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Zusammenfassung

Durch In-vitro-Untersuchungen wurde nachgewiesen, daf3 die Bakterien Escheri-
chia coli, Bifidobacterium adolescentis und Chromobacterium violaceum bei
Anwesenheit von Cellulosepartikeln sowohl in ihrer Vermehrungsgeschwindigkeit
als auch in ihrer Stoffwechselaktivitat beeinfluflt sind.

Nach Homogenisieren im Waring Blendor wurde die schnellste Vermehrung im
Medium mit 10%, dann nachlassend mit 5%, 1% bzw. 0% Cellulosepartikeln
festgestellt. Die biochemische Aktivitit, gemessen am Verbrauch der Glucose und
der Intensitat der Nitratreduktion, verlief in umgekehrter Reihenfolge. Es scheint,
daf3 die Wirkung der Ballaststoffe im Verdauungstrakt noch um den Faktor ,,bio-
chemische Aktivitat*“ der Mikroorganismen zu ergéinzen wire.

Summary

The presence of cellulose particles, so in-vitro studies have shown, influences the
growth rate and metabolic activity of the bacteria Escherichia coli, Bifidobacterium
adolescentis and Chromobacterium violaceum.

After the homogenization in Waring Blendor, the growth rate has been found to
be highest in a medium containing 10 % cellulose particles and to show a decreasing
tendency in media containing 5%, 1% and 0% cellulose. The biochemical intensity,
judged by glucose consumption and intensity of nitrate reduction, showed an
inverse tendency. It seems necessary to add also the factor “biochemical acticity” of
the microorganisms to the effect of dietary fibres in the intestinal tract.

Schliisselworter: Cellulosepartikel, Vermehrung der Bakterien, biochemische
Aktivitat

1 Einleitung

Erst im letzten Jahrzehnt wurde generell anerkannt, daf3 die Ballaststoffe
in der Nahrung unentbehrlich sind (1, 2, 3, 4, 5). Diese Erkenntnisse sind
z. T. aufgrund epidemiologischer Erhebungen (5) gewonnen worden, z. T.
durch Versuche mit Menschen (1) und Tieren (1, 6). Alle diese Studien
zeigen, bedingt durch verschiedene Anamnesen der ,,Objekte®, eine grofle
Variabilitat (1, 6), der man mittels statistischer Auswertung zu begegnen
versuchte.

Die Ursache der positiven Wirkung der Ballaststoffe liegt in der Beein-
flussung der Darmfunktion. Als mafigebliche Faktoren werden das Was-
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serbindungsvermoégen der Ballaststoffe und die Einwirkung von Mikroor-
ganismen auf die Ballaststoffe im Dickdarm genannt (2). Umgekehrt, ein
Ballaststoffzusatz zur Diat flihrte zur quantitativen Verdnderung der
Zusammensetzung der Kotflora (7). Die Bedeutung des Dickdarms als
Wirtsorgan der Bakterienflora ist unumstritten, doch die Rolle der Bakte-
rien erstreckt sich auf das ganze Verdauungssystem — und hier spielen
sich die meisten Stoffumwandlungen ab. Ein Einflu} der Ballaststoffe auf
diese Parameter ist sehr wahrscheinlich.

In dieser Studie wird versucht, nachzuweisen, daf3 die Beeinflussung
der Mikroorganismen durch die Ballaststoffe sich sowohl in ihrer Vermeh-
rungsgeschwindigkeit als auch in der Anderung der Stoffwechselaktivitit
duflert.

Wegen der Reproduzierbarkeit wurden In-vitro-Untersuchungen durch-
gefuhrt.

2 Material und Methoden

Es wurden Untersuchungen tiber die Vermehrung von Bakterien und deren
biochemischer Aktivitat in Flussigmedien ohne Festpartikel (homogene Losungen)
und in Flussigmedien mit Cellulosepartikeln durchgefiihrt.

Testorganismen: Escherichia coli (Botanisches Institut der Universitit Karls-
ruhe, K 12); Bifidobacterium adolescentis (DSM, Nr. 20083*); Chromobacterium
violaceum (Engler Bunte Institut der Universitat Karlsruhe).

Néhrmedium: Trypticase Soy Broth Without Dextrose (BBL, Nr. 11774) mit 0,5%
NaNQ,, 0,28% Hefeextrakt (Merck, Nr. 3753) und 0,05 % sterilfiltrierte Glucose fir
Versuche mit E. coli und Ch. violaceum; Bifidobacter Medium (DSM, Nr. §8) fiir
B. adolescentis. Bei den Untersuchungen tber die Glucoseumsetzung wurde Na-
Ascorbat nicht zugesetzt, da dieses die Analyse stort. Fur die Keimzahlbestimmung
wurden den Medien 1,5% Agar-Agar zugegeben.

Festpartikel: Cellulose aus Baumwolle, reinst, Partikelgréf3e ca. 0,08 mm @ (Serva
Heidelberg, Typ HL, Nr. 45430).

Keimzahlbestimmung: Es wurden dezimale Verdinnungsreihen durchgefiihrt
und 0,1 ml der Verdiinnungsfliissigkeit auf der Agaroberfliche homogen verteilt.
Die Inkubation erfolgte bei E. coli und Ch. violaceum aerob bei 30 °C, bei B. adoles-
centis in N;-Atmosphére bei 37 °C.

Glucosebestimmung: Reflektometrische Glucosebestimmung (8, 9) mittels Refle-
xions-Photometer Reflomat (Clinicon Int., Mannheim) und Reflotest-Glucosetest-
streifen mit Glucoseoxidase (Boehringer, Mannheim, Nr. 1666592) mit dem MeBbe-
reich 70-350 mg Glucose/100 ml.

Nitratreduktion (Nitritbestimmung): Es wurde ein qualitativer Nachweis des
Nitrits mit der Griess-Ilosvays Reagenzlosung (Merck, Nr. 9023) durchgefihrt.
Semiquantitativ  wurde Nitrit mit Merckoquant Nitrit-Test-Stiabchen (Merck,
Nr. 10007) ermittelt.

Durchfilihrung der Versuche : Das Testmedium wurde autoklaviert und mit einer
Suspension des jeweiligen Testmikroorganismus beimpft. Es folgte die Verteilung
von 50 ml des Testmediums in sterile Erlenmeyerkolben von 100 ml Gesamtvolu-
men. Die heterogenen Reihen enthielten 1%, 5% und 10% Festpartikel, die in den
E-Kolben vorher trocken autoklaviert wurden. Die Inkubation wurde auf einer
Schiittelmaschine durchgefiihrt. Bei dem Bifidobacterium wurden die Kolben
luftdicht verschlossen. Nach dem Erreichen der logarithmischen Phase der Ver-
mehrung wurde in Intervallen von 1h der Glucoseverbrauch und der Nitritnach-
weis im Medium durchgefuhrt sowie die Keimzahl ermittelt.
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Abb. 1. Biochemische Aktivitat von Ch. viclaceum in Anwesenheit von Cellulose-
partikeln (X =0%; O =1%; ®=5%; @ = 10% Cellulose).

Glucose-Utilisation:

keine (Gl 350 mg/100 ml) =

schwach (Gl 350-100 mg/100 ml) === "="=""

mittel (Gl 100~ 50 mg/100 ml)
stark (Gl. 50/100 ml)

LA VA |

Nitratreduktion:

keine (NO, =0)

schwach (NO, = 95 mg/1000 ml)
mittel (NO, = 5-25 mg/1000 ml)
stark (NO, = > 25 mg/1000 ml)=

ton
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3 Ergebnisse und Diskussion

Bei der Untersuchung tiber die bakterielle Aktivitit sind Indikatoren
fir eine unmittelbare Einschitzung der Vermehrungssituation sehr wich-
tig, da diese den richtigen Zeitpunkt fir die Probenahme anzeigen. Die
Wahl des Testorganismus Chromobacterium violaceum ermdéglichte eine
einfache Differenzierung zwischen der Vermehrung und der sekundéren
Stoffwechselaktivitat (Abb. 1).

Wie aus der Abbildung 1 zu entnehmen ist, stimmt die Vermehrungsge-
schwindigkeit und die Stoffwechselaktivitiat, gemessen an der Glucose-
Utilisation und Nitrat-Reduzierung, nicht tiberein. Wahrend die Vermeh-
rung im Medium mit der héchsten Konzentration von Cellulosepartikeln
am schnellsten erfolgte, zeigte die Stoffwechselaktivitdtsmessung in dem-
selben Medium eine Verlangsamung der biochemischen Umsetzung an.
Dies galt auch fir die sekundaren Stoffwechselprodukte, in diesem Fall
fur die Bildung von violettem Pigment Violacein. Eine erkennbare Vio-
lettfarbung des Mediums wurde am frithesten im homogenen Medium
erkennbar, nach ca. 35 h. Die Verlangsamung der Violaceinbildung war
direkt abhéngig von der steigenden Konzentration der Cellulosepartikel
im Medium. Die Ergebnisse der Vermehrungsuntersuchungen waren
etwas Uberraschend, da man annehmen kann, da} die ermittelte Keimzahl
im Medium mit Cellulosepartikeln wahrscheinlich in Wirklichkeit héher
liegen miiBte als festgestellt: Die Adsorption oder das Anhaften der Zellen
auf der Celluloseoberfliche muf unbedingt zu einer Agglomeration der
Zellen fihren, was wiederum eine niedrigere Ausbeute bei der Keimzahl-
bestimmung verursacht.

Bei dem Testorganismus Ch. violaceum wurde eine héhere Keimdichte
festgestellt, die Unterschiede waren {iberzeugend. Dieses bessere Wachs-
tum war nicht auf die Verfligbarkeit der Cellulose als Kohlenstoffquelle
zurtickzufiihren. Die in dieser Richtung durchgefliihrten Untersuchungen
mit Mineral-Medium, wo die Methodik den Arbeiten iiber die Produktion
von bakterieller Biomasse (SCP) aus der Cellulose ibernommen wurde
(10), haben dies bewiesen.

Tab. 1 a. Vermehrung von E. coli (c.f.u./ml) in Bouillon homogen und in Bouillon
heterogen (mit 10 % Cellulose).

Medium Zeit/h
0 16 8

Bouillon homogen 1,46-10° 35-10° -9 —Y27-10°

—246-10°
Bouillon heterogen 1,46-10°
a) durch intensives Schiit- 9,8-10° ¥ Von diesen Suspensionen

teln homogenisiert*) =)

b) Uberstand*) 2,7-10° wurde jeweils 1 ml in 50 ml

Bouillon homogen tibertra-
gen und weiter bebriitet.

*) Art der Probeaufbereitung.
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Der andere Testorganismus, E. coli, zeigte eine ausgeglichenere Situa-
tion. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Keimzahl ermit-
telt.

Die mogliche Anhaftung der bakteriellen Zellen auf den Celluloseparti-
keln hat veranlaf3t die Durchfiihrung eines separaten Versuches Uber die
Vermehrung in homogener Bouillon und in unhomogener Bouillon (10%
Cellulose). Wie die Tabelle la zeigt, kam es in heterogenem Medium zu
einer intensiveren Vermehrung; ein Beweis dafir, daf ,,Zellenverluste*
durch die Absorption der Bakterien an den Cellulosepartikeln stattfinden,
ist durch den Zahlenunterschied im heterogenen Medium/homogenisiert
(sehr intensiv) und im Uberstand dieses Mediums abzuleiten. Die nach-
tragliche Uberimpfung in das homogene Medium mit einer kurzen Kulti-
vierungszeit hat diesen Befund bestatigt. Die biochemischen Werte zeig-
ten einen dhnlichen Verlauf wie beim Ch. violaceum, wie Tabelle 1 zeigt.

Der Ablauf der biochemischen Reaktionen ist im Medium mit Cellulose-
partikeln wiederum verlangsamt. Es ist sinnvoll, die unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen zu berticksichtigen: Bei der Vermehrung befin-
den sich die Zellen in einem Medium mit einem Uberangebot an Nahrstof-
fen, es kann daher zu keiner Wachstumsverzogerung durch Nahrstoffman-
gel kommen. Die biochemische Aktivitit dagegen ist ein Ausdruck des
Bedarfes der Zellen fur ihre Reproduktion und darliber hinaus eine
Summe der Reaktionen, die sich auBBerhalb der Zellen abwickeln. Hier
konnte die Behinderung des Kontaktes des Substrates mit Enzymen
durch Festpartikel eine der Hauptursachen fiir den festgestellten quanti-
tativen Unterschied im biochemischen Bereich sein. Es ist moglich, daf3
die an den Cellulosepartikeln fixierten Zellen bzw. der Komplex Substrat/
Zelle einen anderen Reaktionsablauf aufweisen — im Sinne des Monod-
schen Gesetzes — oder aber, daf3 die Fixierung der Zellen andere Stoff-
wechselwege erdffnet (11).

Es scheint, daf} die langsamere Abbaurate der Glucose bzw. die langsa-
mere Reduktion vom Nitrat zu Nitrit in Anwesenheit der Cellulosepartikel
eine allgemeine Giiltigkeit hat. Die Versuche mit dem Darmbakterium
Bifidobacterium adolescentis zeigen einen sehr dhnlichen Verlauf (Tab. 2).

Die Keimdichte liegt eng beieinander, mit einer diskreten Andeutung
zugunsten des homogenen Mediums. Die biochemischen Aktivititen
manifestieren wiederum einen verzégerten Glucoseabbau und eine verzo-
gerte Nitratreduktion in den heterogenen Medien, am deutlichsten im
Medium mit 10 % Celluloseanteil. Wenn diese in vitro erzielten Reaktionen
der Mikroorganismen bei der Anwesenheit der Ballaststoffe in der Nahr-
fliissigkeit auch im Darmtrakt zutrifen, wire es eine interessante For-
schungsaufgabe, zu kliren, welche Folgereaktionen die Ballaststoffe
auBler ihrer mechanischen Wirkung und einer eventuellen Wirkung als
Nahrstoffsubstrat der Mikroorganismen dort ausléosen.
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