte. Um 
besser arbeiten zu können, muss man den Deckel zweigeteilt lassen, so kann man später zum 
Beispiel die Temperatur im Inneren besser kontrollieren. 
Am nächsten Tag, wenn die Box ausgetrocknet ist, wird ein Podest für die Zentrifuge gebaut, 
da das Eis welches später hineingefüllt wird schmilzt und es zu einem Kurzschluss in der 
Zentrifuge führen kann. Dazu wird das restliche Styropor das übrig geblieben ist verwendet. 
Es reicht aus wenn das Podest ca. 4 cm hoch ist. Des weiteren muss die Styroporbox aufgrund 
der Breite der Zentrifuge an den Seiten (Innen) mit dem Teppichmesser  ausgeschnitten 
werden. 
Nachdem die Box zusammengebaut ist, ist es wichtig diese auch darauf zu testen ob sie dicht 
ist, dazu füllt man diese mit Wasser und schaut dann, ob etwas ausläuft, wenn dass der Fall ist 
dann sollte man auf diese Stelle noch mal Styroporkleber auftragen, noch mal trocknen lassen 
und dann einen erneuten Test durchzuführen. 
Außer auf die Dichte muss die Kühlbox auch noch darauf getestet werden, ob sie die 4° C 
auch über längere Zeit hält. Dazu gibt man Eis und ein Thermometer in die Box und schaut ob 
die gewünschte Gradzahl erreicht wird und über die gewünschte Zeitspannen gehalten wird.  
Um die 4° C während des ganzen Arbeitsvorganges zu halten, ist es am besten wenn man für 
den Mixer auch eine entsprechende Kühlbox baut, diese kann jedoch auch ohne Deckel sein.  
 
Wichtig : Damit es mit dem Eis und den Geräten keine Zwischenfälle gibt benutzt man am 
besten Eisbeutel statt der normalen Eiswürfelformen, da das Eis in den Beuteln gelassen 
werden kann, weil diese (selbst wenn das Eis schmilzt) auslaufsicher sind und das Eis 
mehrfach verwendet werden kann.  
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3.1.2 Vorbereitungen der Chemikalien   

Material:  

(ALBERT; 2007 a) 

· 100 ml Mol. Calciumchlorid (autoklaviert) 
· 100 ml Mol. Calciumchlorid in 90 % Glycerin – Lösung (autoklaviert)  
· LB – Medium (autoklaviert) in zwei Behältern  
· Genügend Eis  
 

Hinweis:  Bevor man mit der Herstellung chemisch kompetenter Zellen beginnen kann, ist es 
wichtig zu kontrollieren ob alle Chemikalien vorhanden sind (am besten ein bis zwei Tage 
vorher, so hat man die Möglichkeit die fehlenden Komponenten zu besorgen). 

 

3.1.3 Messen der optischen Dichte  

Material:  

· E.coli – Bakterien  
· LB – Medium 
· Spektralphotometer 
· Pipetten und Spitzen  
· Küvetten 

 
 
Am 17.07.2007 (einen Tag vor dem Beginn der Arbeit mit den E.coli Bakterien) wurde eine 
Übernachtkultur E.coli Bakterien angelegt. Dazu wurde LB - Medium angeimpft und bei 37° 
C über Nacht in den Inkubator gestellt. 
Am 18.07.07 konnte mit der Herstellung chemisch kompetenter Zellen begonnen werden. 
Hierzu wird 1 ml der Übernachtkultur in den zweiten  Behälter mit dem LB - Medium 
pipettiert und wiederum bei 37° C in den Inkubator gegeben. Da bei der Herstellung chemisch 
kompetenter Zellen nach der CaCl2 Methode ein Wert der optischen Dichte  von 0,4 - 0,6 bei 
600 nm verlangt wird, musst dieser nun mit der Hilfe eines Spektralphotometers gemessen 
werden. 
Damit bei der Messung die richtigen Werte resultieren, muss das LB Medium als Nullwert 
festgelegt werden. 
Zum Bestimmen der OD wird nun in immer kürzer werdenden Zeitabständen gemessen, 
indem  immer wieder etwas aus der neu angelegten Kultur entnommen und in die Küvette 
gegeben und gemessen wird, bis nach 2,5 h der gewünschte Wert von 0,452 erreicht wurde.   
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Zeit OD 

11:45 0 

13:15 0,148 

13:44 0,276 

14:05 0,382 

14:16 0,452 

  

Tabelle1: Messung vom 18.07.07                                         Tabelle 2: Messung vom 10.10.07                                                  

 

3.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen (CaCl2-Methothode)   

 

Anschließend wird die Herstellung chemisch kompetenter Zellen laut dem Protokoll 
(ALBERT; 2007 a) durchgeführt:  

Hinweis: Dazu muss zuerst die Bakterienlösung in sterile Eppis umgefüllt werden. 

 

Materialien:  

· Kühlbox 
· Eppis (steril) 
· Pipetten und Spitzen  
· Zentrifuge und Mixer  
· Inkubator  
· Plasmid - Lösung  
· E.coli Bakterien  
· Calciumchlorid und CaCl2 in 90% Glycerin  

 

Durchführung:  

· Die Zellen werden 5 min bei 4000 – 5000 rpm und bei 4° C zentrifugiert.  
· Anschließend wird der Überstand verworfen und die Zellen in dem vorgekühlten 

Calciumchlorid resuspendiert. 
· Danach erneut  5 min bei  4000 – 5000 rpm zentrifugiert und der Überstand 

verworfen.  
· Jetzt muss in jedes Eppi noch ca. 1 ml CaCl2 in 90% Glycerinlösung pipettiert werden.  
· Danach kommen alle  Eppis  in den Gefrierschrank. 

Zeit OD 

13:00 0 

13:10 0,101 

13:40 0,120 

14:30 0,288 

14:50 0,430 
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· Um nachzuweisen, dass die E.coli Bakterien nun chemisch kompetent sind, wird jetzt eine 
Transformation durchgeführt. Dabei werden die Plasmide pUC18 die wir bei der Isolation 
erhalten haben und die eine Ampicilin - Resistenz enthalten in die E.coli Bakterien 
transformiert. 

 
4. Transformation chemisch kompetenter Zellen 

 Material:  

· Hitzeblock 
· Plasmid - Lösung  
· Eis 
· LB - Medium  
· Schüttler 
· Klebeband  
· Ampicillin- Agarplatten 
 

Um die Transformation der Zellen durchführen zu können muss ein Hitzeblock oder ein 
Wasserbad vorbereitet und die Menge der Plasmide berechnet werden, dies  ist mit Hilfe der 
QIAprep Miniprep Handbook (QIAGEN; 2003) möglich diese Anleitung findet sich auf der 
Seite 13 unter dem Punkt  DNA  Yield (bei mir waren es 5 µl). 

Durchführung:  

Die Herstellung kompetenter Zellen wird nach Protokoll durchgeführt (ALBERT; 2007 a): 

Wichtig : Alle Arbeitsschritte müssen bei 4° C stattfinden! 
· Bevor mit der Transformation begann werden kann, müssen die Zellen auf Eis 

aufgetaut werden, dies dauerte ca. 20 Minuten beim ersten Mal werden gleich die 
neuen noch nicht eingefrorenen Bakterien verwendet.  

· Nach dem auftauen der Zellen, wird die berechnete Menge an Plasmid - Lösung  
dazugegeben, darauf  folgt ein Hitzeschock von 30 - 50 s bei 42°C im Wasserbad oder 
Hitzeblock.  

· Danach werden die Bakterien  für 2 Minuten auf Eis gestellt und 400 µl LB -Medium 
dazu pipettiert. 

· Anschließend kamen die Zellen für eine Stunde bei  37°C auf den Schüttler  (das Eppi 
muss mit einem Streifen Klebeband auf dem Schüttler fixiert werden). 

· Nach einer Stunde werden die Zellen auf Ampicillin- Agarplatten ausplattiert um zu 
kontrollieren  ob die Bakterien das Plasmid aufgenommen haben.  
 

5. Auswertung : 

Um zu beweisen, dass die Bakterien die vorher kein Plasmid hatten, nun eins aufgenommen 
haben werden diese zu 50 µl  auf Ampicillin -Agarplatten ausplattiert und über Nacht in den 
Inkubator gegeben. Wenn die Bakterien das Plasmid aufgenommen haben, so müssen sie auf 
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den Ampicillin - Agarplatten wachsen, wenn sie es nicht tun, dann ist die Herstellung der 
kompetenten Zellen fehlgeschlagen. 
Am nächsten Tag müssen die auf denn Platten wachsenden Bakterienkolonien ausgezählt und 
notiert.  
Hinweis: Beim Auszählen sollten die Kolonien mit einem dünnen Edding markiert werden 
damit keine doppelt gezählt werden, nebenbei sollte eine Strichliste geführt werden auf der  
für je 10 Kolonien einen Strich gemacht wird, so ist es am Ende einfacher alles zusammen zu 
zählen. 

 

      

Abbildung 3: Ampicillin – Agarplatte       Abbildung 4: Ampicil lin – Agarplatten        
    der Transformation vom 10.10.07                der Transformation vom 8.11.07 
 

5.1 Langzeitstudie   

 

Die Langzeitstudie ist der zweite Teil der Facharbeit, sie soll  zeigen wie lange Zellen 
kompetent sind. 

Dazu wurde in regelmäßigen Zeitabständen eine Transformation durchgeführt und die 
Bakterienkolonien auf den Ampicillin - Agarplatten ausgezählt. Da aufgrund der 
Sommerferien, 6 Wochen lang nicht die Möglichkeit bestand Transformationen 
durchzuführen, wurden neue chemisch kompetente Zellen Hergestellt, um die fehlende Zeit 
nachvollziehen zu können. Dies war jedoch nicht aussagekräftig, da bei der zweiten 
Durchführung Fehler unterlaufen sind (siehe 5.3  Fehleranalyse). Um die neuen Zellen 
leichter von den alten unterscheiden zu können, wurden beim zweiten mal andere Eppis 
genommen. Des weiteren musste nun bei der Transformation darauf geachtet werden, dass die 
Ampicillin – Agarplatten immer richtig beschriftet waren (in diesem Fall wurden die Platten 
mit „ALT“ und mit „NEU“ gekennzeichnet. Das nachfolgende Diagramm zeigt die Anzahl 
der Kolonien und die Wochenabstände in  denen eine Transformation durchgeführt wurde. 
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5.2 Ergebnis: 

Diagramm 1: Ergebnis der Langzeitstudie  

 
Der schraffierte Balken zeigt einen konstruierten Wert, da es ein Bakterienrasen war und es 
aufgrund des Verlaufes der Kurve anzunehmen ist, dass das die ungefähre Anzahl der 
Kolonien ist, die sich auf der Platte befanden.  
Wie man ich dem Diagramm erkennen kann ist bereits der erste Balken der Kompetenz vom 
10.10.07 weitaus niedriger als der vom 18.07.07, des weiteren erreichen die Balken der 
zweiten Herstellung schon nach 9 Wochen den Nullwert.  
Das liegt daran dass mir bei der zweiten Herstellung der chemisch kompetenten Zellen einige 
Fehler unterlaufen sind (siehe Fehleranalyse) des weiteren sind die Bakterien der ersten 
Herstellung viel länger haltbar, so sind die Zellen vom 18.07.07 nach 20 Wochen immer noch 
kompetent die vom 10.10.07 jedoch sind bereits nach der 9 Woche schon nicht mehr zum 
weiterarbeiten zu gebrauchen. 
Es kann davon ausgegangen werden, dass die ausgangs Menge der Zellen entscheidend dafür 
ist, wie lange die Zellen kompetent bleiben (weitere Ausführungen dazu in der 
Fehleranalyse). 
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5.3 Fehleranalyse  

Da aufgrund der Ferien die Transformationen für die Langzeitstudie nicht konstant 
durchgeführt werden  konnte, ist eine Lücke von ca. 6 Wochen entstanden. Um diese fehlende 
Zeit nachvollziehen zu können, wurden am 10.10.07 neue kompetente Zellen erzeugt. 
Dabei sind aber einige Fehler unterlaufen. Da aufgrund dessen, dass bei der zweiten 
Herstellung andere Eppis benutzt wurden, die nicht komplett in den Hitzeblock gepasst haben, 
wurde ein Wasserbad  vorbereitet, um dies als Fehlerquelle ausschließen zu können. Jedoch 
hatte der Wechsel  vom Hitzeblock zum Wasserbad keine Auswirkungen auf die Ergebnisse 
der Transformation.   
Eine anderer Fehler war der, dass  bei der ersten Herstellung der chemisch kompetenten 
Zellen die Menge der Bakterienlösung die in die Eppis gefüllt wurde nicht genau bestimmt 
war, sondern lediglich 1 ml der Bakterienlösung abgefüllt und dann zentrifugiert, den 
Überstand verworfen und erneut 1ml abgefüllt wurde. Dadurch kam es dazu, dass ich bei der 
zweiten Herstellung nicht die gleiche Menge an Bakterien in den Eppis hatte wie beim ersten 
Mal. Dies könnte ein Grund dafür sein, dass die Bakterien der zweiten Herstellung nicht so 
lange kompetent waren wie die der ersten. 
Ein weiterer Grund für die kürzere Haltbarkeit der chemisch kompetenten Bakterien der 
zweiten Durchführung des Versuches, könnte ein Fehler sein der durch Nachlässigkeit 
entstanden ist. Da bei den Vorbereitungen der zweiten Herstellung der Zellen das LB-
Medium in das 1 ml der Bakterienlösung der Übernachtkultur gehört hätte, lediglich 
angeimpft wurde, wurden nach einer Absprache mit Herrn Schmitt (Betreuende Lehrkraft) 
weitere 3 ml mehr von der Bakterienlösung in das LB-Medium hinzu geben.. Dadurch waren 
jetzt aber mehr Stoffwechselprodukte der Bakterien in dem Behälter, was dazu führt dass das 
Ergebnis der Messung der Optischen Dichte verfälscht wurde, da die Lösung jetzt durch die 
Stoffwechselprodukte trüber war als die der ersten Herstellung. Hinzu kommt noch, dass der 
OD der ersten Durchführung höher war als der der zweiten (vergleiche Tabellen 3.1.3). 
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