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Neue Methoden zur Isolierung chitlinabbauender Bakterien

F.STREICHSBIER

1..Ein1eitung und Problemstellung

Chitin spielt neben den anderen Polysacchariden innerhalb
des Kohlenstoffkreislaufes eine bedeutende Rolle. Das an
natfirlichen Standorten auftretende Chitin stammt aus dem
Bestandsabfall niederer Tiere und aus der permanenten
mikrobiologischen Biosynthese. So wird Chitin in den
Zellwdnden zahlreicher Pilze (1), in den SproSnarben von
Hefen (2) und nach neueren Untersuchungen auch in bestimmten
Algen (3) gebildet. Die Mineralisation des Chitins erfolgt
in der Natur vorzugsweise durch bakteriellen Abbau, wobei
im Boden hauptsdchlich Streptomyzeten an diesen Vorgdngen
beteiligt sind (4).

Trotz der zweifelsohne erkannten Bedeutung des Chitins im
Stoffkreislauf der Ukosysteme existieren nur wenige wissen-
schaftliche Publikationen, die darauf Bezug nehmen (4, 5,

6, 7). Mitbestimmend fiir die geringe Anzahl an Publikationen
aus diesem Themenkreis ist sicher die relativ komplizierte
und noch nicht geniigend ausgereifte: Arbeitsmethodik.

Dariiber hinaus wird von vielen Autoren meist chemisch vor-
behandeltes Chitin verwendet. Dies wirft die Frage nach der
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die Verhdltnisse am
natiirlichen Standort auf.

Die vorliegende Arbeit geht vor allem auf methodische

Grundlagen ein und soll durch detaillierte Beschreibung
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einzelner Verfahrensschritte sowie durch das Aufzeigen neuer
Arbeitsvarianten, einen leichteren Zugang zu dem beschriebe-
nen Themenkreis ermSglichen und somit Grundlagen filir weiter-
fiihrende Arbeiten liefern.

2. Material und Medien

2.1 Herstellung von Chitinstreifen

Hummerschalen werden, vorerst grob von Fleischresten befreit,
mehrmals mit heiBem Wasser gespiilt und anschlieBend 7 Tage
unter tdglichem Sdurewechsel bei Raumtemperatur in 1 %iger
Salzsdure eingeweicht. Nach diesem Entkalkungsvorgang werden
die Schalen mehrmals mit kochendem destillierten Wasser bis
zum Erreichen eines neutralen Wascnwassers gespiilt. Die nun
lederartigen Schalen werden in Streifen (5 mm x 50 mm)
geschnitten und iber einen Zeitraum von 10 Tagen in 2 %iger
Kalilauge eingelegt. Innerhalb dieser Zeitspanne wird die
Lauge dreimal erneuert und t&dglich einmal zum Sieden erhitzt.
Eine ausreichende Entfernung von Pigmentstoffen und begleiten-
den organischen Bestandteilen kann dann angenommen werden,
wenn die zuletzt verwendete Kalilauge nur mehr schwache
Fdrbung zeigt und die Chitinstreifen keinerlei Pigmentierung
aufweisen. Nachdem die Streifen mit destilliertem Wasser
vollstédndig alkalifrei gewaschen worden sind, folgt eine
kurze Vortrocknung bei 70 ©c. panach wird dreimal in 96 tigem
Ethanol aufgekocht und abermals bei 70 °c getrocknet. In
ihren Grundziligen entspricht diese Vorgangsweise der von
SKERMAN (8) beschriebenen Methode. Die vorgenommenen Anderun-
gen, wie tdglicher Siurewechsel und mehrmalige Erneuerung

der Lauge,bewirkten hdhere Reinheit 'des Endproduktes.
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2.2. Herstellung von kolloidalem Chitin

50 g k&ufliches, pulverisiertes Chitin (z.B. SIGMA Nr.
C-3387) werden in 500 ml kalter 37 %iger HCl suspendiert
und 45 Minuten stark geriihrt. AnschlieBend wird der nicht
gelOste Anteil {iber eine Glassinternutsche (G 1) abfiltriert
und das salzsaure Filtrat iiber einen Tropftrichter in

3 Liter Eiswasser eingebracht. Das ausgefallene kolloidale
Chitin wird auf einer Nutsche iiber ein grobes Papierfilter
(MACHEREY & NAGEL, Nr. 651) unter Abpressen des Filter-
kuchens abgesaugt. Der Rlickstand wird anschlieBend in

5 Liter Wasser suspendiert und erneut filtriert. Es
empfiehlt sich, diesen Vorgang bis zum Erreichen eines
neutralen pH-Wertes in der Suspension zu wiederholen, was
in der Regel nach 4 - 5 maligem Waschen der Fall ist. Nach
Ermittlung des Wassergehaltes des PreBkuchens (Trocknung
bei 105 oC) wird eine Suspension des kolloidalen Chitins
von 5 g Trockensubstanz/1oo ml hergestellt. Diese wird
sterilisiert und im Kihlschrank gelagert.

Durch diese Vorgangsweise erhdlt man ein weitgehend von
storenden Salzen freies Produkt.

2.3. Medien

Alle Medien wurden auf einen pH von 7,2 gebracht und 15
Minuten bei 121 °C sterilisiert.

2.3.1 Mineralsalzl6sung A nach SKERMAN (8)

KZHPO4 1g FePO4 2 Hzo 0,001 g
MgSO4 7 HZO o,5g NH4C1 1,049
NaCl o,5g aqu.dest. fooo ml
CaCl2 2 H20 o,1g
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2.3.2.Mineralsalzlésung B nach RINGER (9)

NaCl 2,25 g NaHCO3 0,05 g
KCl 0,105 g NH4Cl 0,105 g
CaCl2 0,045 g aqu.dest. 1ooco ml

2.3.3.Mineralsalzldsung C

K2HPO4 0,3 g
MgSO4 7 Hzo 0,3 g
NaCl 0,3 g
aqu.dest. 1000 ml

2.3.4.Chitinstreifen - Mineralsalz Flilissigmedium

Je 5 ml der Mineralsalzl&sungen A, B oder C wurden in
Eprouvetten eingebracht, jeweils 1 Chitinstreifen zugefiigt
und nochmals sterilisiert.

2.3.5.Chitin - Agar

Fiir die Untersuchungen wurden Agarplatten mit o,5 % kolloi-
dalem Chitin und 1,2 % bzw. 2 % Agar (MERCK Nr.1614 od.1613)
verwendet. Der nachfolgend beschriebene Herstellungsablauf
ist unbedingt einzuhalten, da Abweichungen inhomogene

Endprodukte zur Folge haben kdnnen.

In 500 ml kalter Mineralsalzldsung C werden 12 g bzw. 20 g

Agar suspendiert und 1o Minuten quellen gelassen. Nach

1o Minuten Erhitzen am kochenden Wasserbad werden die

restlichen 400 ml der Mineralsalziésung zugegeben.

Unter stetigem Riihren wird nun weitere 20 Minuten bis zur
vollstdndigen Aufldsung des Agars erhitzt. In der Praxis

ist das vollstdndige Aufldsen des Agars am Auftreten zahlreicher

Bldschen sowie an leichter Opaleszenz erkennbar. Erst ab
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diesem Zeitpunkt dirfen 7100 ml der kolloidalen Chitin-
suspension unter starkem Rilhren zugefiigt werden. Danach
wird noch 5 Minuten erhitzt und unter Rithren zu je 5 ml

in Eprouvetten abgefiillt.

3. Methodik

3.1. Probenahme

Die Wasserproben wurden dem Mauerbach bei Wien entnommen.
Zur Auswertung gelangten in der Regel 2 parallel gezogene
Proben, die in mindestens doppelt geflihrten Versuchsansdtzen
untersucht wurden. Die Proben wurden unverdiinnt oder nach
Verdinnung mit RINGER - LOsung (9) in die Versuchsansédtze
eingebracht. Alle Verdiinnungen erfolgten in Zehnerpotenz-

schritten.

3.2. ZahlenmdBige Erfassung

Fir die Bestimmung der Anzahl chitinabbauender Bakterien
kamen 4 kulturelle Zdhlverfahren zur Anwendung:

Als Fliissigkulturverfahren die Methode der "most probable
numbers" (MPN), in der Auswertung nach Mc CRADY (10) und
das Reihenverdiinnungsverfahren mit Mehrfachans&dtzen und
statistischer Mittelwertbildung. Hierbei wurden unter
Verwendung der Mineralsalzldsungen A bis C Seweils 5 ml
dieser Grundndhrldsungen vorgegeben und ein Chitinstreifen
der zu ca. 1/3 iber die Flissigkeitsoberfldche hinausragte,
eingebracht. Die Beschickung der so prédparierten RShrchen
erfolgte mit jeweils 1 ml Probe. Die Bebriitungstemperaturen
lagen bei 20°C, 30°C und 37°C, daraus ergeben sich not-

wendige Inkubationszeiten von 30 bis 10 Tagen.
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Als Kulturverfahren mit erstarrenden Medien kamen das GuBSplatten-
verfahren und die Methode nach DRIGALSKI. zur Anwendung. Hier-
fiir wurde vorerst mit je 15 ml 2 %$igem Mineralsalzagar die
Grundschicht hergestellt, die nach dem Erstarren mit je 5 ml
Chitinagar liberschichtet wurde. Das GuBplattenverfahren konnte
nach der iblichen Methode ohne Schwierigkeiten durchgefiihrt
werden. Nach Vorlgge von 1 ml der entsprechenden Wasserprobe
wurde mit 5 ml des auf 48°C temperierten 1,2 %igen Chitinagars
iiberschichtet. - Schwieriger gestaltete sich die Herstellung
der zur Oberfldchenbeimpfung vorgesehenen Platten. Das gleich-
midBige Ausbringen des hochviskosen 2 %igen Chitinagars auf

der erstarrten Grundschicht ist ohne zus&dtzliche MaBnahmen
kaum méglich. Obwohl hier der frisch aufgeschmolzene Deck-
schichtagar heiB aufgebracht werden kann, war es selbst bei
Agartemperaturen um 90 °¢ nicht méglich, geniligend rasch eine
gleichmdBige Verteilung und damit eine glatte Oberflédche zu
erreichen. Als limitierender Faktor konnte die Temperatur des
Grundschichtagars festgestellt werden. Zur LOsung des Problems
wurden die Grundschichtplatten kurz vor der Uberschichtung

2 3 Minuten im strdmenden Wasserdampf (z.B. auf erhdhter
Siebplatte eines Certoklaven) vorgewdrmt und danach sofort

mit 5 ml des auf 6o °C gehaltenen und gut durchmischten
Chitinagarsiiberschichtet. - Die Oberfl&dchenbeimpfung erfolgte
mit jeweils 0,05 ml Probe. Die hinreichenden Inkubations-
zeiten lagen fiir die oben genannten Bebriitungstemperaturen

bei 8 bis 2 Tagen.

Die Festlegung der untersuchten Wachstumsparameter erfolgte

in folgender Weise: Fiir die Versuche iiber den EinfluB des
pPH-Wertes wurde dieser durch Zugabe vop o,1 n HCl bzw.

0,17 n NaOH zu den Ansitzen in einem Bereich von pH 4 bis

PH 1o variiert. Um den EinfluB der Chitinkonzentration zu
bestimmen, wurden kolloidale Chitinsuspensionen im Bereich von
0,1 % bis 5 % direkt aus dem PreBkuchen hergestellt.
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3.3. Isolierung und Kultivation

Zur Gewinnung von Reinkulturen wurden Proben aus den letzt-
bewachsenen Reihen der MPN- und Reihenverdiinnungsansédtze
sowie von den Chitinagarplatten entnommen und auf neuen
Chitinagarplatten ausgestrichen. Die entwickelten Einzel-
kolonien wurden in Chitinstreifenmedium und wieder auf
Chitinagarplatten libertragen. Es sei vorweggenommen, daf
diese iblicherweise praktizierte Vorgangsweise keine allge-
mein zufriedenstellenden Ergebnisse brachte und erst bei
Vorgang nach einem neu entwickelten Schema (siehe Abb.2) auch
die Erfassung empfindlicher Stdmme m&églich war.

4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Zdhlergebnisse

4.1.1. EinfluB der Mineralsalzl8sung

Die Verwendung verschiedener MineralsalzlOsungen hatte keinen
EinfluB auf die zahlenm&Bigen Endwerte. Die Ergebnisse
identer Z&hlverfahren zeigten Standardabweichungen zwischen
12 $ und 17 %. Da diese Werte fiir die vorliegenden Untersu-
chungen durchaus {iblich sind, konnte ein direkter EinfluB
von verschieden zusammengesetzten Grundsalzldsungen nicht
festgestellt werden. Es wurden jedoch beziiglich der Aus-
wertungsmdglichkeiten bei den Fliissigansdtzen Unterschiede
festgestellt. Bei Ansdtzen mit der in der einschl&dgigen
Literatur empfohlenen Mineralsalzl&sung A (8) ist eine friih-
zeitige Erkennung des Chitinabbaues nicht méglich, da

solche Ansdtze schon vor der Probeneintragung durch ausge-
fallene N&hrmedienbestandteile getriibt sind. Diese Triibung
tiberlagert aber jene durch den bakteriellen Bewuchs hervor-
gerufene, so daB erst nach langeren Bebriitungszeiten sichere
Aussagen Uber Wachstumsvorgédnge méglich sind. Dies kommt
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besonders bei den schwidcher bewachsenen RShrchen hdherer

vVerdiinnungsstufen zum Tragen.

Die k&ufliche RINGER-LOsung (MERCK Nr. 10113) schien zundchst
eine bessere Alternative zu sein. Der vorgegebene pH-Wert liegt
im Idealbereich und mediumbedingte Triibungen treten nicht auf.
Jedoch wurden geringere Wachstumsgeschwindigkeiten als in den
beiden anderen Medien festgestellt und daher l&ngere Bebrilitungs-

zeiten bendtigt.

Die besten Eigenschaften zeigte die einfach zusammengesetzte,
stickstoffreie Mineralsalzldsung C. Die klare L8sung ermdg-
licht die frilhzeitige Erkennung stattgefundener Abbaupro-
zesse und bietet im Vergleich zur RINGER-LOSung hohere

Wachstumsgeschwindigkeiten.

Flir die Versuche mit Chitinagarplatten konnten in diesem

Zusammenhang keine signifikanten Unterschiede gefunden werden.

EinfluB der Bebriitungstemperatur

In Tabelle 1 ist die Abh&ngigkeit der nach GuBplatten- bzw.
MPN - Methode ermittelten Keimzahlen von der Bebriitungs-
temperatur dargestellt. Die Werte zeigen, daB eine Inkubation
bei 37OC keinesfalls zu relevanten Ergebnissen fihrt, da je
nach Verfahren nur 3o - 40 % der auftretenden chiéinolyti—
schen Keime erfaft werden. Als optimale Arbeitstemperatur
kann allgemein jene von 30 °c angesehen werden. Die quanti-
tativen Ergebnisse liegen hier zwar geringfiligig niedriger
als bei ZOOC, die notige Inkubationszeit ist jedoch deutlich
kiirzer, ein Umstand, der besonders‘*bei Ans&dtzen in Chitin-
streifenmedium deutlich zum Ausdruck kommt, wobei sichere
Ergebnisse um etwa 8 Tage friher erzielt werden konnen.

Aber auch beim Plattenverfahren haben sich 30 °C als opti-

male Bebriitungstemperatur herausgestellt. Hier liegen die
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Tabelle 1

Abhangigkeit der Z&@hlergebnisse von der Bebritungstemperatur

GUSSPLATTENVERF AHREN MPN
Bebriltungstemperatur 20% 30°% 37 % 20°% 30°% 37
KEIME / ML
Babritungsdauer in
Tagen
2 NULL 1,060 443 NULL NULL 187
4 612 1.131 - NULL 240 377
8 1.398 - - 66 313 477
12 - - - 277 667 -
16 - - - 540 1,373 -
20 - - - 793 - -
24 - - - 1,600 - -
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Vorteile vor allem in besseren Auswertungsmdglichkeiten, da
bei dieser Temperatur einerseits schdrfere und damit besser
qualifizierbare Kldrzonen auftreten und andererseits die
hdhere Wachstumsrate bewirkt, daB8 nahezu alle Kolonien be-
reits im ersten Z&hlgang d.i. nach 2 Tagen erfaBt werden
konnen.

EinfluB des pH- Wertes

Die entsprechenden Untersuchungsergebnisse fiir GuBplatten-
und MPN-Verfahren sind in Abbildung 1 graphisch dargestellt.
Die chitinolytischen Bakterien zeigen besonders im sauren
Bereich hohe Empfindlichkeit; so kommen bei pH g Dur etwa 15 %
der mdglichen Kolonien zur Entwicklung. Im Vergleich dazu
zeigt die Gesamtpolulation unter denselben Bedingungen

eine Uberlebensrate von 60 % (Nihrmedien: Standard - I - N&ahr-
agar und Standard I - N&hrbouillon). Die oben erwdhnte

hohe Empfindlichkeit ist wahrscheinlich auf das Zusammen-

wirken von pH-Wert und hochselektivem N&dhrmedium zuriickzu-
fihren.

Der fiir die Erfassung von chitinabbauenden Bakterien gefundene

optimale pH-Bereich liegt zwischen pH 7 und pH 7,5.

EinfluB der Chitinkonzentration

Die variation dieser nur fiir die Plattenversuche relevanten
Gr6fe wird von den methodischen M&glichkeiten eingeschréankt.
Vor allem bei Ans&dtzen zur Oberfldchenbeimpfung war es nicht
méglich, hbGhere Chitinkonzentratioéen einzusetzen, da ab

3 %iger Konzentration an kolloidalem Chitin der Deckschicht-
agar aufgrund seiner hohen Viskositdt nicht gleichmidBig ver-
teilt werden konnte. Beim GuBplattenverfahren war bei hdheren

Chitinkonzentrationen eine gleichm&Bige Keimverteilung
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nicht mdglich und es kam zur Ausbildung schwer z&dhlbarer

Koloniehaufen neben gréBeren unbewachsenen Abschnitten.

Die Versuche haben gezeigt, daB die Zahl der zur Entwicklung
kommenden Kolonien bei Verwendung von Chitinkonzentrationen
iber 0,6 % permanent abnimmt. Chitinkonzentrationen von
weniger als 0,3 % fihren zur Ausbildung von relativ groBen
und unscharfen Kl&rzonen, die eine eindeutige Keimzahlbe-
stimmung erschweren. Die optimale Chitinkonzentration wurde
mit 0,5 % ermittelt.

4.1.5. EinfluB der Z&hlmethode

Von den methodischen Moglichkeiten her sind prinzipiell alle
vier beschriebenen Z&hlverfahren anwendbar. Allgemein gilt,
daB die Verdiinnungsverfahren, besonders die MPN, aufwendiger
sind als die Plattenverfahren, die letzteren aber mit chemisch
vorbehandeltem Chitin angesetzt werden und somit nicht das

am natiirlichen Standort auftretende Substrat anbieten.

In Tabelle 2 sind die unter Anwendung verschiedener Z&hlver-
fahren erhaltenen Chitinabbauer einer Wasserprobe angegeben.
Bei den Resultaten handelt es sich um die arithmetischen Mit-
telwerte aus 5 Parallelansdtzen und um die zugehdrigen
Standardfehler (sm ). Aus den Werten ist ersichtlich, das
die DRIGALSKI. - und die Reihenverdiinnungs- Methode nur
hinsichtlich der Reproduzierbarkeit gute Ergebnisse liefern.
Die Absolutwerte liegen jedoch deutlich niedriger als jene,
die nach dem GuBplatten- bzw. nach dem MPN- Verfahren er-
halten wurden. Es bieten sich also fiir die Z&hlung der
chitinabbauenden Keime zundchst die beiden letztgenannten
Verfahren an. Es wurde jedoch festgestellt, daB bei Uber-
impfung von auf Chitinplatten zur Entwicklung gekommenen
Kolonien in Flissigmedien (Chitinstreifenmedium) nur etwa

80 % dieser Kulturen anwachsen. Diese Tatsache weist aber
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Vorverdiinnung 0 10-1 1[1-2 10-3 10-4 10-5 M L in%
Koloniezahl/Platte bzw. Anzahl Keime/ml
Methode~Ansatz der bewachsenen Rdhrchen
DRIGALSKI 1 27 6 - - - -
2 25 4 - - = -
(0,05 m1) 3 21 4 - - - - 792 15,2
4 23 5 - - - -
5 30 8 - - = -
PLATTEN= 1 - 57 16 - - -
GUSS 2 -~ 63 18 - = -
3 - 58 20 - - - 1.073 17,1
(1m) - 50 13 - - -
5 - 55 12 - - -
RETHEN= 1 H o - =
VERD. 2 o = - -
3 +H H o+ H — - 820 14,6
(Ooppelans, ) 3 + -+ - — -
5 +=+ ++ H  — -—
MPN 1 5 /5 ] 4/ 0o 0
2 5 5 /5 3 2/ 0
3 5 5 /5 2 2/ 0 1,314 12,3
4 5 5 /5 4 i/ o0
5 5 /5 5 3/ o 0
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darauf hin, daB auf kolloidalen Chitinagarplatten auch
Stdmme erfaBft werden, die am Abbau von nativem Chitin nicht
beteiligt sind.

Fir die zahlenmdBige Erfassung von in Biotopen auftretenden
chitinolytischen Bakterien scheint daher das MPN- Verfahren
unter Verwendung eines Chitinstreifenmediums die aussage-
krédftigste Methode darzustellen.

Isolierung und Kultivation

Im Zuge der Arbeiten mit chitinabbauenden Bakterien traten
in diesem Zusammenhang bedeutende Schwierigkeiten auf. Die
zur Bakterienisolierung iiblicherweise verwendeten Platten-
verfahren brachten hier keine befriedigenden Ergebnisse.
So waren einerseits einige, iiber Plattenansédtze gewonnene
Reinkulturen nicht in der Lage natives Chitin abzubauen,
andererseits konnten nicht alle der isolierten chitinolyti-
schen St&mme auch auf den entsprechenden Plattenansé&tzen
gefunden werden. Zus&dtzlich zeigen die auf Chitinagar
entwickelten Kulturen typische Unterscheidungsmerkmale nur
in schwach ausgeprédgter Form. Dies erschwert die gezielte
Auswahl, so daB wiederholt idente St@mme isoliert wurden.

Glinstigere Verh&dltnisse treten bei den Ans&tzen mit Chitin-
streifenmedium auf. Hier kommt ein Grofteil der Kolonien
bevorzugt auf dem aus der Flissigkeit herausragenden Teil
der Chitinstreifen zur Entwicklung und zwar unter deutlicher
Ausbildung spezifischer Merkmale. So entwickelten sich
Chromobakterien unter starker Blaufdrbung des bewachsenen
Chitinstreifens (der Farbstoff tritt spdter auch in die
Flissigkeit liber). Pseudomonaden sind teilweise durch deut-
liche Fluoreszenz des Mediums erkennbar und Streptomyzeten
werden von charakteristischem Erdgeruch begleitet. Dazu
kommt die Tatsache, daB bei MPN- Ansitzen in den einzelnen



ROhrchen der hoheren Verdiinnungsstufen oftmals eine Species
bevorzugt zur Entwicklung kommt. Dies erm8glicht eine rasche
Isolierung der am Chitinabbau beteiligten Stdmme, womit auch
fiir diese Fragestellung die Verwendung von MPN-Ansdtzen als

optimale Losung gefunden wurde.

Die einzelnen zu Reinkulturen flihrenden Schritte sind in
Abbildung 2 in Form eines Arbeitsschemas dargestellt. Dabei
wird im ersten Schritt aus den bewachsenen RShrchen der héch-
sten Verdiinnungsstufe Bakterienmaterial entnommen und auf
Chitinagarplatten zu Einzelkolonien ausgestrichen. In der
Regel genligen 2 Platten pro RShrchen, wobei wenn mdglich auf
einer Platte Material von der Chitinstreifenoberfldche und auf
der anderen Material aus der fllissigen Phase ausgestrichen wird.
Die nach der Inkubation entwickelten Einzelkolonien werden

iiber eine Zwischenpassage von Standard-I - N&hrbouillon (MERCK
Nr. 7882 ) geflihrt und anschlieBend durch nochmaliges Vereinzeln
auf Standard - I - Ndhragar (MERCK N. 7881) auf ihren Rein-
kulturcharakter gepriift. Nach Durchlaufen einer weiteren
Zwischenpassage werden die Reirkulturen in Chitinstreifenmedium
Uberimpft und auf ihre chitinabbauenden F&higkeiten gepriift.
Fdllt dieser Bestdtigungstest positiv aus, erfolgt als letzter
Schritt die Ubertragung auf Standard - I - Schrigagar (MERCK
Nr.7881). Die Einschaltung von Zwischenpassagen in Fliissig-
ndhrmedien wurde als notwendige Voraussetzung fiir die Erfassung
auch der empfindlicheren Stamme gefunden. Ndhere Erlduterungen
dazu folgen im ndchsten Abschnitt.

Die Stammhaltung gestaltete sich bei einigen der chitinolyti-
schen Stdmme &duBerst schwierig. Die naheliegende M&glichkeit
der Weiterkultivierung auf oder in Chitinnihrmedien war fiir
viele St&mme nicht mdglich. Die bei SKERMAN (8) beschriebene
Tatsache, daB mehrmalige Uberimpfung in Chitinnidhrmedien
bessere Wachtumseigenschaften der chitinolytischen Bakterien

zur Folge hat, konnte durch unsere Untersuchungen nicht bestdtigt
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werden. Vielmehr wurde bereits nach 1 2 maliger Uberimpfung
bei einigen Stadmmen schlechtes Anwachsen festgestellt und bei
weiterer Verwendung des selektiven Chitinndhrmediums waren
diese Stdmme nicht mehr kultivierbar. Durch Zwischenschaltung
von Wachstumspassagen in flissigen Kollektivndhrmedien wie z.B.
Standard I - N&dhrbouillon konnte dieser Effekt ausgeschaltet
werden. Zusétzlich zu der eben beschriebenen Empfindlichkeit
einiger St&dmme gegeniiber der permanenten Kultivation im selek-
tiven Chitinndhrmedium wurde ein negativer EinfluB bei l&ngerer
Kultivierung auf festen Ndhrboden (auch bei Kollektivndhrbdden)
festgestellt. Besonders Chromobakterien und einige Pseudomona-
den zeigen nach mehrmaliger Uberimpfung auf Schrégagar abneh-
mende Wachstumstendenz. In diesem Zusammenhang wurde weiters
gefunden, daB Schridgagarkulturen dieser Gattungen in direktem
Weg nur innerhalb einer Woche {iberimpft und kultiviert werden
konnen. Werden die Kulturen l&nger gelagert, kdnnen sie nur
nach einer Zwischenpassage in Ndhrbouillon wieder auf Schrag-

agar kultiviert werden.

Unter Anwendung des im ‘Zuge dieser Untersuchungen erarbeiteten
Arbeitsschemas flir Isolierung und Kultivation kdnnen die be-
schriebenen Schwierigkeiten ausgeschaltet werden. Dies ist
insofern von groBer Bedeutung als hier auch die genannten
sensiblen Gattungen sicher erfaBt werden konnen, die einen
betrdchtlichen Anteil der gesamten am Chitinabbau beteiligten
Populationen darstellen. Allgemein empfiehlt sich, die
chitinolytischen Fdhigkeiten der isolierten Kulturen in
6-Wochen Intervallen durch Ubertragung in Chitinstreifen-
medium zu iliberpriifen (siehe Abb.2).
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden Mdglichkeiten zur
Optimierung von Herstellung und Anwendung verschiedener
Chitinndhrmedien beschrieben und die Frage optimaler
Wachstumsbedingungen chitinolytischer Bakterien behandelt.
In diesem Zusammenhang wurde die glinstigste Bebriitungs-
temperatur mit 3o OC, der optimale pH-Bereich mit 7 - 7,5
sowie die filir die Versuche am besten geeignete Chitin-
konzentration mit o,5 kolloidalem Chitin gefunden.

Vergleichende Untersuchungen zur zahlenmdBigen Erfassung
der chitinolytischen Bakterien zeigten, daB nur die MPN-
Methode ohne Einschrdnkungen anwendbar ist und die -vor
allem in neueren Arbeiten beschriebene - quantitative
Erfassung auf Chitinagarplatten keine befriedigenden
Ergebnisse bringt, da hier auch Keime erfaBt werden, die
nicht am Abbau von nativem Chitin beteiligt sind.

Flir die Isolierung und Kultivierung von chitinolytischen
Bakterien wird eine neue Methode beschrieben, die auch
die Erfassung von sensiblen Stdmmen, die einen betridcht-
lichen Anteil der zum Chitinabbau bef&dhigten Gesamtpopula-
tion stellen dirften, erméglicht. Die Grundlage dieser
Methode liegt im alternierenden Angebot von selektiven und
kollektiven N&hrbdden in flissiger und fester Form.
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Abbildung 1 EinfluB des pH - Wertes auf die zahlenm&Bige Erfassung

chitinolytischer Bakterien mittels GuBplattenverfahren ( GPL )
und most propable numbers  ( MPN ).
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