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Zusammenfassung

Es wird eine einfache Methode zur Isolierung der Kotbakterien von Ratten
vorgestellt, die hohe Ausbeuten und einen hohen Reinheitsgrad gewéhrleistet. In
dem Bakterienisolat wurden Gesamtstickstoff und 2,6-Diamineo-pimelinsdure
(DAP) bestimmt 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 von Ratten, die eine halbsynthetische Kontrolldiiat erhielten (4 %
Cellulose), betrug der Umrechnungsfaktor 15,7. Bei Zusatz von 8 % Guarmehl zur
Kontrolldiat (im Austausch gegen Stirke) 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 von 4 auf 12 % erhdht, zeigte sich keine Veridnderung des Faktors. Offensicht-
lich wird die Aktivitit der Darmflora durch Guarmehl wesentlich starker beein-
fluBt als durch Cellulose. Die Ergebnisse lassen eine deutliche Abhéngigkeit des
Umrechnungsfaktors von der 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.

Schliisselwérter: Cellulose, Guarmehl, Bakterienisolierung, Bakterienstickstoff,
2,6-Diamino-pimelinsdure-Bestimmung

Einleitung

Schwerverdauliche Polysaccharide — auch Ballaststoffe genannt — fiih-
ren zu einer signifikanten Erhohung der Stickstoffausscheidung mit dem
Kot bei wachsenden Ratten (3). Nach eigenen Untersuchungen (4) ist diese
808
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Erhéhung vorwiegend auf Stickstoff endogener Herkunft und nicht auf
einen Anstieg von unverdautem Nahrungsprotein zuriickzufithren. Somit
stellte sich die Frage der genauen Differenzierung des endogenen Kot-
stickstoffs. Endogener oder metabolischer Kotstickstoff — auch Darm-
Verlust-Stickstoff genannt ~ entstammt vorwiegend den Sekreten der
Pankreasdriise und des Verdauungstraktes (2). Neben den Verdauungs-
sekreten tragen auch abgeschilferte Darmepithelzellen zur endogenen
Stickstoffausscheidung mit dem Kot bei (7). Der Bakterienstickstoff im
Kot ist aber ebenfalls endogener Herkunft, wenn man den endogenen
Kotstickstoff als Differenz von Gesamt-Kotstickstoff und unverdautem
Nahrungsstickstoff definiert. Hierzu gibt es aber auch abweichende Mei-
nungen (1), nach denen der Bakterienstickstoff nicht zum endogenen
Stickstoff zu rechnen sei, mit der Begriindung, daf3 die bakterielle Eiweif3-
synthese im Dickdarm exogener Natur sei. Dabei wird jedoch iibersehen,
dal3 der von den Bakterien aufgenommene Stickstoff tiberwiegend endo-
genen Ursprungs ist. Seine Mitberticksichtigung im endogenen Kotstick-
stoff scheint deshalb gerechtfertigt. Die modernen Bestimmungsmetho-
den unter Zuhilfenahme ®N-markierter Verbindungen als Tracer (8, 5)
lassen eine weitergehende Differenzierung nicht zu.

Der bakterielle Stickstoffanteil im Gesamt-Kotstickstoff bzw. im endo-
genen Kotstickstoff 148t sich Gber die 2,6-Diamino-pimelinsidure-(DAP-)
Bestimmung ermitteln (4). Die Methodik fiir die Bestimmung der DAP —
einem Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien — wurde von Mason
(9) und von Hutton et al. (6) erarbeitet. Fiir die Bestimmung des Anteils an
Bakterienstickstoff im Gesamt-Kotstickstoff mufl der Umrechnungsfak-
tor von DAP auf Bakterienstickstoff bekannt sein, der nur iiber die
Gewinnung eines reinen Bakterienisolates zu ermitteln ist.

In der vorliegenden Untersuchung wurde unter Verwendung einer
modifizierten Methode zur Abtrennung der Bakterien aus dem Rattenkot
geprift, ob dieser Umrechnungsfaktor von der Diit abhingig ist.

Material und Methoden
1 Tierfiitterung und -haltung

Es wurden 9 minnliche Sprague-Dawley-Ratten mit einer Lebendmasse zwi-
schen 90 und 100 g einzeln in Stoffwechselkéfigen unter Standardbedingungen
(22°C, 65 % relative Luftfeuchte, 12. Std. Tag- und Nachtzyklus) gehalten. Die
Zusammensetzung der semisynthetischen Versuchsdiiten, die jeweils 3 Tiere
erhielten, ist in Tabelle 1 zusammengefalt.

Die Mineralstoffe, Spurenelemente und Vitamine wurden den Diéten in optima-
len Mengen zugesetzt. Jedes Tier erhielt tiglich 12 g Futter, das stets restlos
verzehrt wurde. Wasser wurde ad libitum angeboten. Nach einer 4tigigen Adap-
tionsperiode wurde allen Tieren 75 mg Glycin — gelést in 0,5 mi dest. Wasser — per
Schlundsonde verabreicht. Dadurch wurden die gleichen Versuchsbedingungen
aufrechterhalten, die in Versuchen zur *N-Markierung der Ratte fiir die Bestim-
mung des endogenen Kot-N gewihlt worden waren (4).

2 Kotsammlung

Das Sammeln der Kotproben wurde am Tage nach der Glycingabe begonnen und
uber einen Zeitraum von 8 Tagen fortgesetzt. Die taglich von den 3 Tieren jeder
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Tab. 1. Zusammensetzung der Versuchsdidten in %.

Komponenten Kontrolldiat Guarmehldiat Cellulose-ange-
reicherte Diat

Casein 22 22 22
Maisstirke 53 45 45
Zucker 10 10 10
Maiskeimoél 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. Fur die Isolierung der Bakterien wurden die Kotproben der Tage 58
ausgewahlt.

3 Isolierung der Bakterien

a) Die Kotproben (ca. 4 bis 10 g) der Tage 5 und 6 wurden jeweils in 250 ml
destilliertem Wasser mit dem Ultra-Turrax homogenisiert, in 6 Aliquote aufge-
teilt und nach der Vorschrift von Mason (9) 15 min bei 5000 g zentrifugiert. Die
zusammen mit den schleimigen oberen Schichten der Ricksténde abgehobenen
Uberstinde wurden 30 min bei 20 000 g zentrifugiert und die Uberstinde verwor-
fen. Die Rickstande wurden anschlielend mit jeweils 20 ml dest. Wasser ver-
setzt, mit dem Glasstab gerihrt, bis sich eine milchig-tribe Losung bildete, und
erneut 30 min bei 20000 g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen.

b) In Abanderung der Vorschrift a) wurden die durch die Behandlung mit dem
Ultra-Turrax gewonnenen Homogenisate von den Kotproben der Tage 7 und 8
durch 3fache Siebung mit Veco-Prazisions-Siebeinsitzen (Durchmesser 75 mm)
abnehmender Maschenweite (250 — 100 — 40 p) vorgereinigt. Der Durchgang bei
40 ym wurde wie unter a) angegeben portioniert und anschlieffend 10 min bei
1000 g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden vorsichtig abgehoben und noch-
mals 30 min bei 20000 g zentrifugiert. Nach dem Abdekantieren der Uberstande
wurden zu den Rickstinden jeweils 20 ml dest. Wasser gegeben und Waschvor-
gang und Zentrifugation wie bei a) beschrieben durchgefiihrt. Der so erhaltene
Ruckstand ist ein reines Bakteriengemisch, wie die mikroskopische Untersu-
chung zeigte.

4 Stickstoff- und Diamino-pimelinsdure-Bestimmung

Die vereinigten Bakterienisolate aus den Kotproben der Tage 5 und 6 bzw. 7 und 8
wurden mit jeweils 50 ml 6 M HCI in 100 ml Laborflaschen mit ISO-Gewinde
(Schott-Duran-Glas) 8 Stunden bei 120-125°C im Trockenschrank hydrolysiert und
anschlielend filtriert. Die Filtrate wurden far die separaten Stickstoff- und DAP-
Bestimmungen halbiert und im Vakuum-Rotationsverdampfer bis zur Trockne
eingeengt.

a) Stickstoffbestimmung

Die Stickstoffbestimmung erfolgte nach der Mikro-Kjeldahl-Methode mit K,SO,/
Se-Tabletten als Katalysator und einem H,SO/H;PO,-Gemisch, dem gegen Ende
des Aufschlusses noch Perhydrol (H,0,) zugesetzt wurde. Das bei der Destillation
in Borsaure absorbierte NH; wurde durch Titration mit 0,1 M HCl unter Verwen-
dung eines Mischindikators bestimmt.
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b) DAP-Bestimmung

Die Bestimmung der DAP erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von Mason (9).
Bei der Ionenaustauschchromatographie wurden 5-ml-Fraktionen gesammelt, von
denen jeweils 2 ml mit 4 ml saurem Ninhydrin-Reagenz im siedenden Wasserbad
zur Farbreaktion gebracht wurden. Die photometrische Messung erfolgte bei 2
verschiedenen Wellenlangen (440 und 410 nm), um Extinktionswerte eliminieren zu
konnen, die nicht von der DAP herrithrten, Dunnschichtchromatographische
Untersuchungen mit verschiedenen Adsorbentien und Fliefmittelgemischen zeig-
ten, daf} die DAP-Fraktionen aullerdem noch in gréferen Konzentrationen Isoleu-
cin und/oder Leucin neben einer in geringer Konzentration vorliegenden unbe-
kannten ninhydrinpositiven Verbindung enthielten. Diese Verbindungen stéren
die DAP-Bestimmung mit dem genannten Reagenz nicht.

Ergebnisse

In den Tabellen 2 und 3 sind die Ergebnisse zusammengefaft. Zunachst
ist zu erkennen, daB die Kotmengen stark von der Zusammensetzung der
Versuchsdidten abhingen. Diese Unterschiede sind nicht allein durch
einen unterschiedlichen Wassergehalt, sondern durch die Menge der mit
der Diit zugefihrten Ballaststoffe sowie durch das Ausmaf ihrer bakte-
riellen Zersetzung bedingt. Bei der Aufarbeitung der Kotproben fiel schon
der unangenehme Geruch jener Proben auf, die von Tieren der Guarmehl-
Gruppe stammten. Das deutete auf einen starken mikrobiellen Abbau
dieser Kotproben hin. Die nach unserer Vorschrift (3b in Material und
Methoden) gewonnenen Bakterienmengen aus den Kotproben der Tiere
der Guarmehl-Gruppe waren gegeniber denen von Tieren der beiden
anderen Versuchsgruppen stark erhoht. Beim Vergleich der in den Tabel-
len 2 und 3 wiedergegebenen Versuchsergebnisse ist klar zu erkennen,
daBl durch unsere Abtrennungsmethode (3b) wesentlich hohere Bakte-
rienausbeuten erzielt wurden. Entscheidend ist der Reinheitsgrad der
isolierten Bakterienmengen, der nach der von uns konzipierten Methode
der fraktionierten Siebung wesentlich hoher liegt. Dies lassen die hoheren

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

Versuchsdiat Kot- N,-Gehalt DAP®-Ge- DAP Umrech-
menge® der isolier- halt der iso- % des Bakt.- nungs-
(g) ten Bakte- lierten Bak- Stickstoffs faktor F¢

rien (mg) terien (ng)°

Kontrolldiat 9,45 2,35 1305+ 17,9 555+0,76 180+25

Guarmehldiat 14,14 4,87 390,0x51,3 8,01£1,05 125+1,6

Cellulose-ange-

reicherte Diat 18,02 1,79 83,8+ 0,4 468+002 21440,

# Vereinigte Kotproben der 3 Versuchsratten von 2 Versuchstagen
b 3,6-Diamino-pimelinsaure
‘n=4-7
Bakterien — N (mg)
- DAP (mg)

a
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Tab. 3. Stickstoff- und DAP-Gehalt von Rattenkotbakterien, isoliert nach der
Vorschrift 3b in Material und Methoden.

Versuchsdiat  Kot- N,-Gehalt DAP®Ge- DAP Umrech-
menge® der isolier- halt der iso- % des Bakt.- nungs-
(€3] ten Bakte- lierten Bak-  Stickstoffs faktor F¢
rien (mg)  terien (ug)®
Kontrolldiat 10,15 6,64 4234+ 21,8 6,38+0,33* 15,7+0,8*
Guarmehldiat 13,79 30,78 2667,6 +278,8 8,67+0,91 1156+1,2
Cellulose-ange-
reicherte Diat 18,90 5,96 3836+ 26,4 6,44+0,44% 155+1,1%*

? Vereinigte Kotproben der 3 Versuchsratten von 2 Versuchstagen
b 9,6-Diamino-pimelinsiure
‘n=4-7
Bakterien — N (mg)
- DAP (mg)
* signifikanter Unterschied zu den entsprechenden Werten in Tabelle 2, p < 0,05
** signifikanter Unterschied zu den entsprechenden Werten in Tabelle 2, p < 0,001

d

Werte der auf den Bakterienstickstoff bezogenen DAP-Gehalte besonders
in Kotproben mit geringem Bakterienanteil (Kontrolldidt und Cellulose-
angereicherte Diét) in Tabelle 3 erkennen.

Diskussion

Viele Autoren (9, 6, 12, 11) benutzten bisher die DAP als Marker zur
Bestimmung des Bakterienanteils im Chymus und im Kot. Neben Unter-
suchungen bei Wiederkiduern und Schweinen wurden auch Rattenversu-
che unter verschiedenen Gesichtspunkten durchgefiihrt. Um den Faktor
zur Berechnung des Bakterienstickstoffs aus dem DAP-Gehalt zu bestim-
men, wurden unterschiedliche Methoden zur Isolierung der Bakterien
verwendet. Es war zu erwarten, da3 dieser Faktor diét- und speziesabhéin-
gig unterschiedliche Werte (11,56~26,1) im Kot annehmen kann, weil die
. Zusammensetzung der Fikalflora stets grofen Schwankungen unterliegt.

Diese Unterschiede kénnen aber auch auf Verunreinigungen der Bakte-
rienisolate beruhen.

Unsere Untersuchungsergebnisse zeigen eine deutliche Abhingigkeit
des Umrechnungsfaktors von der Art, nicht dagegen von der Menge des
aufgenommenen Ballaststoffes. Aufgrund seiner Molekularstruktur wird
Guarmehl von der Darmflora wesentlich stirker abgebaut als Cellulose,
was zu einer erhohten Keimzahl und Veridnderungen in der Fiakalflora
fuhrt und — wie gezeigt werden konnte — zu einem deutlich erniedrigten
Umrechnungsfaktor. Unser Befund, daB sich mit Erhéhung des Cellulose-
anteils in der Didt der Umrechnungsfaktor nicht &ndert, bestitigt die
Ergebnisse von Poppe und Meier (11), in deren Versuchen mit Schweinen
der Zusatz von Strohmehl und die Verwendung unterschiedlicher Pro-
teintriager ebenfalls ohne Einfluf3 auf den Umrechnungsfaktor blieb, Auf
die Zunahme der Gesamtkeimzahl nach Umstellung der Erndhrung von
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Ratten auf eine guarmehlhaltige Didt haben Miinzner und Harmuth-
Hoene (10) hingewiesen. Der geschitzte Anteil gramnegativer Keime im
Kotausstrich der Kontrolltiere lag bei 35-40 %, bei Tieren der Guarmehl-
Gruppe dagegen unter 10 %. Nach der allgemeinen Erkenntnis, dafl die
2,6-Diamino-pimelinsdure gramnegative Bakterien reprisentiert, wére
aber ein Ansteigen gramnegativer Keime bei Guarmehlverfitterung zu
erwarten gewesen. Diese Diskrepanz kann nicht erklirt werden.
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