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SOUHRN. 

Podafilo se nam vypestovat na ruznych tuhych medifch, ktera obsa
huji 5 °/o, 3 °/o, 2,5 °/o a 2 Ofo sucheho agaru (nejlepe vsak 2,5 Ofo ') (23),. 
makrokolonie ruznych druhu a kmenu bakterH. Prozkoumali jsme spo
rulujfci bacily, chromabakterie, druhy skupiny Pseudomonas a Acetobacter. 

Z tech jsme venovali zvlastni pozornost oxydoredukcnim kmenum, po- -
uzitym v prumyslu, tedy kmenum Pseudomonas a Acetobacter. Nejcharak
teristicteji se jevil Pseudomonas ,cychro" (3). Tento dru;h tvori na vsech 
pouzitych pudach za 24 hodin 'tri, za delsi dobu vice zom1lnich vrstev, na 
nichz jsme po 24 a 48 hodinach rozeznali jako prvni zonu o k r a j, pak 
zvyseny val bunek a s t f e d. Uvederiou zvysenou vrstvu oznacujeme jako
,v i c in" (z latinskeho vicinus - sousedni). .. . 

Tyto vrstvy jsou jednotne a lisi se od sebe znacne, a to jak morfo
logicky (makroskopicky i mikroskopicky), tak i metabolistickou aktivnostf 
jejich subkultur. ' 

Na optimalni pude pro Pseudomonas ,cychro", kterou je GAT (tab. 
IliA) jsme u krnenu · tohoto druhu pozorovali, ze subkultury (isolokultury) 
72 hodin stare pfi 28 oc zalozene, z vrstev makrokolonii 'Ps. ,cychro" jevi , 
teprodU.kovate[ne rozdily. Ze vsech techto zon dava ,vi c in" nejaktiv~-
nejsivysledky subkultur. . . . . ·. . . 

' . U makrokolonH 72 hodin starych _ jsme pozorovali nejvetsf rozdily 
V subkulturach Zcl stej~ych podminek, U 46 hodin starych nejaktivnejsi 
a neJvytrvalejsf inokula pro· dalsf pr(Imyslove pokusy. Na mediu GAT 
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jsoll tyto pomery .· pro .Pseudomonas · ,cychro" · .· reprodvkovatelne , a .- protq: 
v tomto smeru jsou take nejslibnejsi mo.Znosti pro dalSi praci na tomt~· 
problemu. Pod jmenem bifazove se1ekce jsme metodu makroko1onii spojili 
s metodou fazove se1ekce, kterou jsme jiz pou.Zili pro prumyslove pokusy 
a vtelili i do patentovych prihlasek 109.,-55 a 110-55 (1) o biosynthese· 
vitaminu C . . Dale j~me V predlozene praci konali radu pozorovani, ktera. 
se vztahuje na rust techto makrokoloniL Asi za 6~8 ·hod in po vpichu ~o 
tuheho media se tvori skupina nejmensich kulatych kolonii a to kolem 
vpichu. Po dalsich 8 az 10 hodinach lze pozorovat venec malych kolonii 
v podobe ,ato1u", tarn, kde se pozdeji tvori zona ,vi c in". 

Pozdeji tento-ru.Zenec utvofil kompaktni vrstvu (prou.Zek), ktery na
zyvame pr a e- vie in em. Tento HP r a e:... vi c in" odskrcuje na obe
strany kdlonie, to jest centripetalne a centrifugalne dalsi vrstvy-zony; 
takze po 24 hodinach vidime makrokolonii, jak jsme ji v teto praci popsali 
a jak prilozene fotografie a kresby dosvedcuji. , 

'Ocelern teto prace by1o podat prehled nasich pozorovanL Pracovnim 
hypothesam prikladame zatim orientacni cenu. 

I. 

EINLEITUNG. 

Vermittels Einstichs in ein geeignetes, starres Medium sogenannte· 
Riesenkolonien zu zlichten, ist nicht neu. S c h 6 n f e 1 d, B re f e 1 d, De 1-
b r li c k (1) und eine Reihe and er er, alter er Forscher benutzten bereits 
diese Methode im Bereiche der Hefepilze. A1s einer der ersten hat wohl 
A. 0 s t e r w a 1 d e r (2) Heferiesenkolonienztichtung a1s Methode der 
Reinzucht beschrieben; wahrend P a u 1 Re g ens burger (3) im Cen~ 
tra1b1att ,f, Bakterio1ogie des Jahres 1906 drei obergarige Hefenarten auf' 
Grund des . Baues ihrer Riesenkolonien mitdifferenziert hat. 

Frlih schon haben sich aber auch Forscher gefunden, wie B e i j e .;, 
r in c k (4) und Hutch ins on (5) und neben ihnen weniger Bedeuten
de, die auch die B~terienriesenkolonie als · Differenzia1diagnostikuni her
anziehen wollten. 

Trotz teilweise kritischer Einstellung baut H u t c h i n s o n (5) auf 
der in der damaligen Zeit etwa,s phantastisch arimutenden Arbeit eines 
Po1en, St. Se r k o vs k i (6) auf, der sich zur Unterscheidung der struk-:

. turellen Detaile im Bau der Ko1onien ein ganze Reihe neuer Begriffe 
gebildet hat. · 

Auch H u t c h i n s o n, der librigens das System S e r k o v s k i s 
trotz aller Kritik wortlich abdruckt, versucht Ordnung in das System der 
Architekturen dies er · Makrokolonien zu bring en und bedient si eh dabei: der 
Arbeiten von mehr a1s 20 Gewahrsleuten, die wir durchstudiert, aber nur· 
teilweise erwahnenswert geftinden haben. \iVeder se r k 0 Vs k i aber, 
noch Hut chins on versuchten, . die offenbaren morphologischen Un· 
terschiede zwischen den einzelnen Ko1onieteilen metabolistischen Testen. 
zu unterwerfen, wie wir es in der vorlieg€mden Arbeit getan haben~ Wir 
sind bei dies er Ubetprlifung der Verhaltnisse zwischem . Morphologie und 
Metabotlismus doch zur Erkenntnis einiger Gesetzlichkeiten · gekommen, 
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-die wir durch unsere Arbeit wenigstens in groben Rissen bewiesen zu 
haben glauben. _ 

Die Anregung zu dieser Arbeit ging aber nicht v-on diesen alteren 
.Arbeiten a us, sondern von einer einfachen Methode, auf Biermaischeagar 1:1 
Riesenkolonien sporenbildender Bazillen zu diagnostis~hen und zti Reini
gungszwecken zu ztichten, die uns Prof. M is us tin, Mitglied der 
Ai-·.J":-SSR 1953 mitgeteilt hat. _ · 

Die vorliegende Arbeit bemtiht sich in 13 Versuchen mit durch
schnittlich lOO Beispielen der Struktur der Kolonien einiger Bakterien-
arten gerecht zu werden. _ · -_ - -

Regelma:l3ig wiederkehrende Koloniestrukturen sind schlie:l3lich nicht 
nur den erwahnten alteren Fors eh ern wie S e r k o v s k i, H u t c h i n s o n, 
R e g ens bur g er oder 0 s t er w a 1 de r aufgefallen, der bekannte 
-bakteriologische Atlas von K. B. Le h man n und R. 0. Ne u man n (12) 
der eine Art Vorlaufer von Bergeys Bakteriensystem darstellt, verwendet 
bewu:13t und regelma:13ig die Form der bakteriellen Kolonie als Differentia1-
diagnosticum. - - -

V on den Zeiten H u t c h i n s o n s an bis heute konnte man ver
schiedene Perioden der Beurteilung von Koloniefragen unterscheiden. Die 
erste Periode reicht vom Zeitpunkt der Arbeit Hutch ins on s (1907) (5) 
bis zu den Arbeiten P. Had 1 e y s (1927) (14), der die Erscheinungen, 
we1che in den Arbeiten von K. B a er t h 1 e in (1918 (13), Ark w right h 
u: a. erst1nalig beschrieben wurden, · unter dem Namen der bakterie:UE:m 
Dissoziation zu einer Art System vereinigt hatte. N e u m ann s und 
Le h man n s bakteriologische Diagnostik (12) tragt als Jahreszahl der 
Letztausgabe das Jahr 1920, geht aber in ihren Anfangen ins 19 Jahr
_hundert zurlick, konnte tilso bis zu gewissem Grade als Ausdruck dieser 
ersten Periode aufgefafit werden. 

Die zweite Periode konnte man als Periode der bakteriellen · Dissozia
-tion bezeichnen und als ihr Ende das gehaufte Erscheinen von Arbeiten 
tiber die Bakterienveri:inderlichkeit bezeichnen, wie etwa die Gostevs (15), 
Gamalejas (16) und Gracevas (17), Troickijs und anderer. 

Die dritte Periode ware dann erftillt von Arbeiten, . deren Aufgabe es 
zunachst sein mu:l3, die positiven Werte der vorhergegangenen Arbeiten 
zu vereinen und durch richtige Wertung aufeinander abzustimmen. 

Die e r s t e P e r i o d e steht unter dem offenbaren Einflu:l3 der 
beschreibenden· (,starren") Systematik nach K o c h-C oh n. Ne u man n 
und Le h man n · geben e-ine ganze Reihe von Bakterien mit ·festum
·schriebenen Kolonieformen an, die sich spater oftmals als verschied~ne 
-Phasenformen der bakt. Dissoziation eines und desselben Mikroben er
wiesen haben. 'Hutch ins on (5) beschreibt ebenfalls nichts anderes, 
als feststehende Kolonieformen und die Diskrepanz, die darin besteht, 
-da:l3 man zugleich rege1ma:13ig wiederkehrende, charakteristische arteigE:me 
Formen annehmen kann und dabei bei der Ansicht bleiberi mochte, da:l3 
es sich __ bei den Kolonien nur urn ungegliederte Zoogloeen handle, fallt 
nicht we iter auf -und niemand kommt auf den Gedanken; . a us den ver
schiedensten Teilen der Kolnnien wenigstens Subkulturen anzulegen und 
diese metabolistisch zu testen, wenn schon die mikroskopische Technik 
offenbar -versagte. 

:26 



Die z we it e Period e steht im Zeichen der B a er t hIe in..., 
Ark w right h-H ad Le y s c hen Entdeckungen. Dafi ein Mikrob so
wohl serumdiagnostisch, als auch in bezug auf seine morphologischen und 
metabolistischen Eigenschaften nun durch mindestens drei Phas~nformen 
bestimmt werden soU: also mucous, smooth und rough, ja, moglicherweise 
noch mehr, . wirft den alten Plan eines Bakteriensystems tiber den Haufen, 
das durch Formen und Eigenschaften der Einzelwesen bestimmt wurde. 
Solch ein System war nun zunachst technisch gar nicht zu beherrschen, 
da tibermenschliche Krafte dazu gehort batten die Vielzahl der Phasen
formen der bakt. Dissoziation in die Vielzahl der vorkommenden Arten 
·einzureihen. In der Tat sind die Versuche, Kalonienformen differential
diagnostisch zu verwenden mit dem Auftreten der Arbeiten tiber die bakt. 
Dissoziation verstummt. · 

Mit dem Auftreten jener Uberftille von guten und originelleri Arbeiten 
i.iber die Veranderlichkeit der Arten, weit tiber die Grenzen der bisherigen 
Erkenntnisse der bakt. Dissoziation hinaus, die vor allem von den Russen 
untersucht worden ist, ist die Unsicherheit gegentiber morphologischen 
Erkenntnissen in der Bakteriologie, besonders in bezug auf die Kolonien
form noch gewachsen. Wir verweisen hinsichtlich dieser Arbeiten auf die 
ausgezeichnete Zusammenstellung I. M a 1 e k s tiber die Vedinderlichkeit 
der Mikroorganismen in der Sovjetwissenschaft (18) und behandeln ein 
Prototyp 

1 
dieser Arbeiten: Eine der pragnantesten Arbeiten tiber Art

veranderung ist die Arbeit G r a c e vas (16), die unter der Leitung 
·Gam.alejas (17) Coli-bakterien auf einem Substrat passagierte, das getotet'e 
Salmonella typhi murium enthielt und nach einer Reihw von Passagen 
Mikroben mit typischen Eigenschaften dieser Salmonella- art nachweisen 
.konnte. ' · 

Es ist klar, dafi durch diese gescheidten und exakt ersonnenen Expe
r imente die. letzten Reste einer alten, unbeweglichen Systematik beseitigt 
·erschienen. Wenn man aber angenommen hat te, dafi nun alle und jede 
Form im Mikrobenleben veranderlich sei, ha.tte man tibers Ziel geschos
sen. Die Arbeiten von Graceva (16) und GamaUeja (17) haben eindeutig 
gez~igt und mit ihnen aufierordentlich viele andere, dafi es moglich ist, 
Bedingungen aufzufinden, unter denen eine Art abandern kann; dara:us 
_geht aber heryor, dafi es andererse-its Bedingungen gibt, auf die Mikroben 
stets gleichartig reagieren. · 

Wenn es uns im Laufe einer anderen Arbeit tiber Symbiosen. (19) 
gelling en ist, ·a us angefaulten Apfeln 16 verschiedene Symbiosen zu ge
·winnen un.d diese auf Biermaische-Schragagarrohrchen lufttrocken tiber 
· ein Jahr aufzubewahren, urn bei erneuter Passagierung die gleichen Re
sultate wie am Anfang zu erhalten, so ist das ein Zeichen daftir, dafi 
wir selbst bei solch 1abilen Kulturen, wie es Symbiosen sind, nichts von 
einer arbeitsstorenden Veranderlichkeit zu ftirchten haben, wenn wir den 
Bedin.gungen einer Vetan.derungsmoglichkeit ausweichen. · 

Es haben sich auch schon in der zweiten Periode Forscher damit . 
.abgegeben, die Erscheinungen der bakt. ·Dissoziation als Charakteristika 
auszuwerten. Es war vor allem R. J. · Dub os . in seiner Synopsis ,The 
Bacterial Cell" (22), der so etwas schtichtern versuchte. Und Dubos war 
·es auch, der uns Material ftir . das Zusammentreffen der Erscheinungeri 
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zweier verschiedener Dissozl.ationsphasen in einer und derselben Kolonie 
lieferte (Bakterienkoloniesektoren). Biochemisch bearbeitete Gostev (15) 
diese Fragen vorbildlich und so fanden wir fUr eine eigene Arbeit, die 
der VorHiufer der vorge1egten genannt werden kann, in dieser 2. Periode 
bei den genannten Autoren bereits Ansatze; es handelt sich um die Arbeit 
,Z1epsenf kvasne vyroby Ca-d-2..:ketog1ukonanu vyuzitfm bakterijnf di
sociace 5), (20). 

Dama1s ging es uns darum, zu untersuchen, in wieweit ein Mikrob 
(in diesem Falle Ps. ,cychro") unter verhm. gleichartigen Bedingungen sicli 
bakt. dissoziativ andert und dadurch Bedingungen fur seine Aktivierung 
liefert, die von Zeit, Mediumzusammensetzung, Inoku1um-meng_e und '-art 
usf., also von einstellbaren Bedingungen abhangt. Es ge1ang uns empirisch 
ein optima1es Alter der dissoziativ besten Kolonie zu finden und_ durch 
diese P h a s e n s e 1 e k t i o n einen hochst aktiven Industriestamm zu 
e·rzie1en5), (20). 

Die Methode Prof. M is us tins sollte - uns, wie wir meinten, zu
nachst he1fen, die ftir die genannte Arbeit notwendigen weiteren wissen
schaftlichen Voraussetzungen zu liefern. 

Sie ftihrte uns weiter, da schon der Vergleich von 
Einstichkolonien auf Biermaische-agar, Bduillon-aga~ 
und · ihrer Mischung reproduzierbare Phasenformen 
S, R und ihren Ubergang ergaben. Da weiterhin 
bei sporenbildenden Bazillen, bei Chrontobakterien, 
Pseudomonaden und Essigbakterien eine k on z en
t r is c he Zone n b i 1 dung a u f a 11 en ver
wendeten Boden zu beobachten war, Fig. 1: faBten 
· wir den Plan, vor all em di~ oxydoreduktiven Bakte
rien, die uns besonders interessierten, also Pseudo
monasarten (und unter ihnen vor allem Pseudmnonas 

Fig. 1. 

,cychro") und Essigbakterien (unter ihnen vor allem Acetobacter subo
xydans) zu untersuchen. 

Der Plan unserer Versuche ftihrt von der auBersten Breite (Versuch 
I-IV) zur Verwendung lediglich von Pseudomonas- und Acetobacterarten 
(Versuch V-VI) und schlieBlich entsprechend den Erkenntnissen der 
ersten 6 Versuche zur Beschrankung auf eine Art: die uns am besten 
bekannte Pseudomonas ,cychro". 

Das war unser Versuchsplan in bezug auf die untersuchten Mikroben....; 
arten. Auch in bezug auf Boden und Bodenmischungen sind wir von · der 
breitesten Basis ausgegangen und haben, wie aus der Methodik (II) her
vorgeht, vor allem G1ukose, Glukonat, Biermaische (Maltose) und Bouillon 

_ in den verschiedensten Zusammensetzungen erprobt und dann diese Boden 
einmal im Verhaltnis 1:4, dann wieder jm Verha.Itnis 1:1 gemischt. 

Wie erhielten ein untibersehbar reiches Material, aus dem drei Grund
erkenntnisse resu1tierten: 

1. daB die Charakteristik eines Stammes, auch auf den verschieden
sten Boden trotz aUer Veranderungen klar erkennbar wieder auftritt, daB 
also die durch die bakt. Dissoziation bedingten, wie auch andere Abande
-rung en und Begleitumstande nicht so groB sein konnen, daB das Prinzip 
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der · Entwicklung einer solchen Bakterienkolonie nicht erkannt werden 
konne. . 

· 2. Dafi aber die morphologischen und insbesondere die metabolischen 
Ergebnisse so schwanken, dafi weder ein Uberb1ick, noch auch eirte prak
tische Wertung moglich war. Wir haben die metabolistischen Ergebnisse 
stets auf die Bildung von Ca-2-keto-D-glukonat aus Ca-D-glukonat nach 
72 Stunden auf der Bodenzusammensetzung MEL II (Tafel!) unter glei
:Chen Bedingungen geprtift. 

3. Es ist uns ab er do eh gelungen a us all den ftir P s. ,cychro" ver
wendeten Bodenzusammensetzungen jene e in e zu finden, die wir schon · 
aus der Praxis der Ztichtung dieses Mikroben als optimal kannten, namlich 
reichen, halbsynthetischen Glukonatboden GAT (Tafel Ill A), auf dem die 
Bildung der Makrokolonien r e g e 1 m a f3 i g und r e p r o d u z i e r b a r 

. ein Ergebnis lieferte, das in Kombination mit der Phasenselektion eine 
ganz besondere Aktivierungsmethode lieferte, die Biphasenselektion, die 
wir darum nach praktischer Erprobung unter 109-55 und 110-55 in 
unsere Patente der Biosynthese des Vitamins C eingereiht haben.l) 

Den Ergebnissen dieser Arbeit billigen wir Orientierungswert zu, weil 
wir . uns dessen bewufit sind, dafi die Erforschung des Verhaltens von 
Ps. ,cychro" auf GAT Tafel III A unter den behandelten Bedingungen auch 
anf andere Bodenzusammensetzungen, resp. Bedingungen dies e s Mikro- · 
ben ausgedehnt werden mufi und dafi dieser Weg dann auch ftir andere 
Pseudomonasarten gegangen werden mufi- und schliefilich auch ftir andere 
Mikroben (wie uns das weniger gelungene Beispiel des Suboxydansteiles 
d ieser Arbeit zeigte ). . 

Mit anderen \Norten: Wir mtifien ftir jeden Mikroben, den wir unter
suchen a) die Bedingungen kennen, die seine dissoziativen Phasenformen 
hervorrufen, b) die Bedingungen, unte'r denen er abandert oder (wenigstens 
scheii1bar) stabilisiert erscheint und c) die optimalen Bedingungen phy
siologischer resp. metabolistischer Natur, die uns gestatten, die unter a) 
und b) · gesammelten Erfahrungen anzuwende\L V on dem Falle, den wir 
in unserer Arbeit a ls Endergebnis gefunden haben, mtissen wir ktinftig 

. ausgehen. D a f3 w i r ih n f ti r ,cychro" a u f GAT g e fund en ha
b e n u .n d · a u s a r b e i t e n k o n n t e n , d a s s t e 11 t d e n H a u p t..., 
wert unser A r beit fur kom1nende _ Untersuchungen 
dar. · 

Sodann haben wir auch Kombinationsversuche ·untetnommen. Es 
]ockte, die Zonenselektion mit der Phasenselektion zu verbinden. Schliefi
lich lag es auch nahe, aus den einzelnen Zonen Bakterienmasse zu neuen 
Kolonie-einstichen zu -verwenden und das Ergebnis abzuschatzen und 
zu studieren. Es erwuchsen aus diesen Einstichen erneut Kolonien mit 
der gleichen Zonengliederung, woraus ersichtlich ist, dafi diese Zonierung 
der Ausdruck eines physiologischen, nicht aber eines genetischen Ge
schehehs ist, aber wir stellten fest, d~fi die so passagierten Makrozonen
stamme raschere und bessere Ergebnisse in bezug auf ihren Metabolismus 
.lieferten. Dies ist umso wichtiger, als das Hauptargument ftir die ,cychro"
G A T-verhaltnisse, das wir in der wiederholten Reproduktion, also in der 
Reproduzierbarkeit finden, hier eine . Untersttitzung erlangt. Die a us der 
aktivsten Zone einer Makrokolonie passagierte Makrokolonie liefert in 
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I -

allen ihren Zonen bessere Ergebnisse, als die Makrokolonie eines unbehan
de1ten Stammes und das optimale Ergebnis unter ihren Zonen liefert 
wiederum die von uns im experimentellen Teil beschriebene charakteri
stische, aktivste Zone. 

Begleitende Beobachtungen liber Entwicklung und Wuchs einer Makro-
kolonie wurden anhangsweise zusammengestellt. 

An dieser Stelle ist es uns eine angenehme Pflicht, unserem Vor
'gesetzten, Akademiemitglied und Vorstand der biologischen Sektion der 
CSAV, Prof. Ivan M a 1 e k, Dr. der mediz. Wissenschaften, fi.ir seine auf
opfernde Hilfe, flir Ratschlage und flir sein grof~es Vertrauen im Laufe 
dieser Arbeit herzlich zu danken; 

sodann mochten wir nicht verfehlen, Prof. M is us tin, Mitglied der 
AN -SSSR fur seine Anregungen und nicht zuletzt den Mitarbeitern der 
Abteilung Mikrobensammlungen des Biologischen Instituts zu danken. 

II. 

METHODIK. 

Unsere Methodik ging bei den im Folgenden beschriebenen 13 Ver
suchen von der Anregung Prof. M is us tins aus: Makrokolonien spo
renbildender Bazillen auf Biermaische·-agar 1 :1 zu zlichten. 

Die ersten vier -Versuche dienten der Orientierung und stehen auf 
breitester Grundlage sowoh'l in bezug auf Bodenzusammensetzungen,, al& 
auch verwendete Mikroben. 

DIE NAHRBODEN: 

Da es uns darauf ankam, moglichst bald zu den VerhaJtnissen der 
oxydoreduktiven, industriellen Sti:imme zu gelangen, verglichen wir die 
Ergebnisse auf Biermaische-agar mit denen auf ·Bouillon-agar, auf Glu
koseboden-agar- N K T-alfa und Glukonatboden-agar- G A T-alfa. 

Mischungen im Verhaltnis 1:4 und 4:1 setzten wir an, urn ausgehend 
von gewissen Industrieerfahrungen festzustellen, wieweit ein 20'0/oiger 
Bodenzusatz schadigt oder fordert und wie genau man dies aus einer 
Makrokolonie ab~esen kann, Dabei gingen wir noch immer von der Vor
stellung aus, in der Makrokolonie eine Art Vergofierung der MikroverhaJt
nisse zu sehen, was nur teilweise stimmt. 

Die technisch beschwerliche Gliederung der Versuche in 12 resp .. 
19 verschiedene Boden und Bodenmischungen 1:4 und 4:1 verliefien wir 
bald zugunsten einfache·rer Mischungen 1 :1. 

Interessant, aber weitaus nicht erschopft waren alle unsere Versuche 
(ab Versuch Nr. V), in denen neben den sogenannten, angereicherten Bo
denzusmnmensetzungen (GAT und N KT) vor allem auch die Hunger
bodenformen G. A C und N K H) verwendet wurden (siehe Tafel Ill A). 

Tief eingreifend in den Vorgang unserer Methodik war das Auftreten 
der unter IV ausflihrlich behandelten morphologisch und metabol. ver
schiedenen Zonen der Makrokolonien. , 

Nachdem eine bei Versuch III bis V und weiterhin sehr sorgfaltig 
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durchgeflihrte mikroskopische KontroUe erg~ben hatte, da13 (entgegen: 
den Ergebnissen der Kolle·, Hetsch, Wassermann und Hutchinson) (5) die
Individuen einer solchen Zone zwar untereinander homogen erschienen, 
aber von den benachbarten Zonen stark verschieden, wurde es notwendig ,, 
in der weiteren Arbeit Abstriche aus diesen Zonen nicht nur mikro
skopisch, sondern auch metabolistisch zu testen. 

Wir impften anfangs mit freiem Auge, spater unter der Stativlupe 
(da seltene Irrtlimer immerhin vorkamen) Bakterienmasse aus den ein
zelnen Zonen der Makrokolonien ab und impften mit ihr jeweils 25 ml 
der Bodenzusammensetzung MEL II (ist gleich CA C) (14) unter stets 
gleichen Bedingungen. Diese Isolokulturen inkubierten wir 72 Stunden. 
Das Ergebnis wurde in diesen fest definierten Boden mittels Proben nach 
Fehling -Bertrand getestet und in O/o Ca-2-keto-D-glukonat (aus Ca-D
glukonat) angegeben. 

In Versuch IV-V verwendeten wir 72 Stundert alte Makrokolonien 
zum Abimpfen in Subkulturen, ab Versuch VI 46 Stunden alte Kolonien. 

Dieser verhm. einfache Vorgang stellt eine wesentliche Neuerung in 
unserer Arbeit gegertliber den bisherigen Arbeiten · tiber Koloniestruk
turen dar. 

Wir versuchten auch den feuchten Einstich, der eine sicherlich genug 
schwankende Populationsmerige einzelner ,cychro"-Zellen darstellt durch 
grofie Tropfen (Versuch XI) zu -ersetzen, die sich aber verschmierten. Mit 
Mikropipetten applizierte mengen- und populationsmafiig genau definierte, 
kleine Tropfchen haben sich bewahrt (Versuch XII , XIII). Sog. trockene
E-instiche (mit dem Dratchen aufgenommene Bakterienmasse) aus Makro
zonen verwendeten wir beim Passagieren der Makrozonenstamme. 

Es folgt nun eine Ubersichtstabelle ·auer verwendeten Bodenarten 
(Ill A) und aller Versuche in bezug auf Bodenzusammensetzung, verwen
dete Mikroben und Ergebnisse, zu denen auch die Tabellen liber die Meta
bolismusteste gehoren, als Grundlage des Verstandnisses des experimen-
tellen Teils (IV). 

IliA 

Tabelle der Bodenzusammensetzungen: 

1. B o u i 11 o n: 

lege artis hergestellter Fleischsaft ad 10000 ml, 
5% Pepton, 

.5% NaCI. 
2. Bier m a is c he, u n g eh o p f t . . 

so Balling entha1t 5 % Maltose. 

3. N K T (h a 1 b s y n t h e t i s c h e r G 1 u k o s e b o d e n): n o r m a 1. 

50 g D-Glukose, 
125 ml 20% Hefeautolysat (entspr. 2,5% Frischhefe), 

15 g CaC03, 
ad 1000 ml Leitungswasser. 

4. N K H (s y nth et i s c he r G 1 u k os e bode n): H u n g er b o den. 

50 g D-Glukose, 
5 g Ca-D-Glukonat (Reiznittel), 
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:23 ml 20% Hefeautoly'sal (entspr; 0,5% Frischhefe), 
15 g Kreide (CaCo3), 

2g (NH4)z HP04, 
1 g KH2P04, 

250 mg MgS04 . 7Hz0, 
.ad 1000 ml Leitungswasser. 

5. G A T (H a 1 b s y n t h e t i s c h e r G 1 u k o n a t b o d e n) n o r m e,i 

50 g Ca-D-glukonat, 
125 ml 20% Hefeautolysat (entspr. 2,5% Frischhefe), 
.ad 1000 ml, Leitungswasser. · · 

6. G A C (S y n t h e t i s c h e r G 1 u k o n a t b o d e n) a k t i v e r H u n g e r b o d e n,14) 
oder ME L. II 

50 g Ca-D-Glukonat, 
5 g D-Gluk:;se (Reizmittel), 

25 ml 20% Hefeautolysat (entspr. 2,5% Frischhefe), 
2 g (NH4)z HP04 . 
1 g KH2P04, 

.250 mg MgS04 . 7H20, 

.ad 1000 ml Leitungswasser. 

MEL I: 
50 g Ca-D-Glukonat, 

5 g D-Glukose (Reizmittel), 
125 ml 20% Hefeautolysat (entspr. 2,5% Frischhefe), 
ad 1000 ml Leitungswasser. · 

Ill. B. 

Tabelle· der Versuche: 

Bei jedem Versuche folgen Abschnitt 1. V~rwendete Bodenarten, Abschnitt 2. Mikro-
··ben und Abschnitt 3. Ergebnisse. 

Versuch Nr. 1. 15. 3 . . 1954 
Versuch Nr. 2. 27. 3. 1954 
Versuch Nr. 3. 5. 4. 1954 

Verwendete Bodenarten: 

1. B o u i 11 on agar: 5% Trockenagar, Fliissigkeit: F1eischsaft normal, 5% Pepton, 
5% NaCI. 

:2. Bier m a is c he- agar: 5% Trockenagar, Flliss.: Biermaische so Balling (5% Mal
tose). 

~3. M is c hung sag a r: 5% Trockenagar, · Fltiss.: Bou,illon, Biermaische Mischung 1:1. 
4. GAT- agar: 5% Trockenagar, Flliss.: GAT-Boden ·1aut Tafe1 Ill_ A (5% Glknat.) . . · 

Verwendete Mikroben: 

1. Spore n b i 1 d ne r: B. mesentericus AT CC, B; subtilis N C T C, B. cereus var. my
coides. 

2. C h r o mob a k t er i en: Chr. prodigiosum AT CC, Chr. jodinum. Chr. violaceum. 
violaceum. 

3. Pseudo rri on ad en: Pseudomonas ,cychro" Mglbl, Ps. ,cychro" Mgl 2 II., Ps. aeru
ginosa A T C C, Pseudomonas putida A T C C . 

Ergebnis~e: 

A u f B o u 111 o n, B i er m a i s c h e, sowie deren M i s c h u n g s a g a r zeigen die 
untersuchten Mikroben verschiedenartig gestaltete, konzentrische Zone n. 

A u f B o u i 11 on zeigen sich Charakteristika-rough: zerkltifteter Rand, rauh bis 
kornige OberfUiche (matt) Ueberimpfung zusammenhangender Partien. · 



A u f Hie r m a is c he Charakteristika,.-smooth: Olatter . Rand, . glatte Oberfliiche, 
gutes Abimpfen salbenformiger Bakter~enmasse. . . 

A uf . M is c hung s a g a r . Resultante, Eigenschaften liegen in der Mitte zwischen 
rough und ·smooth. . . 

Makr.:kolonien nach 24 Std. messen 20 X 30 bis 30 X 50 mm. ;,cychro" -,.kolonien sind 
klein (5 X 10 mm) und · erst nach 4 Passagen grosser . 

1. Bode n 
2. Bode n 
3. Bode n 
4. Bode n 

4 _:1. -

. Versuch Nr. 4. (8. 4. bis 30. 4. 1954) 

Verwendete Bodenarten: 

I.: 3% Trockenagar, Flliss.: Biermaische 80 Bllg, ·ungemischt (5% Maltose). 
IV.: 3% Trockenagar, Fltiss. : GAT ungemischt (5% Glknat.). 
IV.: 3% Trockenagar, Fltiss.: NKT ungemischt (5% Glukose). . ' . . . : .. 
VI.: 3% Trockenagar, Fltiss.: 80% Biermaische, 20% Bouillon (4% Malta~$) ; 

5. Bode n VII.: 3% Trockenagar, 80% NKT, 20% Bouillon (4% Glukose) 4:1. 
·6. Bode n VIII (-XVI).: 3% Trockenagar, Flliss~: 80% NKT, 20% Biermaische; 4% 

Gluk, 1% Malt. 
7. Bode n XI.: 3% Trockenagar, 80% GAT, 20% Biermaische, (4% Glknat, 1% Mal-

tose) 4 : 1. · . · · · . · . · · · 
8. Bode n XII.: 3% Trockenagar, Fltiss.: 80% GAT, 20% NKT. (4% Glkna:t, 1% Glukose) 

4:1. 
9. Bode n XV.: 3% Trockenagar, Fltiss.: 80% Bouillon, 20% NKT (1% Glukose) 4 : 1. 

10. Bode n XVIII.: 3% Trockenagar, Flliss.: 80% Biermaische, 20% GAT (4% Malt. 
1% Glknat.). 

11. Bode n XVIII.: 3% Trockenagar, Fltiss.: 80% Bouillon, 20% Biermaischen (1% Mal
tose) 4 : 1. 

12. Boden XIX.: 3% Trockenagar, Flliss.: 80Ufo Bouillon, 20% GAT (1% Glknat) 4:1. 
13. Bode n f li r Is o 1 o k u 1 tu re n: MEL . II. (GAC) 50 g Glknat, 5 g Glkose, 25 ml 

20% Hefeautolysat, Niihrsalze (siehe Tafel Ill. A.). 

Vetwendete Mikroben: 

1. Oxydoreduktive Stiimme: 
Acetobacter suboxydans A TCC 6!21, 
Acetobacter -suboxydans NCTC, 
A.cetobacter . suboxydans Baarn, 
Acehbacter suboxydans Neratovice, 
Acetobdcter nova spec. (,Famel"), 
Pseudomonas ,cychro" drei Stamme, 

2. Chromobakterien: . 
Chromob. prodigiosum AT C C, 
Chromob. jodinum A T C C, 

3. Sporenbildner: 
B. mesentericus AT CC, 
B. su.btilis N C T C, 
B. cereus var. mycoides, 
B . . agrestis T. 

im Ganzen 14 Stiimme.-

Ergebnisse: 

Die. Riesenkolonien zeigen nach 24 Stunden d r e i voneinander makroskopisch und 
mikroskopisch verschiedene Zonen: 

Es sind dies von au13en nach innen Rand, ,Vi c in" und Zen t rum. Nach 48 bis 
72 Stunden vermehren sich die Zonen auf 4, 5 und mehr. Native. und Grampriiparate der 
Individuen dieser Zone haben ergeben, da13 diese Zonen fast dur.chweg voneinander ver
schieden · sind. 

Eine Oberreinstimmung der entsprechenden Zoneh auf den verschiedenen Boden 
ergab sich auf VI 1, V/2, und VI 2, auf VII 1, 2, 3, XII 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, IX 1, 2, 3, 6. XVIII 1, 
2, 3, XIX 1, 2, 3 XV 1, 2, 3, 5. 
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Die Zonenbildung ist vom Medium abhangig, soweit es sich urn die Morphologie der 
Individuen und urn den Metabolismus der Subkulturen handelt. 

K 1 a r r e p r o d u z i e r b a r e V e r h a 1 t n i s s e a u f G A T f i1 r P s. ,c y c h r o" . 
Auf dies em Boden sirid die Erscheinungen fUr den Mikroben optimal: 

Der Rand weist grossere Individuen bei schwachsten Subkulturen auf. 
Der , Vi c in" kleinste kokkoide Individuen bei a k t i vs t e n Subk.! 
Das Z e n t r u m liegt in der Mitte. 

Alle anderen Ergebnisse schwanken. Auch ·Boden mit 80% GAT sind flir Ps. ,cychro" 
noch gut, 20% GAT fordert, aber reicht zur Vollentwicklung der Eigenschaften von. 
,dychro" nicht mehr aus. Glukoseboden ist fi.ir ,cychro" ungtinstig, Biermaische hemmt • 
diesen Mikroorganismus noch mehr. 

F li r A. sub ox y d an s ist der Boden NKT optimal. Doch sind die Verhaltnisse 
auch fUr diesen Organismus auf diesem Boden nicht so klar, wie flir ,cychro" auf GAT .. 
Glknat ist fUr A. suboxydans nur wenig schlechter, als Glukose. Biermaische verlang
samt, B9uillon hemmt seinen Metabolismus. 

Versuch Nr. 5 (Mai 1954) . 

V e r w e n d e t e B o d e n a r t e n: 

Bei diesem Versuche werden die gleichen Bi::iden in der gleichen Reihenfolge ver
wendet, wie bei Versuch IV. Nr. 1-13. 

V e r w en d et e M i k r o b e n: 

1. Nur noch oxydoreduktive Stamme Pseudomonas- und Acetobacter-arten) 
Pseudomonas ,cychro" GIV 
Pseudomonas ,cychro" B 12 (alt) 
Pseudomonas ,cyctiro" D 12 (aus Konserve). 
Acetobacter suboxydans 95/1. ATCC 621 
Acetobacter suboxydans 95/7 BHO -1. 8. (5-Ketostamm). 
Acetobacter suboxydans NCTC (brit.) (2+5-Ketostamm). 
Acetobacter suboxydans Baarn 15. Ill. (54 2-Ketostamm). 

Ergebniss -e: 

Es wurden 72 Stunden alte Makrokolonien verwendet. 
Die aus den Zonen Rand, ,Vi c in" und Zen t r u rri aligeimpften Isolokulturen zeigten·. 
nach 72 Stunden Garzeit gemafi der Analysen nach Fehling-Bertrand starkste Gegensatze: 

Alter 
2. V er- d. 

Stam: Platt: Mischg: Rand: Vicin: Zentr : Z entr: Bemerkg: such: Zone ::: 

Ps.,cychro" G4 NKT ungem. 12,5 13,42 Prozente V. 72 St .. 
Ps.,cychro" B 12 NKT ungem. 22,8 ? Fehling V. 72 St. 
Ps:,cychro" D12 NKT ungem. 28,2 32;3 35,6 2-Ketoglk V. 72SL 

Ps.,cychro" G4 GAT ungem. 57,5 97,5 40,6 aus Glknat. V. . 72 St. 
Ps. ,cychro" B 12 GAT ungem. 77,5 66,25 61,25 (Abklirzgen V. 72 St. 
Ps. , _cychro" D12 GAT ungep1. 50,0 96,5 79,0 8,13 siehe IV.) V. 72 St. 

Ps.,cychro" G4 GT: Bierm 4:1 20,6 20,0 21,1 53,0 V. 72 St~ 
Ps. ,cychro" B 12 GT: Bierm 4:1 18;9 33,4 V. 72 St. 
Ps.,cychro" D12 GT :.Bierm 4:1 33,4 24,1 40,0 ? V. 72 St. 

Ps.,cychro" G4 BU : NKT 4:1 29,4 5,4 '23,3 13,6 V. 72 St.. 
Ps.,cychro" B 12 BU:NKT 4 . 1 85,0 61,3 55,6 7,3 V. 72 St. 

·Ps.,cychro" D12 BU :NKT 4:1 70,6 4,05 23,3 28,2 V. 72SL 

Ps.,cychro" G4 NK :GT 4.:1 46,5 52,0 20,6 . V. 72 St. 
Ps.,cychro" B 12 NK:GT 4:1 84,3 64,7 53,6 7,3 V. 72 St. 
Ps.,dychro" D12 NK :GT 4:1 40,6 48,3 74,2 ? V. 72 St. 

Ps.,cychro" G4 .NK Bierm 4 --:1 14,7 21,7 19,4 V. 72 St. 
Ps. , cychro" B 12 NK Bierm 4:1 11,6 39,6 14,7 32,8 V. 72 St .. 
Ps.,cychro" D12 NK Bierm 4:1 24,7 27,7 18,3 V. 72SL 
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.Aus dieser Tabelle ergeben sich ftir Ps. ,cychro" nur auf GAT folgende repro
duzierbare Verhaltnisse: 

Rand: 57,5 
,Vicin": 97,5 

1. Zentrurri: 40,6 
2. Zen t r urn: 

50,0 
77,5 
66,25 

. 61,25 

A. suboxydans: 

irn Durchschnitt: 54,0% 
96,5 'irn Durchschnitt: 90,5% 
79,0 irn Durchschnitt: 61,95 % 

8,13 irn Durchschnitt: 34,6~% 

FUr A. suboxydans sind diese VerhaJtnisse keineswegs so klar. Die Schwierigkeit der 
einzelnen Abirnpfungen wird auch durch das Fehlen vieler Zahlen der Tabelle deutlich, da 
die Makrokolonien nicht entwickelt und alt genug waren, urn entspr. fassbare Zonen...; 
stellen zu liefern. Auf Grund der folgenden Tabelle wurde A. suboxydans ftir die weitere· 
Arbeit ausgeschaltet und ftir eine spatere vorgesehen. · 

Alter 
2. V er- d. 

Stamm: P latt: Mischg: R a n d : V icin: Zentr: Zentr: B em erkg: such: Zone 

f. A. subox. ATCC NKT ungern. 5,0 9,36 6,25 V. 72 St. 
f. A. subox. 95/7 NKT ungern. 5,6 3,13 1;25 V. 72 St. 
f. A . subox. Baarn NKT ungem. 5,0 V. 72 St. 

f. A. subox. ATCC GAT qngem. - 5,6 10,0 V. _72 St. 
f. A. subox. 95/7 GAT ungem. 1,3 14,8 V. 72 St. 
f. A. subox. Baarn GAT ungern. 10,7 10,7 V. 72 St. 

f. A. subox. ATCC GT: Bierm 4:1 17,9 12,3 19,4 V. 72 St. 
f . A. subox. 93/7 GT: Bierrn 4:1 10,8 11,6 2,4 V. 72 St. 
f. A. subox. Baarn GT: Bierrn 4:1 ? 10,8 V. 72 St. 

f. A. subox. ATCC BU :NKT 4:1 11,3 8,7 V. 72 St. 
f. A. subox. 95j7 BU :NKT 4:1 9,3 H~.5 V. ·72 St. 

· f . A. subox. Baarn BU :NKT 4:1 15,6 V. 72 St. 

f. A. subox. ATCC NK :GT 4:1 6,4 17,2 V. 72 St. 
f. A. subox. 95/7 NK :GT 4:1 ;25,9 V. 72 St. 
f. A. subox. Baarn NK:GT · 4:1 V. 72 St; 

f . A~subox. ATCC NK: Bier 4:1 5,4 V. 72 st, 
f. A. subox. 95/7 maische 4 :L 5,4 V. 72 St. 
f. A. subox. Baarn maische 4:1 V. 72 St. 

Versuch Nr. 6 (18. bis 28. 6. 54) 

Verwendete Bodenarten: 

1. Bode n I.: 3% Trockenagar, Fltissigkeit: GAT ungernischt. (5% Glknat). 
· 2. Bode n II.: 3% Trockenagar, Fltiss.: N K H ungemischt (5% Gkose, 0,5% Glknat). 

3. Bode n Ill.: 3% Trockenagar, Fltiss.: N K H: GAT (1 : 1) 2,5% Glkose, 3% Glknat. 
4. Bode n IV.: 3% Trockenagar, Fltiss.: N K H: G A C (1.: 1) 3% Glkose, 3% Glknat. 
5. Bode n V.: 3% Trockenagar, Fltiss.: N KT ungemischt 5% Glkose. 
6. B o den VI.: 3% Trockenagar, Fltiss.: N KT :·GAT (1 : 1) 2,5% Glkose, 2,5% Glknat. 
7. B o den VII.: 3% Trockenagar, Fltiss.: N KT : G A C (1 : 1) 3% Glkose, 2,5% Glknat. 
8. ME L- I: 3% Trockenagar, Fltiss.: ME L- I. 5% Glknat. 
9. Bode n IX.: 3% Trockenagar, Fltiss.: G A C ungernischt ·3% Glknat, 0,5% Glkose. 

10. Bode n X.: 3% Trockenagar, Fltiss.: Bouillon ungemischt. 
11. B o den XI.: 3% Trockenagar, Fltiss.: Bouill : N KT (1 : 1) 2,5% Glkose. 
12. Bode n XII.: 3% Trockenagar, Fltiss.: Bouill: N K H (1: 1) 2,5% Glkose, 0,5% Glknat; 
13. Bode n f. Isolokulturen: ME L- II. (Tabelle Ill. A.) · · · 
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• Verwendete Mikrobenarten : 

Ausschlie:Blich ,cychro" - Stiimme: . 
Pseudomonas ,cychr o" PQ 8/2 (Phasenkolonie !) 
Pseudomonas ,',cychro" PQ 8/4 
Pseudomonas , cychro" -PQ 8+ + 
Pseudomonas ,cychro" PQ I (Kontrolls tamm aus Konserve) . 
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Ergebnisse: 

46 . Stunden alte Makrokolonien wurden zur Abimpfung von Isolokulturen verwendet. 
Diese zeigten danim weniger augenfallige Uriterschiede zwischen den Ergebnissen aus 
den Makrozonen, ergeben aber nach Passagier~ng Inokula von dauerhafterer Aktivitat. 

Atiszug aus den Tabellen der FehlingsprobEm zu Versuch Nr. 6: 
Alter 

Bakt: Stamm: Urboden: 1.Rand: 2. Rand: Vi c in: Zentrum: d. Kol::mie: 

,Cychr" PQ8I GAT 11,0 12,0 10,0 46 St. · 
,Cychr" PQ 82jl GAT 10,0 9,0 15,5 15,0 46 St. 
,Cychr" PQ8++ GAT 10,0 12,0 16,5 15.25 46 St. 
;,Cychr" PQ 8/4 GAT 10,0 .. 13,0 25,0 10,0 46 St. 
Durchschnitt 10,2 11,3 17,2 12,56 46 St. 

Ver; uch Nr. 7 (11. 18. 8. 1954) 

V er wend e te Bode n z us a m mens et z u n g en: 

Es wurden die gleichen Bodenzusammensetzungen wie in Versuch Nr. 6. verwendet 

Verwendete Mikrobenstamme: 

In Versuch Nr. 7 und von da an werden nur noch vorbehandelte Stamme verwendet. 
Makrozonenstamm Ps. ,cychro" PQ 825 ex Zentrumzone aus V). 
Makrozonensta'mm Ps. ,cych"ro" PQ 8-AV (ex ,Vicin" v. Versuch V). 
(Au.Berdem wurden auch phasenselektierte Stamme verwendet). 

Ergebnisse: · 

In Versuch Nr. 7 wurden Isolokulturen aus 46 Stunden alten Makrokolonien angelegt. 
A u s M a k r o z o n e n s t a m m e n b i 1 d ·e n s i c h w i e d e r u n'l. n e u e d r e i = 

u n d m e h r z o n i ge K o I o n i e n. Der Zuwachs betrat je 24 · Stun den durchschnitt
lich einen mm. 

·Die Erg e b n is se a us M a k r o z on e.n-S ta m m e .n s in d vie 1 h o. her a 1 s 
a u s u n b e h a n d e 1 t e n. 

Eine Obersichtstabelle uber Makrozonenzuwachs (mm je 24 Stunden) und Fehling
proben . einer 72 Stunden alten Subkultur ergeben in % Ca-2-keto-D-glukonat in 72 
Stunden: · · 

Bakt: Stamm : Urspr : 

PQ 825 
PQ825 
PQ 8z5 
P.Q 82.5 
PQ8z3 
PQ 8z3 
I,>Q 82.3 

PQ 8-AV 
PQ8-AV 
PQ 8-AV 
PQ 8-AV 
PQ8-AV 

la Zentr. V. 
lb Zentr. V. 
le Zentr. V. 
2a Zentr. V. 
2a Zentr. V. 
3a Zentr. V. 
3b Zentt. V. 

Ala ,Vicin" V. 
Ala . ,Vicin" V. 
Alb ,Vicin" V. 
A2a ,Vicin" V. 
A2b , Vicin" V. 

PQ 1 Kontrollstamm 
(unbehandelt) 

PQl lb 
PQl 2a 
PQl 2b 
PQ 1 " 3a 
PQl 3b 
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Zuwachs 
24 St.: 48 St.: 72 St.: 
· in· mm je Durchschnitf 

4,5 7,0 9,0 
4,0 8,0 90 
4,0 . .8,0 9,0 
5,0 . 6,0 9,0 
5,0 6,0 90 

6,0 8,0 
? 3,o · 5,0 ' 

5,0 8,.0 10,0 
5,0 8,0 10,0 
6,0 9,0 10,0 
4,0 5,0 7,0 

4,0 7,0 

6,0 7,0 7,0 

6,0 8,0 80 
.5,0 6,0 6,0 
5,0 7;0 8,0 
5,0 7,0 7,0 
6,0 7,0 7,0 

Fehlingproben a us Subkult. 
24 St. 48 St. 

alt. Makroz. 

22% zentr. 

22% zentr. 
. 24% · ,vicin" 

24,5·% zentr. 
34,0 % ,;vie in" 

18% zentr. 

18% zentr. 
18% zentr. 
19 '% ,vicin" 

36 Dfo zentr. 
38% ,vicin" 

35% zentr. 
46 % ;,vicin" 

25% zentr. 
25% zentr. 
26% ,vicin" 



Versuch Nr. 9 (7. l; bis 22. 1. 1956) 

V er w ,end et e Bode n z us a m mens et z u n g en: 

Boden, wie in Versuch 6, werden anstelle von 3% Trockenagar je eine Reihe mit 2,5o/o 
Trockenagar und eine mit 2% Trockenagar angesetzt und studiert. 

Verwendete Mikrobenarten: 

Makrozonenstamm Pseudomonas ,cychro" L 1 (ex ,vicin" von Versuch 6.) 
Phasenselektionsstamm Ps. ,,cychro" 29/I. . 2. 

Ergebnisse:. 

2,5% Trockenagar ergeben bessere und . raschere Resultate als 3% oder 2%; 

Versuch Nr. 10 (26. 1. bis 8. 2. 1956) 

Verwendete Bodenarten: 

Wie in VersuchNr. 9, aber ausschlie:Glich mit 2,5% Trockenagar. 

Verwendete Mikroben: 

Die gleichen Stamme,- wie in Versuch Nr. 9. 

E'r g e b n i s s e: 

1. Wachstumsbeobachtung einer Makrokolonie vom Zeitpunkt des Einstichs an. 
Beispiele: I . 1 -24/24 -Stun den, 

I. 2/2948/24 Stunden. 

Tafel der Ergebnisse des Giukonatmetabolismus der Stamme: 

Bakt.: Stamm: 24 

cchr. I.l. 7m 
cchr. 
cchr. 

cchr. 29(1.2.) 
cchr. 
cchr. 

24 24 R. V. z. 48 48 48 R. V. z. 
62 61 7,5 - 100 100 

8m 88 72 I Sm 72 92 84 
9m 76 100 84 9m 

8m 78 
8m 72 10.1 -- 100 

Versuch 11. bis 13. 

Verwendete Bodenarten: 

wie Versuche 6, 7, 9, 10 (mit 2,5% Trockenagar). 

Verwendete Mikroben: 

wie in Versuch 10. 

Technik: 

Gro:Ge Tropfen anstelle von Einstichen (Versuch 11)~ 

72 71 72 

2m 
3m 

4m 

6m 

z 
18 

Kleine mengen- und populationsmafiig genau definierte Tropfen mit Mikropipetten 
appliziert. . . 

Trockene Einst iche (aus Bakteriem:nasse von Agar~asen). 

Ergebnisse: ' 

Die gro:Gen Tropfen bewahren sich nic.ht, weil sie sich verschrnieren, auf . der Petri-: 
se hale. Die kleinen Mikrotropfen ergeben ·· gute 'Ergebnisse. Die Trocke'neinstiche ! wurde_ri 
schon bei den Makrozonenstammen verwEmdet . . 
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· IV. 

EXPERIMENTELLER TE'rL . r: :· ,.; ... 
Wie aus der beigelegten Tabelle Ill B hervorgeht, haben. wir 13 Ver

suche in breiten Reihen mit durchschnittlich 100 Beispielen oder Fallen 
durchgeflihrt. Dabei leitete uns der Plan, dem :Verha.Itn.is .zwischen mor-

. phCYlogischen und metabolistischen. Eigenschaften der Kolonien naher zu 
kommen, wenn wir von Versuch I. und seinen beiden Wiederholungen II. 
und III. absehen, die reine Orientierungsversuche im Anschluss an die 
Anregungen Prof. M is us tins darstellten. 

Unsere ursprlingliche Absicht bestan.d darin, die M is us tins c hen 
Riesenkolonienzlichtungen · flir das weitere Studium der Erscheinungen der 
b a k t er i e 11 e n D is s o z i a t ion auszunutzen, die wir in der sog. 
P h a s e n s e 1 e ,k t i o n unserer · Arbeit liber die ,Verbesserung der 
Ca-2-Keto-D-Glukonatherstellung (4) bereits empirisch und betriebs-
mafiig auswerteten. . 

Von frliheren Erfahrungen und von den Bedlirfnissen einer techni
schen Mikrobensammlung ausgehend, dehnten wir die Untersuchung in 
ihrer ersten Phase auf sporenbildende Bazillen, Chromobakterien, Pseudo- · 
monaden und Essigbakterien aus. . 

· Die Tatsache des Auftretens niehrerer konzentrischer Z on e n in 
den Kolonien aller untersuchter Bakteriengruppen veranlafite uns zu aus
gedehnten n1ikroskopischen Kontrollen (nativer und Grampdiparate) des 
Versuchs Ill. und aller weiteren Ver suche. 

Die verblliffende Tatsache, dafi fast alle untersuchten Einzelzonen 
·in bezug auf GrcWe und Form, also auf die morphologischen Eigenschaften 
der bakteriellen Einze\lzellen zwar untereinander homogen, a.ber fast 
immer von den Nachbarzonen kenntlich verschieden waren, ftihrte uns 
auf den Weg dieser Arbeit, der als festgefligter Plan die Versuche IV. 
bis X. umfafit. , 

Die Arbeit Hutsehinsons (5) ' wurde uns erst im Laufe unserer Expe
rimente bekannt, aber wir kannten die · differentialdiagnostischen V er .:.. 
suche Neumanns und Lehmanns (12) in ihrem bakteriologischen Atlas 
,Bakteriologische Diagnostik"; basierend auf festgefligten, regelmafiig 
wiederkehrenden Kolonienformen, und gleichzeitig die im Grunde bis 
heute noch unvollkommen wiederlegte Ansicht der KoUe, Hetsch, Wasser
mann, Hutchinson (5) und aller derer, die die Kolonie ungeachtet aller 
auffalligen Gesamtformen als eine morphologisch nicht weiter differen
-zierte Z o o g I o e a auffafiten. 

Das Nebenergebnis der ersten Versuche war die Tatsache, dafi n.eben 
der Zonenbildung ein deutlich erkennbarer Einflufi der Bodenzusammen
setzung auf die dissoziative Phase der g anzen Kolonie . zu erkennen war, 
denn die Bouillonkolonien der Sporenbildner zeigten deutlichen Rough;_ 
cparakter (zerkllifteten Rand, matte, rauh bis kornige OberfHiche, Abimp
fung des Bakterienmaterials in zusammenhangendei1 Bandern), die Bier
n;taische-kolonien Smooth-charakter/glatten Rand, gUinzende Oberflache, 
gute Abimpfmoglichkeit des s&lbenar_tig .konsistenten Bakterienmaterials. 
Dieser Gegensatz wurde noch erhartet durch den Charakter der Kolonien 
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.:auf einem aus Bouillon- und Biermaischemischung zu gleichen Teilen 
:hergestellten Agarboden, die zweifelsfreie Resultanten der beiden geschil
derten Dissoziationsphasen waren. 

Der Plan der weiteren Arbeit, durchgefiihrt in den Versuchen IV., V. 
und VI. muBte wenigstens iibersichtlich mehrere Fragen lOsen und einige 
·von ihnen ausschalten, wollten wir von der breiten Allgemeinheit des 
Problems zu einem besonderen, lOsbaren und darum praktisch verwend
·baren Einzelausschnitt als der ersten Stufe weiterer Teilarbeiten kommen. 

Die Frage der Zone n .b i 1 dung, die sich bei alien untersuchten 
:Familien und Tribus ergab, muBte vereinfacht werden. Wir konnten 
unmoglich Sporenbildner, Chromobakterien, und oxydoreduktive SHimme 
in einer gemeinsamen Versuchstufe weiterbearbeiten, wenn wir tiefer 
schlirfen wollten. Wit haben darum riur noch Versuch IV. in ganzer Breite 
in bezug auf die' verwendeten Mikroorganismen durchgefiihrt (vor allem 
auch, um Material auf den verwendeten verschiedenen Bodenarten · zu 
gewinnen) und bescnrankten uns in Versuch V. auf die uns vor allem 
Jnteressierenden, oxydoreduktiven SUimme, nachdem wir im Verhalten 
der Sporenbildner und Chromobakterien in IV. auf den verschiedenen Bo
denarten bemerken konnten, wie verschieden und exakt auch d~ese Stamme 
auf Glukose--, Glukonatboden u. a. m. reagierten, aber wir waren gezwun
gen, diese interessante Aufgabe als Seitenweg aus unserem Plane zu 
-elliminieren und fur spater aufzuheben. 

Vier Pseudomonas ,cychro"-stamme (5} und vier Acetobacter su
·boxydans-sUimme (12) stellten das bakterielle Versuchsmaterial von 
Versuch V. dar. Die seit Versuch Ill. angewendete mikroskopische Kon
trolle (2) der morphologischen Eigenschaften der einzelnen Zonen konnte. 
bei Versuch IV. und V. als so ausgebaut gelten, daB es an der Zeit war, 
neben diesem Teste auch noch zu untersuchen, wie das homogene Bakte
rienmaterial, iiberfiihrt in fliissige Kulturform (Subkulturen oder Isolo
kulturen) bestimmte Kohlehydrate metabolisierte. 

Wir wahlten als Untersuchungsmat erial dazu Subkulturen, angelegt 
in je 25 ml der Bodenzusam.mensetzung MEL. II. ( oder GAC). Lass en wir 
diese Bodenart durch bestimmte oxydoreduktive Stamme vergaren, tritt 
ein Garprozefi ein, den wir sehr genau kennen (3), (4). Es entsteht aus 
Ca-D-glukonat Ca-D-2-ketoglukonat, dessen Vorhandensein wir mittels 
Proben ·nach FehUng-Bertrand ohne groBes Risiko eines Irrtums priifen 

-konnen. 
Die mit dem Dratchen unter der Stativlupe abgeimpfte Bakterien

masse aus den jeweiligen Makrokolonienzonen impften . wir unter 
moglichst gleichbleibenden Bedingungen in je 25 . ml d1eses Bodens MEL. 
II. und priiften die Garergeb:p.isse stets nach 72 Studen stationaren 
Garens. 

j Die Vielzahl der Boden bewahrte sich bei diesen Versuchen nicht, es 
erg ab sich zwar eine Falle · von Zahlen, aber wir konnten sie nicht liber
lJlicken und · nur e i n w e s e n t 1 i c h e s Er g e b n i s war das Resultat 
bereits des ersten Versuches: A u f d e r B o d e n z u s a m m e n -
·set z u· n g GAT a 1 so a u f GAT- ~ g ·a r g e z ii c h t et e M a k r o
k o 1 on i e n d e r P s e u d o m o ri. a s a r t ,c y c h r o " e n t w i c k e 1 n 
ri a c h · 24 S t u n d e rt · 3 Z o n e n · und zwar · vort aufien nach inn en 
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eifien glatteh, dtinnen, meist .. fa.rbarmeren . R a n d, der verhm. grofie, · 
langliche Bakterienindividuen etwa vom Ausmafi 0,4 · bis 0,5 mal 1,0 fC 
.aufweist, 

· dartn folgt eine Schicht, die 1sich als schmaler, erhohter Zellwall 
prasentiert und wir schlagen vor, sie nach dem lateinischen uvicinus" ~ 
benachhart ,Vi c in" zu nennen: Diese Schicht weist durchweg sehr 
kleine, kokkoide Individuen auf von 0,5 bis 0,8 fC Gro£e im. Durchschnitt. 

Dann folgt das Innere der Kolonie, Zen t rum oder Mitt e genannt. 
Es sind wieder · gro:fiere Individuen, als die des ,Vicins", Ianglicher und 
mitunder erscheineri. sie uns nicht ganz so homogen, wie die Rand- und 
die Vicin-individuen. Der Grofle nach konnen sie machmal schwanken, 
rrieist sind sie kleiiler, als , die Randzellen, aber immer: grofler als die 
Individuen des ,Vi c ins". Fig. 2. 

24b.. 

lriN 
/ 

A ~ 

.Jmpf";;,rbe · 
. 2/;b. 

3 loi?E~ 
Q4Q 

Uf17 
4RAND/ 

.}; -t 
V IC fN_~ (1 HI TT~) 

2,ntnE .{Z(:nfrum) 

Fig. 2. Entwicklung der M a k r o k o 1 on i e im AufriB. 

Wachst die Kolonie langer als 24 Stunden, also 48 bis 72 pnd mehr~ 
vermehren sich auch die Zonen. Wir unterschieden nach 72 Stunden meist 
4 bis 5 Zonen, einen ersten und zweiten Rand, einen ,Vicin" sowi~· ein 
erstes und ein zweites Zentrum. · -

Dieseri morphologischen Verschiedenheiten entsprechen grofle Ver
schiedenheiten im metabolischen Verhalten der Subkulturen, die wir wie 
gesagt aus den einzelnen Zonen abgeirripft und 72 Stunden lang inkubiert 
haben. · 

A b e r 1 e d i g 1 ic h d i e B o d e n z u s a m m e n s e t z u n g G A T 
erg ab (laut Tabelle) re g e 1 m a f3 i g e, rep r o q u z i er bare und 
v.or . all em · fur die A k t i v i e r u n g d e s . S t a m m e s verwendbare 
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Verhaltnisse im ntetabolischen Verhalten von Rand; · ,Vi c in" und 
Zen t r urn. 

Impft ·man diese · Zonen a us einer 72 Stundenalten Makrokolonie ab, 
so erhalt man deutliche, absolut zweifelsfreie Unterschiede, die wir aus 
der Tabelle III.B im Dui·chschnitt hier wiederholen: 

1. Rand: 2. Rand: 

54,0% ?? 

,Vi c in" 

90,5 °/o 
1. Zent~ull}: 

61,95% 

2. Zentrum: 

34,69% 

Es ist uns · gelungen, diesen Vorgang mit dem der von uns in (14) 
beschriebenen Phasense1ektion zu verbinden und diese unseren Patenten 
von der Biosynthese des Vitamins C beizufugen (1). 

Der in Versuch V. gleichfalls untersuchte A. suboxyfians K L U Y
V ER DELE E U W ergab :weniger . k1are Resu1tate. Im Durchschnitt 
ergaben Rand, ,Vicin" und Zentrum fo1gende Resultate: 10,52 O/o, 9,42 °/o· 
und 12,13 %; doch sind diese keineswegs ma:Bgebend~ sondern tun nur 
deutlich dar, d a :B d i e m or ph o 1 o g i s c h - m e t a b o 1 i s c h e n 
Z o n e n v e r h a 1 t n i s s e fur jeden Mikroben und Boden. g e s o n d e r t 
ausgearbeitet werden mussen und da:B -es neben einer optimalen Boden
zusammensetzung auch ein optimales Alter fur den Ri'esenkolonienwuchs 
gibt, das flir A. suboxydans ·nach alien bisherigen. Erfahrungen begreif
licherweise hoher liegen muss, 9-ls fur Ps. ,cychro". 

In Erkenntnis dieser Tatsache schieden- wir also ab Versuch VI. die
Untersuchungen von A. suboxydans aus der Versuch_sthematik aus,. urn sie 
fur eine spatere Zeit aufzuheben. 

Die Frage, ob Abimpfungen aus einer 72.-Stundenkolonie die optimalen 
sind, versuchten wir in Versuch VI. zu beantworten. Auch Versuch X. sagt 
uber dieses Problem etwas aus. 

' In Versuch VI. gingen wir aus Erfahrungsgrlinden, die wir bei der 
Arbeit an der ,Phasenselektion" gewonnen haben, von 46 Stunden alten 
Makrokolonien aus und erhielten die gleichen Verhaltnisse zwischen den 
Subkulturen von Rand, ,Vicin" und Zen t rum auf dem. Boden GAT 
(Tabelle Ill. A, B). Es ist selbstverstandlich; da:B die Unterschiede nicht 
me:hr so pragnant sind, wie die von 72-Stunden-Zonen. Wir wiederholen 
den Durchschnitt: Rand: 10,2 O/o, 2. Rand 11,3 '0/o, ;,Vi c in" 17,2 °/o und 
Zentrum 12,5 Wo. Es hat sich aber (besonders bei den~ in dieser Ver..;. 
offenlichurtg nicht behandelten Arbeiten an der Biphasenselektion) (5) 
gezeigt, da:B Passagen aus solchen ,Vicin"-kulturen die: besten und dauer-
haftesten Inokula fur weitere Versuche ergeben. Die in Versuch VII. und. 
insbesondere Versuch X. angelegten Isolokulturen aus 24-Stunden-Zonen 
ergaben durchweg vorzugliche Resultate. Im Vergleich zu den 48-Studen-
Zonen war en' sie aber schwacher (Tabelle II.B ), · 

Die ausgezeichneten Ergebnisse der Versuche VII. bis X. sind aber
darauf zurtickzuflihren, da:B wir anstelle unbeeinflu:Bter Stamme · bereits 
vorbehandelte · (Makrozonen, resp. ·auch Phasenselektionssti:imrne) ver..,. 
wendeten. -

.·.·In beiug auf die Erfahrungen mit Phasenselektio~sstammen verweisen 
wir auf spatere Arbeiten. 

An Makrozonenstammen interessierte uns vor allem das Verhalten . 
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-,einer aus einer bestimmten Zone einer Makrokolonie entnomrrienen 
Bakterienmasse, wenn man sie wieder zum Einstich verwendete. 

Solche Bakterienmasse:n erge·ben w i e de rum 
"M a k r o k o 1 o n i e n m i t d r e i Z o n e n n a c h 2 4 S t. u n d m e h r 
Z o n e n n a c h 48, 72 u. m e h r S t u n d e n. 

Die metabolischen Resultate sind aber im ganzen besser und hoher, 
als die Resultate des unbeeinfluBten Kontrollstammes aus der Konserve. 

24-Stunden-Zonen ergeben von einem Makrozonenstamm (der aus 
dem ,Vi c in" einer Makrokolonie des Versuches V. stammte) 

im Zentrum 24,5 Ofo und im ,Vicin" 34,0 '0/o, 
von einem Makrozonenstamm aus einer Zentr umszone des Ver

suches V: 
22,5 Ofo respektive 24,0 °/o. 
Wahlten wir 48-Studen-Zonen, dann verbe~serte sich dieses Ergebnis 

·auf 
36,0 Dfo respektive 
38,0 °/o eines Zentrumstammes 
und 35,0 °/o respektive 46,0 °/o eines ,Vicin"- stammes. 
Urn wieviel diese Ergebnisse- den Kontrollstamm ubertreffen, s ehen 

wir aus folgenden Zahlen des unbehandelten Konservenstammes I1 : 
24- Stunden-Zone 18 10/o Zentrum, 19 °/o Vicin, 
48-StundEm-Zone 25 10/o Zentrum, 26 Ofo Vicin. 
Noch besser erschienen die Ergebnisse des Versuches X. der zwei 

SUimme vergleicht, von welchen der Makrozonenstamm aus einer 24- Stun
den-,Vicinal"-zone folgende Zahlen ergibt: 

Rand: 69 %, ,Vicin" : 9410/o, Zentrum: 72 '0/o, und aus ein.er .48- Studen
;,Vicinal''-Zone: 

Rand: 72 '0/n, ,Vicin": 96 Ofo, Zentrum : 92 °/o. · Auch der in diesem 
Versuche Initbehandelte Phasenselektionsstamm ergab gute Ergebnisse, 
die dem Makrozonenstamm nicht nachstanden, hinsichtlich derer wir aber 
.auf spa.tere Arbeiten hinweisen. 

D i e F r a g e d e r V e r w e n d u n g d e r B o d en z u s a m m e n -
s et z u n g en HH3t sich in unserer Atbeit nur streifen. Ps. ,cychro" (3) hat 
sich auf seinem optimalen oxydoredukt iven Boden als besonders regel
maBig erwiesen. Die Zonet:;.impfungen seiner Gat-Makrokolonien sind 
entweder passagiert oder im Rahmen der patentierten Zweiphasenimpfun
gen fur die industrielle Aktivierung dieses Stammes, dies er Art brauchbar. 
(Glukonatboden wirkt sowohl 100°/oig, wie auch als 80 oder 50,o/oiger 
Zusatz fordernd, ja selbst ein Zusatz von 20 '0/o· ,entgiftet" beispielsweise 
noch .einen Glukoseboden fur Pseudomonas ,cychro", reicht aber nicht 
mehr aus, alle seine Eigenschaften voll zu entwickeln) siehe auch (3). 

Glukoseboden rein, wie auch als 80°/oiger, oder 500/oig'er Zusatz 
-erscheint ein He1nmer ,in einer Menge von 20 '0/o schadet er weniger. Bier
maische ist noch ungunstiger fur Ps. ,cychro". Bouillon dagegen fordert 
·mehr den Wuchs, als die metabolistischen Eigenschaften dieses Mikroben. 

Die Pigmentation von Ps. ,·,cychro", das heillt die Pyocyanintentwickhing 
(13) wird von G AT und G A T-zusatzen stark gefordert ~ Sowie Glukose 
(schon in der minimalen Menge von 0,5 °/o) oder die .ublichen -Bakterien
nahrsalze wie (NH4)2HP04, KH2P04, oder MgS04 . 7H20 zum Garsubstrat 



.zugesetzt werden, entwickelt sich nicht mehr Pybcyanin, sondern nur 
noch d?s zitronengeilbe Hemipyocyanin. Bouillon und Bouillonzusatze 
fordern die Bildung eines Fluoresceins und hemmen die Pyocyaninbildung 
ebenfalls · (13). · · 

Ftir A. suboxydans ist der Nahrboden N KT (und N K H) optimal, 
Glukonatboden rein und in Zusatzen forderlich, Biermaische verlangsamt 
seine Wuchs und seine Entwicklungsvorgange, Bouillon aber hemmt 
seinen oxydoreduktiven Metabolismus, wenn auch nicht seinen Wuchs, 
da A. suboxydans auf Fleischsaftagar kleine, runde wasserhelle Kolonien 
bildet. · 

U b e r d i e E n t w i c k 1 u n g d e r M a k r o k o i o n i e; n erg a ben 
vor allem Versuch IX. und Versuch X. eine Reihe immer wiederkehrender 
Beobachtungen. Beispiele fur die Abschntirung und Entwicklung weiterer 
Zonen aus dem ,Vi c in" nach beiden Seiten der Kolonie (zentripetal und 
zentrifugal) sind IX. 29 Nr. 8 und IX. I1 Nr. 8. Fig. 3. · 

Fig. 3. Entwicklung einer M a k r o k o Ion i e. 
Links: Beispiel I. 1. (24/24). Rechts: Beispiel 29 (i. 2./48/24). 

In Versuch X. beobachteten wir die Entwicklung · einer ,cychro"
Makrokolonie vom Momente des . Einstichs an. A us den Beispielen 
X-11(24/24) und X-29(1 2) 48/24 ergab sich Folgendes:. nach 6-8 Stunden 
bildet sicli eine ungeordnete Gruppe runder Kleinstkolonien; nach weiteren 
8-10 Studen bildet sich in der Entfernung des. kommenden ,Vi c ins" 
vom Zentrum ein Kranz ebensolcher kleiner Kolonien, eine Art P r a e -
·v i c i n, der spater zu einem zusammenhangenden Kreisring verfliefit, 
nicht unahnlich einem Stidsee-atoll, von welchem· sich dann zentripetal 
und zentrifugal die weiteren Zonen abschntiren, bis nach 24 Stunden das 
Bild einer Makrokolonie geboten wird, wie wir es . kennen und beschrieben 
b~~o . I 

V. 

DISKUSSION 

In einer Ftille von Versuchen,, die einem Plane entsprechen, der vom 
Allgemeinen zum Besonderen flihren sollte, haben wir uns mit den mor
phologischen und metabo1istischen Verhaltnissen auseinandergesetzt, die 
sich bei der Bildung von Riesenkolonien mittels Einstichs in eingeeignetes, 
starres Medium .ergaben. 

Wir konnten konkret folgende absolute Arbeitsergebnisse erzielen: 
1. M a k r o k o 1 o n i e n vier grofier Bakteriengruppen bilden auf 

den verschiedensten Nahrboden k on z en t r is c he Zone n. Wir 
untersuchten Sporenbildner, Chromobakterien, Pseudomonaden und Essig- , 
·bakterien. 
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2. Spore n b i 1 d ne r entwicke1n · auf Bouillon-agar Rough-form, 
auf Biermaische Smooth und auf einer Mischung beider das zweife1sfreie 
Mitte1 beider Dissoziationsphasen. · 

3. P s e u do monad en, B e is pie 1 Ps. 
,cychro") und E ss i g b a k t er i en bilden auf 
Bodenarten, die eine ausgepragte Oxydoreduktion 
zu1assen, nach 24 Stun den d r e i, spater m e h r v,c,~ -~-~-~ 

Z one n, Fig. 4, einen dlinnfHkhigen, zarteren 
Rand mit grofieren Stabchenformen, einen 
schmalen, aber erhohten Zellwail mit kleinen kok
koid.en Formen, den Hv i c in" und die Mitt e 
oder des Z e n t r u m, das · einen · Ubergang 
zwischen Rand · und Zentrum in · bezug auf Indi
viduenform und -grof3e zeigt. Fig. 5. 

Fig. 4. 

4. D i e m o r p h o 1 o g i s c h e n und m e t a b o 1 i s t i s c h e n V e r 
h a 1 t n is se dieser Zqnen konnten flir den Mikroorganismus Ps. ,cychro" 
auf GAT-agar als re g e 1 mass i g und rep rod u z i er bar nach:-e, 
gewiesen werden. Eine Uberischt der reproduzierten, oxydoreduktiven 
Ergebnisse der Rand-, ,Vicin"- und Mittelkulturen atif GAT bilden fol
gende Zahlen: 

7il 

Fig. 5. M a k r o k o 1 o.n i e im Durchschnitt. Schwarze Kreise deuten die 
,Vicinal"schiCht an. 

2. 2. Alter V er-
Bakt: Stamm : Rand: R a nd: Vicin: Zentr.: Zentr.: A lter des suchs-
bez : b ez: Ofo Ofo Ofo OfJ Ofo d .Kol: Fehlg : N r: Bemerkungen: 

,cychro" G4 57,5 97,5 40,6 - 72 St. 72 St. V. 
, cychro" Bl2 77,5 66,3 61,3 72 St. 72 St. V. 
,cychro" Dl2 50,0 96,5 79,0 8,13 72 St. 72 St. V. 
,cychro" PQ8/ I 11,0 12,0 10,0 46 St. 72 St. VI. 
,cychro" PQ8/2 10,0 9,0 15,5 15,0 46 St. 72 St. VI. 
,cychro" PQ8-- 10,0 12,0 16,5 15,0 46 St. 72 St. VI. 
,cychro" PQ8/4 10,0 13,0 25,0 10,0 46 St. 72 St. VI. 
,cychro" PQ825 24 0 22,0 48 St. 72 St. IX. 2a Makrozone zentr~ 
,cychro" _ PQ825 38,0 36,0 48 St. 72St. IX. 2a Makr0zone zentr .. 
,cychro" PQ8AV 35,0 24,5 24 St. 72 St .. iXA la Makroz. , vicin" 
,cychro" PQ8AV 46,0 35,0 48 St. 72 St; iXA la Makroz. ,vicin" 
,cychro" PQ1/2a 19,0 . 18,0 24 St. 72 St . iXA 2a Kontrollstamrri 
,cychro" PQ1/2b 26;0 25,0 48 St. 72 St. iXA 2b Kontrollstamm 
,cychro" XIl 100.0 100,0 48j24 72 St. Xj121 Makr. ,vicin" VI 
,cychro" XI1 88,0 72,0 24/48 72 St. X/122 Makr. ,vicin" VI 
~,cychro" XI1 72-,0 92,0 84,0 48/48 72 .St . . X/123 Makr. · ,vicin" VI 
,cychro" XI1 76,0 100,0 84,0 24/72 72 St. X/124 Makr. ,vi~in" VI . 

5. B e o b a c h t u ng e n li b e r W u c h s u n d En t w i c k 1 u n g 
der Makroko1onien wurden wahrend der Versuche (insb. IX. und 
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X.) gemacht. Ihnen zufolge bildet der ,Vi c in" zentripetal und zentrifugal 
neue Zonen. Die abgeschnlirten · Zonen verlieren die . ,Vicin"-Eigen
schaften, der ,Vic~n" bleibt aktiv. 

6a 

6b 

£c 

481:2. 12"h 

.241:2. 

or:~rl~._,-

·f.?e.,..,tr/ 

2<j~ -4B~ '12~ 

@}'o•, 
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Fig. 6a. Eritstehung neuer Zonen im Aufrii3 der M a 'k r o k o 1 o hi e, 
welche der Vicin zentripetal und zentrifugal gebildet hat. 

Fig. 6b. Schematische Darstellung der Abschnlirurig neuer :B. in g
. z .o ne n ·zentripetal und zentrifugal a us dem ,Vi c in" . 

Fig.- 6c. Schematische Darstellung der Entwicklung neuer M a k r o-
z o n e n nach 24, 48 und 72 Stunden im Durchschnitt. · 

6. B e o b a c h t u n g e n li b e r d i e E n t w i c k 1 u n g e i n e r 
Riesenkolonie vom ,Zeitpunkt des Einstiches -an 
erg a ben folgendes Bild: · 
a) 6-8 Stunden nach dem Einstich bildet sich eine kleine Gruppe kleinster 

runder Kolonien rund urn den Einstich. 
b) 8-10 Stunden spater Bildung eines Kranzes solcher Kleinstkolonien 

in der Entfernung des spateren ,Vicins" vom Einstich. -
c) Dieser Kranz verfliefit in einen zusammenhangend-en Ring, eine Art 

,Prae-vicin", der die klinftige Makrokolonie durch Abschntirung neuer 
Zonen nach beiden Seiten bildet. Fig. 7. 

Das Verh~Utnis dieser klar gewonnenen Gesichtspunkte zum untiber
sehbaren Anfangsmaterial ergibt als einen der wichtigsten erlangten 
Grundsatze: 

Bevor wir zu solchen synopsi-sartigen Arbeiten schreiten konnen, wie 
sie uns von Hutchinson (5), Neumann-Lehmann (12), Serkovski (6) oder. 
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anderen vorliegen, mu.13 zunachst ftir j e den e in z e 1 ne n M i k r o
ben a u f g an z best i m m t em e ng de fin i er t em, star re m 
Medium unter eindeutigen Bedingungen Entwicklung •. Wuchsform, 
Morphologie und Metabolismus der Kolonie und ihrer morphologisch 
underschiedenen Teile erprobt sein! 

B-lOb 
Fig. 7. Die Entwicklung einer M a k r o k o 1 o n i e in 24 Stunden. 

Wir sehen aus dem Beispiel ,cychroH-GAT-Rand-VICIN-MITTE-24-
48- 72 Stunden, bei welchem uns die Erftillung dieser Forderungen gelungen_ 
ist und a us dem Beispiel A. suboxydans, das wir aus dieser Arbeit . aus
scheidEm mu:Gten, weil die technischen Voraussetzungen noch nicht ge-
geben waren, es zu erftillen, wieviel Arbeit n9ch zu leisten i.st, solch ein 
Gesamtthema zu losen und '· weshalb so interessante Arbeiten, wie die 
Serkovskis, · aber auch die Hutchinsons scheitern mu.13ten (insbesondere, 
weil allgemeine Richtlinien fur die Losur.ig dieses -Problems zunachst. 
undenkbar sind) oder · da.13 .. diese Arbeiten zu Fehlschltissen ftihren 
mu.13ten, ldeien auffalligster · die ungeloste Diskrepanz in der Arbeit 
Hutchinsons ist zwischen CHAR A KT ER I S T I S CH ER Kolonien
architektur. und (angeblich) f eh 1 ender m i k r os!< o pis c her Diffe-
rierung der Kolonienschichten _oder Teile. . 

Billigen wir also auch zunachst unserem Arbeitsergebnis ftir ,cychro" 
GAT nur individuelle, ja orientierende Bedeutung zu, ware es dennoch 
ein Fehler zu tibersehen, was die Ubertragung der Bakterienmasse aus 
Makrokolonienzonen mittels Einstichs in neue Makrokolonien gebracht hat .. 

Zunachst konnte die Tatsache enttauschen, da.13 es sich urn keinen 
genetischen Prozess handelt, sondern qa.13 ohne RticksiCht darauf, ob das. 
Einstichmaterial z. B. aus einem ,Vicin" oder einem Zentrum stammte, 
urn den Einstich wider drei- und spater mehrzonige Makrokolonien 
erwuchsen. 
. Wer aber die Erscheinungen der bakteriellen Dissoziation genau 
studiert hat, wird nichts anderes erwartet haben. Der Ubergang der 
Formen von S zu R und so weiter ist wohl ein nicht ganz unahnlicher 
Vorgang, wie das immer wieder neue Entstehen des Randes, des Vicins 
und des Zentrums und so fort. Ja, es · ist nicht ausgeschlossen, dafi wir · 
zwischen diesen beiden durch das Leben vor sich gehenden Differenzie- -, 
rungsprozessen spater noch mehr Bertihrungspunkte finden konnten, 
Vorderhand ware es. verfehlt, ja konnte es als teleologischer Missgriff' 
ausgelegt werden, versuchten wir in dieser Arbeit mehr zu regiestrieren, 
als die faktischen Unter schiede morphologischer und metabolistischer 
Natur, wie wir sie beschrieben hq_ben. · 
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Die Tatsache des Ubergangs einer Phasenform in. die andere, wie wir
sie unseren empirischen Aktivationsversuchen in unserer Arbeit von der 
Phasenselektion (4) zugrundegelegt -haben, die eine Frage des Zeitfaktors 
ist und zu einem Optimum des Alters einer Phasenkolonie von 46 Studen 
gefi.ihrt hat, bietet nichstdestoweniger analogische Momente zum zeit
lichen Vorgang des Abschni.irens der Makrozonen, denn es ist uns gelungen 
nachzuweisen, dass 46-48 Stunden alte ,Vicinal"-zonen 'die aktivsten 
Inokula lie fern, ahnlich, · wie 46 Stunden alte Phasenformen von ,Cychro"
kolonien die aktivsten Phasenstamme. Aber vorderhand konnen wir nichts, 
als diese Tatsache registrieren. 

In diesem Zusammenhange sei darauf hingewiesen, wie wichtig es 
war, in dieser Arbeit jene Beobachtungen zu sammeln, die ein zentripetales 
resp. zentrifugales Abschni.iren von Zonen durch den ,Vicin" erfafiten. 
Das war nicht nur wichtig, sondern auch schwer. Allein das Verfolgen 
der Impfnarbe einer 24 Stundenkolonie konnte 24 Stud en spater, also 
in der 48 Stundenkolonie zu den grofiten Irrtlimern flihren und unsere 
arbeitshypothetischen Bezeichnungen 1. Rand, 2. Rand; 1. und 2. Zentrum 
beweisen, dafi wir auch wirklich anfangs solchen Irrtlimern zum Opfer 
fielen. Die Impfnarbe kann aller Exaktheit und der Stativlupe zum Trotz 
an drei verschiedenen Orten in der .:vicin"-zone 24 St. liegen und so dreL 
verschiedene Falle verursachen: Fig . 8. 

c~l . 'f 
00ErJ.5El £, 

Fig. 8. Schematische Darstellung des Abschnlirens neuer Zonen aus dem ursprlingL 
,;Vi c in" (weifier Balken) nach 24 (einfach schraffierter Balken) und nach 48 Stunden 
(doppelt schraffierter Balken). Im er s ten Fan e liegt die Impfnarbe - 24 St. an der 
Au13enseite der ,Vi c in", rutscht also scheinbar in den zweiten und in den 3 Ring der 
abgeschntirten Zonen. Im z we i t e n F a 11 e liegt die Impfnarbe - 24 St. genau in der 
Mitte, rutscht also nur in die zweite Zone. Im d r i t t e n F a 11 e liegt sie an der Innen
seite und das ist der einzige Fall, in welchen die Impfnarbe ill jener Zone, in der sie· 

ursprlinglich war, bleibt. 

Wie die drei Bilderskizzen zeigen, . enstehen drei · anscheinend ganz 
verschiedene Situationeri, die alle derselben Erscheinung angehoren. Die· 
Beobachtungen in Versuch VII., IX. und X. ermoglichten uns, dieser Gefahr 
zu begegnen und heute sollten wir li~ber von einem Ur-,vicin", einem 
2. 3. und so weiter - ,vicin" sprechen .. 

Im ganzen soli diese Arbeit nichts vermitteln, als die Registration · 
der tunlichst geordneten Folge unserer Beobachtungen, die sich urn die 
Tatsache gruppieren, dass Pseudomonas ,cychro" auf GAT- agar
medium nach 24 Stun den drei Z one n . bildet;· Rand, ,;Vi c in" 
und M 1 t t e,· von denen der ,vi c i n" eine Zone mit den kleinsten kok ..... 
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koideti Bakteriene1ementen .. darstellt und die a k t i vs ten S u bk u 1 -· 
tu re n abgibt. 

Die optimalen Ergebnisse · sind von einem 46 Stunden alten ,Vicin" 
zu erwarten. Hat man die Makrokolonie a us der Bakterienmasse des. Vi- · 
cins einer frliheren Makrokolonie angelegt, erscheinen die Ergebnisse , 
besser se1ektiert. 

ZUSAMMENF AS SUNG 

Es ge1ang uns, auf verschiedenen festen Medien mit verschiedenen 
Agarzusatzen von 5 Ofo, 3 '0/n, 2,5 Ofo und 2 OJo Trockenagar, am besten aber 
mit 2,5 OJo ' Agar Makrokolonien verschiedener Bakteriengruppen zu 
.zuchten. Es wurden sporenbildende Baiillen, Chromobakterien, Pseudo
monaden und Acetobacter-arten untersucht. 

Unter diesen Stammen und Arten haben wir den oxydoreduktiven 
Tndustriestammen, also Pseudomonas- und Acetobacter-arten besondere 
Aufmerksamkeit geschenkt. Ganz besonders charakteristisch zeigten si eh · 
die Stamme von Pseudomonas ,cychro". Die se P seudorrionasart (3) bildet 
auf alien untersuchten Nahrboden nach 24 'Stund.en Makrokolonien mit 
-drei, nach 48-72 Stunden mehr klar abgeteilten Zonen. 

Nach 24-48 Stun den unterschieden wir einen R and, auf · den ein 
erhohter Z e 11 w a 11 folgte und eine Mitte, die wir Zen t rum nannten. 
Den erhohten Zellwall' schlugen wir vor ,Vi c in" zu rtennen (vom lateini
schen vicinus-benachbart). 

Diese Zonen sind in. bezug auf Grofle und Form der sie bildenden 
Ba.kterienindividuen sowohl morpho1ogisch (makroskopisch und mikro
skopisch) als auch in der metabolistischen Aktivitat ihrer Subku1turen 
(Isolokulturen) stets von einander verschieden. 

Bei Pseudomonas ,cychro" haben wir auf seinem oxydoreduktiv opti
malen Nahrboden GAT (Tafel IV.A) bei 28 Grand Celsius beobachtet, daB 
72 Stunden alte Subku1turen der einzelnen Zonen reproduzierbare Unter
schiede im Grad der Vergarung der Koh1enstoffquelle aufweisen und zwar 
liefert die Zone ,_,Vi c in'' die weitaus. aktivsten · S~bkulturen. (Ca-I?-glu
:konat wird zu Ca-2-Keto-D-Glu.konat vergoren;) 

Bei 72 Stunden alten . Makroko1onien stellten wir gro:Bere Unter
schiedsspannen zwischen den Subkurturergebnissen unter gleichen Be
dingungen fest, bei 46 Stunden alten . Makroko1onien die aktiysten und 
dauerhaftesten Inoku1a fur weitere Industrieversuche. 

Bei Verwendung des Mediums GAT sind diese Verha1tnisse fur Ps. 
,cychrd' reproduzierbar und g.eben so die Richtung weiterer Arbeiten an. 
Unter dem Namen Zweiphasense1ektion haben wir die Methode der Makro'
:kolonien mit der erwahnte·n Aktivierung von Ps. ,cychro" ftir Industrie
versucJ;le mit der Pha.senselektion kombiniert und den Patentanmeldungen 
109-55 und 110- 55 von der Biosynthese des Vitamins C einverleibt (1). 

Ferner haben wir in der vorge1egten: .f\rbeit eine Reihe weiterer 
Beoba.chtungen gesamm·elt, die sich auf das Wachstum dieser Makro
ko1onien beziehen. Nach ihnen bildet sich etwa 6-8 Stunden · nach dem 
Einstich ein Haufchen runder Kleinstkolonien urn denselben und weiteren 
8-10 Stunden in der Entfernung des klinftigen ,Vi c ins" ein atollfor-
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miger Kranz so}cher kleiner Kolonien, die bald zu einem einheitlichen Ring 
verflie:Gen, einer Art ,P r a e- vi c in". Dieser ,P r a e- vi c in" beginnt 
nun nach zwei Seiten, also zentrifugal und zentripetal neue Zonen ab
zuschnliren, bis nach 24 Stunden das erste Bild der Makrokolonie fertig 
ist. . 

Die Absicht in der vorliegenden Arbeit eine Ubersicht unserer Beob
.achtungen zu geben, kann als erftillt betrachtet werden, wenn wir diesen 
Erkenntnissen, an denen wir weiterarbeiten, Orientierungswert zumessen. 

BEMERKUNGEN 

1) Patent an me 1 dung en 109-55 u n d 110-55 (auf die Namen Dr. Ger
hard Farber, Ing. Olga Vondrova.:..Hovezova und · Dr. Bedfich Luksik). Es hande1t sich 
in diesen Patenten urn die garungsmassige Herstellung von 2-Keto-L-:idonsare und 
ihre Salzen und urn ihre Verwendung · zur Biosynthese des Vitamins C. In diesen Patenten 
ist die Zweiphasenselektion mitverwendet. 

2) M i k r o s k o p i s c h e U n t e r s u c h u n g e i n e s A b s t r i c h e s aus den ' 
jeweiligen Makrozonen kann als Kontrolle verwendet werden, ob man nicht trotz der. An
wendung der Stativlupe daneben gefahren ist. ·Die Einheitlichkeit der IndividuengroBe 
und -form ist in jeder Zone gegeben. 

3) Pseudomonas ,cychro", 15. XI. 1945 von G. Farber aus einer Mikrobenkonserve 
isoliert und beschrieben, Zkusenosti s nave isolovanym vysoce oxydativnim barevnym 
mikroorganismem, G. Farber, Sbornik CAZ XXIII sesit 5, 335 ff, Marz 1951: Kleine, kok
koide Stabchen, auf den meisten Boden geiss~llos; entwickelt neben einem Fluoresce!n 
Pyocyanin, unterscheidet sich aber von Ps. aeruginosa dadurch, daB Ps. ,cychro" nicht 
denitrifiziert, Gelatine nicht verfli.issigt, von C-qtiellen G1ukose, Maltose schlecht vertragt, 
Idonsaure, Ribonsaure und Galaktonsaure im Gegensatz zu Ps, aeruginosa ausgezeichnet 
· und rasch vergart (C. Farber, Dissertation 1951, 0. Vondrova, G. Farber, B. Luksik, Cs. 
bioi. 1954 3/2 99ff.) 

4) C e s k os 1 ovens k a b i o 1 o g i e 3 (1954) Heft 2, 99-107. Olga Vondrova~Ho
vezova, Gerhard Farber, Bedrich Luksik: z le p se n i k v a: s ne v y r o by Ca-d-2-K e
t o g I u k on an u v y u z it i m b a k t er i j n i d is o c i ace. (Verbesserung der ga
rungsmaBigen Herstellung von Ca-d-2-Ketoglukonat mittels der bakteriellen Disseziation.) 

5) Z we i phase n se 1 e k t ion, Teil der Patente 109-55 und 110-55, siehe a:uch 1). 
Wir bemerken, dass wir i.iber die Einzelheiten dieses Teiles aus Patentgri.inden nichts 
verlauten lassen konnten und verweisen in bezug auf die Zweiphasenselektion auf eine 
spatere Arbeit. · 

6) siehe 1) und 2). 

7) G L U K - ID - s y r up ist das Hydrogenationsprodukt (unter Hitze und Hoch
.ctruck) des Glukose-Garungsproduktes Ca-5-keto-D-Glukonat und entha1t 50% Ca-D
glukonat und 50% Ca-L-idonat. Ein mittels der Zweiphasen- oder auch nur der Phasen
.selektion aktivierter Stamm Ps. ·,cychro" vergart dieses Produkt bis zum Abbau des 
Ca-D-Glukonatteiles zu reinem Ca-2-keto-L-!donat oder Provitamin c. 

B) PQ 1 entstammt einer 11 Jahre alten ,Cychro"-konserve atis dem Jahre 1945, die 
wir noch heul:e gebrauchen. 

9) Phasenkolonie: Abki.irzung fi.ir die Beschreibung der durch die Phasenselektion 
ausgewahlten optimalen Kolonie. 

lD) c e s k os 1 ovens k a b i o 1 o g i e 3 (1954) 2, 99ff 0. Vondrova-Hovezova, G. 
Farber, B. Luksik. Zlepseni kvasne vyroby Ca-d-2-ketoglukonanu vyuzitim bakterijni diso
ciace [siehe auch4) ]. 

11) Pseudomonas ,cychro" siehe 3]. 

12) Acetobacter suboxydans K L U Y V ER - DELE E U W, von K 1 u.y v er und De
J e e u w 1924 entdeckt un<l als ,merckwaardige Azijnbekterie" in der holliindischen 

4, 
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Tijdschr. Vergelijk Geneeskunde 10, 170ff (1924) beschrieben. Kleines, fast kokkoides 
Kurzstabchen, gramnegativ, hochst oxydoreduktiv, fl:i.rbt Jodschwefelsaure blau, vergart. 
D-Sorbit zu L-Sorbose. Glukose und Glukonat zu 2keto- und 5ketoglukonat. Wird von 
Be r g e y als besondere Art, von K r as i 1 n i k o v aber nur als Unterart von A. Me
_lanogenum anerkannt. 

. 13) P y o c y ani n, ein Phenazinderivat: thermostabil, giftig, bisher als org. Pigment 
von Pseudomonas aeruginosa bekannt. Wird auch von Ps. ,cychro" und sicher noch an
deren unbek. Pseudomonasarten gebildet. Unter dem Einfluf3 von Glukose und Salzen 
geht es in Hemipyocyanin, alfa-Hydroxypbenazin ilber. Oie Chloroformlosung von Pyo
cyanin ist tief blai.I, in- wasseriger HCl geht es in weichselrotes Erythrocyonin ilber, 

CH3 
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CH N CH 

'i"'/"''i"' CH C G CH 
I 11 I 11 

CH C C CH 

~/""'-'l""/ 
CH N CO 
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11 I !I 1-
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14) G 1 u k o n a t b o d e n G A C (ist gleich ME L II) hat folgende Zusammensetzung :: 
50 g Ca-D-Glukonat, 3 g D-Glukose, 25 m1 20% Hefeautolysat (entspr. 0,5% Frischhefe} 
2 g (NH4hHP04, 1 g KH2P04, 250 mg MgS04. 7H20 und ad 1000 ml Wasser. Auf diesem Eo
den erzielten wir (CAZ XXIII-5-355) die Vergarung einer 15% c--quelle in 20 Stunden .. 
Auf dies~in Boden bildet Ps. ,cychro" Hemipyocyanin und nur gelegentlich spat erst Spu
dm von Pyocyanin. 

· 15] Cs. biol. 3 (1954) 2, 99ff, (siehe auch 4) und 10). 

16) Der Unterschied zwischen 20% und 80% Medienzusatzen zu Mischungen ergab.. 
bisher in dieser Versuchsanordnurig _ keinerlei klare Anhaltspunkte filr die Untersuchung 
der Metabolismusunterschiede -der einzelnen Zonen. Dafilr war sie hinsichtlich ihres Ein
flusses auf die Pigmentation interessant. 

17) Diese Einschrankung entspricht der Korrektur der Versuchsbreite. In Versuch 
VI. lief3en wir A. suboxydans deswegen beiseite, weil die erzielbaren allgemeinen Werte
eines solchen Vergleichs in Versuch V. erschopft erschienen und eine grilndlichere Be-
schaftigung mit diesem Mikroben eine neue Arbeit notig machen wird. · 

18) CAZ, XXIII, 5, 355ff, vide 3). 

_ · 19) siehe 17). Darum hab€m wir A. suboxydans und seine weitere, genauere Unter-
suchung ausgeschaltet. 

_ 20) Cs. biol. 3 (1954) 2, 99 siehe 4), 10) und 15). _ 

- 21) 2,5 % Trockengarzusatz zu dies en Platteri, hat si eh als Optimum erwiesen. 
22) G L UK ~ ID - syrup, Hydrogenat unter Hitze und Hochdruck aus Ca-5-keto

D-Glukonat [siehe auch 7)]. 

· 23) Versuch VIII als technischen Grtinden a:usgeschaltet. 
24) _ PQ 8, die Grundlage dies er ,cychro" -Stamme entstammt der 6 Jahre alten Kon

serve XV (21. I. 48) die 6. 11. 50 und 4. I. ·35 mit je 15 ml frischen Mediums erganzt 
wurde. · 

25) Diese {Jrkonserve I 1 wurde im Dezember 1945 ~ angelegt, ist zurzeit 11 Jahre 'aiL 
Sie wurde 9. 9. 48-9, 8. 50 und 4. I. 55 durch je 15 ml flilssiges G.A T erganzt. 
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