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Studien zur Biochemie der Leuchtbakterien
I. Der EinfluR von Na- und K-Chlorid und Bromid

auf die Lichtentwicklung von Photobacillus radians

Von

FrANZ FUHRMANN

Aus dem Biochemischen Institut der Technischen Hochschule in Graz
(Mit 21 Textfiguren und 1 Tafel)

(Vorgelegt in der Sitzung am 21. Jinner 1932)

Die zablreichen, aus verschiedenen Meeren stammenden
Leuchtbakterien sind durchwegs ,,halophil”, was infolge des hohen
Salzgehaltes des Meerwassers als des natiirlichen Standortes dieser
Mikroben auch zu erwarten ist. Allerdings stellt das Meerwasser
keineswegs eine Fliissigkeit stets gleichbleibender quantitativer
Zusammensetzung vor, wenn auch die anorganischen Bestandteile
desselben gleich sind. Wie groB diese Schwankungen in den Men-
genverhiltnissen der Salze sind, zeigt die folgende Zusammen-
stellung der Grenzwerte in Grammen nach Kowig*, auf 17 Meer-
wasser berechnet:

NaCl 515 —29-54 CaS0, 0-28 —5-59
MgCl, 0-65 — 4-88 MgS0, 0-35 — 2-46
NaBr Spur— 0-56 CaCO, 0-00—0-37
MgBr, 0-00— 0-03 MgCO, Spur—0-21

K,80, 0-00 — 1-81

Im Zuge der Versuche iiber das Licht und die Leuchtfihig-
keit von Mikroorganismen erschien es wertvoll und notwendig, die
Wirkungsweise jener Salze in den Kulturen messend zu verfolgen,
die sich entweder im natiirlichen Standort, dem Meerwasser, vor-
finden oder letztere in der Wirkungsweise ersetzen konnen, wenn
die vielfach angenommene Vertretbarkeit dieser Verbindungen
untereinander tatsichlich zu Recht besteht. Dies bezieht sich in
erster Linie auf die Chloride, Bromide und Suifate der Alkali-
metalle Natrium und Kalium, des Erdalkalimetalls Kalzium und
des Magnesiums und in zweiter Linie auf die Nitrate dieser Ele-
mente. Der vorliegenden ersten Mitteilung seien die Befunde mit
den Chioriden und Bromiden des Na und K zugrunde gelegt, wie

* J. Konie, Die Chemie der Nahrungs- und GenuBmittel 2, 8. 1369.
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sie unter Verwendung der von mir isolierten Nordseeleuchtbakterie
»Photobacillus radians” erhalten worden sind.

Photobacillus radians Fuhrm ann.

Diese Leuchtbakterienart konnte ich oftmals von Nordsee-
fischen des Grazer Marktes reinziichten, wobei ich ihnlich wie
seinerzeit Moviscr > verfuhr. Vom Schwanzstiicke eines Schell-
fisches schneidet man parallel zur Oberfliche etwa 5 cm im Geviert
messende und zirka 2 cm dicke flache Scheiben ab, die mit der
Haut nach oben in eine Kochsche Kulturschale gelegt werden, in
die 1 cm hoch folgende Losung gegossen wird:

Meersalz 3:0¢
Pepton 0:5¢
Glyzerin 1:0g¢
Wasser 100:0 cm3

Dieselbe wurde in einer solchen Menge eingefiillt, daB die
Fischteile bis zur Halfte vorragten. Die so beschickten Schalen
wurden im Dunklen bei 15° C gehalten. Schon nach zehn Stunden
zeigten die vorragenden Fischteile zahlreiche intensiv blaugriin
leuchtende Punkte, wihrend die gesamte Fliissigkeitsoberfliche
ebenfalls Licht ausstrahlte. Von der Fischoberfliche wurden nun
mit Hilfe des KocmscmEN Plattenverfahrens Reinkulturen angelegt.
Dazu diente ,Fischgelatine, deren Grundlage Fischfleischwasser
bildete, wie es spiter fiir die Anlage der Leuchtkulturen beschrie-
ben ist.

Fischfleischwasser 200-0 cm?

Leitungswasser 1000 cm?®
Pepton sice. Witte 1-5¢
Meersalz 9°0¢
Glyzerin 30 cms
Gelatine 30¢g

Mit NaOH wurde die Reaktion stets auf py =7 —7-1 ein-
gestellt.

Fiir die Weiterzucht verwendete ich ,,Fischagar”, dessen
Zusammensetzung mit jener der Fischgelatine tibereinstimmt, nur
‘tritt an Stelle der Gelatine 2% Agar. Die ,Fischbouillon* wird
unter Weglassung von Agar bzw. Gelatine hergestellt.

Auf der Gelatineplatie bildet Photobacillus radians bei Zim-
mertemperatur runde, milchweifie, bei schriger Beleuchtung wie
Tautropfen funkelnde, miBig dicke Auflagerungen mit allméihlich
ansteigender Mitte. Die Oberfliche der Kolonien erscheint fein

* H. MouiscH, Leuchtende Pflanzen, 2. Aufl, Fischer, Jena 1912,
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strukturiert, der Umfang scharf begrenzt, wie es ¥ig. 2 der Tafel
zeigt, wo eine 36stiindige Oberflichenkolonie hei 30facher Ver-
groBerung abgebildet ist. Die Gelatine wird nichi verfliissigt. Die
Kolonien lassen sich, ohne fadenziehend zu sein, leicht mit der
Nadel abimpfen.

Die Gelatinestrichkultur zeigt nach 24stiindigem Wachstum
bei 18° C ldngs des Impfstriches eine zarte, weifliche und stark
durchscheinende Auflagerung, die eine wenig wellige, aber scharfe
Kontur aufweist. Die Oberfliche erscheint fein strukturiert und
feuchtglinzend. Die Auflagerung leuchtet in griinlichblauem Lichte
80 intensiv, daf das Leuchten schon in zerstreutem Tageslicht
bemerkbar wird.

In der Gelatinestichkultur tritt 1lings des ganzen Impistiches
Wachstum ein, wihrend um den Einstich eine zarte, scharf be-
grenzte, diinne Auflagerung entsteht. Nur die oberen Partien, bis
etwa 5 mum in die Tiefe, leuchten.

Eine 24stiindige, bei 18° C angewachsene Agarstrichkultur,
weist lings des Impfstriches eine zirka 1-53 mun breite, mibig er-
habene, aber stark feuchtglinzende Auflagerung auf, die schwach
milchweif und durchscheinend ist. Das Kondenswasser des Agar-
réhrchens zeigt eine allgemeine Tritbung und keine Kahmhaut.
Die Belidge lassen sich sehr leicht abimpfen und mangels jedes
Fadenziehens miihelos in Fliissigkeiten gleichméfig verteilen.

Bei der Zucht dieser Bakterienart in ,Fischbouillon ent-
steht bei 18° C nach 24 Stunden eine allgemeine Triibung ohne
Kahmhautbildung. Spiiter setzt sich ein weiBlicher Bodensatz in
geringer Menge ab.

Im hdngenden Tropfen untersucht, zeigen die Zellen von
Photobacillus radians eine Eigenbewegung, die unter lebhafter
Drehung und formlichem Uberpurzeln vor sich geht. Dabei ist die
Fortbewegung langsam und oft stockend. Die Formen der Zellen
sind in ein und derselben Kultur verschieden und werden auch
von der Art des verwendeten Nihrsubstrates wesentlich beein-
fluBt. Um die Unterschiede der osmotischen Verhiiltnisse zwischen
der Kultur und dem Aufschwemmungsmittel bei der Beobachtung
80 gering als moglich zu gestalten, diente als solches eine sterile
2-5%ige NaCl-Losung oder Fischbouillon.

Die auf schrig erstarrtem Fischagar bei 18° C in 24 Stunden
gewachsenen Bakterien waren, im hdngenden Tropfen beobachtet,
wie oben angegeben, beweglich und zeigten verschiedene Formen



72 ¥, Fuhrmann

von kurzen, plumpen, an den Enden abgerundeten Stibchen bis
zu verbreiterten und spindelig ausgewachsenen Gestalten. Fig. 1
der Tafel stellt ein Photogramm vom Rande eines solchen hin-
genden Tropfens vor, der mit verdiinnter Jodlosung behandelt war.
Man sieht hier alle Uberginge von den Kurz- zu den Langformen.
Dieselbe Vielformigkeit zeigen auch die mit Methylenblau oder
Karbolfuchsin geféirbten Ausstrichpriparate, die in den Fig. 3 und
4 der Tafel wiedergegeben sind. Jedenfalls sind diese Formen als
normal zu betrachten und gehéren in den Entwicklungskreis des
Photobacillus radians. Ich mochte an dieser Stelle besonders dar-
auf hinweisen, daf ich Ahnliches bereits im Jahre 1906 an anderen
Bakterienarten beobachtete und dariiber auf der 78. Versammlung
deutscher Naturforscher und Arzte in Stuttgart und in Publika-
tionen * berichtete, ohne daB spiter bei der Neubearbeitung der
Entwicklungskreise von Bakterien von anderer Seite davon Notiz
genommen worden wire. Sowohl in den gefirbten als auch unge-
farbten Priparaten erscheinen die Zellen selten homogen, sondern
enthalten verschiedene lichtbrechende und firbbare Granula, die
sich auch Jodlosungen gegeniiber abweichend verhalten.

Dies gilt in erster Linie fiir zarte Firbungen mit wisseriger
Methylenblaulosung, wodurch diese Inhaltskorper besonders deut-
lich zur Ansicht gelangen.

Auch die Kolonien aut der Gelatineplatte sind durchaus nicht
von formgleichen Bakterienzellen aufgebaut, sondern enthalten
ebenfalls verschiedengestaltige Mikroben, wenn auch hier die Viel-
formigkeit weniger ausgeprigt ist. Fig. 5 der Tafel gibt einen
guten Einblick in die Formenverh:ltnisse einer 72stiindigen Kolonie
auf neutraler Gelatine. Der mit Methylenblau gefirbte Abklatsch
zeigt im allgemeinen schlankere, an den Enden leicht verjiingte
Stibchen, die vielfach an Schraubenformen anklingen, was be-
sonders fiir die im Teilungsstadium befindlichen verldngerten
Zellen zutrifft. Vergleicht man damit die Formen der Fig. 4 der
Tafel, so fillt dieser allgemeine Unterschied besonders auf. Es wird
dadurch die vielfach bestiitigte Annahme, daB auf oder in beson-
ders feuchten oder fliissigkeitsreichen N#hrsubstraten die kurzen,
in wasserirmeren und zidheren Medien, wie Gelatine, die lingeren
und schlankeren Formen entstehen, neuerdings bestitigt.

3 F. FuErMANN, Entwicklungszyklen wvon Bakterien. Die Umschau,
10. Jahrgang, 41, 1906; derselbe: Entwicklungszyklen bei Bakterien, Beihefte
zum Botan. Zentralblatt 23, 1907, Abt. 1.
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Besonders verdickte und spindelig verlingerte Stébchen
zeigen noch die Fig. 6, 7 und 8 der Tafel, wo neben Kurzstdbchen
in verschiedenen Ubergingen zu Langstibchen auch auffallend
vergroBerte Gestalten zu sehen sind. In Fig. 9 der Tafel sind
Formen nach Methylenblaufirbung sehr stark vergrofert gezeich-
net wiedergegeben, die Teilungsstadien von Photobacillus radians
und besondere Umformungen im Zuge der Entwicklung betref-
fen. Neben fast kugeligen Entwicklungsstadien finden sich stéb-
chenartige Oidien und stark verlingerte und verdickte Formen
mit gut definierten Innenstrukturen. Darauf soll hier aber nicht
niher eingegangen werden.

Photobacillus radians ist sonach ein lichterzeugendes Stdb-
chenbakterium mit wenig lebhafter Kigenbewegung, das Gelatine
nicht verfliissigt. Diese Bakterienart vermag sich auch fakultativ
anaerob zu entwickeln, leuchtet aber nur bei Zutritt des Luft-
sauerstoffes.

Photobacillus radians hat sein Wachstums- und Leuchtopti-
mum zwischen 15 und 18° C, wihrend dafiir das Maximum bei
zirka 28° und das Minimum hei etwa 6° C liegt.

Diese Bakterienart zeigt die beste Entwicklung und das
stdrkste Leuchten bei einer Reaktion des Nihrsubstrates ent-
sprechend py = 7-1—7-4, wobei aber auch noch andere Faktoren,
wie insbesondere die Temperatur, die Zusammensetzung des Néhr-
bodens und der Salzgehalt, mitspielen.

Versuchstechnik.

Es lag nahe, fiir die einzelnen Versuchsreihen eine N#hr-
losung konstanter, einheitlicher und einfacher Zusammensetzung
zu verwenden. In dieser Hinsicht bieten die Leuchtbakterien der
Nordsee aber Schwierigkeiten, da es bislang nicht gelungen ist,
dieselben auf Losungen bekannter einfacher Stickstoffverbindungen
zur Entwicklung zu bringen. BemerNek * reiht diese Bakterien in
die Gruppe der ,,Peptonmikroben* und ,,Peptonkohlenstoffmikro-
ben ein, was besagt, daB sie zur Erhaltung ihres Lebens als
Stickstoffquelle peptonisierte EiweiBstoffe und peptonartige Nihr-
stoffe unbedingt benotigen, im letzteren Fall dazu noch besondere
Kohlenstoffquellen. Jedenfalls darf nach den Erfahrungen Ber-
JERINCKS Pepton im Nihrmedium niemals fehlen. Damit ist aber

+ M. W. Beurrinck, Die Leuchtbakterien der Nordsee im August und
September. Folia Microbiologica, Delft, 4. Jahrgang, 1916.
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schon die Unmoglichkeit gegeben, eine tatsiichlich einheitliche
und chemisch wohldefinierte Nihrlosung fiir diese Photobak-
terien, zu denen auch Photobacillus radians gehort, herzustellen.
Es muBten Fischfleischabkochungen herangezogen werden, die in
besonderem Mafle jene noch unbekannten N-Verbindungen ent-
halten, die fiir die Ernihrung der Leuchtmikroben besonders
niitzlich sind. Es sei bereits hier erwihnt, daf aussichtsreiche
Versuche im Gange sind, diese im Fischfleisch besonders reich-
lichen Verbindungen in wirksamer Form isoliert zu erhalten, iiber
die in einer spiteren Mitteilung besonders berichtet werden soll.

Da Leuchtbakterien sehr leicht von Seefischstiicken zu iso-
lieren sind, wurde das Seefischfleisch als Ausgangsmaterial fiir
die N#hrlosungen verwendet. :

Um sowohl das Wachstum als auch die Leuchtstirke in den
einzelnen Versuchsreihen messend verfolgen zu konnen, wurden
stets ,,Fliissigkeitskulturen” verwendet, fiir die als Ausgangs-
material eine ,,Stammbouillon folgender Herstellung und Zusam-
setzung diente:

Zur Bereitung des Fleischwassers wurde 1 kg von Haut und
Eingeweiden befreites Seefischfleisch mit 17 dest. Wasser zwei
Stunden lang im Dampftopf gekocht, erkalten gelassen und dann
durch ein Seihtuch filtriert. Die Stammbouillon bestand in einer
Losung von 2% Pepton in dem oben geschilderten Fleischwasser,
die mit NaOH auf den p-Wert 7—7-1 gebracht, dann mit Eiklar
geklirt, filtriert und in Erlenmeyer-Kolben in Portionen von je
100 cm® steril aufbewahrt wurde, um fiir alle Versuche die gleiche
Stammlosung zur Verfiigung zu haben. Fiir die einzelnen Kulturen
wurde diese Stammbouillon mit den entsprechenden Zusitzen
derart versehen, daB eine in allen Versuchsreihen gleiche Nahr-
mittelkonzentration bei gleichzeitiger Variation der zugesetzten
Salzmenge erreicht wird.

Die verwendeten Salze wurden auf ihre chemische Reinheil
nach den iiblichen Methoden gepriift und davon zweifach normale
Losungen in destilliertem Wasser hergestellt.

Die Bestimmung der Leuchtstirke der einzelnen Kulturen
nach gewissen Wachstumszeiten bei der Temperatur von 16° C
geschah mit Hilfe der Schwdrzung einer hochempfindlichen photo-
graphischen Platte, wobei in bezug auf die Belichtung solehe
Zeiten gewiihlt wurden, daB die Schwdrzung in den geraden Ast
der Schwirzungskurve fiel. Tch beniitzte zur Belichtung einen
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Apparat, der die gleichzeitige Aufnahme von sechs Kulturrdhrehen
gestattet. Derselbe ist in IFig. 1 mit ausgezogenem Schieber und
abgenommener VerschluBwand wiedergegeben. Er besteht. im
wesentlichen aus einem Holzklotz mit sechs nebeneinanderliegen-
den Bohrungen zur Aufnahme der Kulturréhrchen und ebenso

Tt

i

vielen darauf senkrechten Lochern, die in der Abbildung schwarz
zu sehen sind. Auf letztere wird die photographische Platte mit
der Schicht den Rohrchen zugekehrt aufgelegt und durch ein
samtbekleidetes Brettchen mit dariibergespannter Feder licht-

dicht verschlossen gehalten. Vor der Platte befindet sich ein
Schieber, um vorzeitige Belichtungen hintanzuhalten. Fig. 2 zeigt
einen Schnitt durch diesen Belichtungsblock, horizontal durch
die Mitte der waagrechten Offnungen gefiihrt. ¢ dieser Abbildung
stellt den Belichtungskanal (horizontale Bohrung) vor, durch den
die in r eingestellte Leuchtkultur ¢ ihr Licht auf die photogra-
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phische Schichte p strahlt, solange der Sechieber s herausgezogen
ist. Den lichtdichten Verschlufl bildet das mit Samt belegte Brett-
chen b, angedriickt mit der Feder f. Um eine moglichst gleich-
miBige Ausstrahlung durch die Belichtungsséfinung ¢ zu erhalten,
sind die Winde der Locher mit Gips weil gestrichen. Dieser gut
streuende und matte Anstrich verhindert Reflexbildungen dutch
die Wand der Kulturrohrehen, welche zu unregelméifigen Schwiir-
zungen der Platte filhren wiirden, die wegen der folgenden
Schwirzungsmessung vermieden werden miissen. Fig. 9 der Tafel
zeigt zwei Kopien solcher von verschieden stark: leuchtenden
Kulturen belichteten Plattenstreifen. Allerdings sind in der posi-
tiven Wiedergabe die feinen Schwiirzungsunterschiede zum Teil
verlorengegangen. ‘

Fiir solche Aufnahmen eignen sich nur héchstempfindliche
und dabei vollkommen klar arbeitende photographische Platten.
Ich verwendete fiir die Versuche dieser Arbeit ausschlieBlich die
Agfa-,Isochromplatte’ mit 23° Scheiner Empfindlichkeit. Die Be-
lichtungszeiten bewegten sich zwischen zwei und vier Minuten.
Die Aufnahmen wurden serienweise gleichzeitig in einer Rodinal-
16sung 6 : 100 H,0 von 18° C Temperatur in der Dauer von genau
vier Minuten entwickelt. Die Spiilung nach der Entwicklung wurde
in Wasser mit einem Gehalt von 0-5% Essigsiiure wihrend einer
Minute vorgenommen. Fiir jede Serie von Aufnahmen kam ein
trisch bereitetes 10%iges Fixierbad mit einem 1%igen Kalium-
metabisulfitzusatz zur Verwendung. Sowohl das Einlegen der
Platten als auch alle nachfolgenden Operationen der Entwicklung
und Fixage geschahen im Finstern unter Ausschaltung jedweder
Beleuchtung, um jegliche Nebenlichtwirkung auszuschlieBen.

Die erzielten Schwirzungen wurden mit dem ,,Densographen’
nach GoLDBERG® ausgemessen und die erhaltenen Werte auf eine
einheitliche Belichtungsdauer von zwei Minuten reduziert, sofern
nicht von Haus aus diese Belichtungszeit verwendet worden ist.
In den Tabellen und graphischen Darstellungen (letztere einfach
als Kurven bezeichnet) erscheinen die Messungsergebnisse als
,Leuchtgrade* verzeichnet. Letztere entsprechen dem zehnfachen
Wert der Ablesung bzw. der reduzierten Zahlen. Dadurch konnteu
die Kurven iibersichtlicher und klarer gestaltet werden, ohne die
relativen Verhiltnisse, auf die es in erster Linie ankommt,
zu storen.

s Erzeugt von den ZeiB-Ikon-Werken in Dresden.
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Wie schon eingangs erwihnt, fanden fiir die vorliegenden
Untersuchungen ausschlieBlich ,,Fliissigkeitskulturen Verwen-
dung, um bei der Belichtung der Platten die leuchtenden Zellen
gleichmifig verteilen und geniigend mit Luftsauerstoff versehen
zu konnen. Fiir diese Zwecke stellte ich ,,Durchliiftungs-Kultur-
réhren zusammen, wie sie im axialen Lingsschnitt
die Fig. 3 wiedergibt. In eine Kulturrohre aus Jenaer
Glas ragt das am Ende auf 1 mm verjiingte, mit einem
erweiterten Ansatz versehene Durehliiftungsrohr aus
Glas, mit Watte bakteriendicht eingefiihrt. Der Ansatz
selbst enthiilt ebenfalls einen Wattebausch als Luft-
filter. Diese Anordnung wird vor der Fiilllung mit
Nihrfliissigkeiten trocken im HeiBluftschrank sterili-
siert. Es wurde besonders darauf geachtet, gleich weite
Kulturrohren zu verwenden und die Rohrspitze eben-
falls immer gleich grof zu haben. Vor der Fiillung wird
das Einsatzrohr, welches in der Wattefiihrung ver-
schiebbar ist, etwa 5cm herausgezogen, so dafl eine
Auslaufspitze % cm iiber dem Fliissigkeitsspiegel nach
der Fillung steht. In diesem Zustande wird in der
iiblichen Weise fraktioniert sterilisiert und dann mit
den Leuchtbakterien verimpft.

2
.@; ¢

o

A
RENBAL

z;&

SR

=
fee i

RS

3 &

KT

Als Impfmaterial diente stets eine Aufschwem-
mung einer - 24stiindigen Agarkultur unseres Photo-
bazillus in einer 2%igen Losung jenes Salzes, das dem
Nihrboden fiir die betreffende Versuchsrethe beson-
ders zugesetzt worden war. Fiir alle Reihen wurde zur
Verimpfung dieselbe Platindse von 3mm innerem
Durchmesser beniitzt, um dadurch wenigstens bei einer
Versuchsreihe in jedes Rohrehen die annihernd gleiche
Bakterienmenge zu bringen. Da die Abnahme des
Kulturrasens vom Néhragar ebenfalls immer mit der U
gleichen, jedoch nur 1 mm messenden Platindse geschah Fig. 3.
und die Aufschwemmungsfliissigkeit jedesmal 5 cm?
betrug, wurden die quantitativen Impffehler auf das kleinss-
mogliche Maf heruntergedriickt.

Neben der Feststellung der Leuchtstirke wurde auch ver-
sucht, die Vermehrung der eingeimpften Bakterien zahlenmiBig
zu verfolgen, was aber grofie Schwierigkeiten bereitete. Wenn es
sich nur um die Feststellung der Keimmenge nach beendetem
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Versuch gehandelt hitte, wiren die Keimzshlmethoden gut ver-
wendbar gewesen. So aber sollte das Wachstum in den einzelnen
Kulturen einer Reihe gleichzeitig mit der Lichtstirkemessung be-
stimmt werden, ohne die Rohrchen zu 6ffnen und dabei einer Ver-
unreinigung auszusetzen. Deshalb konnten nur Bestimmungen der
Tritbung der einzelnen Kulturen vorgenommen werden, aus deren
Zunahme auf die Vermehrung vorsichtige Schliisse zu ziehen
waren. Die Tritbungsmessungen wurden mit dem Zeifschen Trii-
bungsmesser in Verbindung mit dem Pulfrich-Photometer ® un-
mittelbar in den Kulturréhrchen ausgefiihrt. Dabei ist besonders
auf die Einhaltung der stets gleichen Temperatur im Wasserbade
des Apparates zu achten, die ich ein fiir allemal mit 18° C fest-
legte. Ich verwendete das rote Filter und wechselte nur entspre-
chend der Stirke der zu messenden Tritbung die Vergleichsscheibe,
um bei der Ablesung der MeBtrommel moglichst in der Mitte der
Skala zu bleiben. Fiir die Auswertung der Ablesungen wurden die
erhaltenen Zahlen auf die Vergleichsscheibe 3 umgerechnet, um
vergleichbare Werte zu erhalten. Bei allen Proben wurde zuerst
die ,,Anfangstriibung* der unverimpften sterilen Nahrflissigkeit
bestimmt und von den gemessenen Wachstumstrilbungen abge-
zogen. Obwohl die Rohrchen mit der N#hrfliissigkeit dem Auge
urspriinglich blank und tritbungslos erscheinen, erhilt man stets
Triilbungswerte von verschiedener und fiir die Berechnung jeden-
falls zu beriicksichtigender GroBe. Die ,,Tribungszahl” der Ta-
bellen und Kurven ist auf diese Weise einheitlich errechnet. Es
sei nochmals betont, daf auch hier nur die relativen Trilbungswerte
bestimmt wurden.

Bei relativ niedrigem Salzgehalt der Kulturen konnen die
gemessenen Tritbungen in den ersten 36—48 Stunden des Wachs-
tums allerdings mit der GroBe der Vermehrung in unmittelbare
Beziehung gebracht werden, weil sich unter diesen Verhiltnissen
die Zellen iiberwiegend frei in der Fliissigkeit befinden und keine
Zoogloen und Verklumpungen bilden. Auch ist die Form und
GroBe der einzelnen Bakterien bzw. die Menge der verschiedenen
Wachstumsstadien der Mikroben ziemlich gleichbleibend. Spiter
und besonders auch bei grofer Salzkonzentration erscheinen
grofere Formen und Zusammenlagerungen und Verklebungen von
Zellen, die den Wert der Tritbungsmessung fiir die Beurteilung des

¢ Uber Konstruktion der Apparatur und deren sonstige Anwendung
vgl. die Druckschriften Mess. 430/I1 und Mess. 4311 von ZeiB in Jena.
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Wachstums schidigen. Physikalisch gesprochen, ist die Ungleich-
heit der lichtstreuenden, also triilbenden Teilchen zu grof gewor-
den, um die Lichtstreuung dieser Teilchen mit jenem ‘der einheit-
lichen kleinen Teilchen des Versuchsbeginnes vergleichen zu
konnen. Dazu kommen noch die Fehler durch die Mitbestimmung
der bereits toten in der Flilssigkeit ebenfalls verteilten Mikroben-
korper. Wenn man diese Fehlerquellen gentigend berficksichtigt,
kann man mit der entsprechenden Vorsicht aus dieser Art der
Tritbungsmessung Schliisse auf das Wachstum bzw. auf die Zell-
vermehrung ziehen. ‘

Zwecks Messung der Leuchistdrke einer Serie von sechs
Kulturréhrchen wurden dieselben in den mit der photographischen
Platte beschickten Belichtungsapparat im Dunkelzimmer einge-
setzt und an den an einem Luftgasometer hingenden Luftverteiler
angeschlossen, wie es aus Fig. 1 ersichtlich ist. In die Erweite-
rung der |, Durchliiftungsrohren’ kommen durchbohrte Kaut-
schukstopfen mit durchgehendem Glasrohrchen, die durch einen
Kautschukschlauch mit den Auslissen des glisernen Luftverteilers
verbunden werden. Die Durchliiftungsrohrehen werden bis b mm
Abstand vom Boden der Kulturrohren in die Fliissigkeit einge-
schoben. Der rechte Hahn des Luftverteilers ist geschlossen,
wihrend durch den linken Hahn die vom Gasometer einstromende
Luft so reguliert wird, daf in einem Tempo von zirka einer Se-
kunde die Lufblasen durch die Kultur perlen. Zu rasches Durch-
stromen von Luft fihrt zu Schaumbildungen, die dann bis zu den
Wattedichtungen aufsteigen und diese benetzen, was streng zu
vermeiden ist. Es hat sich als vollkommen ausreichend erwiesen,
in Intervallen von 15 Sekunden, je fiinf Sekunden Luft durchzu-
feiten. Dadurch werden die Bakterien in der Nihrfliissigkeit einer-
seits gleichm#fBig verteilt und anderseits erhilt die Kultur ge-
niigend Sauerstoff, um gleichmiBig maximal zu leuchten. Wenn
man durch zwei Minuten auf diese Weise die Durchliiftung vor-
genommen hat, zieht man den VerschluBschieber von der photo-
graphischen Platte weg und belichtet 2—4 Minuten, je nach der
Helligkeit des Leuchtens. Auch wihrend der Belichtung schickt
man im gleichen Turnus Luft durch die Kulturen.

SchlieBlich sei noch erwihnt, daB die py-Bestimmungen auf
kolorimetrischem Wege mit dem Komperator von WarLproLe und
den py-Reihen ohne Puffer nach MrcmakLis unter Anwendung von
m- und p-Nitrophenol gemacht wurden.
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NaCl- und NaBr-Versuchsreihen.

NaCl—Vérsuehe.

Schon entsprechend der chemischen Zusammensetzung der
Flissigkeiten des natiirlichen Standortes der Leuchtbakterien
kommt den Verbindungen des Natriums im Lebensablauf dieser
Organismen groBe Bedeutung zu. Nach Ricater © soll es fiir diese
Organismen lebenswichtig sein. Es wurde nun versucht, die
giinstigste Konzentration des NaCl und NaBr allein und in Ver-
bindung mit Glyzerin als besondere C-Quelle fiir das Leuchten
festzustellen. Die folgende Tabelle 1 ergibt die Zusammensetzung
der einzelnen Kulturen und deren Leuchtgrade nach bestimmten
Wachstumszeiten.

Tabelle 1.
NaCl-Versuch ohne Glyzerin.

- om3 NaCl-Gehalt Py Leuchtgrad nach Stunden
g, 5

B L2 Doeg ® —_ =) & <
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EZ |52 |25 | 2 | £ £ S | 55 | 35| 87 | 48 | 80
s 25| 18 = 5 ) & = =z %

Z ng | g uz = = o= s

50 45 | 100 | 1/, | 0-59 0 0 |0

50 | 10 | 40 | 100 | 2/, | 1-17
50 | 15 | 85 | 100 ) 3/, | 1'75
50 | 20 | 30 | 100 | ¥/, | 2-34
50 | 25 | 25 | 100 | 3, | 2-92
50 | 30 | 20 | 100 | ¢/, | 3-50

2-2 75| 06
85 | 18-0| 1-9
8:8 | 15-0 | 39
3-2 9:0 | 54
2+0 4-5 6-0
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Wenn man nach den verschiedenen Zeiten die Leuchfoptima
betrachtet, findet man dieselben nach 37 Stunden beim Rohrchen 4
mit einem NaCl-Gehalt von 4/10 normal, nach 48 Stunden bei der
Kultar 8 mit 3/10 n. NaCl, und nach 80 Stunden bei der
Probe 6 mit der NaCl-Konzentration 6/10 normal. Fig. 4 zeigt die
mit den Leuchtgraden konstruierten Kurven, bel denen die Ab-
szisse die Zeitmarken und die Ordinate die Leuchtgrade trigt. Die
den Kurven beigesetzten Zahlen geben das zugeordnete Kultur-
rohrehen der Tabelle 1 an, dessen Numerierung mit dem Zehntel-
normalgehalt an Salz iibereinstimmt.

Die Kurven aller fiinf Rohrchen weisen darauf hin, daB in
den ersten 48 Stunden ein starker Anstieg der Leuchtfunktion
auftritt, wihrend dann der Abfall in den Rohrchen 3, 4 und 5 lang-

7 0. RicHTER, Anz. Ak. Wiss. Wien ({Ib) 1928, 8. 163.
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samer, aber umgekehrt dem Anstieg erfolgt. Nur die Probe mit
grofitem NaCl-Gehalt (6) weist auch nach 48 Stunden einen all-
mihlichen, aber stetigen Anstieg auf. Die optimale Salzkonzen-
tration fir NaCl ohne Beigabe einer C-Quelle befindet sich dem-
nach zwischen 3[10 und 4/10 normal.
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Probe 2 nidhert sich im Verlauf des Leuchtens der Probe 5,
ohne aber die Stirke der Lichtentwicklung der letzteren zu er-
reichen. Hier ist die Salzkonzentration schon zu niedrig und da-
durch auch die geringe Lichtintensitit erklirlich.

Die Tabelle 1 zeigt noch, dafl die py-Werte wihrend des
Wachstums im alkalischen Ast zunehmen und nach 80 Stunden
in den fiinf ersten Proben 7-5 erreichen, wihrend Réhrchen 6 nach
dieser Zeit py —=T-4 besitzt.

Die Zugabe einer besonderen C-Quelle in Form von Glyzeria
in der Menge von 0-69% fiihrt nach den gleichen Wachstums-
zeiten zu einer Anniherung der Leuchtmaxima in den ersten
48 Stunden bei den Proben 3 und 4, wie es aus der Tabelle 2 er-
sichtlich ist.

Die absoluten Leuchtstirken sind aber durch den Glyzerin-
zusatz in den Rohren 3 und 4 nicht unbetréichtlich erniedrigt,
wihrend dieselben bei héherem NaCl-Gehalt, besonders nach
80 Stunden, erhoht erscheinen. In dem Rohrchen 2 ist die Licht-

Monatshefte fir Chemie, Band 60 6
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bildung wesentlich gedriickt, wihrend gerade dort nach 80 Stunden
der hochste py-Wert mit 7-4 erreicht worden ist.

Tabelle 2.
NaCl-Versuch mit 0699 Glyzerin.

5 ems : NaCl-Gehalt Py Leuchtgrad nach Stunden
'!:;5 =] bwn o2 ' E
85|25 |2% |82 2| 3z | 5| e | o2
Bl 550 g 2| ) B |GE | i e | |
2 |#8 | 25|45 | £ | 28 | %2 .

5| &
150115, 5130100 ¢/, 1059} 71 | 74 ] 0 0 0
2 15015 |10 |25 100} 2/, | 1-17T| 71 | 74 } 06 | 08| O
3 150,15 1520|100} 38/, | 175 | 71 | 73 | 7°2 | 143 | 06
4 |50 15|20 15 |100| ¢, | 234 | 71 | 72 | 68 | 142 | 30
5 150 | 15| 25| 10 |100} 3/, | 2:92) 7-1 | 71 ] 20 | 30 82
6 5015130 5 100| ¢, | 350 71701 18] 25| 60

Die Kurven der Fig. 5 zeigen die Leuchtintensitdten und
Unterschiede in denselben gegeniiber jenen bei der Zucht ohne
Glyzerinzugabe (Fig. 4). Das Glyzerin hat férmlich insofern regelnd
in den Leuchtverlauf eingegriffen, als wohl weniger hohe Werte
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erreicht werden, aber dafiir der optimale Bereich der NaCl-Kon-
zentrationen weiter gestaltet wird, was besonders die Kurven 3
und 4, entsprechend 3/10 und 4/10 n. NaCl dartun. Es treten da-
durch die optimalen Bedingungen noch deutlicher und schirfer
hervor, als es sonst ohne Glyzerinzusatz der Fall ist.
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- Wenn man nun die Vermehrung der Mikroben mit der Licht-
entwicklung derselben in Beziehung zu bringen versucht, so kann
man,  wie schon frither bemerkt, dazu die nach verschiedenen
Wachstumszeiten auftretenden Triibungen heranziehen. Man muf
sich nur iiber die Fehlerquellen solcher Triibungsmessungen im
klaren sein, auf die schon an anderer Stelle hingewiesen wurde.
Die erhaltenen Tritbungszahlen der oben besprochenen Versuchs-
reihen sind in der folgenden Zusammenstellung wiedergegeben.

Triibungszahlen der NaCl-Versuchsreihen.

Triibungszahl
Kultur Nr. nach Stunden
37 48 80
3 90 100 47
4 91 102 49
NaCl 4 Gl i
all + Glyzerin 5 o o | s
6 65 81 89
2 35 52 62
3 73 95 67
Na(Cl 4 67 90 72
5 72 67 60
6 55 64 50

Man ersieht daraus, daB bei den NaCl-Reihen mit und ohne
Glyzerinzusatz im allgemeinen die Hochstwerte der Triibungen
wieder bei den optimalen Salzkonzentrationen zu finden: sind, was
besonders fiir die ersten Vermehrungszeiten gilt. Hier darf man
auch fiiglich aus dem Triibungsgrad auf die GréBe der Vermeh-
rung schlieBen und annehmen, daB die fiir das Leuchten beste
Salzkonzentration auch das Wachstum am meisten fordert.

Verfertigt man mit den Triitbungszahlen der einzelnen Proben
als Ordinatenmarken Kurven, wie sie in Fig. 6 fiir Kulturen mit
Glyzerin und Fig. 7 fiir solche ofne diesen Zusatz wiedergegeben
sind, wihrend die Abszissen die Zeitmarken tragen, so kann man
das Wachstum auch mit den Leuchteffekten in unmittelbaren
Zusammenhang bringen. Zu dem Ende ist in jede dieser beiden
Figuren noch eine Kurvenschar eingezeichnet, deren Abszisse die
Leuchtgrade der Tabellen 1 und 2 trigt. Es ist dies durch die
Buchstaben 7' (Tritbungszahl) links und L (Leuchtgrade) rechts

6+
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angedeutet, wihrend die Zeitmarken fiir beide Kurvenscharen
iibereinstimmen. Zur leichteren Unterscheidung sind die Triibungs-
kurven dick gezogen, wihrend die Leuchtkurven diinn gezeichnet
wurden.
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Betrachten wir den Verlauf der Kurven 3 L und 37 in der
Fig. 6, so finden wir eine gute ﬁbereinstimmung‘ im Wachstum
und Leuchten, was auch fiir die Kurven 4 L und 4 7' ohneweiters
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gilt. Bei 5 und 6, also den Rohrchen mit hohen Salzkonzentra-
tionen, schreitet nach 48 Stunden das Leuchten anscheinend
rascher fort als die Vermehrung, Man darf aber nicht vergessen,
dafl die erhhten NaCl-Gehalte zu einer deutlichen Verklebung
von Zellen fithren, wodurch der friiher erwihnte Fehler der Trii-
bungszahlen in den Vordergrund tritt.

Vergleicht man damit die Verhiiltnisse beim Wachstum und
Leuchten ohne Glyzerinzusatz, wie sie die Kurven der Fig. 7 dar-
tun, so findet man hier noch weitgehendere Unstimmigkeiten, wenn
auch die Optima bei 3 und 4 in bezug auf Triilbung und Vermeh-
rung zusammenfallen. Bei 5 und 6 tritt die Salzwirkung ganz be-
sonders insofern in den Vordergrund, als im ersteren Falle (57T)
die hochste Tribung nach 37 Stunden zu erhalten ist und von
da ab stindig fillt, wihrend sich optimales Leuchten nach 48 Stun-
den trotz verringerter Triibung einstellt, um weiterhin allmihlich
zu fallen. Bei 6 scheint allerdings eine Ubereinstimmung zwischen
Wachstum und Lichtbildung bis 48 Stunden zu bestehen; dann
aber verringert sich die Triibung, obwohl das Leuchten noch an-
steigt. Fiir die Zeit nach 48 Stunden zeigt die Probe 2 gerade das
Umgekehrte, indem bei abnehmendem Leuchten die Triibung zu-
nimmt (2L und 2 T der Fig. 7). Die hier herrschende niedrige
Salzkonzentration vermag keine besondere Lichterzeugung zu
unterhalten, gestattet aber eine gleichm#fige Vermehrung der
Mikroben ohne stirkere Zusammenballung derselben.

NaBr-Versuche.

Unter den gleichen Néhr- und Ziichtungsbedingungen wurden
Versuchsreihen angelegt, in denen das Chlornatrium durch NaBr
vertreten war, indem an Stelle des Kochsalzes dquimolare Mengen
des Bromides zugesetzt wurden. Wieder enthielten die sechs
Proben steigende Mengen NaBr, entsprechend 1/10 bis 6/10 n.
NaBr. Somit herrschten in diesen Bromidreihen die gleichen os-
motischen Verhiltnisse wie bei den frither besprochenen Chlorid-
versuchen,

Aus der Tabelle 3 ist die Zusammensetzung der einzelnen
Proben ohne Glyzerin und die durch sie erzeugten Leuchtstirken
zu entnehmen. Wie man auch ersieht, ist der prozentuelle Salz-
gebalt in den einzelnen Réhrchen fast doppelt so grof wie in der
Chloridreihe, weil eben das NaBr ein viel groBeres Molekular-
gewicht besitzt als NaCl.
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Tabelle 3.
NaBr-Versuch ohne Glyzerin.

5 emd NaBr-Gehalt Py Leuchtgrad nach Stunden
SEl .= | & .| s g o
Z|215E e BB |G G| . e

s | 5a | 53 2| 2 | & |25 72 i
1 | 50 45 1100 | v, | 1-03] 70 [ 70 ] O 0 0

2 |50 | 10 | 40 100| %, |2:06f 70 | T5] 0 0 0
3 |50 | 15|35 |100]| 3, |809| 70 75| 60| 80/ 90
4 50 | 20 | 30 | 100 | ¥, {412 70 | 7-5 | 11-0 | 14-6 | 13-2
5 50 | 25 | 25 | 100§ 8/, | D15 | 70 | 7D 8-2 | 160 | 15°8
6 50 | 80 | 20 | 100} ¢/, {618} 70 | T*5 66| 140 | 145

Die Leuchtoptima liegen bei einer NaBr-Konzentration von

4/10 bis 5/10 n.,

sind also gegeniiber jenen bei Kochsalzzusatz
gegen die koheren Konzentrationen zu verschoben. Auch hier be-
steht das Bestreben, beim Wachstum die Alkaleszenz des Néhr-
bodens zu erhdhen, denn die urspriinglichen py-Werte (7) der
Proben sind auf pg = 7D gestiegen, sofern Wachstum eingetreten
ist. Nr. 1 dieser Reihe zeigte weder eine Entwicklung noch eine
Lichtproduktion, wihrend 2 zwar Wachstum, jedoch kein Leuch-
ten aufwies. Um beides zu ermdglichen, ist eine Mindestkonzen-
tration von iiber 2/10 n. NaBr notwendig.
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Fertigt man mit den Leuchtgraden auf der Ordinate und den
Zeitmarken auf der Abszisse die Leuchtkurven dieser Proben an,
wie es in Fig. 8 geschehen ist, so zeigen die Rohrchen 4, 5 und 6



Studien zur Biochemie der Leuchtbakterien I 87

nach 46 -Stunden einen raschen Anstieg des Leuchtvermdégens. In
der Probe 3 ist die Leuchtkraft tiberhaupt geringer, die Lich#-
zunahme langsamer, und iiber 46 Stunden hinaus fast gleich zu-
nehmend wie in den ersten Wachstumszeiten. Auch im Leuchten
der Probe 6 tritt innerhalb der Beobachtungszeit keine Abnahme
auf. Es verhilt sich hier in bezug auf den Anstieg wie im Rohr-
chen 3. Bei den Kulturen 4 und 5 ist der Wendepunkt nach
46stiindiger Entwicklung deutlich. Jedenfalls weichen die Leucht-
kurven bei Verwendung von NaBr sehr auffallend von jenen mit
NaCl ab (vgl. Fig. 4), wenn auch keine so grofen Leuchtwerte
erreicht werden. Weiters ist die Erscheinung beachtenswert, daB
Photobacillus radians weit gréfere Mengen von NaBr im Nihr-
boden durch lange Zeit vertrdgt als solche von NaCl. Ebenso be-
merkenswert ist die verhiltnismaBig starke Alkalibildung in den
NaBr-Kulturen (von py =7, auf py = 7-5).

Wesentlich anders gestalten sich die Leuchtverhiiltnisse bei
der Zucht mit NaBr-Zusétzen und Glyzeringaben, wie die folgende
Tabelle 4 dartut, in der die Zusammensetzung der Nihrlosungen
in einer Versuchsreihe mit NaBr und Glyzerin und deren Leucht-
resultate zusammengefaBt sind.

Tabelle 4.
NaBr-Versuch mit Glyzerin,

" cmd NaBr-Gehalt Pa Leuchtgrad nach Stunden
TElLal. 2] : 5 -
Bz |48 zxE oy 2| = g | S 3

E|ES 25 S5 2| £ E| R O| G5 SE | 2 46| e

-1l -0 M S H = S 2 5d z&n

= B2 T Fa % E & kL @

B Q N © .
115015 530 100] ¢, (1-08} 70 | 7:0°] O 0 0
2150|1510 |25 |100] %, | 2:06) 70 | 7'3 144 77| 10
31501515 | 20 {100] 3/, | 3:09 | 7°0 | 7-3 6-4 | 17-0 | 4-0
4 1501520 15 |100) ¢, | 4-12| 7-0 | 7-3 70 194 95
5 150 15|25 10 {100} %/, [ 5-16] 70 | 7-8 6-0 | 19-0 | 155
6 50,1530 "5 ,100]| ¢, |6-18} 70 | 73 581200 | 13:0

Vor allem leuchtet auch die Probe 2 mit 2/10 n. NaBr. Dann
sind die Leuchimaxime nach 46 Stunden in den Rohrchen 4 bis 6
kaum nennenswert verschieden, aber alle zeigen scharfe Umkehr-
punkte bei 46 Stunden. Von dieser Zeit ab tritt ein dem Aufstieg
fast gleicher Abfall der Leuchtfunktion ein. Bei der passendsten
NaBr-Konzentration nihert sich im Falle der Glyzerinzugabe der
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Verlauf sehr jenem bei den NaCl-Versuchen mit Glyzerin. Es zeigt
sieh. aber die Glyzerinwirkung bei Verwendung des Bromsalzes

weitaus prignanter. Die Fig. 9 zeigt die Leuchtkurven dieser Ver-
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suchsreihe nach den Leuchtgraden der Tabelle 4. Hier treten die

geschilderten abweichenden Verh#ltnisse noch krasser hervor. Die

Lichtstirke ist ebenfalls durch den Glyzerinzusatz sehr bedeutend

erhoht (NaBr -~ Glyzerin maximal = 20, gegeniiber NaBr ohne

Glyzerin = 16).

Soweit Tribungsmessungen einigermaBen Schliisse zulassen,
kann allgemein gesagt werden, dafl die Vermehrung trotz sehr
guten Leuchtens bei den optimalen Salzbedingungen als geringer
einzuschitzen ist als bei den NaCl-Versuchen, einerlei ob mit oder
ohne Glyzerin.

Triibungszahlen der NaBr-Versuchsreihen.

Triibungszahl Triibungszahl
Kultur | Nr. nach Stunden Kultur | Nr. nach Stunden
22 46 63 22 46 63

19-5 | 49-5 ¢ 72-0
19-1 | 456 | 71-6

12-3 | 368 | 46-8
11-5 | 27-0 | 380

121130330 [ 39-0 2| 57162292
B 3| 150 | 530 | 47-0 31135 | 46°0 | 510
abr+ V65 | 532 | 61-2 NaBr 41125 405 | 495

. Glyzerin

5 5
6 8
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Die Zusammenstellung der Tribungszahlen der NaBr-Ver-
suchsreihen 146t weiter erkennen, dafl die Vermehrung im allge-
meinen durch den Glyzerinzusatz etwas erhoht wird.
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Die Natriumbromidzugaben scheinen iiberhaupt die Neigung
der Zellen zu Verklebungen zu steigern, was die niedrigen Trii-
bungszahlen auch bei guter Lichtentwicklung verstindlich macht.
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Wenn man die Tritlbungszahlen der einzelnen Proben gra-

‘phisch auswertet, erhilt man die in den Fig. 10 und 11 wieder-

gegebenen Triibungsverlauflinien. Sowohl bei Glyzerinzugabe
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(Fig. 10) als auch ohne eine solche (Fig. 11) sind die Kurven-
scharen geschlossen und bis zur Wachstumszeit von 46 Stunden
ansteigend; von da ab bei Glyzerinmangel weiter steigend tind
bei Glyzeringaben in den hoheren Konzentrationen mehr oder
weniger ansteigend, in den niederen dagegen fallend. Vergleicht
man damit die in diesen Bildern diinn eingetragenen Leuchtkurven
(3L, 4L, 5L und 6 L), so zeigt sich ebenfalls ein wesentlicher
Unterschied im gegenseitigen Verlauf beim Fehlen und Vorhan-
densein von Glyzerin. Auffallend ist auch der Zug der Leucht-
kurve 3 L und der Triibungskurve 37 in Fig. 11, also ohne Gly-
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zerinzusatz. Trotz relativ guter Vermehrung ist die Leuchttihig-
keit doch nur als gering anzusehen. Hier greift das Glyzerin ver-
bessernd ein, wie es 3 L und 3 T der Fig. 10 erkennen lassen.

Um die Wirkungsweise des Chlorides und Bromides hin-
sichtlich der Beeinflussung der Leuchtfihigkeit unseres Photo-
bazillus besser iiberschauen zu kiénnen, wurde das Schaubild der
Fig. 12 hergestellt. Die Abszisse trigt die Konzentrationsmarken
in Zehntel-Normalmengen der versuchten Salze. Die Leuchtgrade
sind auf der Ordinate verzeichnet. Weiters wurde fiir diese Uber-
sicht die Wachstumszeit von 46 bzw. 48 Stunden gewiihlt und die
dieser Zeit entsprechenden Leuchtgrade herausgehoben. Es bauen
sich somit diese Kurven auf den Leuchtgrad nach 46 bzw. 48 Stun-
den jeder der vier Salzkombinationen, NaCl allein, NaCl mit Gly-
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zerin, NaBr allein und NaBr mit Glyzerin, in den auf der Abszisse
angesetzten Konzentrationen auf.

Verfolgt man den Leuchtverlauf bei verschiedenem NaCl-
Gehalt ohne Zusatz von Glyzerin, sieht man das Leuchtmaximum
im Rohrchen mit einer NaCl-Konzentration von 3/10 n. auftreten.
Ts ist jedenfalls eng begrenzt, denn bei niedrigerer oder- hoherer
Konzentration fillt die Leuchtfihigkeit steil ab. Vergleicht man
damit die Leuchtkurve mit NaBr ohne Glyzerinzugabe, verlduit
sie bis 3/10 n. Salzlosung annshernd parallel mit der NaCl-Linie.
Dann aber erhebt sie sich weiter allméhlich ohne ausgesprochenen
Abstieg und bekommt erst bei 6/10 n. Salzlosung ihren in der Be-
obachtungsdauer von 48 Stunden hochsten Stand. Dieser Vergleich
zeigt klar und einwandfrei, daB dem Cl und Br-als Anionen eine
weitgehende Beeinflussung des Leuchtens in dem Sinne zukomm?,
daB ersteres ebenso wie letzteres bei Konzentrationen von 2/10 bis
3/10 n. Salzlésung die Lichterzeugung wesentlich fordert, von da
ab aber bei den hoheren Salzgehalten das Cl'-lIon die Leuchtfdhig-
keit hemmt, das Br’-Ion dagegen dieselbe noch weiter giinstig be-
einflufit. Trotz vollkommener Isotonie beider Salzlisungen konnen
sich diese Salze doch nicht vollwertig vertreten, denn sonst miiiten
beide Kurven entweder zusammenfallen ‘oder mindestens parallel
knapp nebeneinander verlaufen, wie es annihernd bei den niederen
Konzentrationen der Fall zu sein scheint.

Fiihrt man Glyzerin zu, so dndert sich das Bild des Verlaufes
dieser Kurven dahin, .daB auch bei den niederen Gehalten der
parallele und nahegelegene Verlauf authort, wihrend die Er-
scheinungen bei den hoheren Konzentrationen 4/10 und 6/10 n.
keinen tiefgehenden Unterschied durch den Glyzerinzusatz er-
fahren. ‘

KCl- und KBr-Versuchsreihen.

Im allgemeinen wurden die Versuchsreihen mit KCI und
KBr, in verschiedenen Konzentrationen angewendet, den Natrium-
versuchsreihen analog durchgefiihrt. Deshalb ging ich wieder von
Normallosungen dieser beiden Salze aus und wihlte jenen Gehalt
an denselben, der steigend 1/10 bis 6/10 normal umfaBte. Dem-
entsprechend deckt sich die Numerierung der Proben der einzelnen
Versuchsreihen mit ihrem Salzgehalt an Zehntelnormal. So wurde
in allen gleich bezifferten Kulturen die Isotonie der N#hrlosungen
gewahrt und die Vefgleichsmﬁglichkeit tiir alle Proben geschaffen.
Es schien auch wiinschenswert, in die gegenseitige Vertretbarkeit
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von K und Na in bezug auf Leuchten und Wachstum dieser Bak-
terienart Einblicke zu erhalten, zumal in dieser Hinsicht messende
Untersuchungen fiir Leuchtbakterien mir nicht bekannt wurden.
BEUERINCK ® spricht zwar von einer Vertretbarkeit des Kochsalzes
durch andere Salze, sofern diese in isotonischen Mengen angewen-
det werden, welcher Ansicht sich auch Moriscr ® anschloB; jedoch
wurden prozentuelle Vergleichslosungen zu den Versuchen ver-
wendet und die Leuchtstirken nicht vergleichend gemessen.

Ohne auf Einzelheiten dieser und anderer #lterer Literatur-
angaben einzugehen, hielt ich eine Uberpriifung der Befunde,
welche die Basis der genannten Ansichten abgeben, durch MeB-
versuche in tatsichlich isotonischen Nidhrmedien fiir notwendig.

Es sei gleich betont, dall die folgenden Versuche insofern als
,unrein® zu bezeichnen sind, als eine vollige Ausschaltung des
Natriums aus denselben nicht geschehen ist. Schon das Seefisch-
fleischwasser enthilt betrichtliche Mengen Natrium, denn die
Aschenanalyse 1 des Fleisches vom Schellfisch (Gadus aeglefinus)
ergibt einen Gehalt von 13-84% Kali und 36:51% Natron neben
339% Kalk und 1-9% Magnesia. Ein groBer Teil der Natrium-
verbindungen des Fleisches geht aber in die Briihe iiber. Diese
Verbindungen sind in den vorliegenden Versuchen nicht ausge-
schaltet und storen die Reinheit derselben. Allerdings kann
man das gleiche in bezug auf Kaliumverbindungen fiir die Natrium-
versuche des vorigen Abschnittes aussagen. Im Anschluf an die
triither erwshnten laufenden Untersuchungen iiber die Gewinnung
der fiir die Erniihrung dieser Mikroben notwendigen chemisch reinen
N-Verbindungen werden Versuche mit ausschlieBlichen Na- bzw.
Kalium-Gehalten ausgefiihrt, deren Ergebnis einer spiteren Mit-
teilung vorbehalten ist. Entsprechende Vorversuche haben gezeigt,
daB sich dadurch im wesentlichen nichts &ndert.

KCl-Versuche.

Die Zusammensetzung der Nihrfliissigkeiten, die nach be-
stimmten Wachstumszeiten erhaltenen Leuchtwerte und die An-
fangs- und Endreaktion der Versuchsreihe mit KCl ohne Glyzerin-
zugabe sind in der Tabelle 5 zusammengefaft.

8 M. W. BEL/ERINCK, Le photobacterium luminosum, bactérie lumineuse
de la mer du nord. Areh. Néerlandaises des Sciene. Exact. et Natur.,
Haarlem, T. XXTII, 1889.

o H. MouiscH, Leuchtende Pflanzen, 2. Auflage, Fischer, Jena 1912.

1 Vgl J. Konig, Die menschlichen Nahrungs- und Genubmittel 2.
1904, 8. 488. -
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Tabelle 5.
KCl-Versuch ohne Glyzerin.

) ems$ KCl-Gehalt Pa Leuchtgrade nach Stunden
o]
D = . =
22| 12 | A © — < B | 8
22153 1225 2 | E | 205|225 |24 (36| 48 60
zZE | 82 a2 == = =) 2 28 | =5
< | BR NA 5] = ~ g“ 2
150 5| 4 | 100y, onlTi72]0 (0 |0 |0
2 50 10 40 100 | *, [1-49| 71 | 7-3]0 0 4-0 1 4-8
31501 15 35 100 | 3/, |2°24| 71| 74]0 2:5 | 85| 40
44150 2 | 8 | 100 |4, |298]|71|74]|26|40]75]70
5150 | 251 25 | 100 |5, [373) 71 74163|47!50]68
615 |3 | 2 | 1006, 44771 |74]02|85|74]|88

In derselben sind die maximalen Leuchtgrade fiir jeden Be-
obachtungsabschnitt fett hervorgehoben. Vor allem sind die nie-
deren Werte derselben auffallend. Die htheren Konzentrationen
an KClI fordern den Leuchtprozed noch am meisten. Das Optimum
des Salzgehaltes liegt hier um 6/10 n. KCL Die geringeren Salz-
mengen von 2/10 bis 3/10 n. KCl wirken anscheinend iberhaupt
nur schwach. Auch in dieser Versuchsreihe nimmt beim Wachstum
die Alkaleszenz des Nihrbodens zu, wie aus der Abnahme der ur-
spriinglichen Wasserstoffionenzahl entsprechend py; = 7-1 ‘auf
Pu = 74 zu ersehen ist.
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Fig. 13.

Das mit den Leuchtgraden ausgefiihrte Schaubild der Licht-
entwicklung mit KCI ist in Fig. 13 wiedergegeben. Das Leucht-
vermogen der Kulturen 2 und 3, entsprechend der Konzentration
2/10 und 3/10 n. KCI steigt allmiihlich an, ohne in der Beobach-
tungszeit von 60 Stunden hohere Werte zu erhalten. Eine dhnliche
Zunahme zeigt auch die Probe 4, bei der aber nach 48 Stunden
bereits der Abfall einsetzt. Die Probe 6 mit dem hochsten Gehalt
an KCI bietet fiir das Leuchten die optimalen Bedingungen, da
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ein rascher Anstieg erfolgte, den ein geringer Abfall abloste, um
einem zweiten Anstieg zu weichen, der das Leuchtmaximum er-
reichte. Nicht ohneweiters klar sind die im Zuge der Leucht-
linie 5 und 6 eingestreuten Senkungen. Auf dieselben wird bei
der Betrachtung der Triibungskurven zuriickgekommen. Die ein-
getragenen Anfangsleuchtgrade der Proben 2 bis 4 zeigen deut-
lich die Steigerung der lichtférdernden Eigenschaften zunehmender
Salzkonzentration.

Durch die Zugabe von 069% Glyzerin bei gleichem KCI-
Gehalt treten wesentliche Anderungen im Leuchtvermdgen auf,
wie es die folgende Tabelle 6 zeigt.

Tabelle 6.
KCl-Versuch mit 0:699 Glyzerin.

o cmd KCl-Gehalt Pn Leuchtgrade nach Stunden
- T
2|e5 3f HEREREA:

| ®a "-—é‘ - w2 = & ;ce 2

1|50 )15 530|100 |, 0-7]7-1]71]0 jo |0 |0
2150 |15 |10 | 25 | 100 [ 2, (149 71 {72]0 |20 68| 77
35015 15|20 100 |9/, 22471 72}0 |30 75| 85
4|50 |15 |20 |15 100 | 4, (298] 71 | 72| 3:7 | 46 | 10-5 | 100
515015125110 100§ 35/, [3-78] 71| 72]48 77 18-0[12:4
6150|1530 | 5| 100 |, 447 T1 | 72|19 | 9°3 |18:3 /124

|

Das Leuchtmazimum liegt zwar wieder bei 6/10 n. KCI,
jedoch sind die Leuchtwerte an sich bedeutend gestiegen und selbst
bei den niederen Konzentrationen ist unter dem Einflusse des
Glyzerins nicht unerhebliches Leuchten eingetreten. Es wurde auch
wesentlich weniger Alkali gebildet, denn die py -Zahlen sind von
7-1 nur auf 7-2 gestiegen:

Die Unterschiede im Verlauf der Lichtbildung mit und ohne
Glyzerinbeigabe zeigen sich besonders in der graphischen Aus-
wertung der Leuchtgrade, wie sie die Fig. 14 darstellt. Der Verlauf
der Leuchtkurven ist eindeutig und klar und frei von eingestreu-
ten Senkungen und erinnert hinsichtlich der Réhrchen 5 und 6 an
den Zug der NaCl-Kurven 3 und 4 der Fig. 5. Dieser Vergleich
allein zeigt ilberzeugend, daff die Isotonie nicht das wirksame
Agens sein kann. Wire sie es, miiiten die Leuchtkurven der KCl-
Proben 3 und 4 mit jenen der NaCl-Rohrchen 3 und 4 parallel
laufen oder sich decken, was aber nicht der Fall ist. Das Kation
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K wirkt erst bei weit hoherer Konzentration ungefiihr ebenso wie
das Kation Na'. Es gestaltet die Glyzerinzugabe auch in diesem
Falle die Entwicklung und das Leuchten stetiger in seinem Ver-
lauf und verhindert das Auftreten von eingestreuten Senkungen.
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Fig. 14.

Die auf die Vermehrung bezogenen Triibungszahlen sind im
aligemeinen niedrig, wie aus der folgenden Zusammenstellung er-
sichtlich ist. Auch Glyzerinzusitze erhohen dieselben nur un-
wesentlich.

Tribungszahlen der KCl-Versuchsreiben.

’ Triibungszahlen
Kultur [ Nt nach Stunden

j 24 | 36 | 48 | 60
2 1-0 | 2-5|13-0 | 18‘5
3 1-0 | 35| 11-5 | 15-5
KCl + Glyzerin 4 87 | 13-0 | 22:5 | 25-4
5 86 | 16:5 | 21-0 | 27-0
6 5'0 | 14-5 | 15°5 | 25-0
2 2'8 | 561|105} 24-0
3 301 4-0 | 12-0 | 15-0
Kdal 4 8-0 | 15:5 | 17:0 | 220
5 |11-417-3|19-8 | 24'3
6 54 13-4 | 15-9 | 209

!
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Nach der Tribung beurteilt, wire das Vermehrungs-
optimum mit und ohne Glyzerinzusatz bei der Konzentration
des Rohrchens 5 anzunehmen, also bei 1/2 n. KCl, wihrend wir das
Leuchtoptimum bei 6/10 n. KCl feststellen konnten. Es muB jedoch
dazu bemerkt werden, daB das KCl die Bildung groBerer Zell-
formen und Verklebungen der Mikroben begiinstigt, was besonders
fiir die hoheren Konzentrationen gilt. Auvch die friiher bei den
Leuchtkurven 5 und 6 der Figur 13 hervorgehobenen eingefiigten
Abfille diirften auf eine VergroBerung der lichtstreuenden Teil-
chen durch Verklebung von Zellen zu Zellenhiufchen zuriickzu-
fithren sein, wobei die Lichtausstrahlung ebenfalls vermindert wird,
wenn auch nicht in so hervortretender Weise.
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Fig. 15.

Aus den Kurvenscharen der Figuren 15 (mit Glyzerin) und
16 (ohne Glyzerin) ersieht man mit groBter Deutlichkeit die Regel-
miBigkeit des Tritbungsverlaufes wihrend des Wachstums (Kurven
27,37,4T,5T und 87). Die diinn gezeichneten Leuchtkurven
zeigen bei den héheren Konzentrationen der Reibe ohne Glyzerin
gar keinen Zusammenhang mit den dazugehorigen Triilbungs-
kurven, wie es ganz besonders 5 L und 57 und auch 6 L und 6 T
der Fig. 16 dartun. Im ersteren Fall findet im Zeitintervall 23
bis 27 Stunden ein Anstieg der Tribung (7T) statt, wihrend gleich-
zeitig das Leuchtvermdgen zuriickgeht. Es hat fast den Anschein,
als ldge eine Storung des iiblichen Zusammengehens von Wachstum
und Leuchten vor. Durch die Darreichung von Glyzerin werden
diese Diskrepanzen groBtenteils vermieden, wie es aus den Kurven
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der Fig. 15 hervorgeht. Die Leuchtkurven 5L und 6 L steigen
in den ersten 48 Stunden der Vermehrung steil an, wihrend die
zugeordneten Tritbungskurven einen allmédhlichen Anstieg auf-
weigsen. Nach 48 Stunden 148t das Leuchten allerdings auch rapid
nach, obwoh! die Triibung weiterhin stetig zunimmt. Die schwiiche-
ren KCl-Konzentrationen mit Glyzerin zeigen dagegen wihrend der
ganzen Versuchsdauer eine gute Ubereinstimmung zwischen Trii-
bung bzw. Vermehrung und Lichtentwicklung.
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KBr-Versuche.

Bei diesen Versuchsreihen wurde das KCl durch KBr idqui-
valent ersetzt, so dall auch hier dieselben osmotischen Verhiltnisse
obwalten. In Tabelle 7 sind die Zusammensetzungen der Nahr-
losungen, die pg-Zahlen und die Leuchtgrade nach den verschie-
denen Wachstumszeiten zusammengefaBlt.

Tabelle 7.
KBr-Versuch ohne Glyzerin.

Monatshefte fiir Chemie, Band 60

-3

.. ems KBr-Gehalt Py Leuchtgrad nach Stunden

<, ; -

s2[:5 14y s 2| 8|22 s

EC|EE | 2 | E| E| s |22 |SE |35 | 45| 58] 70| 82
E 38| 8 | HE 5 S g AE | =m# .
Z neg |- o2l = & ;d ]

1450 5| 45 100 vy, |1-19f 70| 70f0 Jo 0o [0 |o
2150 10| 40 | 100 ?/, (288 70| 74 8 381392860
3150 15 35| 1003, (357|700 75| 23 50|45|18]|16
450 20| 30 100{ %, |476]7-0 | 7-4] 54 6032|2649
5|50 25 25100}, [5-95) 70|73} 9753|5250 47
61501 30| 20100} e, |7-14l 70! 72113 5.0 30|39 ] 20
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Schon. nach 35 Stunden ist in der Kultur 6 die groBte iiber-
haupt beobachtete Leuchtstirke erreicht, also in der Probe mit
6/10 n. KBr. Diese starke Lichtstrahlung hat jedoch nur eine sehr
kurze Dauer, denn nach weiteren zehn Stunden ist sie unter die
Hailfte zuriickgegangen, um in der Folge allmihlich noch weiter
zu fallen. Auch in der Probe 5 mit 1/2 n. KBr ist ebenfalls nach
35stiindigem Wachstum der fiir dieses Rohrchen hochste Leucht-
wert erreicht, der aber absolut kleiner ist als bei 6. Der Riickgang
erfolgte aber weniger steil, so daB sich selbst nach 82 Stunden
am Ende des Versuches noch immer eine gute Lichtbildung zeigte.
Bei den Kulturen mit kleinerem KBr-Gehalt treten die Leucht-
maxima erst nach 45 bzw. 58 Stunden auf.

1

35 W ¥ U 55 60 65 7 75 50«371
Fig. 17.

Diese Verhiltnisse zeigen sich in der graphischen Darstellung
der Fig. 17 besonders deutlich. Im cllgemeinen bewirkt das KBr
einen sehr raschen Anstieg des Leuchtens innerhald der ersten
35 Wachstumsstunden, wenn es in der Menge von 4[10-—5]10 normal
angewendet wird.

Mit abnehmender Dosis tritt diese rapide Wirkung immer
mehr zuriick. Es werden dann aber auch nur geringe Licht-
mengen ausgesandt. Die stimulierenden Eigenschaften der groBe-
ren Konzentrationen sind bei KBr viel ausgeprigter als bei KCl
oder gar NaCl. Dafiir ist bei KCI der Riickgang des Leuchtens
bei den optimalen Konzentrationen sanfter und weniger steil.

Auch hier #ndert die Anwesenheit von Glyzerin die Leucht-
verhdltnisse einschneidend. Tabelle 8 zeigt den Autbau und die
Ergebnisse einer KBr-Versuchsreihe mit Glyzerin.

Es bleibt wohl auch hier der Probe 6 das Leuchtmaximum
erhalten, das aber niedriger liegt als ohne Glyzerin. Nach
45 Stunden weist jedoch das Rohrchen 3 die grofite Lichtintensitit
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auf, die jener der Probe 6 nach 35 Stunden sehr nahe kommt. In
diesem Leuchtstadium verbleibt nun die Kultur 3 bis zu etwa
70 Stunden, um dann rasch fast zu erloschen. Die Proben 4 und 5
erreichen diese Leunchtgrade iiberhaupt nicht, obwohl geradé die
Kultur 5 selbst nach 82 Stunden noch gut leuchtet.. Die Pg-Zahlen
lassen erkennen, dall die 6/10 n. KBr enthaltenden Xulturen
wenig alkalisch geworden sind und trotzdem bei py = 72 die
Leuchtmaxima aufweisen, einerlei ob Glyzerin wvorhanden ist
oder nicht.

Tabelle 8.
KBr-Versuch mit 0°699 Glyzerin.

- ens3 KBr-Gehalt Pu Leuchigrad nach Stunden
%h zp =
5E|:E 22 fw « | 5| &2 |2 Z
SElESisEBE g B T B SE 5| s |45 ms | 0| 2
shlEs i jag|m 5 & 21 E% 23
z |ra|=z 5= ] A Al gs ca

e} &
115015 | 5301100F ¢/, |1-19}Y 70 | 70 ] O 0 0 0 0
2150115 | 10| 25 (100} 2/, |2-88| 70 | 7°2}0 401651700
3|50|15 |15 20 (100} */,, |8-57| 70 | 7-83| 14|73 808320
4 |50 15 20|15 [100f ¢/, |4:76] 70 | 73|31 |57 |50 40]38
5|50 15 25|10 (100} 5/, (5951707213960 )|6°2!49|6°0
6 50‘15 30} 511007 &/, 17147 7:0 1 7°2 792, 4:0 1 68 4:0 { 3*H

In Figur 18 sind diese Verhiltnisse in Kurven dargestellt,
welche die Verschiedenheit gegeniiber dem Leuchten ohne Glyzerin-
zusatz gut erkennen lassen. Die Kurven mit Ausnahme der dem
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Fig. 18.

Rohrehen 6 zugeordneten verlaufen hoher und langsamer an-
steigend, wihrend die GroBe der Leuchtgrade nach den ersten
35 Stunden beim Glyzerinzusatz vermindert erscheint. Besonders
in den Rohrchen mittlerer Konzentration ist die Leuchtfahlgkelt
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nicht unwesentlich gesteigert und verldngert, was iibrigens auch
fiir das Rohrchen 2 mit 2/10 n, KBr zutrifft (Kurve 2), Der Ver-
lauf des Leuchtens im Rohrchen 6 hat sich durch die Glyzerin-
zugabe nicht wesentlieh gesindert. Im. Vergleich zum NaBr ist die
Forderung des Leuchtens durch KBr mit und ohne Glyzerin nur
als gering zu bezeichnen. ‘

Auch die Kulturtriibungen beim Wachstum werden durch-
KBr anders beeinfluBlt als. durch KCl, wie aus der folgenden Zu-
sammenstellung der Tribungszahlen der KBr-Versuchsreihen zu
entnehmen ist.

Triibungszahlender KBr-Versuchsreihen.

Triibungszahl
Kultur NT. nach Stunden
35 | 45 | 58 | 70
2 56 | 14:6 + 236 | 366
3 | 10-7 | 19-7 | 81-2 | 43-2
KBr + Glyzerin| 4 }15-0 | 22-0 |} 87'5 | 305
5 |17-4119-4| 207 | 27-4
6 8-83 1100 | 14+0 | 180
2 85| 182 | 26-9 | 31-2
8 [|12-7 | 22-7 | 28-7 | 317
KBr 4 1157|212 29:2 | 362
5 9+6 | 237 | 24-9 | 34-6
6 92 | 11-2 | 12-2 | 17-2.

Im allgemeinen sind die Triibungszahlen grofer als bei den
Proben mit KCI, was besonders fiir die mittleren und niederen
Konzentrationen hervorgehoben sei. Umgekehrt zeigen die Proben
mit den hochsten Konzentrationen (6/10 n. KBr) kleinere Trii-
bungswerte als die gleichen Proben mit KCI.

Eine Ubersicht iiber den Verlauf der Triibungen bzw. des
Wachstums in bezug auf die zugehérigen Leuchtkurven geben die
Fig. 19 und 20, von denen sich die erstere auf die Versuchs-
rethe mit Glyzerin bezieht.

Die Kurven 37, 4T und 57 der Fig. 19 verlaufen an-
steigend mit fortschreitender Wachstumszeit und dabei diver-
gierend, wihrend beim Mangel an Glyzerin dieselben sanfter an-
steigen und nicht auseinandergehen (Fig. 20). Bei niedriger Kon-
zentration bewirkt der Glyzerinzusatz einen etwas hoheren An-
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stiég (Fig. 19, 2 7). Die Tritbungen in den Proben 6 mit 6/10 n. KBr
mit oder ohne Glyzerin verlaufen annihernd gleich. Zwischen den
Léuchtgraden und den zugehdrigen Triibungen herrschen bei den
KBr-Versuchen ohne Riicksicht auf den Glyzerinzusatz mehr oder
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Fig..19.
minder auffallende Unstimmiglg;eiten. Vielfach entsprechen ge-
ringe Triibungswerte hohen Leuchtgraden und umgekehrt. Letzte-
res zeigt sich besonders bei den Proben ohne Glyzerin in den
Wachstumszeiten nach 45 Stunden und bei den mittleren Kon-
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. Fig. 20.
zentrationen (2, 3 und 4 der Fig. 20), wihrend die entsprechenden
Kulturen mit Glyzerin eine bessere Ubereinstimmung in diesen
Konzentrationsbereichen aufweisen.

Um die Wirkung der Salze KCl und KBr ohne und mit Gly-
zerin klar zu iiberschauen, erscheirit es zweckmiBig, die GroBe
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der Leuchtgrade in jedem Réhrchen, also bei jeder Konzentra-
tion dieser Salze, nach einer bestimmten Wachstumszeit heraus-
zuheben und mit diesen Werten eine graphische Darstellung
anzufertigen, bei der die Abszisse die Marken in Zehntelnormal-
Salzmengen trigt. Dieselbe ist in Fig. 21 wiedergegeben. Die
friihere Fig. 12 brachte ein #Hhnliches Schaubild fiir die Licht-
wirkung bei NaCl und NaBr, welches mit dieser Figur unmittel-
bar vergleichbar ist.
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Wenn man die nach 48 Stunden erhaltenen Leuchtwerte
der KCi-Reihe in ihrer gegenseitigen Lage betrachtet, findet man
einen ruckweisen Aufstieg des Leuchtens beil zunehmender Kon-
zentration, so daB bei 4/10 und 6/10 n. KCl Leuchtspitzen er-
scheinen. Der Zusatz von Glyzerin glitiet den Verlauf der Licht-
zunahme mit der Erhohung der Konzentration, wobei das
Maximum in den Bereich von 6/10 n. KCI zu liegen kommt.

Das KBr ohne Glyzerinzusatz bewirkt das Auftreten eines
einzigen Leuchitmaximums nach 48 Stunden bei 4/10 n. KBr. Das-
selbe ist aber kleiner als bei 4/10 n. KCl. Wir finden bis zum
Maximum einen fast linearen sehr scharfen Anstieg und von dort
weg einen fast cbenso gestalteten Abfall. Wenn wir Glyzerin
zusetzen, erhalten wir auch bei der KBr-Reihe zwei Leucht-
spitzen, eine bei 3/10 n. KBr und eine andere und geringere bei
5/10 n. KBr. Die Verbindung der Leuchtgrade dieser KBr-Gly-
zerinreihe ergibt eine Schaulinie, die einen dhnlichen Verlauf auf-
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weist. wie jene der KCl-Proben ohne Glyzerin, aber gegen die
geringere Konzentration zu verschoben. Im Falle des KBr wirkt
demnach der Glyzerinzusatz in bezug auf die Bildung von
Leuchtspitzen gerade umgekehrt wie bei KCIL. Bei den KBr-Reihen
fordert das Glyzerin die Lichterzeugung viel weniger als bei den
KCl1-Proben.

Vergleicht man die Kurvenschar der K-Reihen mit jener der
Na-Versuche (Fig. 12), erkennt man sofort die grofle Verschieden:
heit der Wirkung der Na- und K-Salze mit und ohne Glyzerin.
Der Leuchtverlauf an sich und die Lage der Maxima zeigen sehr
einschneidende Unterschiede. Nach diesen Befunden kann man
von einer gegenseitigen Vertretbarkeit dieser Katiomen und An-
ionen hei gleichbleibender Wirkung in bezug auf das Leuchten
wohl nicht sprechen. Jedes Salz der untersuchten Reihen hat sein
eigenes Konzentrationsoptimum, das bei dem Photobazillus radians
das beste Leuchten erzeugt. Es scheint der Fall so zu liegen, daB
die werschiedenen Kationen und Anionen die Bakterien wver-
anlassen, ihre eigenen osmotischen Plasmaverhdlinisse fallweise
einzustellen. In dieser Weise diirften sich besonders die Kationen
(CI" und Br") bemerkbar machen. Jedenfalls kOnnen sich die
untersuchten Salze, auch in isotonischen Ldsungen angewendet,
nicht gegenseitiq wirkungsgleich vertreien.

Zusammenfassung.

Die von Nordseefischen reingeziichtete Leuchtbakterienart
wird morphologisch und physiologisch kurz charakterisiert und
unter dem Namen Photobazillus radians als neue Art gefiithrt, mit
der die beschriebenen Versuche ausgefiihrt wurden.

Ohne Zugabe einer besonderen C-Quelle tritt das Leucht-
optimum in der verwendeten Bouillon bei der NaCl-Konzentra-
tion von 3/10 normal nach 48stiindigem Wachstum bei 16° C ein.

Im NaCl-Versuch ohne Glyzerin als C-Quelle werden bei
einer Menge von 6/10 n. NaCl Wachstum und Leuchten wesentlich
verlangsamt, dafiir aber durch lingere Zeit steigend erhalten.

Die mit Glyzerin kombinierten NaCl-Kulturen zeigen ihr
optimales Leuchten bei einer Xochsalzmenge von ebenfalls
3/10 normal nach 48stiindiger Zucht, jedoch wird dasselbe knapp
an die Leuchtstiirke der Probe mit 4/10 n. NaCl herabgedriickt.
Glyzerin schwiicht im Falle der NaCl-Kulturen das Leuchten seht
betriachtlich bei niedrigeren Konzentrationen als 3/10 normal, hebt
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dasselbe aber fiir die hoheren Konzentrationen iiber 4/10 normal
NaCl in den Wachstumszeiten nach 65 Stunden.

NaBr ohne Glyzerin wirkt in einer Menge von 5/10 normal
nach 48 Stunden optimal auf das Leuchten, wobei dasselbe schon
nach 22stiindiger Kultur stark zu bemerken ist.

Bei NaBr mit Glyzerin wird die Leuchtfihigkeit sehr aus-
giebig in den Proben von 3/10 bis 6/10 normal gebessert, wobei das
Optimum nach 48 Stunden in der Probe mit 6/10 normal fest-
zustellen ist, dem sich die Leuchtgrade der Rohrchen 4 und 5
aber sehr nihern.

In den NaBr-Kulturen mit Glyzerin geht aber das Leuchten
nach 48 Stunden raseh und stark zuriick.

Bei demselben Kation Na- ist die Wirkung der Anionen Cl’
und Br’ derart verschieden, dal eine gegenseitige Vertretbar-
keit der Salze NaCl und NaBr mit gleicher Wirksamkeit in iso-
tonischen Losungen nicht mogiich ist. Die Anionen duBern hin-
sichtlich der Lichterzeugung unterschiedliche Wirkungen.

KCI in einer Konzentration von 6/10 normal ohne Glyzerin
ruft nach 37 Stunden ein Leuchtoptimum hervor, das nach einem
leichten Riickgange in der Folge beibehalten wird. Es ist aber
viel kleiner, als es bei NaCl in einer Konzentration von 3/10 normal
nach 48 Stunden erreicht wird. Zur Erreichung eines raschen
Leuchtanstieges braucht man bei Anwendung von KCl an Stelle
des NaCl eine weit hohere Konzentration.

-~ Die Beigabe von Glyzerin in diesen KCl-Versuchsreihen
1568t diese Verschiebung in den Bereich hoherer Konzentrationen
besonders deutlich hervortreten. Nach 48 Stunden wird ein- sehr
hoch liegendes Optimum des Leuchtens bei 6/10 n. KCl erreicht,
dem sich die Leuchtstirke der Probe mit 5/10 n. KCl sehr ndhert.

Das KBr wirkt in den ersten 35 Stunden des Wachstums
auf das Leuchten in Mengen von 5/10 bis 6/10 normal auBerordent-
lich stimulierend, denn nach dieser Zeit ist bereits das Leucht-
optimum bei letzter Konzentration erreicht.

Die Wirkung dieser optimalen Mengen bremst ein Gly-
zerinzusatz in den ersten Ziichtungszeiten, was besonders fiir
5/10 normal zum Ausdruck kommt. In den folgenden Wachstums-
zeiten fordert das Glyzerin die Lichtbildung.

Die K-Reihenversuche zeigen ebenfalls eine verschiedene
EinfluBnahme der beiden Anionen auf die Lichterzeugung bei den
verschiedenen Salzmengen.
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Die versuchten Kaliumsalze zeigen die bessere Wirkung auf
das Leuchten in hoheren Konzentrationen von 5/10—6/10 normal.

Das’ Kation K beeinfluBt den Leuchtproze® anders als Na:,
weshalb es auch letzteres nicht vollwertig isotonisch dabei zu ver-
treten vermag. ,

KCl und KBr bewirken eine Neigung zur Verklebung der
Mikrobenzellen in den Kulturen, besonders bei stirkeren Kon-
zentrationen, wihrend diese Erscheinung in den Na- Kulturen nur
bei grofem Salzreichtum eintritt.

Wegen dieser Verklebungserscheinungen sind die Triibungs-
messungen nur mit Vorsmht zur Bestlmmung der Vermehrung
verwendbar.

Es scheint das stirkere Leuchten keineswegs immer mit
einer groBeren Zellvermehrung zusammenzuhéingen und umgekehrt
trotz zunehmender Triibung die Lichterzeugung nicht nur nicht
zu?steigen, sondern bei hoheren Konzentrationen sogar zu fallen.

Tatelerkldrung.

Fig. 1. Hingender Tropfen, hergestellt in 0.3 n. NaCl-Losung mit einer
24stiindigen Agarkultur bei 18° C, mit JJK—LGsung behandelt. 1300-

, faeh vergr.

Fig. 2. 36stiindige Oberfliichenkolonie auf Fischgelatine. 30fach vergr

Fig. 8. Ausstrich der Aufschwemmung in 0.3 n. NaCl-Losung emef 24stiin.
digen Fischagarkultur, bei 18° C geziichtet. Farbung mit wésseriger
Methylenblaulosung. 1800fach vergr.

Fig. 4. Ausstrich wie Fig. 3, jedoch mit verdiinnter Karbolfuchsmlosum
gefirbt. 1300fach vergr.

Fig. 5. Klatschpriparat einer 72stiindigen Oberflichenkolonie von einer
neutralen’ Fischgelatineplatte, mit wisseriger Methylenblaulosung
tingiert. 1300fach vergr.

Fig. 6. Ausstrich von einer Gelatineplatten-Oberfliichenkolonie nach 48-
stiindigem Wachstum bei 16° C. Methylenblaufdrbung. 1300fach
vergr.

Fig. 7 u. 8. Ausstriche einer 20stiindigen Fischagarkultur, bei 12° C ge-
ziichtet. 4/s Karbolfuehsinfirbung nach Fixierung in Osmiumsdure-
démpfen. 750fach vergr.

Fig. 9. Innenstrukturen des Photobacillus radians. Nach Ausstrichpripara-
ten gezeichnet, die einer Aufschwemmung in 0.3 n. NaCl-Losung ent-
stammen. Firbung mit Methylenblau. Zirka 3000fach vergr.

Fig. 10. Positiv einer Schwirzungsreihe von den Kulturen mit verschiede-
nem NaCILGehalt, oben ohne und unten mit einem Glyzerinzusatz.
Die Zahlen geben die Kulturnummern in der Reihe und den Zehntel-
normalgehalt von Salz an.



