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Merksatz, Definition

Experiment

Aufgabe, Auftrag

Beispiel

Verweise auf andere Abschnitte des Buches oder andere Literatur

Bei der Ausfiihrung dieser Titigkeiten bzw. beim Umgang mit diesen
Chemikalien ist besondere Vorsicht erforderlich

Die Ausfilhrung dieser Titigkeiten darf nur vom Arbeitsgemeinschafts-
leiter vorgenommen werden

Mit diesem Zeichen versehene Experimente sind nur vom Arbeitsge-
meinschaftsleiter zu demonstrieren

Verweis auf Literatur im Literaturverzeichnis (7 S. 152)



Zum Anliegen des Buches

Mikroorganismen kommen fast iiberall und oft in groBer Anzahl vor. Sie kénnen leicht
verbreitet werden und sich unter giinstigen Bedingungen schnell vermehren. In den
Mikroorganismen laufen vielfiltige Lebensvorginge ab, die sich in sehr unterschied-
lichen Leistungen duBern. Von besonderem Interesse fiir den Menschen sind solche
Mikroorganismen, die niitzliche oder schidliche Wirkungen ausiiben. Um die niitz-
lichen Wirkungen der Mikroorganismen mdglichst optimal fiir den Menschen aus-
nutzen und ihre schidlichen Einfliisse wirkungsvoll bekimpfen zu kénnen, ist umfas-
sendes, anwendbares Wissen iiber die Mikroorganismen fiir jeden Menschen wichtig.
Jeder kann durch Anwendung dieses Wissens beispielsweise der Verbreitung von
Infektionskrankheiten vorbeugen und Lebensmittel vor Verderb schiitzen.
Um sich Wissen iiber Mikroorganismen aneignen zu kénnen, ist es notwendig, durch
Beobachten und Experimentieren ihre Besonderheiten kennenzulernen, ihre Ver-
breitung und ihre Wirkung in der unmittelbaren Umgebung festzustellen und daraus
méglichst Schlisse fiir das eigene Verhalten zu ziehen. Dabei ist es notwendig, un-
bedingt die erforderlichen Arbeitsschutzbedingungen einzuhalten.
In diesem Buch sind neben Informationen iiber ZuBere Gestalt, inneren Bau, Lebens-
weise und Verbreitung wichtiger Sippen von Mikroorganismen vor allem zahlreiche
Anleitungen zur Durchfiihrung von Experimenten enthalten. Sie sollen den Benutzer
anregen, sich mit diesen Organismengruppen zu beschiftigen und ihm dazu ver-
schiedene Méglichkeiten aufzeigen. Dabei wurde bewuBt eine gréBere Anzahl An-
leitungen aufgenommen, um jedem Leser die Méglichkeit zu geben, die seinen
materiellen Moglichkeiten (z. B. Gerite und Organismen) und dem gewihlten Arbeits-
bereich (z. B. in einer Molkerei, einer Brauerei, einem Wasserwerk) am besten
entsprechenden Experimente auswihlen zu kénnen.
Da auch sogenannte ,,harmlose’ Mikroorganismen unter bestimmten Bedingungen
méglicherweise schidliche Wirkungen fiir den Menschen haben kénnen, wird emp-
fohlen, die Experimente in dafiir geeigneten Riumen unter Anleitung eines Sach-
kundigen (z. B. AG -Leiter) durchzufiihren. Besondere Bedeutung kommt dabei den
Arbeitsschutzhinweisen im Buch zu.
Das Buch enthilt auch eine Zusammenstellung von Literatur, in welcher der Benutzer
weitergehende Informationen iiber Mikroorganismen oder Hinweise fiir Beobach-
tungen und Experimente findet. Dariiber hinaus sollten fiir die Arbeit auch popular-
wissenschaftliche Zeitschriften und Zeitungen ausgewertet werden.

Die Redaktion
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1. Einfihrung in die Biologie von Mikroorganismen

1.1. Kleine Organismen — groBe Bedeutung

Kleine, in der Regel nur mit Hilfe des Mikroskops sichtbar zu machende Lebewesen
werden zur Gruppe der Mikroorgani z gefaBt. Zu ihnen gehdren
Bakterien, Blaualgen, mikroskopisch kleine Algen und Pilze sowie tierische Ein-
zeller. Gegenstand mikrobiologischer Untersuchungen sind auch die Viren, die
besonders kleine Teilchen darstellen und nur im Elektronenmikroskop zu erkennen
sind. Viren vermehren sich lediglich in lebenden Zellen und kdnnen deshalb nicht
ohne weiteres in zellfreien Medien kultiviert werden.

Mikroorganismen sind nahezu iber den gesamten Erdball verbreitet. Sie haften
Gegenstinden an, kommen im Wasser, der Luft und dem Boden vor. Sie sind all-
gegenwirtig und treten in sehr groBer Anzahl auf. Eine Handvoll Ackererde kann
mehr Mikroorganismen enthalten als es Menschen auf der Erde gibt. Dieses massen-
hafte Auftreten der Mikroorganismen hat dazu gefiihrt, daB man die ,,Welt der
Mikroorganismen* auch als eine ,,Welt der riesigen Zahlen* bezeichnet.

Obwohl Mikroorganismen so winzig klein sind, zeigen sie im Prinzip die gleichen
Lebensvorginge wie alle hoher entwickelten Organismen. Einige Mikroorganismen
vollbringen sogar besondere Leistungen. Ein sich schnell bewegendes Bakterium bei-
spielsweise setzt im Stoffwechsel in 5 Sekunden so viel Substanz um wie seiner eige-
nen Kérpermasse entspricht. Das beweist, daB Mikroorganismen, insbesondere Bak-
terien, eine sehr hohe Stoffwechselrate haben. Deshalb kann eine Bakterienzelle
rasch wachsen und sich unter giinstigen Bedingungen alle 20 Min. teilen.

Die groBe Wachstumsgeschwindigkeit und die enorme biologische Stoffproduktion
bei Mikroorganismen sollen durch einige Beispiele belegt werden:

n Eine einzelne Bakterienzelle, die sich unter giinstigen Bedingungen nach
20 Min. teilt, kann in 48 Std. 144 Teilungen durchlaufen, dadurch ent-
stehen 2144 Bakterienzellen. Ein Rind von 500 kg Masse produziert im
Verlaufe eines Tages 0,5 kg EiweiB. 500 kg Hefezellen kénnen an einem
Tag 50 t EiweiB erzeugen, das ist 100000mal so viel! Das eréffnet .groBe
Méoglichkeiten fiir die Deckung des EiweiBbedarfs im WeltmaBstab,
wenn es gelingt, technisch und Gkonomisch giinstige Lésungen fiir die
Nutzung dieser Eigenschaft der Mikroorganismen zu finden.

Der Aufbau kérpereigener Stoffe erfolgt bei Mikroorganismen. entweder durch
Verwertung organischer oder anorganischer Kohlenstoffverbindungen. Selbst physio-

10



logisch sehr schwer angreifbare Stoffe, wie beispielsweise Lignin, Paraffin und Phenol,
werden von hochspezialisierten Mikroorganismen als Nahrsubstrate genutzt.
Bestimmte Mikroorganismen sind in der Lage, unter LuftabschluB zu leben und
ihren Energiebedarf durch Girung bzw. anaerobe Atmung zu decken.

Obwohl Mikroorganismen, und unter ihnen insbesondere die Bakterien, fast iiberall
vorkommen, hingt ihre Verbreitung stark von den Umweltfaktoren ab. Die An-
spriiche verschiedener Arten oder Artengruppen von Mikroorganismen beispiels-
weise an Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Nihrstoffverhiltnisse sind sehr unter-
schiedlich. Im allgemeinen sind zwar Temperaturen von 20 °C bis 30 °C, eine hohe
relative Luftfeuchtigkeit und ein gutes Nihrstoffangebot fiir die Vermehrung von
Mikroorganismen giinstig; es gibt aber auch Organismen, die unter ausgesprochen
extremen Verhiltnissen gut gedeihen kénnen oder mindestens lebensfihig bleiben.

] Manche Bakterienarten kénnen Sporen bilden. Sporen zeichnen sich
durch einen geringen Gehalt an Wasser (15% bis 40 % Wasser gegeniiber
der normalen Bakterienzelle mit 75% bis 90% Wasser) und einen ge-
ringen Stoffwechsel aus. Solche Sporen sind #uBerst widerstandsfihig
gegen iuBere Einflisse: sie Uberstehen mehrstiindiges Kochen oder
trockenes Erhitzen auf 150 °C, sind unempfindlich gegen viele Chemi-
kalien und UV-Strahlen.

Worin aber besteht die groBe Bedeutung dieser kleinen Organismen?

Die Wirkung der Mikroorganismen nutzte der Mensch bereits, als er die Organismen
selbst noch gar nicht kannte, ja nicht einmal wuBte, daB Organismen an den Prozessen
beteiligt sind.

Bereits im Altertum war die Gewinnung alkoholischer oder milchsaurer Getrinke
weit verbreitet. Auch die Bereitung von Kise und anderen Molkereiprodukten, das
Sauern von Gemiise (z. B. Sauerkraut), das Backen von ,,gegangenem* Brotteig und
»Hefe'-Kuchen gehéren seit langem zum Erfahrungsschatz der Menschheit.

In unserem Jahrhundert wurden weitere Méglichkeiten zur Nutzung von Mikro-
organismen entdeckt. Heute werden z. B. mit ihrer Hilfe Heilmittel, insbesondere
Antibiotika zur Bekimpfung gefihrlicher Krankheiten industriell gewonnen und ei-
weiBreiche Futtermittel hergestellt.

Eine besondere Bedeutung haben die Mikroorganismen in der Natur. Sie zersetzen
fortwihrend die abgestorbene organische Substanz von héher entwickelten Lebe-
wesen, aber auch von Mikroorganismen und fiihren sie durch Mineralisierung dem
Stoffkreislauf in der Natur wieder zu. Ohne diese zersetzende Wirkung der Mikro-
organismen wire die Erde von bergehohen Abfallhaufen organismischer Stoffe ‘be-
deckt, der gesamte Naturhaushalt gestért ( S.17). Mikroorganismen kénnen
jedoch auch groBen Schaden anrichten. Durch zu lange, unsachgemiBe Lagerung
kdnnen Nahrungsmittel, Futtermittel und organische Rohstoffe verfaulen, in Girung
iibergehen, verschimmeln und dadurch ungenieBbar bzw. nicht mehr verwendbar
sein. Im Haushalt, in der Nahrungsmittelindustrie, in der Landwirtschaft, im Gast-
stitteng, be beispielsweise miissen deshalb Lagerbedingungen geschaffen werden,
die unerwiinschte Lebenstitigkeiten der Mikroorganismen verhindern oder ein-
schrinken und so wertvolles Gut vor dem Verderb bewahren.
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Immer wieder hielten in frilheren Zeiten die von Mikroorganismen, insbesondere
Bakterien, verursachten Infektionskrankheiten die Menschen in Angst und Schrecken,
da sie meist in Form von Seuchen ganze Linder oder Erdteile iiberzogen. Millionen
Menschen starben, weil ihnen keine medizinische Hilfe zuteil werden konnte. Die
Erreger dieser Krankheiten waren damals nicht bekannt, man wuBte nichts iiber ihre
Lebensweise und hatte deshalb keine Méglichkeiten, Ursachen und Verbreitung der
Seuchen wirksam zu bekampfen.

1.2. Die Entdeckung der Mikroorganismen — ein miihe-
voller, langwieriger ProzeB

Um Mikroorganismen fiir den Menschen nutzen oder ihn vor ihren schidlichen Wir-

kungen schiitzen zu konnen, muB man sie kennen bzw. erkennen und umfangreiche

Kenntnis iber ihr Vorkommen, ihre Verbreitung und ihre Lebensweise besitzen.

Die Mikroorganismen kennenzulernen, sie zu entdecken, ihre Wirkungsweise zu

erkliren war sehr kompliziert. Mikroorganismen sind mit dem bloBen Auge nicht

zu sehen, ihre Lebensvorginge kénnen nur mit Hilfe chemischer und physikalischer

Untersuchungsmethoden aufgeklirt werden. Die Entdeckung der Mikroorganismen

war in erster Linie abhingig von der Entwicklung von Geriten, mit denen eine

VergréBerung von Kleinstlebewesen erméglicht wurde. Erfindung, Verbesserung

und Weiterentwicklung des Mikroskops waren wichtige Voraussetzungen fiir die

Entwicklung einer Wissenschaftsdisziplin, deren Gegenstand die Mikroorganismen

sind: der Mikrobiologie.

Wichtige Etappen und Ereignisse in der geschichtlichen Entwicklung der Mikro-

biologie:

1676 A.van LEEUWENHOEK beobachtete als erster mit einem selbstgebauten
Mikroskop (280fache VergréBerung) in einem PfefferaufguB, in Abstrichen
von Zahnbeldgen und anderem Material Bakterien und teilte diese Ent-
deckung einer wissenschaftlichen Gesellschaft, der Royal Society, in

London mit.

1680 A.van LEEUWENHOEK entdeckte, daB bestimmte Bakterien unter
LuftabschluB leben und sich vermehren kénnen.

1796 JENNER, ein englischer Arzt, fiihrte die erste Schutzimpfung gegen

Pocken durch. Er entdeckte die schiitzende Wirkung einer. Kuhpocken-
infektion mit leicht verlaufender Erkrankung beim Menschen und wurde
zum Begriinder der aktiven Immunisierung.

1837 SCHWANN bewies mit seinen Untersuchungen, daB Garung und Fiul-
nis durch Mikroorganismen aus der Luft verursacht werden kdnnen.

1858 PASTEUR beobachtete, daB verschiedene Formen von Girung durch
Mikroorganismen hervorgerufen werden. Er widerlegte endgiiltig die
Theorie von der ,,Urzeugung' von Leb aus nichtlebenden Stoffen

und verbreitete die Erkenntnis, daB Lebewesen nur aus Lebewesen ent-
stehen konnen.

1866 PASTEUR erkannte kurzes Erhitzen als Méglichkeit zur. Abtétung von
Mikroorganismen in Flissigkeiten. Diese Methode, das ,,Pasteurisieren’

12



wird heute noch angewendet (z. B. Pasteurisieren der Frischmilch in der

Molkerei).
1874 wurde in Deutschland die Pockenschutzimpfung gesetzliche Pflicht.
1870 bis  Der Physiker ABBE entwickelt eine auf wissenschaftlichen Erkenntnissen
1900 beruhende Technik zur Herstellung von vorziiglichen Objektiven und

Okularen. Damit bestiickte Lichtmikroskope erreichen eine hohe Lei-
stung. Mit seinen Arbeiten begriindete ABBE den Weltruf des heutigen
VEB Carl Zeiss Jena.

1876 KOCH entdeckte Mikroorganismen als Erreger des Milzbrandes, einer
damals verbreiteten gefihrlichen Krankheit von Tier und Mensch.

1881 KOCH fiihrte feste Nihrmedien zur Kultivierung von Mikroorganismen
ein.

1881 PASTEUR und ROUX impften erfolgreich Schafe gegen Milzbrand.

1882 KOCH isolierte das Tuberkelbakterium, den Erreger der Tuberkulose.

1885 HELLRIEGEL und WILLFARTH wiesen nach, daB in den Wurzelknéll-
chen der Leguminosen stickstoffbindende Bakterien leben.

1892 IWANOWSKI entdeckte das Tabakmosaikvirus.

1897 FROSCH und LOEFFLER entdeckten ein Virus als Erreger der Maul-
und Klauenseuche.

1929 FLEMING beobachtete die bakterientétende Wirkung des Penizillins,

eines von der Pinselschimmelart Penicillium notatum produzierten Stoffes.
Seit 1938 wird Penizillin technisch gewonnen und als Antibiotikum mit
Erfolg in der Medizin eingesetzt.

ab 1931 Die Physiker KNOLL, von BORRIES, von RUSKA, ARDENNE und
MAHL entwickeln ein Mikroskop, das mit Elektronenstrahlen arbeitet
(Elektronenmikroskop) und bis zu 600000fach VergréBerungen méglich
macht. Mit diesem Gerit kénnen sogar Viren. und feinste Zellstrukturen
sichtbar gemacht werden.

1943 WAKSMAN gelang die Isolierung des Antibiotikums Streptomyzin.

Auch in den folgenden Jahren sind zahlreiche Erkenntnisse auf dem Gebiet der Mi-
krobiologie gewonnen worden. Sie sind so zahl- und umfangreich, daB es nicht
mehr méglich ist, sie hier alle zu nennen. Eine der Ursachen dafiir liegt darin, daB die
Anzahl der auf dem Gebiet der Mikrobiologie Forschenden und das Tempo, mit dem
dort heute Ergebnisse erbracht werden, stark zugenommen haben. Das liegt einer-
seits daran, daB die Anzahl der Wissenschaftler auf allen Gebieten wesentlich zu-
genommen hat, andererseits aber auch daran, daB die Bedeutung der Mikrobiologie
fir die Industrie, die Landwirtschaft und die Medizin und alle ihre Grenzgebiete
enorm gewachsen ist. Immer stirker werden Erkenntnisse der mikrobiologischen
Forschung in der Volkswirtschaft und der Medizin angewandt. Der Mensch hat
gelernt, Forschungsergebnisse aus der Mikrobiologie gezielt in der Praxis einzusetzen
und auch diese Teildisziplin der Wissenschaft als Produktivkraft zu nutzen. Sowohl
im Perspektivplan der biologischen Forschung in der DDR als auch im Komplex-
programm- des RGW stehen Probleme der Mikrobiologie mit an erster Stelle.
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13. Mikroorganismen als Krankheitserreger

Manche Mikroorganismen sind in der Lage, Organismen zu befallen und sie zu schi-
digen. Sie werden damit zu Krankheitserregern. Ist der Organismus nicht in der
Lage, die eingedrungenen Mikroorganismen abzuwehren, kann es zu oft heftigen,
gefihrlichen Erkrankungen kommen. Insbesondere bei Infektionskrankheiten sind
die Erreger von Erkrankten auf Gesunde rasch iibertragbar, so daB eine schnelle
Ausbreitung der Krankheit erfolgen kann. Durch Mikroorganismen hervorgerufene
Erkrankungen kénnen bei Menschen, Tieren und Pflanzen auftreten.

[ ] Wiederholen Sie lhr Wissen iiber krankheitserregende Mikroorganismen!
Lesen Sie dazu im Lehrbuch Biologie Klasse 7, Seite 32 bis 36 und Klasse 8,
Seite 43 bis 47 nach!

1.3.1. Infektionskrankheiten des Menschen

Im Gegensatz zu vergangenen Jahrhunderten haben Infektionskrankheiten heute ihre
Schrecken fiir viele Menschen verloren. In vielen Lindern werden heute Infektions-
krankheiten durch Schutzimpfungen wirkungsvoll bekimpft. In den sozialistischen
Staaten, in denen es ein gut organisiertes Gesundheitswesen gibt und in denen die
sozialen und dkonomischen Wurzeln von Seuchen ausgerottet sind, tragen insbeson-
dere die gesicherten sozialen Verhiltnisse fiir alle Biirger und ein umfassendes System
von Schutzimpfungen dazu bei, daB Epidemien kaum noch auftreten und einige
Infektionskrankheiten praktisch véllig ausgemerzt werden konnten. So ist in der
DDR seit der Einfiihrung der Schutzimpfung gegen Kinderlihmung 1961 kein Todes-
fall infolge dieser Krankheit ‘mehr zu verzeichnen und seit 1963 iiberhaupt keine
Neuerkrankung mehr aufgetreten. Durch die vielfiltigen MaBnahmen zur Bekimp-
fung der Tuberkulose ist diese Krankheit ebenfalls stark zuriickgegangen. Friiher so
gefiirchtete Kinderkrankheiten wie Diphtherie und Keuchhusten treten dank um-
fassenden Impfschutzes nur noch vereinzelt auf, an der Entwicklung noch wirksamerer
Impfstoffe gegen Masern und Mumps wird gearbeitet. Wundstarrkrampf und Tollwut
werden ebenfalls erfolgreich durch Impfungen bekampft.

Trotz aller Vorbeugung, trotz der Pflichtimpfungen, die nach einem Impfkalender
vorgenommen werden (/ Lehrbuch Biologie Klasse 8, Seite 42) kénnen gelegentlich
Infektionskrankheiten auftreten ; einige sind in der DDR meldepflichtig. Gemeldet
werden miissen beispielsweise Typhus, Paratyphus, Ruhr, Diphtherie, Scharlach, Kin-
derlihmung, Tuberkulose, Tollwut, bestimmte Lebensmittelvergiftungen.

In solchen Lindern, die noch schwer unter den Folgen jahrhundertelanger kolonialer
Unterdriickung leiden, deren Wirtschaft noch schwach entwickelt ist und die sich
erst ein umfassendes Gesundheitswesen aufbauen, treten immer wieder Seuchen auf.
Im Jahre 1974 starben beispielsweise 31362 Inder an Pocken. Anfang 1975 meldete die
indische Presse,_daB ein achtjihriger Junge aus dem Unionsstaat Bihar der bisher
letzte Pockenfall in Indien war, die Krankheit also erfolgreich bekimpft werden
konnte. Das ist ein groBartiger Erfolg fir das indische Volk, den es auch dank der
Unterstiitzung sozialistischer Linder erreichen konnte.

Die UNO und ihre Organisationen, vor allem die Weltgesundheitsorganisation (WHO),
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tragen durch internationale Aktivititen wesentlich zur weltweiten Bekimpfung der
Infektionskrankheiten bei. Dabei konnten beachtliche Erfolge erzielt werden. Eine
véllige Befreiung der Menschheit von diesen und anderen Krankheiten ist jedoch erst
méglich, wenn durch die Veranderung der Gesellschaftsordnung iiberall entsprechende
soziale Verhiltnisse fiir alle Menschen geschaffen werden.

Da die mikrobiologischen Krankheitserreger duBerst gefihrlich werden kénnen, ist
es in der Schule nicht erlaubt, mit ihnen zu experimentieren. Experimente mit
Krankheitserregern diirfen nur in speziellen medizinischen Einrichtungen unter Ein-
haltung strenger Sicherheitsbestimmungen durchgefiihrt werden, um Gesundheit
und Leben der Menschen nicht zu gefihrden.

Um so mehr ist zu verurteilen, daB Kenntnisse iber Mikroorganismen in kapitali-
stischen Lindern zur Herstellung biologischer Kampfstoffe miBbraucht wurden.
Diese Kampfstoffe sind gefihrliche, unmenschliche Mittel, deren Einsatz verheerende
Folgen haben kann. Es ist deshalb sehr zu begriiBen, daB nach jahrelangen Bemiihun-
gen der sozialistischen Staaten und vieler anderer fortschrittlicher Krifte in der Welt
ein Vertrag iiber das Verbot biologischer Waffen abgeschlossen werden konnte,
der jedoch noch nicht von allen Staaten unterzeichnet worden ist. Deshalb miissen
alle friedliebenden Menschen in der Welt weiter fiir die Bekimpfung solcher Mittel
und aller Aggressionen eintreten.

1.3.2. Mikroorganismen als Krankheitserreger bei Tieren und
Pflanzen

Durch Mikroorganismen und Viren hervorgerufene Tierkrankheiten sind beispiels-
weise Tollwut, Rotlauf, Maul- und Klauenseuche. Gegen die meisten Tierkrankhei-
ten ist der Mensch immun, einige Erreger konnen jedoch auch auf den Menschen
Ubertragen werden (z. B. Tollwut, Tuberkulose).

Werden Tiere von Infektionskrankheiten befallen, kann groBer wirtschaftlicher
Schaden entstehen. Die Tiere bringen geringere Leistungen (z. B. weniger Milch oder
Fleisch), es kann auch zu einer Verminderung der Tierbestinde kommen. Deshalb
muB auch in der Tierhaltung dem Auftreten von Infektionskrankheiten vorgebeugt
werden. VorbeugungsmaBnahmen sind z. B. gesunde Tierhaltung, Schutzimpfungen,
das Auslegen von Seuchenmatten, das Verbot fiir Unbefugte, Tierstille zu betreten.
Bei der zunehmenden Anzahl von GroBtierbestinden im Rahmen der Industrialisie-
rung der sozialistischen Landwirtschaft ist eine besonders strenge tierirztliche Uber-
wachung notwendig, da ausbrechende Krankheiten, die in solchen groBen Tier-
bestianden rasch um sich greifen konnen, riesige Verluste zur Folge haben.

In der DDR sind die MaBnahmen zum Schutz unserer Tierbestinde im ,, Tierseuchen-
schutzgesetz der DDR* zusammengefaBt.

® Informieren Sie sich in einem Landwirtschaftsbetrieb mit tierischer Produktion
iiber MaBnahmen zum Seuchenschutz!

GroBe Schiden durch Viren, Bakterien und Pilze kénnen auch in Pflanzenbestinden
der Land- und Forstwirtschaft auftreten und zu hohen Ertragsverlusten fiihren.
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Pflanzenkrankheiten sind z. B. NaBfaule der Kartoffel (, Experiment 30), Mehltau
(/7 Experiment 32), Blattrollkrankheit der Kartoffel, Viruskrankheiten des Tabaks.

Durch Pflanzenkrankheiten bedingte jahrliche Ernteverluste in der Welt

Kulturpflanzen Ernteertrag Ernteverlust
(in Mill. t) (in Mill. t)

Getreide 961 88

Kartoffeln 271 60

Zuckerriiben, Zuckerrohr 695 121

Gemiise 202 N 22

Obst 142 23

Olfriichte 95 9

Faserpflanzen 16 2

[ ] Berechnen Sie den prozentualen Anteil der jeweiligen Ernteverluste am

Gesamtertrag! Uberschlagen Sie, wieviele Menschen von den Verlustmengen
erndhrt werden kénnten! Uberlegen Sie, welche positiven Folgen fiir die
Erndhrung der Weltbevilkerung die Senkung der Verluste um einige Prozent
bringen kann!

Um die Ernteverluste méglichst gering zu halten, missen fiir die Entwicklung gesunder
Pflanzen giinstige Bedingungen geschaffen werden.

Richtige Bodenbearbeitung, optimale Diingung und ausreichende Wasserversorgung
sind wichtige landwirtschaftliche MaBnahmen, um Pflanzen vor dem Befall mit Krank-
heitserregern zu schiitzen. In der Pflanzenziichtung bemiiht man sich um die Schaffung
neuer Sorten, die gegeniiber bestimmten Krankheitserregern nicht anfillig (resistent)
sind. Eine groBe Bedeutung kommt dem Einsatz von chemischen Mitteln zum Schutz
vor Pflanzenkrankheiten zu. Manche Pflanzenschutzmittel haben ein breites Wir- .
kungsspektrum, andere wirken nur gegen einen spezifischen Krankheitserreger. Am
hiufigsten eingesetzt werden Mittel zur Bekimpfung von Pilzkrankheiten (Fun-
gizide). Im Jahr 1972 wurden z. B. in der DDR Pflanzenschutzmittel im Werte von
190 Mill. Mark verbraucht. Durch eine leistungsfihige chemische Industrie werden
die meisten Pflanzenschutzmittel in unserem Land selbst hergestellt und auBerdem
in viele Linder exportiert.

[ ] Informieren Sie sich in einem Landwirtschaftsbetrieb (LPG, VEG) iiber hdufig
auftretende Pflanzenkrankheiten und deren Bekdmpfung!

[ ) Orientieren Sie sich in einem Pflanzenschutzmittelverzeichnis iiber einige
Prdparate und ihre Wirkstoffe!

[ ] Informieren Sie sich iiber Betriebe der DDR, die Pflanzenschutzmittel produ-
zieren! Werten Sie dazu die Tagespresse oder andere Verdffentlichungen
aus!
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1.4 Mikroorganismen in einigen Bereichen der
Volkswirtschaft

Erkenntnisse der Mikrobiologie finden in verschiedenen Bereichen der Volkswirt-
schaft Anwendung. Fiir bestimmte Industriezweige sind die Mikroorganismen Pro-
duktionsgrundlage, z. B. fir die Herstellung von Molkereiprodukter_l, Bier, Wein und
Spirituosen sowie fiir die Backwarenherstellung. Ohne Mikroorganismen gibe es
keine Sauermilch und keinen Kise, keine Girung oder Lockerung des Brotteiges.
Zunehmende Bedeutung gewinnen Mikroorganismen fiir die Produktion von Nah-
rungsstoffen fiirr Tier und Mensch. So kénnen bestimmte Abfallprodukte der Zell-
stoffindustrie durch Hefen zu wertvollen, eiweiBreichen Futtermitteln veredelt
werden. Manche Bakterien wandeln Erddl und Erdélriickstinde direkt in Futtermit-
tel um. Griinalgen des SiiBwassers und verschiedene Meeresalgen werden ebenfalls
zur Gewinnung von Futtermitteln geerntet bzw. in speziellen Anlagen geziichtet
(z. B. Chlorella). Dadurch kénnen mehr Schlachttiere und Milchkiihe gehalten werden,
der groBe Mangel an tierischem EiweiB im WeltmaBstab kann allmihlich beseitigt
werden.

Mikroorganismen werden auch zur Gewinnung von Antibiotika genutzt.

In der Landwirtschaft haben Mikroorganismen groBe Bedeutung bei der Erhaltung
und Steigerung der Bodenfruchtbarkeit. Der Boden ist einerseits die Umwelt vieler
Mikroben, er ist andererseits aber auch das Produkt ihrer Titigkeit. Die Lebens-
prozesse der Mikroben fiithren im Boden zu Verinderungen, die den Wert des
Bodens fiir den Ackerbau bestimmen. Sie reichern den Boden mit Humus an, indem
sie organische Riickstinde in Humusstoffe umwandeln. Da Humus infolge seiner
physikalischen und.chemischen Eigenschaften eine wesentliche Voraussetzung fiir die
Erzielung hoher Ertrige ist, tragen Mikroorganismen auf diesem Wege zur Ertrags-
stabilisierung bei. Humusstoffe werden im Boden durch die Mikroorganismen weiter
zersetzt; sie werden mineralisiert. Damit werden den Pflanzen anorganische Nahr-
stoffe zur Verfiigung gestellt. Es wird bereits an diesem Beispiel sichtbar, daB die
Mikroorganismen des Bodens zu sehr vielfiltigen physiologischen Leistungen befahigt
sind, die — wenn sie vom Menschen gesteuert werden — zur Erhéhung der Ertrige
in der Landwirtschaft fihren. Die stickstoffbindenden Knéllchenbakterien in den
Wourzelknéllchen« von Schmetterlingsbliitengewichsen tragen wesentlich zur An-
reicherung von Stickstoff im Boden bei.

Mikroorganismen sind auch fiir die Bereitung von Sauerfutter (Silage) von Bedeutung.
Die Silierung von Griinfutter hat mit der Intensivierung und Konzentration der Tier-
haltung in der sozialistischen Landwirtschaft immer mehr an Umfang zugenommen.
Sie erméglicht eine rationelle Lagerung und Verwendung des Griinfutters und erbringt
Futterstoffe mit hohem Futterwert und Vitamingehalt.
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2, Zur Arbeit mit Mikroorganismen

241. ArbeitsschutzmaBnahmen

An fast allen Gegenstinden, in der Luft, dem Wasser, im Boden, am menschlichen
Kérper, an Tieren und Pflanzen, an Nahrungsmitteln kdnnen Mikroorganismen vor-
kommen. Dabei muB damit gerechnet werden, daB sich unter diesen auch krankheits-
erregende (pathogene) Keime befinden. Eine Infektion mit solchen Keimen kann zu
einer Erkrankung fihren. Beim Arbeiten mit Mlkroorganlsmen missen deshalb
bestimmte Regeln eingehalten werden:

» 1. Alle mikrobiologischen Arbeiten unter Aufsicht des Arbeits-
gemeinschaftsleiters ausfiihren!

Experimente mit Mikroorganismen diirfen nur unter Aufsicht'des Leiters der Arbeits-
gemeinschaft und in einem dafiir geeigneten Raum durchgefiihrt werden. Der Leiter
der Arbeitsgemeinschaft verfigt iiber die notwendigen Kenntnisse und ausreichende
Erfahrungen, um auch unvorhergesehene Situationen, die sich beim experimentellen
Arbeiten ergeben, meistern zu kénnen.

> 2. Sauber, ruhig und iiberlegt arbeiten!

Sauberes, ruhiges und iberlegtes Handeln ist die Grundbedingung fiir erfolgreiches
unfallfreies Arbeiten mit Mikroorganismen. Am Arbeitsplatz ist auf Ordnung, Uber-
sichtlichkeit und Sicherheit zu achten. Dort sind méglichst nur die Experimente aus-
zufiihren. Andere Titigkeiten (z. B. Anfertigen von Protokollen und Zeichnungen)
sollten an anderer Stelle im Arbeitsraum erledigt werden.

Durch gute Organisation des Arbeitsablaufes sollten Bewegungen im Raum auf ein
MindestmaB beschrinkt werden. .
Grundsitzlich ist darauf zu achten, daB mit sauberen Hinden gearbeitet wird. Die
Hande sollten zu Arbeitsbeginn, aber auch wihrend des Experimentierens unter Ver-
wendung von Seife und Biirste mehrmals gewaschen und in 2,5°%iger Fesiamon-
Losung 2 Min. desinfiziert werden. Soweit méglich, sollten Sprechen, Husten und
Niesen wihrend der Arbeit mit Mikroorganismen vermieden werden.

Es ist angebracht, beim Arbeiten mit Mikroorganismen einen kochfesten Kittel als
Arbeitsschutzkleidung zu tragen. Der Kittel sollte beim Verlassen des Arbeitsraumes
dort verbleiben.
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4 3. Im Arbeitsraum nicht essen und trinken!

Beim Essen und Trinken sowie beim Kauen von Kaugummi im Arbeitsraum besteht
die Gefahr, daB Mikroorganismenmaterial in gréBerer Menge als Verunreinigung auf-
genommen wird. Um das zu vermeiden, ist die Nahrungsaufnahme nur auBerhalb des
Raumes gestattet, nachdem zuvor der Kittel abgelegt wurde und die Hande griindlich
desinfiziert worden sind.

» 4. Gerite, denen Mikroorganismen anhaften, ausgliihen oder des-
infizieren!

Die zum mikrobiologischen Arbeiten benutzten Gerite und Hilfsmittel sind mit
Mikroorganismen verunreinigt und missen von lebensfihigen Keimen befreit werden.
Mikroorganismen an kleinen Metallgegenstinden, z. B. Impfnadeln, kénnen durch
Ausglihen oder Abflammen abgetStet werden. Mikroorganismen an Glasgeriten
werden durch Einbringen der Gerite in eine Desinfektionslésung (5%ige Meleusol-
I6sung) vernichtet. Beim Umgang mit Meleusol ist ein direkter Kontakt der Haut
mit dem Desinfektionsmittel zu vermeiden.

» 5. Zum Pipettieren mikrobenhaltiger Fliissigkeit mit Watte
gestopfte Pipetten verwenden!

Um zu verhindern, daB aus dem Mund Mikroorganismen in die zu pipettierende
Flissigkeit gelangen und daB durch zu starkes Ansaugen mikrobenhaltige Flissigkeit
in die Mundhéhle kommt, wird in das obere Ende der Pipette mit Hilfe einer Praparier-
nadel ein nicht zu dichter Wattepfropf gestopft. Die Watte soll nicht iiber das Pipet-
tenende hinausragen. Als giinstig erweist sich die Verwendung von Pipetten mit einer
Kugel im Saugrohr. Zu weit hoch gesogene Fliissigkeit sammelt sich zunichst in der
Kugel und gelangt nicht sofort in den Mund.

> 6. Beim Umgang mit DruckgefiBen besondere Vorsicht walten
lassen!

Fir bestimmte Arbeitstechniken werden Druckbehilter (Autoklav bzw. Schnell-
kochtopf) verwendet. lhre Funktionstiichtigkeit muB regelmiBig iberpriift werden,
um Explosionen zu vermeiden. Besondere Aufmerksamkeit ist dem Funktionieren der
Ventile zu schenken. Das Offnen eines DruckgefiBes darf erst nach dem Abkiihlen
erfolgen.

Neben den hier fir das mikrobiologische Arbeiten b ders hervorgehobenen

Arbeitsschutzregeln gelten natiirlich alle anderen Anweisungen und Verfiigungen
zum Arbeitsschutz. In jedem Falle ist den Anweisungen des Arbeitsgemeinschafts-
leiters unbedingt Folge zu leisten.
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2.2, MaBnahmen der Ersten Hilfe

Trotz groBer Sorgfalt kann es zu kleinen Unfillen beim Arbeiten mit Mikroorganismen
kommen. In solchen Situationen ist unverziiglich der Leiter zu verstindigen. Er wird
entscheiden, ob der Arzt aufgesucht werden muB oder erste Hilfe am Arbeitsplatz
geleistet werden kann.

Erste-Hilfe-MaBnahmen sind:

Verletzung der Haut. Mikroorganismen kénnen auch durch sehr kleine Wunden
eindringen, diese miissen daher unbedingt medizinisch versorgt werden. Kleine Wun-
den solite man erst ausbluten lassen und danach durch ein Pflaster vor dem Eindringen
weiterer Keime schiitzen.

Eindringen von Mikroorganismenmaterial ins Auge. Wenn durch Verspritzen
Mikroorganismenmaterial ins Auge gelangt ist, soll am Auge nicht gerieben werden.
Das Auge ist unverziiglich mit Leitungswasser zu spiilen. Dabei ist das Auge unter
einem Wasserstrahl mit geringem Druck gedffnet zu halten oder ein Augenspiilglas
bzw. eine Augenspiilflasche zu verwenden.

Eindringen von Mikroorganismenmaterial in die Mundhdhle. Wenn beim
Ansaugen mit der Pipette Mikroorganismen in den Mund geraten sind, muB die
Flissigkeit sofort ausgespuckt werden. Durch mehrmaliges Spiilen mit frisch berei-
teter 0,1%iger Kaliumpermdnganatlésung werden die im Mund befindlichen Keime
entfernt und unschidlich gemacht. Sollte mikrobenhaltige Fliissigkeit abgeschluckt
worden sein, ist der Leiter zu informieren. Danach ist méglicherweise der Arzt auf-
zusuchen. Zuvor ist durch Trinken einer starken Natriumchloridldsung (Kochsalz-
I16sung, 1 bis 2 EBI6ffel NaCl auf 1 Glas Wasser) Erbrechen auszuldsen.

Im Arbeitsraum fir mikrobiologische Arbeiten ist ein Erste-Hilfe-Schrinkchen anzu-
bringen. AuBerdem miissen die Arbeits- und Verhaltensregeln fiir alle Arbeitsgemein-
schaftsmitglieder gut sichtbar ausgehingt sein.

23. Technische Voraussetzungen fiir mikrobiologisches
Arbeiten

23.1. Hilfsmittel

Zum Ubertragen von Mikroorganismenmaterial von einem Nihrmedium auf ein an-
deres (,,Impfen*) und auch zur Herstellung von mikroskopischen Priparaten werden
verschiedene Impfinstrumente verwendet. Man unterscheidet Halter mit Ose, Nadel,
Spatel und Haken (Abb. 21/1a). Am meisten wird die Impfése verwendet (Abb. 21/1b).
Sie besteht aus einem Draht, der an einem Ende zu einer Ose von 3 mm Durchmesser
umgebogen und mit dem anderen Ende in einem Halter befestigt ist, dessen unterer
Teil mit Isoliermaterial umhiillt wurde.

| Wihrend eines Experimentes diirfen die Impfinstrumente nicht
auf die Tischfliche gelegt werden, sie werden in einem Holz- oder
Metallblock mit senkrechten Bohrungen abgestellt (Abb. 21/1 c).
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Abb. 21/1 Impfinstrumente

a) Ose, Nadel, Spatel, Haken
b) Impfése
) Impfinstrumente in einem Block

Fiir die Herstellung und Firbung mikroskopischer Priparate werden benétigt:

Zum Halten eines Objekttrigers, auf dem sich das Mikroorganismenmaterial befindet,
verwendet man eine Cornet-Pinzette (Abb. 21/2). Sie bietet den Vorteil, daB der Ob-
jekttriger ohne Kraftaufwand und direkten Kontakt zur Hand in der Pinzette fest-
geklemmt ist. Zum Anfirben der Mikroorganismen werden die Préparate entweder
in eine Glaskiivette mit Farblésung eingestellt oder mit Farblésung bedeckt und dann
auf eine Firbebank (Abb. 21/3) gelegt, die in einer Porzellan- oder Steingutschale
steht (zum Auffangen von Fliissigkeiten).

Abb. 21/2 Cornet-Pinzette Abb. 21/3 Firbebank

Zur Herstellung von Nihrbéden, fir das Ansetzen und Abmessen von Lésungen
und das Priparieren sind auBerdem notwendig:
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Reagenzgliser, Reagenzglasstinder und -halter,

Erlenmeyerkolben, Bechergliser und Pulverflaschen verschiedener GréBen,
Petrischalen, Kristallisier- und Abdampfschalen,

Saug- und Tropfpipetten fiir unterschiedliche Mengen,

kleine und groBe MeBzylinder,

Spatel und Léffel,

Wigeglischen,

Thermometer,

Glastrichter und Filtergestell, HeiBwassertrichter,

Filterpapier, Faltenfilter, Rundfilter, pH-Papier,

Stative, Stativklemmen und Muffen,

Zellstoff- und Gummistopfen, Gummischlauch,

Fettstifte, Etiketten,

Priparierbesteck (bestehend aus Lanzette, Pripariernadel, Pinzette, Skalpell, Schere,
Rasierklinge).

Fiir spezielle Aufgabenstellungen ist diese Grundausriistung durch zusitzliche Hilfs-
mittel zu erginzen.

2.3.2. KulturgefiBe

In GefiBe, die zur Kultivierung von Mikroorganismen benutzt werden, gieBt man
Nihrmedien, auf oder in denen sich die Mikroorganismen vermehren kénnen. Da die
GefiBe in der Regel aus Glas bestehen, kann man darin entstand A |

von Mikroorganismen sehen, ohne die GefiBe &ffnen zu miissen. Als Kulturgefkﬂ
werden Kulturréhrchen, Petrischale, Erlenmeyerkolben oder Steilbrustflasche (Abb.
22/1) verwendet. Auch das Reagenzglas kann als KulturgefiB benutzt werden. Aller-
dings hat es infolge des umgebogenen Randes den Nachteil, daB sich in unmittelbarer
Nihe der Offnung Mikroorganismen ansammeln und in das Reagenzglas hineingelangen
kénnen, die die Kultur beeinflussen. Es ist deshalb notwendig, den oberen Teil des

7

a b c d e f
Abb. 22/1 KulturgefiBe
a) Reagenzglas d) Petrischale
b) Kulturréhrchen e) Erlenmeyerkolben

c) Kulturrshrchen mit Kapsenbergkappe  f) Steilbrustflasche
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Reagenzglases beim Offnen griindlich abzuflammen. Als Verschliisse eignen sich sowohl
fir Kulturréhrchen als auch fiir die Reagenzgliser Zellstoffstopfen. Die Kulturréhr-
chen kénnen auch durch Kapsenbergkappen (Abb. 22/1¢) aus Aluminium ver-
schlossen werden.

Wird eine groBe Nihrbodenoberfliche benétigt, so wihlt man als KulturgefiBe Petri-
schalen, die aus einer Schale mit iibergreifendem Deckel bestehen. Als GefiBe mit
gréBerem Rauminhalt werden Erlenmeyerkolben und Steilbrustflaschen zur Kultivie-
rung von Mikroorganismen genutzt. Auch diese GefiBe kénnen mit Zellstoffstopfen
verschlossen werden.

2.3.3. Chemikalien, Reagenzien und sonstige Préparate

Chemikalien. Fiir verschiedene mikrobiologische Arbeiten wird benétigt: Athanol,
Chloroform (Lésungsmittel)
Natriumhydroxidl&sung, Salzsiure, Schwefelsiure, Salpetersiure

Reagenzien. Zum Anfirben von Mikroorganismen: Methylenblau, Fuchsin und
Gentianaviolett (Ubersichtsfarbungen). Tusche (Hervorhebung von Form und Anord-
nung von Mikroorganismen im Kontrast).

Zum Nachweis mikrobiell gebildeter Stoffwechselprodukte: spezielle Reagenzien,
deren Zusammensetzung in den jeweiligen Experimenten angefiihrt ist.

Priparate. Zur Bereitung von Nihrmedien fiir Mikroorgani : Néhragar |, Trok-
kenndhrbouillon (evtl. Briihwiirfel oder Fleischbriihpaste), Biomalz, Pepton, Agar und
Gelatine sowie verschiedene andere organische und anorganische Substanzen (als Zu-
sitze). Wenn Nahragar | vorhanden ist, kann auf Trockennihrbouillon, Pepton und
Agar weitgehend verzichtet werden.

Nahragar | besteht aus Trockennihrbouillon und Agar, er dient zur Bereitung von
Nahrbéden.

Trockennihrbouillon ist ein aus Fleischextrakt hergestelites eiweiBreiches Priparat,
das vor allem zur Herstellung von Nihrmedien fiir Bakterien verwendet wird.
Biomalz enthilt vorrangig die Kohlenhydrate Maltose und Maltodextrine, die ein
wertvolles Substrat fiir das Wachstum von Pilzen darstellen.

Peptone sind bereits teilweise abgebaute EiweiBkérper, die den Nihrmedien als
Stickstoffquelle zugesetzt werden (in der Trockennihrbouillon ist Pepton bereits
reichlich enthalten). Bei der Verwendung von Briihwiirfeln oder Fleischbriihpaste
empfiehlt sich ein Peptonzusatz.

Agar ist ein Verfestigungsmittel. Wenn man es einem flissigen Nihrmedium zugibt,
entsteht ein Nihrboden. Agar wird vorwiegend aus bestimmten Rotalgen gewonnen.
Er stellt ein Gemisch aus verschiedenen Polysacchariden dar. AuBerdem enthilt er
geringe Mengen Stickstoff, Kalzium und Magnesium, die man zum groBen Teil durch
Auswaschen mit Wasser entfernen kann.

Gelatine dient wie Agar als Geliermittel zur Herstellung von Nihrbéden und wird
aus tierischen Hiuten, Knorpeln und Knochen gewonnen. Die wichtigste in der Gela-
tine enthaltene Substanz ist das Glutin, eine eiweiB&hnliche Verbindung.
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2.3.4. Mikroskop und Zubehér

Eines der wichtigsten Arbeitsmittel fir den Mikrobiologen ist das Mikroskop (Abb.
24/1). Da die meisten Mikroorganismen sehr klein sind, miissen die Mikroskope be-
stimmten Anforderungen entsprechen. Schiilermikroskope mit einer 50fachen bis
225fachen VergréBerung reichen fiir mikrobiologische Untersuchungen meist nicht
aus, da mit deren Hilfe Bakterienzellen sowie Zellstrukturen und andere Einzelheiten
nicht zu erkennen sind. Wihrend fiir das Mikroskopieren von Pilzen eine VergroBe-
rung von 100fach bis 400fach ausreicht, benétigt man zum Mikroskopieren von Bak-
terien eine 900fache bis 1000fache VergréBerung. Um solche hoheén VergréBerungen
zu erreichen, verwendet man Immersionsobjektive. Immersionsobjektive sind Objek-
tive, die mit Immersionsdl als Medium zwischen Priparat und Frontlinse des Objektivs
benutzt werden. Die Frontlinsen miissen nach dem Mikroskopieren mit Immersionsal
besonders gereinigt werden.

Immersionsél (oder Anisol) und Xylol zum Reinigen der Frontlinsen werden in Doppel-
flischchen aufbewahrt (Abb. 25/1).

[ ] Informieren Sie sich ausfiihrlicher in ,,Mikroskopie* [Schliiter 1983], Seite
20 und 21 iiber Immersionssysteme !

AuBer der VergréBerung sind fir die Erkennbarkeit von Mikroorganismen Auflgsung,

Schirfe und Helligkeit des Bildes von groBer Bedeutung. Diese Eigenschaften werden
von verschiedenen Mikroskop- und Leuchtentypen in unterschiedlicher Qualitit reali-

S—Okular
1. 2
\‘i/ +bmaku/amr Tubus

Objektivrevolver *

Objektiv

Tubustrager

Objekttisch
_———Stellhebel fiir Aperturblende

Kondensor mit Farbyla:ha/!ermd Grofeldlinse
Kondensortriebknopi

M//rmskoplrlebknopf fur Fein-und
Grobbewegung des Tisches

Mikroskoprerleuchte

Ful
Abb. 24/1 Mikroskop Typ Laboval mit Mikroskopierleuchte 6/15
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Abb. 25/1 Doppelflaschchen mit Immersionsfliissigkeit (oben)
und Reinigungsmittel fiir Frontli (unten)

siert. Gut geeignet fiir mikroskopisches Arbeiten mit Mikroorganismen sind die beiden
Mikroskoptypen Eduval und Laboval (Hersteller: VEB Carl ZeiB Jena). Auch iltere
Mikroskoptypen kénnen noch eingesetzt werden.

Ein wichtiges Zusatzgerit zum Mikroskop ist die Mikroskopierleuchte. Das ist eine
Leuchte mit hoher Lichtintensitit, die es gestattet, das Beleuchtungsverfahren nach
KOHLER (/S. 27) durchzufiihren. Firr die Mikroskoptypen Eduval und Laboval wird
die Mikroskopierleuchte 6/15 (Abb. 24/1) iiber einen Transformator an das Stromnetz
angeschlossen. Wihrend die Mikroskopierleuchte 6/15 am FuB des Mikroskops ver-
ankert ist, miissen bei idlteren Modellen Mikroskop und Leuchte durch eine T-Schiene
verbunden werden, so daB ein unbeabsichtigtes Verschieben beider Gerite gegenein-
ander vermieden wird. Eine gute Leuchte ist auch die Voraussetzung fiir den Einsatz
eines Dunkelfeldkondensors, der allerdings nur mit dem Mikroskoptyp Laboval und
einigen ilteren Mikroskoptypen kombiniert werden kann. Mit seiner Hilfe kann sowohl

00D HODOD OO W

LlJ_LI_U_LLLLL]_u_U.LLLLLLLI— Abb. 25/2 Okularmikrometer 10 : 100
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1/001 @

Abb. 26/1 Objektmikrometer
(1 mm geteilt in 100 Teile zu je 0,01 mm)
Skala des Objektmikrometers

von Frischpriparaten als auch von Dauerpriparaten im Mikroskop ein helles Bild auf
dunklem Grund hergestellt werden.

Um Messungen an mikroskopischen Praparaten ausfiihren zu kénnen, werden ein MeB-
okular (Abb. 30/1), ein Okularmikrometer (OkularmeBplatte) und ein Objektmikro-
meter (ObjektmeBplatte) benétigt. Okular- und Objektmikrometer sind Glasplatten,
in die Skalen eingraviert sind (Abb. 26/1).

1jnajl

Abb. 26/2 Zihlkammer und Zihlnetz

Zum Auszihlen von Mikroorganismen in einem bestimmten Volumen Fliissigkeit wird
eine Zihlkammer benutzt. Gebriuchlich ist die Zihlkammer nach THOMA (Abb.
26/21.). In die Vertiefung einer Glasplatte ist ein ZihInetz eingeitzt (Abb. 26/2r.).
Weiteres Zubehér sind Objekttriger und Deckgliser. Eine besondere Form des
Objekttrigers ist der Hohlschliffobjekttriger, der fiir Beweglichkeitsuntersuchungen
von Mikroorganismen gut geeignet ist. AuBerdem werden ein Wasserglas, ein Glas-
stab und ein Leinenlappen zum Putzen von Objekttrigern, Deckglisern und Linsen
benétigt.
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2.4. Grundlegende Techniken der Arbeit mit
Mikroorganismen

2.44. Benutzung des Mikroskops

Die Grundlagen der mikroskopischen Optik, die Wirkungsweise und die Handhabung
des Lichtmikroskops sind lhnen bereits aus dem Unterricht bekannt (Physik, Bio-
logle).

® Lesen Sie in Physik in Ubersichten, Seite 171 oder in Biologie in Ubersichten,
Seite 308 bis 312 nach!

Hier wird nur auf solche Verfahren eingegangen, die fiir das Mikroskopieren von Mi-
kroorganismen wichtig sind.

2.44.4. Mikroskopieren im Hellfeld

Von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Qualitit eines mikroskopischen Bildes ist
eine einwandfreie Beleuchtung des Objektes. Sie wird garantiert, wenn man das Be-
leuchtungsverfahren nach KOHLER anwendet.

Dabei wird im Prinzip so verfahren:

— Mikroskopierleuchte so vor dem Mikroskop aufstellen, daB sich Tubustriger und

Achse der Leuchte in einer Linie befinden (Leuchte und Mikroskop kénnen auch

mittels einer T-Schiene miteinander verbunden werden)

Mattscheiben aus Mikroskop und Leuchte entfernen

- Leuchte iiber einen Transformator an das Stromnetz anschlieBen

Praparat herstellen und auf den Objekttisch legen

- Durch Bewegen des Spiegels Licht durch das Praparat leiten

Bei geringer VergréBerung und dieser noch nicht optimalen Beleuchtung durch Be-

wegen des Grob- und Feintriebes auf das Priparat scharf einstellen

- Lampenwendel bei geschlossener Blende der Leuchte (Leuchtfeldblende) auf dem
Planspiegel abbilden (Kontrolle kann mittels eines Stiickes Pergamentpapier, das
auf den Spiegel gelegt wird, erfolgen)

- Blende des Kondensors (Aperturblende) schlieBen

— Durch Verschieben der Lampe in der Steckhiilse Lampenwendel scharf in der Mitte
der Aperturblende abbilden (Abb. 28/1)

— Ins Mikroskop sehen und durch vorsichtiges Bewegen des Spiegels das Leuchtfeld-
blendenbild in die Mitte des Sehfeldes lenken

- Rand des Bildes der Leuchtfeldblende im Prsparat durch Heben und Senken des
Kondensors scharf abbilden

- Leuchtfeldblende &ffnen, bis das Sehfeld gerade ausgeleuchtet ist (bei schwachen
Objektiven nicht méglich, in diesen Fillen Blende bis zum Anschlag &ffnen)

- Mattscheiben einsetzen
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Abb. 28/1 Abbild der Lampenwendel
auf der geschlossenen Aperturblende

- Okular herausnehmen, in den Tubus schauen und die Aperturblende so weit 6ffnen,

daB ein Blendenbild sichtbar wird, dessen Durchmesser etwa die Hilfte der Objek-
tivéffnung betrigt

- Okular in den Tubus stecken
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Fir den Typ Laboval, der dem Typ Eduval sehr shnlich ist, gibt der Her-
steller folgende Handhabung an:

- Lichtfleck auf der Mitte des Umlenkspiegels abbilden. Die Mattscheibe
der Leuchte wird dazu entfernt.
- Lampenwendel auf die Mitte der geschlossenen Aperturblende abbil-
den. Der Kondensor steht am oberen Anschlag, die GroBfeldlinse ist
ausgeschwenkt. Die Fokussierung, d. h. das Vereinigen von Lichtstrah-
len in einem Punkt, erfolgt durch Verindern des Abstandes Lampe -
Kollektor durch Verschieben der Lampe; die Mattscheibe der Leuchte
bleibt entfernt, die bﬁ'nung der Leuchtenblende wird nach Bedarf ein-
gestellt. Zum Zentrieren auf Mitte der Aperturblende wird der Um-
lenkspiegel mit den Justierschrauben entsprechend gerichtet.
Mattscheibe in die dafiir an der Leuchte vorgesehene Lagerstelle ein-
setzen.
Objekt mit mittlerem Objektiv und schwachem Okular einstellen. Da-
zu wird die Aperturblende so weit gedffnet, daB eine zuverlissige Fo-
kussierung méglich wird.
Im Objekt erscheint eine unscharfe Abbildung der geschlossenen
Leuchtfeldblende.
Leuchtfeldblendenbild mit dem Kondensortrieb fokussieren und durch
Verstellen des Umlenkspiegels in die Feldmitte riicken
Leuchtfeldblende &ffnen, bis das Feld voll ausgeleuchtet ist
Aperturblende so weit 6ffnen, daB optimaler Kontrast entsteht
Hinweis: Zu hohe Lichtintensitit darf nur durch Herabsetzen der
Lampenspannung (Stelltransformator) oder durch Einfiihren von Damp-
* fungsfiltern (Grauglisern) gemildert werden, nicht durch SchlieBen
der Aperturblende.
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Die einzelnen Handgriffe zum Beleuchtungsverfahren nach KOHLER kénnen sich in
Abhiangigkeit von den verwendeten Mikroskop- und Leuchtentypen indern. Deshalb
ist die fiir den jeweiligen Mikroskoptyp gegebene Erliuterung sorgfiltig zu beachten!

Wird das Immersionsobjektiv benutzt, ist noch zu beachten:

- Priparat zunichst bei schwacher VergréBerung ansehen

- Interessierende oder geeignete Praparatstelle durch Verschieben,des Objekttrigers
in die Mitte des Sehfeldes bringen

- Einen Tropfen Immersionsfliissigkeit iiber der Mitte der Kondensorfrontlinse auf
das mikrobiologische Priparat aufsetzen

- Immersionsobjektiv durch Drehen des Revolvers in den Strahlengang bringen, ohne
daB es in die Immersionsflissigkeit eintaucht

- Unter seitlichem Betrachten das Objektiv mittels des Grobtriebes vorsichtig in
die Flissigkeit einsenken

- Scharfeinstellung mittels des Feintriebes vornehmen

2.44.2. Mikroskopieren im Dunkelfeld

Die Dunkelfeldmikroskopie eignet sich besonders fiir die Beobachtung von lebenden
Mikroorganismen und das Sichtbarmachen feiner kontrastarmer Strukturen. Die
Objekte erscheinen bei diesem Verfahren hell auf dunklem Grund. Man verwendet zur
Dunkelfeldmikroskopie einen Dunkelfeldkondensor. AuBerdem wird bei sehr hohen
VergréBerungen ein Immersionsobjektiv mit Irisblende benétigt.

Die Einstellung des Dunkelfeldes geschieht auf folgende Weise:

- Mikroskopierleuchte gerade vor dem Mikroskop aufstellen

- Lampe iiber den Transformator an das Stromnetz anschlieBen

- Lampenwendel auf der Mitte des Planspiegels und der Aperturblende abbilden

- Kondensor etwas senken und herausnehmen

- Objektiv und Okular herausnehmen

— Spiegel so einstellen, daB das Licht in den Tubus fillt

- Ein Stiick Pergamentpapier oder eine Mattscheibe auf das obere Tubusende legen
und den Lichtfleck mittels des Spiegels so zentrieren, daB in der Tubuséffnung eine
gleichmiBig ausgeleuchtete Kreisfliche zu sehen ist. Die Spiegelstellung darf nicht
mehr verindert werden.

- Dunkelfeldkondensor vorsichtig einsetzen und etwas nach oben bewegen

— Priparat herstellen; der Objekttriger soll eine Dicke von 1,0 + 0,1 mm haben

- Einen Tropfen Immersionsflissigkeit auf die Frontlinse des Kondensors bringen

- Priparat auf den Objekttisch legen und Kondensor so weit heben, daB die Immer-
sionsflissigkeit luftblasenfrei an die Unterseite des Objekttrigers gelangt

- Schwaches Objektiv und schwaches Okular in den Strahlengang bringen und auf das
Priparat einstellen, in dem ein heller Fleck oder Ring erscheint

- Durch Zentrieren des Kondensors (wechselweises Drehen von Hebel und Flansch)
Lichtfleck in die Mitte des Sehfeldes bringen

- Leuchtfeldblende schlieBen und Kondensor wenig heben oder senken, bis ein even-
tuell vorhandenes dunkles Zentrum im Lichtfleck verschwunden ist
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— Durch Zuschalten eines anderen Objektivs und Einsetzen eines stirkeren Okulars
gewiinschte VergréBerung herstellen. Bei der Verwendung des Immersionsobjek-
tivs muB darauf geachtet werden, daB mit Hilfe der Irisblende des Objektivs seine
Apertur auf 0,8 verringert wird.

- Leuchtfeldblende etwas &ffnen, damit das Sehfeld voll ausgeleuchtet wird.

Steht kein Dunkelfeldkondensor zur Verfiigung, so kann man sich helfen, indem man
eine Zentralblende aus Pappe herstellt und diese in den Farbglashalter einlegt [Schliiter
1978, S. 52].

2.41.3. Mikroskopisches Messen und Zéhlen

Das Mikroskop bietet nicht nur die Méglichkeit, die Gestalt eines Objektes wahrzu-
nehmen, sondern auch seine Abmessungen mit Hilfe von MeBokular, Okularmikro-
meter und Objektmikrometer zu bestimmen.

Beim Messen wird so verfahren:

- Vom MeBokular Feldblende abschrauben und das Okularmikrometer einlegen
(Abb. 30/1)

— Das MeBokular in den Tubus stecken und die Skala des Okularmikrometers mittels
der verstellbaren Augenlinse scharf einstellen

— Objektmikrometer auf den Objekttisch legen, so daB die schwarze Kreismarkierung
konzentrisch iiber der Frontlinse des Kondensors liegt

~ Schwaches Objektiv benutzen und Skala des Objektmikrometers scharf abbilden

- Skala des Objektmikrometers moglichst genau in die Mitte des Sehfeldes bringen
und Immersionsobjektiv in den Strahlengang schalten

- Einen Tropfen Immersionsflissigkeit auf das Deckplittchen des Objektmikrometers
bringen und Immersionsobjektiv vorsichtig hineintauchen

- Skala erneut scharf einstellen

- Skala des Okularmikrometers und Skala des Objektmikrometers zur Deckung
bringen (Abb. 31/1) und den Mikrometerwert bestimmen

7

2 1
o Abb. 30/1 MeBokular (Lingsschnitt)
l\ SN 1 stellbare Augenlinse

3 - 2 in die Feldblende eingelegtes

Okularmikrometer

3 herausschraubbares Unterteil mit
Feldlinse
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Abb. 31/1 Ubereinanderliegende Skalen des
Okular- und Objektmikrometers

Skala des Okularmikrometers mit Ziffern
Skala des Objektmikrometers ohne Ziffern

[ | Beispiel: 100 Teile der Skala des Objektmikrometers entsprechen 1 mm.
Es decken sich 4 Teile des Objektmikrometers (y) mit 35 Teilen des Oku-
larmikrometers (y’). Der Mikrometerwert (m) des Immersionsobjektivs
ist

7

m=—);'0,01 mm
4

4
m=§-0.01mm
m=11um

- Abstand zwischen Objektivfrontlinse und Objektivmikrometer vergréBern

- Objektmikrometer vom Objekttisch nehmen und dafiir Priparat auflegen

— Scharf auf das Priparat einstellen

- GroBe eines Teilchens ermitteln, indem die Anzahl der Intervalle des Okularmikro-
meters, die das zu messende Teilchen bedecken, ausgezihlt und mit dem Mikro-
meterwert multipliziert wird

Beim Bestimmen von Geschwindigkeiten ermittelt man die in einer bestimmten Zeit-
einheit zuriickgelegte Strecke.

Zum Auszihlen von Mikroorganismen in einem bestimmten Flissigkeitsvolumen be-
reitet man eine Zihlkammer folgendermaBen vor:

- Glasstege (Abb. 26/21.) zwischen den Rillen anfeuchten

- Deckglas unter leichtem Druck auf die Zihlplatte aufschieben

— Festen Sitz des Deckglases anhand auftretender farbiger Interferenzringe an den
Auflagestellen kontrollieren

- Raum unter dem Deckglas mittels einer Pipette mit zu untersuchender Suspension
fillen

- Zahlkammer auf den Mikroskoptisch legen und bei geeigneter VergréBerung Mikro-
organismenanzahl| ermitteln :
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2.4.2.
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Herstellung von Ndhrmedien

Eine Voraussetzung fiir die Kultivierung von Mikroorganismen
istdie Bereitung von Ndhrmedien. Nihrmedien werden entweder
in fliissiger oder in fester Form bendtigt. Da die verschiedenen
Mikroorganismen unterschiedliche Anspriiche an Nihrsubstrate
stellen, miissen Medien bestimmter chemischer Z t-
zung fiir ihre Kultivierung ausgewihlt werden.

Beispiel fir die Herstellung eines Nihrmediums: Kochen von 500 ml
Nihragar. In ein Becherglas mit einem Fassungsvermégen von 1 | werden
18,5 g Trockennihrboden eingewogen und 500 ml Wasser daraufgegossen,
anschlieBend wird mit einem Glasstab umgeriihrt. Das Becherglas wird
auf einen Dreifu mit Asbestnetz gesetzt und der Inhalt iiber der Bunsen-
flamme unter hiufigem Rithren zum Kochen gebracht. Wenn sich die
Bestandteile des Nahrmediums gelost haben, liBt man den flissigen Nahr-
agar etwas abkiihlen und priift seinen pH-Wert mit pH-Papier. Sollte der
pH-Wert unter 7,0 liegen, so fillt man 50 ml Nahragar in ein Becher-
glas und gibt bei staindigem Rijhren tropfenweise so viel N/10 Natrium-
hydroxidlésung zu, bis der gewiinschte pH-Wert erreicht ist. Dadurch er-
hilt man einen Anhaltspunkt, wieviel Einstellflissigkeit notwendig ist, um
fir die Gesamtmenge des Nihragars den pH-Wert zu regulieren. Ahnlich
verfahrt man, wenn der Nihragar zu stark alkalisch ist; in diesem Fall
setzt man anstelle der Natriumhydroxidlésung N/10 Salzsiure zu.
Beobachtet man beim Kochen von Nihrbéden starke Verunreinigungen
in Form gréBerer schwebender Teilchen, so muB man diese abfiltrieren.
Da ein solcher Vorgang lingere Zeit in Anspruch nimmt und nicht zum’
Erstarren des Agars fiihren darf, verwendet man dafiir einen HeiBwasser-
trichter. Dieser besteht aus einem mit Wasser gefiillten Metallhohlkérper,
der einen locker mit Watte ausgelegten Glastrichter umgibt. Vor dem
Filtrieren ist das Wasser im Mantel des HeiBwassertrichters auf etwa
60 °C zu erwirmen. Der als Filtrat aufgefangene Agar erscheint als klares
Medium.

Der noch flissige Nahragar wird in Kulturréhrchen oder Reagenzgliser
abgefiillt. Je nach spiterer Verwendung werden Schrigréhrchen oder
Hochschichtréhrchen hergestellt. Fiir ein Schragréhrchen wird das Kul-
turréhrchen oder Reagenzglas zu 1/,, fiir ein Hochschichtréhrchen zu 2/,
mit dem Nihragar gefiillt. Nach dem EingieBen des Nihrmediums sind
die Réhrchen mit Zellstoffstopfen zu verschlieBen und zu sterilisieren.
Solange der Nihrboden noch flissig ist (bis etwa 45°C), werden die zu
1/, gefiillten, sterilisierten Réhrchen auf eine Leiste so gelegt, daB der
Agar schrig erstarrt (Abb. 33/1). Die auf diese Weise erzielte Ober-
fliche zum Kultivieren von Mikroorganismen soll méglichst groB sein,
aber es muB auch darauf geachtet werden, daB der Agar vor dem Erstar-
ren nicht bis zum Stopfen liuft, um ein Verkleben von Nihrboden und
ZellstoffverschluB zu vermeiden. Die sterilisierten Hochschichtréhrchen
bleiben bis zum Erstarren des Agars aufrecht stehen.



Abb. 33/1
Auslegen von Réhrchen zur
Herstellung von Schrigagar

Anstelle von Agar kann fiir viele Experimente zum Verfestigen des Nihr-
mediums Gelatine verwendet werden. Bei Herstellung des Gelatine-Nahr-
mediums muB nach der Regulierung des pH-Wertes eine Klirung er-
folgen. Man nimmt dafiir das Eiklar eines Hiihnereis und verriihrt dieses
mit der flissigen Gelatine. AnschlieBend stellt man das GefiB mit der
Nahrgelatine 30 Min. in einen Dampftopf ( S.34). Danach wird die
Gelatine mit dem EiweiBzusatz im HeiBwassertrichter filtriert, man er-
hilt ein véllig klares Medium.

Nach dem Sterilisieren kénnen Nahrmedien an einem kiihlen Ort lingere
Zeit aufbewahrt werden.

2.4.3. Sterilisationsverfahren

Fiir zahlreiche Arbeitsschritte bei mikrobiologischen Experimenten miissen alle ver-
wendeten Nihrbéden, Glasgerite und Hilfsmittel steril, d. h. keimfrei, sein. Sterili-
siert wird, indem man hohe Temperaturen, bestimmte Chemikalien oder UV-Strahlen
einwirken liBt bzw. Mikroorganismen aus verschiedenen Medien durch Filtrieren
entfernt.

> Das Entfernen oder Abtéten von Mikroorganismen wird als Steri-
lisieren bezeichnet.

Bei der Sterilisation werden alle Mikroorganismen erfaBt. Durch Desinfektion dagegen
werden gezielt pathogene (krankmachende) Mikroorganismen vernichtet oder
wenigstens stark geschidigt.

Zum Sterilisieren nutzt man je nach Art des Sterilisiergutes verschiedene Verfahren:

Trockenes Erhitzen. Die einfachsten Verfahren des trockenen Erhitzens sind Aus-
glihen und Abflammen. Man kann damit feuerfeste Gegenstinde, wie Impfése und
Glasstab, keimfrei machen. Die Impfése halt man méglichst steil in den AuBenkegel der
Bunsenflamme, bis der Draht gliiht. Es ist erforderlich, auch den Halterteil, an dem

die Ose befestigt ist, abzuflammen.
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Die meisten Glasgegenstinde, z. B. die hiufig bendtigten Petrischalen, Erlenmeyer-
kolben und Pipetten, lassen sich am giinstigsten in einem HeiBluftsterilisator oder
Trockenschrank sterilisieren. Vor dem Beschicken des Trockenschrankes sind Petri-
schalen in Sterilisierbiichsen zu stellen oder zu mehreren in Zeitungspapier zu ver-
packen. Zu diesem Zweck schichtet man bis zu 10 Petrischalen Gbereinander, legt die-
sen Stapel auf Zeitungspapier und rollt ihn unter Einschlagen der Enden fest ein. In
derartig verpackte Petrischalen kénnen nach dem Sterilisieren keine Mikroorganismen
eindringen. Kolben und Flaschen verschlieBt man vor dem Einstellen in den Trocken-
schrank mit Zellstoffstopfen. Pipetten werden in Pipettenbiichsen gesteckt oder kénnen
auch in Zeitungspapier eingewickelt werden. Ein sicherer Sterilisationserfolg ist ge-
wihrleistet, wenn eine Temperatur von 180 °C 1 Std. bis 2 Std. auf das Sterilisiergut
einwirkt. Der Trockenschrank bzw. HeiBluftsterilisator darf erst nach dem Abkiihlen
gedffnet werden.

Feuchtes Erhitzen. Wirkungsvoller als trockenes Erhitzen ist die Dampfbehandlung
des Sterilisiergutes. Dazu wird das Sterilisiergut entweder in einen Kochschen
Dampftopf (Abb. 34/1) oder einen Autoklaven (Abb. 34/2) eingebracht, in denen
strémender Dampf erzeugt wird. Wihrend der Dampf im Kochschen Dampftopf eine
Temperatur von 100 °C erreicht, kann im Autoklaven, der einen Druckbehilter dar-
stellt, der Dampf auf Temperaturen iiber 100 °C erhitzt werden. Durch eine einmalige
Behandlung im Dampftopf werden Sporen nicht abgetétet; sie fiihrt daher nicht zur
Sterilitit. Um simtliche hitzeresistenten Keime zu erfassen, muB man das Sterilisier-
gut an drei aufeinanderfolgenden Tagen fiir jeweils 30 Min. einer Dampfbehandlung

34/1 Dampfropf 34/2 Autoklav Abb. 34/3 Schnellkochtopf
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von 100 °C unterwerfen. Die beim ersten Mal nicht abgetéteten Sporen kdnnen im
Verlaufe von 24 Std. auskeimen, die Keime sind temperaturempfindlich und werden
beim nachfolgenden Erhitzen vernichtet. Das dritte Dampfen dient dazu, die Sicher-
heit dieses Verfahrens, das man als fraktioniertes Sterilisieren bezeichnet, zu erhéhen.
Da bei diesem Verfahren nur Temperaturen bis 100 °C auf das Sterilisiergut einwirken,
ist es iiberall dort angebracht, wo bestimmte Nihrboden (z. B. Gelatine) oder Fliissig-
keiten (z. B. zuckerhaltige Lésungen) einer schonenden Behandlung bediirfen. Sterili-
siergut, das Temperaturen iiber 100 °C ohne Schaden vertrigt, wird vorteilhafterim
Autoklaven sterilisiert, da dort eine einmalige Behandlung geniigt. Die Temperatur
des Dampfes im Autoklaven betrigt z. B. bei einem Uberdruck von 1,1 kp/cm? bis
1,3 kp/em? 121.°C bis 124 °C. Bei diesen Temperaturen werden innerhalb von 30 Min.
alle Mikroorganismen abgetétet. Nach der Sterilisierzeit muB der Autoklav abkiihlen,
bevor das sterile Material entnommen wird. Die zur Benutzung eines jeden Dampf-
sterilisators notwendigen Handgriffe sind der jeweiligen Bedienungsanleitung zu ent-
nehmen. Steht kein Autoklav zur Verfiigung, so kann als gleichwertiger Ersatz ein
Schnellkochtopf (Abb. 34/3) verwendet werden.

Filtrieren. Aus Fliissigkeiten kénnen Keime durch Filtrieren entfernt werden. Man
benutzt dazu Filter aus Glas, Porzellan oder Kieselgur, die so kleine Poren besitzen, daB
sie von Bakterien nicht passiert werden kénnen. Am hiufigsten wird die Bakterien-
filtrationsglocke benutzt (Abb. 35/1). Vor dem Gebrauch muB sie sterilisiert werden.
Die auf die Filterfliche gegossene Fliissigkeit wird durch Anlegen eines Vakuums
(z. B. durch eine Wasserstrahlpumpe) in ein ebenfalls steriles AuffanggefaB gesogen.

Chemikalienbehandl Fiir spezielle Aufgaben setzt man auch Chemikalien mit

& P

keimtétender Wirkung ein. Dazu gehéren beispielsweise Schwermetallsalze, Alkalien,

Abb. 35/1 Bakterienfiltrationsglocke
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Halogene, Phenolderivate. Sie werden vorwiegend zur Oberflichensterilisation von
Gegenstinden, Organismen oder ihrer Teile verwendet. Bei dieser Behandlung darf
der Organismus, an dem die Mikroorganismen haften, vom Sterilisations- oder Des-
infektionsmittel nicht geschidigt werden.

UV-Bestrahlung. UV-Strahlen dienen der Abtétung von Mikroorganismen in der
Luft und auf glatten Oberflichen. Sie werden durch spezielle Lampen (Quecksilber-
Niederdruck- oder Quarzlampen) erzeugt. Es muB allerdings ausdriicklich hervorge-
hoben weden, daB durch UV-Bestrahlung keine Sterilitit gewihrleistet wird, sondern
lediglich eine Keimzahlminderung zu erreichen is. Um beispielsweise eine keimarme
Atmosphire in einem Impfkasten zu schaffen, bestrahlt man den Innenraum vor dem
Arbeiten mindestens 30 Min. mit UV-Licht.

2.4.4. Kultivierung von Mikroorganismen

> Fiir zahlreiche Experimente bendtigt man ein bestimmtes Aus-
gangsmaterial an Mikroorganismen, das man von verschiedenen
Substraten, wie Boden, Wasser, Nahrungsmitteln, pflanzlichen
und tierischen Resten, isolieren und in Kultur nehmen kann. Von
diesen Substraten abgenommenes Material iibertrigt man zur
Anreicherung der Mikroorganismen und spiteren Gewinnung von
Reinkulturen auf bzw. in sterile Nihrmedien.

Beabsichtigt man z. B. aus dem Boden Mikroorganismen zu isolieren, so stellt man eine
Bodensuspension her. Von dieser entnimmt man mit der Impfése etwas Fliissigkeit und
bringt diese in ein Réhrchen mit einer geeigneten Nihrlésung. Hiufig verwendet man
die einfach herzustellende Bouillon. Bei der Ubertragung der Suspension geht man wie
folgt vor:

— Impfése sorgfiltig ausgliihen und zum Abkiihlen in den Block stellen

— Mit der linken Hand Bouillonrdhrchen fassen und dessen Offnung in die Nihe der
Bunsenbrennerflamme halten

- Mit der rechten Hand Stopfen lockern

- Reagenzglaséffnung abflammen und Stopfen herausziehen

— Impfése mit Daumen, Zeige- und Mittelfinger der rechten Hand fassen (Abb. 37/1)
und die Ose in die Suspension tauchen

- Ose mit den Mikroorganismen in die Bouillon iiberfiihren und mehrmals hin und her
bewegen

- Reagenzglaséffnung und Stopfen abflammen und Réhrchen verschlieBen

- Durch schnelles quirlartiges Bewegen des Rohrchens die Mikroorganismen méglichst
gleichmiBig im Nahrmedium verteilen

- Impfése ausglithen

Vermehren sich die Mikroorganismen, entstehen eine Triibung der Nihrlésung, eine
Kahmhaut (# S. 118), ein Bodensatz oder ein Ring an der Glaswand an der Grenze
zwischen Nihrlésung und Luftraum.

In gleicher Weise verfihrt man, wenn man nicht suspendiertes Mikroorg
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Abb. 37/1 Mikroorganismeniibertragung Abb. 37/2 Mikroorganismeniibertragung
mittels Impfése aus einer Flissigkeit (Erlen-  mittels Impfse aus einem Schrigagarréhr-
meyerkolben) in eine andere (Reagenzglas) chen in ein anderes

material in ein flissiges Niahrmedium iibertrigt. Dabei ist jedoch zu beachten, daB zum
besseren Ablosen und Verteilen der fest an der Ose haftenden Mikroorganismen das
Material mittels der Ose dicht unter der Oberfliche des Nihrmediums an der Glas-
wand zu verreiben ist.

Mikroorganismen in einer Flissigkeit kénnen mit Hilfe eines Glas-(Drigalski-)spatels
auf Nihrbodenplatten verteilt werden, indem eine geringe Menge der Suspension auf
die Nihrbodenoberfliche aufgetropft und anschlieBend ausgespatelt wird. Der Spatel
wird dabei mit der rechten Hand in kreisenden Bewegungen auf der Nihrbodenober-
fliche gefiihrt; mit der linken Hand dreht man gleichzeitig die Petrischale.

Oft macht es sich erforderlich, Mikroorganismen von einem festen Nihrmedium auf
ein anderes festes Ndhrmedium zu tbertragen. Man verfihrt dabei in gleicher Weise
wie beim Beimpfen eines flissigen Nihrmediums. Die Arbeit ist nur dann etwas
schwieriger, wenn von einem Kulturréhrchen in ein zweites Réhrchen iibertragen
werden soll, da beide Rohrchen gleichzeitig in einer Hand gehalten werden miissen
(Abb. 37/2). Mit der Impfése wird aus dem einen Réhrchen Mikroorganismenmaterial
aufgenommen und auf der Nihrbodenoberfliche des anderen Réhrchens (Schrig-
réhrchen) von unten nach oben in einer Zickzacklinie ausgestrichen. Die Nihrboden-
oberfliche soll dabei nicht geritzt werden. Die Fihrung der Impflinie trigt dazu bei,
daB es in kurzer Zeit zu einer massenhaften Vermehrung der Mikroorganismen auf
sehr kleiner Fliche kommt. .
Eine besondere Form der Uberimpfung erfolgt zum Anlegen einer Stichkultur, die
iber Gasbildung und Sauerstoffbediirftigkeit von Mikroorganismen Auskunft gibt.
Hierbei wird eine Nadel in Mikroorganismenmaterial getaucht und anschlieBend in
ein mit der Offnung nach unten gehaltenes Rohrchen eingefiihrt. Mit der Nadel wird
zentral in den Agar bis wenige Millimeter iber den Reagenzglasgrund ein Kanal ge-
stochen. Die Vermehrung der Mikroorganismen findet an der Stelle des Stichkanals
statt, an der die fiir die jeweilige Mikroorganismenart giinstigsten Bedingungen herr-
schen.
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Mikroorganismen werden nicht nur in Réhrchen, sondern auch auf Platten kultiviert.
Eine Platte stellt man wie folgt her:

- Ein sterilisiertes Hochschicht-Réhrchen im Wasserbad auf 100 °C erhitzen, bis sich
der.Nihrboden verfliissigt hat

- Nihrboden auf etwa 50 °C abkiihlen lassen

- Sterile Petrischale vor einen Bunsenbrenner stellen

- Réhrchen nach dem Abtrocknen der AuBenwand in die rechte Hand nehmen und
das obere Ende des Réhrchens abflammen

- Stopfen entfernen und Réhrchensffnung erneut abflammen

— Schalendeckel mit der linken Hand so weit anheben, daB das obere Ende des Réhr-
chens bequem zwischen Schalendeckel und -boden paBt

- Ré&hrcheninhalt in die Schale gieBen und Deckel vorsichtig auflegen

- Durch langsames Bewegen der Petrischale den noch flissigen Nahrboden gleich-
miBig auf dem Boden verteilen —

— Schale auf planen Untergrund stellen und Nihrboden erstarren lassen

Beim Festwerden des Nihrbodens wird Wasser ausgequetscht, das die Nihrboden-
oberfliche mit einem Film uberzieht, und im Schalendeckel scheidet sich Kondens-
wasser ab.

Dieser Film und herabfallende Wassertropfen kénnen zum IneinanderflieBen von
Mikroorganismenansammlungen (Kolonien) auf der Nahrbodenoberfliche filhren und
stoéren damit bestimmte Untersuchungen bzw. verfilschen deren Ergebnisse. Dem
kann man abhelfen, indem man die Platten im Brutschrank vor dem Beimpfen
trocknet.

Kolonien auf Platten kénnen das Ausgangsmaterial zur Gewinnung einer Reinkultur
darstellen.

> Eine Reinkultur ist eine Ansammlung von Mikroorganismen nur
einer Art, die hiufig aus der Vermehrung einer einzigen Zelle
hervorgeht.

Méglichkeiten zur Einzelung von Zellen sind das Fraktionieren und das Herstellen
von Verdiinnungsreihen. Beim Fraktionieren werden entsprechend der Abbildung 38/1
von einem einmal aufgetragenen Mikroorganismenmaterial ausgehend mehrere Impf-
striche gefiihrt, um einzeln liegende Zellen zu erhalten. Zwischen den aufeinander-
folgenden Impfschritten wird die Ose jedesmal ausgegliiht. Das Herstellen einer

Abb. 38/1 Impfstrichfiihrung beim Fraktionieren
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Verdiinnungsreihe beginnt mit dem Suspendieren von Mikroorganismenmaterial in
einer Fliissigkeit. Von dieser ersten Suspension entnimmt man mit einer Ose oder
Pipette eine bestimmte Menge und iibertrigt sie in eine abgemessene Menge der
gleichen, aber mikrobenfreien Flissigkeit und verteilt die Mikroorganismen gleich-
miBig darin. Diesen Vorgang wiederholt man noch einige Male (/ S.83), so da
allmahlich eine immer stirker verdiinnte Suspension entsteht. Von jeder einzelnen
Verdiinnungsstufe gibt man eine stets gleiche Menge Suspension in je eine sterile
Petrischale und fiigt verflissigten Nihrboden zu. Durch Schwenken der Schalen
erreicht man eine Vermischung von Suspension und Nihrboden. In den hohen Ver-
diinnungsstufen ist die Einzelung der Mikroorganismen so weit fortgeschritten, daB
aus Einzelzellen je eine Kolonie entsteht.

» Mikroorgani: bendtigen zu ihrer optimalen Vermehrung
bestimmte Kulturbedingungen. Ein sehr wichtiger Faktor ist die
Temperatur, sie beeinfluBt die Vermehrungsrate der Mikro-
organismen. Die Einwirkung einer fiir die Vermehrung giinstigen
Temperatur (Bebriiten) erfolgt im allgemeinen in einem Brut-
schrank.

Will man Mikroorganismenkulturen iiber mehrere Monate aufbewahren, muB das
Austrocknen der Nihrbéden weitgehend eingeschrinkt werden. Deshalb werden die
Zellstoffstopfen, mit denen die KulturgefiBe verschlossen sind, hiufig mit Paraffin
oder Plastfolie iiberzogen.

Die meisten Mikroorganismen brauchen zu ihrer Entwicklung Sauerstoff. Es gibt
aber auch Mikroorganismen, die sich nur unter AusschluB von Sauerstoff vermehren
kénnen. Zur Kultivierung dieser Anaerobier ( S. 121) ist es notwendig, den Sauer-
stoff aus ihrer Umgebung zu entfernen.

2.4.5. Herstellung mikroskopischer Prédparate

Mikroorganismen werden zum Mikroskopieren im allgemeinen auf Objekttriger
gebracht, die vor dem Gebrauch griindlich gesiubert und fettfrei gemacht werden
miissen. Dazu behandelt man sie zunichst mit heiBem Wasser unter Fit-Zusatz und
legt sie anschlieBend in 96%iges Athanol. Unmittelbar vor dem Herstellen des
Praparates trocknet und putzt man die Objekttriger mit einem saugfihigen und
nichtfasernden Lappen.

Mit einem Glasstab wird ein kleiner Tropfen Wasser auf die Mitte des Objekttragers
gesetzt. In ihm verteilt man mit der Ose aufgenommenes Mikroorganismenmaterial.
Dieser Suspensionstropfen wird mit der Ose auf dem Mittelfeld des Objekttrigers
diinn ausgestrichen (Ausstrichpriparat). Das Ausbreiten des Tropfens gelingt nicht,
wenn der Objekttriger nicht fettfrei ist. In diesem Fall zieht sich die Wasserfliche
immer wieder zusammen.

Das Ausstrichpraparat a8t man nun ohne Hitzeeinwirkung trocknen. Nach dem
Trocknen fixiert man das Préparat, indem man es dreimal langsam durch eine Bunsen-
brennerflamme zieht. Der Objekttrager darf sich dabei nicht erhitzen, sondern nur
erwirmen. Ein so vorbereiteter Ausstrich kann anschlieBend gefirbt werden.
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Zum Firben legt man den Objekttriger auf eine Firbebank, die in einer Schale als
AuffanggefaB fiir herablaufende oder abzuspiilende Farblésung steht. Mit einer
Pipette wird Farblésung auf das Objekt aufgetropft. Die Lésung muB den Ausstrich
vollig bedecken und darf wihrend der Einwirkzeit nicht eintrocknen. Es ist deshalb
ginstig, bei langen Firbezeiten die Firbebank mit dem daraufliegenden Priparat
unter eine feuchte Glocke zu stellen. Nachdem die fiir jeden Farbstoff spezifische Ein-
wirkzeit verstrichen ist (sie ist in den einzelnen Experimenten jeweils angegeben),
spiilt man die Farblésung mit Wasser ab. Danach |38t man das Priparat lufttrocken
werden. Das Trocknen kann man beschleunigen, wenn man unmittelbar nach dem
Abspiilen der Farblosung den Objekttriger zwischen Filterpapier legt und dieses
leicht auf dem Ausstrich andriickt. Auf das trockene Priparat bringt man, ohne ein
Deckglas aufzulegen, einen Tropfen Immersionsfliissigkeit. Nun kénnen die Mikro-
organismen mit einem Immersionsobjektiv mikroskopisch betrachtet werden.

AuBer der Einfachfirbung gibt es die Maglichkeit, mit mehreren Farbstoffen zu
firben, um verschiedene Strukturen einer Zelle oder Zellen mit verschiedenen
Eigenschaften unterscheidbar zu machen.

Ein Praparat kann dann als gelungen angesehen werden, wenn die Mikroorganismen
nicht zu dicht liegen und auf hellem Grund deutlich gefirbt erscheinen.

Das Herstellen einwandfreier mikroskopischer Praparate setzt sorgfiltiges Arbeiten,
aber auch Erfahrung voraus. Die in den Anleitungen zur Anfertigung von gefirbten
Praparaten angegebenen Zeiten sind Richtwerte. Aufgrund der mikroskopischen
Durchsicht ist zu entscheiden, ob evtl. ein zweites Priparat bei verinderten Ein-
wirkzeiten hergestellt werden muB. Hiufig anzutreffende Fehler sind in der folgenden
Ubersicht zusammengestellc. v

Tabelle 40/1

Mégliche Fehler beim Herstellen mikroskopischer Priparate

Fehler

Mégliche Ursache

Korrektur

Mikroorganismen bilden
eine geschlossene,

meist intensiv gefirbte
Decke

keine Mikroorganismen
sichtbar

Mikroorganismen sind
iiberfirbt

Mikroorganismen sind
nicht oder schwach
gefirbt
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Ausstrich ist zu dicht

Objekt nicht scharf eingestellt

Ausstrich ist zu diinn

Farbldsung wirkte zu lange ein.
Es wurde zu kurz gespiilt.

Es wurde nach beabsichtigter
,,Uberfirbung* zu kurz diffe-
renziert (zu wenig Farbstoff
ausgewaschen).

Es wurde ein ungeeigneter
Farbstoff verwendet.

Ausstrich weitflichiger filhren
weniger Mikroorganismen-
material in den Wasser-
tropfen einbringen

Mikroskoptriebknopflangsam
bewegen

mehr Mikroorganismen-
material in den Wassertropfen
einbringen

Firbezeit reduzieren

Spiilzeit verlingern
Einwirkzeit des Differenzie-

rungsmittels (z. B. salzsaures
Athanol) verlingern

anderen Farbstoff verwenden



Fehler - Mégliche Ursache Korrektur

Mikroorganismen sind Firbezeit ist zu kurz Einwirkzeit der Farblosung

nicht oder schwach bemessen. " verlingern

gefirbt Es wurde zu lange gespiilt kiirzere Zeit spiilen bzw.
bzw. differenziert. differenzieren

Untergrund ist gefirbt  Priparat wurde ungeniigend  griindlich spiilen
gespiilt

Neben der Anfirbung der Mikroorganismen selbst besteht auch die Méglichkeit,
den Untergrund zu firben, auf dem sich dann die ungefirbten Mikroorganismen deut-
lich abheben. Zur Untergrundfirbung kann man beispielsweise Tusche verwenden,
da sie nicht in die Zelle einzudringen vermag. Dazu wird auf die rechte Seite eines
Objekttrigers neben einen Suspensionstropfen ein Tuschetropfen gesetzt, beide
Tropfen werden miteinander vermischt und mit einem schrig angelegten Deckglas
oder Objekttriger ausgestrichen (Abb. 41/1).

7/
Deckglas
2 7 .
Tuschetropfen
: /- ; Bakterienmaterial in einem Wassertropfen
———Objekttrager
Abb. 41/1 Herstellung eines Tuschepriparates
1 und 2 bed feinanderfolgende Ausziehrichtungen

Will man Mikroorganismen im lebenden Zustand beobachten, so bedeckt man den
Suspensionstropfen auf einem Objekttriger mit einem Deckglas.

Da allgemein Mikroorganismen, insbesondere Bakterien, ungefirbt nur schwer zu
erkennen sind, kénnen auch Lebendpriparate angefirbt werden. Einige Farbstoffe
(Vitalfarbstoffe) eignen sich in sehr geringen Konzentrationen zur Anfirbung leben-
der Organismen, beeintrichtigen aber hiufig ihre physiologische Leistung. Deshalb
ist es giinstiger, zur.Lebendbeobachtung ungefirbte Objekte zu verwenden. Bei
lingerer Beobachtungsdauer werden manche LebensiuBerungen der Mikroorganis-
men eingeschrinkt. Beispielsweise steht unbedingt Sauerstoff benstigenden Mikro-
organismen unter dem dicht aufliegenden Deckglas zu wenig Sauerstoff zur Ver-
figung. Insbesondere bei beweglichen Formen ist es deshalb vorteilhaft, sie im
»Héngenden Tropfen* zu beobachten. Die Priparation geschieht in der Weise, da
ein mit Plastilina-FiiBchen versehenes Deckglas, an dem ein Tropfen Mikroorganis-_
mensuspension hingt, iiber den Hohlschliff eines Objekttrigers gesetzt wird, so daB

Deckglas

Tropfen —

Plastilina- Filichen —y ~_J T
Hohlschiiff-Objektriger { 1

Abb. 41/2 Hingender Tropfen
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seitlich Luft ungehindert hinzutreten kann (Abb. 41/2). In diesem Priparat werden
auBerdem durch Wasserstrémung verursachte passive Bewegungen der Organismen
weitgehend ausgeschlossen. ’

Vor der Herstellung eines mikroskopischen Priparats soll man sich genau iiber-
legen, mit welcher Priparationsmethode das beabsichtigte Ziel am besten erreicht
werden kann.

2.5. Beschaffung von Mikroorganismen’

Im Gegensatz zu Chemikalien und Glaswaren kann man Mikroorganismenkulturen
nicht iiber Handelseinrichtungen beziehen. Zwar gibt es wissenschaftliche Insti-
tutionen, die fiir Forschungslaboratorien Mikroorganismenkulturen zur Verfiigung
stellen. Fir schulische Zwecke sind solche Stammkulturen in der Regel nicht zuging-
lich. Aus diesem Grund ist es fur Arbeitsgemeinschaften notwendig, andere Quellen
zu erschlieBen.

Einige Kulturen kann man aus Betrieben, die Mikroorganismen als Produktions-
grundlage haben, beziehen. Bestimmte Bakterien- und Pilzkulturen aus Molkereien
kénnen fiir viele mikrobiologische Experimente verwendet werden. Hefen sind vor
allem in Bickereien und Brauereien erhiltlich.

Der groBte Teil der fir die Experimente erforderlichen Mikroorganismen kann
natiirlichen Substraten wie Boden und Wasser entnommen werden. Aus ihnen kann
eine Vielzahl von Mikroorganismen isoliert werden.-Nur selten wird es im Rahmen
einer Arbeitsgemeinschaft méglich sein, die Mikroorganismenart zu bestimmen, die
man kultiviert hat. Fiir viele Experimente ist das jedoch auch nicht erforderlich.

In Ausnahmefillen kann sich fir Arbeitsgemeinschaften auch die Méglichkeit ergeben,
bestimmte Mikroorganismenkulturen von nahegelegenen wissenschaftlichen Einrich-
tungen zu erhalten.

2.6. Anlage und Auswertung von mikrobiologischen
Experimenten
» Das praktische Arbeiten mit Mikroorganismen fiihrt dann zu

hohem Erkenntnisgewinn, wenn die Experimente gut durchdacht,
zweckmiBig angelegt und ausgewertet werden. Vor der Durch-
fiilhrung eines Experiments ist deshalb die gegebene Anleitung
dazu griindlich durchzulesen und der Ablauf des Experiments
gedanklich vorzubereiten. -

Wenn man die einzelnen Arbeitsschritte geplant hat, stellt man das erforderliche
Material auf dem Arbeitstisch zusammen. Nachdem die gedankliche und die materielle
Vorbereitung abgeschlossen sind, kann mit der Durchfilhrung des Experiments ent-
sprechend der Anleitung begonnen werden. Von Anfang an muB man darauf achten,
daB alle Versuchsvarianten, aber auch die einzelnen Glieder einer jeden Variante
eindeutig gekennzeichnet werden (z. B. Beschriftung, Farbmarkierung). Wahrend
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beispielsweise verschiedene Bodenarten als Varianten zu betrachten sind, stellen die
einzelnen zu einer Bodenart gehdrigen Proben die Glieder einer Variante dar. Im
einfachsten Fall besteht eine Variante aus nur einem Versuchsglied. Es ist jedoch
vorteilhaft, mehrere Glieder je Variante (Wiederholungen; Parallelen) vorzusehen,
um verallgemeinernde Aussagen treffen zu kénnen.

Zu jedem Experiment ist ein lbersichtliches Protokoll zu fiihren, in dem alle Arbeits-
schritte, Beobachtungen, Teilergebnisse und das Gesamtergebnis iibersichtlich fest-
gehalten werden. Das Protokoll enthilt: die Nummer des Experiments, die Quellen-
angabe fiir die Arbeitsanleitung, die gegebene Aufgabe, die Angabe der Zeit des An-
satzes fiir das Experiment (Datum und bei Kurzzeitexperimenten in der Regel auch die
Uhrzeit). AuBerdem werden die wichtigsten Arbeitsschritte genannt. Wenn sich An-
derungen bzw. Erginzungen bei der Durchfiihrung gegeniiber der Anleitung des Experi-
ments ergeben, ist das im Protokoll zu vermerken. Besonders wichtig ist im Protokoll
die Ergebnisdarstellung. Sie umfaBt die textliche Beschreibung, die Anfertigung von
Abbildungen in Form von Zeichnungen, Fotografien und grafischen Darstellungen
und Ubersichten (z. B. Tabellen). Die textliche Beschreibung soll kurz, prignant und
sprachlich klar abgefaBt sein. Wo sich die Méglichkeit der bildhaften und grafischen
Darstellung bietet, sollte man diese bevorzugen, da sie iibersichtlicher ist.

Das Anfertigen einer Zeichnung von Objekten setzt griindliches Betrachten des
Priparats voraus. Die Zeichnung soll ein naturgetreues Abbild des Objekts sein,
das mit deutlicher Linienfiihrung geniigend groB angefertigt wird. Eine solche Zeich-
nung kann verschieden stark abstrahiert werden. Skizzen und Schemata zeigen die
wesentlichen Eigenschaften des Objektes unter Vernachlissigung unwichtiger Einzel-
heiten. Eine Fotografie liefert einen authentischen Beleg vom Objekt, der jedoch
neben wesentlichen Merkmalen auch unbedeutende Einzelheiten enthilt.

Zur Fotografie von Mikroorganismen bendtigt man eine mikrofotografische Ein-
richtung, die zusammen mit der Kamera auf das Mikroskop aufgesetzt wird. Diese
teure und wertvolle mikrofotografische Einrichtung wird aber nicht unbedingt im
Rahmen der Arbeitsgemeinschaft ,,Mikrobiologie gebraucht, um mikrobiologische
Ergebnisse festzuhalten. Fiir Makroaufnahmen, z. B. das Fotografieren von Nihr-
bodenplatten, Kulturréhrchen u. 4., eignet sich bereits jede in der Amateurfotografie
iibliche Kamera ohne Zubehér.

Ergebnisse eines Experiments sind hiufig Werte, die sich gut in Form von Kurven-,
Siulen- oder Kreisdiagrammen darstellen lassen. Wenn ein Ablauf eines Prozesses
wiedergegeben werden soll, empfiehlt es sich, ein Kurvendiagramm zu wihlen.
Handelt es sich nicht um Abliufe, sondern um die Darstellung einiger weniger Ab-
hingigkeiten, so zeichnet man ein Siulendiagramm. Mit einem Kreisdiagramm kann
man vorteilhaft das Verhiltnis von Einzelteilen zur Gesamtheit ausdriicken.

In Tabellen werden in der Regel statistisch aufbereitete Zahlenwerte in iibersicht-
licher Anordnung zusammengefaBt. In den Anleitungen fiir die Durchfiihrung der
Experimente ist hiufig die Art der Auswertung vorgegeben. In solchen Fillen wird
die Ergebnisbeschreibung durch das Protokoll lediglich erginzt.

Nachfolgend sollen zur statistischen Auswertung von Ergebnissen einige grund-
sitzliche Hinweise gegeben werden:

Die einzelnen Glieder einer Variante liefern MeBwerte, die nur eine Auswahl aus der
Gesamtheit (Grundgesamtheit) der méglichen Glieder darstellen. Die Grundgesamt-
heit ist meist zu umfangreich, um alle ihre Glieder untersuchen zu kénnen. Wollte
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man z. B. die Anzahl der Mikroorganismen in einem See genau ermitteln, miiBte man
das gesamte Seewasser in die Untersuchung einbeziehen. Da das nicht méglich ist,
nimmt man Stichproben. Die Anzahl der zu untersuchenden Proben (Stichproben-
umfang) muB so bemessen sein, daB sich daraus ein reprisentativer Durchschnitts<
wert errechnen liBt. Dieser Durchschnittswert wird als Mittelwert (x) bezeichnet.
Man erhilt ihn, wenn man die Summe der Einzelwerte durch die Anzahl der Werte
(Stichprobenumfang) dividiert.

~ ¥x x = Einzelwert
X=—
n

n = Anzahl der Werte

| Beispiel: 10 Wasserproben zu je 1 ml werden auf ihren Mikroorganismen-
gehalt untersucht.

Probe Nr. Anzahl der Mikroorganismen/1 m| Wasser
1320
1211
709
309
3000
1765
1229
2778
705
1884

3 x = 14910

14910
10

CVEONOUL A WN=

-

X = = 1491

Der Mittelwert betrigt 1491 Mikroorganismen.

In 1 ml Seewasser befinden sich demnach durchschnittlich 1491 Mikroorganismen.
Es ist einfach, die Anzahl der Mikroorganismen im gesamten Seewasser zu berechnen,
wenn das Volumen des Sees bekannt ist. Die 8kologischen Besonderheiten werden
hierbei natiirlich nicht beriicksichtigt.

Hiufig werden neben dem Mittelwert auch die Streuung der Einzelwerte (Standard-
abweichung) und die Streuung des Mittelwertes (Standardfehler) erfaBt, da diese
Auskunft iiber die Streubreite der Einzelwerte bzw. des Mittelwertes geben. Stan-
dardabweichungen und Standardfehler sind dann klein, wenn die Einzelwerte dicht
beieinander liegen. Die Standardabweichung (s) berechnet man nach

>d2 d = Differenz zwischen Einzelwert
S=Vn=-1 und Mittelwert

Die Berechnung des Standardfehlers erfolgt nach der Gleichung
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Standardabweichung oder Standardfehler werden mit positivem und negativem
Vorzeichen (+) hinter den Mittelwert (x) gesetzt, wodurch der Schwankungsbereich
der Einzelwerte bzw. des Mittelwertes gekennzeichnet wird. Im Rahmen der Aus-
wertung biologischer Versuche erginzt man den Mittelwert in der Regel durch
Angabe des Standardfehlers.

| | Beispiel: Der Mittelwert des Mikroorganismengehaltes in 1 ml Seewasser
betrigt 1491 Mikroorganismen.
x = 1491
Probe Nr. d d2
1 - 17 29241
2 — 280 78400
3 - 782 611524
4 —1182 1397124
5 +1509 2277081
6 + 274 75076
7 — 262 68644
8 +1287 1656369
9 — 786 617796
10 + 393 154449
6965704

6965704
Ss=of—9

s = 879,7

Die Standardabweichung betrigt +879,7.
Der Standardfehler berechnet sich aus

879,7
Sg = ——
* J1o
Der Standardfehler betrigt +278,2.

sz = 2782

Entsprechend unserer Berechnung befinden sich in 1 ml Seewasser 1491 + 278 Mikro-
organismen.

Beim Vergleich mehrerer Varianten fallen Unterschiede zwischen den einzelnen
Mittelwerten auf, die mit Hilfe spezieller statistischer Verfahren auf ihre Bedeutsam-
keit (Signifikanz) geprift werden konnen. Diese komplizierten mathematischen
Verfahren sollen hier nicht behandelt werden. Als Faustregel kann aber gelten, daB
im allgemeinen ein Unterschied zwischen zwei Mittelwerten dann als statistisch
gesichert anzusehen ist, wenn er gréBer ist als der dreifache Wert des groBeren der
beiden Standardfehler.

Die in das Protokoll eingetragenen Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt dis-
kutiert. Unter der ,,Diskussion‘* versteht man eine auf Grund der vorhandenen
Kenntnisse und gemachten Erfahrungen persénliche Stellungnahme zur eigenen
Arbeit und der dadurch gewonnenen Ergebnisse. Bei der Besprechung der Befunde
sollte insbesondere die Richtigkeit der Ergebnisse abgeschitzt werden. Liegen un-
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wahrscheinliche Resultate vor, sollte nach Fehlern und deren Erklirung gesucht
werden. Die Diskussion ist mit der Formulierung von SchluBfolgerungen, die sich
von den Ergebnissen herleiten, abzuschlieBen.

Der letzte Abschnitt des Protokolls dient der Zusammenfassung der Ergebnisse. In
ihr sind die wesentlichsten durch das Experiment gewonnenen Erkenntnisse in knap-
per Form darzulegen.
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3. AuBere Gestalt und innerer Bau der Mikroorganismen

| 2 Mikroorganismen, die sich hinsichtlich ihrer duBeren Gestalt und
des inneren Baues ihrer Zellen wesentlich voneinander unter-
scheiden, werden verschiedenen systematischen Gruppen zu-
geordnet,

Obwohl es innerhalb einer Gruppe beachtliche GréBenunterschiede zwischen ein-
zelnen Organismen geben kann, gilt, daB Bakterien und Blaualgen die kleinsten Ver-
treter der Mikroorganismen sind. Algen, Pilze und Protozoen sind meist um ein
Mehrfaches groBer (Abb. 48/1).

3.1. AuBere Gestalt und innerer Bau der Bakterien

| 4 Die Gestalt der Bakterien ist kugel-, stibchen-, komma- oder
schraubenférmig. Bakterien kdnnen einzeln oder zu mehreren
zusammenliegen und dann paketartige Gruppen, Ketten oder
Fédden bilden (Abb. 49/1).

Die GréBe einer Bakterienzelle ist von Art zu Art recht unterschiedlich. Wahrend
Mikrokokken, die zu den kleinsten Bakterien gehdren, einen Durchmesser von
0,2 um bis etwa 1 um aufweisen, kénnen schraubenférmige Bakterien eine Linge bis
zu 100 um erreichen. Bakterien sind beweglich oder unbeweglich; bewegllche For-
men tragen bis auf wenige Ausnahmen GeiBeln.

Bakterienzellen (Abb. 49/2) haben keinen abgegrenzten Zellkern, sondern ein Kern-
dquivalent.

Da die meisten Bakterienarten kein Chlorophyll besitzen, fiihren sie keine Photo-
synthese'durch. Als Inhaltsstoffe kénnen bestimmte Kohlenhydrate, Fette und Ei-
weiBe in Bakterien enthalten sein.

Einige Bakterien bilden Sporen, die gegeniiber duBeren Einflissen sehr widerstands-
fihig sind und demzufolge ungiinstige Verhiltnisse iberdauern kénnen.

Die Vermehrung der Bakterien erfolgt durch Zellteilung, die bei stibchenférmigen
Zellen senkrecht zur Lingsachse verliuft. Infolge der hohen Vermehrungsrate treten
Bakterien unter giinstigen Bedingungen massenhaft auf. Sie besiedeln -nahezu alle
Lebensriume; zahlreiche Arten sind Krankheitserreger.
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o
Bakterien

Blaualgen

Algen

Bacillus subtilis

Croococcus turgidus

Cosmarium bolrytis

1

Pilze

Penicillium spec.

Abb. 48/1 GroBe einiger Mikroorganismen
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Abb. 49/1 (S. 49 oben)
Bakterienformen

Abb. 49/2 (S. 49 unten)
Bau einer Bakterienzelle

Po Polyphosphate

Ps  Polysaccharide

La Lamellenkdrper

N  Kerniquivalent
(Nukleoid)

Zm Zytoplasmamembran

Zw Zellwand

M Mesosom

K  Kapsel

Rb Ribosomen

Zp Zytoplasma

Li Lipidtropfen

Ba Basalkorper

Ge GeiBel
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3.1.1. Formen von Bakterien

Auf einem geeigneten Nihrsubstrat kann sich eine Bakterienzelle rasch teilen. Da
sich die neugebildeten Zellen immer wieder teilen, entsteht eine bereits mit bloBem
Auge sichtbare Ansammlung von Bakterien, die als Kolonie bezeichnet wird und je
nach der Bakterienart eine charakteristische Gestalt aufweist.

Um jedoch die Form von Einzelzellen deutlich erkennen zu kdnnen, macht es sich
erforderlich, die Bakterien mikroskopisch zu beobachten, wobei es giinstig ist, sie
zuvor anzufirben oder auf einem dunklen Grund darzustellen.

® Beobachten Sie das Entstehen von Mikroorganismenkolonien auf einer Fang-
platte ! Richten Sie sich dabei nach der Anleitung zu Experiment 1! Beach-
ten Sie die Festlegungen zum Arbeitsschutz (/ S. 18 ff.) !

v Experiment 1: Erkennen von Bakterienformen
O Zeit:
Dauer des Experiments: 2 Tage
Ansatz: 90 Min.
Auswertung: in Abstinden von mehreren Stunden je 5 Min.

nach 2 Tagen 60 Min.

Material:

sterile Petrischale

Objekttriger

Deckgliser

Tusche nach BURRI

sterilisiertes Hochschichtréhrchen mit Nahragar |,

wenn Nihragar | nicht vorhanden: Nihrgelatine (Rezept / S. 154)

Durchfiihrung:
Ansatz

- Verflissigen Sie den Nahragar eines Hochschichtrohrchens im Wasserbad bei
100 °C und lassen Sie ihn auf etwa 50 °C abkiihlen!

Bei Verwendung von Nihrgelatine Arbeitsanleitung zu Experiment 23 beachten!

— GieBen Sie den noch fliissigen Agar in eine sterile Petrischale!

— Nehmen Sie nach dem Erstarren des Agars den Petris¢halendeckel ab und lassen Sie
die Schale 45 Min. offen im Arbeitsraum stehen, um Mikroorganismen aus der
Luft einzufangen!

— Legen Sie nach dieser Zeit den Deckel wieder auf und setzen Sie die Fangplatte
mit dem Schalenboden nach oben in den Brutschrank (Bebriitungstemperatur:
28 °C)!

Beobachtung

— Priifen Sie in mehrstiindigen Abstinden die Fangplatte auf Erscheinen von Kolo-
nien!
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Abb. 51/1 Formen von
Bakterienkolonien
Profil:

1 flach

2 erhaben

3 konvex

4 knopfférmig

5 nabelférmig

Rand:

6 glatt
_@_ 7 wellenférmig

4 8 gelappt
9 schwach gekerbt (mit Vertiefungen)
10 gesigt

n 11 veristelt

|
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Holen Sie nach 2 Tagen die Platte aus dem Brutschrank! Wihlen Sie unter den
gewachsenen Kolonien einige aus, die ein schleimiges oder teigartiges Aussehen
zeigen und von denen Sie vermuten, daB es Bakterienansammlungen sein kénnen!

- Beschreiben Sie die Formen dieser Kolonien (Abb. 51/1)!

- Entnehmen Sie mit der vorher ausgegliihten Impfése von jeder der ausgesuchten
Kolonien etwas Material und stellen Sie davon Tuschepriparate her (/7 S. 41)!

- Betrachten Sie die Priparate mit Hilfe eines Immersionsobjektivs unter dem
Mikroskop! Versuchen Sie zu entscheiden, ob es sich um Bakterien oder Vertreter
einer anderen Mikroorganismengruppe handelt!

— Stellen Sie von den als Bakterien erkannten Mikroorganismen die auftretenden
Formen fest; vergleichen Sie, was Sie sehen mit der Abbildung 49/1! Beachten Sie
auch die Art der Zusammenlagerung von Bakterienzellen!

(Achtung: Bakterienmaterial von der Fangplatte wird fiir Experiment 3, 4, 33, 50
und 51 bendtigt.)

Auswertung: Welche Mikroorganismenformen haben Sie auf der Fangplatte gefun-
den? Ziehen Sie SchluBfolgerungen beziiglich des Vorkommens und der Vermehrung
von Bakterien!

3.4.2, Sporen von Bakterien

| 4 Bei bestimmten . Bakterienarten bilden sich im Verlaufe der
Entwicklung im Inneren von Zellen Sporen aus. Sie weisen nur
eine sehr geringe Stoffwechselaktivitit auf und sind relativ
unempfindlich (resistent) gegeniiber Austrocknung, Hitzeeinwir-
kung und dem EinfluB vieler Chemikalien. Die Sporenwand ist
fiir zahlreiche Substanzen nicht oder nur schwer durchlissig; auch
Farbstoffe werden von der Spore in nur ganz geringer Menge
aufgenommen.
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o Weisen Sie nach, daB8 Bakterien Sporen bilden kénnen! Setzen Sie dazu einen
HeuaufguB an! Richten Sie sich dabei nach der Anleitung von Experiment 2!

v Experiment 2: Nachweis von Bakteriensporen

Zeit:

Dauer des Experiments: etwa 1 Woche
Ansatz:, 15 Min.
Auswertung: 60 Min.

Material:
Heu
Becherglas (11)
Glasplatte
Objekttriger
Malachitgriinlésung (7,6 %ig)
Safraninlésung (0,25%ig)
Durchfiihrung:
Ansatz
- Kochen Sie in einem Becherglas eine Handvoll Heu, das mit Leitungswasser
bedeckt wurde, etwa 5 Min.!
- Decken Sie das Becherglas ab und lassen Sie den AufguB zur Entwicklung von
Mikroorganismen einige Tage stehen!
An der Oberfliche vermehrt sich hauptsichlich der Heubazillus (Bacillus subtilis).

Beobachtung

- Wenn sich auf der Oberfliche des Heuaufgusses eine Kahmhaut gebildet hat,
nehmen Sie mit einer Impfése davon etwas Material ab und bringen es auf einen
Objekttriger!

- Stellen Sie einen Ausstrich her, und lassen Sie diesen trocknen!

- Fixieren Sie das Priparat, indem Sie den Objekttriger mindestens 20mal durch eine
Bunsenbrennerflamme fithren!

- Bedecken Sie den gesamten Ausstrich mit Malachitgriinlésung, und lassen Sie den
Farbstoff 10 Min. einwirken!

- Spiilen Sie danach die Farblésung mit Wasser ab!

- Tropfen Sie anschlieBend Safraninlésung auf, die nur 20 Sek. auf den Ausstrich
einwirken darf!

- Spiilen Sie das Priparat erneut mit Wasser ab, und lassen Sie es trocknen! .

- Mikroskopieren Sie unter Verwendung eines Immersionsobjektivs das Préparat!
Ermitteln Sie die Zellform und die Lage der Bakterien zueinander!

(Achtung: Der Heubazillus wird auch fiir Experiment 5 benétigt!)

Auswertung:

Priifen Sie, ob griine, ovale Kérper auftreten, die hiufig noch im Innern der urspriing-
lichen, im Priparat rotgefirbten Bakterienzelle liegen! Sie beweisen, daB der Heu-
bazillus Sporen gebildet hat.
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3.1.3. Zellwand der Bakterien

Die Bakterienzellen sind von einer Zellwand umgeben. Nach dem Bau der Zellwand
lassen sich die Bakterien in zwei Gruppen einteilen. Diese unterscheiden sich in
ihrem Verhalten gegeniiber bestimmten Farbstoffen. Nach einer von GRAM 1884
eingefiihrten Firbung bezeichnet man die Mikroorganismen, die infolge ihrer Zell-
wandstruktur bestimmte Anilinfarbstoffe bei nachfolgender Jod-Kaliumjodid-Behand-
lung gegeniiber Athanol festzuhalten vermagen, als grampositiv. LaBt sich der Farb-
stoff durch den Alkohol auswaschen, so handelt es sich um gramnegative Organismen;
sie kénnen durch einen zweiten Farbstoff angefirbt werden. Die Unterschiede im
Bau der Zellwand grampositiver und gramnegativer Bakterien sind in Abbildung 53/1
dargestellt.
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Abb. 53/1 Bau der Zellwand grampositiver und gramnegativer Bakterien

[ ) Betrachten Sie Bakterien, die Sie nach der Anleitung zu Experiment 3 behan-
delt haben, unter dem Mikroskop! Stellen Sie fest, ob sich im Prédparat gram-
positive oder gr gative Bakterien befinden! :

v Experiment 3: Gramfirbung von Bakterien

o Zeit:
Dauer des Experiments: 60 Min.

Material:

Fangplatte von Experiment 1
Objekttriger

kleiner Trichter

kleiner Faltenfilter
Gentianaviolettphenolldsung

verdiinnte Fuchsinphenollésung
Jod-Kaliumjodid-Lésung zur Gramfirbung
96%iges Athanol

Uhr mit Sekundenzeiger oder Stoppuhr

Durchfiihrung:

— Entnehmen Sie von einer Fangplatte (/ S. 50) Bakterienmaterial!
— Fertigen Sie ein Ausstrichpréparat an, und lassen Sie es trocknen!
- Fixieren Sie das Priparat!
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- Lassen Sie durch einen kleinen Faltenfilter Gentianaviolettphenolldsung auf den
Ausstrich tropfen und die Farblésung 2 Min. einwirken!

- GieBen Sie die Farblésung vom Objekttriger ab! Geben Sie anschlieBend Jod-
Kaliumjodid-L&sung auf den Ausstrich!

- Spiilen Sie nach 1 Min. die Jodidlsung mit 96%igem Athanol ab, und lassen Sie den
Alkohol so lange einwirken, bis vom Priparat keine Farbwolken mehr aufsteigen!

- Kippen Sie das Athanol vom Objekttriger ab, und fithren Sie eine Gegenfirbung
mit verdiinnter Fuchsinphenollésung durch!

- Spiilen Sie nach 15 Sek. die Farblésung mit Wasser ab, und lassen Sie das Priparat
trocknen!

Auswertung: Beurteilen Sie durch Betrachten im Mikroskop, ob die fiir den Aus-
strich verwendeten Bakterien grampositiv (violett) oder gramnegativ (rot) sind!

3.1.4. BegeiBelte Bakterien

| 4 Bewegliche Bakterien kdnnen eine GeiBlel oder mehrere GeiBeln
tragen.

Diese Bewegungsorganelle sitzen entweder polar an oder sind iiber die Oberfliche
der Zelle verteilt. Es gibt Bakterien, beispielsweise Spirillen, die GeiBelbiischel
besitzen. Auf das Vorhandensein von GeiBeln kann indirekt geschlossen werden,
wenn die Bakterien aktiv beweglich sind. Der direkte Nachweis von GeiBeln ist durch
Beobachtung im Dunkelfeld oder durch eine spezifische Firbung der Bewegungs-
organellen méglich.

[ ] Priifen Sie, ob Sie auf der Fangplatte von Experiment 1 geiBeltragende Bak-
terien finden! Handeln Sie dabei nach der Anleitung zu Experiment 4!

Experiment 4: Nachweis von BakteriengeiBeln

0O Zeit:
Dauer des Experiments: 120 Min.

Material:

Schweinejauche [!]

Fangplatte von Experiment 1 (Bakterienkulturen nicht ilter als 48 Std.)
Hohlschliffobjekttriger

Objekttriger

Deckglaser

Pipette

Plastilina

96%iges Athanol

Fuchsinlésung nach LEIFSON
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Durchfiihrung:

A: — Untersuchen Sie etwas Schweinejauche im Hingenden Tropfen (Priparation
/' S.41)! Verfolgen Sie im Sehfeld die sich bewegenden Mikroorganismen! [!]
- Unterscheiden Sie zwischen Formen, die aktiv einen Ortswechsel durch-
fithren, d. h. sich rasch iiber das Sehfeld bewegen, und Formen, die nicht eigen-
beweglich sind und daher nur mehr oder weniger um einen Punkt pendeln!
— Beobachten Sie in dem Jauchetropfen insbesondere die auffillig groBen Spiril-
len! Am Rand des eintrocknenden Tropfens kénnen Sie u. U. den langsamer
werdenden Schlag der GeiBelbiischel sehen.

B: — Machen Sie die GeiBeln durch Firbung sichtbar!

— Spiilen Sie einen Objekttrager mehrmals mit 96%igem Athanol!

— Setzen Sie in die Nihe des Randes der Schmalseite des getrockneten Objekt-
trigers einen Jauchetropfen, und lassen Sie diesen lings iiber die Objekttrager-
fliche laufen!

— Tragen Sie nach dem Trocknen der Tropfenspur Fuchsinldsung (nach LEIFSON)
auf und lassen Sie die L&sung etwa 15 Min. einwirken!

— Spiilen Sie die Fuchsinldsung mit Wasser ab und lassen Sie das Priparat an der
Luft trocknen!

— Betrachten Sie das Praparat mittels Olimmersion und suchen Sie nach Spirillen,
an deren Kérperenden GeiBelbiischel in Form relativ dick erscheinender
Stringe sitzen!

C: - Priifen Sie die Bakterien einer Kolonie von der Fangplatte ebenso wie den
Jauchetropfen auf Beweglichkeit im Hingenden Tropfen!

— Wenn Sie aktiv bewegliche Bakterien gefunden haben, versuchen Sie, deren
GeiBeln ebenfalls mit der oben genannten Firbemethode nachzuweisen!

Auswertung:

Beschreiben Sie die im Experiment erhaltenen Ergebnisse! Vergleichen Sie die Ergeb-
nisse bei den verschiedenen beobachteten Objekten!

3.1.5. Kerniquivalent der Bakterien

| 4 Das Kerniquivalent der Bakterien ist der wichtigste Triger ihrer
Erbinformation. Sie ist in der DNS (D yribonukleinsiure)
lokalisiert, die durch Firbung nachweisbar ist.

[ Weisen Sie das Kerndquivalent in Bakterien durch Férbung nach! Handeln
Sie dabei nach der Anleitung zu Experiment 5!

v Experiment 5: Nachweis des Kerniiquivalents bei Bakterien
Zeit:
Dauer des Experiments: 1 Tag
Ansatz: 15 Min.
Auswertung: 90 Min.
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Material:

Bacillus subtilis (s. Experiment 2)

Objekttriger

Petrischale

MeBzylinder (25 ml)

Tropfpipette

Farbekiivette mit Methanol [!]

Becherglas (50 ml) mit N/1 HCI

Giemsa-Stamml&sung [!]

Phosphatpuffer (1,14 g Na,HPO, und 0,49 g KH,PO,
in 1| abgekochtem dest. Wasser 16sen),

sterilisiertes Nihragar-Rohrchen (Schrigagar)

Durchfiihrung:

- Streichen Sie aus Bacillus subtilis bestehendes Kahmhautmaterial auf Schrigagar
aus!

- Kultivieren Sie die Bakterien bei 28 °C 24 Std.!

~ Entnehmen Sie von dieser Kultur etwas Material, und fertigen Sie auf einem Objekt-
triger einen Ausstrich an!

— Lassen Sie den Ausstrich an der Luft trocknen!

- Fixieren Sie das Priparat 5 Min. in Methanol, und spiilen Sie es anschlieBend mit
Wasser ab! [!]

— Stellen Sie den Objekttrager fiir 10 Min. in N/1 Salzsiure, die in einem Wasserbad
bei einer Temperatur von 65 °C gehalten wird!

- Spiilen Sie das Priparat erneut mit Wasser, und legen Sie es in eine Petrischale!

- Geben Sie 10 Tropfen Giemsa-Stammlésung zu 10 ml Phosphatpuffer, mischen
Sie beides vorsichtig, und gieBen Sie die Farblésung auf den Ausstrich! [!]

- Spiilen Sie das Priparat nach etwa 30 Min. mit Phosphatpuffer, und lassen Sie es
trocknen!

- Betrachten Sie die Bakterien mit dem Immersionsobjektiv! Rot gefirbte Strukturen
geben die Lage der Kernsubstanz in den Heubazillus-Zellen an.

- Stellen Sie fest, ob sich rote Strukturen im Priparat befinden!

Auswertung:

Zeichnen Sie die Lage dieser Strukturen in die UmriBskizzen eines Bazillus ein!

il
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3.2, AuBere Gestalt und innerer Bau der Blaualgen

| g Blaual (Zyanobakterien) sind einzellige, meist kugelférmige
oder meﬁrzelllge, in der Regel fadenférmige Mikroorganismen.

Die Einzelzellen sind hiufig von dicken Gallertschichten umgeben, die mehrere Zellen
miteinander verbinden (Abb.57/1). Die GréBe der Blaualgen schwankt in einem
ziemlich weiten Bereich. Wihrend kleine kugelige Formen einen Durchmesser von
wenigen Mikrometern (wm) haben, kénnen fadenférmige Vertreter eine Linge von
mehreren hundert Mikrometern erreichen.

Einzelzelle

Gallerte Abb. 57/1 Kugel- und

fadenférmige Blaualgen

Ebenso wie die Bakterien besitzen die Blaualgen keinen deutlich abgegrenzten Zell-
kern, sondern ein Kerniquivalent, und keine deutlich gegen das Plasma abgegrenzten
Plastiden. Als typische Farbstoffe kommen Chlorophyll a, Karotinoide, Phykozyan
und bei manchen Arten Phykoerythrin vor. In den Zellen kann als Reservestoff sog.
Zyanophyceenstirke in Form von Zyanophyzinkérnchen abgelagert werden. Zum
Uberdauern ungiinstiger Bedingungen werden in manche Zellen bevorzugt ver-
schiedene Reservestoffe eingelagert und dicke Winde ausgebildet, so daB Dauer-
zellen (Zysten) entstehen.

| Die Vermehrung der Blaualgen erfolgt ungeschlechtlich durch
Zellteilung, wobei sich die neuen Querwinde irisblendenartig
einschieben. AuBerdem gibt es einige weitere ungeschlechtliche
Vermehrungsformen. Blaualgen sind iiber die gesamte Erde ver-
breitet und besiedeln i dere Gewisser, feuchte Béden und
andere feuchte Standorte.
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3.24.

Formen von Blavalgen

Blaualgen werden entsprechend ihrer Gestalt zwei systematischen
Gruppen zugeordnet. Die kugeligen, oft von dicken Gallert-
schichten umgebenen Formen gehdren zu den Chroococcales, die
fidigen Formen zu den Hormogonales.

Da die Blaualgen Farbstoffe besitzen, sind sie ohne zusitzliches Anfirben im Mikro-
skop leicht zu erkennen.

[ Suchen Sie nach Vorkommen von Blaualgen in der Natur! Das ist nicht ein-
fach. Ausgehend von der Leb ise dieser Mikroorgani kann man-
an sehr feuchten Blumentipfen, an nassen Wanden in Gewdchshéusern oder
in sumpfigen Boden nach ihnen suchen. Im Spdtsommer kann man auch
Wasserproben aus Binnenseen entnehmen, deren Oberfliche blaugriin gefrbt
ist (,,Wasserbliite").

Beobachten Sie Blaualgen mit dem Mikroskop! Richten Sie sich dabei nach
der Anleitung zu Experiment 6!

v Experiment 6: Nachweis von Blaualgen

Zeit:
Dauer des Experiments: 60 Min.
Material:
GlasgefiB mit VerschluB fiir Probenahme
Spatel
Pripariernadel
Objekttriger
Deckgliser
Durchfiihrung:

- Entnehmen Sie an dem von |hnen ausgewihlten Standort etwas Material, das ver-
mutlich Blaualgen enthilt!

Stellen Sie im Labor ein Frischpréparat davon her, indem Sie etwas von dem festen

Material auf einem Objekttréiger zerkleinern, in einem Wassertropfen suspen-
dieren und mit einem Deckglas abdecken! Wenn eine Wasserprobe verwendet
wird, bringen Sie einen Tropfen auf den Objekttriger und bedecken Sie das Pri-
parat gleichfalls mic einem Deckglas!

- Durchmustern Sie das Priparat auf Vorhandensein von mehr oder weniger blau-
griinen, mitunter auch rétlichen Formen und versuchen Sie, diese den beiden
Hauptgruppen der Blaualgen zuzuordnen!

Auswertung:

Zeichnen Sie die gefundenen Blaualgenformen! Tragen Sie zusammen, was Sie iiber
die Bedeutung von Blaualgen erfahren kénnen!
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33. AuBere Gestalt und innerer Bau der Algen

| 4 Einzellige oder wenigzellige Algen werden zu den Mikroorganis-
men gerechnet. Zu ihnen gehdren Flagellaten, Kieselalgen und
viele Griinalgen (Abb. 59/1).

Grunalge
Chlorella vulgaris

Kieselalge
Pinnularia viridis
A Aufsicht
B Seitenansicht

Flagellat
Euglena gracilis

Abb. 59/1 Vertreter einiger Algen

Die duBere Form der einzelligen Algen ist sehr vielgestaltig. Es treten beispielsweise
kugel-, ei-, spindel-, halbmond- und sternférmige Zellen auf. Von mehrzelligen
Algen werden oft Fiden oder Flichen gebildet.

Es gibt bewegliche und unbewegliche Algen; die Fortbewegung erfolgt meist mit
Hilfe von GeiBeln. Wihrend kleine einzellige Algen, z. B. Zellen der Gattung Chlo-
rella, einen Durchmesser von etwa 20 um haben, erreichen die im Meer lebenden
groBen vielzelligen Braun- und Rotalgen Lingen bis zu 100 m. Diese' Formen sind
natiirlich nicht Gegenstand der Mikrobiologie.

» Alle Algenzellen besitzen einen Kern. Stets treten Plastiden auf,
die sehr unterschiedliche Farbstoffe, wie Chlorophylle, Karotine
und Xanthophylle enthalten.

Die photosynthetisch aktiven Farbstoffe erméglichen den Algen die Photosynthese.

Die durch Photosynthese gebildete Stirke kann als Reservestoff gespeichert werden.
Haufig kommen als weitere Reservestoffe Fette vor. '
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> Die Vermehrung der mikroskopisch kleinen Algen erfolgt un-
geschlechtlich durch Zellteilung oder Schwirmerbildung und
geschlechtlich durch Bildung von Gameten.

Algen sind vorwiegend Bewohner des SiiB- und Meerwassers. Einige Arten findet man
auch im Boden und an feuchtem Mauerwerk, auf Baumrinden oder an anderen feuch-
ten Stellen.

3.34. Formen von Algen

Die verschiedenen systematischen Gruppen der Algen (z. B. Flagellaten, Kieselalgen
und Griinalgen) unterscheiden sich in mehreren Merkmalen.

Flagellaten sind GeiBeln (Flagellen) tragende und daher bewegliche Einzeller. Sie
enthalten verschiedene Farbstoffe und sind dadurch meist griin oder gelbbraun
gefarbt.

Kieselalgen sind durch zwei Kieselsiureschalen gekennzeichnet, die hiufig sehr feine,
kunstvoll gestaltete Strukturen aufweisen. Mehrere Einzelzellen kénnen zu Bindern,
Fichern und Sternen vereinigt sein. Obwoh! die Kieselalgen eine groBe Formen-
mannigfaltigkeit zeigen, I4Bt sich die Gestalt der Einzelzelle auf eine rechteckige oder
kreisformige Grundfliche zuriickfiihren. Bei den langgestreckten Formen ist eine
gleitende Bewegung zu beobachten. Die Kieselalgen weisen eine braungelbe Firbung
auf.

Bei den Griinalgen treten neben einfach gebauten Zellen (z. B. Kugelform) auch
solche mit bizarrer Gestalt (z. B. asymmetrische Sternform) auf. Einzelzellen kénnen
zu charakteristisch gestalteten Zellverbinden zusammengelagert sein. Die Fort-
pflanzungszellen (Schwirmer bzw. Gameten) tragen hiufig GeiBeln. Griinalgen sind
meist intensiv griin gefarbt.

[ ] Bestimmen Sie verschiedene Algenformen im mikroskopischen Bild! Handeln
Sie nach der Anleitung zu Experiment 7!

v Experiment 7: Bestimmen verschiedener Algenformen

Zeit:
Dauer des Experiments: 120 Min.

Material:
Becherglas (500 ml)
Pipette
Objekttriger
Deckgléser
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Durchfiihrung:

— Schépfen Sie mit einem Becherglas aus einem Timpel oder Teich mit reicher
Ufervegetation etwas Wasser! &

- Stellen Sie von dieser Wasserprobe mehrere Frischpriparate her!

- Sehen Sie sich die Priparate unter dem Mikroskop an!

- Beobachten Sie unter den vorhandenen Mikroorganismen insbesondere die Algen!
Stellen Sie fest, ob sich darunter Flagellaten, Kieselalgen oder Griinalgen befinden!

— Zeichnen Sie von jeder vorkommenden systematischen Gruppe die am hiufigsten
auftretende Form!

(Achtung: Enthilt die Wasserprobe eine groBe Anzahl griiner Algeﬁ, kann sie fir
Experiment 8 verwendet werden.)

Auswertung:

Bestimmen Sie unter Nutzung einer Bestimmungstabelle fir Kernlose und Algen
[~ Schubert 1972] einige der im Priparat gefundenen Algen! Zu beriicksichtigen ist
jedoch, daB eine systematische Zuordnung allein aufgrund des duBeren Baues der
Organismen nicht immer méglich ist. Ermitteln Sie die ungefihre Anzahl der Ver-
treter der verschiedenen Gruppen im Priparat und schlieBen Sie daraus auf die Hau-
figkeit ihres Vorkommens in dem Gewisser, dem die Probe entnommen wurde!

Das Ergebnis solcher Untersuchungen hat groBe praktische Bedeutung. Vorkommen
und Hiufigkeit bestimmter Mikroorganismen geben Auskunft iber den Zustand
des Gewissers (z. B. Wassergiite, Nihrstoffgehalt)! [» Chemie des Wassers, 1982]

3.3.2. Chloroplasten in Algenzellen

Die Chloroplasten der Algen sind im Verhiltnis zum Zellvolumen hiufig beachtlich
groB und von ungewdhnlicher Form. Sie haben napf-, glocken-, sternférmige oder
andere Gestalt.

[ ) Suchen Sie nach verschiedenen Formen von Chloroplasten in Zellen von
Griinalgen!

v Experiment 8: Betrachten von Chloroplasten in Algenzellen

Zeit: 5
Dauer des Experiments: 60 Min.

Material:

Wasser aus einem Tiimpel oder Teich (evtl. Material von Experiment 7)
Pipette

Objekttriger

Deckglaser
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Durchfiihrung:

- Pipettieren Sie einen Tropfen der Wasserprobe auf einen Objekttriger, und legen
Sie ein Deckglas auf!

— Bringen Sie das Priparat auf den Objekttisch des Mikroskops, und suchen Sie bei
etwa 400facher VergréBerung nach griinen Algen!

- Verwenden Sie danach zur genauen Betrachtung der Chloroplasten das Immersions-
objektiv!

Auswertung:

Fertigen Sie UmriBskizzen verschieden gestalteter Algenzellen an, und zeichnen Sie
in diese die jeweils typischen Chloroplastenformen ein!

Versuchen Sie, sich eine riumliche Vorstellung von den Chloroplastenformen zu
machen!

3.3.3. Zellkern der Algen

| Bei allen Algen und allen héher entwickelten Organismen ist
ein Zellkern vorhanden, der durch eine Membran gegeniiber dem
Zellplasma abgegrenzt ist.

Die DNS (Desoxyribonukleinsiure) im Zellkern von Algen kann in methodisch
gleicher Weise nachgewiesen werden wie die DNS im Kerniquivalent der Bak-
terien.

[} Weisen Sie im Zellkern der Algen das Vorhandensein von DNS nach! Handeln
Sie nach der Anleitung zu Experiment 9!

v ‘ Experiment 9: Nachweis von DNS im Zellkern der Algen
Zeit:

Dauer des Experiments: 75 Min.

Material:

-Griinalgen

Objekttriger

Deckglaser

Petrischale

MeBzylinder (25 ml)
Tropfpipette

Firbekiivette mit Methanol [!]
Becherglas (50 ml) mit N/1 HCI
Giemsa-Stammlésung [!]
Phosphatpuffer (1,14 g Na,HPO, und 0,49 g¢ KH,PO,
in 1 | abgekochtem dest. Wasser)
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Durchfiihrung:

Fiir diesen Versuch bendtigt man Material, das eine groBe Anzahl einzelliger Griin-
algen enthilt. Man entnimmt es am besten griinen Beligen auf feuchtem Mauerwerk,
nihrstoffreichen Timpeln und Teichen oder Kulturen von Griinalgen (z. B. Chlorella).

— Stellen Sie einen dichten Ausstrich einer Algensuspension auf einem Objekttriger
her, und betrachten Sie ihn mikroskopisch, um festzustellen, ob sich geniigend
Griinalgenzellen im Priparat befinden!

- Sind reichlich Griinalgenzellen vorhanden, lassen Sie den Ausstrich trocknen!

- Fixieren Sie das Priparat, indem Sie es 5 Min. in Methanol stellen! [!]

— GieBen Sie Wasser iber den Objekttriger, und bringen Sie ihn anschlieBend in
65 °C heiBe N/1 Chlorwasserstoffsiure (HCI)!

- Spiilen Sie nach 10 Min. das Priparat mit Wasser, und legen Sie es in eine Petri-
schale!

— Bereiten Sie die Giemsalésung (,* S.56), und bedecken Sie damit den Ausstrich! [!]

- GieBen Sie nach 30 Min. die Farblésung ab, und lassen Sie reichlich Pufferlésung
iiber den Ausstrich laufen! Lassen Sie das Priparat trocknen!

Auswertung:

Die DNS-haltigen Zellkerne sind rot gefirbt. Schauen Sie sich die rotgefirbten Zell-
kerne bei starker VergréBerung an! Da das Chlorophyll durch das Fixierungsmittel
zumindest teilweise ausgezogen worden ist, heben sich die Kerne besonders gut ab.

3.4, AuBere Gestalt und innerer Bau der Pilze

Das System der Pilze wird zur Zeit von Pilzforschern (Mykologen) intensiv bearbeitet,
da die Stellung verschiedener systematischer Gruppen bisher noch nicht sicher be-
stimmt werden konnte. Es ist deshalb auch schwierig, die zu den Mikroorganismen
gehérenden Pilze nach systematischen Gesichtspunkten voneinander abzugrenzen.
Einem neueren System folgend, gehdren vorwiegend Vertreter nachstehender
Gruppen zu den Mikroorganismen: Urpilze (Chytridiomycetes), SproBpilze (Endo-
mycetes), Jochpilze (Zygomycetes) und Schlauchpilze (Ascomycetes).

> Der Vegetationskorper der Pilze besteht in der Regel aus Fiden
(Hyphen), deren Gesamtheit ein Geflecht (Myzel) bildet. Die
Hyphen ké durch Querwinde (Septen) unterteilt sein und
sich verzweigen.

Bei manchen Pilzen, beispielsweise den Hefen, ist das Myzel nur schwach entwickelt,
hiufig treten Einzelzellen auf (Abb. 64/1). Diese sind nur mit dem Mikroskop zu sehen,
wihrend Myzelien mit bloBem Auge zu erkennen sind. )

| Pilze besitzen Zellkerne, aber keine Plastiden. Die Zellwand ist
meist chitinhaltig. Als Reservestoffe treten in der Pilzzelle
Glykogen und Fett auf, Stirke wird nicht gebildet.
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Hefezellen /] Unseptierte Hyphe Septierte Hyphe
Abb. 64/1 Ein.xelxellen und Hyphen von Pilzen

» Pilze vermehren sich ungeschlechtlich und geschlechtlich, wobei
beide Vermehrungsvorginge auf sehr vielfiltige Weise vonstatten
gehen kdnnen.

So werden bei der ungeschlechtlichen Vermehrung z. B. der Zerfall von Myzel, die
Abschniirung von Sporen und die Entstehung von Tochterzellen durch Sprossung
beobachtet. Geschlechtliche Vermehrungsformen sind die Verschmelzung von
Gameten oder Gametenbehiltern oder auch zweier morphologisch nicht differen-
zierter Zellen. Unmittelbar nach einem Geschlechtsvorgang kann eine unterschied-
liche Anzahl von Sporen gebildet werden.

| 4 Pilze erndhren sich heterotroph (" S. 123). Sie kommen als Zer-
setzer toten organischen Materials im Boden vor. Einige Arten
besiedeln Pflanzen, Tiere und den Menschen und kénnen auf bzw.
in ihnen parasitisch leben. AuBerdem treten Pilze im Wasser,
vorwiegend im SiiBwasser auf; im Meer kommen sie kaum vor.

3.41. Gestalt von Hefepilzen und Pilzmyzelien

Die zu den Mikroorganismen gehérenden Pilze kénnen Kolonien bilden.
Kolonien von Bakterien und Hefepilzen lassen sich infolge ihrer teigartigen Kon-
sistenz nicht ohne weiteres voneinander unterscheiden. Im mikroskopischen Bild
erkennt man die Hefepilze daran, daB sie gréBer sind als die Bakterien.

» Hefepilze sind meist kugelférmige, elliptische bzw. zitronen-
formige Einzelzellen, die auch in lockeren Fiden liegen kénnen.

Deutlich abzugrenzen gegeniiber den Kolonien der Bakterien und Hefepilze sind die
der Fadenpilze, da sie ein bereits ohne Mikroskop sichtbares Myzel besitzen.

[ ] Beobachten Sie die Verschiedenartigkeit von Pilzkolonien auf einer Fang-
platte ! Richten Sie sich dabei nach der Anleitung zu Experiment 10!

v Experiment 10: Kultivieren und Beobachten von Hefepilzen
@ und von Myzelien niederer Pilze
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Zeit:

Dauer des Experiments: 3 bis 4 Tage
Ansatz: 90 Min.
Auswertung: 90 Min.

Material:

sterile Petrischale

Objekttriger

Deckgliser

Glasstab

2 Pripariernadeln

Fettstift

40%iges Athanol )

sterilisiertes Hochschichtréhrchen mit Biomalzagar (Rezept /~ S.153),
wenn Biomalzagar nicht vorhanden, dann Biomalzgelatine (Rezept /
S.153)

Durchfiihrung:

Ansatz

- Stellen Sie ein mit Biomalzagar gefiilltes Hochschichtréhrchen in das Wasserbad
(100 °C), um den Nahrboden zu verfliissigen!
Bei Verwendung von Biomalzgelatine Arbeitsanleitung zu Experiment 23 beachten!

- Lassen Sie den verfliissigten Nihrboden auf etwa 50 °C abkiihlen, und gieBen Sie
ihn danach in eine Petrischale, die Sie sofort verschlieBen!

— Nehmen Sie nach dem Erstarren des Nihrbodens den Deckel der Petrischale ab,
lassen Sie die Schale 45 Min. gedffnet stehen!

- Legen Sie nach dieser Zeit den Deckel wieder auf!

- Bewahren Sie die Fangplatte 3 bis 4 Tage bei 28 °C im Brutschrank auf!

Beobachtung

— Nehmen Sie nach dieser Zeit die Platte heraus, und betrachten Sie die Wuchs-
formen der auf dem Biomalzagar vorhand 1 Kolonien!

— Wihlen Sie eine rosa gefirbte, teigartige und eine wattedhnliche bis samtartige
Kolonie aus, und kennzeichnen Sie diese auf der Unterseite der Petrischale!

- Setzen Sie auf einen Objekttriger einen Wassertropfen, auf einen zweiten Objekt-
triger einen Tropfen 40%iges Athanol!

- Verriihren Sie in dem Wassertropfen etwas Material von der teigartigen Kolonie!
Bringen Sie in den Athanoltropfen einen Teil des Myzels der watteartigen Kolo-
nie!

Dichtes Myzel muB mit Pripariernadeln zerzupft werden.

- Legen Sie auf beide Objekttriger Deckgliser auf!

— Stellen Sie durch mikroskopische Beobachtung fest, ob die in beiden Priparaten
zu sehenden Mikroorganismen zu den Pilzen gehéren oder einer anderen Mikro-
organismengruppe zuzuordnen sind!

Haben Sie anstelle von Hefepilzen Bakterien gefunden, dann stellen Sie ein neues
Praparat mit Material einer anderen Kolonie her!
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Auswertung:

Fertigen Sie von den verschiedenen Priparaten Zeichnungen an, aus denen der Bau
sowohl der Hefe- als auch der Fadenpilze hervorgeht!

Entscheiden Sie, ob der von lhnen betrachtete Fadenpilz unseptiertes oder septiertes
Myzel besitzt!

3.4.2.
| 2

Sprossung bei Hefepilzen

Fiir die Hefen ist die Sprossung eine typische Form der Vermeh-
rung (Abb. 66/1). Die Sprossung beginnt mit der Kernteilung.
Einer der beiden Tochterkerne wandert in-den inzwischen ent-
standenen Auswuchs der Mutterzelle ein. Die auf diese Weise
sich bildende Tochterzelle schniirt sich gewhnlich ab, I5st sich
vom Mutterorganismus los und wichst bis zu dessen GréBe
heran.

Abb. 66/1
Sprossende Hefezellen

Beobachten Sie die unterschiedlichen Sprossungsstadien bei Hefezellen!
Richten Sie sich dabei nach Experiment 11!

Experiment 11: Beobachten von Sprossungsstadien von Hefepilzen

Zeit:

Dauer des Experiments: 1 Tag
Ansatz: 60 Min.
Auswertung: 120 Min.
Material:

Bickerhefe (Saccharomyces cerevisiae)
sterile Petrischale
Reagenzglas



Pipette (10 ml)

Drigalskispatel

Objekttriger

Deckgliser

Objektmikrometer

Okularmikrometer

evtl. MeBokular

sterilisiertes Hochschichtréhrchen mit Azetatagar
(Rezept / S. 154)

Durchfiihrung:

Ansatz

- GieBen Sie den verflissigten Nihrboden in eine Petrischale, und lassen Sie ihn
erstarren!

- Stellen Sie eine Aufschwemmung von einigen Kriimeln Bickerhefe in etwa 10 ml
Wasser her!

— Pipettieren Sie einige Tropfen der Suspension auf den Agar, und spateln Sie die
Flissigkeit sorgfiltig auf die gesamte Agaroberfliche aus!

— Bebriiten Sie die Platte bei 28 °C mindestens 24 Std.!

Beobachtung

- Nehmen Sie von der Agarplatte mit der Impfése wenig Hefe ab, und verreiben
Sie das Material in einem Wassertropfen auf dem Objekttriger!

- Legen Sie auf das Priparat ein Deckglas!

— Suchen Sie zunichst bei etwa 400facher mikroskopischer VergréBerung nach
Sprossungsstadien, die sich durch die GréBe der entstehenden Tochterzellen von-
einander unterscheiden!

- Nehmen Sie den Objekttriger vom Mikroskoptisch!

Vermeiden Sie, daB das Priparat in der folgenden Zeit austrocknet!

- Zur Ermittlung des GroBenverhiltnisses von Mutter- zu Tochterzellen ist es not-
wendig, ein in das Okular eingelegtes Okularmikrometer mittels eines Objekt-
mikrometers bei 900-'oder 1000facher VergréBerung zu eichen (, S. 30).

— Nach Bestimmung des Mikrometerwertes entfernen Sie das Objektmikrometer,
und legen Sie an dessen Stelle erneut das Priparat auf den Objekttisch!

- Mikroskopieren Sie wieder bei geringer VergréBerung, und schalten Sie das
Immersionsobjektiv zu, sobald Sie Sprossungsstadien in der Mitte des Sehfeldes
erblicken! A

- Messen Sie Linge und Breite einer Mutterzelle und der daran ansitzenden Tochter-
zelle, und berechnen Sie aus Linge und Breite fiir jede der beiden Zellen einen
Mittelwert! Legen Sie zur Volumenbestimmung einer Zelle die Annahme zugrunde,
daB sie eine Kugel darstellt!

Auswertung:

Ermitteln Sie die Volumina von Mutter- und Tochterzelle, indem Sie in diesem Fall
den gefundenen Mittelwert als Durchmesser verwenden! Setzen Sie die beiden
Volumina zueinander ins Verhiltnis! Wiederholen Sie die Messungen. und Berech-
nungen an mehreren Hefezellen in unterschiedlichen Sprossungsstadien!
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3.4.3. Sporen bei Pilzen

Bei den Pilzen gibt es verschiedene Sporentypen, die fiir die systematische Einord-
nung der Pilze von Bedeutung sind. Es kommen Exosporen (exo = auBen) und Endo-
sporen (endo = innen) vor. Wihrend Exosporen (meist Konidiosporen) in der Regel
an besonderen Trigern (Konidientrigern) entstehen und nach auBen abgeschniirt
werden, bilden sich Endosporen (z. B. Askosporen) in Sporenbehiltern. Konidio-
sporen treten massenhaft auf und sichern eine rasche Verbreitung der jeweiligen
Pilzart; Endosporen entstehen hingegen in geringer, meist festgelegter Anzahl. Bei
den Hefen z. B. werden in einem Sporenbehilter 4 oder 8 Endosporen gebildet.

[ Weisen Sie Sporen bei Pilzen nach ! Verfahren Sie dabei nach Experiment 12!
v Experiment 12: Nachweis von Sporen bei Pilzen
O Zeit:

Dauer des Experiments: 3 Tage

Ansatz: 60 Min.

Auswertung: 30 Min.

Material:

Fangplatte von Experiment 10
Backerhefe (Saccharomyces cerevrsnae)
sterile Petrischale

Reagenzglas

MeBpipette (1 ml)

Drigalskispatel

Objekttriger

Deckgliser

Pinzette

40%iges Athanol

sterilisiertes Hochschichtréhrchen mit Azetatagar zur Sporenbildung
(Rezept / S. 154)

Durchfiihrung:

Ansatz

— Stellen Sie ein Réhrchen mit Azetatagar in ein Wasserbad, um das Nihrmedium
zu verflissigen!

- GieBen Sie ‘das Nihrmedium in eine sterile Petrischale, lassen Sie es ersr.arren'

— Bespateln Sie den Agar nach dem Erstarren mit 0,1 ml Hefesuspension ( S.37)!

— Bebriiten Sie die Platte 3 Tage bei 28 °C!

Beobachtung

— Nehmen Sie von der bewachsenen Platte mit der Impfose etwas Material ab, und
suspendieren Sie es in einem Wassertropfen auf einem Objekttriger!
- Bedecken Sie den Suspensionstropfen mit einem Deckglas!

68



- Stellen Sie ein zweites Priparat von einem auf der Fangplatte gewachsenen Faden-
pilz her, indem Sie mit einer Pinzette etwas Myzel abzupfen, es in einen Tropfen
40%igen Athanols auf einen Objekttriger iibertragen und ein Deckglas auflegen!

- Betrachten Sie beide Priparate im Mikroskop!

Auswertung:

Stellen Sie fest, ob Sporen gebildet wurden! Ermitteln Sie, welcher Pilz Exosporen
und welcher Endosporen gebildet hat!

Geben Sie an, wie viele Sporen in dem einen und dem anderen Fall entstanden sind!
Endosporen lassen sich durch eine Firbung, wie sie im Experiment 2 fiir Bakterien-
sporen angegeben ist, eindrucksvoll hervorheben (7 S.52). Sie konnen dieses
Experiment mit Pilzsporen wiederholen!

3.4.4. Zellwand der Pilze

» Hauptbestandteil der Zell d vieler Pilze ist das Chitin, ein
stlckstoﬁhaltlges Polysaccharid. Es leitet sich hinsichtlich seiner
chemischen Struktur von der Zellulose ab. AuBer bei den Pilzen
tritt Chitin als Stiitzsubstanz vorwiegend bei den GliederfiiBern
(z. B. bei Insekten) auf.

[ Weisen Sie Chitin als Bestandteil der Zellwand von Pilzzellen nach! Richten
Sie sich dabei nach der Anleitung zu Experiment 13!

v Experiment 13: Nachweis von Chitin in der Wand von Pilzzellen

Zeit:

Dauer des Experiments: 8 bis 14 Tage

Ansatz: am 1. Tag 10 Min.; am 3. Tag 5 Min.
Auswertung: 60 Min.

()

Material:

Brot

Glasschale

Glasscheibe

Becherglas (250 ml)

3 Uhrglasschilchen

2 Tropfpipetten

Pinzette

2 Pripariernadeln

Objekttrager

Deckgliser

Filterpapier

Becherglas (400 ml) mit 5%iger Saccharoseldsung
gesittigte Kaliumhydroxidlsung (50 ml) [!]
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96%iges Athanol
Jod-Kaliumjodid-Lésung zum Chitinnachweis
verd. H,SO, (1:10) [1]

Durchfiihrung:

Ansatz

— Trénken Sie ein Stick Brot mit Zuckerwasser, und legen Sie es in eine Glasschale!

- Lassen Sie die Schale 2 Tage im Klassenzimmer stehen! :

- Bedecken Sie nach 2 Tagen die Schale, und stellen Sie den Ansatz bei 28 °C im
Brutschrank auf!

Beobachtung

~ Nehmen Sie die Schale aus dem Brutschrank, sobald sich reichlich Myzel entwickelt
hat! .

- Bringen Sie viel Myzel (mit méglichst dicken Hyphen) in ein Becherglas!

- Bedecken Sie das Pilzgeflecht mit gesittigter Kaliumhydroxidlésung und kochen
Sie es dann 30 Min.! [1]

~ Waschen Sie anschlieBend das Myzel mit 96%igem Athanol!

- Tropfen Sie auf einen Objekttriger etwas Jod-Kaliumjodid-Lésung, und legen Sie
in diese Losung einige Pilzhyphen!

- Decken Sie die Hyphen mit einem Deckglas ab!

- Setzen Sie an eine Deckglasseite einige Tropfen verdiinnte Schwefelsiure, und
saugen Sie diese mittels eines Stiickchens Filterpapier durch, das Sie an der gegen-
iiberliegenden Seite des Deckglases ansetzen!

Auswertung:

Beobachten Sie, ob sich die Zellwand der Pilze violett firbt!
Die Violettfirbung ist auf Chitosan zuriickzufiihren, das durch Einwirkung von Kalium-
hydroxidlésung aus Chitin entstanden ist.

3.45.  Inhaltsstoffe in Hefezellen

In Hefezellen sind verschiedene Inhaltsstoffe enthalten. Glykogen und Fett werden
in groBer Menge in Vakuolen gespeichert. Der Glykogengehalt kann bis zu 30% einer
Hefezelle ausmachen. Noch hdher liegt der Anteil von Fetten. Er kann bei einigen
Arten bis zu 80% der Trockenmasse betragen.

[ ) Weisen Sie in Hefezellen Fett und Glykogen als Speicherstoffe nach! Handeln
Sie nach der Anleitung zu Experiment 14!

v Experiment 14: Nachweis von Fett und Glykogen in Hefezellen
Zeit: !
Dauer des Experiments: 14 Tage
Ansatz: : am 1. Tag 60 Min.; am 10. Tag20 Min.
Auswertung: 60 Min.
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Material:

Bickerhefe (Saccharomyces cerevisiae)

sterile Petrischale

Reagenzglas

Pipette (10 ml)

MeBpipette (1 ml)

Drigalskispatel

Erlenmeyerkolben (100 ml) mit Zellstoff- oder Wattestopfen
Objekttriger

Deckgliser

Filterpapier

Tropfpipette

Glasstab

Saccharose

Sudan-Glyzerin (0,02 g Sudan Il in 10 ml Glyzerin-Athanol 1: 1)
Jod-Kaliumjodid-Lésung zum Glykogennachweis

sterilisiertes Hochschichtrdhrchen mit Malzagar (Rezept / S.154),
wenn Malzagar nicht vorhanden, dann Malzgelatine (Rezept / S. 154)

Durchfiihrung:

1. Ansatz

- Verfliissigen Sie den Malzagar eines Hochschichtrghrchens im Wasserbad und gieBen
Sie ihn nach Abkiihlen auf etwa 50 °C in eine sterile Petrischale!
Bei Verwendung von Malzgelatine Arbeitsanleitung zu Experiment 23 beachten!

— Suspendieren Sie, wihrend das Medium in der Schale erstarrt, etwas Bickerhefe
in 10 ml Leitungswasser!

— Bespateln Sie die Agarplatte mit 0,1 ml Hefesuspension!

— Bewahren Sie die Platte 14 Tage in einem Brutschrank bei einer Temperatur von
28 °C auf!

2, Ansatz

— Stellen Sie 10 Tage nach Beimpfung der Malzagar-Platte in einem Erlenmeyer-
kolben 25 ml einer 1%igen Saccharoseldsung her!

- Fiigen Sie der Nihrlésung einige Kriimel Bickerhefe zu, und schiitteln Sie die
Flissigkeit, damit eine Suspension entsteht!

— VerschlieBen Sie den Erlenmeyerkolben mit einem Zellstoff- oder Wattestopfen!

— Bringen Sie den Ansatz fiir 4 Tage in einen Brutschrank (Temperatur: 28 °C)!

Beobachtung

- Nehmen -Sie nach Ablauf der Bebriitungszeit die Petrischale mit dem Malzagar
und den Erlenmeyerkolben mit der Saccharoselésung aus dem Brutschrank!
Verwenden Sie Hefezellen von der Agarkultur, um in ihnen Fett nachzuweisen,
und Hefezellen aus der Fliissigkultur zur Untersuchung auf das Vorkommen von
Glykogen!

— Stellen Sie zum Nachweis von Fett ein Ausstrichpriparat her und lassen Sie es
trocknen!
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- Fixieren Sie das Priparat in der Flamme!

- Tropfen Sie auf den Ausstrich Sudan-Glyzerin und lassen Sie die Farblésung 15 Min.
einwirken!

- GieBen Sie die Farblésung ab, und trocknen Sie in diesem Fall das Priparat mit
Filterpapier!

- Betrachten Sie die Hefezellen mikroskopisch mit Hilfe des Immersionsobjektivs!

- Stellen Sie anhand einer auftretenden Rotfirbung fest, ob sich Fett, das mit Sudan Il
anfirbbar ist, in Vakuolen der Hefezellen angereichert hat!

- Bringen Sie zum Nachweis von Glykogen einen Tropfen Hefesuspension auf einen
Objekttriger und figen Sie Jod-Kaliumjodid-L&sung zu!

- Vermischen Sie die Flussigkeiten, und legen Sie danach ein Deckglas auf!

- Suchen Sie beim Mikroskopieren des Priparats unter Verwendung des Immersions-
objektivs nach braun gefirbten Stellen in den Hefepilzen, die auf eine Speicherung
von Glykogen hinweisen!

Auswertung:
Schitzen Sie bei allen Proben jeweils das Verhiltnis der mit Farbstoffen nach-
gewiesenen Inhaltsstoffe (in %) zum Gesamtvol der Hefezelle (in %) ab! Setzen

Sie zu diesen Feststellungen in Beziehung, daB Hefen immer groBere Bedeutung fiir
die Gewinnung von Nahrungs- bzw. Futtermitteln erlangen!

[ ] Werten Sie Meldungen in Zeitungen und Zeitschriften zu diesem Sachverhalt
aus!
Nennen Sie Beispiele fiir eine wirtschaftliche Nutzung der Hefen zur Gewin-
nung von Nabhrstoffen! Welche SchluBfolgerungen fiir die Losung von Pro-
blemen der Welterndhrung sehen Sie in diesem Zusammenhang ?

3.5. AuBere Gestalt und innerer Bau der Protozoen

| 2 Protozoen sind einzellige Lebewesen (Abb.73/1), die meisten
von ihnen leben heterotroph (/ S.123). Nur die Phytoflagellaten
besitzen photosynthetisch aktive Pigmente (Chlorophyll) und
sind daher zur autotrophen Leb ise (/' S. 123) befihigt.
Tierische Einzeller sind GeiBeltierchen [Zooflagellata], Wurzel-
fiiBer [Rhizopoda], Sporentierchen [Sporozoa] und Wimpertierchen
[Ciliata].
Bei allen Protozoen ist mindest ein abgegrenzter Zellkern
vorhanden. Hiufig sind auch noch andere Zellorganellen (z. B.
zur Fortbewegung, zur Nahrungsumsetzung) ausgebildet.

Viele dieser Einzeller kénnen sich aktiv fortbewegen. Die GeiBeltierchen bewegen
sich mittels einer GeiBel oder mehrerer GeiBeln. Bei den WurzelfiiBern werden
durch Strémung des Plasmas im Zellinneren stindig ScheinfiiBchen (Pseudopodien)
ausgestiilpt, die sowohl der Fortbewegung als auch der Nahrungsaufnahme dienen.
Die parasitisch lebenden Sporentierchen haben keine Bewegungsorganellen. Die
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Geileltierchen Wurzelfiiller
700me 700pm I
Sporentierchen Wimpertierchen

Abb. 73/1 Vertreter aus den systematischen Gruppen der Protozoen

Wimpertierchen hingegen tragen schwingende Plasmafortsitze, die als Zilien
bezeichnet werden und in einer Vielzahl iiber den Kérper verteilt sind. Wihrend
der gréBte Teil der tierischen Einzeller eine ausgeprigte iuBere Gestalt besitzt,
4ndern die zu den WurzelfiiBern gehérenden Wechseltierchen (Amében) ihre Form
durch das AusflieBen und Einziehen der PlasmafiiBchen stindig. .
Tierische Einzeller haben eine sehr unterschiedliche GréBe. Die kleinsten Formen
messen wenige Mikrometer, die groBen erreichen im allgemeinen eine Linge von
einigen Millimetern. Ein fir die meisten tierischen Einzeller typisches Organell ist
die pulsierende Vakuole. Sie stellt ein Blischen dar, das aus dem Plasma aufgenom-
mene Fliissigkeit in die Umgebung ausscheidet.

| Die Protozoen kdnnen sich ungeschlechtlich und geschlechtlich
fortpflanzen.
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Die ungeschlechtliche Fortpflanzung vollzieht sich als Zwei- oder Vielfachteilung des
Einzellers. Als geschlechtliche Fortpflanzung tritt bei den GeiBeltierchen, Wurzel-
fiiBern und Sporentierchen Kopulation, bei den Wimpertierchen Konjugation auf.
Die Kopulation verliuft in Form einer Verschmelzung geschlechtlich unterschied-
licher Zellen, bei der Konjugation legen sich zwei Individuen aneinander und tau-
schen Kerne aus, die anschlieBend miteinander verschmelzen.

Protozoen bewohnen Meere und Binnengewisser, gelegentlich leben sie auch im
feuchten Boden. Beim Austrocknen iiberdauern sie durch Bildung von Zysten. Einige
Vertreter der Protozoen sind gefihrliche Krankheitserreger.

[ ] Informieren Sie sich im Lehrbuch Biologie, Klasse 7 oder in ,,Biologie in Uber-
sichten** iiber Vorkommen und Bedeutung tierischer Einzeller!

3.5.1. Formen tierischer Einzeller

GeiBeltierchen, WurzelfiBer und Wimpertierchen sind hiufig in Faulschlamm, an
abgetrockneten Pflanzenteilen oder im HeuaufguB zu finden.

Unter den WurzelfiiBern gibt es nackte und Schalen tragende Arten. Die Schalen
(Gehiduse) werden aus Sandkérnchen, Bruchstiicken' von Kieselsiureschalen und
anderem widerstandsfahigem Material mit kérpereigener Kittsubstanz aufgebaut, so
daB beispeilsweise uhrglas-, pilzhut- und birnenférmige Schalen entstehen.

| 4 Wimpertierchen kdnnen freibeweglich oder festsitzend leben."
Der mit Wimpern besetzte Kérper kann pantoffel-, trompeten-
oder glockenférmig hen, aber auch andere Gestalt haben.

[ ] Suchen Sie unter dem Mikroskop in geeigneten Praparaten nach verschiedenen

tierischen Einzellern! Benutzen Sie zu Ihrer Orientierung die Anleitung zu
Experiment 15!

v Experiment 15: Untersuchen von Faulschl: 1 auf tierische
Einzeller
] Zeit:
Dauer des Experiments: 1 Tag
Auswertung: 60 Min.

Material:

Faulschlamm (evtl. Timpelwasser oder HeuaufguB) [!]
Kristallisierschale (1 1)
etwa 5 Tropfpipetten

Objekttriger
Deckgliser
Durchfiihrung:

Faulschlamm von FluB- und Bachufern und aus Einmiindungsgebieten von Fliissen
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enthilt meist viele tierische Einzeller. Auch Faulschlamm aus Gewissern mit hoher
Abwasserbelastung und ohne stark toxische Stoffe ist besonders reich an Proto-
zoen.

- Lassen Sie die entnommenen Schlammproben sich einige Zeit in einer Kristallisier-
schale absetzen!

- Saugen Sie danach mit der Pipette unmittelbar iiber der Schlammoberfliche etwas
Wasser ab!

- Pipettieren Sie einen Tropfen davon auf einen Objekttriger, und decken Sie ihn
mit einem Deckglas ab! [1]

- Stellen Sie mit jeweils erneut aufgesogenem Wasser weitere Priparate her! [!]

- Betrachten Sie die angefertlgten Priparate zunichst bei geringer mikroskopischer
VergroBerung, um einen Uberblick iiber auftretende Formen tierischer Einzeller
zu gewinnen, und schalten Sie danach ein stirker vergréBerndes Objektiv zu!

Hinweis: Da Faulschlamm pathogene Mikroorganismen enthalten kann, ist sorgfal-
tige Desinfektion von Handen und Geriten erforderlich.

Auswertung:

Beschreiben Sie die gefundenen Formen tierischer Einzeller und stellen Sie fest,
ob sich darunter WurzelfiiBer und Wimpertierchen befinden!

Entnehmen Sie nach Mdglichkeit Faulschlammproben aus verschiedenen Gewissern!
Kennzeichnen Sie die Proben und die daraus gewonnenen Priparate (mit Fettstift
auf dem jeweiligen Glas)! Vergleichen Sie die Ergebnisse! Falls Sie Unterschiede
(z. B. vorkommende Formen, Hiufigkeit der Formen) feststellen, versuchen Sie,
diese zu begriinden! Stellen Sie Beziehungen zur Qualitit des Wassers her! [ # Chemie
des Wassers, 1976]

[ ] Suchen Sie andere Vorkommen tierischer Einzeller! Stellen Sie aufgrund des
Vorkommens eigene Uberlegungen zur Kultur dieser Organismen an! Nutzen
Sie dafiir die hjer gegebenen Anleitungen als Anregung! Protokollieren Sie
Vorhaben, Durchfiihrung und Ergebnis Ihrer Experimente!

3.5.2. Silberliniensystem der Wimpertierchen

Die Wimpertierchen tragen Zilien (Wimpern), die unter der Zellhiille durch Plasma-
fibrillen miteinander verbunden sind. Daraus ergibt sich ein Netzwerk, das mit
Silbersalzen sichtbar gemacht werden kann und deshalb als Silberliniensystem
bezeichnet wird. Eine Funktion dieses Systems besteht in der Aufnahme von Reizen,
die von der Umwelt auf das Wimpertierchen einwirken.

[ Weisen Sie das Silberliniensystem bei Wimpertierchen nach! Handeln Sie

nach der Anleitung zu Experiment 16!
Beachten Sie die Arbeitsschutzanweisungen!
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v Experiment 16: Nachweis des Silberliniensystems bei Wimper-
tierchen

a Zeit:
Dauer des Experiments: 1 Tag (mit lingeren Unterbrechungen)

Material:

Faulschlammkultur (wie in Experiment 15 [!]) oder Oberflichenwasser
eines Heuaufgusses (Ansatz nach Experiment 28)
Glasrohr (Linge etwa 50 cm, lichte Weite etwa 2 cm)
Stativ

Pipette (10 ml)

3 Tropfpipetten

Objekttriger

Deckgliser

Glasstab

Petrischale

Dunkelsturz

Filterpapier

2%ige Silbernitratlésung [1]

Durchfiihrung:

— Das Gelingen des Experimentes hingt im wesentlichen davon ab, ob ein mit Wim-
pertierchen angereichertes Medium zur Verfiigung steht. Reichern Sie deshalb
mittels Faulschlamm (/ Experiment 15) Wimpertierchen in Wasser an!

- Fiillen Sie dazu ein etwa 50 cm langes, einseitig verschlossenes Glasrohr mit einem
Medium, das Wimpertierchen enthilt!

— Spannen Sie dieses Rohr senkrecht in ein Stativ!

- Betrachten Sie nach einigen Stunden den Ansatz, und stellen Sie fest, ob unter der
Wasseroberfliche eine Triibung entstanden ist!

- Pipettieren Sie von der getriibten Flissigkeit einen Tropfen auf einen Objekt-
trager, und priifen Sie unter Verwendung des Mikroskops, ob die Triibung durch
eine Ansammlung von Wimpertierchen hervorgerufen worden ist!

- Wenn im mikroskopischen Bild geniigend Wimpertierchen zu sehen sind, stellen
Sie von der getriibten Fliissigkeit einige Ausstriche auf Objekttrigern her! Verwen-
den Sie zum Ausstreichen einen Glasstab!

- Lassen Sie die Priparate an einer relativ dunklen Stelle des Fachraumes trocknen!

— Bedecken Sie die Ausstriche mit Silbernitratlésung, und legen Sie diese unter einen.
Dunkelsturz! [1]

— GieBen Sie nach 8 Min. die Silbernitratlésung ab, Gnd spiilen Sie die Objekttriger
mit destilliertem Wasser!

- Legen Sie die Priparate in eine Petrischale, und iberschichten Sie die Ausstriche
mit destilliertem Wasser!

- Stellen Sie die Schale auf hellen Grund (z. B. Filterpapier) an das Fenster, damit bei
méglichst hoher Lichtintensitit das im fibrilliren Netzwerk der Wimpertierchen
befindliche Silber reduziert wird!
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~ Sehen Sie sich die Priparate nach 60 Min. an, und priifen Sie, ob sie sich braun-
schwarz gefirbt haben!
Sollte die Verfirbung nach 60 Min. noch nicht eingetreten sein, ist die Belichtungs-
zeit zu verlingern.

— Spiilen Sie die Priparate mit Wasser griindlich ab, und lassen Sie diese trocknen!

Auswertung:

Beobachten Sie die Praparate unter dem Mikroskop, und zeichnen Sie das Silberlinien-
system mindestens eines Wimpertierchens!



4. Okologie der Mikroorganismen

Die Organismen leben in der Natur in Lebensgemeinschaften (Biozdnosen) zusammen.
Es bestehen stindige Wechselwirkungen sowoh! zwischen den einzelnen Organismen
untereinander als auch zwischen ihnen und ihrer nicht lebenden Umwelt. Diese
gegenseitigen Beziehungen zu erfassen, ist Aufgabe der Okologie. Die Umwelt wirkt
mit einer Vielzahl von verinderlichen Faktoren auf die Organismen ein. Die wichtig-
sten Umweltfaktoren sind Temperatur, Feuchtigkeit, Licht, chemische, mechanische
und biotische Einflisse.

41. Mikroorganismen in der Luft

Luft ist auf Grund ihres geringen Wassergehaltes und des Mangels an Nihrstoffen
kein geeignetes Medium fiir das Leben von Mikroorganismen. Sie ist aber nicht
keimfrei, sondern in ihr schweben zahlreiche Bakterien und Pilzsporen, die zu einem
groBen Teil Staubpartikeln anhaften kénnen. Eine starke Verunreinigung der Luft
durch Staubteilchen ist daher meist von einem hohen Gehalt an Mikroorganismen
begleitet. Infolge der Luftbewegung kénnen diese in der Regel winzigen Organismen
iber weite Strecken transportiert werden. Da sich unter ihnen auch Krankheits-
erreger befinden, kann die Luft eine Infektionsquelle fiir Mensch, Tier und Pflanze
sein. Auch aus diesem Grund stellt die Reinhaltung der Luft ein besonderes Anliegen
der sozialistischen Gesellschaft dar [ Landeskulturgesetz vom 14. 5. 1970].

In Luftschichten jiber Wildern, Seen und Gebirgen ist die Anzahl der Mikroorganis-
men relativ niedrig. Der geringe Keimgehalt wird in diesen Gegenden durch staub-
arme Luft und einen hohen UV-Anteil der Strahlung bedingt. Im Gegensatz dazu liegt
der Mikroorganismengehalt iiber und in Stidten, aber auch im Inneren von Gebiuden
beachtlich hoch. Hygienische MaBnahmen miissen darauf gerichtet sein, die Staub-
menge in der Luft zu vermindern. Das kann erreicht werden durch Besprengen von
StraBen und Plitzen und in Riumen durch griindliche NaBreinigung, hiufiges Liften,
die Anwendung von Raumspray und dhnlichem.
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41.1. Keimgehalt der Luft

Mikroorganismen der Luft lassen sich mit Hilfe der Fangplatten-Methode nachweisen.
Auf einen Nihrboden abgesunkene, lebensfihige Keime kénnen sich auf ihm ver-
mehren. Sie bilden Kolonien, deren Anzahl ermittelt werden kann.

[ ] Ermitteln Sie den Keimgehalt der Luft! Richten Sie sich dabei nach der
Anleitung zu Experiment 17!

v Experiment 17: Ermittlung des Keimgehaltes der Luft

Zeit:

Dauer des Experiments: 2 Tage
Ansatz: 90 Min.
Auswertung: 30 Min.

Material:

12 sterile Petrischalen

Fettstift oder Etiketten

6 sterilisierte Hochschicht-Réhrchen mit Nihragar |, wenn Nihragar |
nicht vorhanden: Nihrgelatine (Rezept / S. 154)

6 sterilisierte Hochschicht-Réhrchen mit Biomalzagar (Rezept / S. 153),
wenn Biomalzagar nicht vorhanden: Biomalzgelatine (Rezept  S..153)

Durchfiihrung:

Ansatz

- Nehmen Sie je 6 Hochschicht-Réhrchen mit Nihragar | (fiir Bakterien) und mit
Biomalzagar (fiir Pilze), und erhitzen Sie diese im Wasserbad bei 100 °C bis zur
Verfliissigung des Nihrbodens!

Bei Verwendung von Gelatinendhrbéden Arbeitsanleitung zu Experiment 23
beachten!

- GieBen Sie das verflissigte Ndhrmedium in sterile Petrischalen, achten Sie auf seine
gleichmiBige Verteilung! Geben Sie auf der Schale die Nahrbodenbezeichnung an!

— Nehmen Sie nach dem Erstarren des Nihrbodens die Deckel der Petrischalen
ab, und stellen Sie je 3 Platten mit Fleischnihrboden und 3 Platten mit Biomalznihr-
boden an zwei von lhnen ausgewihlite Standorte (z. B. Kabinett, Korridor, Toi-
lette)!

- SchlieBen Sie nach 45 Min. die Petrischalen wieder! Erginzen Sie die Beschriftung
durch die Angabe des Standortes, und stellen Sie die Platten mit dem Schalendeckel
nach unten (zur Vermeidung auftropfenden Kondenswassers auf die Nihrboden-
oberfliche) in einen Brutschrank zur Bebriitung bei 28 °C!

Beobachtung

- Protokollieren Sie nach 2 Tagen die Anzahl der Bakterienkolonien auf dem Fleisch-
nihrboden und nach 3 Tagen die Anzahl der Pilzkolonien auf dem Biomalznihr-
boden! Berechnen Sie die beiden Mittelwerte (,* S. 44f.) und tragen Sie diese in
die folgende Tabelle ein!
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Keimgehalt der Luft

Mikroorganismen Standort | Standort Il

Bakterien
Pilze

Gesamtkeimzahl

Auswertung:

Vergleichen Sie den Keimgehalt der Luft an den unterschiedlichen Standorten!
Versuchen Sie die Unterschiede zu erkliren! Begriinden Sie aufgrund der ermittelten
Werte hygienische MaBnahmen und Verhaltensregeln im Schulgebiude!
Kontrollieren Sie deren Einhaltung!

(Achtung: Fangplatten mit Nihragar | kénnen als Ausgangsmaterial fiir Experiment 50
benutzt werden.)

41.2. Verminderung des Keimgehaltes der Luft
Die beim Verspriihen einer Fliissigkeit (Spray) entstehenden Trépfchen reiien wih-

rend des Absinkens Mikroorganismen mit zu Boden. Dadurch vermindert sich der
Keimgehalt der Luft.

[ ] Priifen Sie die Wirkung von Sprithmitteln in geschlossenen Rdumen auf den
Keimgehalt der Luft! Rictiten Sie sich dabei nach der Anleitung zu Experi-
ment 18!
v Experiment 18: Nachweis der Verminderung des Keimgehaltes bei
Anwendung eines Raumsprays
Zeit:
Dauer des Experiments: 2 Tage
Ansatz: 165 Min.
Auswertung: 30 Min.
Material:

6 sterile Petrischalen

Fettstift oder Etiketten

Raumspray

6 sterilisierte Hochschicht-Réhrchen mit Nahragar |, wenn Nihragar |
nicht vorhanden: Nihrgelatine (Rezept / S. 154)
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Durchfiihrung:

Ansatz

- GieBen Sie 6 Nihrbodenplatten!

- Stellen Sie nach dem Erstarren des Nihrbodens 3 Schalen mit abgenommenen
Deckeln 60 Min. in einem Raum auf!

- SchlieBen Sie danach die Schalen, und bringen Sie diese beschriftet in einen Brut-
schrank mit einer Temperatur von 28 °C!

- Verspriihen Sie in dem von lhnen ausgewshlten Raum ein Aerosol (Raumspray),
und lassen Sie dieses eine Zeitlang sich absetzen!

- Stellen Sie im AnschluB daran die iibrigen 3 Platten zum Einfangen eventuell noch
in der Luft vorhandener Mikroorganismen an der gleichen Stelle auf!
VerschlieBen Sie nach 60 Min. auch diese Schalen, beschriften Sie diese, und setzen
Sie die Platten in den Brutschrank!

Beobachtung

— Zihlen Sie nach 2 Tagen die auf dem Nihrboden der 6 Platten sichtbaren Kolo-
nien!

Auswertung:

Berechnen Sie von beiden Varianten den Mittelwert (/ S. 44), und tragen Sie die
Ergebnisse in die Tabelle ein!
Beurteilen Sie die Wirkung des Raumsprays!

Mikroorganismengehalt vor und nach dem Benutzen eines Raumsprays

Variante Anzahl der Kolonien

Vor dem Spriihen

x| x|

Nach dem Spriihen

Suchen Sie nach anderen Moglichkeiten, den Keimgehalt der Raumluft zu vermin-
dern!
Beachten Sie dabei, daB Keime hiufig an Staubteilchen haften!

o Wiederholen Sie das Experiment 18 vor und nach dem Fegen des Klassenzim-
mers, und zwar einmal ohne Verwendung von staubbindenden Mitteln und
einmal nach Einsatz dieser Mittel!

Ziehen Sie SchluBfolgerungen fiir Ihr Verhalten im Klassenzimmer und fir
die Methoden der Raumreinigung!

4.2. Mikroorganismen im Boden

Die obere Schicht eines Bodens ist von einer Lebensgemeinschaft besiedelt, die aus
héheren Lebewesen, aus Bakterien, mikroskopisch kleinen Pilzen, Blaualgen, Griin-
algen und Protozoen besteht. Die Anzahl der in einem Gramm Boden enthaltenen

Mikroorganismen erreicht viele Millionen. Davon stellen die Bakterien den Hauptanteil.
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Tabelle 82/1 Zusammensetzung der mikrobiellen Leb inschaft eines Bod

Mikroorganismengruppe Anzahl der Mikro- Masse der Mikro-
organismen in 1 g Acker- organismen in kg/ha
boden

Bakterien 600000000 10000

Pilze 400000 10000

Algen 100000 100

Die Menge der in einem Boden vorkommenden Lebewesen hingt in entscheidendem
MaBe vom Typ und der Art des Bodens ab. Ein reiner Sandboden ist infolge seiner
Einzelkornstruktur und des dadurch bedingten schwachen Wasserhaltevermogens
sowie des geringen Anteils an organischer Substanz keimarm. Ein intensiv bewirt-
schafteter Boden mit ausgeprigter Kriimelstruktur hingegen bietet giinstige Voraus-
setzungen fiir die Vermehrung von Mikroorganismen, die auBerdem von der Durch-
liftung des Bodens, seinem pH-Wert, der Feuchtigkeit und weiteren Faktoren
bestimmt wird. Auch hinsichtlich der Jahreszeit sind Schwankungen im Mikro-
organismengehalt des Bodens festzustellen. Ein deutlicher Anstieg der Mikroorganis-
menvermehrung ist dann zu beobachten, wenn im Verlaufe einer Vegetationsperiode
der Boden mit organischer Substanz angereichert wird. Durch die Titigkeit der
Mikroorganismen wird die organische Substanz abgebaut und iiber die Minerali-
sierung im Stoffkreislauf der Natur wieder verwertbar (/S. 11).

[ J Lesen Sie im Lehrbuch Biologie Klasse 7, Seite 31 und Biologie in Ubersichten
iber den Kreislauf der Stoffe in der Natur nach!

Unter den Bodenmikroorganismen gibt es einige Gruppen, die zu speziellen physio-
logischen Leistungen fihig sind. So vermdgen die nitrifizierenden Bakterien Ammoniak
in Nitrat umzuwandeln, denitrifizierende Bakterien kénnen Nitrat bis zum mole-
kularen Stickstoff abbauen. Bestimmte Vertreter der Bakterien und Blaualgen kdnnen
Luftstickstoff binden (7 S.101). Andere Mikroorganismen zersetzen Zellulose und
Lignine.

[} Lesen Sie dazu auch in Biologie in Ubersichten nach!

4.21. Keimgehalt eines Bodens

Die Ermittlung des Keimgehalts eines Bodens hingt wesentlich von der verwendeten
Nachweismethode ab. Die durch direkte mikroskopische Zahlung gefundenen Werte
liegen deutlich héher als die mit indirekten Methoden gewonnenen Zahlen. Eine hiu-
fig verwendete indirekte Methode ist das 1881 von Robert KOCH eingefiihrte
PlattenguBverfahren.

[ ] Ermitteln Sie den Keimgehalt einer Bodenprobe! Richten Sie sich dabei nach
der Anleitung zu Experiment 19!
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v Experiment 19: Ermitteln des Keimgehaltes einer Bodenprobe

Zeit:

Dauer des Experiments: 5 bzw. 7 Tage

Ansatz: 150 Min.

Auswertung: nach 5 Std. oder spiter 20 Min., nach einer Woche 90 Min.

Material:

Pulverflasche (500 ml) mit Stopfen

Loffel

8 Wiigeglischen

Spatel

12 sterile Erlenmeyerkolben (500 ml)

steriler MeBzylinder (100.ml)

12 Pipetten (1 ml)

6 sterile Petrischalen

2 Erlenmeyerkolben (1) mit sterilem Leitungswasser
6 sterilisierte Hochschichtréhrchen mit Glyzerin-Pepton-Agar (Rezept
/'S, 154)

Durchfiihrung:

Ansatz

- Holen Sie aus dem Schulgarten oder von einem nahegelegenen Feld eine groBere
Menge Erde in einer Pulverflasche!

~ Wigen Sie sofort nach Einbringen der Probe in dem Arbeitsraum 8 Portionen zu je
1gab!
Geben Sie diese in Wigegldschen, von denen Sie zuvor die Masse bestimmt haben!

- Stellen Sie 5 Bodenproben zur Trocknung bei 105 °C mindestens 5 Std. in den
Trockenschrank, und bestimmen Sie danach deren Masse!

- Fiillen Sie in 12 sterile Erlenmeyerkolben je 99 ml sterilisiertes Leitungswasser!

— Schiitten Sie eine der 3 noch frischen Bodenproben in einen mit Wasser gefiillten
Erlenmeyerkolben, und verschlieBen Sie diesen mit einem Stopfen!

- Schiitteln Sie die Probe 10 Min. kriftig, ohne daB Fliissigkeit an den Stopfen ge-
langt!

— Stellen Sie entsprechend der Abbildung 83/1 eine Verdiinnungsreihe her! Schiitteln

1ml m Tmi

/_\ ;
CE R || 1 ||

1: 100 1: 10000 1: 1000 000 1:700 000 000
Abb. 83/1 Verdiinnungsreihe
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~ Sie nach jedem Verdiinnungsschritt! Behandeln Sie die restlichen 2 Bodenproben
in der gleichen Weise!

- Verflissigen Sie den Inhalt von 6 Glyzerin-Pepton-Agarréhrchen (Hochschicht-
réhrchen)!

- Pipettieren Sie von den letzten beiden Verdiinnungsstufen je 1 ml in eine Petri-
schale, und gieBen Sie darauf geschmolzenen und auf etwa 45 °C abgekiihlten Nahr-
boden! Mischen Sie die Suspension mit dem Nihrboden griindlich, um die Mikro-
organismen gleichmiBig zu verteilen!

- Stellen Sie nach dem Erstarren des Niahrmediums die 6 Platten umgekehrt in einen
Brutschrank (28 °C)!

Beobachtung

— Zihlen Sie nach 5 Tagen die Kolonien der Platten aus, auf denen sie einzeln gewach-
sen sind!
Eine Aufbewahrung der Platten im Kiihlschrank gestattet auch eine Auswertung
zu einem spiteren Zeitpunkt.

— Tragen Sie die ermittelten Zahlen in eine Tabelle (.* Vorlage) ein, ebenso die Werte
der Trockenmasse der 5 Bodenproben!

Probe-Nr. |Frisch- | Trocken- |Wasser- | Verdinnungs- |Kolonie- | Keimgehalt/q
masse | masse |gehalt |stufe anzahl | trockener Boden

S

\/ <

X s
AN A= e
X~

| B |% NL_—

Auswertung:

/\

Berechnen Sie den Keimgehalt des Bodens!
Voraussetzung dafiir ist die Ermittlung des Wassergehaltes. Der auf die Bodentrocken-
substanz bezogene Wassergehalt Gy, % ergibt sich aus:

Gr— Gg Gw % = Wassergehalt, bezogen auf
Gw % = Gs 100 trockenen Boden
Gt = Masse des feuchten Bodens
Gg = Masse des trockenen Bodens

Die Keimzahl je g trockener Boden wird nach folgender Gleichung ermittelt:

Keimzahl je g ausgezihlte Kolonien je Platte - (100 + Gy %) - Verdiinnungsstufe
trockener Boden — 100
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Abb. 85/1 Zihlscheibe

Tragen Sie in die Tabelle ein, wieviele Mikroorganismen in 1 g trockenem Boden ent-
halten sind!

Sollte die Anzahl der Kolonien 100 iibersteigen, dann geniigt es, einen Sektor der
Platte auszuzihlen und durch Multiplikation die Kolonieanzahl der gesamten Platte
zu berechnen.

Zum Auszihlen eines Sektors eignet sich eine Zihlplatte, die aus einer Pappscheibe
selbst hergestellt werden kann (Abb. 85/1) und auf die Petrischale aufgelegt wird.

4.2.2. Unterschiede im Keimgehalt verschiedener
Bodenarten

Béden werden unter Beriicksichtigung verschiedener Eigenschaften bestimmten
Bodenarten zugeordnet. Ein wesentliches Merkmal fir diese Zuordnung ist der Gehalt
an abschlimmbaren Teilchen. lhre GréBe liegt unter 0,01 mm. Der Gehalt an ab-
schlimmbaren Bestandteilen nimmt vom Sandboden iiber Lehm- zum Tonboden zu.
Optimale Lebensbedingungen finden die Mikroorganismen weder in einem reinen
Sand- noch in einem schweren Tonboden, sondern in einem lockeren, milden Lehm.

() Untersuchen Sie verschiedene Bodenarten auf ihren Gehalt an Mikroorganis-
men ! Richten Sie sich dabei nach der Anleitung zu Experiment 20!

v Experiment 20: Ermittlung des Keimgehaltes verschiedener
Bodenarten
Zeit:
Dauer des Experiments: 5 Tage bzw. 7 Tage
Ansatz: 120 Min.
Auswertung: nach 5 Std. oder spiter 20 Min., nach 5 Tagen 60 Min.
Material:
2 Pulverflaschen (500 ml) mit Stopfen
2 Loffel
12 Wigeglischen
Spatel
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8 sterile Erlenmeyerkolben (500 ml)

steriler MeBzylinder (100 ml)

8 Pipetten (1 ml)

4 sterile Petrischalen

2 Erlenmeyerkolben (500 ml) mit sterilem Leitungswasser

4 sterilisierte Hochschichtréhrchen mit Glyzerin-Pepton-Agar (Rezept
/'S.154)

Durchfiihrung:

Ansatz

~ Suchen Sie in Ihrer Umgebung zwei Standorte mit verschiedenen Bodenarten aus!

~ Nehmen Sie Bodenproben, und behandeln Sie diese nach der Anleitung zu Experi-
ment 19! Damit der Aufwand an Glasgeraten nicht zu groB wird, sollte von jeder
Bodenprobe nur eine Verdiinnungsreihe hergestellt werden.

Beobachtung

- Tragen Sie alle gefundenen Werte in die Tabelle (* Vorlage) ein! Ermitteln Sie den
Keimgehalt beider Bodenarten ebenfalls nach den im Experiment 19 angegebenen
Gleichungen!

Auswertung:

Vergleichen Sie die Keimzahlen der 2 untersuchten Bodenarten, und versuchen Sie,
die Unterschiede mit den Eigenschaften dieser Béden in Beziehung zu setzen!

Keimgehalt in verschied Bodenarten

ol

Bodenart | Frisch-  |Trocken- |Wasser- | Verdiinnung Kolonie - |Keimg /i
masse |masse |(gehalt |stufe anzahl | trockener BodZn
(g) (g) (%)
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4.2.3. Pilzgehalt im Acker- und Waldboden

| 4 Die Aziditit eines Bodens ist fiir die Zusammensetzung seines
Gehaltes an Mikroorgani von b derer Bedeutung.

Wihrend Bakterien im allgemeinen schwach alkalische bis neutrale Bdden bevorzugen,
kommen Pilze vorwiegend auf sauren Béden vor. Solche sauren Substrate stellen in
der Regel die Waldbéden dar, in denen es aufgrund der Zersetzung des reichlich vor-
handenen organischen Materials zu einer starken Ansiuerung kommt. AckerbGden
zeigen infolge der BewirtschaftungsmaBnah insb dere der Diingung, meist

eine nur schwach saure bis schwach alkalische Reaktion.

[ ) Untersuchen Sie Proben von Acker- und Waldboden auf das Vorkommen von
Pilzen ! Handeln Sie nach der Anleitung zu Experiment 21!

v Experiment 21: Nachweis mikroskopisch kleiner Pilze im Acker-
und Waldboden
Zeit:
Dauer des Experiments: etwa 5 Tage
Ansatz: 150 Min.
Auswertung: 30 Min.
Material:

Erde von einem Acker- und einem Waldboden

2 Pulverflaschen (100 ml) mit Stopfen

2 Loffel

Spatel

4 Erlenmeyerkolben (100 ml)

MeBzylinder (50 ml)

2 Trichter

Faltenfilter

Filtergestell

2 Pipetten (5 ml)

2 Reagenzgliser

6 sterile Erlenmeyerkolben (500 ml)

steriler MeBzylinder (100 ml)

6 Pipetten (1 ml)

6 sterile Petrischalen

6 sterile MeBpipetten (1 ml)

6 sterile Glasspatel

Indikator zum Siurenachweis (z. B. Czensny-Indikator)

2 Erlenmeyerkolben (500 ml) mit sterilem Leitungswasser
6 sterilisierte Biomalzagar-Réhrchen (Hochschicht, Rezept / S. 153)
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Durchfiihrung:

Ansatz

— Nehmen Sie von einem Acker- und einem Waldboden je eine Probe!
Achten Sie bei der Probenahme von einem Waldboden darauf, daB die obere Na-
del- oder Laubstreuschicht nicht mitgenommen wird!

- Bringen Sie die beiden Proben in einem geschlossenen Gef8 in den Fachraum!

- Wigen Sie zur Bestimmung des pH-Wertes der beiden Bodenproben je 25 g Erde
ab! -

- Schiitten Sie diese Mengen in je einen mit 50 m| Wasser gefiillten Erlenmeyerkolben!

- Schiitteln Sie die Kolben etwa 5 Min. kriftig!

- Filtrieren Sie danach die Bodensuspension!

- Entnehmen Sie von jedem Filtrat 5 ml, bringen Sie diese Menge in je ein Reagenzglas
und fiigen Sie einige Tropfen eines Indikators zu!

- Schiitteln Sie die Probe kurz, und ermitteln Sie durch einen Farbvergleich den pH-
Wert der beiden Bodenproben!
Notieren Sie die ermittelten Werte!

Um den Pilzgehalt im Acker- und Waldboden zu bestimmen, gehen Sie folgender-
maBen vor:

— Fiillen Sie in 6 sterile Erlenmeyerkolben je 99 ml steriles Leitungswasser!

- Wigen Sie von jeder Bodenprobe 1 g ab, und schiitten Sie diese in je einen der
Erlenmeyerkolben!

- Schiitteln Sie die Kolben griindlich, und vermeiden Sie, daB die Stopfen benetzt
werden!

- Stellen Sie von beiden Proben eine Verdiinnungsreihe mit folgenden Stufen her:
1:100, 1 : 10000, 1 : 1000000 ( Experiment 19, Abb. 83/1)!

— Schmelzen Sie den Biomalznihrboden von 6 Hochschichtréhrchen im Wasserbad
auf und gieBen Sie ihn in 6 sterile Petrischalen!

- Pipettieren Sie nach dem Erstarren des Nihrbodens von jeder Verdiinnungsstufe
0,1 m| Suspension auf die Nihrbodenoberfliche!

- Verteilen Sie die Fliissigkeit mit Glasspateln gleichmiBig iiber die gesamte Ober-
fliche!

— Stellen Sie die Platten in einen Brutschrank bei 28 °C!

Beobachtung

— Ermitteln Sie nach etwa 5 Tagen die Anzahl der Pilzkolonien auf den Platten, die eine
auszihlbare Menge an Kolonien enthalten, und tragen Sie die Werte in eine Tabelle
(/ Vorlage) ein! Berechnen Sie auf Grund dieser Werte den Pilzgehalt in 1g
frischen Boden! :

Auswertung:

Vergleichen Sie die fiir die beiden Béden gefundenen Zahlen, beachten Sie dabei die
zuvor ermittelten pH-Werte!

Bedenken Sie bei diesem Vergleich, daB keine Umrechnung auf trockenen Boden er-
folgt ist und durch den unterschiedlichen Wassergehalt der beiden Bodenproben ein
gewisser Fehler bedingt sein kann!
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Pilzgehalt in verschiedenen Bodenproben

Boden pH-Wert Verdii gsstuf Pilzgehalt/g frischer
Boden
4.2.4. Mikroorganismen an Bodenkriimeln

In der fliissigen und festen Phase des Bodens liegen Mikroorganismen in unterschied- ,
licher Menge vor. In Untersuchungen wurde beispielsweise festgestellt, daB 1 ml
Bodenldsung 7300 Mikroorganismen, 1g trockene Bodensubstanz aber 2500000
Keime enthielt. Jeder Bodenkriimel ist auBerordentlich dicht von Mikroorganismen
besiedelt, die ihrerseits zur Stabilisierung des Kriimels beitragen (Lebendverbauung).

[ Weisen Sie an Bodenkriimeln aus einer Probe Gartenerde Mikroorganismen
nach! Sie kénnen dabei nach der Anleitung zu Experiment 22 verfahren.

v Experiment 22: Nachweis von Mikroorganismen an Bodenkriimeln
Zeit:
Dauer des Experiments: 1 Tag
Ansatz: 150 Min.
Auswertung: 30Min.
Material:

wenig Gartenerde

Becherglas (100 ml, Hochformat)

Stiick Aluminium-Haushaltfolie
Objekttriger

kleiner Spatel

Filterpapier

Glasschale (15 cm Durchmesser) mit Deckel
Agar oder Gelatine

Athanol

Durchfiihrung:

- Kochen Sie 70 ml 2%igen Leitungswasseragar in einem Becherglas (100 ml), be-
decken Sie das Glas mit einem Stiick Aluminiumfolie, und driicken Sie diese unter-
halb des Glasrandes fest! )

— Sterilisieren Sie den Agar 20 Min. bei 121 °C!

- Lassen Sie den Agar auf 45 °C abkiihlen, und tauchen Sie in diesen einige griindlich
mit Athanol gereinigte und abgeflammte Objekttrager!

- Legen Sie die so behandelten Objekttriger auf eine plane Unterlage, lassen Sie den
Agarfilm erstarren, und reinigen Sie die Unterseite der Objekttrager!
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— Streuen Sie mit einem Spatel auf die Agaroberfliche einige wenige, moglichst kleine
Bodenkriimel!

- Legen Sie die Objekttriger in eine mit feuchtem Filterpapier ausgekleidete Glas-
schale und verschlieBen Sie sie mit einem Deckel!

- Stellen Sie den Ansatz fiir 24 Std. in einen Brutschrank (28 °C)!

Zur Herstellung eines Gelatinenihrbodens werden 7,5 g Gelatine in 50 ml Leitungs-
wasser bei etwa 40 °C im Wasserbad gelSst und an drei aufeinanderfolgenden Tagen
im strémenden Dampf sterilisiert. Die weiteren Arbeitsschritte entsprechen den
im Experiment angegebenen. Die Glasschale mit den Objekttrigern wird aber nicht
in den Brutschrank gestellt, sondern bei Zimmertemperatur aufbewahrt.

Auswertung:

Betrachten Sie bei geringer mikroskopischer VergroBerung die einzelnen Priparate,
und stellen Sie dabei fest, ob sich um die Kriimel Héfe von Bakterien gebildet haben
und vom Kriimel ausgehende Pilzhyphen sichtbar sind!

[ ) Wiederholen Sie das Experiment 22, verwenden Sie dabei anstelle von Garten-
erde Sand! Vergleichen Sie die Ergebnisse beider Experimente! Setzen Sie
die Ergebnisse zu dem Gehalt an organischen Stoffen in den gepriiften Boden-
proben in Beziehung!

4.3. Mikroorganismen im Wasser

Jede Ansammlung von Wasser stellt einen mehr oder weniger giinstigen Lebensraum
fiir Mikroorganismen dar (z. B. Wasserpfiitzen, Timpel, Teiche und Seen ebenso wie
Biche, Fliisse, Stréme oder Meere). Der Mikroorganismenreichtum eines Gewissers
hingt von seinen chemischen und physikalischen Eigenschaften, insbesondere von dessen
Nihrstoffgehalt ab. Bei giinstigen Lebensbedingungen kann die Anzahl der Mikroor-
ganismen sehr hoch sein. In einem Gewisser konnen sich neben urspriinglich vorhan-
denen Mikroorganismen auch solche befinden, die aus der Luft, dem Boden oder mit
menschlichen und tierischen Ausscheidungen sowie durch Industrieabwisser in das
Wasser gelangt sind.

[ ] Lesen Sie im Lehrbuch Biologie Klasse 9 die Seiten 136 und 137!
Verschaffen Sie sich einen Uberblick iiber die Verschmutzungsquellen fiir die
Gewadsser lhrer Umgebung, sowie dariiber, welche Auswirkungen die Verschmut-
zung hat und wie der Verschmutzung entgegengewirkt werden kann!

Durch hiusliche und landwirtschaftliche Abwisser verunreinigte Gewisser kénnen
beispielsweise das Darmbakterium Escherichia coli enthalten, das als ein Indikator
fir Verunreinigungen durch Fikalien anzusehen ist und deshalb bei der hygienischen
Begutachtung von Wasserproben eine entscheidende Rolle spielt. Quell- und Grund-
wasser sind arm an Mikroorganismen und stellen ein wertvolles Reservoir fiir die Ge-
winnung von Trinkwasser dar. Trinkwasser muB frei von toxischen Stoffen und patho-
genen Keimen sein und darf maximal 100 Keime/m! enthalten.

Die Reinhaltung und der Schutz der Gewisser als gesellschaftliches Eigentum sind ein

90



wesentliches Anliegen des Gesetzes iiber die planmiBige Gestaltung der sozialistischen
Landeskultur in der Deutschen Demokratischen Republik [Landeskulturgesetz v.
14. 5. 1970].

4.3.1. Keimgehalt von Trink- und Brauchwasser

Trinkwasser ist sehr reines, aufbereitetes Wasser, das bestimmten chemischen und
mikrobiologischen Qualititsanforderungen entsprechen muB. Die Trinkwasserversor-
gung der Bevdlkerung unterliegt einer stindigen Uberwachung durch Organe der
Wasserwirtschaft und Hygiene-Institute. Da Krankheitserreger, wie Typhus- und
Cholerabakterien, auf dem Wasserwege sehr schnell verbreitet werden und Epidemien
auslésen konnten, sind bakteriologische Untersuchungen zur Beurteilung der Giite
des Trinkwassers unerliBlich.

Das im Haushalt oder in der Volkswirtschaft verwendete Wasser wird wihrend seines
Gebrauches mit Mikroorganismen angereichert und ist danach als Trinkwasser nicht
mehr geeignet.

o Untersuchen Sie Trink- und Waschwasser auf seinen Gehalt an Mikroorganis-
men! Verfahren Sie dabei nach der Anleitung zu Experiment 23!

v Experiment 23: Nachweis von Mikroorganismen im Trink- und
Waschwasser
Zeit:
Dauer des Experiments: 2 Tage
Ansatz: 45 Min.
Auswertung: 15 Min.
Material:

sterile Flasche (etwa 100 ml)

sterile Abdampfschale (etwa 1 1)

2 sterile MeBpipetten (1 ml)

Fettstift oder Etiketten

4 sterile Petrischalen

4 sterilisierte Hochschichtréhrchen mit Nihrgelatine (Rezept / S. 154)

Durchfiihrung:

~ Drehen Sie den Wasserhahn voll auf, und lassen Sie das Wasser 4 Min. abflieBen!

- Fillen Sie danach eine sterile Flasche mit Wasser, und verschlieBen Sie diese!

— Lassen Sie anschlieBend Leitungswasser in eine sterilisierte Schale laufen, und
waschen Sie sich darin |hre Hinde, ohne Seife zu benutzen!

- Verflussigen Sie die Nihrgelatine in den 4 Hochschichtréhrchen bei etwa 37 °C im
Wasserbad! ; :

- Entnehmen Sie mit sterilen Pipetten sowohl von der Leitungswasserprobe als auch
vom Waschwasser je 1,0 ml und 0,1, ml und pipettieren Sie diese Mengen in Petri-
schalen! Vermerken Sie auf den Schalen die Art der Wasserprobe und die ein-
pipettierte Wassermenge!
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- GieBen Sie die verflissigte Nihrgelatine in die 4 Petrischalen, und vermischen Sie
durch vorsichtiges Hin- und Herschwenken der Schalen Gelatine und Wasserprobe!

- Lassen Sie die Gelatine erstarren, und stellenSie danach diePlatten zur Bebriitung bei
22 °C auf!

Auswertung:

Ermitteln Sie nach 2 Tagen die Anzahl der gebildeten Kolonien auf jeder Platte! Be-
rechnen Sie den Keimgehalt von 1 Liter Trink- und 1 Liter Waschwasser! Vergleichen
Sie die ermittelten Ergebnisse miteinander!

4.3.2. TemperatureinfluB auf Bakterien im Wasser

Unter den Bakterien sind die Sporenbildner in der Lage, physiologisch extreme
Temperaturen zu Giberstehen. Sporen solcher resistenter Bakterien iiberdauern Ein-
frieren ebenso wie Kochen.

® Weisen Sie die femperaturresistenz sporenbildender Bakterien nach! Handeln
Sie dabei nach der Anleitung zu Experiment 24!

v Experiment 24: Ermittlung des Einflusses der Temperatur auf

die Uberlebensfihigkeit von Bakterien im
Wasser

Zeit:

Dauer des Experiments: 17 Tage

Ansatz: am 1. Tag 30 Min.; nach 14 Tagen 15 Min.; nach

weiteren 2 Tagen 4 Std.

Auswertung: 15 Min.

Material:

Heu

Teichwasser

Becherglas (11)

Mulltuch

Trichter

sterile Pipette (5 ml)

5 sterile Pipetten (10 ml)

sterile Pipette (25 ml)

4 sterile MeBpipetten (1 ml)

steriler Erlenmeyerkolben mit etwa 50 Glasperlen
4 dickwandige Reagenzgliser

4 sterile Glasspatel

Erlenmeyerkolben mit sterilem Wasser (100 ml)
sterilisiertes Nahragar-Rohrchen (Schrigagar)

4 vorgetrocknete Nihragar-Platten
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Durchfiihrung:
Ansatz

— Stellen Sie entsprechend der im Experiment 2 (S. 52) gegebenen Anleitung einen
HeuaufguB her! Durch das Kochen des Heues werden bakterienfressende Organis-
men (z. B. Protozoen) abgetotet.

Wenn sich auf dem HeuaufguB eine Kahmhaut gebildet hat, entnehmen Sie davon
mit der Impfése etwas Material, und streichen Sie es auf Fleischnihrboden (Schrig-
agarrohrchen) aus! In wenigen Tagen entsteht eine Rohkultur, die vorwiegend aus
dem Heubazillus (Bacillus subtilis) besteht.

Schwemmen Sie die Rohkultur mit 5 ml sterilem Leitungswasser ab, indem Sie nach
dem Einpipettieren des Wassers in das Kulturréhrchen den Bakterienbewuchs mit
einer Impfése ablésen!

GieBen Sie dje Suspension in einen mit Glasperlen versehenen Erlenmeyerkolben,
fiigen Sie 10 ml steriles Wasser zu, und schiitteln Sie den Kolben so lange, bis sich
die Bakterienmasse gleichmiBig verteilt hat! A
Pipettieren Sie weitere 35 ml steriles Wasser in den Erlenmeyerkolben und schwen-
ken Sie noch einige Male gut um!

Entnehmen Sie von der Suspension 4 Proben zu je 10 ml, und geben Sie diese in
jeweils ein dickwandiges Reagenzglas!

Behandeln Sie die Proben wie folgt:

Probe 1 Einfrieren im Kiihlschrank (TiefkihIfach)

Probe 2 Aufstellen fiir etwa 180 Min. bei Zimmertemperatur

Probe 3 Erhitzen im Wasserbad auf 100 °C

Probe 4 Autoklavieren bei 121 °C.

Spateln Sie 0,1 ml der Suspensionen nach Einwirkung der unterschiedlichen Tempe-
raturen auf zuvor getrocknete Fleisch-Agar-Platten mittels Glasspateln aus und
stellen Sie die 4 Petrischalen umgekehrt in einen Brutschrank (28 °C)!

Beobachtung
Kontrollieren Sie nach 24 Std., ob die Platten von Mikroorganismen bewachsen sind!

Auswertung:

" Ziehen Sie aufgrund der ermittelten Ergebnisse ScthBfolgerungen hinsichtlich der
Uberlebensfahigkeit sporenbildender Bakterien bei verschiedenen Temperaturen!

4.3.3. Mikroorganismen des Planktons

In stehenden Gewissern ist eine gewisse Schichtung der Mikroorganismenpopulation
zu erkennen. In der gleichmiBig durchwirmten Oberflichenschicht entwickelt sich
eine Vielzahl von licht- und sauerstoffbediirftigen Organismen. Zahlreiche Arten sind
zur Photosynthese befihigt. Mit zunehmender Tiefe des Gewissers nehmen Licht-
intensitit, Sauerstoffgehalt und Temperatur im Wasser ab, so daB sich die Anzahl der
Organismen vermindert.
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> Die Gesamtheit der im Wasser frei schwebenden Org
wird als Plankton bezeichnet. Die pflanzlichen Organismen des
Planktons sind das Phytoplankton, die tierischen Organismen des
Planktons das Zooplankton. Die auf dem Grund eines Gewissers
vorkommenden Formen stellen das Benthos dar.

Die chemisch-physikalischen Verhiltnisse eines Gewissers unterliegen jahreszeitlichen
Schwankungen, die im wesentlichen durch die Temperatur bedingt werden. Infolge
Abkiihlung der Oberflichenschicht kommt es‘insbesondere im Herbst zu einer Zirku-
lation des Wassers, die Verinderungen in der Lebensgemeinschaft des Gewissers
hervorruft.

() Untersuchen Sie Plankton in Proben aus verschiedenen Binnengewdssern ent-
sprechend der Anleitung zu Experiment 25!

A 4 Experiment 25: Nachweis von Mikroorganismen des Planktons
verschiedener Gewisser
Zeit:
Dauer des Experiments: 8 Std.

Material:

Planktonnetz bzw. 6 Enghalsflaschen (50 ml oder 100 ml) mit Verschliissen
Draht

Stab (2 m lang)

Etiketten und Fettstifte

Thermometer

6 Pipetten

Objekttriger

Deckgliser

Durchfiihrung:

— Wibhlen Sie 3 Gewisser unterschiedlicher Tiefe aus, um das darin enthaltene

Plankton auf seine Zusammensetzung zu untersuchen!

Wenn kein Planktonnetz zur Verfiigung steht, verwenden Sie zum Schépfen der

Wasserproben enghalsige Flaschen von 50 ml oder 100 ml Fassungsvermégen, die

Sie mittels eines Drahtes so an einen etwa 2 m langen Stab befestigen, daB sie sich

beim Eintauchen in das Wasser nicht ablésen kénnen!

Entnehmen Sie von jedem Gewisser 2 Proben, eine Probe unmittelbar unter der

Wasseroberfliche, die zweite aus 1 m Tiefe! .

Achten Sie darauf, daB die Flasche schnell in das Wasser eingesenkt wird, damit

nicht schon beim Hinabfiihren bis zu 1 m Tiefe Wasser hineinliuft! '

- GieBen Sie vor dem VerschlieBen der Flaschen etwas Wasser ab, so daB bis zur
Untersuchung des Planktons kein Sauerstoffmangel im GefiB eintritt!

- Vermerken Sie auf den GefiBen, wo Sie die Probe entnommen haben, und fiihren
Sie ein Protokoll, in dem Sie das jeweilige Gewisser charakterisieren (geogra-
phische Lage, Art des Gewissers, Pflanzenbewuchs, Triibung und Temperatur)!

- Bringen Sie die Wasserproben méglichst rasch in lhren Arbeitsraum!
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- Schiitteln Sie die Wasserproben vor dem Mikroskopieren einige Male um, damit
eine annihernd gleichmiBige Verteilung der Organismen erreicht wird!

- Pipettieren Sie von jeder Probe einige Tropfen auf je einen Objekttriger und be-
schriften Sie diesen!

— Nachdem Sie ein Deckglas aufgelegt haben, durchmustern Sie jeweils das Priparat
nach Mikroorganismen des Planktons!
Es fallen meist eigenbewegliche, ungefirbte Formen auf, die dem Zooplankton
zuzurechnen sind. Sie gehéren zur Gruppe der Protozoen. Griin oder briunlich
gefirbte Organismen sind in der Regel dem Phytoplankton zuzuordnen; auch unter
ihnen gibt es bewegliche Formen.
Zum Phytoplankton zihlen Blaualgen, GeiBelalgen, Kieselalgen, Griinalgen.

Auswertung:

Eine taxonomische Bestimmung setzt umfangreiche Artenkenntnis voraus.
Versuchen Sie dennoch mit Hilfe von Bestimmungstabellen [, Schubert 1972] die
Gattungen der von lhnen beobachteten Mikroorganismen des Phytoplanktons zu er-
mitteln!

Tragen Sie in das Protokoll ein, welche Gattungen fiir das jeweils ausgewihite
Gewisser typisch sind! Stellen Sie fest, ob die Tiefe, aus der die Probe entnommen
worden ist, einen EinfluB auf die Zusammensetzung des Planktons hat!
Bestimmungen der Anzahl der Planktonorganismen in einer Wasserprobe lassen
sich mit Hilfe der Zahlkammer nach KOLKWITZ durchfiihren. Eine Arbeitsanleitung
dafir finden Sie in der ,,Praxis fur SiBwasserbiologie* [Schubert 1972, S. 63].

4.3.4. Vorkommen von Kieselalgen

Insbesondere im Frithjahr treten in unseren Binnengewissern Kieselalgen

haft auf. Sie sind durch kieselsiurehaltige Schalen, die wie die beiden Teile einer
Schachtel ineinandergreifen, charakterisiert und zeichnen sich durch groBe Formen-
mannigfaltigkeit aus ( * S. 96). Kieselalgen kommen als Plankton und Benthos im
Wasser vor und kénnen infolge ihrer unterschiedlichen Anspriiche an ihre Umwelt
als Indikatororganismen fiir Gewisserverschmutzung dienen.

[ ] Untersuchen Sie Proben aus Binnengewdssern auf Kieselalgen! Beachten Sie
die Anleitung zu Experiment 26!

v Experiment 26: Nachweis von Kieselalgen in Binnengewissern

Zeit:
Dauer des Experiments: 150 Min.

Material:

2 Enghalsflaschen (50 ml oder 100 ml)
Draht

Stab (2m lang)

Etiketten und Fettstift
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2 Pipetten
Objekttriger
Deckgliser

Durchfiihrung:

- Gehen Sie im Frithjahr mit der im Experiment 25 beschriebenen Ausriistung zur
Entnahme einer Wasserprobe an einen Teich, Timpel oder Bach und schépfen
Sie von der Oberfliche und vom Grunde des Gewissers je eine Probe!

- Stellen Sie davon in lhrem Arbeitsraum Priparate fiir die mikroskopische Beobach-
tung her!

- Verschaffen Sie sich iber die Anzahl der vorhandenen Kieselalgen und deren
Formenmannigfaltigkeit einen Uberblick! Fertigen Sie von einigen Formen UmriB-
und Detailzeichnungen an, aus denen die Oberflichenstruktur der Kieselsiure-

schale hervorgeht!

Auswertung:

Versuchen Sie, einige der im Mikropriparat enthaltenen Kieselalgen zu benennen!
Vergleichen Sie dazu mit der Abbildung 96/1 oder mit den Abbildungen in Schubert
[1972] auf Seite 48 und 49!

Wenn Sie sich eingehender mit Kieselalgen beschiftigen wollen, benutzen Sie dazu
die ,,Praxis der SiiBwasserbiologie'* [Schubert, 1972] oder das Heft 467 der Neuen

Brehm-Biicherei ,,Kieselalgen in Binnengewissern* [Kalbe, 1973]!

4.3.5. Mikroorganismen des Abwassers

Gelegentlich findet man in stehenden oder flieBenden Gewissern auf Steinen oder
anderen Gegenstinden fellihnliche Uberziige, die aus relativ langen, schmutziggrauen
Fiden bestehen und in flieBendem Wasser flottieren. Diese Uberziige werden von den
Pilzen Leptomitus lacteus und Fusarium aquaeductum sowie dem Bakterium Sphaerotilus
natans gebildet (Abb. 99/1). Diese Organismen sind typisch fir abwasserbelastete,
d. h. organisch stark verschmutzte Gewisser. lhr Auftreten wird auBerdem vom pH-
Wert des Wassers bestimmt: Leptomitus und Fusarium wachsen im pH-Bereich 5 bis
6, Sphaerotilus wichst bei etwa pH-Wert 8.

[ ) Suchen Sie in lhrer Umgebung nach Gewdssern, in denen Steine und andere
Gegenstdnde fellartige Uberziige zeigen! Entnehmen Sie aus diesen Gewdssern
Proben! Weisen Sie darin Mikroorganismen nach! Handeln Sie dabei nach
Anleitung zu Experiment 27! SchlieBen Sie aus den vorkommenden Orga-
nismenformen auf den Zustand des Wassers! Versuchen Sie zu erfahren,
wodurch die Verschmutzung zustande kommt! Wie kénnte man sie ver-

hindern?
v Experiment 27: Nachweis von Mikroorgani in ab r
belasteten Gewissern
(] Zeit:

Dauer des Experiments: 180 Min.
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Material:

Becherglas (11)

Thermometer

pH-Papier (z. B. Unitest-Papier)
Skalpell )
dickwandiges, verschlieBbares Gefi
Etiketten

Objekttrager

Deckgliser

Durchfiihrung:

- Stellen Sie fiir die Entnahme von Proben aus abwasserbelasteten Gewissern das
erforderliche Material (s. 0.) zusammen, und suchen Sie mit den Gerétschaften und
dem Protokollbuch geeignete Gewisserstellen auf!

— Schépfen Sie an diesen Stellen — ohne Schmutz aufzuwirbeln — ein Becherglas voll
Wasser, halten Sie es gegen das Licht und beurteilen Sie, ob das Wasser keine,
geringe oder starke Tribung zeigt! [!]

Tragen Sie dieses Ergebnis und auch die folgenden Werte in eine Tabelle ein, die
Sie nach dem Muster auf Seite 98 anlegen!

- Messen Sie den pH-Wert, indem Sie einen Streifen Unitest-Papier fiir 30 Sek.
in das Wasser tauchen und die Firbung des Papiers mit der beigegebenen Farb-
skala vergleichen!

- Stellen Sie mit dem Thermometer die Wassertemperatur fest!

— Schaben Sie mit dem Skalpell einen Teil der fellartigen Uberziige von den Steinen
ab, bringen Sie diese in das dickwandige GefiB und gieBen Sie etwas Wasser
dariiber!

— Transportieren Sie das verschlossene Gef4B in den Arbeitsraum, stellen Sie Pra-
parate her und beobachten Sie diese unter dem Mikroskop! '

Hinweis: Da Abwasser pathogene Mikroorganismen enthalten kann, ist sorgfiltige
Desinfektion von Hinden und Gerdten unbedingt erforderlich.
Auswertung:

Vergleichen Sie die gefundenen Mikroorganismen mit denen auf der Abbildung (99/1)
und benennen Sie die Organismen unter Beachtung des pH-Werts! Tragen Sie die
Bezeichnungen der Abwasserorganismen ebenfalls in die Tabelle ein!

Mikroorganismen in Wasserproben

Ort der Probe-  Triibung pH-Wert Temperatur typische Mikro- .
nahme organismen im
Abwasser
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Fusarium aquaeductum

Leptomitus lacteus

==L

Abb. 99/1 Mikroorganismen des Abwassers
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4.4, Mikroorganismen an oder in Pflanzen und Tieren

AuBer in der Luft, im Boden und im Wasser befinden sich Mikroorgani 1 auch an
Gegenstinden und Lebewesen. Sie haften duBeren Oberflichen von Pflanzen und
Tieren an, leben aber ebenso im Inneren von Organismen. Diese anhaftenden Mikro-
ben sind in der Regel harmlos und schidigen den Organismus, auf dem sie vor-
kommen, nicht. Mitunter treten sie zu ihm in ein Wechselverhiltnis, von dem beide
Partner Nutzen ziehen (Symbiose). Im Pansen der Wiederkiuer beispielsweise
finden zellulosezersetzende Bakterien giinstige Lebensbedingungen. Diese Pansen-
bakterien schlieBen die Zellulose der aufgenommenen pflanzlichen Nahrung auf,
wodurch deren Bestandteile fir das Tier verwertbar werden. Zwischen hdheren
Lebewesen und Mikroorganismen kénnen sehr enge Beziehungen bestehen. Eine
solche ausgeprigte Symbiose besteht beispielsweise bei Schmetterlingsbliitengewach-
sen, die mit Knéllchenbakterien zusammenleben. Wihrend sich bei der Symbiose
ein Gleichgewicht zwischen beiden Partnern herausgebildet hat, kann in anderen
Fillen des Zusammenlebens von Organismen das Gleichgewicht zugunsten der Mikro-
organismen verschoben sein, so daB der Wirtsorganismus geschidigt wird. Solche
Mikroorganismen bezeichnet man als Parasiten. Sie kénnen als Krankheitserreger
wirken und typische Erkrankungen hervorrufen. Die Schidigung des Wirtsorganis-
mus kann so stark sein, daB sie den Tod herbeifiihrt.

4.44. Mikroorganismen an abgestorbenen Pflanzenteilen

Eine Vielzahl von Mikroorganismen haftet an abgestorbenen Pflanzenteilen. Ein Teil
von ihnen hat infolge Wassermangels Uberdauerungsformen (z. B. Zysten) gebildet,
die bei Wasserzufuhr in den aktiven physiologischen Zustand zuriickkehren. Die
Mannigfaltigkeit der Organismenformen, die verschiedenen systematischen Gruppen
angehéren, und ihr zum Teil zeitlich aufeinanderfolgendes Auftreten (Sukzessionen)
kann man in eindrucksvoller Weise an einem HeuaufguB untersuchen.

[ ] Stellen Sie fest, welche Mikroorganismen an abgestorbenen Pflanzenteilen
vorkommen ! Richten Sie sich dabei nach der Anleitung zu Experiment 28 !

v Experiment 28: Nachweis von Mikroorganismen an abgestorbenen

Pflanzenteilen

Zeit:

Dauer des Experiments: maximal 4 Wochen

Ansatz: 15 Min.

Auswertung: jeden 3. Tag 60 Min.

Material:

Heu

Becherglas (1)
Teichwasser
Mulltuch
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Trichter

Objekttriger

Deckgliser .
4 Saugpipetten (an jedem Untersuchungstag)

Durchfiihrung:

Ansatz

- Bringen Sie in ein Becherglas eine Handvoll Heu, und iibergieBen Sie dieses mit
Wasser aus einem Tiimpel oder Teich, das Sie zuvor durch Mulltuchlagen geseiht
haben!

— Stellen Sie das Glas an einem hellen, nicht sonnigen, aber warmen Ort auf!

Beobachtung

- Verfolgen Sie in Abstinden von 3 Tagen die Entwicklung der Mikroorganismen-
population, indem Sie mit einer Saugpipette Proben nehmen
1. von der Oberfliche
2. dicht unter der Oberfliche
3. von der Mitte
4. vom Grunde des Aufgusses.

— Stellen Sie davon Frischpriparate her und betrachten Sie diese unter dem Mikro-
skop! Als besonders geeignet erweist sich die Beobachtung der Mikroorganismen
im Dunkelfeld (/S.29).

- Fertigen Sie von den nach einer bestimmten Zeit hiufig auftretenden Formen
Skizzen an!

Auswertung:

Versuchen Sie, die beobachteten Organismen durch Vergleich mit den auf den
Seiten 47 und 77 abgebildeten und in dem Buch ,,Mikroskopie”” [Schliiter 1972] vor-
gestellten Formen in gréBere systematische Gruppen einzuordnen!

Als einige typische Vertreter kénnen auftreten: Heubazillus (Bacillus subtilis), Euglena,
Amében, Pantoffeltierchen, Stentor, Vorticella.

Stellen Sie die zeitliche Reihenfolge des Auftretens der verschiedenen Organismen-
gruppen fest!

4.4.2. Knéllchenbakterien
Einige Mikroorganismenarten kénnen Luftstickstoff binden. Dazu gehéren neben
frei im Boden vorkommenden Arten auch die mit Wurzeln von Schmetterlings-

bliitengewichsen in Symbiose lebenden Knéllchenbakterien (Gattung Rhizobium).

[ ] Isolieren Sie Bakterien aus den Wurzelknéllchen von Erbsen- oder Bohnen-
pflanzen nach der Anleitung zu Experiment 29!
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v Experiment 29: Isolierung von Knéllchenbakterien

Zeit:

Dauer des Experiments: 3 Tage
Ansatz: 60 Min.
Auswertung: 15 Min.
Material:

Wurzeln von Erbsen- oder Bohnenpflanzen

Rasierklinge oder Skalpell

Pinzette

‘sterile Pinzette

steriler Objekttriger

steriler Glasstab

Erlenmeyerkolben (100 ml) mit sterilem Wasser

3 Bechergliser (50 ml) mit 70%igem Athanol

sterilisiertes Schrigagar-Réhrchen mit Nihrboden nach STALDER
(Rezept / S. 155)

Durchfiihrung:

Im Schulgarten gezogene Erbsen- oder Bohnenpflanzen werden sorgfiltig ausgegraben.
Es ist auch méglich, die benétigten Pflanzen im Blumentopf heranzuziehen (z. B. in
der Zeit von Oktober bis Mai).

- Spiilen Sie von den Wurzeln die anhaftende Erde unter flieBendem Wasser ab!

An den Wurzeln werden‘in der Regel wenige Millimeter groBe Verdickungen
sichtbar, die Wurzelknglichen (1 Lehrbuch Biologie Klasse 9, S.113). In diesen be-
finden sich die luftstickstoffbindenden Knélichenbakterien (Rhizobien).

Um die Bakterien zu isolieren, trennen Sie zunichst ein relativ groBes Knéllchen

mit Rasierklinge oder Skalpell von der Wurzel ab, fassen es mit einer Pinzette

und tauchen es in 70%iges Athanol!

Wiederholen Sie diesen Vorgang zweimal, um dadurch zahlreiche Keime an der

Knéllchenoberfliche abzutéten!

Bringen Sie das Knélichen in keimarmer Atmosphire mit einer sterilen Pinzette

auf einen keimfreien Objekttriger, und zerquetschen Sie es!

Fiigen Sie mit einem sterilen Glasstab einen Tropfen entkeimtes Wasser zu, und

stellen Sie einen Brei her! .

Entnehmen Sie von diesem Brei mit einer ausgegliihten und abgekiihlten Impfése
etwas Material und verimpfen Sie es in ein Schrigagar-Réhrchen!

Das Kulturréhrchen wird beschriftet (Tag der Impfung) und bei Zimmertemperatur

stehengelassen. :

Auswertung

Prifen Sie an den folgenden Tagen, ob auf der Nihrbodenoberfliche ein schlei-
miger Bewuchs sichtbar wird. Ein solcher Bewuchs ist der Beweis fiir die gelungene
Isolierung von Knéllchenbakterien.
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4.4.3. NaBfdule an Kartoffelknollen

4.434. Erreger der KnollennaBfdule

Gelegentlich finden sich in den Kartoffelvorriten des Haushalts faulende Kartoffel-
knollen. Werden Sie nicht rechtzeitig entdeckt und entfernt, kann die Fiule aufandere
Knollen iibergehen. Ahnliche Erscheinungen kénnen auch in Mieten oder groBen
Lagerhallen auftreten und erhebliche Verluste an Nahrungs- und Futterkartoffeln
verursachen.

® Priifen Sie eine bestimmte Menge (z. B. 5 kg) Kartoffeln auf das Vorhanden-
sein von naBfaulen Kartoffelknollen! Ermitteln Sie gegebenenfalls Anzahl und
Menge! Errechnen Sie den Anteil faulender Knollen in %! SchlieBen Sie auf
mégliche Lagerverluste durch KnollennaBfdule!

Besonders hiufig kommen naBfaule Knollen in niederschlagsreichen Jahren in-den
Lagerbestinden vor. Die als KnollennaBféule bezeichnete Krankheit wird durch das
Bakterium Erwinia carotovora var. atroseptica hervorgerufen.

Auf den Kartoffelfeldern verursacht die gleiche Bakterienart die Schwarzbeinigkeit
der Kartoffelpflanze.

[} Untersuchen Sie, ob das Faulen der Kartoffelknollen auf den Erreger der NaB-
féule zuriickzufiihren ist! Handeln Sie dabei nach der Anleitung zu Experi-
ment 30!
v Experiment 30: Nachweis des Erregers der NaBfiule an Kartof-
felknollen
Zeit:
Dauer des Experiments: 14 Tage
Ansatz: 45 Min.
Auswertung: 60 Min.
Material:
Je eine gesunde und je eine naBfaule Kartoffelknolle
Skalpell
Spatel
Filterpapier

2 Einweckgliser
Reagenzglas

Objekttriger

Deckgliser

Glasstab

steriles Leitungswasser
verd. Fuchsinphenollésung
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Durchfiihrung:

Ansatz

- Suchen Sie aus einem Winterlager (Keller oder Miete) eine gesunde und eine
naBfaule Kartoffélknolle heraus, und spiilen Sie diese unter der Wasserleitung ab!

- Schneiden Sie aus einer gesunden Knolle einen Kegel von etwa 2 cm Tiefe heraus
und fiillen Sie die entstandene Hohlung mit breiigem Material, das Sie der naB-
faulen Knolle mittels eines Spatels entnommen haben (,# Abb. 104/1). Die naBfaule
Knolle stellt auch das Ausgangsmaterial fiir Experiment 31 dar.

- Legen Sie die gesunde, priparierte Kartoffelknolle in ein mit feuchtem Filter-
papier ausgekleidetes Einweckglas und verschlieBen Sie dieses mit dem Deckel!

~ Sorgen Sie dafiir, daB sich die Knolle iiber einen Zeitraum von 14 Tagen in einer
wasserdampfgesittigten Atmosphire befindet!

Beobachtung

- Entnehmen Sie nach dieser Zeit vom breiig fauligen Inhalt dieser Knolle etwas
Material, geben Sie es in ein kleines Reagenzglas und suspendieren Sie es mit einigen
Millimetern sterilem Leitungswasser.

- Bringen Sie vom triiben Uberstand einen Tropfen auf einen Objekttrager, streichen
Sie die Flissigkeit aus, und lassen Sie den Ausstrich trocknen!

- Fixieren Sie das Priparat in der Flamme!

— Firben Sie es 1 bis 2 Min. mit verdiinnter Fuchsinphenolldsung!

- Spiilen Sie danach die Farblésung ab, und betrachten Sie das Priparat unter dem
Mikroskop! Verwenden Sie dazu ein Immersionsobjektiv!

- Achten Sie bei der Betrachtung des Priparates auf kleine (0,6 um bis 0,8 um
x 1,5 um bis 2,5 um), einzeln und gelegentlich in Ketten vorkommende Stibchen,
die Erreger der KartoffelnaBfiule sind! AuBerdem treten weitere, nicht pathogene
Mikroorganismen auf, die sich in der naBfaulen Kartoffelknolle angesiedelt haben
und teilweise den fauligen Geruch hervorrufen.

Besonders eindrucksvoll ist die Lebendbeobachtung der Mikroflora der naBfaulen
Kartoffelknolle im Dunkelfeld (/S. 29).

~ Fihren Sie nach der mikroskopischen Betrachtung einen Langsschnitt durch die
naBfaule Kartoffelknolle und spiilen Sie mit einem scharfen Wasserstrahl das
mazerierte Gewebe heraus!

Auswertung:

Schitzen Sie, wie groB der Anteil des zerstérten Gewebes ist und tragen Sie den
Anteil des noch verbliebenen gesunden Gewebes in die UmriBskizze ein (Abb.104/1).

infektioses
Materia
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Informieren Sie sich in einem Landwirtschaftsbetrieb iiber die Hohe der Ernte- und
Lagerverluste, die durch NaBfiule verursacht werden und dariiber, durch welche
MaBnahmen diese Verluste vermieden oder mindestens verringert werden kénnen!

4.4.3.2. Ausbreitung der KnollennaBféule in mit Keim-Stop
behandelten Kartoffelvorréten

Als Vorratsschutzmittel wird bei der Einlagerung von Kartoffeln Keim-Stop zwischen
die Knollen gestreut, um ihr vorzeitiges Auskeimen und dadurch entstehende Nzhr-
stoffverluste zu verhindern. Keim-Stop ist kein speziell gegen Krankheitserreger ent-
wickeltes Priparat.

[ ] Priifen Sie, ob die Verwendung von Keim-Stop bei der Kartoffellagerung auch
EinfluB auf die Ausbreitung von NaBfdule hat! Richten Sie sich dabei nach
der Anleitung zu Experiment 31!

v Experiment 31: Priifung des Einflusses von Keim-Stop auf die
Ausbreitung von NaBfiule
Zeit:
Dauer des Experiments: 3 Tage
Ansatz: 45 Min.
Auswertung: 15 Min.
Material:

naifaule Kartoffelknolle (, Experiment 30)

4 sterile Petrischalen

steriler Glasspatel

Haarlackspriiher

Fettstift oder Etiketten

Becherglas mit 10%iger wiBriger Keim-Stop-Aufschwemmung
4 sterilisierte Hochschicht-Réhrchen mit Nihragar |

Durchfiihrung:

Ansatz

- GieBen Sie 4 Nihragarplatten!

- Bespateln Sie die Nihrbodenoberfliche aller Platten mit Material, das Sie einer
naBfaulen Kartoffelknolle entnommen haben (* Experiment 30)!

- Bespriihen Sie 2 der bespatelten Platten mit einer 10%igen wiBrigen Aufschwem-
mung von Keim-Stop, so daB auf ihnen ein diinner Film entsteht!

- Beschriften Sie die Petrischalen!

- Bebriiten Sie alle 4 Platten bei 28 °C!

Beobachtung

- Priifen Sie an den folgenden Tagen, auf welchen Platten ein Mikroorganismen-
bewuchs sichtbar wird!
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Auswertung:

Formulieren Sie das Versuchsergebnis, und ziehen Sie SchluBfolgerungen beziiglich
der Wirkung des Keim-Stops auf die Ausbreitung von Fiuleerregern in Kartoffel-
lagern! !

4.4.4. Echter Mehltau auf Eichenbldttern

In den Sommermonaten fallen Eichenbaume und -biische auf, deren Blitter bemehlte
Uberziige zu tragen scheinen. Diese Erscheinung wird durch den Echten Mehltau
verursacht, der bei Eichen durch einen Schlauchpilz hervorgerufen wird. Das Auf-
treten dieser in Europa weit verbreiteten Krankheit ist in starkem MaBe von klima-
tischen Faktoren abhingig. Neben der Luftfeuchtigkeit ist die Temperatur fir die
Vermehrung des Pilzes von entscheidender. Bedeutung. Unter giinstigen Bedingungen
werden junge Triebe und Blitter binnen weniger Wochen vom Pilzmyzel iiberzogen.

[ J Beobachten Sie die Ausbreitung des Mehl auf Laubbldttern nach der
Anleitung zu Experiment 32!

A4 Experiment 32: Beobachtung der Ausbreitung von Mehitau auf
Eichenblittern
Zeit:
Dauer des Experiments: etwa 21 Tage
Auswertung: in Abstinden von 3 bis 4 Tagen 30 Min.
— nach etwa 21 Tagen 150 Min.
Material:
Leukoplast
5 Projektionsfolien
Polylux-Stift
Thermohygrograph oder Thermometer und Hygrometer
Skalpell )
Holundermark oder Polystyrol
Rasierklinge
Objekttriger
Deckglaser

Millimeterpapier

Durchfiihrung:

— Achten Sie Ende Juli/Anfang August auf Eichen, die auf ihren Blittern zunichst noch
kleine, bemehlte Stellen, insbesondere auf der Blattoberseite aufweisen! lhr Auf-
treten ist typisch fiir Mehltau-Befall.

— Markieren Sie 5 derartige Blatter, indem Sie am Blattstiel oder unmittelbar unter
der Blattansatzstelle einen Leukoplaststreifen befestigen und auf ihm fiir das zu
untersuchende Blatt mit Kugelschreiber eine Nummer vermerken!

~ Um den prozentualen Anteil der vom Pilzmyzel befallenen Blattoberseite zu er-
mitteln, verwenden Sie fiir jedes numerierte Blatt eine Projektionsfolie, die Sie
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unmittelbar iiber die jeweilige Blattoberfliche halten, ohne sie zu beriihren!
Skizzieren Sie auf der Folie mit einem geeigneten Stift den BlattumriB, und tragen
Sie in diesen die vom Mehltau befallenen Blattbezirke ein! Notieren Sie auf dem
Rand der Projektionsfolie die Nummer des Blattes und das Aufnahmedatum!

- Wiederholen Sie diesen Vorgang in Abstinden von 3 bis 4 Tagen, bis die Blatt-
oberseite vom Pilzmyzel véllig iberzogen ist!

Messen Sie wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes die Temperatur und
die relative Luftfeuchtigkeit!

Das kann kontinuierlich mittels eines Thermohygrographen oder durch tigliches
Ablesen von Temperatur und relativer Luftfeuchtigkeit um 7 Uhr, um 13 Uhr
und 19 Uhr erfolgen.

- Schneiden Sie nach der letzten Aufnahme die Blitter ab!

- Fertigen Sie davon im Arbeitsraum Querschnitte an, indem Sie ein Blattstiick-
chen in ein aufgespaltenes Stiick Holundermark oder Polystyrol einklemmen und
davon mit der Rasierklinge diinne Schnitte herstellen!

- Uberfiihren Sie diese in einen Tropfen Wasser auf einem Objekttriger, und legen
Sie ein Deckglas auf!

— Achten Sie bei der mikroskopischen Beobachtung auf das die obere und untere
Epidermis bedeckende Pilzmyzel, die davon sich abhebenden Tragerhyphen mit
Sporen und die in die Epidermiszellen hineinragenden Haustorien!

Auswertung:

Werten Sie die UmriBskizzen auf den 5 Folien aus! Legen Sie diese dazu auf Milli-
meterpapier, und ermitteln Sie die Gesamtfliche der Blattoberseite und die zu den
einzelnen Aufnahmen festgestellten mehltaubefallenen Flichen eines jeden Blattes!
Berechnen Sie den prozentualen Anteil der vom Mehltau befallenen Blattbezirke, und
tragen Sie die Werte in Abhingigkeit von der Zeit in das Koordinatensystem ein!
Verbinden Sie die Punkte zu einer Kurve! Erliutern Sie den Kurvenverlauf unter
Beriicksichtigung von Feuchtigkeit und Temperatur!

befallene Flache (%)
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4.4.5. Fliegen als Tréger und Ubertriger von Keimen -

Bei der Verbreitung von Mikroorganismen kommt den Insekten eine besondere Be-
deutung zu, da viele von ihnen infolge massenhaften Auftretens und der Fahigkeit
zum raschen Ortswechsel Keime in groBer Menge und in kurzer Zeit iibertragen.
Auf diese Weise werden ungefihrliche, méglicherweise aber auch krankheits-
erregende Keime verbreitet. Gegen Insekten gerichtete Bekimpfungs- und hygienische
SchutzmaBnahmen schrinken daher auch die Ubertragung von Mikroorganismen
erheblich ein.

[ ] Priifen Sie, ob Fliegen Mikroorganismen verbreiten! Verfahren Sie dabei nach
der Anleitung zu Experiment 33!

v Experiment 33: Nachweis der Verbreitung von Mikroorganismen

durch Fliegen

Zeit:

Dauer des Experiments: 2 bzw. 4 Tage

Ansatz: 60 Min.; nach 2 Tagen 75 Min.

Auswertung: 15 Min.

Material:

2 Fliegen N

intensiv gefarbte Bakterienreinkultur (/S. 38)

sterile Petrischale

2 Stative

2 Stativklemmen geringer Spannweite

verschlieBbares Gefil

Mux

2 sterilisierte Rohrchen mit Nihragar | oder Nihrgelatine (Schrig-
nihrboden)

sterilisiertes Hochschicht-Rohrchen mit Nahragar | oder Nihrgelatine
(Rezept / S.154)

Durchfiihrung:

- GieBen Sie in eine sterile Petrischale Nihrboden aus einem Hochschicht-Réhrchen,
und lassen Sie den Nihrboden erstarren! '

- Fangen Sie eine Fliege, und schlieBen Sie diese in die Petrischale ein! Ein Teil der
an der Fliege haftenden Mikroorganismen gelangt auf die Nahrbodenoberfliche.

- Entlassen Sie nach 30 Min. die Fliege aus der Schale, indem Sie deren Deckel nur
wenig anheben!

- Bebriiten Sie die Platte bei 28 °C im Brutschrank!
(Bei Verwendung von Nihrgelatine Platte bei Zimmertemperatur aufbewahren.)

- Priifen Sie nach 2 Tagen durch Betrachten der Nihrbodenoberfliche, ob die Fliege
ein Keimtriger ist!

Um festzustellen, ob eine Fliege in der Lage ist, Mikroorganismen zu iibertragen,
fiihren Sie folgendes Experiment durch:
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Abb. 109/1 Ansatz zum Nachweis der
Keimiibertragung durch eine Fliege

- Beimpfen Sie eines von zwei Schrignihrboden-Réhrchen mit einer von einer
Fangplatte (/ Experiment 1) abgenommenen, intensiv gelb oder rot gefirbten Bak-
terienkultur, und bebriiten Sie diese, bis auf dem Impfstrich ein dichter Bewuchs
zu erkennen ist!

Fangen Sie eine Fliege, und sperren Sie diese in das Reagenzglas mit der beimpften
Kultur ein!

Befestigen Sie das Réhrchen mit dem unbeimpften Nihrboden in Horizontallage
mit einer Klemme am Stativ (Abb. 109/1), und entfernen Sie den Stopfen!

Richten Sie das beimpfte Rohrchen mit dem Stopfen gegen die Offnung des un-
beimpften Rohrchens, entfernen Sie den Stopfen, und halten Sie sofort die Offnun-
gen der beiden Reagenzgliser dicht aneinander!

Klemmen Sie in dieser Lage das zweite Réhrchen ebenfalls am Stativ fest!
Beobachten Sie, ob die Fliege auf die unbeimpfte Nihrbodenoberfliche des benach-
barten Réhrchens wandert! '

Trennen Sie nach etwa 60 Min. die zwei Reagenzgliser, und entlassen Sie dabei
die Fliege in ein verschlieBbares GefiB, in dem sie danach mit Mux abgetotet wird!
Setzen Sie Stopfen auf die Nahrbodenréhrchen, und stellen Sie diese in einen Brut-
schrank bei 28 °C (Gelatineréhrchen bei Zimmertemperatur stehenlassen)!

Auswertung:

Priifen Sie nach 2 Tagen durch Betrachten des Bakterienbewuchses in den Kultur-
réhrchen, ob die Fliege Keime von einem Ort auf einen anderen ibertragen kann!

[ ] Stellen Sie in einer Ubersicht die Méglichkeiten zusammen, durch die Lebens-
mittel und Gebrauchsgegenstéinde, die der Zubereitung und dem Verzehr
von Nahrung dienen, gegen die Ubertragung von Keimen durch Fliegen und
andere Insekten geschiitzt werden kénnen! Kontrollieren Sie sich selbst, ob
Sie diese Mdglichkeiten voll nutzen! Werden die erforderlichen MaBnahmen
auch im Speiseraum lhrer Schule oder in Lebensmittelgeschdften eingehalten?

4.4.6. Gregarinen in Mehlwiirmern
Tierische Einzeller kdnnen auch in vielzelligen Organismen leben und als Symbionten
oder Parasiten wirken. Hiufig besiedeln sie das Verdauungssystem des Wirtes.

Im Darm von Larven des Mehlkifers (Mehlwiirmer) treten als Parasiten groBe
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Protozoen auf, die Gregarinen. Es konnen 3 Arten vorkommen: Gregarina poly-
morpha, G. steini und G. cuneata (Abb. 110/1).

Deutomerit

Abb. 110/1 Gregarinen:
Gregarina polymorpha
Gregarina steini

Gregarina cuneata

(von links nach rechts)

[ . Weisen Sie mit Hilfe des Experiments 34 nach, daB in Mehlwiirmern para-
sitische Protozoen leben!

v Experiment 34: Nachweis von Gregarinen in Mehlkiferlarven
Zeit:
Dauer des Experiments: 60 Min.

Material:

Larven vom Mehlkifer

Priparierschere

Pinzette :

Hohlschliffobjekttriger

ObjektmeBplatte

OkularmeBplatte

Reagenzglas mit 0,9%iger Kochsalzlésung

Durchfiihrung:

- Schneiden Sie mit einer Priparierschere die Kérperenden der Mehlkiferlarve ab!

- Ziehen Sie mit einer Pinzette den Darm heraus, 6ffnen Sie ihn in Lingsrichtung!

— Entnehmen Sie mit einer Impfése etwas Darminhalt, und iibertragen Sie diesen in.
einen Tropfen physiologische Kochsalzlésung auf einen Hohlschliffobjekttriger!

- Betrachten Sie das Praparat bei geringer mikroskopischer VergréBerung, und
suchen Sie nach Gregarinen!

Auswertung:

Bestimmen Sie anhand der Abbildung 110/1 die in der Mehlkiferlarve vorkommenden
Arten der Gregarinen! Achten Sie auch auf die Art der Fortbewegung, und ermitteln
Sie deren Geschwindigkeit (.~ S. 31).
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4.5. Mikroorganismen an oder in Lebensmitteln

Zahlreiche Lebensmittel entstehen unter Mitwirkung von Mikroorganismen. Im
Verlaufe der Menschheitsgeschichte haben sich Gewerbe und Industriezweige heraus-
gebildet, die mikrobiologische Prozesse fiir die Produktion oder Verarbeitung von
Lebensmitteln als Grundlage haben. Von alters her werden Hefen zur Herstellung
von Brot, Bier und Wein verwendet; in den Molkereien sind Milchsiurebakterien
und bestimmte Schimmelpilze von besonderer Bedeutung. Bei der Herstellung von
Backwaren wird dem Teig ein intensiv Kohlendioxid bildender Stamm des Hefe-
pilzes Saccharomyces cerevisiae in Form von PreBhefe zugesetzt. Durch den Hefepilz
werden die im Teig vorhandenen Kohlenhydrate zu Kohlendioxid und Athanol ver-
goren. Das Kohlendioxid lockert den Teig. Durch die Hitzeeinwirkung wihrend des
Backvorganges werden die Hefezellen abgetdtet, so daB die Kohlendioxidbildung
unterbrochen wird. Das wihrend der alkoholischen Girung gebildete Athanol ver-
flichtigt sich. i

Der mikrobielle ProzeB der alkoholischen Girung ist auch die Voraussetzung fiir die
Herstellung von alkoholischen Getrinken aus Getreideprodukten (Malz), Frucht-
siften und Milch. Die an bzw. in den Ausgangsprodukten vorhandenen Mikroorga-
nismen geniigen an sich, um die alkoholische Girung ablaufen zu lassen. In der Regel
werden jedoch zur besseren Steuerung des Prozesses bestimmte, sehr leistungsfahige
Stimme zugesetzt. Bei der Produktion der meist gebrauten Biere wird Saccharomyces
carlsbergensis verwendet. Bei der Weinherstellung werden dem gekelterten Frucht-
saft verschiedene Hefen zugefiigt. Soll aus Mich Kefir gewonnen werden, so setzt
man dem Ausgangsprodukt bestimmte Milchsiurebakterien und verschiedene Milch-
zuckerhefen zu. Zur Erzeugung und Konservierung von Lebensmitteln, wie Sauer-
kraut und sauren Gurken, wird die wihrend der Garung gebildete Milchsiure aus-
genutzt. Diese Milchsiuregirung wird durch Milchsiurebakterien verursacht.

o Lesen Sie in ,,Mikrobiologisches Praktikum* [Schroder 1980] die Seiten 107
bis 116 sowie 122 und 123!

Mikroorganismen kénnen jedoch auch den Verderb von Nahrungsmitteln herbei-
fiihren. Verschimmeltes Brot, fehlerhafter Kise, verdorbene Fleisch- und Fisch-
produkte sind allgemein bekannt. Vor dem Verzehr solcher verdorbener Lebens-
mittel muB eindringlich gewarnt werden, da bestimmte Mikroorganismen gefihr-
liche Gifte (Toxine) bilden konnen, die zu schweren Lebensmittelvergiftungen fithren
kénnen.

4.51. Mikroorganismen im Kése

Das Ausgangsprodukt fiir die Herstellung von Kise ist ein Gemisch aus EiweiBstoffen,
Fett und anderen Bestandteilen, das durch mikrobielle Siuerung von Milch und bei
bestimmten Kasesorten durch Labzusatz gewonnen wird. Die im Handel angebotenen
Kiasesorten lassen sich in Weich- und Hartkise einteilen. Sie unterscheiden sich in
ihrer Konsistenz und anderen Eigenschaften, die durch den Grad der Kisereifung
bzw. die sie verursachenden Mikroorganismen bedingt werden.
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[ Priifen Sie; ob im Kdse Mikroorganismen enthalten sind! Richten Sie sich
dabei nach der Anleitung zu Experiment 35!

v Experiment 35: Nachweis von Mikroorganismen in Kise

Zeit:
Dauer des Experiments: 60 Min.

Material:

1 Stiick Hartkise
Skalpell
Objekttriger
Chloroform [!]
Methylenblaulésung

Durchfiihrung:

- Schneiden Sie aus einem Stiick Hartkise einen Wiirfel von etwa 2 cm Kantenlinge
heraus, und halbieren Sie diesen mit einem scharfen Skalpell so, daB zwei glatte
Schnittflichen entstehen!

- Driicken Sie diese auf einen Objekttriger ab!

- Fixieren Sie das Klatschpriparat in der Bunsenflamme!

- Entfetten Sie es, indem Sie 1 Min. Chloroform darauf einwirken lassen! [!]

- Firben Sie das Priparat 4 Min. mit Methylenblauldsung, spiilen Sie den iiber-
schiissigen Farbstoff mit Wasser ab, und lassen Sie es trocknen!

Auswertung:

Betrachten Sie das Abdruckpriparat unter dem Mikroskop mit Hilfe des Immersions-
objektivs!

Suchen Sie nach lokalen Mikroorganismen-Ansammlungen!

Durchmustern Sie dabei eine zusammenhingende Fliche, und tragen Sie die in den
einzelnen Sehfeldern liegenden Anhiufungen von Mikroorganismen punktférmig in
ein Schema ein! Zeichnen Sie dazu 8 Kreise, die jeweils einen Durchmesser von 3 cm
haben! Sie erhalten dadurch einen Uberblick iiber die Verteilung der Mikroorganis-
men auf der Schnittfliche des Kises.

4.5.2, Mikroorganismen von Kefirkérnern

4.5.21. Kefirkorner bildende Mikroorganismen

Kefir ist ein gesundes, beliebtes Sauermilchgetrank, das aus Frischmilch durch Zusatz
von Kefirkérnern hergestellt werden kann. Kefirkérner sind blumenkohlartige Knéll-
chen, die von verschiedenen Bakterien und Pilzen gebildet werden: dem Kefirbazil-
lus Bacillus caucasicus, Laktobazillen, Milchsdurestreptokokken und einigen Hefearten.
Der Kefirbazillus umhiillt mit seinen langen, gewundenen Zellketten die iibrigen
Mikroorganismen und trigt damit wesentlich zur Stabilitit der Kefirkérner bei.
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[ ) Weisen Sie mit Hilfe des Experiments 36 das Vorkommen von Mikroorganis-
men in Kefirkérnern nach!

v Experiment 36: Nachweis von Mikroorganismen in Kefirkérnern

Zeit:
Dauer des Experiments: 60 Min.

Material:
Kefirkérner
Rasierklinge
Objekttriger
Methylenblaulésung

Durchfiihrung:

- Spiilen Sie ein Kefirknéllchen unter einem Wasserstrahl ab! Schneiden Sie mit
einer Rasierklinge ein kleines Stiick von dem Knéllchen ab!

- Bringen Sie dieses zwischen 2 Objekttriger, und zerquetschen Sie es! Beim Trennen
der beiden Objekttriger soll auf jedem ein relativ diinner Belag sichtbar sein.

— Farben Sie di€ Priparate etwa 4 Min. mit Methylenblaulsung!

— Spiilen Sie danach den iberschiissigen Farbstoff mit Wasser ab!

— Betrachten Sie die getrockneten Priparate mit dem Immersionsobjektiv!

Auswertung:

Vergleichen Sie das von lhnen eingestellte mikroskopische Bild mit der Zeichnung

(Abb. 113/1), und versuchen Sie, die Mikroorganismen zu identifizieren!

Streptococcus cremoris

08
Q58

caucasicus
Kaseingerinsel

Abb. 113/1 Mikroorganismen von Kefirkornern

45.2.2. Wachstum von Kefirkérnern

Unter giinstigen Umweltbedingungen vermehren sich die Kefirorganismen rasch
Die Temperatur ist dabei ein wesentlicher Faktor.

[ ] Beobachten Sie das Wachstum der Kefirkérner! Fiihren Sie dazu das Exper}-
ment 37 durch!
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v Experiment 37: Ermittlung des Wachstums der Kefirkérner

Zeit:

Dauer des Experiments: 14 Tage

Ansatz: 30 Min.; jeden 2. Tag Wechseln der Milch:
10 Min.

Auswertung: 45 Min.

Material:

Kefirkérner

alle 2 Tage 100 ml Frischmilch

Pinzette

Filterpapier

2 Milchflaschen (250 ml)
2 Druckverschliisse fiir Milchflaschen

Durchfiihrung:

Ansatz

- Entnehmen Sie aus einer Kultur von Kefirkérnern ein gréBeres Stiick, und lassen
Sie es auf Filterpapier kurze Zeit abtropfen!

- Geben Sie davon je 5 g in 2 gereinigte Milchflaschen, und iibergieBen Sie die Kefir-
kérner mit je 50 ml Frischmilch! VerschlieBen Sie die Flaschen mit kauflichen Ver-
schliissen!

— Stellen Sie die eine Flasche bei Zimmertemperatur (oder darunter) auf, und setzen
Sie die andere bei 37 °C in den Brutschrank!

- Wechseln Sie in 2tigigem Abstand die Milch!

Beobachtung

- Stellen Sie nach 14 Tagen die Masse der Kefirkérner bei beiden Varianten fest,
und berechnen Sie deren Zuwachs! Geben Sie das Ergebnis in Gramm an!

3 A= 2u Beginn des
i Experiments
8 B = am Ende des
S Experiments

Cc % Temperatur
Auswertung

Tragen Sie die gefundenen Werte in die graphische Darstellung ein!
SchlieBen Sie aus dem Ergebnis auf die Vermehrungsintensitit der Kefirorganismen!
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4,53, Milchsdurebakterien im Joghurt

Durch Einwirkung der Bakterien Lactobacillus bulgaricus und Streptococcus thermo-

philus wird aus Trink- und Frischmilch das Sauermilchprodukt Joghurt gewonnen.

Joghurt ist ein eiweiBreiches, gesundes, leichtverdauliches Nahrungsmittel. Es ist

leicht zu beschaffen und deshalb gut geeignet, um Milchsiurebakterien nachzu-

weisen.

[ Weisen Sie Milchsdurebakterien im Joghurt nach! Richten Sie sich dabei
nach der Anleitung zu Experiment 38!

v Experiment 38: Nachweis von Milchsiurebakterien im Joghurt
Zeit: .
Dauer des Experiments: 45 Min.

Material:

Joghurt (kein Frucht-Joghurt)
Objekttriger

Deckgliser

Glasstab

Methylenblaulésung

Durchfiihrung:

- Streichen Sie auf einem Objekttriger etwas Joghurt sehr diinn aus!

- Lassen Sie den Ausstrich antrocknen!

- Firben Sie diesen mindestens 3 Min. mit Methylenblaulsung, und spiilen Sie
anschlieBend den iiberschiissigen Farbstoff mit Wasser ab!

- Beobachten Sie das Priparat nach Auflegen eines Deckglases bei 1000facher Ver-
gréBerung unter dem Mikroskop!

Auswertung:

Zeichnen Sie die im Joghurt vorkommenden Bakterienformen, und prigen Sie sich
besonders die fiir den Joghurt typischen Milchsiurebakterien (Lactobacillus bulgaricus)
ein (Abb. 115/1)!

D Q%
g /@%% Oi"abo /%‘Lacmbamllus bulgaricus

Streptococcus thermophilus

Abb. 115/1 Milchsiurebakterien im Joghurt
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4.5.4. Schimmelpilze

> Schimmelpilze & bei geeigneter Temperatur und aus-
reichender Feuchtigkeit auf organischen Stoffen vor. Sie befallen
Nahrungs- und GenuBmittel und k& im Haushalt und in der

Volkswirtschaft erheblichen Schaden verursachen.

Vermehren sich Schimmelpilze auf Brot oder anderen Backwaren, auf nicht richtig
konservierten Friichten oder Obstsiften, auf Milch oder Milchprodukten, werden
Aussehen und Qualitit der Nahrungsmittel wesentlich beeintrichtigt. Dariiber hinaus
kénnen sich in den Lebensmitteln auch giftige Stoffwechselprodukte (Toxine) anrei-
chern. Werden verschimmelte Nahrungsmittel verzehrt, kann das zu Vergiftungser-
scheinungen fiihren, es sollte deshalb vermieden werden. Einige' Schimmelpilzarten
kénnen jedoch auch fiir den Menschen niitzliche Wirkung haben. Beispielsweise wer-
den sogenannte Edelschimmel zur Bereitung spezieller Kisesorten (z. B. Roquefort)
genutzt.

Schimmelpilze sind relativ leicht zu kultivieren.

Beim Verschimmeln von Lebensmitteln entwickelt sich eine Mikroflora, die Pilze
unterschiedlicher systematischer Zugehdrigkeit umfaBt und fiir das jeweilige Nah-
rungsmittel charakteristisch ist. So spricht man beispielsweise von einer Mikroflora
des Brotes.

[ ) Beobachten Sie die Entwicklung von Schimmelpilzen auf Brot! Fiihren Sie
dazu das Experiment 39 durch!

v Experiment 39: Beobachtung der Entwicklung von Schimmel-
pilzen auf Brot
(0] Zeit:
Dauer des Experiments: 5 Tage
Ansatz: 15 Min.
Auswertung: 120 Min.
Material:
Brot
2 Glasschalen
Prenaband
Objekttriger
Glasstab

Erlenmeyerkolben (50 ml) mit einem Gemisch aus 96%igem Athanol und
Wasser (1: 1)

Durchfiihrung:

Ansatz

- Legen Sie in 2 Glasschalen je ein Stiick Brot, und gebenSie in die eine einige Milli-
liter Wasser! ’
- Stellen Sie den Versuchsansatz an einem warmen Ort auf!
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Abb. 117/1 Schimmelpilze des Brotes

von links oben nach rechts unten:
Mucor pusillus

Rhizopus nigricans

Neurospora sitophila

Alternaria alternata

Aspergillus flavus

Cladosporium herbarum

Penicillium expansum




Beobachtung

— Beobachten Sie, unter welchen Feuchtigkeitsverhiltnissen das Brot zu verschimmeln
beginnt!

- Sobald sich ein Schimmelpilzrasen auf dem Brot entwickelt hat, machen- Sie von
verschiedenen Stellen des Bewuchses mit Prenaband je einen Abdruck!

- Kleben Sie das Prenaband an einer Seite unter einen Objekttrager, so daB der Ab-
druck auf die Oberseite des Objekttrigers gerichtet ist!

- Bringen Sie vor dem Festkleben des freien Bandendes einen Tropfen des Athanol-
Wasser-Gemisches auf die Mitte der Objekttrigeroberfliche (Abb. 118/1)!

— Driicken Sie das Ende des Klebebandes auf dem Objekttriger fest!

~——Prenaband

o /\ — Abdruck

[§27

- Objekttrager Abb. 118/1
S Athanol- Wasser- Aufbringen des Abdruckes
Gemisch auf den Objekttriger

Auswertung:

Betrachten Sie die so hergestellten Priparate bei etwa 100facher VergréBerung unter
dem Mikroskop, und versuchen Sie, anhand der Abbildungen 117/1 die auf dem Brot
gewachsenen Schimmelpilze den entsprechenden Gattungen zuzuordnen!

Hinweis: Mitunter rufen einige Schimmelpilzarten auch Erkrankungen der Atmungs-
organe hervor, deshalb sind insbesondere beim Umgang mit diesen Mikroorganismen
Luftbewegungen stark einzuschrinken (nicht unnétig im Raum umherlaufen!). [!]

4.5.5. Kahmhautbildung

Auf der Oberfliche von Gurkenlake, Bier oder Wein in offenstehenden bzw. nicht
luftdicht abgeschlossenen GefiBen kann sich in kurzer Zeit eine geschlossene Decke
bilden, die als Kahmhaut bezeichnet wird und aus Bakterien und/oder Hefezellen be-
steht. Solche Kahmhiute entstehen, weil sich sauerstoffbediirftige Mikroorganismen
auf den nihrstoffreichen Flissigkeiten rasch vermehren.

Auch auf der Oberfliche von Heuaufgiissen wird in der Regel wenige Tage nach dem
Ansatz eine Kahmhaut sichtbar (/ S. 52).

[ ) Weisen Sie nach, daB an der Kahmhautbildung Mikroorganismen beteiligt
sind! Fithren Sie dazu das Experiment 40 durch!
v Experiment 40: Nachweis der Bildung einer Kahmhaut durch Mi-
kroorganismen
Zeit:
Dauer des Experiments: 7 Tage
Ansatz: 15 Min.
Auswertung: tiglich 30 Min.; am 7. Tag 60 Min.
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Material:

Bier

weites Becherglas (400 ml)
Stiick glasklare Folie
Universal-Fettstift
Millimeterpapier

Objekttriger

Deckgliser

verd. Fuchsinphenollésung
Durchfiihrung:
Ansatz

— GieBen Sie Bier in ein Becherglas, und lassen Sie es an einem ruhigen Ort einige
Tage stehen!

Beobachtung

— Kontrollieren Sie tiglich, ob auf der Oberfliche des Bieres Hautinseln auftreten
und wann die Decke geschlossen ist!
Gelegentlich bildet sich von Anfang an ein diinner Mikroorganismenfilm, der gleich-
miBig die gesamte Oberfliche iiberzieht und in der darauffolgenden Zeit an Dicke
Zunimmt.
Wenn Hautinseln entstehen, verbinden Sie die tigliche Kontrolle mit einer Er-
mittlung der in Abhingigkeit von der Zeit sich vergroBernden Fliche des Mikro-
organismenbewuchses!

— Spannen Sie dazu glasklare Folie iiber das Becherglas, und zeichnen Sie mit einem
Universal-Fettstift die Hautinseln im UmriB nach!

Auswertung 1: )

Legen Sie die Folie auf Millimeterpapier, und ermitteln Sie so die GréBe der bewachse-
nen Fliche, und vergleichen Sie diese prozentual mit der Gesamtfliche!

Legen Sie nach folgendem Muster eine Tabelle an, und tragen Sie die Werte ein!

Kahmhautbildung

Beobachtungsfliche Fliche in mm? Fliche in °

Oberfliche des Bieres 100

bewachsene Fliche

1 Tag nach dem Ansatz
2 Tage nach dem Ansatz
3 Tage nach dem Ansatz
4 Tage nach dem Ansatz
5 Tage nach dem Ansatz

Nachdem sich auf der Oberfliche des Bieres eine Kahmhaut gebildet hat, beobachten
Sie diese mikroskopisch:
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— Fiihren Sie einen Objekttriger dicht unter die Kahmhaut, und heben Sie damit ein
Stiick von ihr ab!

- Legen Sie ein Deckglas auf, und betrachten Sie die zusammenhingende Mikroorga-
nismenschicht unter dem Mikroskop!

— Streichen Sie auf einem zweiten Objekttriger mit der Impfése etwas Kahmhaut-
material aus, und lassen Sie es trocknen!

- Fixieren Sie das Priparat in der Flamme!

- Farben Sie es 1 Min. mit verd. Fuchsinphenollésung, spiilen Sie den iiberschiissigen
Farbstoff mit Wasser ab, und lassen Sie das Priparat trocknen!

Auswertung 2:

Mikroskopieren Sie das Priparat unter Verwendung des Immersionsobjektivs!

Im Ausstrich treten neben Hefezellen bevorzugt Essigsiurebakterien (Gattung
Acetobacter) auf. Sie sind stibchenférmig, im allgemeinen beweglich und verursachen
die Umwandlung von Alkohol in Athansiure (7 S. 132).



5. Stoffwechselvorgéinge bei M}kroorganismen

Mikroorganismen zeigen im Prinzip die gleichen Stoffwechselvorginge wie die hoher-
entwickelten Organismen. Infolge ihrer relativ einfachen Haltung im Labor, ihrer
raschen Vermehrung und ihrer vielfiltigen physiologischen Leistungen (/7 S.11)
sind Mikroorganismen zur Beobachtung von Stoffwechselvorgingen besonders gut
geeignet.

5.1. Saverstoffbediirftigkeit von Mikroorganismen

» Der Sauerstoffbedarf der Mikroorganismen ist unterschiedlich.
Die meisten Mlkroorganlsmen benotlgen, um ihre Lebensvor-
gédnge aufrech halten, ur gt Sauerstoff; man bezeichnet
sie als obligate Aerobier.

Relativ ige Mikroorgani vermehren sich nur unter
SauerstoffabschluB3; es smd bligate Anaerobier.

AuBerdem gibt es Arten, die sowohl bei Sauerstoffanwesenheit
als auch bei Sauerstoffab heit existieren |

Fakultative Aerobier gedeihen am besten unter anaeroben Be-
dingungen, kdnnen aber auch in Gegenwart von Sauerstoff leben.
Fakultative Anaerobier hlngegen bevorzugen Sauerstoﬁ‘ werden
aber bei Sauerstoffmangel in ihren physiologischen Leist:
nicht wesentlich beeintrichtigt.

5.1.1. Vermehrung von Bakterien unter aeroben und
anaeroben Bedingungen

Die Kultur von aeroben Bakterien bereitet im allgemeinen keine Schwierigkeiten,
da Sauerstoff mit 21 Volumenprozent in der Luft enthalten ist und damit in ausrei-
chender Menge zur Verfiigung steht. Komplizierter ist jedoch die Kultivierung anaero-
ber Bakterien, da zum Entzug von Sauerstoff besondere Vorkehrungen getroffen
werden miissen. Der Sauerstoff kann durch sauerstoffzehrende Mikroorganismen,
durch Evakuieren oder durch chemische Bindung aus dem KulturgefiB entfernt wer-
den.
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[ ] Beobachten Sie die Entwicklung von Bakterienkulturen in Abhdngigkeit vom
Angebot an Luftsauerstoff! Arbeiten Sie dabei nach der Anleitung zu Experi-
ment 41!

Achtung! Die Durchfiihrung des Experiments 41 ist nur méglich, wenn durch einen
Betrieb oder eine wissenschaftliche Einrichtung mit entsprechender Arbeitsrichtung
(z. B. Patenbetrieb, Vertragspartner der AG Mikrobiologie) die erforderlichen Chemi-
kalien zur Verfiigung gestellt werden kénnen.

v Experiment 41: Kultivierung von aeroben und anaeroben Bakte-
rien
) Zeit:
Dauer des Experiments: 11 bzw. 13 Tage
Ansatz: am 1. Tag 15 Min.; etwa am 8. Tag 60 Min.
Auswertung: am 11. bzw. 13. Tag 60 Min.

Material:

Kartoffélknolle
Komposterde

Skalpell

Becherglas (600 ml)

2 Glasplatten

2 sterile Petrischalen

2 kleine Rundfilter

Spatel

Objekttriger

Plastilina

Pyrogallol

Kaliumkarbonat (K,CO;)
Kieselgur
Malachitgriinlésung (7,6 %ig)
Safraninlésung (0,25%ig)

2 sterilisierte Hochschichtréhrchen mit Nahragar |

Durchfiihrung:

Ansatz

Treffen Sie zur Gewinnung von anaeroben Bakterien folgende Vorbereitungen:

~ Ritzen Sie mit einem Skalpell eine Kartoffelknolle etwa 0,5 cm tief ein, und reiben
Sie in die Schnittstelle etwas Komposterde!

- Bringen Sie die so praparierte Knolle in ein Becherglas, und lassen Sie an der Glas—
wand vorsichtig Wasser zulaufen, bis die Kartoffelknolle bedeckt ist!

- Legen Sie auf das Becherglas eine Glasplatte!

- Stellen Sie den Versuchsansatz in einen Brutschrank bei 28 °C!

Beobachtung

Wenn sich nach 8 bis 10 Tagen in der Kartoffelknolle eine Bakterien-Rohkultur ent-
wickelt hat, priifen Sie deren Organismen auf Sauerstoffbediirftigkeit:
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- Verfliissigen Sie den Fleischnihrboden von zwei Hochschichtréhrchen im Wasser-
bad!

— GieBen Sie damit zwei Platten, und lassen Sie den Nihrboden erstarren!

— Entnehmen Sie mit der Impfése etwas bakterienhaltiges Material aus der Kartoffel-
knolle, und streichen Sie dieses auf beiden Platten aus!

- Eine Platte dient der Kultur von Bakterien unter aeroben Bedingungen, die andere
der Kultur unter anaeroben Bedingungen.

Fiir die Anaeroben-Kultur wird das Pyrogallol-Verfahren verwendet:

— Legen Sie zwei kleine Rundfilter iibereinander, und mischen Sie in der Mitte mit
einem Spatel 0,3 g Pyrogallol, 0,7 g K,CO; und 1,5 g Kieselgur!

- Falten Sie das doppelte Rundfilter zusammen, so daB eine halbe Kreisfliche ent-
steht!

- Bringen Sie diese halbkreisférmige Tasche auf eine Glasplatte!

- Setzen Sie das Unterteil der Petrischale, das den beimpften Nihrboden enthilt,
umgekehrt auf die gefaltete Tasche, so daB der halbkreisférmige Rand des Filter-
papiers damit festgeklemmt wird!

- Dichten Sie den Spalt zwischen Petrischale und Glasplatte mit einem dicken Plasn-
linabelag sorgfiltig ab!

- Stellen Sie die Petrischalen mit der Anaeroben-Kultur und mit der Aeroben-Kultur
in den Brutschrank (Temperatur 28 °C)!

- Priifen Sie nach 3 Tagen, ob die Nihrbodenoberflichen bewachsen sind!

- Stellen Sie von den Mikroorganismen der Anaeroben-Kultur und zum Vergleich
von denen der Aeroben-Kultur je ein Priparat her, das Sie mit Malachitgriin und
Safranin firben (,* Experiment 2)!

Auswertung:

Suchen Sie mikroskopisch insbesondere nach stibchenférmigen Bakterien, die sich
u.a. durch das Auftreten von trommelschligelihnlichen oder zitronenférmig auf-
geblihten Zellen und von Sporen auszeichnen! Es handelt sich dabei um Vertreter der
Gattung Clostridium, die typische Anaerobier sind.

5.2, Kohlenhydratstoffwechsel

Die Synthese von Kohlenhydraten erfolgt nur bei einem Teil der Mikroorganismen aus
Kohlendioxid und Wasserstoff (Kohlenstoffautotrophie). Insbesondere Bakterien,
Pilze und Protozoen nehmen organische Kohlenstoffverbindungen aus ihrer Umgebung.
auf (Kohlenstoffheterotrophie).

Ein Teil der kohlenstoffautotrophen Mikroorganismen fishrt Photosynthese durch,
jenen fiir die griine Pflanze typischen Vorgang der Kohlenstoffassimilation. Er kommt
nur bei den Mikroorganismen vor, die photosynthetisch aktive Pigmente besitzen
(z. B. Algen, Blaualgen und wenige Bakterien). Im ProzeB der Photosynthese wird
Lichtenergie gebunden und zum Aufbau von Glukose verwendet, deren Kohlenstoff-
gerist den Grundbaustein fiir viele andere organische Verbindungen in der Mikro-
organismenzelle darstellt.
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[} Wiederholen Sie Ihr Wissen iiber die Vorginge der Photosynthese! Lesen Sie
dazu im Lehrbuch Biologie Klasse 9, Seite 46 bis 55 sowie in ,,Biologle in
Ubersichten*, Seite 187 bis 192 nach!

Die Energiebereitstellung fiir die Biosynthese von Kohlenhydraten kann auch durch
Oxydationsreaktionen an bestimmten chemischen Substanzen (z. B. Schwefelwasser-
stoff und Ammoniak) erfolgen. Diesen Vorgang bezeichnet man als Chemosynthese.

| 4 Die in einer Zelle synthetusuerten oder ihr als Nihrstoffe angebo-
tenen Kohlenhydrate k& zur Energieg, bgebaut wer-
den (Dissimilation). Die Dissimilation kann unter Verbrauch von
Sauerstoff ablaufen. Dieser ProzeB wird als Atmung bezeichnet.
Eine andere Form der Dissimilation, die Girung, verliuft ohne
Sauerstoffzutritt.

Je nach dem gebildeten Endprodukt unterscheidet man beispielsweise alkoholische
Girung, Milchsdure- und Buttersiuregirung. Bei Girungen werden die Kohlen-
hydrate nicht bis zu Kohlendioxid und Wasser abgebaut. Die entstehenden Garungs-
produkte (z. B. Alkohol) enthalten noch relativ viel Energle. Die Energiefreisetzung
bei der Girung ist also geringer als bei der Atmung.

Polysaccharid
Monosaccharid
I— Hexosespaltung
Glykolyse
I— Oxydation der
Triosen
Brenztraubenséure
CH3CO COOH o ™.
~ ° / 2
acio ~ Pz | N )
" ~, 3 s %
vHy Hy \\\\ H <_( Trikarbonsaurezyklus
\\\ . ] - 0,
CHsCHpOH ~ CH3CHOHCOOH — CHzCHy CHCOOH \.‘ /‘H
Athanol Milchséure Butterséure ‘T—' ; 2 !
Hy Co;

Atmungskette
Abb. 124/1 Abbau von Polysacchariden
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[ ) Informieren Sie sich im Lehrbuch Biologie Klasse 9, Seite 61 bis 62, oder in
wBiologie in Ubersichten*, Seite 195 und 196 genauer iiber die Vorgéinge bei
der Dissimilation!

Die in der Regel als Garung bezeichnete Essigsaurebildung aus Athanol verliuft unter
aeroben Bedingungen und ist daher strenggenommen kein GarungsprozeB.
Girungen und Atmung stimmen in den ersten Schritten der Kohlenhydratumwand-
lung véllig tiberein. Der Abbau der Monosaccharide bis zur Brenztraubensiure wird
als Glykolyse bezeichnet. Die dabei freiwerdende Energie wird in Form des energie-
reichen Adenosintriphosphates (ATP) gebunden. Die Glykolyse wird wie alle auf-
bauenden und abbauenden Prozesse durch eine groBe Anzahl von Enzymen katalysiert.
Die Brenztraubensiure stellt das Ausgangsprodukt fiir eine Reihe von weiterfiihren-
den Reaktionen dar (/ Abb. 124/1).

5.21. Kohlendioxidbildung bei der alkoholischen Gérung

Die alkoholische Garung wird bis auf wenige Ausnahmen durch Hefepilze verursacht.
Ein dabei entstehendes Endprodukt ist das Kohlendioxid. Diese Gasbildung wird seit
Jahrhunderten auch zur Teiglockerung praktisch genutzt. PreBhefe (Bickerhefe) kann
deshalb als Treibmittel fiir Kuchen und WeiBbrot verwendet werden!

[ ] Weisen Sie Kohlendioxidbildung bei der Vergérung von Kohlenhydraten nach!
Fithren Sie dazu das Experiment 42 durch!

v Experiment 42: Nachweis der Kohlendioxidbildung bei der alko-
holischen Garung
Zeit:
Dauer des Experiments: 90 Min.

Material:
Bickerhefe (Saccharomyces cerevisiae)
2 Schalen

Loffel

Becherglas (200 ml)
Glasstab
MeBzylinder (250 ml)
2 MeBzylinder (11)
Fettstift

Glukose

Kochsalz

Mehl

Durchfiihrung:

— Mischen Sie in einer Schale 5 g Glukose, 2 g Kochsalz und 100 g Mehl!
— Fiigen Sie 7 g in 120 ml Wasser eingeriihrte Bickerhefe zu, und stellen Sie aus den
genannten Zutaten einen Teig her! '
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- Bereiten Sie einen zweiten Teig ohne Zusatz von Hefe!

- GieBen Sie die Teigproben in je einen 1-I-MeBzylinder, kennzeichnen Sie die GefiBe!

- Warten Sie einige Minuten ab, bis die Oberfliche des Teiges in den MeBzylindern
eben ist, und notieren Sie Teigvolumen und Uhrzeit!

— Stellen Sie die beiden MeBzylinder an einem warmen Ort (etwa 28 °C) auf!

- Lesen Sie im Verlaufe einer Stunde alle 10 Min. die Volumina der Teigproben ab,
und tragen Sie die Werte in das Koordinatensystem ein!

so0k Wl. (ml)

400

1 1 1 1 1 1
0 v D 0 40 0
Zeit (min)

Auswertung:

Verbinden Sie die Punkte zu einer Kurve! Interpretieren Sie den Kurvenverlauf beider
Varianten!

5.2.2. Vergiirbarkeit verschiedener Kohlenhydrate

Hefepilze vergiren auBer Monosacchariden auch andere Zucker. Sie sind mit einem
Komplex von Enzymen ausgestattet, dadurch ist die Vergirung verschiedener Zucker
méglich. Es gibt auch Zucker, deren Vergirung von den vorhandenen Enzymen nicht
bewirkt werden kann.

[} Weisen Sie die Vergdrbarkeit verschiedener Kohlenhydrate nach! Fiihren Sie
dazu Experiment 43 durch!

v Experiment 43: Nachweis der Vergirbarkeit verschiedener
Kohlenhydrate

Zeit:

Dauer des Experiments: 150 Min.
Material:

Bickerhefe (Saccharomyces cerevisiae)
MeBzylinder (25 ml)

4 Bechergliser (50 ml)

Glasstab

4 Girkdlbchen nach EINHORN
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Watte
Fettstift oder Etiketten
Glukose
Fruktose
Saccharose
. Laktose

Durchfiihrung:

~ Stellen Sie je 20 ml einer 10%igen Lésung von Glukose, Fruktose, Saccharose und
Laktose her!

- Fiigen Sie jeder Zuckerlésung 2 g Bickerhefe zu, und verteilen Sie diese gleichmaBig
darin!

- GieBen Sie von jeder Suspension soviel in ein Girkslbchen (Abb. 127/1), daB sich der
Schenkel durch Kippen luftblasenfrei fiillen 13Bt!
Die Flissigkeit soll bis zum unteren Rand der Glaskugel reichen.

~ VerschlieBen Sie die Offnung jedes Girkslbchens mit einem Wattebausch, und be-
schriften Sie die 4 Kélbchen!

— Stellen Sie die Girkdlbchen in den Brutschrank (Temperatur: 28 °C)!

- Lesen Sie das Volumen des gebildeten Kohlendioxids im Verlauf von 2 Std. alle
10 Min. an der Skala des Schenkels ab!

Auswertung:

Tragen Sie die gefundenen Werte unter Verwendung der angegebenen Zeichen in das
Koordinatensystem ein (,/ Vorlage), und verbinden Sie die Punkte zu Kurven!
Stellen Sie fest, ob und mit welcher Intensitit die 4 Zucker vergoren werden!

~

Vol (ml)

5

4L

3t

2F

=
R EE R A

Zeit (min)
Glukose
« Fruktose
Abb. 127/1 Girkéslbechen -—- Saccharose
nach EINHORN ——— Laktose
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5.2.3.

>

Wiederholen Sie das Experiment 43 mit verschiedenen zuckerhaltigen Fliissig-
keiten (z. B. Fruchsdfte)!

Lassen Sie den Ansatz ldngere Zeit stehen! Beobachten Sie, welche Vorgdnge
sich abspielen! SchlieBen Sie daraus auf die Vergdrbarkeit der verwendeten
zuckerhaltigen Lésungen! Welche SchluBfolgerungen fiir die Aufbewahrung
von Fruchtsdften und dhnlichen Produkten ziehen Sie daraus?

Bildung yon Athanol bei der Vergarung von
Kohlenhydraten

Bei der Vergirung von Kohlenhydraten durch Mikroorganismen
wird auBer Kohlendioxid ( S.125f.) auch Athanol gebildet.

Fiir die industrielle Gewinnung von Athan\ol, das vielseitig verwendet wird (z. B. als
‘Lésungs- und Konservierungsmittel, in der Arzneimittelherstellung, als GenuBmittel),
werden Hochleistungsstimme (also Stimme mit hoher physiologischer Leistung) ver-
schiedener Saccharomyces-Arten eingesetzt. Als Ausgangsstoff verwendet man in der
Regel zuckerhaltige Safte. Im Experiment Bt sich die alkoholische Gérung bei rei-
nen Zuckerldsungen gut beobachten.

v
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Weisen Sie mit Hilfe des Experiments 44 nach, daB ein Produkt der Vergdrung
von Kohlenhydraten Alkohol (Athanol) ist!

Experiment 44: Nachweis der Entstehung von Alkohol ben der
Vergirung von Kohlenhydraten

Zeit:

Dauer des Experiments: 3 Tage
Ansatz: 30 Min.
Auswertung: 90 Min.
Material:

Hefe (Saccharomyces cerevisiae)
Becherglas (11)

MeBzylinder (11)
Destillierkolben (1 1)

3 groBe durchbohrte Gummistopfen fiir Destillierkolben
kleiner Gummistopfen
GirverschluB

Korkring

Siedesteinchen

Thermometer (0 °C bis 100 °C)
Kiihler nach MOHR
Erlenmeyerkolben (300 ml)
Reagenzglas

Saccharose

Ammoniumsulfat



Kaliumdihydrogenphosphat
Bariumhydroxidlésung (5%ig)
Kaliumhydroxidlésung (10%ig) [!]
Jod-Kaliumjodid-Lésung zum Chitinnachweis

Durchfiihrung:

Ansatz

~ Stellen Sie 500 ml einer 10%igen Saccharoselésung her!

~ Fiillen Sie damit einen 1-I-Destillierkolben zur Hilfte, und kriimeln Sie ein walnuB-
groBes Stiick Hefe hinein!

- Setzen Sie der Saccharoselésung auBerdem 100 mg Ammoniumsulfat und 100 mg
Kaliumdihydrogenphosphat zu!

- Schwenken Sie den Kolben, damit sich die Hefe in der Zuckerlésung gleichmiBig
verteilt und sich die Substanzen gut I6sen!

- VerschlieBen Sie die obere Offnung des Destillierkolbens mit einem passenden
Gummistopfen, in dem ein GirverschluB steckt!

Die seitliche Offnung wird mit einem kleinen Gummistopfen abgedichtet.

- Fillen Sie in den GirverschluB Bariumhydroxidlésung zum Auffangen des sich bil-
denden Kohlendioxids!

- Stellen Sie den Kolben auf einen Korkring, und bringen Sie den Giransatz in einen
Brutschrank bei 28 °C! -

- Holen Sie nach 3 Tagen den Ansatz aus dem Brutschrank, und betrachten Sie die
Bariumhydroxidlésung im GirverschluB, deren Tribung auf die Bildung von Ba-
riumkarbonat durch Kohlendioxid zuriickzufiihren ist, das bei der Girung gebildet
wurde!

~ Ziehen Sie den Stopfen mit dem GirverschluB aus dem Kolbenhals, geben Sie in

Thermometer
Kihlwasserabflud
/ Kiihlwasserzuflul?

/

Destillierkolben Kiihler
E ——Wasserbad
Vorlage
S E ® Destillat

Abb. 129/1 Destillationsapparatur
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den Kolben einige Siedesteinchen, und setzen Sie einen Gummistopfen mit Thermo-
meter (0 °C bis 100 °C) auf!

- Bringen Sie den Destillierkolben in ein Wasserbad, und kl Sie den Kolbenhal
am Stativ fest!

— Entfernen Sie den kleinen Gummistopfen von dem seitlichen Rohr, und setzen Sie
mittels eines Stopfens einen Kiihler nach MOHR (Abb. 129/1) an!

- Stellen Sie unter den Kiihlerauslauf einen Erlenmeyerkolben!

— Lassen Sie Wasser durch den Kiihler flieBen, und schalten Sie die Heizung des
Wasserbades an!

— Destillieren Sie bei etwa 80 °C den im Giransatz gebildeten Alkohol!

Beobachtung

Wenn sich im Erlenmeyerkolben mehrere Milliliter Flissigkeit gesammelt haben,
weisen Sie Alkohol nach:

— Schiitten Sie das Destillat in ein Reagenzglas, und fiigen Sie wenige Tropfen 10%ige
Kaliumhydroxidlésung zu! [!]

— Tropfen Sie unter kurzem Schiitteln soviel Jod-Kaliumjodid-Lésung in die alkalische
Fliissigkeit, bis sie sich nicht mehr entfirbt!

— Erwirmen Sie die Flissigkeit leicht, und achten Sie auf die Entstehung einer gelb-
lichen Triibung!

Auswertung:

Priifen Sie unmittelbar danach den Geruch der entweichenden Dimpfe!.

Aufgrund der folgenden Reaktionsschritte miiBte sich bei Vorhandenséin von Alkohol
eine Jodverbindung, das Jodoform, gebildet haben.

Athanol (Alkohol)

CH,CH,0OH + ], » 2 H] + CH,CHO

CH,CHO + 3}, — 3 H] + CJ,CHO -

CJ,CHO + KOH — HCOOK + CHJ,
Jodoform

5.2.4. Bildung von Milchséure durch Milchsdurebakterien

Wie fiir alle anderen Girungen stellen auch fiir die Milchsduregirung Kohlenhydrate
die"Ausgangsstoffe dar. Diese werden auf unterschiedlichen Wegen iiber Glukose zu
Milchsiure abgebaut. Der Energiegewinn bei diesem ProzeB entspricht etwa dem bei
der alkoholischen Girung. Die die Milchsiuregirung bewirkenden Milchsiurebakte-
rien siedeln sich vorwiegend in Milch oder auf frischen und sich zersetzenden Pflanzen
an, so daB sich z. B. in Milchprodukten oder in Silage groBe Mengen von Milchsaure
anreichern.

Wenn Sie mit einer LPG oder mit einer Molkerei zusammenarbeiten und dort die
erforderlichen Materialien zur Verfiigung stehen, kénnen Sie die Bildung von Milch-
sdure nachweisen. In einem solchen Falle kénnen Sie die folgende Aufgabe |6sen und
das Experiment 45 durchfiihren.
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[ ] Weisen Sie mit Hilfe des Experiments 45 Milchsdure als Produkt der Gdrung
nach!

v Experiment 45: Nachweis der Milchsiuregirung

Zeit:
Dauer des Experiments: 30 Min.

Material:

Silagesickersaft
Reagenzglas
Reagenzglashalter
MeBzylinder (10 ml)
MeBzylinder (50 ml)
Erlenmeyerkolben (100 ml)
4 Tropfpipetten

konz. Schwefelsiure [!]
hochprozentige Kupfersulfatlésung [!]
Thiophen [1]

Athanol

Durchfiihrung:

-Mit folgender Methode kann Milchsiure noch in sehr geringen Mengen in verschie-
denen Medien nachgewiesen werden:

- Geben Sie 5 ml Schwefelsiure in ein Reagenzglas, und pipettieren Sie dazu einige
Tropfen Kupfersulfatlésung! [!]

- Fiigen Sie 5 Tropfen Silagesickersaft zu, und erhitzen Sie die Mischung 2 Min. in
einem siedenden Wasserbad!

~ Kiihlen Sie danach das Gemisch unter flieBendem Wasser schnell ab! [!]

- Bereiten Sie unter dem Abzug das Nachweisreagenz fiir Milchsiure aus 10 Tropfen
Thiophen und 50 ml Athanol! [!]

— Geben Sie davon 3 Tropfen zu der den Silagesickersaft enthaltenden, abgekiihlten
Flissigkeit!

- Schiitteln Sie das Gemisch vorsichtig, und beobachten Sie dessen Verfirbung, die
sich bei nochmaligem Einstellen des Reagenzglases ins siedende Wasserbad ver-
tieft! [1]

Das Entstehen einer kirschroten Firbung zeigt das Vorhandensein von Milchsiure
an.

Auswertung:

Erkundigen Sie sich in einer LPG, welche Futterpflanzen siliert werden und was bei
der Silagebereitung zu beachten ist! Informieren Sie sich uber dle Bedeutung des Silo-
futters fiir die Tierproduktion!
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5.25. Bildung von Athansdure (Essigsiure) durch Essig-
séiurebakterien

Das Endprodukt der alkoholischen Garung, das Athanol, kann durch Essigsiurebak-

terien in Gegenwart von Sauerstoff zu Athansidure (Essigsiure) oxydiert werden:
CH,CH,0OH + O, » CH;COOH + H,0 + Energie
Athanol Athansiure

Dieser ProzeB verliuft iiber die Bildung von Athanal.
Die insbesondere durch Bakterien der Gattung Acetobacter hervorgerufene Athan-
siurebildung wird im groBtechnischen Mafstab zur Gewinnung von Essig genutzt.

[ ) Weisen Sie die Bildung von Athansdure nach! Verfahren Sie dabei nach der
Anleitung zu Experiment 46!

v Experiment 46: Nachweis der bakteriellen Athansiurebildung
Zeit:
Dauer des Experiments: mindestens 8 Tage
Ansatz: 20 Min.
Auswertung: am 2. Tag 15 Min.

unmittelbar nach Kahmhautbildung 15 Min.
2 Tage nach Kahmhautbildung 30 Min.

Material:

Flasche Vollbier

Becherglas (400 ml)

Becherglas (50 ml)

Biirette (50 ml)

Ikoholische Phenolphthaleinlésung

N/50 Natriumhyd rori(idlésung

Durchfiihrung:
- Schiitten Sie in ein Becherglas 3 cm hoch Bier, und lassen Sie den Ansatz bei Zimmer-
temperatur stehen!

Verbrauch an
+N/50 NaOH (ml)
o N
5

¥ 3
Zeitpunkt der Verbrauch an r 8.
Probenahme N/50 NaOH (ml) N ’i
2 ir e
4 L
4 L
Differenz zwischen L [ O S Y | (S O OO [ OO |
Probe 1und Frobe 4 ml 1234567890012

Tage nach Beginn des Experiments
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- Neutralisieren Sie 1 ml Bier in einem 50-m|-Becherglas unter Zugabe von 3 Tropfen
Phenolphthaleinl&sung mit N/50 NaOH (. Lehrbuch Chemie Klasse 8, S. 93)!
Tragen Sie den Verbrauch an Natriumhydroxidlésung als MaB fiir den Siuregrad in
eine Tabelle ein!

- Wiederholen Sie die Neutralisation mit je 1 ml Bier aus dem Ansatz

2 Tage nach Beginn des Experiments
nachdem sich eine Kahmhaut gebildet hat
2 Tage nach der Kahmhautbildung!

- Tragen Sie die ermittelten Werte ebenfalls in die Tabelle ein, und berechnen Sie
die Zunahme des Athansiuregehaltes durch Differenzbildung zwischen dem Ver-
brauch an Natriumhydroxidlésung bei der Neutralisation der 1. und der 4. Probe!

Auswertung: *

Zeichnen Sie anhand der erhaltenen Befunde eine Kurve, und interpretieren Sie deren
Verlauf (/ Vorlage S. 132)!

5.2.6. Abbau von Zellulose durch Bodenmikroorganismen

Mikroorganismen wirken in der Natur als Produzenten, als Konsumenten und als
Reduzenten.

Als Reduzenten haben sie im Haushalt der Natur besondere Bedeutung. Sie zersetzen
organische Stoffe im Boden (z. B. Zellulose), reichern ihn dadurch mit Néhrstoffen
an und bewirken zugleich die Beseitigung abgestorbener Organismenteile. Sie sind
damit wesentlich an der Humusbildung beteiligt.

[ ] Wiederholen Sie Ihr Wissen iiber Stoffwechselvorgdnge! Lesen Sie dazu im
Lehrbuch Biologie Klasse 9, Seite 61, 68 und 69 sowie 128 nach!
Weisen Sie den Abbau von Zellulose durch Bodenmikroorgani: nach!

Handeln Sie dabei nach der Anleitung zu Experiment 47!

v Experiment 47: Nachweis des Abbaus von Zellulose durch
Zeit: N
Dauer des Experiments: 1 Woche bis 4 Wochen
Ansatz: 120 Min.
Auswertung: alle 3 bis 4 Tage 10 Min.
Material:
Komposterde

Becherglas (250 ml)
MeBzylinder (100 ml)
MeBzylinder (10 ml)
Glasstab

Filterpapier
MeBpipette (10 mh
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MeBpipette (1 ml)

5 Reagenzgliser mit Zellstoffstopfen
Reagenzglas

Spatel

Fettstift oder Etiketten
Natriumnitrat
Dikaliumhydrogenphosphat
Magnesiumsulfat
Kaliumchlorid

Eisensulfat
Ammoniumchlorid

Durchfiihrung:

Ansatz

- Stellen Sie eine kohlenhydratfreie Nahrldsung fiir Zellulosezersetzer her (Rezept
/ 8. 155)!

— Schneiden Sie 5 etwa 1cm breite und 8 cm lange Streifen aus Filterpapier, und
legen Sie je einen in ein Reagenzglas!

~ Fiillen Sie die 5 Reagenzgliser mit je 6 ml der Nihrlésung!

- VerschlieBen Sie die Reagenzgliser mit Zellstoffstopfen, und sterilisieren Sie die
Réhrchen!

~ Stellen Sie eine Bodensuspension her, indem Sie eine Spatelspitze Erde in etwa
10 ml Leitungswasser geben und mehrmals kriftig schiitteln!

- Offnen Sie 4 Reagenzgliser und pipettieren Sie, nachdem sich die Erde abgesetzt
hat, von der iiberstehenden Suspension 0,5 ml in die Nihrlésung!
Das 5. Reagenzglas dient als Kontrolle und ist — wie die anderen 4 Réhrchen —
entsprechend zu beschriften.

- VerschlieBen Sie die Reagenzgliser wieder, und bewahren Sie alle 5 Réhrchen bei
Zimmertemperatur auf!

Beobachtung

— Priifen Sie in Abstinden von 3 bis 4 Tagen, ob auf den Filterpapierstreifen in Hohe
des Nihrldsungsspiegels Mikroorgani lungen zu sehen sind!
Kontrollieren Sie, inwieweit eine Zersetzung der Zellulose eingetreten ist, indem
Sie das Kontrollrdhrchen und die Reagenzgliser mit beimpfter Nihrlésung in
durchfallendes Licht halten und nach genauer vergleichender Betrachtung die
Réhrchen mehrmals kurz schiitteln!

Je nach dem Zersetzungsgrad der Zellulose sind im Filterpapier durchscheinende
Flecken, an denen es leicht einreiBt, oder die Auflésung des Papierstreifens zu
beobachten.

Auswertung:

Beschreiben Sie die Versuchsergebnisse zum Zelluloseabbau! Erliutern Sie, welche
Bedeutung diese Vorginge in der Natur haben! Nennen Sie Beispiele dafiir, daB der
Mensch die Vorginge planmiBig nutzt!
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5.3. Stickstoffstoffwechsel

» Stickstoff stellt fiir alle Mikroorganismen einen unentbehrlichen
Nihrstoff dar. Als anorganische Stickstoffquellen werden Nitrate,
Ammoniumsalze und durch einige spezialisierte Mikroorganis-
men atmosphirischer Stickstoff genutzt.

Stickstoff findet als Ammoniak oder Ammonium Eingang in den Stickstoffstoffwechsel
der Zelle. Das Ammoniak ist die w: liche Ausgangssubstanz fiir die Synthese von
Proteinen und Nukleinsiuren. Es kann sowohl aus der Umwandlung anorganischer
als auch organischer Stickstoffverbindungen stammen.

Einige Mikroorganismenarten sind nicht in der Lage, bestimmte notwendige stick-
stoffhaltige Verbindungen, z. B. verschiedene Aminosiuren, zu synthetisieren. Diese
Substanzen miissen von ihnen aufgenommen werden.

Bei der Synthese der Aminoséuren vereinigt sich meist eine im Kohlenhydratstoff-
wechsel gebildete Ketosiure mit Ammoniak (Aminierung). So entstehen beispiels-
weise aus a-Ketoglutarsiure und Ammoniak Glutaminséure und Wasser.

COO~ COOH
| !
c=0 NH,—C—H
! Aminierung !
CH, + NHy ——— CH, + H,O
| |
CH, CH,
|
COOH COOH
«-Ketoglutarsdure Glutaminsiure

Von den auf diese einfache Weise gebildeten primiren Aminosiuren kann die Ami-
nogruppe auf weitere Ketosiuren iibertragen werden, so daB neue Aminosduren
synthetisiert werden. Es kénnen 20 verschiedene Aminosiuren entstehen, die mit-
einander in unterschiedlicher Reihenfolge (Aminosiuresequenz) iber Peptidbindun-
gen verkniipft sind. Lange, hochmolekulare Aminosiureketten bilden Proteine.

-@ Lesen Sie in ,,Chemie in Ubersichten", Seite 114 und in ,,Biologie in Uber-
sichten*, Seite 192 und 222 iiber EiweiBe nach!

Der Proteinsynthese liegt ein komplizierter molekularer Mechanismus zugrunde.
Zunichst erfolgt die Ubertragung der genetischen Information von der meist im Zell-
kern lokalisierten DNS (Desoxyribonukleinsiure) auf eine RNS (Ribonukleinsiure),
die Boten-RNS (m-RNS), die von Ribosomen, den Orten intensiver Proteinsynthese in,
der Zelle, besetzt wird. Im Zytoplasma befindet sich eine zweite Form der RNS, die
Transport-RNS (t-RNS). Die t-RNS-Molekiile zeigen eine ausgeprigte Spezifitit
gegeniiber den verschiedenen Aminosiuren, die sie binden und an den m-RNS-
Ribosomen-Komplex transportieren. Die mit einer Aminosiure beladene t-RNS
lagert sich entsprechend dem Schliissel-SchloB-Prinzip an eine passende Stelle der
m-RNS. Die Aminosiure st sich ab und verlingert die bereits vorhandene Amino-
sdurekette (Abb. 136/1). i 4
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Abb. 136/1 Proteinbiosynthese

(] Wiederholen oder erweitern Sie |hr Wissen iiber die Proteinsynthese mit
Hilfe des Lehrbuchs Biologie Klasse 10! Lesen Sie die Seiten 10, 13 und 18!

Neben den aufbauenden Prozessen laufen in der Zelle auch stindig Abbauvorginge
ab. Der Abbau von Proteinen bis zu den Grundbausteinen erfolgt iber Polypeptide
und Oligopeptide zu den Aminosiuren, von denen schlieBlich die Aminogruppe
abgespalten wird (Desaminierung).

Der EiweiBzersetzung-im Boden durch Mikroorganismen kommt im Stickstoffkreis-
lauf eine groBe Bedeutung zu. Dabei werden Proteine unter Freisetzung von Ammo-
niak abgebaut. ]
Ammoniakbildung kann auch bei der Zersetzung anderer stickstoffhaltiger Substrate
(z. B. Harnstoff) erfolgen. Einige Bakterienarten sind befihigt, einen Teil des frei-
gesetzten Ammoniaks zur Energiegewinnung in Salpetersiure bzw. Nitrat-lonen zu
iberfihren (Nitrifikation).

Die Nitrifikation liuft in zwei Schritten ab:

Nitritbakterien 2NH; + 30, - 2HNO, + 2 H,0 + Energie
(z. B. Nitrosomonas-Arten)
Nitratbakterien 2 HNO, + O, — 2 HNO, + Energie

(z. B. Nitrobacter-Arten)
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5.3.1. Ammoniakbildung beim EiweiBabbau
durch Bodenmikroorganismen

Im Boden leben zahlreiche Mikroorganismen, die an der EiweiBzersetzung mitwirken.
Da beim Abbau von EiweiBen sowie bei der Spaltung von Peptiden und Aminosiuren
Ammoniak entsteht, kann die EiweiBzersetzung durch Mikroorganismen anhand des
entstehenden Ammoniaks nachgewiesen werden.

[ Fihren Sie das Experiment 48 durch, um die Ammoniakbildung bei der
Zersetzung von EiweiBen nachzuweisen!
v Experiment 48: Nachweis der Ammoniakbildung durch Mikro-
organismen bei der EiweiBzersetzung
O Zeit:
Dauer des Experiments: 7 Tage
Ansatz: 20 Min.
Auswertung: 20 Min.
Material:
Komposterde

MeBzylinder (50 ml)
MeBzylinder (10 ml)
Becherglas (100 ml)
Glasstab

4 Reagenzgliser mit Zellstoffstopfen
8 Reagenzgliser
Spatel

2 Trichter
Filtergestell

4 Rundfilter

4 Pipetten (2 ml)
Pipette (1 ml)
Pepton

NeBlers Reagens [!]

Durchfiihrung:

Ansatz

- Verriihren Sie 0,3 g Pepton in 30 ml Leitungswasser!

- Fiillen Sie je 6 m| Peptonwasser in 4 Reagenzgliser!

- Geben Sie in zwei mit Peptonwasser gefiillte Reagenzgliser je eine Spatelspitze
Erde!

- VerschlieBen Sie alle 4 Reagenzgliser mit Zellstoffstopfen!

Beobachtung
Priifen Sie alle 4 Reagenzgliser nach einer Woche, ob durch den Abbau von Pepton
durch Bodenmikroorganismen Ammoniak gebildet wurde:
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- Filtrieren Sie den Inhalt der 4 RShrchen, um eine annihernd klare Flissigkeit

zu erhalten!
— Pipettieren Sie von jedem Filtrat 2 ml in je ein Reagenzglas, und fiigen Sie 1 m| NeB-

lers Reagens zu! [!]
Eine geringe Ammoniakmenge wird durch Gelbfirbung angezeigt. Mit zunehmen-

dem Ammoniakgehalt stellt sich eine Orangefirbung ein.

Auswertung:
Stellen Sie fest, mit welcher Intensitit unter dem EinfluB von Bodenmikroorganismen
aus Pepton Ammoniak gebildet wurde!

5.3.2. Freisetzung von Schwefelwasserstoff beim
’ EiweiBabbau durch Bodenmikroorganismen

Einige der am EiweiBabbau beteiligten Aminosduren kénnen Schwefel enthalten. Bei
der Zersetzung derartiger EiweiBe durch Mikroorganismen entsteht Schwefelwasser-
stoff. Die Freisetzung von Schwefelwasserstoff weist also ebenfalls EiweiBabbau nach.

[ J Weisen Sie den bei der EiweiBzersetzung durch Mikroorganismen entstehen-
den Schwefelwasserstoff nach! Richten Sie sich dabei nach der Anleitung
zu Experiment 49!

v Experiment 49: Nachweis der Schwefelwasserstoffbildung durch
Bod ikroorgani R
Zeit:
Dauer des Experiments: etwa 8 Tage
Ansatz: 15 Min.
Auswertung: alle 2 Tage 5 Min.; am vorletzten und letzten Tag je 10 Min.
Material:
Komposterde
Hihnerei

Becherglas (100 ml)

2 Reagenzgliser mit Gummistopfen

Loffel

2 Streifen Filterpapier (7 cm lang, 1 cm breit)
Becherglas mit 5%iger Bleiazetatlosung [!]
oder fertiges Bleiazetatpapier

Durchfiihrung:
Ansatz
— Schlagen Sie ein Hiihnerei auf und lassen Sie das Eiklar in ein Becherglas laufen!

- Fiillen Sie je 2 Reagenzgliser zur Hilfte mit Eiklar!
- Setzen Sie dem Eiklar des einen Réhrchens etwas Komposterde zu!,
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- Stellen Sie die beiden Rohrchen unverschlossen in den Brutschrank (Temperatur:
28 °C)!

Beobachtung

- Priifen Sie im Verlaufe einer Woche, ob infolge EiweiBzersetzung ein fauliger
Geruch auftritt!

- Sobald dieser Geruch wahrnehmbar ist, tauchen Sie zwei etwa 7 cm lange und
1cm breite Filterpapierstreifen in 5%ige Bleiazetatlésung! [!] (Bei Verwendung
von fertigem Bleiazetatpapier entfillt das Trinken mit der Bleiazetatldsung.)

- Lassen Sie die Bleiazetatlésung abtropfen, klemmen Sie dann je einen Streifen
des Bleiazetatpapiers mittels eines Gummistopfens an der Wand der Reagenz-
glaser fest!

- Betrachten Sie am folgenden Tag die Filterpapierstreifen, und stellen Sie fest,
ob Braun- bzw. Schwarzfirbung eingetreten ist. Schwefelwasserstoff firbt Blei-
azetatpapier braun bzw. schwarz.

Auswertung:

Stellen Sie fest, ob es Unterschiede in der Farbintensitat des Papiers in beiden Proben
gibt, und erkliren Sie evtl. vorhandene Unterschiede!
Formulieren Sie fir diesen Nachweis die Reaktionsgleichung!

5.3.3. Verflissigung von Gelatine durch Mikroorganismen

Gelatine ist ein teilweise abgebautes EiweiB. Sie kann durch bestimmte Bakterien-
arten enzymatisch weiter gespalten werden. Diese Spaltung ZuBert sich in einer
Verflissigung der Gelatine. Sie wird durch Bakterien hervorgerufen, die das Enzym
Gelatinase besitzen. Die Gelatineverfliissigung ist ein wichtiges Merkmal zur Bestim-
mung von Bakterienarten.

) Priifen Sie Bakterien auf ihre Fahigkeit, Gelatine zu verfliissigen! Verfahren
Sie dabei nach Experiment 50!

v Experiment 50: Nachweis der Gelatineverfliissigung durch
Bakterien
Zeit:
Dauer des Experiments: 3 Tage
Ansatz: 15 Min.
Auswertung: 15 Min.

Material:

Fangplatte von Experiment 1 oder 17

3 sterilisierte Rohrchen mit Nihrgelatine (Rezept / S. 154), Rohrchen
zu einem Viertel gefiillt
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Durchfiihrung:

Ansatz

— Wihlen Sie von einer Fangplatte 3 unterschiedliche Bakterienkolonien aus!

— Nehmen Sie mit einer Impfnadel davon Material ab, und legen Sie von jeder aus-
gewihlten Kolonie eine Stichkultur (7 S. 37) in einem Gelatinenihrboden an!

- VerschlieBen Sie die 3 Réhrchen mit Zellstoffstopfen, und stellen Sie die Reagenz-
gliser bei Zimmertemperatur auf!

Beobachtung

- Betrachten Sie nach 3 Tagen die Stichkulturen im durchfallenden Licht, und stellen
Sie fest, an welcher Stelle des Stichkanals die Gelatine von Bakterien bewachsen
ist!

— Halten Sie danach die R6hrchen mit den Stopfen nach unten, damit evtl. verfliissigte
Gelatine herabliuft!

Auswertung:

Zeichnen Sie die durch die Verflissigung entstandenen Aushéhlungen (z. B. trichter-,
schiissel- oder sackformig) in UmriBskizzen ein!

aVNaNa

5.4. Abhéingigkeit der Bakterienvermehrung von
biotischen und abiotischen Faktoren :

Mikroorganismen stehen wie alle iibrigen Lebewesen in stindigem Kontakt mit
Umweltfaktoren (biotische und abiotische Faktoren).

[ J Wiederholen Sie Ihr Wissen iiber den EinfluB von Umweltfaktoren auf die
Organismen! Lesen Sie dazu im Lehrbuch Biologie Klasse 9, Seite 93 bis 110
oder in ,,Biologie in Ubersichten*, Seite 263 bis 272 nach!

Als biotische Faktoren wirken beispielsweise Ausscheid produkte von Organis-
men (Schleimstoffe von Schnecken, Antibiotika aus Sl:rahlenpllzen)
Obwohl den Mikroorganismen in der Regel eine Vielzahl chemischer Stoffe zur
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Verfiigung steht, werden ihr Wachstum und ihre Vermehrung wesentlich durch
solche Stoffe beeinfluBt, die unter normalen Bedingungen nicht oder nur in geringer
Konzentration im Lebensraum der Organismen anzutreffen sind. Solche Stoffe wirken
als entscheidende chemische Faktoren. Dazu werden u. a. Pflanzenschutzmittel, Diinge-
mittel und Desinfektionsmittel gerechnet. Physikalische Faktoren sind beispielsweise
ultraviolette Strahlung, Réntgenstrahlen und Ultraschall, die auf die physiologischen
Prozesse der Mikroorganismenzelle einwirken.

Uber den physiologischen Zustand der Zellen geben Wachstum und Vermehrung
Auskunft. Unter ginstigen Bedingungen (z. B. optimales Angebot an Nihrstoffen,
Feuchtigkeit und Wirme) verlauft die Vermehrung einer Bakterienkultur in bestimm-
ten Stadien, die in einer grafischen Darstellung veranschaulicht werden kénnen
(Abb. 141/1). Die erste Phase ist die Anlaufphase. Sie umfaBt die Zeit vom Beimpfen
der Nahrlésung bis zum Einsetzen rasch aufeinanderfolgender Teilungsschritte. Es
schlieBt sich eine Phase an, in der die Zellanzahl exponentiell, also rasch zunimmt.
Darauf folgt die stationire Phase, in der die Zellanzahl einen Maximalwert erreicht.
Infolge des dadurch eintretenden Nihrstoffmangels und der Anhiufung giftiger
Stoffwechselprodukte sterben in der letzten Phase Bakterienzellen ab. Der Verlauf
dieser sogenannten Wachstumskurve kann durch die Einwirkung biotischer, che-
mischer und physikalischer Faktoren erheblich beeinfluBt werden.

stationére -\

Phase

Logarithmus der Zellanzahl

| rase {interin= Abb. 141/1 Wachstumskurve
I . einer Bakterienkultur
Zeit
5.4.1. Beeinflussung der Bakterienvermehrung durch eirt
Antibiotikum
> Antibiotika sind Ausscheidungsprodukte von Mikroorganismen,

die auf bestimmte andere Arten von Mikroorganismen ver-
mehrungshemmend wirken oder sie abtsten. Infolge dieser Eigen-
schaft haben sich die Antibiotika in der Medizin bei der Bekimp-
fung von Infektionskrankheiten einen entscheidenden Platz
erobert (/ S. 14).

Um die Empfindlichkeit bzw. Resistenz von Mikroorganismen gegeniiber einem

bestimmten Antibiotikum zu priifen, bedient man sich verschiedener Methoden;
eine der bekanntesten ist der Lochtest.
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Fir Experimente mit Antibiotika kann der AG-Leiter iiberlagerte Bestinde von
Apotheken, Krankenhiusern oder Polikliniken erbitten.

[ ] Weisen Sie die vermehrungshemmende Wirkung von Antibiotika auf Bak-
terien nach! Verfahren Sie dabei nach der Anleitung zu Experiment 51!
v Experiment 51: Nachweis der Wirkung eines Antibiotikums
im Lochtest
o Zeit:
Dauer des Experiments: 10 Tage
Ansatz: am 1. Tag 10 Min.; am 3. Tag 45 Min.; am 6. Tag
10 Min.; am 8. Tag 120 Min.
Auswertung: 60 Min.
Material:

Rohkultur von Bacillus subtilis

Fangplatte mit Kolonien

14 sterile Petrischalen

sterile Vollpipette (1 ml) |

sterile Vollpipette (5 ml)

6 sterile MeBpipetten (1 ml)

2 sterile Glasspatel

2 sterile Korkbohrer (Durchmesser 1 cm)

3 sterile Reagenzgliser

Fotoapparat

Film (NP 15)

Fettstift oder Etiketten

Erlenmeyerkolben (100 ml) mit sterilem Leitungswasser
MeBkolben (50 ml) mit Penizillinlésung (1,8 mg Penizillin in 50 ml
sterilem Wasser)

6 sterilisierte Schrigagar-Réhrchen mit Nihragar |

14 sterilisierte Hochschicht-Réhrchen mit Nahragar |

Durchfiihrung:

Das Mikroorganismenmaterial fiir dieses Experiment stellen eine Rohkultur von

Bacillus subtilis, die nach Experiment 2 gewonnen werden kann, oder Kolomen von

einer Fangplatte (/ Experiment 1) dar.

Ansatz

- Stellen Sie von der Bacillus subtilis-Rohkultur und einer gelbgefirbten Kolonie
der Fangplatte eine Reinkultur (7 S. 38) her! |
Steht keine Rohkultur von Bacillus subtilis zur Verfiigung, kann von einer zweiten
andersartigen Kolonie der Fangplatte Material abgenommen werden.

- Schmelzen Sie den Nihragar von 8 Hochschichtréhrchen auf, und gieBen Sie ihn
in 8 Petrischalen!

— Bereiten Sie vom Bakterienmaterial der beiden Reinkulturen je eine Suspension,
indem Sie in jedes Schrigrohrchen 5 ml steriles Wasser geben und den Bakterien-
bewuchs mit der Impfése abstoBen!
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Abb. 143/1 Herstellen verschied Penizillink zur Priifung im Lochtest

Verteilen Sie die Bakterien durch quirlartiges Bewegen der Réhrchen annihernd
gleichmiBig im zugegebenen Wasser!

- Pipettieren Sie je 0,1 ml der Bacillus subtilis-Suspension auf die Nahrbodenober-
fliche von 4 Petrischalen, und spateln Sie die Suspension sorgfiltig aus!

— Bespateln Sie in gleicher Weise 4 Platten mit der Aufschwemmung der zweiten
Reinkultur!

— Vermerken Sie auf allen 8 Platten die jeweils verwendete Bakterienkultur!

— Stanzen Sie aus der Mitte des Nihrbodens einer jeden Petrischale mittels eines
Korkbohrers ein Loch von 1 cm Durchmesser!

— Stellen Sie von der Penizillin-Ausgangslésung eine Verdiinnungsreihe nach folgen-
dem Schema her (Abb. 143/1). .

~ Fiillen Sie von den 4 unterschiedlich konzentrierten Penizillinldsungen je 0,05 ml
in die Stanzlécher im Nihrboden, so daB die Vermehrung beider Bakterienarten
in Abhingigkeit von 4 verschiedenen Penizillinkonzentrationen gepriift werden
kann!

- Schreiben Sie die Konzentration der eingebrachten Penizillinlésung auf die Schalen-
deckel!

- Stellen Sie die 8 Petrischalen in den Brutschrank bei einer Temperatur von 28 °C!

Beobachtung

- Kontrollieren Sie nach 2 Tagen die Platten, und stellen Sie fest, ob die Bakterien-
vermehrung durch Penizillin beeinfluBt wurde!

- Entscheiden Sie, welche Bakterienkultur penizillinresistent und welche peni-
zillinempfindlich ist, und tragen Sie das Ergebnis in eine Tabelle (* Vorlage) ein!

- Messen Sie bei einer penizillinempfindlichen Kultur die GréBe der auftretenden
Hemmhéfe aus, indem Sie den Durchmesser der Kreisfliche (einschlieBlich Stanz-
loch) ermitteln, die keinen Bakterienbewuchs zeigt!

Tragen Sie die MeBwerte in eine Tabelle ein!
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Auswertung:

Ziehen Sie aus den gewonnenen MeBwerten Riickschliisse auf die konzentrations-
abhingige Wirkung von Penizillin! Fotografieren Sie eine Agarplatte, auf der ein
deutlich ausgeprigter Hemmhof zu sehen ist, um das Ergebnis zu belegen!

Fenizillin- Bakterien— Bakterien-
konzentration:  VIGUUE . e o 3 on 5 s wons son VMGMHE & ves vs 5 e s s v
IE/ml penizilinempfindlich /- resistent | penizilinempfindlich /  —r
Hemmhofdurchmesser(mm))| Hemmhofdurchmesser(mm))|
60
30
15 |
75

5.4.2. Bakterienschddigende Wirkung von Desinfektions-
mitteln

Einige Substanzen aus chemischen Gruppen, beispielsweise Halogene, bestimmte
Ammoniumsalze und Phenole, schidigen Bakterien bereits in niedrigen Konzen-
trationen und hemmen ihre Vermehrung (bakteriostatische Wirkung) oder téten
sie ab (bakterizide Wirkung). Aus diesem Grunde werden Verbindungen der genann-
ten chemischen Gruppen und einiger anderer in bestimmten Konzentrationen als
Desinfektionsmittel angewendet.

[ ] Beobachten Sie die Wirkung von Desinfektionsmitteln auf Mikroorganismen!
Verfahren Sie dabei nach der Anleitung zu Experiment 52!

v Experiment 52: Nachweis der Wirkung von Desinfektionsmitteln
' auf Mikroorganismen
Zeit:
Dauer des Experiments: 3 Tage
Ansatz: 90 Min.
Auswertung: 30 Min.
Material:

2 gleichartige Miinzen

4 sterile Petrischalen

4 sterile Pinzetten

2 sterile Pinsel

Fettstift

Erlenmeyerkolben (100 ml) mit 2% iger Fesia-mon-Lésung
Erlenmeyerkolben (100 ml) mit einer 2%igen L&sung von Fesia-sept-
Konzentrat ®

2 sterilisierte Hochschichtréhrchen mit Nihragar |
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Durchfiihrung:
Ansatz

- Verflissigen Sie den Nihragar von 2 Hochschichtréhrchen, und gieBen Sie ihn,
nachdem er auf etwa 50 °C abgekiihlt ist, in 2 Petrischalen, die Sie durch einen
Strich mit dem Fettstift auf der Bodenunterseite in 2 Halften eingeteilt haben!

- Lassen Sie den Agar erstarren, und entnehmen Sie in der Zwischenzeit aus lhrer
Geldbérse 2 gleichartige Miinzen!

- Legen Sie unter Verwendung einer Pinzette beide Miinzen mit der Zahlenseite
nach unten auf die Nihrbodenoberfliche einer Petrischalenhilfte, und markieren
Sie den Abdruck auf der SchalenauBenseite! Kennzeichnen Sie, welche Miinze in
welcher Schale liegt!

+ Fassen Sie die Miinzen erneut mit def Pinzette, und legen Sie je eine Miinze in eine
leere sterile Petrischale!

- VerschlieBen Sie unmittelbar nach dem Entfernen der Geldstiicke die Agarplatten!

- Bepinseln Sie nun die Wappenseite der einen Miinze sorgfiltig mit der Desinfek-
tionsldsung Fesia-mon und die der anderen Miinze mit der Desinfektionslésung
Fesia-sept-Konzentrat!

- Lassen Sie die bepinselten Miinzen trocken werden, und driicken Sie danach die
Miinzen mit der Wappenseite auf der jeweiligen noch freien Hilfte der Nahr-
bodenoberfliche ab, so daB sich die Abdriicke von Zahl- und Wappenseite der
gleichen Miinze jeweils auf einer Platte befinden!

- Markieren Sie auch den zweiten Abdruck, und kennzeichnen Sie ihn!

- Entfernen Sie die Miinzen vom Nahrboden, und legen Sie die Petrischalendeckel
auf!

- Stellen Sie die 2 Platten in den Brutschrank (Temperatur 28 °C)!

Beobachtung

- Betrachten Sie nach 3 Tagen die Platten, und stellen Sie anhand des Mikroorganis-
menbewuchses fest, wie die Desinfektionsmittel gewirkt haben!

Auswertung:

Protokollieren Sie das Ergebnis des Experiments! Ziehen Sie Schliisse aus lhren
Beobachtungen hinsichtlich der Notwendigkeit hygienischer Vorschriften beispiels-
weise im Lebensmittelhandel! Kontrollieren Sie Ihr eigenes hygienisches Verhalten!

[ Stellen Sie eine Liste handelsiiblicher Desinfektionsmittel zusammen! Wieder-
holen Sie das Experiment mit anderen Desinfektionsmitteln, und vergleichen
Sie die Ergebnisse!

5.4.3. EinfluB von UV-Strahlen auf die Bakterienvermehrung

Ultraviolette (UV-)Strahlen kénnen zur teilweisen Entkeimung von Flichen und
Riumen eingesetzt werden (/ S.36), da sie Mikroorganismen schidigen oder ab-
tdten konnen. ’

Die Schidigung der Mikroorganismen beruht auf der Einwirkung der UV-Strahlen
auf die Nukleinsduren.
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[ ] Weisen Sie mit Hilfe des Experiments 53 nach, daB UV-Strahlen schadlgend
auf Bakterien wirken!

v Experiment 53: Nachweis der UV-Strahlenwirkung auf die
o Bakterienvermehrung
Zeit:
Dauer des Experiments: 6 Tage
Ansatz: am 1. Tag 90 Min.; am 4. Tag 75 Min.
Auswertung: am 4. Tag 10 Min.; am letzten Tag 10 Min.
Material:

2 sterile Petrischalen

Holzstempel (Stempelplatte 7,5 cm Durchmesser)
sterilisiertes Samtstiick (20 cm x 20 cm)
Bindfaden

Heimsonne Q 64 (VEB Thelta, Zella-Mehlis)
Schutzbrille

2 sterilisierte Hochschichtréhrchen mit Nihragar |

Durchfiihrung:

Ansatz

- Stellen Sie eine Fangplatte her (/ Experiment 1), und bebriiten Sie die Platte mit

den eingefangenen Keimen 3 Tage bei 28 °C!

Ermitteln Sie die Anzahl der Kolonien auf der Fangplatte, und vermerken Sie den

Wert im Protokoll!

Verfliissigen Sie den Nahrboden in einem Hochschichtrohrchen, gieBen Sie eine

Platte, und lassen Sie den Nahragar erstarren!

- Bereiten Sie einen Samtstempel fiir das Ubertragen von Kolonien der Fangplatte
auf eine andere Agarplatte vor: Bespannen Sie die im Durchmesser 7,5 cm groBe
Kreisfliche des Holzstempels mit sterilisiertem Samt, und binden Sie die Samtecken
am Stempelgriff fest!

— Driicken Sie den Stempel auf die Fangplatte, so daB das Kolonienmuster auf der
Samtfliche erscheint, und setzen Sie ihn anschlieBend unter Druck auf eine Nihr-
bodenplatte! Heben Sie die Fangplatte bis zur Auswertung auf, damit ein evtl.
erforderlicher Vergleich am SchluB méglich ist!

- Stellen Sie zur UV-Bestrahlung 60 cm von der bestempelten Nahrbodenplatte

_ entfernt eine Heimsonne Q 64 auf, wobei die Nihrbodenoberfliche parallel zu den
Strahlern gerichtet sein soll!

Da UV-Strahlen Glas nicht durchdringen, muB der Petrischalendeckel wahrend
der Bestrahlung abgenommen sein.

- Lesen Sie sich die Bedienungsanleitung zur Heimsonne durch, schlieBen Sie das
Gerit an das Netz an, und ziinden Sie die Strahler (Schutzbrille verwenden)! [!]

- Lassen Sie die UV-Strahlen 30 Min. auf die Mikroorganismen einwirken, und schalten
Sie danach die Heimsonne aus!

~ Legen Sie den Petrischalendeckel auf das Schalenunterteil, und stellen Sie die
Platte in den Brutschrank (Temperatur 28 °C)!
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Beobachtung
~ Zihlen Sie nach 3 Tagen die Kolonien auf der bestempelten Nihrbodenplatte!
Auswertung:

Vergleichen Sie die Anzahl der Kolonien auf der Fangplatte mit der auf der bestrahlten
Platte! Schitzen Sie die Wirkung der UV-Strahlen auf die Mikroorganismien ein!
Um nachzuweisen, daB Infrarotstrahlen das Versuchsergebenis nicht beeinflussen,
wird eine zweite Nihrbodenplatte bestempelt und nur mit Infrarot bestrahlt.

5.5. Bewegungserscheinungen bei Mikroorganismen

» B heinungen sind ein wesentliches Kennzeichen des
Lebens. Kein physiologischer ProzeB liuft in der Einzelzelle oder
in einem vielzelligen Organismus ohne Bewegung von Molekiilen
ab. Neben der bei allen Organismen standlg vorhandenen

Bewegung und dem damit im Z g stehenden Trans-
port auf molekularer Ebene ko sich bei vielen Lebewesen

gen auch in Form von Orts- oder Lage-
veranderungen des gesamten Kérpers oder seiner Teile sichtbar
duBern. Die Bewegungen werden meist innerhalb eines relativ
kurzen Zeitraumes ausgefiihrt.

Bei Mikroorganismen sind verschiedene Formen der Bewegungen zu beobachten:
Ein Teil der Bakterien und die GeiBeltierchen (Flagellaten) besitzen GeiBeln und
bewegen sich mit deren Hilfe fort.

Bei verschiedenen Protozoen treten als Bewegungsorganelle Wimpern auf.

Viele Kieselalgen gleiten auf einer Plasmabahn, die vom Organismus selbst erzeugt
wird.

Von einigen Protozoen und Schleimpilzen werden améboide Bewegungen aus-
gefiihrt, fir die der Gestaltwechsel durch das AusflieBen und Einziehen von Pseudo-
podien bzw. Plasmastringen charakteristisch ist.

Zur Bewegung befihigte Organismen beantworten einwirkende Reize mit einer
Bewegungsreaktion. Reizgerichtete Ortsbewegungen frei beweglicher Organismen
werden als Taxien bezeichnet. Entsprechend der Art des'auslésenden Reizes spricht
man z. B. von Phototaxis, wenn Licht, und von Chemotaxis, wenn chemische Stoffe
als Reize wirken. Reizgerichtete Kriimmungsbewegungen nicht frei beweglicher
Organismen werden als Tropismen bezeichnet. Auch hier kénnen Photo- und Che-
motropismus sowie weitere Tropismen, die nach der jeweiligen Reizquelle benannt
werden, unterschieden werden. Unabhingig davon, ob es sich um Taxien oder um
Tropismen handelt, kann die Reizbeantwortung positiv oder negativ erfolgen. Bei
positiver Reaktion auf einen Reiz wendet sich der Organismus in die Richtung, aus
der der Reiz auf ihn einwirkt; bei negativer Reaktion wendet sich der Organismus
von der Reizquelle ab.

® Lesen Sie iiber Bewegungen als Reizreaktion im Lehrbuch Biologie Klasse 9,
Seite 71 bis 76, oder in ,,Biologie in Ubersichten*, Seite 210 bis 216 nach!
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5.5.1. Phototaxis

Unter den Mikroorgani sind insb dere die Flagellaten (GeiBeltierchen)
fihig, auf Lichtreize, also phototaktisch, zu reagieren. Durch derartige Bewegungen
kénnen die Flagellaten auch Orte aufsuchen, an denen es auf Grund des Vorhanden-
seins von Licht méglich ist, Photosynthese durchzufiihren.

[ ) Beobachten Sie die Ortsbewegungen von Flagellaten! Verfahren Sie dabei
nach der Anleitung zu Experiment 54!

v Experiment 54: Nachweis phototaktischer Erscheinungen bei
Flagellaten
Zeit:
Dauer des Experiments: 3 Tage
Ansatz: 30 Min.
Auswertung: 30 Min.

Material:

Teichwasser, das reich an Flagellaten ist
Bogen schwarzes Papier

Petrischale (Durchmesser 15 cm)
Selbstklebeband (z. B. Prenaband)

Schere
2 Pipetten (1 ml)
Objekttriger
Deckglaser
Durchfiihrung:
Ansatz
- Stellen Sie das Unterteil einer groBen Petrischale auf einen Bogen schwarzes
Papier!

- Fiillen Sie die Schale bis zu einem halben Zentimeter unter den Rand mit Teich-
‘wasser, das reich an Flagellaten ist!

- Legen Sie den Schalendeckel auf, und hiillen Sie die Schale véllig in das schwarze
Papier ein, so daB kein Licht einfallen kann!

- Kleben Sie die Papierrinder mit Prenaband fest!

- Schneiden Sie aus dem schwarzen Papier, das auf der Oberseite der Schale liege,
2 cm vom Rand entfernt ein 3 cm langes und 1 cm breites Fenster heraus!

- Bekleben Sie das Fenster mit Prenaband, damit das Papier dem Glas dicht anliegt
und somit kein zusitzliches seitliches Licht einfillt!

- Tragen Sie den Ansatz vorsichtig an ein Nordfenster, und lassen Sie ihn 3 Tage
stehen!
Auch wihrend der Auswertung verbleibt der Ansatz an dieser Stelle.

- Schneiden Sie das schwarze Papier, das die Oberseite der Schale bedeckt, in der
Mitte durch, klappen Sie es auseinander, und entfernen Sie den Schalendeckel!

- Klappen Sie die Papierhilften wieder , und entneh Sie mit der Pipette
durch die Fensterdffnung etwas Flissigkeit!
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--Geben Sie davon einige Tropfen auf einen Objekttriger, und legen Sie ein Deck-
glas auf!

Beobachtung

- Betrachten Sie das Priparat unter dem Mikroskop bei einer geeigneten Ver-
groBerung, und zihlen Sie die im Sehfeld befindlichen Flagellaten!

- Klappen Sie das Papier erneut zuriick, und entnehmen Sie mit der Pipette eine
Probe von einer Stelle, die vom Fenstér weit entfernt ist und damit unbelichtet
war!

- Fertigen Sie auch von dieser Probe ein Priparat an, und mikroskopieren Sie es
bei der gleichen VergréBerung, die zur Betrachtung des ersten Priparates ver-
wendet wurde!

~ Zizhlen Sie die im Sehfeld sichtbaren Flagellaten!

Auswertung:

Vergleichen Sie die beiden ermittelten Werte, und erkliren Sie auftretende Unter-
schiede!

5.5.2. Chemotaxis

Eine chemotaktische Reaktion kann durch verschiedene chemische Stoffe, beisplel
weise Zucker, Proteine und organische Siuren |6st werden.

Auch Sauerstoff kann chemotaktische Reaktionen bedingen. Die Beantwortung dieses
Reizes durch frei bewegliche Mikroorgani stellt einen speziellen Fall der Chemo-
taxis dar (Aerotaxis). .

® Beobachten Sie ch ktische Erscheinungen bei Bakterien! Fiihren Sie
dazu das Experiment 55 durch!

v Experiment 55: Nachweis von Chemotaxis bei Bakterien

Zeit:
Dauer des Experiments: 60 Min.

Material:

naBfaule Kartoffelknolle
Skalpell

Uhrglasschilchen

Glasstab

Objekttriger

Deckgliaser

Pripariernadel

enges, diinnwandiges Glasrohr
Pinzette

Becherglas (50 ml) mit Bouillon

149



Durchfiihrung:

- Entnehmen Sie einer naBfaulen Kartoffelknolle mit Hilfe eines Skalpells etwas
bakterienreiches Material, und bringen Sie es auf ein Uhrglasschilchen!

- Fiigen Sie einige Tropfen Wasser zu, und stellen Sie einen diinnfliissigen Brei her!

- Setzen Sie einen Wassertropfen auf den Objekttriger, und suspendieren Sie darin
eine Ose bakterienhaltiges Material!

— Lassen Sie ein Deckglas so auf den Suspensionstropfen fallen, daB in der Fliissigkeit
einige Luftblasen eingeschlossen werden!

- Legen Sie das Priparat auf den Mikroskoptisch, und stellen Sie unter Verwendung
des Immersionsobjektivs auf den Rand einer Luftblase scharf ein!

- Beobachten Sie, ob sich am Luftblasenrand Bakterien ansammeln!

- Ziehen Sie anschlieBend in einer Bunsenbrennerflamme eine diinne Glaskapillare
ausbrechen Sie ein etwa 2 cm langes Stiick ab, und schmelzen Sie dieses an einem
Ende zu!

- Tauchen Sie das offene Ende der noch warmen Kapillare in Bouillon, damit sie sich
fulle!

- Entfernen Sie nun aus dem Préparat die Luftblasen, indem Sie das Deckglas an-
heben und einen Tropfen Wasser zugeben!

~ Bringen Sie die Kapillare mit der Miindung in den Suspensionstropfen, und legen
Sie das Deckglas wieder auf!

- Betrachten Sie mikroskopisch die Kapillaréffnung, um festzustellen, ob Bakterien
gegeniiber der herausdiffundierenden Bouillon positiv chemotaktisch reagieren!

Auswertung:
Protokollieren Sie das Ergebnis des Experiments!

5.5.3. Phototropismus

Im allgemeinen bt das Licht auf Pilzmyzelien keinen erkennbaren EinfluB aus. Bei
manchen Arten kénnen jedoch Sporangientriger als Teile des Pilzkérpers positiv
phototrop reagieren. Sie kriimmen sich in die Richtung, aus der das Licht einfillt.

o Beobachten Sie Kriimmungsbewegungen bei Pilzen! Fiihren Sie dazu Experi-
ment 56 durch!

v Experiment 56: Nachweis von Phototropismus bei Pilzen
Zeit:
Dauer des Experiments: 14 Tage
Ansatz: 120 Min.
Auswertung: 10 Min.
Material:

2 Glasschalen mit Deckel (Durchmesser 14 cm, Hohe 8 cm)
2 Bogen schwarzes Papier
Selbstklebeband (z. B. Prenaband)
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Schere

Fettstift

Becherglas (50 ml) mit 5%iger Saccharoselésung

2 sterilisierte Hochschichtréhrchen mit Biomalzagar (Rezept / S. 153)
Scheibe Brot

Durchfiihrung:

Ansatz

- Verflissigen Sie den Biomalzagar von 2 Hochschichtrdhrchen im Wasserbad!

— GieBen Sie den Agar aus den 2 Reagenzglisern in eine Glasschale, und lassen Sie ihn
erstarren!

- Legen Sie wihrenddessen in eine zweite Schale eine Scheibe Brot, und trinken Sie
diese mit 5%iger Saccharosel6sung!

— Stellen Sie beide Schalen gedffnet 60 Min. zum Einfangen von Pilzsporen auf!

- Legen Sie die Deckel auf die Schalenunterteile!

— Hiillen Sie jede Schale in schwarzes Papier ein, und schneiden Sie an der Wand nahe
dem Deckel je ein Quadrat von 1 cm Seitenlinge heraus!

- Setzen Sie die Schalen so an ein Fenster, daB die Offnung im Papier dem Tageslicht
zugekehrt ist!

~ Markieren Sie nach 14 Tagen mit einem Fettstift die beiden Quadrate, und entfernen
Sie das Papier von den Schalen!

Beobachtung

Kontrollieren Sie, ob auf den Nihrsubstraten sporangientragende Pilze gewachsen
sind!

Priifen Sie, inwieweit deren Sporangientriger phototrop reagiert haben!
Auswertung:

Stellen Sie das Beobachtungsergebnis in Form einer einfachen Skizze dar! Formulieren
Sie in knapper Form lhre Feststellungen schriftlich!
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Rezepte fiir Ndhrmedien und Reagenzien
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)

©)

Fleischagar
Trockennshrbouillon’

Agar
Wasser

Briihwiirfelagar

gemérserte Brithwiirfel
Pepton

NaCl

Agar

Wasser

Nihrbouillon
Trockenndhrbouillon

Wasser

Biomalzagar

Biomalz (ohne Kalk und ohne

Lezithin)
Agar
Wasser

Biomalzgelatine
wie (4)

anstelle von Agar Gelatine

25 g (wenn auf der Originalpackung
nicht anders vermerkt)
20g
11
pH 7,2

pH 72

25 g (wenn auf der Originalpackung
nicht anders vermerkt)
11
pH72

30g
20g

pH 4,5..5,5

150 g
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@

®

©)

(10)

an
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Azetatgar
Kaseinpepton
Glukose
Natriumazetat
KH,PO,
Ammoniumzitrat
MgSO, .7H,0
Eisen-Ammoniumzitrat
MnSO, -4 H,0
Agar

dest. Wasser

Azetatagar zur Sporenbildung

wasserfreies Natriumazetat
Glukose

Agar

dest. Wasser

Malzagar

Malzextrakt (ohne Kalk und ohne
Lezithin)

Pepton

Agar

Wasser

Malzgelatine

wie (8)

anstelle von Agar Gelatine

Glyzerin-Pepton-Agar
Glyzerin

Pepton

K,HPO,

NaCl

MgSO, -7H,0
FeSO,-7H,0

CaCO,4

Agar/

Wasser

Nihrgelatine
wie (3)
Gelatine

14g
0,4g
2 g
11

40g
05g

20¢g
11

150 g

20g
25g
‘1g
3g
025¢g
0,01g
0,04g
.20g
11

150 g



(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

Nihrboden nach STALDER
KH,PO,

MgSO, -7 H,0

CaCoO,

NaCl

Mannit

Glukose

Hefeextrakt

Agar

Wasser

Kohlenhydratfreie Nihrlosung fiir Zellulosezersetzer

NaNO,
K,HPO,
MgSO, -7 H,O
KCI

NH,CI

FeSO, - 7H,0
Wasser

Gentianaviolettphenolldsung zur Gramfirbung

alkoholische Gentianaviolett-
|1&sung (gesittigt)

frisch bereitete Phenollésung
(2,5%ig)

Fuchsinphenollsung

Stammldsung:

alkoholische Fuchsinlésung
(gesittigt)

Phenollésung (5%ig)

verdiinnte Fuchsinphenollésung:
Stammlésung

dest. Wasser

Fuchsinldsung nach LEIFSON

Lésung von KAI(SO,), - 12 H,0O
(gesittigt)  °

Tanninlésung (20%ig)

dest. Wasser

Athanol (95%ig)

alkoholische Fuchsinlésung
(gesittigt)

05g
02g
3g
02g
75¢g
25g
1g
20g
11

05g

1g

05g

05g

02g

0,01g
11

pH 7,2

10 ml

90 ml

10 ml
90 ml

10 ml
90 ml|

20 ml
10 ml
10 ml
15 ml

3ml
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7

(18

(19)

(20)
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Jod-Kaliumjodid-Lésung zur Gramfirbung

Jod 1gund

Kaliumjodid 2 g im Morser unter Reiben in
5 ml Wasser |8sen

Wasser auf 300 ml

Jod-Kaliumjodid-Lésung zum Chitinnachweis

Jod 02g
Kaliumjodid 2g
Wasser 100 ml

Jod-Kaliumjodid-Lésung zum Glykogennachweis

Jod 02g
Kaliumjodid 06g
Wasser 90 ml

Methylenblaulssung nach LOFFLER

alkoholische Methylenblaulésung
(gesattigt) 30 ml
Kaliumhydroxidlésung (0,01%ig) 90 ml
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Cornet-Pinzette 21

D

Dampftopf 34
Desaminierung 136
Desinfektion 19f., 33
Desinfektionsmittel 19, 144
desinfizieren 18f.
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Desoxyribonukleinsiure (DNS) 55, 62, 135
Diphtherie 14f.

Dissimilation 124

DNS (Desoxyribonukleinsiure) 55, 62, 135
Dunkelfeld 25, 29

- kondensor 25, 29

E

Einzelung 38

EiweiB 10, 17, 23, 135, 137ff.
Elektronenmikroskop 10, 13
Endomycetes 63

Endospore 68

Energie 124

— bedarf 11
Erlenmeyerkolben 22

Erste Hilfe 20ff.

Ertrige 17

Ertragsverlust 15

Erwinia carotovora var. atroseptica 103
Escherichia coli 90
Essigsiurebakterien 120, 132
Essigsiurebildung 125
Euglena 101

Exospore 68

F

Faulnis 12

Faktoren

-, abiotische 140

-, biotische 140
Fangplatte 38, 50, 64, 79
Farbebank 21

Firben 21, 40

Farbstoffe 57, 59, 72
Faulschlamm 74
Filtrieren 33, 35
Fixieren 39

Flagellaten 59f., 148
Fleischextrakt 23
Fraktionieren 38
fraktioniertes Sterilisieren 35
Fuchsin 23

Fungizide 16

Fusarium aquaeductum 97
Futtermittel 11ff.

G

Girkélbchen 127
Girung 11f1., 17, 124
Gelatine 23, 33, 139
— verflissigung 139
Gentinanaviolett 23
GeiBel 47, 54, 59f.

— algen 95

- tierchen 72
Glykolyse 125
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Gramnegativ 53
Grampositiv 53
Gregarinen 110
Griinalgen 17, 59f., 95

H
Hingender Tropfen 41, 55

Hefe 17, 64, 66, 70, 111f., 126, 128

- zellen 10
HeiBluftsterilisator 34
Hellfeld 27

heterotroph 64, 72
Heterotrophie 123
HeuaufguB 93, 100, 117
Heubazillus 52, 93, 101
Hochschichtréhrchen 32

Hohlschliffobjekttriger 26, 41

Hormogonales 58
Humus 171, 133
Hyphen 63

1
Immersionsobjektiv 24
Immersionsél 24
Immunisierung 12
Impfen 20
Impfinstrumente 20
Impfnadel 19f.

— Abflammen 19, 33
- Ausglithen 19, 33
Impfése 20

isolieren 36

]
Jochpilze 63
Joghurt 115

K

- Kahmhaut 93, 117

- Bier 119,132
Kapsenbergkappen 23
Kefir 112f.

- bazillus 112

Keime 90

Keimgehalt 791., 82, 85, 87, 89, 91

Kern 59, 66

— dquivalent 47, 55, 57
Keuchhusten 14
Kieselalgen 59f., 95f.
Kinderlihmung 14f.

Knéllchenbakterien 17, 100f.

KnollennaBfiule 103
Kohlenhydrate 23

Kohlenhydratstoffwechsel 123

Kohlenstoffverbindungen 10
Kolonie 38, 50, 64



Konidien &8
Konjugation 74
Kopulation 74
Krankheiten 11ff., 141

Krankheitserreger 14ff., 74, 91,100, 106, 108, 141

Kultivierung 13, 36, 121f.
Kulturbedingungen 39
KulturgefiBe 22
Kulturréhrchen 22

L

Lactobacillus bulgaricus 115
Laktobazillen 112
Landwirtschaft 11, 15, 17ff.
Lebendverdauung 89
Lebensmittelvergiftung 14
Lebensweise

- autotrophe 72
Leptomitus lacteus 97
Lichtmikroskrop 27
Lochtest 141

Luft 18, 78ff.

- feuchtigkeit 11,

M

Masern 14

Maul- und Klauenseuche 13, 15
Mehlkifer 109

Mehltau 16, 106

Messen von Mikroorganismen 26, 30
MeBokular 30

Methylenblau 23

Mikrobiologie, industrielle 111, 128
Mikroorganismen

- Anfirben 21, 23

- Anreicherung 36

- Bau 47

— Bebriiten 39

- Beschaffung 42

- Bewegung 147

— Gestalt 47

— Nutzung fiir Volkswirtschaft 17
Mikroskop 12f., 24
mikroskopische Priparate 20, 41
Mikroskoptyp 25
Mikroskopierleuchte 25
Milchsiure 124

- bakterien 111, 115, 130

- girung 111, 130

- streptokokken 112

Milzbrand 13

Mineralisierung 11, 17
Molkereiprodukte 11

Mumps 14

Myzel 63, 69

N

Niéhragar | 23

Nihrmedien 13, 20, 22f., 32, 153ff.
Nahrstoff 11
Nahrungsmittel 11, 111, 116
Nahrungsmittelindustrie 11
NaBfiule 16, 103
Nitratbakterien 136
Nitrifikation 136
Nitritbakterien 136
Nitrobacter 136
Nitrosomonas 136
Nukleinsduren 135

o

Objektmikrometer 26, 30
Objekttriger 41
Okologie 78
Okularmikrometer 26, 30

P
Pantoffeltierchen 101
Parasit 100, 110
Paratyphus 14
Pasteurisieren 12
pathogen 18, 33, 90
Penicillium notatum 13
Penizillin 13, 142

Pepton 23

Petrischale 22
Pflanzenschutzmittel 16f.
Photosynthese 59, 123
Phototaxis 148
Phototropismus 150

. pH-Wert 32, 88

Phytoflagellaten 72
Phytoplankton 94

Pilze 10, 15, 68f.

- Gestalt 63f.

- Vermehrung 64
Plankton 93

Plastiden 59, 61
PlattenguBverfahren 38, 82
Pocken 14

Protein 135
Proteinsynthese 136
Protokoll 43

Protozoen 95

- Bau72

— Form 74

- Gestalt 72, 74

- GréfBe 73

pulsierende Vakuole 73
Pyrogallol-Verfahren 123

R
Reagenzien 23
Reinhaltung der Luft 78
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Reinkultur 36, 38
Reservestoff 47, 57, 59, 63, 70
Resistenz 16, 51, 92, 141
Rhizobium 101

Rhizopoda 72

RNS, Ribonukleinsiure 135
Rotlauf 15

Ruhr 14

S

Saccharomyces 128

— carlsbergensis 111

— cerevisige 66, 68, 71, 111, 126, 128
Sauerstoff 39, 121
Sauermilch 17
Scharlach 14
Schimmelpilze 111, 116
Schlauchpilze 63
Schnellkochtopf 19, 35
Schrigréhrchen 32
Schiilermikroskop 24
Schutzimpfung 12ff.
Schwarzbeinigkeit 103
Silberliniensystem 75
Silage 17, 130

Spatel 20

Sphaerotilus natans 97
Spirillen 54

Sporen 11, 34, 47, 51, 68, 92
Sporentierchen 72
Sporozoa 72

SproBpilze 63
Sprossung 66
Steilbrystflasche 22
Stentor 101

Sterilisation 33, 36
Stichkultur 37, 140
Stickstoff 17, 101

— stoffwechsel 135
Stoffkreislauf 11, 136
Stoffwechsel 10, 121
Streptococcus thermophilus 115
Streptomyzin 13
Sukzessionen 100
Symbiose 100f.

T

Tabakmosaikvirus 13
Taxien 147
Teilungen 10

Abbildungsnachweis

Temperatur 11, 39, 92, 107, 113, 116
tierische Einzeller 74

Tollwut 14ff.

Toxine 111, 116
Trikarbonsiurezyklus 125
Trinkwasser 90f.
Trockennihrbouillon 23

Tropismen 147

Tuberkulose 13f.

Typhus 14

U

Ubertragung von Keimen 36, 109
Umweltfaktoren 11, 78

Urpilze 63

UV-Strahlen 11, 33, 78, 145

v

Vakuole 70

Verdiinnungsreihen 38, 83, 88

Vermehrung 11, 381, 47, 57, 60, 64, 66, 121, 145
Viren 10, 15

VorbeugungsmaBnahmen 15

Vorticella 101

w

Wachstumskurve 141
Wasser 18, 90f.

- bliite 58

Wechseltierchen 73
Wimpertierchen 72
Woundstarrkrampf 14
WourzelfiiBer 72
Wourzelknéllchen 13, 17, 101

X
Xylol 24

z

Zihlkammer 26, 30f., 95
Zellkern 62f., 72
Zellulose

- abbau 133
Zellwand 53, 63, 69
Zilien 75
Zooplankton 94
Zucker 126
Zyanobakterien 57
Zygomycetes 63
Zyste 74, 100
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