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Ein Beitrag zur Bestimmung des bakteriellen 
Kotstickstoffs bei Ratten 

H. Mii l ler  u n d  A.-E. H a r m u t h - H o e n e  

Z e n t r a l l a b o r a t o r i u m  ffir I s o t o p e n t e c h n i k  u n d  I n s t i t u t  f / ir  B i o c h e m i e ,  
B u n d e s f o r s c h u n g s a n s t a l t  ffir  E r n ~ h r u n g ,  K a r l s r u h e  

Zusammenfassung 

Es wird eine einfache Methode zur Isolierung der Kotbakterien yon Ratten 
vorgesteUt, die hohe Ausbeuten und einen hohen Reinheitsgrad gew~hrleistet. In 
dem Bakterienisolat wurden Gesamtstickstoff  und 2,6-Diamino-pimelins~iure 
(DAP) best immt und aus beiden Werten ein Faktor berechnet, der es gestattet, aus 
dem DAP-Gehalt  des Kotes den Anteil  des Bakterienstickstoffs im Kot zu ermit- 
teln. Im Kot yon Ratten, die eine halbsynthetische Kontrolldi~it erhielten (4 % 
Cellulose), betrug der Umrechnungsfaktor  15,7. Bei Zusatz yon 8 % Guarmehl  zur 
Kontrolldi&t (im Austausch gegen St~irke) wurde ein drastischer Anstieg des DAP- 
Gehaltes im Kot und dadurch bedingt eine deutliche Verringerung des Umrech- 
nungsfaktors auf  11,5 beobachtet.  Wurde statt des Guarmehlzusatzes der Cellulose- 
anteil yon 4 auf 12 % erhbht, zeigte sich keine Ver~inderung des Faktors. Offensicht- 
lich wird die Aktivit/it der Darmflora durch Guarmehl  wesentlich st/~rker beein- 
fluBt als durch Cellulose. Die Ergebnisse lassen eine deutliche Abh~ngigkeit  des 
Umrechnungsfaktors  v o n d e r  Art des dem Futter zugesetzten Ballaststoffes er- 
kennen. 

Summary 

A simple method is described by which the fecal flora of rats has been isolated 
with high recovery and a high purity grade. Total nitrogen and 2.6-diamino-pimelic 
acid were determined in the isolated bacteria. From both values a factor was 
calculated, which permits the estimation of fecal bacterial nitrogen from fecal DAP 
content. In the feces of rats on a semisynthetic control diet (4 % cellulose) this factor 
was 15.7. Addition of  8 % guar (by substitution for starch) resulted in a drastic 
increase in fecal DAP content  thus lowering the factor to 11.5. When the proportion 
of cellulose in the control diet was raised from 4 to 12 %, no change in the factor was 
observed. This indicates a pronounced effect on the bacterial activity by guar but 
not  by cellulose. It is concluded that the factor used to calculate fecal microbial 
nitrogen from fecal DAP content  is dependent  on the kind of dietary fiber ingested. 

SchlOsselwSrter: Cellulose, Guarmehl, Bakterienisolierung, Bakterienstickstoff, 
2,6-Diamino-pimelins~iure-Bestimmung 

E i n l e i t u n g  

S c h w e r v e r d a u l i c h e  P o l y s a c c h a r i d e  - a u c h  B a l l a s t s t o f f e  g e n a n n t  - ffih- 
r e n  zu  e i n e r  s i g n i f i k a n t e n  E r h b h u n g  d e r  S t i c k s t o f f a u s s c h e i d u n g  m i t  d e m  
K o t  b e i  w a c h s e n d e n  R a t t e n  (3). N a c h  e i g e n e n  U n t e r s u c h u n g e n  (4) is t  d i e s e  
808 
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E r h 6 h u n g  vorwiegend  auf  St ickstoff  endogener  Herkunf t  und  nicht  auf  
einen Anst ieg von  unve rdau t em  Nahrungspro te in  zurfickzuffihren. Somi t  
stellte sich die Frage der  genauen  Differenzierung des endogenen  Kot- 
stickstoffs. E n d o g e n e r  oder  metabol ischer  K o t s t i c k s t o f f -  auch  Darm- 
Verlust-St ickstoff  genann t  - en t s t ammt  vorwiegend  den Sekre ten  der 
Pankreasdrf ise  und  des Verdauungs t rak tes  (2). Neben  den Verdauungs-  
sekreten t ragen auch  abgeschilfer te  Darmepithelzel len zur endogenen  
St icks tof fausscheidung mit  dem Kot  bei (7). Der Bakter iens t icks toff  im 
Kot  ist aber  ebenfalls endogener  Herkunft ,  wenn  man  den endogenen  
Kots t icks toff  als Differenz yon  Gesamt-Kots t icks tof f  und  unve rdau t em 
Nahrungss t i cks to f f  definiert. Hierzu gibt es aber auch abweichende  Mei- 
nungen  (1), nach  denen  der  Bakter iens t icks toff  nicht  zum endogenen  
S t icks tof fzu  rechnen  sei, mit  der  Begrt indung,  dab die bakterielle EiweiB- 
synthese  im Dickda rm exogener  Natur  sei. Dabei wird j edoch  fibersehen, 
da/~ der von  den  Bakter ien a u f g e n o m m e n e  Sfickstoff  f iberwiegend endo- 
genen  Ursprungs  ist. Seine Mitberf icksicht igung im endogenen  Kotstick- 
stoff scheint  deshalb gerechtfertigt.  Die m o d e r n e n  Bes t immungsme tho -  
den unter  Zuhi l fenahme l~N-markierter Verb indungen  als Tracer  (8, 5) 
lassen eine wei te rgehende  Differenzierung nicht  zu. 

Der bakterielle Stickstoffanteil  im Gesamt-Kots t icks tof f  bzw. im endo- 
genen  Kots t icks toff  l~iBt sich fiber die 2,6-Diamino-pimelins/iure-(DAP-) 
B e s t i m m u n g  ermit teln (4). Die Methodik  ffir die B e s t i m m u n g  der DAP - 
e inem Zel lwandbestandte i l  g ramnegat iver  Bakter ien - wurde  von  Mason 
(9) und  von  Hu t ton  et al. (6) erarbeitet.  Ffir die Bes t immung  des Anteils an 
Bakter iens t icks toff  im Gesamt-Kots t icks tof f  muB der Umrechnungs fak -  
tor von  DAP auf  Bakter iens t icks toff  bekann t  sein, der nur  fiber die 
Gewinnung  eines re inen Bakterienisolates zu ermitteln ist. 

In  der vor l iegenden Un te r suchung  wurde  unter  Verwendung  einer 
modifizierten Methode  zur A b t r e n n u n g  der  Bakter ien aus dem Rat tenkot  
geprfift, ob dieser U m r e c h n u n g s f a k t o r  v o n d e r  Di/it abh/ingig ist. 

Material  und Methoden  

1 ~'erf~tterung und -haltung 

Es wurden 9 m/innliehe Sprague-Dawley-Ratten mit einer Lebendmasse zwi- 
sehen 90 und 100 g einzeln in Stoffweehselk/ifigen unter Standardbedingungen 
(22~ 65% relative Luftfeuchte, 12. Std. Tag- und Naehtzyklus) gehalten. Die 
Zusammensetzung der semisynthetisehen Versuehsdi~ten, die jeweils 3 Tiere 
erhielten, ist in Tabelle 1 zusammengefaBt. 

Die Minera]stoffe, Spurenelemente und Vitamine wurden den Di~iten in optima- 
len Mengen zugesetzt. Jedes Tier erhielt t~iglieh 12 g Futter, das stets restlos 
verzehrt wurde. Wasser wurde ad libitum angeboten. Naeh einer 4t/igigen Adap- 
tionsperiode wurde allen Tieren 75 mg Glyein - gel6st in 0,5 ml dest. Wasser - per 
Sehlundsonde verabreieht. Dadureh wurden die gleiehen Versuehsbedingungen 
aufreehterhalten, die in Versuehen zur 'SN-Markierung der Ratte ffir die Bestim- 
mung des endogenen Kot-N gewfihlt worden waren (4). 

2 Kotsammlung 

Das Sammeln der Kotproben wurde am Tage naeh der Glyeingabe begonnen und 
tiber einen Zeitraum yon 8 Tagen fortgesetzt. Die tfiglieh yon den 3 Tieren jeder 
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Tab. 1. Zusammensetzung der Versuchsdi~iten in %. 

Komponenten  KontroUdifit Guarmehldi~t Cellulose-ange- 
reicherte Di~t 

Casein 22 22 22 
Mais~t~rke 53 45 45 
Zueker  10 10 10 
Maiskeimbl 3 3 3 
Mineralstoffe 6 6 6 
Vitamine 2 2 2 
Cellulose 4 4 12 
Guarmehl - 8 - 

Versuchsgruppe ausgeschiedenen Kotmengen wurden vereinigt, gewogen und 
eingefroren. Ffir die Isolierung der Bakterien wurden die Kotproben der Tage 5-8 
ausgewahlt. 

3 Isolierung der Bakterien 

a) Die Kotproben (ca. 4 bis 10 g) der Tage 5 und 6 wurden jeweils in 250 ml 
destill iertem Wasser mit dem Ultra-Turrax homogenisiert,  in 6 Aliquote aufge- 
teilt und nach der Vorschrift yon Mason (9) 15 min bei 5000 g zentrifugiert. Die 
zusammen mit den schleimigen oberen Schichten der Rackst~nde abgehobenen 
I)berst/inde wurden 30 rain bei 20 000 g zentrifugiert und die Uberst~nde verwor- 
fen. Die Rflckst~nde wurden anschliefiend mit  jeweils 20 ml dest. Wasser ver- 
setzt, mit  dem Glasstab ger~hrt, bis sich eine milchig-tr~ibe L6sung bildete, und 
erneut 30 rain bei 20 000 g zentrifugiert. Die O b e r s t ~ d e  wurden verworfen. 

b) In Abanderung der Vorschrift a) wurden die durch die Behandlung mit dem 
Ultra-Turrax gewonnenen Homogenisate yon den Kotproben der Tage 7 und 8 
durch 3fache Siebung mit Veco-Pr/izisions-Siebeins~tzen (Durchmesser 75 ram) 
abnehmender  Maschenweite (250 --* 100 ~ 40 ~) vorgereinigt. Der Durchgang bei 
40 ~tm wurde wie unter a) angegeben portioniert und anschliefiend 10 rain bei 
1000 g zentrifugiert. Die l.lberstande wurden vorsichtig abgehoben und noch- 
mals 30 rain bei 20 000 g zentrifugiert. Nach dem Abdekantieren der Uberst~nde 
wurden zu den Rtickst~nden jeweils 20 ml dest. Wasser gegeben und Waschvor- 
gang und Zentrifugation wie bei a) beschrieben durchgefahrt.  Der so erhaltene 
Rfickstand ist ein reines Bakteriengemisch, wie die mikroskopische Untersu- 
chung zeigte. 

4 Stickstoff- und Diamino-pimelins~ure-Bestimmung 

Die vereinigten Bakterienisolate aus den Kotproben der Tage 5 und 6 bzw. 7 und 8 
wurden mit jeweils 50 ml 6 M HC1 in 100 ml Laborflasehen mit ISO-Gewinde 
(Schott-Duran-Glas) 8 Stunden bei 120-125 ~ im Troekensehrank hydrolysiert  und 
ansehlieBend filtriert. Die Filtrate wurden far di e separaten Stiekstoff- und DAP- 
Bes t immungen halbiert und im Vakuum-Rotat ionsverdampfer  bis zur Troekne 
eingeengt. 

a) St ickstof fbest imm ung 

Die St iekstoffbest immung erfolgte naeh der Mikro-Kjeldahl-Methode mit K2SO4/ 
Se-Tabletten als Katalysator und einem HzSO4/H3PO4-Gemisch, dem gegen Ende 
des Aufsehlusses noeh Perhydrol  (HzO2) zugesetzt wurde. Das bei der Destillation 
in Bors~ure absorbierte NH3 wurde dureh Titration mit 0,1 M HC1 unter Verwen- 
dung eines Misehindikators bestimmt.  
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b) DAP-Bestimmung 

Die Bestimmung der DAP erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift yon Mason (9). 
Bei der Ionenaustauschchromatographie wurden 5-ml-Fraktionen gesammelt, yon 
denen jeweils 2 ml mit 4 ml saurem Ninhydrin-Reagenz im siedenden Wasserbad 
zur Farbreaktion gebracht wurden. Die photometrische Messung erfolgte bei 2 
ver~chiedenen Wellenl~ngen (440 und 410 nm), um Extinktionswerte eliminieren zu 
kOnnen, die nicht yon der DAP herrtihrten. Dtinn~chichtchromatographischc 
Untersuchungen mit verschiedenen Adsorbentien und FlieBmittelgemischen zeig- 
ten, dab die DAP-Fraktionen auBerdem noch in grbBeren Konzentrationen Isoleu- 
cin und/oder Leucin neben einer in geringer Konzentration vorliegenden unbe- 
kannten ninhydrinpositiven Verbindung enthielten. Diese Verbindungen stSren 
die DAP-Bestimmung mit dem genannten Reagenz nicht. 

Ergebnisse 
In  den  Tabe l l en  2 u n d  3 s ind  die  E rgebn i s s e  zusammengefaBt .  Zun~chs t  

is t  zu e rkennen ,  dal5 die  K o t m e n g e n  s ta rk  v o n d e r  Z u s a m m e n s e t z u n g  der  
Versuchsdi f i t en  abh~ingen. Diese  U n t e r s c h i e d e  s ind  n ich t  a l le in  d u r c h  
e inen  u n t e r s c h i e d l i c h e n  Wassergehal t ,  s o n d e r n  d u r c h  die Menge  d e r  mi t  
de r  Di~t zugef t ih r ten  Bal las ts tof fe  sowie  d u r c h  das  Ausma/3 ih re r  bak te -  
r ie l len  Ze r se t zung  bedingt .  Bei  de r  A u f a r b e i t u n g  der  K o t p r o b e n  fiel s chon  
der  u n a n g e n e h m e  G e r u c h  j e n e r  P r o b e n  auf, d ie  yon  Tieren  de r  G u a r m e h l -  
G r u p p e  s t a m m t e n .  Das  d e u t e t e  au f  e inen  s t a rk e n  m i k r o b i e l l e n  A b b a u  
d iese r  K o t p r o b e n  hin. Die  nach  unse r e r  Vorschr i f t  (3b in Mate r ia l  und  
Methoden)  g e w o n n e n e n  B a k t e r i e n m e n g e n  aus  den  K o t p r o b e n  de r  Tiere  
de r  G u a r m e h l - G r u p p e  waren  gegenf ibe r  d e n e n  von  Tieren  der  b e i d e n  
ande ren  V e r s u c h s g r u p p e n  s ta rk  erhbht .  B e i m  Verg le ich  der  in den  Tabel-  
len 2 u n d  3 w i e d e r g e g e b e n e n  V e r s u c h s e r g e b n i s s e  ist  k la r  zu e rkennen ,  
daB d u r c h  u n s e r e  A b t r e n n u n g s m e t h o d e  (3b) wesen t l i ch  hShere  Bakte-  
r i e n a u s b e u t e n  erzie l t  wu rden .  E n t s c h e i d e n d  ist  der  Re i nhe i t s g r a d  der  
i so l ie r ten  B a k t e r i e n m e n g e n ,  de r  nach  der  von  uns  konz i p i e r t e n  M e t hode  
der  f r ak t ion i e r t en  S i e b u n g  wesen t l i ch  h b h e r  liegt.  Dies lassen  die  h b h e r e n  

Tab. 2. Stickstoff- und DAP-Gehalt yon Rattenkotbakterien, isoliert nach Mason (9). 

Versuchsdi~it Kot- N2-Gehalt DAPb-Ge - DAP Umrech- 
menge ~ der isolier- halt der iso- % des Bakt.- nungs- 
(g) ten Bakte- lierten Bak- Stickstoffs faktor F d 

rien (mg) terien (~tg) ~ 

Kontrolldifit 9,45 
Guarmehldi~t 14,14 
Cellulose-ange- 
reicherte Di~t 18,02 

2,35 130,5 +___ 17,9 5,55 __+ 0,76 18,0 __+ 2,5 
4,87 390,0 __+ 51,3 8,01 + 1,05 12,5 + 1,6 

1,79 83,8 ___+ 0,4 4,68 __+ 0,02 21,4 __+ 0,I 

"Vereinigte Kotproben der 3 
b 2,6-Diamino-pimelins~iure 
On=- 4-7 

Bakterien - N (rag) d E _ 
DAP (rag) 

Versuchsratten von 2 Versuchstagen 
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Tab. 3. Stickstoff- und DAP-Gehal t  yon Rattenkotbakterien,  isoliert nach der 
Vorschrift  3b in Material und Methoden. 

Versuchsdi~it Kot- N2-Gehalt DAPb-Ge - DAP Umrech- 
menge a der isolier- halt  der  • % des Bakt.- nungs- 
(g) ten Bakte- l ierten Bak- Stickstoffs faktor F d 

rien (mg) terien (~g)C 

Kontrolldi~it 10,15 6,64 423,4_ 21,8 6,38 + 0,33* 15,7 • 0,8* 
Guarmehldi~it 13,79 30,78 2667,6 + 278,8 8,67 + 0,91 11,5 • 1,2 
Cellulose-ange- 
reicherte Digit 18,90 5,96 383,6 + 26,4 6,44• 0,44** 15,5_ 1,1"* 

a Vereinigte Kotproben  der 3 Versuchsrat ten von 2 Versuchstagen 
b 2,6-Diamino-pimelins~iure 
~  = 4-7 
d F = Bakter ien - N (mg) 

DAP (mg) 
* signif ikanter  Unterschied zu den entsprechenden Werten in Tabelle 2, p < 0,05 

** signif ikanter  Unterschied zu den entsprechenden Werten in Tabelle 2, p < 0,001 

W e r t e  d e r  a u f  d e n  B a k t e r i e n s t i c k s t o f f  b e z o g e n e n  D A P - G e h a l t e  b e s o n d e r s  
in  K o t p r o b e n  m i t  g e r i n g e m  B a k t e r i e n a n t e i l  ( K o n t r o l l d i ~ t  u n d  C e l l u l o s e -  
a n g e r e i c h e r t e  Digit) in  T a b e l l e  3 e r k e n n e n .  

Diskussion 

V i e l e  A u t o r e n  (9, 6, 12, 11) b e n u t z t e n  b i s h e r  d i e  D A P  als  M a r k e r  z u r  
B e s t i m m u n g  d e s  B a k t e r i e n a n t e i l s  i m  C h y m u s  u n d  i m  Kot .  N e b e n  U n t e r -  
s u c h u n g e n  be• W i e d e r k ~ u e r n  u n d  S c h w e i n e n  w u r d e n  a u c h  R a t t e n v e r s u -  
c h e  u n t e r  v e r s c h i e d e n e n  G e s i c h t s p u n k t e n  d u r c h g e f f i h r t .  U m  d e n  F a k t o r  
z u r  B e r e c h n u n g  d e s  B a k t e r i e n s t i c k s t o f f s  a u s  d e m  D A P - G e h a l t  zu  bes t •  
m e n ,  w u r d e n  u n t e r s c h i e d l i c h e  M e t h o d e n  zu r  I s o l i e r u n g  d e r  B a k t e r i e n  
v e r w e n d e t .  Es  w a r  zu  e r w a r t e n ,  d a b  d i e s e r  F a k t o r  digit- u n d  s p e z i e s a b h ~ n -  
g ig  u n t e r s c h i e d l i c h e  W e r t e  (11,5--26,1) i m  K o t  a n n e h m e n  k a n n ,  w e i l  d i e  
Z u s a m m e n s e t z u n g  d e r  F ~ k a l f l o r a  s t e t s  g r o B e n  S c h w a n k u n g e n  u n t e r l i e g t .  
D i e s e  U n t e r s c h i e d e  k S n n e n  a b e r  a u c h  a u f  V e r u n r e i n i g u n g e n  d e r  B a k t e -  
r i e n i s o l a t e  b e r u h e n .  

U n s e r e  U n t e r s u c h u n g s e r g e b n i s s e  z e i g e n  e i n e  d e u t l i c h e  A b h a n g i g k e i t  
d e s  U m r e c h n u n g s f a k t o r s  y o n  d e r  Ar t ,  n i c h t  d a g e g e n  y o n  d e r  M e n g e  d e s  
a u f g e n o m m e n e n  B a l l a s t s t o f f e s .  A u f g r u n d  s e i n e r  M o l e k u l a r s t r u k t u r  w i r d  
G u a r m e h l  v o n d e r  D a r m f l o r a  w e s e n t l i c h  s t a r k e r  a b g e b a u t  a l s  Ce l l u lo se ,  
w a s  zu  e i n e r  e r h S h t e n  K e i m z a h l  u n d  V e r ~ i n d e r u n g e n  in  d e r  F~ikal f lora  
f f ih r t  u n d  - w i e  g e z e i g t  w e r d e n  k o n n t e  - zu  e i n e m  d e u t l i c h  e r n i e d r i g t e n  
U m r e c h n u n g s f a k t o r .  U n s e r  B e f u n d ,  daB s i ch  m i t  E r h S h u n g  d e s  C e l l u l o s e -  
a n t e i l s  in  d e r  Digit d e r  U m r e c h n u n g s f a k t o r  n i c h t  ~nde r t ,  best~i t igt  d i e  
E r g e b n i s s e  v o n  P o p p e  u n d  M e i e r  (11), in  d e r e n  V e r s u c h e n  m i t  S c h w e i n e n  
d e r  Z u s a t z  y o n  S t r o h m e h l  u n d  d i e  V e r w e n d u n g  u n t e r s c h i e d l i c h e r  P r o -  
te in t r~ iger  e b e n f a l l s  o h n e  E in f luB  a u f  d e n  U m r e c h n u n g s f a k t o r  b l i eb .  A u f  
d i e  Z u n a h m e  d e r  G e s a m t k e i m z a h l  n a c h  U m s t e l l u n g  d e r  E r n ~ h r u n g  v o n  
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R a t t e n  a u f  e i n e  g u a r m e h l h a l t i g e  Di~ t  h a b e n  M f i n z n e r  u n d  H a r m u t h -  
H o e n e  (10) h i n g e w i e s e n .  D e r  gesch~i tz te  A n t e i l  g r a m n e g a t i v e r  K e i m e  i m  
K o t a u s s t r i c h  d e r  K o n t r o l l t i e r e  l ag  b e i  35--40 %, b e i  T i e r e n  d e r  G u a r m e h l -  
G r u p p e  d a g e g e n  u n t e r  10 %. N a c h  d e r  a l l g e m e i n e n  E r k e n n t n i s ,  d a b  d i e  
2 , 6 - D i a m i n o - p i m e l i n s ~ u r e  g r a m n e g a t i v e  B a k t e r i e n  r e p r ~ s e n t i e r t ,  w~re  
a b e r  e i n  A n s t e i g e n  g r a m n e g a t i v e r  K e i m e  b e i  G u a r m e h l v e r f f i t t e r u n g  zu  
e r w a r t e n  g e w e s e n .  D i e s e  D i s k r e p a n z  k a n n  n i c h t  e rk l / i r t  w e r d e n .  
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