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Mikroorganismen: Isolierung, 
Stammhaltung, Sicherheit

Allgemeines. Für die meisten Untersuchun-
gen verwendet man Reinkulturen von 
Mikroorganismen. Bei biotechnologischen 
Anwendungen handelt es sich dabei in der 
Regel um Stämme, die durch Mutation und 
Selektion für die gewünschte Anwendung 
optimiert wurden. Man lagert und kon-
serviert sie in Stammsammlungen. Ihre 
Anzucht erfolgt auf festen oder flüssigen 
Nährmedien unter sterilen Bedingungen. 
Die meisten in der Biotechnologie verwen-
deten Mikroorganismen sind heterotroph 
und wachsen aerob. Für die Anzucht photo-
synthetischer Mikroorganismen gibt es 
spezielle Arbeitsprotokolle unter Licht, für 
Anaerobier unter O2-Ausschluss.
Reinkulturen erhält man aus Stammsamm-
lungen oder durch Anreicherung der Mikro-
organismen aus ihren natürlichen Stand-
orten (z. B. Boden, Wasser, Lebensmittel, 
andere Organismen). Die bevorzugte Me-
thode ist ein Verdünnungs-Ausstrich auf 
sterilem, Nährstoff-haltigem Agar, einem 
vernetzten Polysaccharid aus Meeresalgen 
(„ausplattieren“). Dabei kann man Einzel-
kolonien isolieren. Meist wählt man die 
Wachstumsbedingungen (→88) so, dass 
der gewünschte Mikroorganismus einen 
Wachstumsvorteil hat (Selektion) (→24): 
so kann man bei O2-freiem Arbeiten unter 
Licht mit CO2 als einziger C-Quelle und N2 
als N-Quelle Cyanobakterien anreichern. 
Mit einem schwach sauren pH-Wert eines 
Zucker-reichen Mediums isoliert man be-
vorzugt Pilze, durch erhöhte Bebrütungs-
temperatur thermophile Mikroorganismen, 
und durch Zusatz von Casein als einziger 
organischer N-Quelle Protease-Bildner. Nach 
Maßgabe der 16S-rRNA-Analytik erfasst man 
mit diesen Methoden allerdings weniger als 
5 % der in Wasser und Erdproben vorkom-
menden Mikroorganismen (→74).
Stammhaltungen dienen der Konservierung 
von Reinkulturen, die dabei ihre Identität, 
Lebensfähigkeit und Funktionsfähigkeit 
behalten müssen. Die konventionelle Me-
thode besteht im regelmäßigen Überimpfen 
auf Agarplatten oder Schrägagar-Röhrchen. 
Dabei können allerdings genetisch bedingte 
Degenerationserscheinungen auftreten. 
Für Typstämme oder wichtige Produktions-
stämme bevorzugt man deshalb folgende 

Methoden: a) Aufbewahrung unter che-
misch inerten Flüssigkeiten, z. B. unter 
Paraffin (geeignet für Hyphenpilze), b) Ein-
frieren bei –196 °C und Aufbewahren unter 
flüssigem N2 oder bei –70 °C (Tiefkühltruhe); 
Einfrieren und Auftauen müssen rasch und 
in Gegenwart von Glycerin oder DMSO er-
folgen, um eine Zerstörung der Zellen durch 
Eiskristalle zu verhindern (diese Methode 
wird vor allem für Bakterien und Hefen ver-
wendet), c) Eintrocknen von Suspensionen 
im Vakuum auf Träger (Silicagel, Sand) in 
Gegenwart eines Emulgators (Magermilch, 
Serum) und Aufbewahren bei –70 °C. Dabei 
ist sicherzustellen, dass die Stämme reakti-
viert werden können. Weltweit stehen mitt-
lerweile umfangreiche öffentliche Stamm-
sammlungen zur Verfügung, von denen 
Reinkulturen abgerufen werden können. 
Sie sind entweder universell (Beispiele: 
ATCC: American Type Culture Collection; 
DSMZ: Deutsche Sammlung für Mikroor-
ganismen und Zellkulturen) oder auf be-
stimmte Gruppen von Mikroorganismen, 
z. B. auf Pilze spezialisiert (Beispiel: CBS: 
Centralburau voor Schimmelkultuuren). 
Viele Industrieunternehmen unterhalten 
umfangreiche eigene Stammsammlungen. 
Liegt der Wert eines Stamms in einer Plas-
mid-kodierten Eigenschaft (häufig z. B. bei 
der Herstellung von Enzym-Mutanten-Bi-
bliotheken), so tritt neben die Stammsamm-
lung die Aufbewahrung von Plasmiden, die 
als sogenannte „Plasmid-Preps“ bei –20 °C 
sehr lange gelagert werden (nuclease-frei!) 
und auch leicht transportiert oder versendet 
werden können.
Sicherheit. Jeder Umgang mit Mikroorganis-
men muss nach den Regeln der biologischen 
Sicherheit erfolgen (→332), denn schließlich 
gibt es in nahezu jeder Gattung auch gefähr-
liche Krankeitserreger (Beispiele: Bacillus 
subtilis: harmloser Produzent technischer 
Enzyme – Bacillus anthracis: Milzbranderre-
ger; Aspergillus oryzae: Sojasauce-Fermentati-
on – Aspergillus flavus: Bildner lebertoxischer, 
carcinogener Aflatoxine). Mikroorganismen 
sind in Positiv-Listen vier Risikogruppen zu-
geordnet. Die Ausstattung der Labors und 
die Arbeitsrichtlinien entsprechen dem 
biologischen Risiko. Zur Risikogruppe  1 
zählen vor allem solche Mikroorganismen, 
die seit alters her zur Nahrungsmittel-Her-
stellung eingesetzt werden, z. B. Backhefe. 
Die meisten biotechnologisch verwendeten 
Mikroorganismen gehören in diese Gruppe.
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Stammverbesserung  
von Mikroorganismen

Allgemeines. Aus der Umwelt isolierte Mi-
kroorganismen weisen nur selten optimale 
Eigenschaften für technische Anwendungen 
auf. Sie werden deshalb meist durch eine 
Kombination von Mutations- und Selek-
tionsschritten optimiert. Die wichtigsten 
Ziele einer Stammoptimierung sind: a) die 
Ausbeute-Steigerung eines Produkts, b) 
die Entfernung von Nebenprodukten, und 
c) verbesserte Eigenschaften des Mikro-
organismus bei der Produktion (z. B. ver-
kürzte Fermentationsdauer, keine störende 
Pigmentbildung, Resistenz gegen Bakterio-
phagen). Ein großer Vorteil der Mikroorga-
nismen ist ihre kurze Generationszeit (oft 
< 1 h). Sie erlaubt es, eine sehr große Zahl 
von Mutanten herzustellen und zu analysie-
ren. Bei eukaryotischen Mikroorganismen, 
z. B. bei Pilzen, müssen dabei Rekombina-
tions-Ereignisse berücksichtigt werden. Mit 
zunehmender Kenntnis des Stoffwechsels, 
seiner Regulation und seiner Codierung im 
Genom werden immer häufiger gentechni-
sche Methoden zur gezielten Ausschaltung 
oder Amplifikation von Stoffwechselschrit-
ten eingesetzt (metabolic engineering).
Mutation. Die spontane Mutationshäufig-
keit (Veränderung der DNA-Sequenz in-
folge natürlicher Mutationsereignisse und 
Fehlern bei der Replikation) liegt für ein 
Gen normaler Stabilität bei 10–6–10–7. Der-
artige Mutationen bleiben meist stumm, 
revertieren genetisch oder funktionell oder 
werden durch DNA-Reparatur behoben. Für 
die industrielle Stammverbesserung ist eine 
drastischere Mutationsauslösung erforder-
lich. Dazu setzt man vor allem UV-Strahlung 
und mutagene Chemikalien ein. Durch 
Wahl des Mutagens und der Dauer seiner 
Einwirkung kann man Mutationstyp und 
-häufigkeit beeinflussen. Je nach Aufgaben-
stellung liegt dabei die Abtötungsrate bei 90 
bis > 99 %. Man selektiert dann im Phänotyp 
der Überlebenden auf die gewünschten Ei-
genschaften.
Selektion in Oberflächenkultur. Zur Auswahl 
von Mikroorganismen mit verbessertem 
Phänotyp wird meist die selektive Isolierung 
von Hochleistungsmutanten verwendet. 
Entscheidend dafür ist, ob eine gut erkenn-
bare Indikatorreaktion zur Verfügung steht. 
So kann beispielsweise die Resistenz von 

Mutanten gegenüber Antibiotika, Hemm-
stoffen oder Phagen durch Ausplattieren 
auf ein Nährmedium erprobt werden, das 
dieses abtötende Prinzip enthält. Auch die 
Replika-Plattierung auf kompletten und 
Selektionsmedien, ggf. nach einem Peni-
cillin-Anreicherungsschritt (Penicillin tötet 
nur wachsende Zellen ab), leistet wertvolle 
Dienste, z. B. bei der Selektion auxotropher 
Mutanten. Sollen Mutanten isoliert werden, 
die einen biologisch aktiven Metaboliten 
(z. B. ein Antibiotikum oder ein Enzym) 
in höheren Ausbeuten bilden, so können 
Hemmhoftests oder Lysehöfe als Indikator-
reaktion verwendet werden. Beispielsweise 
lässt sich bei einem Screening nach Lipase-
Bildnern der klare Lyse-Hof eines Agars 
verwenden, der durch den Zusatz des Tri
glycerids Tributyrin opaque ist. Die beiden 
großen Vorteile dieses Selektionsverfahrens 
liegen einmal in der großen Flexibilität bei 
der Auswahl des Selektionsprinzips, zum 
andern in der großen Zahl von Mutanten 
(einige 100 pro Agarschale), die durchmus-
tert werden können. Aufgrund des unspezi-
fischen Mutationsverfahrens sind die dabei 
erhaltenen Mutanten allerdings meist in 
mehreren Genen verändert, sodass sie in 
aufwändigen Versuchen auf ihre Eignung 
als Produktionsstamm untersucht werden 
müssen. Man überprüft sie deshalb zuerst 
im Schüttelkolben, dann unter möglichst 
produktionsnahen Bedingungen auf Wachs-
tum, Stoffproduktion und Handhabbarkeit 
und optimiert durch stufenweise Auslese 
der besten Stämme in mehreren Mutations- 
und Selektionsschritten. Durch das Einkreu-
zen von Wildstämmen oder wenig mutier-
ter Produktionsstämme versucht man, die 
negativen Folgen ausgedehnter Mutations-
verfahren zu reduzieren.
Selektion in Submerskultur. Kontinuierliche 
Fermentationen können zur selektiven Aus-
lese von Mutanten benutzt werden. Dabei 
unterwirft man in einem Chemostaten 
wachsende Mikroorganismen in Gegenwart 
eines Mutagens einem Selektionsdruck (bei-
spielsweise dem langsamen Ersatz einer gut 
verwertbaren C-Quelle (→88) gegen eine 
schlechtere). Bei kontinuierlichem Wachs-
tum setzen sich diejenigen Mutanten durch, 
die den veränderten Nährstoffbedingungen 
besser angepasst sind. Diese Methode lässt 
sich allerdings nicht zur Ausbeuteerhöhung 
von Metaboliten verwenden.
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