Uber den Einflufl
von Salzen auf die Lichtentwicklung von Bakterien

Von
F. Bukatsch

(Mit 6 Textfiguren)

(Vorgelegt in der Sitzung am 10. Dezember 1936)

FuBlend auf den grundlegenden Kulturversuchen von H. Molisch
(1912), der sich mit Beijerinck wohl die grofiten Verdienste um
unser Wissen von leuchtenden Mikroorganismen erworben hat, ge-
langte O. Richter (1928) in sehr eingehenden und sorgfiltigen Ver-
suchen zu dem Schlufl, daff das Natrium flir marine Leuchtbakterien
ein unbedingt lebenswichtiges Element darstelle: Richter nannte
es »Ndhrnatrium«, um damit besonders zum Ausdruck zu bringen,
daBl es nicht blofl als Osmotikum wirksam sei. Eine eindeutige
Versuchsanstellung gerade bezliglich der Notwendigkeit dieses Ele-
mentes ist, wie Richter immer wieder betont, deshalb so schwierig,
weil es eben fast iiberall wenigstens spurenweise vorhanden ist und
es daher sehr schwer gelingt, Natrium von der Nahrlésung fernzu-
halten, zumal dann, wenn es gilt, die notwendige organische Stick-
stoffquelle zu bieten. Daraus erkldren sich die vielen widersprechen-
den Angaben in der Literatur, deren Aufzidhlung hier wohl miilig
ist, da sie sich in schoner Ubersicht in Richter’s Arbeit findet.
Das vom genannten Autor als Stickstoffquelle verwendete reinste
Pepton (Witte) enthielt immer noch mindestens !/,,%/, NaCl. Richter
weist selbst darauf hin und versuchte deshalb — und zwar mit
Erfolg — durch Verkleinerung der Peptonmenge den Fehler mog-
lichst herabzudriicken. Erst seinem Schiiler A. Mudrak gelang es,
sich durch Verwendung von reinen Aminosduren vom Pepton zu
befreien und auf breitester Basis, mit zehn verschiedenen Bakterien-
stimmen, die Resultate Richter's zu bestitigen. Die etwas vorher
verdffentlichten Versuche Fuhrmann’s (1932), in denen mit See-
fischbrithe und Pepton gearbeitet wurde, erscheinen damit iiberholt.
Gerretsen hatte bereits 1920, allerdings mit geringem Erfolg, Amino-
siuren zur Erndhrung der Leuchtbakterien herangezogen.

Mudrak (1933) erzielte mit Asparagin, Asparaginsdure und
Glykokoll als Ersatz fiir Pepton gutes Leuchten seiner Kulturen,
wenn er nur die freie Sdure neutralisierte oder die Konzentration
der Aminosiduren entsprechend herabsetzte.
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Einleitende eigene Versuche und Methodik.

Gestlitzt auf die Erfahrungen Mudrak’s machten wir uns nun
daran, nach anderen geeigneten Stickstoffquellen Umschau zu halten.
Verwendet wurden:

Alanin, Arginin, Asparaginsdure, Glutaminsdure, Glykokoll,
Kreatin, Leuzin, Serin, Tyrosin und Valin in Konzentrationen von
je 0-05 und 0-01%.

Auflerdem erhielt zunédchst die Néhrlésung nur 3%, Kochsalz,
19/, Glycerin und wurde mit Natronlauge neutralisiert. Die je 50 cm®
dieser Ndhrlosung enthaltenden Erlenmeyer-Kolben wurden am 22. II.
1936 folgendermafien beimpft:

Eine 24 Stunden alte Kultur mariner Leuchtbakterien! in L6-
sung von 3%, NaCl, 1/,°, Glycerin und 19, Pepton, wurde 1:20
verdiinnt und je !/,, e’ davon jedem Kolbchen zugesetzt (es kamen
auf diese Weise 0-05 mg Pepton aus der Impffliissigkeit in die Néhr-
16sung, was kaum ins Gewicht fallt). Nach einer Woche war von
Leuchten keine Spur zu beobachten. Es wurden nun die iibrigen
Komponenten der von Richter angegebenen Nahrlosung [je 0-029/,
Ca(NO,),, MgS0O,, K,HPO,, Spur FFeSO,| zugefiigt und nach Steri-
lisation in der geschilderten Art am 3. Médrz neuerlich beimpft.

Schon nach 2 Tagen zeigte der Kolben mit 0-05%, Glutamin-
siure prichtiges Leuchten, 0-05%, Asparaginsdure und Leuzin etwas
schwicheres. Am vierten Tag nach der Neuimpfung erfolgte die hier
wiedergegebene Aufnahme der hellst leuchtenden Kélbchen (Fig. 1)
(nach einer Stunde Exposition im Dunkeln wurde kurz elektrisch
beleuchtet, um die Umrisse der Kolben und die Aufschriften sichtbar
zu machen; die Kolben enthalten von links nach rechts: 0-05%
Glutaminsdure, 0-05%/, Serin, 0019/, Serin, 0-05°/, Leuzin, 0-01%/;
Alanin und 0°05%, Asparaginsdure). (Glykokoll 0-05°/, und Valin
0-019/, leuchteten schwach.)

2 Tage spiter wurde die relative Leuchtintensitit, die sich in-
zwischen bei den einzelnen Kulturen verdndert hatte, bestimmt;
davon soll weiter unten die Rede sein. Mit Ende der zweiten Woche
wurde die Versuchsreihe abgebrochen. Das Gesamtergebnis war:

a) aufler den von Mudrak angegebenen Aminosduren (Aspa-
raginsdure und Glykokoll) konnte noch eine Reihe anderer festgestelit
werden, die zum Teil noch wesentlich stdrkeres Leuchten ermog-
lichen, ganz besonders Glutaminsdure (0-05%), in deren Losung
noch hohere Leuchtwerte erzielt wurden, als in der zur Kontrolle
angesetzten gleichbehandelten 19/,-Peptonldosung. Ferner gaben gute
Lichtentwicklung: Serin (0-05°/,, 0:019%,), Leuzin (0-05°, und
0-01%,) und Alanin, diese drei Stoffe bewirken lang dauerndes
intensives Leuchten der Kulturen, letztgenannter Stoff aber nur in
der Konzentration von 0-01%,. Arginin 0-05%, und Valin 0-01°/,

1 Die Bakterien wurden von einem frischen Hering im Dezember 1935 abge-
ziichtet und in Reinkultur weitergezogen.
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ergaben nur schwaches Leuchten. Zu dem schon von Mudrak als
hemmend angefiithrten Tyrosin kommt nach unseren Erfahrungen
noch das Kreatin.

b) Wie eigentlich zu erwarten, entwickelten sich die Bakterien
in einer neben Kohlehydrat und Aminosdure nur NaCl enthaltenden
Néahrlosung nicht. Es ist zu ihrem Gedeihen die Richtier'sche Néhr-
losung notwendig.! Ob nun alle Kationen derselben aufler Na
wirklich notwendig sind, war bislang noch nicht untersucht und
sollte in der folgenden Versuchsreihe aufgeklirt wwerden. Wenn auch
die Notwendigkeit von Sulfat und Phosphat zum Aufbau der Eiwei$3-
korper der Bakterien feststand, war die Notwendigkeit der einzelnen
Kationen nicht so sicher: man denke nur an die Feststellungen

Fig. 1

Molisch’ bei seinen Erndhrungsversuchen niedriger Pflanzen (1893,
1896), wo sich z. B. das Calcium als fiir bestimmte Algen und Pilze
tiberfliissig erwies. Bevor wir aber auf unsere Versuche nédher ein-
gehen, sei kurz die Methodik der Helligkeitsbestimmung des von
den Bakterien ausgestrahlten Lichtes beschrieben.

Da das von den Leuchtbakterien entwickelte Licht im Vergleich
zu den sonst im praktischen Leben vorkommenden Lichtstdarken als
sehr gering bezeichnet werden mufl, war es naturgeméif} schwer, ein
geeignetes Photometer dafiir zu finden. Zundchst wurden Versuche
mit einer Lange’'schen Sperrschicht-Selen-Photozelle, gekoppelt mit
einem tragbaren Galvanometer, dessen Ausschldge in »Lux« geeicht
waren, durchgefihrt. Obwohl dieser Apparat zur Bestimmung der
Helligkeit auch in relativ dlisteren Raumen und gréfleren Wasser-

1 In Nihrlgsung: Natriumchlorid, Glycerin und Pepton, gediehen die Bakterien
gut, offenbar geniigten die Verunreinigungen des Peptons durch Salze; allerdings gab
auch hier der Zusatz der Komponenten der Richter'schen Nihrlosung Steigerung
der Lichtentwicklung.
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tiefen sich geeignet erwies, war er fiir unsere Zwecke zu unempfind-
lich. Eine Messungseinrichtung mit Alkaliphotozelle stand uns leider
nicht zur Verfligung.

So wurde zundchst auf die Ermittlung von Absolutwerten ver-
zichtet und nach einer Moglichkeit gesucht, auf subjektivem Weg
die verschiedenen Helligkeiten der Kulturen wenigstens zu ver-
gleichen. Eine fiir Vergleichsmessungen recht befriedigende Losung

wurde mit der folgenden Anord-

i nung erzielt (vgl. Fig. 2):
o Von einem Kolorimeter (Sy-
; : = stem Dubosque) der Firma Hellige,
] Freiburg i. B, wurde der eine
A ™9 Tauchstift samt dazugehoriger Kii-
I vette entfernt und an deren Stelle
3 eine Vergleichsquelle von #hnlich
schwachem mattgriinem Licht wie
H das Bakterienlicht gebracht. (Ge-
| kapselte 4-1-Lampe 1, von einem
! Akkumulator gespeist; so viele
I Opalgldser sowie Blau- und Griin-
)
|
]
|

gldaser als Filter vorgeschaltet 2,
bis empirisch die richtige Farbe
und eine geeignete Intensitdt des
Lichtes gefunden war.) Die zweite
"2 Kiivette 3 wurde mit der leuch-
tenden Bakteriensuspension gefiillt.
In diese ragt starr, mit dem Ober-
5 @- pe. -6 teil des Kolorimeters verbunden,
] der Tauchstift 4. Nun wurde mit
| Hilfe ‘des Zahntriebes 5 die Ki-
811G % f.q Vvette so lange gehoben oder ge-
= K@} senkt, bis eben jene Schichtdicke
g der leuchtenden Fliissigkeit gefun-
den war, die der einen Gesichts-
feldhdlfte des Okulars dieselbe
Helligkeit erteilte, wie die Ver-
Fig. 2. gleichslampe der anderen Halfte,
was am optischen Verschmelzen
der beiden Teile des Gesichtsfeldes zu erkennen war. Infolge der
geringen Helligkeiten konnte die Einstellung nur mit gut ausgeruhtem
dunkeladaptiertem Auge durchgefiihrt werden; die Lochblende 9 des
Okulars wurde durch eine mit groferer Offnung ersetzt. Die Ab-
lesung des Kiivettenstandes (Schichtdicke) am seitlich angebrachten
MafBstab mit Noniusteilung erfolgte in sehr geddampftem Licht einer
Taschenlampe. Alle Manipulationen wurden in der photographischen
Dunkelkammer bei rubinrotem Licht ausgefithrt.
Nach vollfithrter Messung wurde der die Filter 2 enthaltende
Aufsatz des Limpchengehiiuses abgehoben, so dafl nunmehr das
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Licht nur durch die gelblich gefarbte Mattscheibe 6 durchstrahlte;
auflerdem wurde am Schalter 7 auch das zweite, unter der Kiivette
befindliche 4-V-Lampchen 8 eingeschaltet. So wurde die Bakterien-
suspension durchleuchtet und nun wiederum die Einstellung der
Kiivette so lange verdndert, bis wieder in beiden Gesichtsfeldhilften
gleiche Helligkeit herrschte (»Triibungsmessung«).

Diese beiden Bestimmungen ergaben zweierlei:

1. konnte, ausgehend von dem Satz: »Je geringer die Leucht-
stirke, desto grofier die Schichtdicke fir gleiche Helligkeit u. u.«,
die relative Leuchtkraft der Kulturen festgestellt werden;

20

Y12 Yo V3 2/3 1
Tig.

2. wurde mit Hilfe der Triibbungsmessung der Kulturen ein
vergleichsweiser Anhaltspunkl fiir die Keimzahlen der Suspension
gewonnen.

Zur Ermittlung der »relativen Leuchtkraft« (L) wurde die grofite
mit dem Apparat erzielbare Schichtdicke (40 mm) durch die zur
Helligkeitsgleichheit notwendige jeweilige Schichtdicke (N) in Milli-
metern dividiert:

__ 40
=57

Um von der Eignung dieser Methode ein Bild zu erhalten,
wurde an einer willkiirlich herausgegriffenen Kochsalzpeptonkultur
eine Eichkurve hergestellt, wobei die Voraussetzung gemacht wurde,
daf§ proportional der Verdiinnung mit 3%, Kochsalzlosung auch die
Leuchtkraft sinke. (Dies gilt jedoch nur fir junge Kulturen, da, wie
sich herausstellte, in &lteren, bei Verdliinnung infolge der gilinstig
auf die Bakterien wirkenden Verdiinnung der Stoffwechselprodukte
die Leuchtkraft nicht im gleichen Mafi, sondern viel weniger stark
sinkt.) Tabelle | und Fig. 3 geben die MeBergebnisse wieder,
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Tabelle .

Verdlinnung N L
Unverdlinnt 200 mm 200
Auf 2, 25 mm 16-0

1 38 unm 105
e 8:0 wun 540
s, 125 32
Yoy 221 -8

Es seien nun gleich die eingangs erwihnten Messungen der
relativen Leuchtkraft von Kulturen in den verschiedenen Amino-
sduren angefiihrt.

Me o ¢ 5 102A-
ssung am 9. Mérz 1936: Relalive Leuchtkraft
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Da die Messungen zur Errechnung eines Mittelwertes jeweils
doppelt ausgefiihrt wurden und bei einiger Sorgfalt doch einige Zeit
erforderten, mufite zwischendurch die Kiivette mehrmals rasch ge-
hoben und gesenkt werden, um durch Durchmischen des Inhaltes
einem Absinken der Helligkeit infolge Sauerstoffmangels vorzubeugen.
Aus Griinden der Zeitdkonomie wurden die Bestimmungen nur in
bestimmten Zeitabstdnden ausgefiihrt. In den meisten Féllen wurde
die Helligkeit der einzelnen Kulturen untereinander verglichen und
subjektiv geschitzt, es finden sich dann in den Protokollen folgende
Helligkeitsangaben: + -+ sehr hell, + gut leuchtend, + — schwach
leuchtend, — nicht leuchtend.

Hauptversuche.
. Priifung der Notwendigkeit der einzelnen Kationen der Richter-
schen Nihrlésung.
2. Wirkung (kleiner Mengen) anderer Metalle.

Rolle des Calciums im Verhiltnis zu anderen Metallen; scine
Ersetzbarkeit durch Strontium und Barium.

i. Priifung der Notwendigkeit der einzelnen Kationen
in der Richter’schen Nahrlésung.

Gestlitzt aut die Erfahrungen der Vorversuche, in denen sich
als definierte, praktisch von Metallsalzen freie organische Stickstoff-
quelle 0-05%/ Glutaminsiure als besonders giinstig erwies, wurde
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diese den Nihrlosungen an Stelle von Pepton zugefligt. An Salzen
wurden nach Moglichkeit Merck’s Prdparate »zur Analyse« ver-
wendet, in Fillen, wo dies nicht moglich war, Erzeugnisse der
dsterreichischen Heilmittelstelle mit der Angabe »purissimume«. Als
Versuchsgefidfie dienten schon lidngere Zeit verwendete, mit Siure
ausgekochte, sorgfiltig gereinigte Erlenmeyer-Kolben aus Jenaer Glas
(das nach vorliegender Analyse von Ost nur Ba, Zn und Al an
Metallen enthalten soll). Die Neutralisation der Aminosdure erfolgt
in der Regel mit NaOH, in natriumfreien Kulturen mit KOH.

Diese letztgenannten Versuche liber die Ersatzbarkeit des Na-
triums durch andere Alkalien, beziehungsweise Erdalkalien wurden
nur zur Orientierung durchgefiihrt und fithrten durchwegs zur Be-
stdtigung der Ergebnisse Richter's und Mudrak’s beziiglich der
Unersetzlichkeit des Na. Es eriibrigt sich hier wohl ndher darauf
einzugehen, da diese Versuche schliefllich nur eine Wiederholung
bedeuten; erwidhnt sei blofl, dal unter den verschiedenen gepriiften
Na-Salzen auch in 3°, NaBrO,; méBiges, am dritten Tag allmé&hlich
erloschendes Leuchten beobachtet werden konnte. Ich betone dies
deshalb, weil Mudrak hervorhebt, dafi in Gegenwart von NaBrO,
niemals Entwicklung beobachtet werden konnte. Eine Foérderung
des Tiefenleuchtens durch NaNO, in unseren Flissigkeitskulturen
konnte nicht beobachtet werden, da kurze Zeit nach dem Schiitteln
sich die Zone grofierer Helligkeit immer mehr nach der Oberflache
zusammenzog, rascher als beispielsweise in Na,S,0,. Dabei fand
aber doch eine Reduktion des Nitrats zu Nitrit durch die Bakterien
statt, da die Kulturen nachtrdglich mit dem Gries-llosvay’'schen
Reagenz Rotfarbung ergaben, was nicht auf eine Zerlegung und Oxy-
dation von Peptonbestandteilen zurlickzufiihren ist, weil in pepton-
haltigen NaCl-Kulturen diese Rotfdrbung nie erbalten werden konnte.

Zur Untersuchung liber die Notwendigkeit von K, Ca, Mg und
Fe wurden neben der zur Kontrolle hergestellten vollstdndigen Nahr-
1osung (2-5%, NaCl, 0-5% Glycerin, 0-05%/, Glutaminséure, je 0-02°/,
Ca-Nitrat, sec. K-Phosphat, Magnesiumsulfat und eine Spur Eisen-
sulfat) zwei verschiedene Kdolbchenreihen aufgestellt:

1. solche, welche die komplette Ndhrlosung mit Ausnahme des
gerade zu untersuchenden Metallsalzes enthielten; damit aber das

Tabelle 2.
(Beimpft am 25. III,, abends.)
Kontrolle | Calcium Kalium Magnesium Eisen
Datum - [ S— - R
1 2 | nur ‘ ohne | nur ‘ohne nur | ohne | nur | ohne
27. 111, o=+ -+ =] — — = — -
28. 1L g+ ~+ — | - — - 4 —
30. 1L B | o e e o -+ 4 - - —+ - |+ —
31, 1IL A A - -+ [+ - = ~+ - —
2,1V, N —= e S SR
I
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Anion nicht ebenfalls fehle, wurde die gleichc Menge des ent-
sprechenden Natriumsalzes zugetiigt;

2. solche, welche auler NaCl, Aminosdure und Glycerin nur
eben das in Reihe 1 ausgelassene Salz enthielten; die fehlenden
Anionen wurden wieder durch die entsprechenden Na-Salze ersetzt.
Die Ergebnisse seien in der Tabelle 2 zusammengestellt.

Das Ergebnis des Versuches (Tabelle 2) 148t sich etwa fol-
gendermaflen deuten:

Ohne Kalium erfolgt keine Entwicklung; in der neben Na
blof K enthaltenden Nihrlosung tritt immerhin schwaches, an-
dauerndes Leuchten auf Dies alles spricht fiir die unbedingte Not-
wendigkeit des Kaliums. (In der neben Na nur Fe, Mg oder Ca
enthaltenden Nidhrlosungen konnte keinerlei Entwicklung festgestellt
werden.) Das Fehlen des Eisens 148t nur sehr spirliche Entwicklung
zu, was die Bedeutung dieses Elementes erkennen Jdfit, dessen Be-
deutung als Vermittler der Oxydation bei Atmungsvorgidngen von
Warburg dargetan wurde.

In magnesiumfreier Ndhrlosung stellt sich allmdhlich recht
deutliches Leuchten ein, so daff daraus geschlossen werden kann,
dafl diesem Element fiir die von uns untersuchten Organismen nicht
dieselbe Wichtigkeit zukommt wie den vorerwidhnten Elementen.

Trotz Fehlen von Calcium war die Entwicklung und das
Leuchten von Anfang an ausgezeichnet; das Calcium erscheint
demnach ohne weiteres entbehrlich in der Ndhrlésung, was schon
Molisch in seinen klassischen Untersuchungen {iber die Erndhrung
von Bakterien und niederen Pilzen festgestellt hat. Unter besonderen
Bedingungen kann aber dem Ca eine sehr wichtige Rolle zu-
kommen, wie in Absatz 3 gezeigt werden wird.

2. Wirkung von Schwermetall-, Zn- und Al-Salzen.

Wenn wir die Literatur iiberpriiten, finden wir zahlreiche An-
gaben Uber die Giftwirkung schon geringer Mengen von Schwer-
metallsalzen auf Mikroben; anderseits finden sich Angaben, dafl
kleinste Mengen solcher »giftiger« Stoffe starke Entwicklungsférderung
hervorbringen konnen. Die neueren Arbeiten auf diesem Gebiet sind
von Pirschle in den »Fortschritten der Botanik«, 1933 ff., zusam-
mengestellt worden; von élteren Autoren seien erwdhnt: Raulin,
Forderung von Aspergillus (1869); Ono, CuSO,- und HgCl,-Wirkung
auf Pilze (1900); Bertrand, Wirkung von Mn-Salzen (1911).

Es bedeutet dies nichts anderes als die Auswirkung des be-
kannten physiologischen Gesetzes von der Reizwirkung sonst schid-
licher Einfllisse in kleinsten Mengen (Gifte, Strahlung usw.).

Zundchst machten wir in Petrischalen mit Dichtsaaten auf
Fisch-Kochsalz -Pepton-Gelatine einige Orientierungsversuche unter
Verwendung der Beijerinck’schen » Auxanogrammethode« Zu diesem
Zweck wurden kleine Stiickchen chemisch reiner Metalle, nachdem
sie durch die IFlammen gezogen und abgekiihlt waren, auf die gleich-
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mifig mit leuchtenden Kolonien besite Gelatinoberfliche gelegt.
Gleichzeitig wurden genau gewogene Stiicke derselben Metalle in
fliissige, sterile und beimpfte Ndhrldsung gebracht und nach 6 Tagen
der Gewichtsverlust bestimmt, um so Anhaltspunkte fiir die Los-
lichkeit der Metalle im Substrat zu erhalten. Es wurden zunichst
einige Metalle verwendet, fiir die in der Literatur stimulierender
EinfluB angegeben war. Interessant waren die Ergebnisse mit Zn
und Cu: Einen Tag nach Auflegen der Metallstiicke ergab sich das
in Fig. 4 wiedergegebene Bild.

Um die beiden Zinkstiicke (links, untereinander) war ein brei-
ter, nicht mehr leuchtender Hof entstanden, wihrend ein solcher

um die rechts liegenden Kupferstiicke nur ganz Kklein war. Aus
den Gewichtsverlustbestimmungen ergab sich aber die Loslichkeit des
Cu in Néhrlosung grofier als die des Zn! Es mufite demnach das
Zink weit giftiger auf unseie Bakterien wirken als das Cu. (Zur
Begegnung des Einwandes. dafl es sich bei der Hofbildung um das
Zink um ein elektrolytisches Phdnomen handeln kodnne. da Cu und
Zn auf ein und derselben Platte Anlafl zu elektrischen Stromen geben
konnen, wurden Kupfer- und Zinkstiicke in verschiedenen Petrischalen
aufgelegt. Das Ergebnis blieb das gleiche. Fe und Al gaben zu ge-
ringer Hofbildung AnlaB, Blei kaum merklich, was wohl mit seiner
schweren Loslichkeit zusammenhidngt.) Um die Angelegenheit zu
kldaren, wurde nun der normalen N&ahrlosung (hier verwendeten wir
39/, NaCl, 1/,%, Glycerin und 1"/, Pepton) abgestufte Mengen der ver-
schiedenen, zu untersuchenden Metalle in Form der Sulfate geboten,
um die Schwellenkonzentration fir die Entwicklung festzustellen.
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In der ersten derartigen Reihe wurden je 0-01, 0-00! und
0-00019/, folgender Salze der Nidhrldsung zugesetzt: Kupfersulfat,
Zinksulfat, Ferrosulfat, Manganosulfat und Aluminiumsulfat.

Zwei der drei Koélbchen der Kontrolle wurden mit 0°01 und
0-001°/, Na,SO, versetzt, eines blieb ohne jeden Zusatz zur Néhi-
l6sung. Da sich herausstellte, dafl die geringen Na,SO,-Gaben auf
die Lichtentwicklung kaum einen Einfluf ausilibten, blieb der Zu-
satz bei den Kontrollkdlbchen der folgenden Versuche weg  Das
Py der Nihrlosung wurde in allen Kolbchen aut 75 eingestellt.

Die Beimpfung erfolgte in gewohnter Weise am 4. Mdrz abends.
Die Ergebnisse sind aus der folgenden Tabelle zu entnehmen:

Tabelle 3.

(Der Kiirze halber sind immer nur die Metalle genannt, es ist also
jeweils »Sulfat« zu erginzen.)

- Cu Zn
Kontrolle .
Datum 0-01 | 0001 | 00001 | 0-01 | 0001 | 0-0001
1 2 ] 3 Prozent
5 L |4+—] + |+—| +— -+ + + —+
6. IL |4~ +—+| + —+ + ++ N = S S
7oL |4+ 4 -+ +1 | — + -
9. UL [A-—| |4+ -+ “+—+ — | |
10, UL [~ -—| + “++ A4t | A
L T 1 A B e “++ - | -
L L - ] - “+— ++ | ++
Kontrolle Fe Mn Al
Datum 0-01 |0-0010-0001 | 0-01 [0-001 | 0-0001 || 001 | 0-001 T0-0001
1] 2 e ~_ Prozent - B
S ML fl+—| + |t - | = —§ — | — |+ _
6 IL [+ 4= || 4 |+|+—| — H+— — | — | +
7L A A | e e B
9 IL 4|+~ -+ | + |++ +— =+ =] — |++
10, L 4= | A=A + | 4+ |+ 44 + -+
WL IL A=A = | 4 | = || = | — | — [+
Mo L (A== +—) + | — - +—| — | — [++
1 Kulturkélbchen gebrochen.

Schon bei fliichtiger Betrachtung fallt auf, daff unsere Bakterien
den einzelnen Salzen gegentiiber recht verschieden empfindlich sind:
Waiahrend Fe und Cu auch in der hochsten hier angewandten
Konzentration (0-01%,) vertragen werden, ohne dafi das Leuchten
eine betrdchtliche Schwichung erfahrt, wird O 01%, Zn absolut
hemmend, erweist sich also tatsiichlich giftiger als Cu. Noch giftiger
scheint Mangan zu sein, da hier dic Entwicklung auch erst bei
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0 0ULY/,. aber viel langsamer einsetzt, so dafl erst nach 4 Tagen
Leuchten auftritt. Das Aluminium endlich gestattete nur bei 0-00019/,
Entwicklung.

Am 6. Mdrz wurde die relative Leuchtkraft der Kulturen und
ihre Dichte bestimmt. In Fig. & wird das Ergebnis graphisch ver-
anschaulicht.

Zundchst fadllt aut, dafi bestimmte Zusitze eine ausgesprochene
Forderung der Lichtentwicklung ergeben (0-0001 Cu, 0-001 Zn,
0 0001 Zn, 0-001 Fe). Diese Steigerung des Leuchtens war bei Zn
so deutlich, daB sie rein schitzungsmifiig mit dem Auge gut test-
stellbar war.

Die Frage, ob die erhohte Lichtentwicklung durch stirkere
Entwicklung (hohere Keimzahl) bedingt sei, erledigt sich bei Be-
trachtung der jeweils rechts an die Kolonnen, welche die Leucht-
kraft versinnbildlichen, angeschlossenen Darstellungen der relativen

L
30r
20
10 r
0 . 2. 3. 001000 0'001 0001 00001 001 0001 00001 0'0001%
. . PR AR bpdiiiis)
Kontrolle Cu Zn Fe Al
Fig.

Dichte (schwarze Rechtecke); die besonders stark leuchtenden
Kulturen weisen eine #dhnliche Dichte wie die erste Kontrolle aut,
die sogar wesentlich geringer ist als die der verhdltnisméBig
schwicher leuchtenden Kultur mit 0°01 Fe.

Somit ergibt sich, dafi dhnlich der stimulierenden \Virkung
geringer Schwermetallsalzgaben, wie sie flir andere niedrige Lebe-
wesen wiederholt beschrieben wurden, auch unsere Leuchtbakterien
in ihrer Lichtentwicklung durch kleine Dosen bestimmter (ganz be-
sonders Zn-) Salze deutlich geidrdert werden. Die Forderung er-
streckt sich aber nicht auf das \Wachstum als solches, so daf wir
es nicht mit einer allgemeinen Stimulation.zu tun haben, sondern
mit einer Forderung. welche die Lichtproduktion der Einzelindi-
viduen betritft.

Die Wiederholung der Versuchsreihe tlihrte zu ganz édhnlichen
Ergebnissen. Auffallend war die grofle Toleranz gegeniiber dem in
der Regel tiir Mikroorganismen als sehr gittig bekannten Cu. Um
die Schwelle flir Kupfer festzuhalten, wurden Versuche mit Zu-
sitzen von 0-02, 0-03 und 0-049/, CuSO, angestellt. Diec Losung
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mit 0-02¢%, ergab noch gutes Leuchten, widhrend bei hoherer
Konzentration keine Entwicklung mehr erfolgte; die Ertriglichkeits-
grenze flir Cu liegt also etwas {iber 0-02¢%, CuSO,. Auch Ag und
Cd wurden auf ihren EinfluB untersucht; wegen der mit Ag bei An-
wesenheit von Cl-lonen zu gewirtigenden Fallung wurde das NaCl
durch isosmotische Mengen NaNO, ersetzt. Fiir beide Metalle liegt
die Ertrdglichkeitsgrenze tiiber 0-0019/,, da diese Menge nicht nur
deutlich Entwicklung, sondern auch schwache Forderung ergab,
0-019, jedoch vollstindig hemmend tvirkte.

Mitunter wurden auch in nicht leuchtenden Kulturgefdfien
Tribungen beobachtet, einige Tiopfen davon in frische normale
Néhrldsung gebracht, ergaben aber niemals Leuchten.

3. Uber die Wirkung der Anwesenheit von Calcium.

Eine der Versuchsreihen, wie sie im vorhergehenden Kapitel
beschrieben wurden. erfubr insoferne eine Erweiterung, als die Salze
nicht blof gewdhnlicher Nahrlosung (mit 2-5%, NaCl). sondern
auch in einer Parallelreihe einer solchen zugesetzt wurden, in vel-
cher ein Teil des NaCl durch CaCl, isosmotisch ersetzt war
(1-5%, NaCl+1-99  CaCl,).

Die NaCl-Néhrlosung ergab, wie aus den beiden letzten Tabellen
ersichtlich, Resultate, die ganz den Erfahrungen der vorhergehenden
Versuche entsprachen: 0-01%/, Zn und Mn sowie 0-001°/, Al hemmten
die Entwicklung vollstindig, wahrend Zn 0-001 und Cu 0-002 wieder
deutliche Stimulation erkennen lieflen. (Hervorgehobene Werte der
Tabelle 5.) Vergleichen wir damit das Ergebnis in der CaCl,-haltigen
Nihrlosung, finden wir ein deutlich abweichendes Verhalten:

Zunichst konnen wir auch Dbei jenen Zusitzen, die infolge
threr Konzentration in gewdhnlicher Nidhrldsung vollstindig die
Bakterienentwicklung unterdriicken, deutliches Leuchten und somit
auch Entwicklung beobachten. Ferner sehen wir in der calcium-
haltigen Néhrlosung sonst so auffallende Stimulationen, wie z. B.
bei 0'0010/0 Zn-Zusatz, nicht mehr auftreten, dafiir andere nicht
beobachtete (z. B. bei Zusatz von 0:001 Mn).

Besonders bemerkenswert erscheint uns aber die erste Fest-
stellung, daf ndmlich die Anwesenheit von Ca die schddliche Wir-
kung zu hoher Schwermetallsalz-Konzentrationen autzuheben vermag.
Diese »antagonistische« Wirkung des Calciums gegeniiber Schwer-
metallen, aber auch gegeniiber vorherrschender Wirkung eines Al-
kalimetalles, wie z B. K, wurde schon mehrfach, u. a. auch an
Wurzeln hoherer Pflanzen, testgestelit.

Wenn wir in den folgenden Zeilen eine Deutung dieser Er-
scheinung versuchen, sind wir uns der Unsicherheit und Unvoll-
stindigkeit unseres Unterfanges wohl bewuft.

Zunichst ist wohl anzunehmen, daff das l.ebensgeschehen in
der Zelle nur so lange ungestort ablaufen kann, als sich die
Plasmakolloide und dic durch dic Oberflichenspannungsverhéltmisse



Tabelle 4 (beimpft am 12. IIl. miitags).

Nur 2-50/, NaCl

H

1-50), NaCl—1-99), CaCl,

Die Zahlen in Klammern bedeuten ungefiihre Angaben der Dichte.

Datum } Kontr.l Cu Cu Zn Zn Mn Mn Al | Kontr.| Cu Cu Zn J Zn Mn Mn Al
ohne | 0702 [0°002 | 0-01 [0+001| 001 | 000110001 | ohpe | 0-02 {0-002| 0-01 }0-001{ 0-01 |0-001 | 0-001
Zusatz Prozent 1Zusatz Prozent
13. 1L g o+ - |+=—=] — |+— — — — + A= = || — — —
14. IIL. A+ + -+ — — — |+ |+ |+ + |+ | - — —
16. III. ++ | +— [+ — =+ — —+ — l++| + |+ | + |++ |+— |F++ |+—
17. IIL ++|+—|++] — | ++| — |F++| — [|[F+|+—|F++| + |+ | +— |+ |+
18. 111 ++ |++|++| — [++| — |++| — |F++|F+—|++]| + |+ |+ |+ | ++
19. 1L ++ |++|++| — |++| — |++| = |+F+|F+—|++ + —+ — |+ [+
20. 1II. ++ | — -+ — + — —+ |+ =+ |+—| + — —+ -+
In Abstdnden von 2 Tagen wurden die relativen Leuchtstdrken und Dichten der Kulturen bestimmt:
Tabelle 5.
Nur 2-50/, NaCl | 1+50), NaCl—-1-90], CaCl,
Datum v Kontr.| Cu Cu Zn Zn I Mn Mn Al Kontr.| Cu Cu ; Zn Zn Mn Mn Al
ohne | 0702 [0-002| 0-01 {0001 { 0-01 [0°001|0-001{ ohpe { 0+02 |0°002| 0-01 {0-001 | 0-01 |0-001|0-001
Zusatz ‘ Prozent Zusatz Prozent
14, IIL 20 36 7'»7 21 0-9 | 235 | 22 11-1
4) @) ®) (2) (2 @ |5 G
16. 1II. 40 <1 50 57 4-0 33-2 | 114 40 10°2 | 143 | <1 50 2-0
(20) | (1) | (10) (20) 3 (10) | (6 | (13) | (10) | (20) (20) | (2
18. 11 332 | 114 | 22-2 20 18-2 20 <1 | 133 | 44 77 <1 | 15-4 | 33-2
_ (20) | (20) | (20) 120) Q) (12) (10) | (20) | 20) | (&) | (1B | (D
20. III. 20 20 17-4 83 8-9 55 <1 8-0 <1 21 §:0 59
10 | @ ™ ©)) O] (20) | (4 | (20) | (20) | (20) (10) | (10)
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derselben bedingten Grenzschichten in intaktem physiko-chemischem
»Normalzustand« bezliglich Dispersitit, -elektrischer Teilchenladung
usw. befinden. Wie leicht dieses heikle Gleichgewicht zu storen ist,
zeigen die vielen Versuche iber den loneneinfluffi der umspiilenden
Losung auf die Entwicklung der Eier von Seetieren (Seeigeln,
[Loeb u. a.], Fischen [Mathews], Krebsen usw.). So wirken sonst
lebenswichtige Kationen wie Kalium, Natrium, fiir sich allein direkt
giftig, da sie die Quellung der Plasmakolloide zu sehr erhdhen, wenn
nicht durch Zusatz der entquellend, also antagonistisch wirkenden
Erkalkalionen, wie Ca, Mg, der Schaden behoben wird. So verwendet
man flir feine physiologische Versuche seit langem I.0sungen von
Gemischen in ihrer Wirkung gegeneinander ausgewogener Salze.
Eine solche »ausbalancierte« Losung stellt beispielsweise die be-
kannten Ringer'sche [Lésung dar, aber auch die Néhrlosungen, welche
zur Kultur niedriger und hoherer Pflanzen angewendet werden. (Die
Natur bietet solche Lésungen voibildlich im Meerwasser oder in der
Blutfliissigkeit.)

Neuerdings gelangt man immer mehr zur Uberzeugung. daf
der Zustand der lipoidhaltigen »Grenzschichten« fiir das \Wohl
und Wehe der Zelle von besonderer Bedeutung sei. Eine Ansicht,
die durch kolloidchemische Modellversuche iiber die antagonistische
lonenwirkung in Salzgemischen auf tierische und pflanzliche Phos-
phatide eine starke Stiitze ertuhr, da diese {iberraschend gute Uber-
einstimmung mit Versuchen am lebenden Objekt (Eientwicklung
usw.) ergaben: Bungenberg de Jong, H. Booy (1923), Neu-
schliofy S. M. (1920).

Nehmen wir nun weiter an, dafi die Giftwirkung der Schwer-
metalle darauf beruhe, dafl sie mit den Ewweiikolloiden des Plasmas
Verbindungen ergeben, die bei geringer Konzentration des Salzes
noch im Solzustand verbleiben konnen, aber bei hoheren zu irre-
versiblen, also letalen Flockungen Anlafi geben. Es hingt nun vom
Zustand der den Stoffeintritt regelnden Plasmahautschichfen ab, ob
die Schwermetallverbindungen in die Zelle eindringen und dort ihren
schidlichen Einflu§ ausiiben konnen. Wiahrend nun das Natrium
der Néhrlosung durch seine quellungsférdernde \Wirkung das Ein-
dringen erleichtert, kann mdéglicherweise das Calcium durch seine
verfestigende Wirkung dem Eindringen entgegenwirken. Das Calcium
scheint eine verhdltnismédfig harmlose »Gerbung« — 1m Gegensatz
zur irreversiblen Flockung durch Schwermetalle — zu bewirken, die
den letztgenannten den Platz verlegt.

Es sei aber nochmals die Moglichkeit betont, dafl unserem
Deutungsversuch ein viel zu grobes Bild zugrunde liegt, das der
tatsdchlichen Vielfalt und Zartheit der Einflisse und Strukturver-
dnderungen nicht im entferntesten Rechnung trigt; sagt doch z. B.
W. Benecke im 1. Band von Lafar's »Handbuch der technischen
Mykologie« {iber Stimulation durch kleinste Giftmengen folgendes:
»Man konnte geneigt sein. diese fordernde Wirkung kleinster Gitt-
mengen als Kkatalytischen Vorgang zu deuten Immerhin wiire
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die Bezeichnung der Reizerscheinungen als Katalysen doch zu
schematisch, da doch nicht ein einziger Prozef}, sondern der ganze
Komplex von Lebenserscheinungen in einer nicht immer einheitlichen
Weise beeinflufit wird.«

Ein neuer Ausblick auf das angeschnittene Gebiet iiber Metall-
salzwirkungen auf biologische Vorginge hat sich seit den Versuchen
A. Smirnow’s (1924, 1925) eroffnet, in denen der tiefgreifende
Einfluff bestimmter Metalle, u. a. auch des Zinks, auf Fermentvor-
ginge (Peroxydase-Katalase-\Wirkung) ermittelt wurde — und es
wird ja allgemein angenommen, daf solche Enzymwirkungen beim
biologischen Leuchten eine wesentliche Rolle spielen.

Wir legten uns nun die Frage vor, ob das Calcium in seiner
»entgiftenden Wirkung« gegeniiber Schwermetallsalzen durch die
verwandten Metalle Strontium und Barium ersetzt werden konne.

Die Versuche wurden derart angestellt, daf neben der nur
NaCl in der Nihrldsung enthaltenden Reihe und der Reihe mit

1111/ W

Kont. Kont. Zn Mn Al Kont.Mn Al Kont,
. 001 001 0001 001 000

NaCl  *CaCl, +SrCl,  *+BaCl,

Fig. 6.

CaCls-Zusatz zwei weitere Versuchsreihen aufgestellt wurden, in
denen zu 1-5%, Kochsalz an Stelle des Calciumschlorids ent-
sprechende Mengen (1-9%) SrCl, beziehungsweise BaCl, beige-
tiigt wurden. Es wurden von vornherein nur solche Konzentrationen
der Schwermetallsalze hinzugefligt, in denen in blof kochsalzhal-
tiger Néhrlosung keine Entwicklung zu erwarten war. Die erste
derartige Versuchsreihe (8. bis 20. April 1936) lie8 schon erkennen,
daf} die drei Erdalkalimetalle in ihrer Wirkung nicht gleichwertig waren;
unerwarteterweise traf aber bei einigen Kontrollen, also in blol NaCl-
haltiger Nahrlosung, in Gegenwart von 0-01°, Mn und 0-001°/,
Al schwaches Leuchten auf, so daB der Verdacht bestand, daf die
zu den Zusidtzen verwendeten Schwermetallsalzlosungen nicht mehr
ganz einwandfrei waren. So wurden nach einer ldngerer Pause, die
durch Befassung mit anderen Arbeiten verursacht worden war, die
Versuche im Herbst wieder aufgenommen, und zwar mit frisch
bereiteten Losungen. Das Ergebnis findet sich in Tabelle 6 (siehe
tolgende Seite) und Fig. 6. Diese Figur gibt die relative Leuchtkraft
der helleren Kulturen wieder, welche am dritten Tag nach der
Beimpfung ermittelt wurde.



274 I Bulkatseh,

Tabelle 6.

(Vergleichende Versuche {iber die entgiftende Wirkung von Ca, Sr, Ba.)
(Beimpft 31. X. 1936 abends.)

I

39/, NaCl 150/ NaCl+1-99/, CaCl,
‘ :
Datum Cu | Zn Mn \} Al Cu ‘ Zn } Mn | Al
Kontr. (07025001 0°01 {0001 Konty, 0'025“ 0-01! 001 0-001
Prozent Prozent
2XL 4+ | — | — |+ — l++| — =+ |+
BXL f++ | — | — |+ -+ 4+ + |+ |+
4. XL .+ — | — — ++ =
5. XL =+~ | — — — —+ -+ |+ —+
6. XI. .|| —+ — — —- -— —+ — -+ |[--— +
7.XL .|| + — — — — ~+ -+ ~+ -
180/ NaCl—+1-99, SrCly 1+59/, NaCl—4-1-99/, BaCl,

Datam Cu  zZn | Mo | Al | Cul Zn | Mn @ Al
|

Kontr, (0°025 0°01; 0-01 0-001 Il Kqpty, 07025 0-01 | 0-01 0-001

- Prozent ‘ Prozent
2. XL+ — | +—| + =+ — | — | — —
XL |++ | — | — | +—|++ | ++ — | = |+—
4. XL+ = =+ = = | = |+
5.XL 4+ | = | | +—]| + + | - = | — |+
6. XL .| -+ — | — |+ + -+ - | — — —
8 XL .| + — | = |+ | — - —

Aus den Ergebnissen geht hervor, daf das Strontium das
Calcium nicht vollends zu ersetzen vermag,- z. B. beziiglich der
Wirkung gegen 0O 01°/, Zn, wo die Sr-haltige N&hrldsung nur
schwaches, rasch schwindendes l.euchten aufwies, widhrend Ca-Ge-
halt bei derselben Konzentration noch dauerndes, recht gutes Leuch-
ten ermoglichte. Anderseits scheint gerade SrCl, besonders gut ge-
eignet, die Aluminiumhemmung zu kompensieren, was aus dem ver-
hdltmismiflig hohen Leuchtwert der Sr-haltigen Kultur mit Al-Zu-
satz hervorgeht. Was nun das Barium betrifft, muffi gesagt werden,
dafl es beziiglich der »entgiftenden« Wirkung als Vertreter des
Calciums am wenigsten geeignet erscheint; der einzige Unterschied
gegeniiber den Kontrollkulturen liegt in der Ermoglichung einer
schwachen Entwicklung bei Al-Zusatz.

(Nebenbei sei nur bemerkt, dafi die angewandte CuSO,-Kon-
zentration, 0:025%,, durch keines der Erdalkalimetalle in seiner
hemmenden Wirkung geschwicht wird, so daffi wohl angenommen
werden muf}, daf§ die Ertrdglichkeitsschwelle fiir Kupfersulfat sehr
nahe an 0-029, liegen muf.)

Die beziiglich Aluminium auffallend starke Gegenwirkung des
Strontiums, welche die des Calciums weit Uibertrat, war der Gegenstand
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weiterer Versuche, stellte sich aber immer wieder ein. So kann man
eigentlich von einer Reihe absteigender Wirksamkeit: Calcium-Stron-
tium-Barium, nicht im allgemeinen sprechen, sondern mufl auf das
Sonderverhalten der einzelnen Glieder im Verhdltnis zu bestimmten
Metallen, deren schiddliche Salzwirkung sie ausgleichen sollen, Be-
dacht nehmen.

Auf dem Gebiet dieser speziellen antagonistischen Salzwir-
kungen ergibt sich sicher noch ein weites Feld zu weiteren Unter-
suchungen.

Zusammenfassung der Ergebnisse.

Zu unseren Versuchen wurde ein Stamm mariner Leuchtbak-
terien, der von frischen Heringen abgeziichtet worden war, verwendet.

1. In Vorversuchen konnten einige bisher nicht angewendete
Aminosduren als gilinstige Stickstoffquellen zur Erndhrung von
Leuchtbakterien aufgezeigt werden, wie Glutaminsdure und Serin.
Auch Alanin und Leuzin, welche in Gerretsen’s Versuchen nur
schwaches Leuchten ermoglichten, gaben gute Resultate.

2. Unter Verwendung von Glutaminsdure als salzfreier Stick-
stoffquelle konnten die Ergebnisse Richter’s und Mudrak’s iiber
die Notwendigkeit des Na voll bestitigt werden; auch das Kalium
scheint nach unseren Versuchen unbedingt lebenswichtig zu sein.
Dagegen kann Calcium ohne nennenswerte Beeintrdchtigung der
Lichtentwicklung fortbleiben.

3. Zusdtze von Schwermetall- sowie Zn- und Al-Salzen zur
Nahriosung bedingen in hoheren Konzentrationen Entwicklungs-
hemmung, in bestimmten niedrigeren, jedoch mitunter — besonders
bei Zn — deutliche Foérderung.

Die Ertriglichkeitsschwelle liegt fiir die verschiedenen Metalle
verschieden hoch; auffallend hoch fiir das sonst als besonders giftig
bekannte Kupfer. (Schwelle tiber 0-02%/, CuSO,; es besteht aber die
Mbglichkeit, dal durch Komplexbindung an organischen Komponenten
in der Ndhrlésung die Giftigkeit herabgesetzt wird.)

4. Mit Hilfe einer eigens konstruierten MeBanordnung, die eine
Parallelbestimmung von relativer Leuchtkraft und Keimdichte der
Kulturen ermoglichte, lie§ sich zeigen, dafl die durch stimulie-
rende Salzzusdtze erhdhte Lichtentwicklung der Bakterien
nicht auf gesteigerter Vermehrung, sondern auf Steigerung
der Lichtproduktion der Einzelzelle beruht.

5. Die Gegenwart von CaCl, in der Ndhrlésung vermag der
Giftwirkung der Schwermetalle weitgehend entgegenzuwirken und
gibt auch zu einem Schwinden, beziehungsweise einer Verschiebung
der Stimulationswirkungen Anlag.

6. In dieser antagonistischen Wirkung gegeniiber Schwermetall-
salzen kann das Calcium teilweise durch Strontium, am wenigsten
aber durch Barium vertreten werden. Von einer allgemeingiiltigen

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. KI., Abt. I, 145. Bd., 7. bis 10. Heft. 20
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Reihung der Erdalkalimetalle in dieser Hinsicht kann jedoch nicht
gesprochen werden, da sich in bestimmten Fédllen Ausnahmen er-
geben: So wirkt dem hemmenden EinfluB von Aluminiumsalzen die
Anwesenheit von Strontium besonders deutlich entgegen.

Die Durchfithrung dieser Arbeit wurde durch ein Stipendium
der Akademie der Wissenschaften in Wien ermoglicht, wofiir ich an
dieser Stelle meinem ergebenen Dank Ausdruck geben mochte. Zu
grofiem Dank bin ich auch Herrn Hofrat Prof. Dr. Hans Molisch
verpflichtet, fiir seine Anteilnahme in Rat und Tat. Die Versuche
wurden am Pflanzenphysiologischen Institut der Universitdt Wien
im Friihjahr und Herbst 1936 ausgefiihrt, was vom Leiter des
Institutes, Herrn Prof. Dr. K. Hé6fler, in dankenswerter Weise ge-
stattet wurde.
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