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1. Einleitung

Dieser Versuch soll die enorme Vielfalt der Mikroorganismen im Pansensaft einer Kuh
veranschaulichen. Ferner werden verschiedene Versuche mit diesen Mikroorganismen
durchgefuhrt, um ein besseres Verstandnis der Stoffwechselaktivitditen unter anaeroben
Verhéltnissen im Wiederkduermagen zu erhalten.

Im Pansen einer Kuh findet die Verdauung von Cellulose und anderen Pflanzenpolysacchariden
durch die Aktivitat spezieller mikrobieller Enzyme statt. Bei etwa 39° und einem pH-Wert von 6,9
wird die Cellulose von den Anaerobiern aufgespalten, wobei unter anderem fllichtige Fettsauren
(VFAs) und die Gase Kohlendioxid, Wasserstoff und Methan entstehen.
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Fur diese Versuche lieferte uns eine fistulierte Kuh im Tierspital den nétigen Pansensaft. Eine
Fistel ist eine Offnung an der dorsalen Flanke einer Kuh, die direkten Zugang zum Panseninhalt
gewabhrleistet (Abb. 2). 2,5dI sollten genligen, um die Versuche im Labor durchzufihren.



Experimente 1 / Student report Laboratory to Biology Il “Diversity of Micro organisms” Wintersemester 2003/04

Abb. 2 Pansensaftentnahme bei einer fistulierten
Kuh
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2. Vorgehen
Mikroskopische Untersuchungen
Im Phasenkontrastmikroskop wurden schon bei geringer Vergrésserung zahlreiche Cilliaten (Abb.

3) und einzelne Flagellaten sichtbar, die sich durch Einstrudeln von kleineren Nahrungspartikel
ernahrten.

Abb. 3 Eigenfluoreszenz eines Ciliaten, bedingt durch Abb. 4 Prokaryotische
Methanarchéaen, die sich auf oder in der Ciliatenzelle Mikroorganismen unter dem
befinden Phasenkontrastmikroskop

Bei 400facher Vergrésserung konnten auch zahlreiche Prokaryoten (Bakterien und Archéen)
beobachtet werden. (Abb. 4)
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Redoxuntersuchungen

Zum Pansensaft wurden geeignete Farbindikatoren (Methylenblau, Resazurin und Phenosafranin)
beigemischt, welche die ablaufenden Redoxreaktionen aufzeigen.

pH-Messung des Pansensaftes

Um den pH zu messen, kdnnen speziell dafiir konzipierte Messgerate, Teststreifen oder pH
Farbindikatoren verwendet werden. Wir haben in unserem Versuch letztere als Hilfsmittel
herbeigezogen.

pH-Indikatoren sind organische Farbstoffe, deren Farbe in Ldsung vom pH-Wert abhangt. Wir
haben in unserem Experiment Bromthymolblau verwendet. Es liegt im dissoziierten Zustand (pH >
7.2) als blaue Base vor. Im pH-Bereich von 7.5 - 6.0 wechselt die Farbe zu grin, bei pH-Werten <6
ist die Farbe gelb.

Auf einer weissen Keramikplatte wurde etwas Indikator mit einem Tropfen Pansensaft vermischt.

Nach Zugabe des Pansensaftes anderte sich die Farbe von blau zu grin. Am Rand des
Gemisches ist nach wenigen Minuten deutlich eine Ruckfarbung zum ursprunglichen Blau zu
erkennen.

3. Ergebnisse & Diskussion
* Redoxbetrachtungen

Die unterschiedlichen Redoxindikatoren verfligen Uber verschiedene Redoxpotentiale. Die
bendtigte Zeit vom Hinzufligen des Indikators bis zum Zeitpunkt, bei dem der Pansensaft wieder
seine urspringliche Farbe hat, ist von diesen Redoxpotentialen abhéngig.

Der Pansensaft selbst verfligt tiber ein Redoxpotential von —300 bis —400 mV. Somit ist ersichtlich,
dass sich das Methylenblau (Eh = + 10 mV) und das Resazurin (Eh = -45 mV) schneller entfarbten
als Phenosafranin (Eh = -270 mV). Am schnellsten gings mit Methylenblau.

Pansensaft, der mit einer Glukoselésung versetzt wurde, zeigte eine schnellere Entfarbung, als
solcher, dem die gleiche Menge destilliertes Wasser zugefligt wurde. Dies zeigt die hohe Aktivitat
der Mikroorganismen, welche den neu zugefiigten Zucker sofort zu oxidieren beginnen.

Pansensaft, welcher zuerst gekocht und dann mit Glukose versetzt wurde, zeigte keinerlei
Redoxaktivitaten, da die Mikroorganismen durch das Erhitzen auf 100°C abgetdtet wurden.

An der Kontakiflache zwischen dem Pansensaft und der im Reagenzglas eingeschlossenen
Luftblase (das Réhrchen wurde nicht vollstdndig gefullt), war nach der Entfarbung immer wieder
Farbe des Indikators sichtbar. Diese Farbe zeigt, dass ein Redoxgleichgewicht besteht und stellt
die rickoxidierte Form des Indikators dar. Als Oxidationsmittel wirkte der Sauerstoff der
eingeschlossenen Luft.
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*  pH-Betrachtungen

Aus den Beobachtungen kann geschlossen werden, dass der pH-Wert des verwendeten
Pansensaftes tatsachlich um 6.8 — 6.9 herum liegt. Dies auf Grund der Farbung des Indikators und
dem Wissen von dessen Umschlagbereich bei pH 7.5 — 6.0.

Der beobachtete blaue Rand des Indikatortropfens ist auf an diesem Ort herrschende Basizitat
zurickzufiihren. Diese kommt wie folgt zustande: Die im Pansensaft gebildeten Gase (CO, und
CH,) tendieren (vor allem am Rand) dazu, sich zu verflichtigen. CO, aus Kohlensaure (H,COs;)
entweicht aus dem nun offenen System. Der zuerst noch als gruner Farbstoff vorliegende Indikator
fungiert dabei als Protonenlieferant und geht selbst lber zur konjugierten Base (blau). Die
Kohlensaure selbst wird ebenfalls wieder vom als Base vorliegenden Indikator deprotoniert. Ein
Gleichgewicht — welches auf der Seite der konjugierten Base des Indikators liegt — stellt sich ein
und aussert sich im beobachteten blauen Rand.



