Gerhart Drey




Gerhart Drews

Mikrobiologisches
Praktikum

Dritte, neubearbeitete Auflage

Mit 47 Abbildungen

(PIER3Zi)

* Springer-Verlag
Berlin Heidelberg New York 1976



.

Professor Dr. GERHARPT DREWS, Leh:stuhl fur Mikrobiologie,
Institut fiir Biologie II der Universitdt Freiburg,
Schinzlestr. 9, 7800 Freiburg i. Br.

Die Umschiagseite zeigt einen Gefrieritzbruch durch das photosynthetische
Bakterium Rhodopseudomonas viridis. Im Zellinnern hochgeordnete Stapei
von intracytoplasmatischen Membranea, die den Photosyntheseapparat tragen.
Aufn. u. Prip. J. R. Golecki.

Die 1. Auflage dieses Werkes erschien unter dem Titel
wMikrobiologisches Praktikum fur Naturwissenschaftic =

ISBN 3-540-07829-) 3. Aufl. Springer-Verlag Berlin Heidelberg New York
ISBN 0-387-07829-0 3rd Ed. Springer-Verlag New York Heidelberg Berlin

ISBN 3-540-06748-5 2. Aufl. Springer-Verlag Berlin Heidelbe}g New York
ISBN 0-387-06748-5 2nd Ed. Springer-Verlag New York ‘Heidelberg Berlin

#
Librery of Congress Cataloging in Publikation Data. Drews, Gerhart.
Mikrobiologisches Praktikum. First cd. published in 1968 under Title: Mikro-
biologisches Praktikum fiir Naturwissenschatftler. Includes bibliographies and
index. 1. Microbiology--Technique. L. Title. QR65.D7. 19,6. 576°.028. 76-20605.
Das Werk ist urheberrechtlich geschiitzt. Die dadurch begriindeten Rechte,
insbesondere die der Ubersetzung, des Nachdrucks, der Entnahme von
Abbildungen, der Funksendung, der Wiedergube auf photomechanischemn oder
dhnlichem Wege und der Speicherung in Datenverarbeitungsanlagen, bleiben,
auch bei nur auszugsweiser Verwertung, vorbzhalten.
Bei der Vervielfdltigung fur gewerbliche Zwecke ist gemil3 § 54 UrhG einc
Vergiitung an den-Verlag zu zahlen, deren Héhe mit dem Verlag zu vereinbaren ist
© by Springer-Verlag Berlin Heidelberg 1968, 1974 and 1976
Printed in Germany
Die Wiedergave von Gebrauchsnamen, Handelsnamen, Warenbezeichnungen
usw.1n diesem Werk herechtigt auch ohne besondere Kennzeichnung nicht
zu der Annahme, dal solche im Sinne der Warenzeichen- und Markenschuiz- |
Gesetzgebung als frei zu betrachten wiiren und daher \on jedermann benutzt
werden durften.
Offsctdruck und Bindearbeiten: Beitz Offsetdruck, Hemsbach/Bergstr.



Vorwort zur dritten Auflage

In der vorliegenden 3. Auflage wurde der ge-
samte Text Uberarbeitet und die Literatur er-
gédnzt. Auch das Versuchsprogramm wurde modi-
fiziert, um methodischen Fortschritten in der
Wissenschaft Rechnung zu tragen. Die wesent-
liche Aufgabe des Buches bleibt es aber, dem
Studenten oder interessierten Wissenschaftler
zu helfen, Zugang zur Biolcogie der Mikroorga-
nismen zu finden. Mein Dank gilt wiederum
allen Mitarbeitern und Freunden, die mir bei
der kritischen Durchsicht des Textes halfen.

Freiburg, im Mai 1976 G. DREWS



Vorwort zur zweiten Auflage

In den letzten Jahrzehnten hat man auf vielen
Gebieten der Grundlagenforschung und in ange-
wandten Disziplinen der Biologie der Mikroor-
ganismen steigende Beachturig gesehenkt. An
Mikroorganismen als relativ einfach gebauten,
lebendigen Systemen mit kurzer Generations-
dauer und hoher Reproduktionsleistung wurden
grundsdtzliche Erkenntnisse auf biochemischem,
molekularbiologischem und genetischem Gebiet
gewonnen. Mikroorganismen sind auch industriell
bedeutsame Stoffproduzenten geworden, mit de-
ren Hilfe Antibiotica und andere pharmazeutisch
wichtige Stoffe sowie in der Lebensmittelindu-
strie verwendete Substanzen wie z.B. Glutamin-
sdure, Citronensdure, Essigsdure, Athanol und
viele Enzyme produziert werden. Untersuchungen
iber den Stoffumsatz in der Natur und den Ab-
bau von Abfallprodukten der Zivilisation kdn-
nen an den Mikroorganismen nicht voriibergehen
und haben taxonomische, biochemische und popu-
lationsdynamische Arbeiten angeregt. Mikrocr-
ganismen werden vielfach auch als Modellsysteme
fiir die Untersuchung von Entwicklungs- und
Differenzierungsprozessen eingesetzt. Es ist
daher notwendig, daB die Mikrobiologie im na-
turwissenschaftlichen Unterricht der Gymnasien
und Hochschulen eine gebiihrende Beriicksichti-
gung findet.

Das vorliegende Buch soll allen helfen, die
sich mit den Objskten, Problemen und Methoden
der Mikrobiologie vertraut machen wollen. Es
ist in Anlehnung an die im Rahmen des Biologie-
studiums an der Uriversitdt Freiburg i.Br.
durchgefiihrter mikrobiologischen Praktika ent-
standen, und es enthdlt sowohl Versuche fiir
einen halbtdgigen Anfdngerkurs als auch fir

ein ganztdgiges Fortgeschrittenenpraktikum.
Selbstverstdndlich konnten nicht alle Gebiecte
der Mikrobiologie Berilicksichtigung finden. Ob-
wohl Aspekte und Methoden der Biochemie, Gene-
tik, Immunbiologie und Medizinischen Mikrobio-
logie integriert wurden, kann und soll der

Text nicht Praktikumsvorschriften der genannten
Disziplinen ersetzen. Ich méchte noch darauf
hinweisen, daB sich viele der angegebenen Me-
thoden auch auf andere Objekte und Probleme
Ubertragen lassen.



In der vorliegenden zweiten, Uberarbeiteten

und erweiterten Auflage wurden viele Anregungen,
die ich von Mitarbeitern, Kollegen und Freunden
erhielt, beriicksichtigt. Ich m&chte allen
danken, die mir mit ihrer Erfahrung bei der
kritischen Durchsicht des Textes und der Aus-
arbeitung der Arbeitsvorschriften halfen. Mein
Dank gilt auch dem Verlag fiir sein Versténdnis
und Entgegenkommen bei der Ausstattung und
Drucklegung.

Freiburg, im April 1974 G. DREWS
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L. Die wichtigsten Voraussetzungen fiir das Arbeiten
mit Mikroorganismen

1. Nihrboden

a) Allgemeine Gesichtspunkte

Fiir die Kultur von Mikroorganismen oder von Zellen h&herer
Lebewesen bendtigt man einen N&dhrboden. Dieser sollte alle fir
Wachstum und Vermehrung érforderlichen Substrate (ausgenommen
gasfébrmige) enthalten, einen optimalen pH-Wert, eine ausrei-
chende Pufferkapazitdt und ein geeignetes Ionenmilieu besitzen.
Die Konzentration der Substrate ist in der Regel, vor allem in
der statischen Kultur, um ein Vielfaches h&her als filir eine
maximale Wachstumsrate erforderlich, um hohe Populationsdich-
ten zu erreichen.

Bei der Auswahl eines N&hrbodens nach der Literatur oder bei
der Zusammenstellung und Optimalisierung eines Ndhrbodens
nach eigenen Erfahrungen muB man von folgenden tberlegungen
ausgehen:

1. Dexr Ndhrboden muB alle fiir das Wachstum- erforderlichen,
assimilierbaren Substrate und Wuchsstoffe enthalten.

Beispiele: Thiobacillus thiooxidans verwertet als chemo-
lithotropher Organismus CO; als Kohlenstoffquelle. Orga-
nischer Kohlenstoff kann sogar hemmend wirken. Escherichia
coli dagegen benttigt eine organische Kohlenstoffquelle
wie Glucose oder Glycerin. E. coli kann mit NH,+ seinen
N-Bedarf decken. Die Wachstumsrate, wird jedoch durch

ein Gemisch von Aminos&duren (Pepton) erhdht. Lactobacillen
sind auf organischen Stickstoff angewiesen. Art und Kon-
zentration der Substrate kdnnen nicht nur die Wachstums-
rate sondern auch regulativ den Stoffwechsel beeinflussen.
Ein Minimalmedium erfiillt qualitativ die Mindestanspriiche
eines Organismus. Es besteht bei heterotrophen Organismen
in der Regel.aus einer mineralischen Ndhrldsung und einer
organischen Kohlenstoffquelle. Ein Vollmedium enthdlt
neben den essentiellen auch viele Verbindungen, die der
Organismus selber synthetisieren kann. Die Wachstumsrate
auf dem Vollmedium ist hbher als auf dem Minimalmedium.

2.a)Durch Variation der N&hrboden-Bestandteile und ihrer Kon-
zentration k&nnen je nach dem Zweck der Kultur Populations-
dichte, Wachstumsrate, Ausbeute an Zellmasse oder an
Metaboliten verdndert werden.
(NORRIS und RIBBONS, 1969,1970; AUDEN et al., 1967;
NUESCH, 1969).
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Produktionsmedien filir Antibiotica u.a. Sekunddrmetabolite
enthalten geeignete Vorldufer (precursors), und stimulie-
rende oder spezifisch hemmende Substanzen, um den Stoff-
wechsel auf eine bestimmte Stoffproduktion umzulenken.
Sie haben in der Regel ein hohes C/N-Verhdltnis. Fur hohe
Zellausbeuten dienen reiche Vollmedien.

2.b)Pie Anreicherung bestimmter Organismen aus dem natiirli-
chen Milieu oder die Isolierung von Mutanten mit bestimm-
ten Eigenschaften geschieht mit Hilfe streng selektiver
Ndhrboden, d.h. Medien, die nur einer moéglichst geringen
sahl an Stdmmen ginstige Entwicklungsméglichkeiten bieten
(siehe Kapitel II).

2.c)Fur den Nachweis bestimmter Stoffwechselleistungen die-
nen Indicator-Ndhrbdden (Kapitel 1IV).

2.4)Die quantitative Bestimmung von Stoffen geschieht auf
Minimalmedier: in denen ein Stoff die Wachstumsrate be-
grenzt (Kapitel VITI).

2.e)bie Aufbewahrung und Kultur einer groBen Zahl von St&dm-
men (Stammkultursammlung)} geschieht auf Vollmedien mit
geringer Selektivitdt unter Zugabe von Schutzstoffen
(NORRLE und RIBBONS, Vol. 1 - 3).

Die Kosten der Ndhrbodenbestandteile diirfen, besonders bei
grofen Ndhrldsungsmengen nicht vernachldssigt werden. Es wer-
den heute von verschiedenen Firmen getrocknete Fertigndhrbd-
den angeboten (z.B. DIFCO, Detroit, Mich., U.S.A., MERCK,
Darmstadt, OX0ID, London und Wesel), die zwar den Arbeitsauf-
wand verringern aber im Anschaffungspreis hSher liegen als die
Summe der Binzelkosten fiir die Ndhrbodenbestandteile.

b) Kohlenstoffguelle

Diz meisten Mikroorganismen kdnnen mehrere Zucker als C-Quelle
verwerten. Man mufl beachton, daB Zucker reaktionsfdhig sind
und wadhrend der Damnpfsterilisation umgewandelt werden oder mit
anderen Nahrldsungskomponenten reagieren. Es entstehen schwer
verwertbare oder sogar hemmende Substanzen. Man priift daher
nach der Sterilisation zuckerhaltiger Ndhrldsungen, ob die
Organismen normal wachsen. Es ist zu empfehlen, die zucker-
haltige Ndhrltsung durch Tiltration keimfrei zu machen oder
eine konzentrierte Zuckerldsung getrennt von der i{brigen Ndnr-
Ldsung im Autoklaven zu sterilisieren und erst nach Erkalten
mit der N3hrldsung zu mischen. Polysaccharide, wie Stéarke,
werden nur von solchen Organismen verwertet, die durch Exo-
enzyme groBere Molekile hydrolytisch zu spalten vermdgen
(Beispiel: viele Aspergillus- und Bacillusarten). Gute C-Quel-
len sind auch ein- bis mehrwertige Alkohole, wie Glycerin
(gutes Substrat filir viele Mykobakterien) und Mannit sowie ver-
schiedene Sduren. Fettsduren werden mit .zunehmender Katten-
ldnge im 2l lgemeinen schlechter umgesetzt und kénnen sogar
hemmend wirken (Beeinflussung der Stoffaufnahme). Sduren des
Intermedidrstoffwechsecls wie Pyruvat, Citrat, Succinat, Malat,
Lactat und Acetat sind 'nicht immer gute C-Quellen, weil sie
unter bestimmten Bedingungen nicht oder schlecht aufgenommen
bzw. umgesetzt werden. Fir bestimmte Aufgaben, vor allem fiir
stoffwechselphysiologische Untersuchungen wird man Ndhrmedien
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widhlen, die in ihrer Zusammensetzung genau bekannt sind
(synthetische Ndhrbd&den) .

Wenn man dagegen nur Organismen kultivieren will oder fir
technische GroBproduktion eine billige Kohlenstoffquelle sucht,
aber auch dann, wenn die Erndhrungsanspriiche des zu isolieren-
den Organismus nicht genau bekannt sind, wird ein komplexes
oder natilirliches Nihrmedium bevorzugt. Die folgenden Substan-
zen werden heute hdufig im Labor und in der Fermentationsin-
dustrie als Kohlenstoffquellen, aber zum Teil auch gleichzei-
tig als Lieferanten fiir Stickstoff, Vitamine und essentielle
anorganische Anionen und Kationen verwendet:

Peptone sind EiweiBspaltprodukte, die durch Einwirkung pro-
teolytischer Enzyme (Pepsin, Trypsin und Papain) auf tieri-
sches oder pflanzliches Protein (MuskeleiweiB, Casein, Sojamehl)
entstanden sind. Manchmal gibt der Handelsname Auskunft {iber
Ausgangsmaterial und Art der Spaltung z.B. ,Pepton aus Fleisch,
tryptisch verdaut" oder ,Casitone”. Entsprechend der Herkunft
des Proteins und der Art und Dauer des fermentativen Abbaues
gibt es verschiedene Peptone. Verschiedene Firmen garantieren
flir die konstante Zusammensetzung ihrer Handelsprodukte. Ein
gutes Pepton ist ein hellgelbes, stark hygroskopisches und

klar 1ldsliches Produkt, das ein breites Spektrum an Aminosdu-
ren und Peptiden sowie andere l&sliche Produkte wie Zucker,
Vitamine und Salze enthdlt. Der Wassergehalt betrdgt maximal
5%. Die Analysendaten zeigen, in Abhdngigkeit vom Ausgangs-
material und der Aufbereitungsmethode, betrdchtliche Unter-
schiede. Die folgenden Angaben sind Richtwerte (nach MERCK und
SYKES) : Gesamt - N 14 - 15%, Phosphor (P,05) 1%, Aschegehalt

3 - 7%, NaCl max. 1% bei Fleischpepton, bis 25% bei Casein-
hydrolysat, Aminosduren (umole/10 mg) Asp 6,90, Threo 3,55, Ser
3,60, Pro 4,25, Glu 8,05, Gly 9,55, Ala 5,52, Vval 3,2, Leu
3,96, Tyr 0,26, Phe 0,80, Lys 4,96, His 1,72, Arg 2,66 (Pepton
aus Fleisch, tryptisch), Vitamine (ug/g) B; 27,0, B, 11,95,

Bg 11,32, B;, 86,8, Biotin 0,59, Nikotinsdure 121,0. Folsdure
1,34, Pantothensre. 15,0; Metalle (pg/g): Mg 300 - 1000, Fe

20 - 200, Cu 10 - 100. Eine 1%ige Peptonldsung reagiert neutral
bis schwach sauer. Der Gehalt an fermentierbaren Zuckern sollte
sehr gering sein. Diese wenigen Angaben zeigen, daB man Peptone
dann sorgfdltig testen muB, wenn auxotrophe Organismen kulti-
viert oder Indicatorndhrbdden hergestellt werden sollen. Die
Schwermetalle kdnnen, wenn sie bedingt durch pH-Wert und N&hr-
bodenzusammensetzung vollstdndig als freie Ionen vorliegen,
eine toxische Konzentration erreichen. Pepton wird in einer
Konzentration von 2 - 20 g pro 1000 ml Nédhrldsung angewandt.

Fleischextrakt wird durch wédBrige Extraktion von fettfreiem,
enzymatisch vorverdautem Fleisch gewonnen und anschlieBend zu
einer Paste konzentriert (80% an Feststoffen). Diese Paste
enthdlt 9% Gesamt N, 0,45% Aminosdurestickstoff, einen hohen
Gehalt an Peptiden unterschiedlicher Kettenldnge, Purinkorper,
Harnstoff, bis zu 20% mineralische Bestandteile (in der Asche
30% P,05, 42% K,0, 13% Najy0, 0,6% CaO und 3,1% MgO) und Vita-
mine (Aneurin 2, Pyridoxin 6, Cobalamine 100, Biotin 0,1,
Nicotinsdure 100, Folsdure 0,5 und Pantothensdure 18 ug/gj.




Fleischextrakt wird vor allem als Zusatz zu Ndéhrbdden (1%) fir
Organismen mit proteolytischen Exocenzymen vexrwendet (z.B.
Proteus vulgaris).

Malzextrakt ist eine sirupartige Masse, die durch wiSrige Ex-
traktion von Malz bei 50 - 60°C und anschlieBende Konzentrie-
rung der LOsung bei reduziertem Druck und 55°C gewonnen wird.
Malzextrakt enthdlt etwa 50% Maltose, Glucose, Dextrine und
Stdrke. Der Gehalt an reduzierenden Zuckern betridgt 57 - 86%.
Der Gesamt-N-Gehalt betrdgt etwa 1%. 12 - 44% der N-haltigen
Verbindungen sind Proteine. An Vitaminen wurden vor allem
Aneurin 10 ug/g, Riboflavin 5 png/g, Nicotinsdure 100 ug/g,
Biotin O,1 ug/g, Pantothensiure 4 pg/g und Pyridoxin (Vit.B6)
0,2 ug/g nachgewiesen. Der Ca- und Mg-Gehait betrigt etwa

0,6 mg/g. Malzextrakt ist in 3 -5%iger L&sung ein guter N&hr-
boden fir viele Pilze.

Bei der Ziichtung von Hefen, vor allem im industriellen MaBstab,
werden hdufig Melassen (Riickstdnde nach Auskristallisation der
Saccharose aus dem Riibensaft) und Wirze (ungehopfte Bierwiirze)

verwendeuv. Die Melasse enthdlt etwa 50% Saccharose, 23% Wasser
und .19% organische Nichtzuckerverbindungen.

Hereextrakt ist ein wdfriger Auszug aus autclysierter Hefe
(Saccharomyces cerevisiae oder carlsbergensis), der unter
schonenden Bedingungen getrocknet wird. Er kann als zusdtzli-
che C- und N-Quelle Verwendung finden,; dient aber in erster
Linie als Wuchsstoff- und Vitaminguelle z.B. zur Kultur der
Milchsdurebakterien. Er enthdlt 10% Gesamtstickstoff, 5% Amino-
stickstoff, 3% Phosphat (P;0s), 263 ug Thiamin, 100 ug Ribo-
flavin, 1000 pg Nicotinsdure bzw. =-amid, 120 pg Pantothensiure,
60 ug Pyridoxin, 28 pg Folsdure, 3 upg Biotin und 8 ug Inosit
pro g Trockensubstanz Hefeextrakt. Von der Trockensubstanz
wird 0,5 bis 5,0 g/l der Nahrldsung zugesetzt.

Caseinhydrolysat, vitaminfrei (casamino acids) ist ein salz-
saures Hydrolysat von Casein, das keine Peptide und Proteosen
mehr enthdlt, sondern weitgehend aus Aminosduren und anderen
einfachen Bausteinen besteht (Gesamt-N: 7%). Es eignet sich
ald N- und C-Quelle fiir Testndhrbdden. Es ist zu beachten, daB
d&g Caseinhydrclysat einen hohen Gehalt an mineralischen Be-
standteilen aufweist, die besonders durch die Neutralisation
entstehen (NaCl bis 38%, Asche bis 41%).

Weitere, besonders in der Fermentationsindustrie verwendete
komplexe Nd&hrbodenzusétze sind: Maisquellwasser (corn steep
ligquor - 50% Trockensubstanz, 7 - 8% Gesamt-N, 3% Amino-N,

20% Milchsdure, 1,5 - 14% reduzierende Zucker, 18 - 20% Asche),
verschiedene Hydrolysate aus Polysacchariden (Verzuckerung von
Stdrke mic Pilzamylase, zuckerhaltige Sulfitablaugen von der
Cellulosegewinnung) und Sojamehl. Letzteres wird als enzyma-
tisches oder saures Hydrolysat oder unbehandelt zugesetzt.
AuBer seinem Gehalt an Stdrke und EiweiB ist der Lipidanteil
als natiirliches Schaumbekdmpfungsmittel, aber auch als stimu-
lierender Faktor fir die Synthese von Antibiotica und anderen
Fermentationsprodukten von Bedeutung.




Zucker N Protein Fett Asche

total total % % %
Sojamehl, vollfett 28 8,4 50 20 5
Distillers soluble 45 4,1 26 9 8
Magermilchpulver 51 6,0 37 0,5 8
ErdnuBmehl 12 8,6 55 9 5

CO, kann von der Mehrzahl der phototrophen Mikroorganismen

und einer kleinen Zahl an chemolithotrophen Bakterien als
alleinige C-Quelle assimiliert werden. CO; wird dem Gasgemisch
fiir die Beliiftung der Kultur 2zugesetzt (2% v/v) oder in ana-"*"
eroben Flaschenkulturen als CO,/NaHCO; appliziert.

c) Stickstoffquelle

Von den oben genannten komplexen Ndhrbodenzusdtzen sind die
meisten zugleich gute C- und N-Quellen. Da die liberwiegende
Zahl der Mikroorganismen stickstoffautotroph ist, kann man den
Stickstoff aber auch ausschlieBlich als anorganische Verbindung
anbieten. Bevorzugt wird Stickstoff in Form von NH,t verwertet.
Der Nitrat-Stickstoff kann nur von wenigen Mikroorganismen, be-
sonders Vertretern der Asco- und Basidiomyceten sowie den
Cyanophyta als einzigste N-Quelle genutzt werden. Die Fdhig-
keit verschiedener Bakterien und Cyanophyceen elementaren Stick-
stoff zu binden, wird meist nur bei der Anreicherungskultur
ausgenutzt. Eine Reihe von Mikroorganismen, so z.B. die Milch-
sdurebakterien, bendtigen eine oder mehrere essentielle Amino-
sduren. Da die meisten organischen N-Verbindungen von Organis-
men abgebaut werden k&nnen, kann man durch Zugabe dieser Sub-
stanzen zum Ndhrboden als einzigster N- und C-Quelle stoff-
wechselphysiologisch interessante Spezialisten anreichern (z.
B. Nicotinsdure abbauende Arthrobacter-Stdmme) .

d) Anorganische Ionen

Der Schwefel wird meist als Sulfat oder bei einigen S-Purpur-
bakterien, die SOZ  nicht reduzieren kénnen, als H;S angeboten.
Folgende Ionen werden in relativ hohen Konzentrationen ben&-
tigt: Na*, Kt, Mg™™, ca®™ pPo2~. sie werden in organische Ver-
bindungen eingebaut, beeinflussen Transportvorgdnge an Mem-
branen und sind flir die Konformation und Aktivitdt von Pro-
teinen von Bedeutung. Spurenelemente sind in geringen Konzen-
trationen (ug - mg/l) wirksam. Hohe Konzentrationen k&nnen to-
xisch wirken. Sie sind Bestandteile von Elektronencarrier und
Enzymen (Mo und Fe in der Nitrogenase, Fe in Cytochromen und
Ferrodoxinen, Co in Cobalaminen und Cu in der Cytochromoxidase).
Ndhrb6den mit komplexen Zusdtzen, wie Pepton, Erddekokt, Hefe-
extrakt enthalten die benttigten Elemente in ausreichender
oder sogar zu hoher Konzentration. Bei der Herstellung voll-




synthetischer Medien empfiehlt sich der Zusatz einer Spuren—
elementldsung. Man beachte. da3 die Konzentrationen in der Li-
+eratur sehr stark varileren. Uber cptimale Konzentrationen
liegen nur wenige Untersuchungen vor. Fir die in diesem Buch
genannten N&hrldsungen kann folgende ILosung verwendet werden:

Spurenelementldsung

Na-Eisen-Athylen-

diamintetr aazetat 800 mg SnCl, *2H O 0,5 mg
Mn Cl,-4H;0 10 mg H3BO;3 1 mg
Co Cl;*5H,0 4 mg . KBr 2 mg
Cu SOy 1 mg RJ 2 mg
Na,MoQy 2K, 0 3 mg BaCl, 0,5 mg
Zn Cl, - 2 mg Agua dest. ad 1000 ml
Li Cl 0,5mg pH 6

5 - 10 ml dieser Losung werden mit Ndhrl¢sung auf 1 1 verdiinnt.

e) Ndhrbodenzusdtze

Erdextrakt wird verschiedenen N&hrl&sungen £iir Algen und Pilze
zugesetzt. Der Gehalt an Spurenelementen und organischen Stof-
fen, aber auch die Pufferkapazitit wirken fordernd auf das
Wachstum dieser Organismen. Man erhitzt eine gut ausgereifte
Laub~rde mit der doppelten Gewichtsmenge an Wasser einige Mi-
nuter. auf 100°C, dekantiert, filtriert und verdiinnt den brau-
nen Extrakt mit Xulturldsung 1 : 10 bis 1 : 50.

Extrakte aus Friichten, Organen etc.: Die Anreicherung sehr lang-
sam wachsender Mikroorganismen gelingt oft nur auf streng selek-
tiven Né@nrb&den oder, wenn man die Anspriiche des Organismus
nicht kennt, unter Anwendung von verdiinnten Extrakten aus To-
maten, Pflaumen und anderen Friichten (Isolierung von Lactoba-
cillen, Pilzen). Da frische Frilichte nicht immer zur Verfligung
stehen, kann man kdufliche Extrakte zusetzen, muf dabei aber
beachten, dapB diese Produkte oft Konservierungsmittel enthalten.

Korperfliissigkeiten: Bescnders in der medizinischen Bakteriolo-
gie und Virologie werden vielen Nd&hrbdden als wachstumsférdern-
de oder diagnostische Agentien Blut, Serum oder Aszitesflissig-
keit zugesetzt. Das durch Venenpunktation steril entnommene
Blut wird entweder direkt mit dem fliissigen Ndragar bei etwa
48°C vermischt (Vollblutagar) oder durch Zusatz von Natrium-
citrat (25 Vol.% einer Lo&sung von 5 g Na-Citrat in 100 ml Aqua
dest.) ungerinnbar gemacht. Oft wird das Blut auch defibri-
niert: Eine Weithals-Glasstdpselflasche mit einer 2 - 3 cm ho-
hen Schicht aus Glasperlen (@ 3 - 4 mm) wird 1/2 bis 2/3 mit
Blut gefiillt und etwa 15 min krdftig geschiittelt und das Fibrin
abgetrennt. Serum wird durch Dekantieren des gewonnenen Blut-
kuchens oder Abzentrifugieren der Erythrocyten gewonnen.




