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Studien iber funktionelle Anpassungen hei Bakterien.
Von Dr. A. 0. THAYSEN.

(Mitteilung aus dem bakteriologischen Laboratorium des Schweiz. Gesundheitsamtes.)

Finleitung.

- Mutationserscheinungen, wie sie von Neisser und Massini ') beschrieben
wurden, sind in den letzteren Jahren in recht grosser Zahl beobachtet
worden und der Ausdruck Mutation hat sich allmihlich in die Bakteriologie
eingebiirgert als Bezeichnung fiir solche Variationserscheinungen, die unter
dem Kinfluss #Husserer Faktoren zu anscheinend pliotzlicher Neuerwerbung .
einer Eigenschaft fiihren.

Als klassisches Beispiel einer Bakterienmutation diente von jeher das
Verhalten des von Neisser aufgefundenen Bact. coli mutabile. Dieses Stéb-
chen, das Laktose nicht direkt zu zersetzen vermag, konnte durch Ziichtung
auf milchzuckerhaltigem Nihrboden in eine die betreffende Zuckerart zer-
legende Rasse iiberfithrt werden. Diese Rasse hatte also unter dem Ein-
fluss des Michzuckers eine neue Iigenschaft, die Produktion von Laktase,
erworben, die, wie es schien, sich nicht allmihlich ausbildete, sondern
plotzlich und in voller Entwicklung zu Tage trat. Es war, mit anderen
Worten, Buact. coli mutabile in einem Sprunge — ohne Ausbildung von
Zwischenformen — von dem nicht vergiirenden Stammtypus in die vergirende
Rasse iibergegangen, ein Vorgang, in dem man, wie erwidhnt, eine Mutation
im Sinne von de Vries erblicken wollte.

Von verschiedener Seite ist man in neuester Zeit gegen die Bakterien-
mutationen aufgetreten und besonders Pringsheim und Burri haben von der
Einfithrung der Mutationstheorie in die Bakteriologie zur Erklirung der in
Frage kommenden Erscheinungen Abstand genommen. Schon Benecke 2) hatte
sich allerdings gegen den Ausdruck «Mutation» gewehrt, weil er in dem
durch das Wachstum auf milchzuckerhaltigem Néhrboden bedingten Ueber-
gang von Bact. coli mutabile in eine Laktose vergirende Rasse keinen
richtungslosen, d. h. unbeeinflussten Variationsvorgang erblicken konnte.
Immerhin hielt der genannte Forscher es doch fiir verantwortlich, den Aus-
druck beizubehalten, so lange wenigstens, bis der scheinbar sprunghafte
Charakter der Umwandlung, der «pliotzliche» Uebergang in die vergiirende
Rasse genauer untersucht und wo moglich aufgeklirt worden war. Anderer
Meinung ist Pringsheim ®). Fiir ihn entbehrt die Bezeichnung «Mutation »

) R. Massini, Arch. f. Hygiene, Bd. 61, 1907, p. 250.

*) W. Benecke, Zeitschr. f. indukt. Abstammungs- und Vererbungslehre, Bd. 2, 1909,
p. 215.
®Y H. Pringsheim, Die Variabilitiit niederer Organismen, Verlag von J. Springer,
Berlin, 1910.
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in diesem Falle jeder Berechtigung, weil die Umwandlung von DBact. coli
mutabile in eine vergirende Rasse nicht als eine sprunghafte im Sinne von
de Vries aufgefasst werden kann. Denn es handelt sich hier im Gegensatz
zu den wahren Mutationen, welche die Entstehung der verschiedensten Merk-
male morphologischer Natur bewirken konnen, nur um die Erwerbung eines
einzigen physiologischen Artmerkmales.

«Hs gibt bei dieser Mutation», sagt Pringsheim, «nur eine mogliche
Sprungweite» — die Erwerbung des Vergirungsvermigens — <«so, dass
fiir sie der Ausdruck Variation vollkommen ausreicht. »

Da nun die Umwandlung ausserdem absolut von dem Vorhandensein
der Laktose abhiingig ist, eine ausgeprigte adaptive Natur besitzt, so glaubt
Pringsheim sich berechtigt, die Bezeichnung «Mutation», in diesem Zu-
sammenhange gebraucht, ganz aufgeben und die Entstehung der Laktose
vergiirenden Rasse von Bact. coli mutabile und damit auch die Bakterien-
mutationen im allgemeinen als funktionelle Anpassungen auffassen zu diirfen,
Anpassungen — «iitber deren Art und Weise, wie sie zustande kommen,
wir jedoch nicht genauer informiert sind.»

Musste nun auch die Annahme einer sprunghaften Umwandlung im
wahren Sinne des Wortes als unberechtight bezeichnet werden, liessen sich
auf der anderen Seite die Bakterienmutationen auch schwierig als typische
Anpassungen auffassen, solange der Beweis fiir die Existenz von Zwischen-
formen zwischen den Extremen, Nichtvergirer und Vergirer, fehlte. Diesen
Beweis zu fithren war aber nicht méglich, solange man die Umwandlung
von DBact. coli mutabile und der anderen sich analog verhaltenden Bakterien
in der Weise bewerkstelligte, wie es Neisser und Massini getan hatten.
Denn die vergirende Rasse musste, um iiberhaupt beobachtet werden zu
konnen, in voll entwickeltem Zustande auf der Endoplatte, auf der sie als
sogenannte « Knopfe» in der Mutterkolonie erkennbar war, vorhanden sein,
KErst als Burri?) fiir seine Studien iiber Baet. imperfectum ?) Schiittelkulturen
zur Anwendung brachte, wurde es moglich, die Entstehung der vergirenden
Rasse genauer zu verfolgen. Burris Untersuchungen verdienen deshalb
auch ein besonderes Interesse und um so mehr, als mit aller Deutlichkeit
~aus ihnen hervorgeht, dass die Umwandlung eine allmihlich verlaufende ist,
die zur Ausbildung zahlreicher Zwischenformen Veranlassung gibt.

Die Schiittelkulturen, die Burii fiir seine Untersuchungen gebrauchte,
enthielten zwei Prozent der fakultativ vergiirbaren Zuckerart, bei Bact.
imperfectum, also Saccharose, und in diesen Kulturen, die mit reichlichem
Material, etwa 100 Millionen Zellen der Stammkultur geimpft waren, ent-

Y R. Burri, Ueber scheinbar plotzliche Neuerwerbung u.s. w., Centralbl. f. Bakt."
II. Abt., Bd. 28, 1910, p. 821. 3

) Ein von Buwrri isoliertes Bakterium, das nicht befithigt ist, Rohrzucker direkt an-
zugreifen, bei geeigneter Ziichtung aber Saccharose spaltende Rassen liefern kann, und
sich also gegeniiber Rohrzucker so verhiilt, wie Bact. coli mutabile gegen Milchzucker.
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stand die neue Rasse in Form scheinbar gut isolierter Kolonien, die somit
den «Knopfen» der Endoplattenkolonien von Buct. coli mutabile entsprechen
wiirden.

Beim Impfen von Schiittelkulturen mit fallenden Mengen Imperfectum
Zellen beobachtete Burri nun die auffallende Erscheinung, dass die Menge
der entstandenen Kolonien von der Zahl der ausgesiiten Keime unbeeinflusst
blieb. So entwickelten sich annihernd gleich viele Kolonien, ob die Schiittel-
kulturen 100 Millionen, 10 Millionen, 1 Million, oder 100,000 Zellen ent-
hielten, und nicht, wie man erwarten sollte, eine der geringeren Aussaat
entsprechende kleinere Anzahl. In Schiittelkulturen endlich, die nur mit
wenigen Zellen, einige Hundert oder weniger, geimpft waren, gingen so
viele Kolonien auf, wie Keime ausgesiit waren, alle aus vergiirenden Zellen
bestehend. Entgegen der fritheren Annahme, die in den Zellen einer Mu-
tabilekultur zwei Typen, «mutierende» und <nicht mutierende» erblicken
wollte, schliesst Burri hieraus, dass alle Zellen einer Imperfectumbultur und
somit auch einer Mutabilekultur gleichwertig sind und, dass sie sich alle in
die vergiirende Rasse iiberfiihren lassen, alle zum «Mutieren» gebracht
werden kinnen, Wenn sie es unter gewissen Verhéltnissen trotz der An-
wesenheit des spezifischen Zuckers nicht konnen, so ist dies ausschliesslich
auf dussere Hinfliisse zuriickzufiihren.

Mit Recht macht Buwrri darauf aufmerksam, dass den einzelnen Zellen
in einer sehr reichlich geimpften Kultur nur ungeniigende Entwicklungs-
bedingungen gehoten werden. Kinmal wird die Nihrstoffmenge, die den
einzelnen Keimen zur Verfiigung steht, in gleichem Masse kleiner werden,
wie die Zahl der vorhandenen Zellen zunimmt. Und weiterhin werden die
von den Keimen abgeschiedenen Stoffwechselprodukte bei kriftiger Impfung
sich sehr betrichtlich geltend machen und eine Weiterentwicklung er-
schweren. Nur eine geringe Zahl besonders lebenskriiftiger Zellen vermag
unter diesen ungiinstigen Verhéltnissen aufzukommen und die Enzympro-
duktion in Gang zu setzen, durch die der anfiinglich nicht zerlegbare Zucker
zu einer wertvollen Nihrstoffquelle wird.

Diese Zellen sind es, die zu makroskopisch sichtbaren Kolonien aus-
wachsen. Wird die Aussaat dagegen eine geringere, so &ndern sich die
Verhiltnisse. Die schidliche Wirkung der Stoffwechselprodukte wird pro-
portional mit der Zahl von ausgeséiten Zellen abnehmen, die Nihrstoffmenge,
die jedem einzelnen Keim zur Verfiigung steht, in gleichem Grade zunehmen,
so dass jetzt eine der geringeren Aussaat entsprechende grossere Anzahl,
von Zellen zu Kolonien auswachsen und ihre Enzymproduktion in Gang
setzen kann. Schliesslich wird bei ganz geringer Aussaat eine Stufe erreicht
werden, wo die Lebensbedingungen sich so giinstig gestalten, dass alle
ausgesiten Keime auswachsen konnen.

Burris oben geschilderte Versuch zeigte weiterhin, dass es mit den in
einer spirlich geimpften Schiittelkultur entstandenen Kolonien eine besondere
Bewandtnis hat. Wihrend nédmlich die Ausbildung von sichtbaren Kolonien



in den Schiittelkulturen mit reichlicher Aussaat durchschnittlich 5 Tage in
Anspruch nimmt, ein Zeitraum, der nach Buwrri mit der relativ langsam
erfolgenden Aktivierung des Saccharose spaltenden Enzyms in Zusammenhang
zu bringen ist, so entstehen in den nur wenigen Zellen enthaltenen Kul-
turen schon nach 24 Stunden mit dem blossen Auge sichtbare Kolonien.
Dass diese ebenfalls aus vergirenden Zellen bestehen sollten, schien nicht
gerade wahrscheinlich. Abimpfungen von Zellen einer solchen Kolonie und
Aussaaten in Saccharose enthaltenen Nihrboden, zeigten denn auch, dass
dieses nicht der Fall war. Die ausgesiiten Keime unterschieden sich in nichts
von einem gewdohnlichen Bact. imperfectum.

Anders aber beim Aelterwerden der Kolonien. Zellen, die aus 2
Tage alten Kolonien abgeimpft waren, entwickelten, in eine Saccharose-
schitttelkultur gebracht, sichtbare Kolonien erst nach 5 Tagen, aus 3
Tage alten Kolonien dagegen schon nach 4 Tagen, aus 4 Tage alten nach
3 Tagen, aus 5 Tage alten nach 2 Tagen, bis endlich nach 6 Tagen die
Erregung der Zellen den Punkt erreicht hatte, wo die Saccharose direkt
unter (Gasentwicklung zerlegt werden konnte.

Jeder, der sich mit dem Wesen einer Mutation vertraut gemacht hat,
wird zugeben, dass diese Umwandlung nicht als eine solche aufgefasst werden
kann. Die stufenweise Erregung weist deutlich auf eine Anpassung hin,
eine Anpassung, die durch das Wachstum im saccharosehaltigen Nihrboden
bedingt wird, eine funktionelle Anpassung also, wie Wilh. Rour ') und mit
ithm Pringsheim sich ausgedriickt hatten.

Eine andere Frage ist nun die, warum Bact. imperfectum sich gerade
an Rohrzucker, nicht aber an Milchzucker oder eine andere nicht zerleghare
Zuckerart anpassen lisst. '

Wenn es sich um eine wirkliche Neuentstehung einer Eigenschaft han-
delte, wiire es recht natiirlich zu erwarten, dass das Plasma eines Organismus,
der mit so grosser Leichtigkeit zu Invertaseproduktion gebracht werden
kann, ebenso gut und ebenso leicht zur Bildung von laktosespaltenden
Enzymen angeregt werden kinnte. Dieses ist aber nicht der Fall und Burr
dussert deshalb die Ansicht, dass die Anpassung von Bact. imperfectum nicht
auf die Neuentstehung saccharosespaltender Enzyme zuriickzufithren ist.
Die Zersetzung von Rohrzucker lag vielmehr von vorneherein in dem
Bereich seiner Fihigkeiten; es besass, wie Burri sich ausdriickt, Bact. im-
perfectum und mit ihm die iibrigen « mutierenden » Bakterienarten ein
« latentes Girungsvermigen » gegen die betreffende Zuckerart, das aber nur
dann nach und nach in Wirksamkeit treten konnte, als dem Plasma die
Gelegenheit zur Verarbeitung dieses Zuckers geboten wurde.

Ich habe im Vorhergehenden die Ansichten Pringsheims und Burris
iiber die Bakterienmutationen in grossen Ziigen wiedergegeben, damit noch-
mals auf ihre grundlegende Bedeutung fiir das Verstéindnis der uns be-

Y Wilh. Rowre, Der Kampf der Teile im Organismus, Leipzig 1881



schiftigenden Fragen hingewiesen sei. Arbeiten aus neuester Zeit zeigen
némlich, dass diese Ansichten noch nicht allgemeine Anerkennung gefunden
haben. So haben unter anderen vor kurzem Jacobsen ') und Reiner Miiller ?)
Arbeiten verdffentlicht, die noch ganz auf dem Boden der Massini’schen
Anschauungen fussen.

Auf die Arbeit von Jacobsen soll hier nicht niher eingetreten werden,
da schon Pringsheim 3) gezeigt hat, dass es sich bei den von dem betreffenden
Forscher geschilderten Vorgéingen weder um « Mutationen » noch um funk-
tionelle Anpassungen handelt.

Dass Reiner Miiller, der friither interessante Beobachtungen auf diesem
(rebiete gemacht hatte, immer noch an der Mutationstheorie festhilt, ist recht
auffallend. In der Einleitung zu seiner oben erwihnten Arbeit schreibt
dieser Autor: « Nur iiber die Deutung dieser Vorgiinge » — (die funktionellen
Anpassungen) — « bestehen Meinungsverschiedenheiten. Es sei gar keine
echte Mutation im Sinne von Hugo de Vries, wie Massint angenommen habe.
Mir scheint das mehr ein Streit um ein Wort zu sein, der das Wesen dieser
Umwandlungen nicht &ndert. Dann hat Buwrri neuerdings behauptet, die
Erwerbung dieser neuen Kigenschaft erfolge gar nicht plotzlich ohne Zwi-
schenstufen. Ich bezweifle nicht die von Burri gemachten Kulturvorginge,
aber seine Deutung dieser Beobachtungen scheint mir nicht gerechtfertigt,
der Beweis einer allméhlichen Anpassung unter Bildung von Zwischenformen
nicht erbracht ».

Selbstredend kann die neue Auffassung nicht «das Wesen der Umwand-
lung » #@ndern — es wiire dieses ein recht unbilliges Verlangen — aber
deshalb das Bestreben Pringsheims und Burris, die Verhiltnisse klarzulegen,
auf einen Streit um ein Wort zu reduzieren, heisst wirklich die Bedeutung
dieses Streites unterschidtzen. Denn die fraglichen Erscheinungen haben
nicht nur fiir die Bakteriologie ein Interesse. Auch der Deszendenzforschung
muss es wertvoll sein, einmal itber diese Verhiltnisse richtig orientiert zu
werden, und nicht zum mindesten aus diesem Grunde ist es notwendig,
dass wir eine Entscheidung zwischen «Mutation» oder «funktionelle Anpas-
sung» treffen.

Aus allem, was wir bis jetzt iiber die Bakterienmutationen wissen,
geht deutlich hervor, dass es sich bei diesen Umwandlungen um Vorginge
handelt, die nicht einmal den wahren Mutationen in irgend einer Weise
parallel veriaufen. Hierauf hat schon Pringsheim hingewiesen. ZumUeberfluss
vergleiche man W. Johannsen : « Die Elemente der exakten Erblichkeitslehre »
und de Vries eigene Angaben in seiner « Mutationstheorie ».

Kann es nun wundern, dass gewissenhafte Naturforscher sich die Miihe
geben, eine befriedigende Erkldrung fiir diese Vorgiinge zu finden? Und

) K. Jacobsen, Centralbl. f. Bakt. I. Abt., Originale Bd. 57.
) R. Miiller, Centralbl. f. Bakt. I. Abt., Originale Bd. 58,
") H. Pringsheim, Mediz. Klinik, Jahrg. 1911, Nr. 4.
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warum hartniickig an dem Wort « Mutation » festhalten, wenn doch gezeigt
werden kann, dass es sich hier um einen einfachen Variationsvorgang, eine
funktionelle Anpassung, handelt ? Schon die adaptive Natur der Umwandlung
spricht gegen eine sprunghafte Aenderung, noch deutlicher aber die von
Burri gemachten Beobachtungen iiber den stufenweisen Verlauf des Vor-
ganges, Beobachtungen, deren Deutung allerdings, wie erwiihnt, nicht von
allen Seiten als richtig anerkannt werden. An anderer Stelle michte ich
auf diesen Punkt zuriickkommen. Die Versuche, iiber die ich dann zu
berichten habe, werden hoffentlich zur Geniige zeigen kinnen, dass Buiris
Annahme einer allmihlichen Umwandlung unter Ausbildung von Zwischen-
formen vollstéindig berechtigt war.

Im Lichte der neuen Auffassung gewinnt ein niheres Studium von
Bakterien mit funktionellem Anpassungsvermiogen an Interesse. Dieses
letztere wird mit der Auffindung neuer Formen nicht erschopft; auch eine
genauere Untersuchung iiber ihre natiirlichen Standorte, iiber den Einfluss
dusserer Faktoren auf die Anpassung und noch einer Menge anderer Fragen
konnte fiir die weitere Abkldrung auf diesem Gebiete von Bedeutung sein.
In der vorliegenden Arbeit habe ich versucht, einigen dieser Fragen niher
zu treten und dabei der Isolierung solcher Formen, die in ihrer Anpassung
sich von den bis jetzt bekannten unterschieden, ein besonderes Interesse
gewidmet.

Gewinnung der Versuchsstimme und ihre natirlichen Standorte.

In seiner schon erwiithnten Arbeit hat Reiner Miiller gezeigt, dass ganze
Gruppen von Bakterien sozusagen als Artscharakteristikum ein Anpas-
sungsvermogen an irgend einen Stoff besitzen koénnen, oder, wie dieser Autor
sich ausdriickt, unter dem FKinfluss irgend eines Stoffes «mutieren». So
lassen sich z. B. Typhusbakterien ganz allgemein an die Zerlegung von
Rhamnose, Paratyphusbakterien an Raffinose anpassen und es wire wohl
- nicht undenkbar, dass noch eine ganze Reihe solcher Beispiele aufgefunden
werden konnte.

Fiir eine genauere Verfolgung der Anpassung selbst kommt dieser
Umstand doch offenbar erst in zweiter Linie in Betracht und, um meine
Untersuchungen nicht zu weitldufig zu gestalten, habe ich mich deshalb auf
das Studium solcher Bakterien beschriinkt, die sich entweder an Saccharose
oder Laktose anpassen liessen. Einmal sind dieses Zuckerarten, die in der
Aussenwelt eine gewisse Verbreitung haben so, dass eine Isolierung aus
den natiirlichen Standorten von Bakterien, die sich an sie anpassen liessen,
moglicherweise Typen zu Tage fordern konnte, die imstande wiren, neues
Licht auf das Zustandekommen der Anpassung zu werfen.

Und ferner standen mir bei der Wahl dieser zwei Zuckerarten Formen
— Buact. imperfectum und Bact. coli mutabile — zur Verfiigung, die, da sie
genau untersucht sind, als Vergleichsobjekte sehr wertvoll sein mussten,
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Was nun die natiirlichen Standorte dieser Bakterien betrifft, so sind

meines Wissens in der Literatur nur zwei Fundstidtten — Fikalien und
girendes (iras — angegeben, die als solche in Betracht kommen kénnten.

So wurde Bact. coli mutabile bekanntlich aus den Darmentleerungen ecines
unter Verdacht von Typhus erkrankten Mannes isoliert, Bact. imperfectum
teils aus girendem Gras, teils aus Kuhmist (ein Mal) erhalten und auch
Burk ') gibt als Fundort fiir seine Stémme girendes Gras an.

Betrachtet man das Vorkommen im menschlichen Darm als ein mehr
zufiilliges, so kommen besonders zwei Fundstitten als natiirliche Standorte
in Betracht: girendes Gras, bzw. Gras und der Darm der Herbivoren.
Von diesen zwei Fundorten kionnten dann wiederum beide als natiirliche
Standorte betrachtet werden, oder aber, es ist nur der ecine als solcher zu
bezeichnen, wihrend der andere, bedingt durch den Kreislauf Gras—Darm—
Gras, nur als ein sekundidrer Aufenthaltsort angesehen werden kann. Um
hieriitber Klarheit zu bekommen und gleichzeitig in Besitz einiger der
gewiinschten Stamme zu gelangen, habe ich eine ganze Reihe von Analysen
teils von Gras, teils von Kuh- und Pferdemist ausgefiithrt. Ferner wurden
32 der allgemein verwendeten Kraftfutter ) untersucht, die jedoch keine
der gesuchten Bakterien enthielten.

Wie weiter unten angefiithrt, lieferten die untersuchten Grasproben
den weitaus grossten Anteil der isolierten Stémme; zirka 50 untersuchte
Grasproben ergaben 7 Stimme mit funktionellem Anpassungsvermigen an
Saccharose oder Laktose, ein positives Resultat also in etwa 149, der Fille.
Dagegen fiel die Untersuchnng einer entsprechenden Anzahl Fikalienproben
nur einmal positiv aus, und zwar wurde der in Frage kommende Stamm
aus Kuhmist isoliert, wihrend die zirka 25 untersuchten Pferdemistproben
niemals die gesuchten Bakterien enthielten.

Fis sprechen diese Befunde entschieden fiir das Gras als natiirlicher
Standort und auch das sonstige Verhalten der betreffenden Bakterien lisst
sich ganz gut hiermit in Einklang bringen. So ist z. B. die Beweglichkeit
— ein gutes Reagens auf giinstige Lebensverhiltnisse — bei Korpertem-
peratur oft vollstéindig aufgehoben, bei niederen Temperaturen dagegen eine
sehr lebhafte. Und in allen ihren kulturellen Merkmalen stimmen diese
Organismen auffallend mit einer Gruppe von grasbewohnenden Bakterien
itberein, die von Burri und Diiggeli 3) als « Grascoli » bezeichnet wird. Man
wird deshalb wohl nicht sehr fehlgehen, wenn man das Vorkommen im
Darm als ein mehr zufilliges betrachtet und im Gras den eigentlichen Auf-
enthaltsort dieses Typus erblickt.

Y A. Burk, Arch. f. Hygiene, Bd. 65, 1908, p. 397.

") Herr Dr. Paul Liechti, Vorstand der agrikulturchemischen Anstalt auf dem Liebefeld
bei Bern, hat mir in liebenswiirdigster Weise das hierfiir notwendige Material zur Verfiigung
gestellt.

") Burri und Diiggeli, Centralbl. f. Bakt., I. Abt., Originale Bd. 49, 1909 p. 145.
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Das Auffinden der gesuchten Stimme in dem fiir die Analyse ver-
wendeten Material wird durch das Verhalten der Bakterien gegen die
fakultativ vergirbare Zuckerart sehr erleichtert. Der Gang der Analysen
richtete sich denn auch danach. Bei den Ficesuntersuchungen wurden zirka
5 g des Materials mit 100 cem steriler physiologischer Kochsalzlosung zu
einer Emulsion verrieben und von dieser Stammlésung in gewohnlicher
Weise passende Verdiinnungen hergestellt und auf Agarplatten ausgesiit.
Die Platten kamen 48 Stunden bei 30° zu stehen und die nach dieser Zeit
aufgegangenen Kolonien wurden darauf niiher untersucht. Alle die Para-
typhus- und Coli -&hnlichen unter ihnen wurden auf Schrégagar iibertragen
und aus den dabei erhaltenen Kulturen Schiittelkulturen in Dextroseagar
angelegt. Alle Stimme, die diese Zuckerart nicht vergoren, wurden aus-
geschaltet ; der Rest dagegen in Schiittelkulturen von Saccharose- und Lak-
tosepeptonagar, zubereitet wie von Burri und Diiggeli angegeben, ausgesiit.
Diese Kulturen wurden bei 30° hingestellt und die Wachstumsvorgtinge in
den nicht innerhalb 24 Stunden vergorenen Kulturen von Tag zu Tag genauer
verfolgt. Die Verarbeitung der Grasproben geschah in der von Burri und
Andrejew ') angegebenen Weise, die Untersuchung der auf den Platten
aufgegangenen Kolonien wie oben geschildert.

Grosses Gewicht muss darvauf gelegt werden, dass die Wachstums-
vorgiinge i den nicht innerhalb 24 Stunden vergorenen Saccharose- und
Laktosekulturen Tag fiir Tag auf eine lingere Zeitdauer hinaus genauer
verfolgt werden, denn es zeigte sich bald, dass die Anpassung nicht bei
allen Stémmen sich so abspielt wie z. B. bei Bact. imperfectum. s spielen
hierbei offenbar individuelle Verschiedenheiten eine grosse Rolle, ein Ver-
halten, worauf spéiter néher eingegangen werden soll.

In einer kurzen Mitteilung ?) habe ich bereits iiber die Stdmme mit
funktionellen Anpassungsvermogen berichtet, die ich aus Gras und Fikalien
isolieren konnte. Mit einer einzigen — allerdings nicht gerade prignanten
— Ausnahme stehen sie alle den paratyphuséhnlichen Bakterien nahe und
man konnte geneigt sein, sie nach ihrem kulturellen Verhalten in eine
Gruppe zusammenzufassen, eine Gruppe, deren Glieder sich alle so gegen
Saccharose oder Laktose verhalten, wie sich nach Reiner Miiller die Typhus-
bakterien gegen Rhamnose, die Paratyphusbakterien gegen Raffinose ver-
halten. In diese Gruppe wiirde dann auch Bact. imperfectum sehr gut hin-
einpassen. Nur Buact. coli mutabile kime etwas ausserhalb der Rahmen der
Gruppe, wenn das Iehlen des Indolbildungsvermigens als Hauptcharak-
teristikum fiir die hierhin gehdrenden Bakterien betrachtet werden sollte.
Denn nach den Angaben von Massini, die meines Wissens bis jetzt nicht
widerlegt wurden, vermag Buact. coli mutabile genau wie die typischen Coli-
bakterien, die Eiweissstoffe bis auf Indol abzubauen. Ich habe die Angaben

') Burri und Andrejew, Centralbl. f. Bakt., I. Abt., Originale Bd. 56, 1910.

Y A. C. Thaysen, Centralbl. f. Bakt., I. Abt, Originale Bd. 60, p. 1.
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von Massini an zwel Stimmen von Bact. coli mutabile '), die mir freundlichst
von Herrn Prof. Burri iiberlassen wurden, nachgepriift, konnte aber niemals
eine positive Indolreaktion erhalten, trotzdem -ich als Ziichtungsmedium
Peptonwasser gebrauchte. Ich bemerke dabei ausdriicklich, dass nur die
salzsaure Paradimetylamidobenzaldehydlosung nach Fhrlich als Reagens
benutzt wurde.

Diese Beobachtung beansprucht deshalb ein gewisses Interesse, weil
sie zeigt, dass die an Laktose angepasste Rasse von DBuact. coli mutabile
nicht als ein typisches Bact. coli commune Fscherich aufgefasst werden darf,
Und durch sie wird auch der von Benecke ?) angefiithrte Einwand, dass Bact.
coli mutabile ein wirkliches Colibakterium sei, das durch den Aufenthalt im
menschlichen Darm voriibergehend sein Laktosevergirungsvermogen verloren
hiitte, mit anderen Worten, dass die Anpassung nur als eine Regeneration
einer verloren gegangenen Kigenschaft wiire, hinféllig.

Es lisst sich also Bact. coli mutabile ganz zwanglos dem DBact. imper-
fectum und meinen Stammen an die Seite stellen und ich méchte vorschlagen,
dass man seinen Namen dahin #@ndert, dass er nur das eigentiimliche Ver-
halten gegen Milchzucker zum Ausdruck bringt, ohne niheres iiber die
Verwandtschaftsverhiltnisse anzugeben, dass man, analog wie bei Bact.
imperfectum, den Organismus einfach als Bact. mutabile Neisser bezeichnet.

Kulturelles Verhalten der Stimme.

Wenn ich vorhin erwihnte, dass man mit einem gewissen Recht die
in Frage kommenden Bakterien in eine Gruppe zusammenfassen konnte,
so sollte damit nicht gesagt sein, dass die einzelnen Glieder unter sich
nicht kleinere kulturelle Verschiedenheiten aufweisen konnen. Kine genauere
Verfolgung der Kulturmerkmale ldsst vielmehr ofters Verschiedenheiten
erkennen und besonders das Vergirungsvermiogen gegenitber den vier
gebriuchlichsten Zuckerarten ist eine recht wechselnde Griosse. Wihrend
Dextrose und Maltose in allen Fillen zerlegt werden, ist die Vergérbarkeit
von Saccharose und Laktose eine verschiedene, und zwar wird dabei immer
nur das eine dieser zwei Kohlehydrate fakultativ vergoren, wihrend das
andere entweder sofort oder gar nicht angegriffen wird. In den folgenden
Tabellen sind meine Stéamme nach ihrem Zuckerspaltungsvermigen zusam-
mengestellt.

Aus Kuhmist isoliert.
Tubelle 1.

Stamm Dextrose Maltose Lalktose Saccharose

X e S

") Der eine trug die Bezeichnung « Original Frankfurt ».
5 W. Benecke, Ztschr. f. indukt. Abstammungs-n. Vererbungslehre, Bd. 2, 1909, p. 215.
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Aus Gras isoliert.
I ‘ Tabelle I1.

‘ o e
Stamm Dextrose \} Maltose Laktose Saccharose
1
. | ol
; g T +) K
: Sl R
A o o e ()
B = e el o
(7).! _!* | oh ik I -+ l (+
= i i ] ‘ _I_)
e b B
i V ‘ \l
‘ | e
D, 1R + |
f o
| | |
Bemerkungen : -+ = Vergirung. —:—) e s
L Khins Veissring. ("i— = Latentes Giirvermogen.

Hieran schliessen sich Baet. mutabile und Bact. imperfectum wie folgt:
Tabelle 111.

Stamm Dextrose | Maltose Laktose | Saccharose
| e
Jact. mutabile . . - 1 + (_'E_) 7 L
Bact. imperfectum . + I 4 =k ; (—':)
| | famit

Fiir die Feststellung dieser Reaktionen wurden Zuckeragarschiittel-
kulturen nach Burri und Diiggeli') verwendet. Sie enthielten den betreffenden
Zucker in zweiprozentiger Lisung. Die benutzten Zuckerarten wurden von
Kahlbawm bezogen und auf ihre Reinheit gepriift.

(temeinsam fiir alle Stimme ist ihre Firbbarkeit. Sie nehmen, wie
zu erwarten war, die gewohnlichen Anilinfarbstoffe leicht auf und entféirben
sich nach Gram.

Das Wachstum auf Agar- und Gelatineplatten ist im Grossen und
Ganzen Paratyphus- bis Coli-ihnlich. So zeigen die bei 30° aufgestellten

Y Burri und Diiggeli, Centralbl. f. Bakt. I. Abt. Originale Bd. 49, 1909, p. 145.

?) Gleich nach der Isolierung wurden alle Stiimme nach dem Verfahren von Burri™)
auf Einzellkulturen verarbeitet. Auch alle zum Vergleich herangezogenen Stimme sind
aus einer Zelle hervorgegangen.

#) [, Duwrri, Das Tuscheverfahren usw. Verlag von Gustav Fischer, Jena 1909,



Agarplatten der Stimme £, 4, Br, 02, M und D+ nach 48 Stunden von
1 bis 3 mm grosse, meist cirkelrunde, ziemlich flache Kolonien mit mehr
oder weniger hervortretendem welligen Rand. In durchfallendem Licht
sind die Kolonien blaulich-weiss und durchsichtig, in auffallendem Licht
etwas fettglinzend und briunlich durchsichtig. Die Tiefenkolonien sind
gelblichweiss und wetzsteinformig. Bei schwacher Vergrosserung, etwa
90 Mal, lassen sich in den Oberflichenkolonien keine Kigentiimlichkeiten
erkennen. Sie stimmen darin mit den Kolonien eines zum Vergleich herangezo-
genen typischen Bact. coli commune tiberein. Das Wachstum auf Agar von B
ist je nmach den Ziichtungstemperaturen etwas verschieden. Wihrend die
zirkelrunden Kolonien dieses Bakteriums bei niederen Temperaturen, z. B. 20 °,
flach und ziemlich trocken sind, entstehen nach 24 bis 48 Stunden auf
den bei 30°—37° gehaltenen Agarplatten stark schleimigglinzende, ziemlich
gowdlbte Kolonien von 1—3 mm Grosse, die in auffallendem Licht weiss
erscheinen, in durchfallendem Licht einen Stich ins Bliuliche zeigend. Bei
schwacher Vergrosserung zeigen die Kolonien von Bs dicht an einander-
liegende dunkle Strahlen, die vom Centrum der Kolonie ausgehen. Abweichend
von allen iibrigen verhilt sich Stamm K. Seine Oberflichenkolonien auf
Agar fliessen oft schon in den ersten 24 Stunden zusammen und bedecken
die ganze Oberfliche des Niihrbodens als ein homogener Rasen. Beim
Aelterwerden der Kultur wird dabei das Substrat briunlich verfirbt. Auch
bei K ist das Wachstum flach und schwach fettglinzend, in durchfallendem
Licht bldulich irisierend. Die Tiefenkolonien sowohl von Stamm Bai wie
von K sind wetzsteinformig und gelblichweiss.

Auf Schrigagar zeigen alle Stimme ziemlich das gleiche Verhalten.
Ein flacher, grauweisser, etwas fettglinzender Rasen, der in durchfallendem
Licht bldulich irisiert. Auch hier sind die Kulturen von B4 bei héheren
Temperaturen gehalten mehr saftigglinzend und weisslicher als die bei
Zimmertemperatur bebriiteten. Stamm K deckt schon nach 24 Stunden
die ganze Oberfliche des Schrigagars mit einem diinnen Belag und firbt
nach einiger Zeit das Substrat briunlich. Beim Vergleich mit dem Wachs-
tum von Bact. mutabile und Bact. imperfectum ') lassen sich zwischen diesen
beiden und meinen Stimmen keine nennenswerte Unterschiede wahrnehmen.

Die Gelatineplattenkulturen bieten annidhernd das gleiche Bild wie
die der Agarplatten, nur dass die Kolonien hier yielleicht etwas weniger fett-
glinzend erscheinen. Stamm K erzeugt im Gegensatz zu den iibrigen Stéimmen
ein proteolytisches Enzym, das die Gelatine nach 8—14 Tagen, zuweilen
noch langsamer, zur Verfliissigung bringt. '

Die Dimensionen der Stibchen sind, wie aus beistehender Tabelle her-
vorgeht, ziemlich konstant. Auch in dieser Hinsicht stimmen meine Stimme
mit Bact., mutabile und Bact. imperfectum iiberein.

) Der gepriifte Stamm wuvde mir von Herrn Prof. Burri giitigst iiberlassen.
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Tabelle V.

Stamm Breite Linge
E e 0,8 1 1,6-—2 u
Ba ca. 0,8 u ga. 2
A ca. 0.8 u 1,5—2 u
Br ca. 0,8 u 1,5—2 u
Oz ca. 0,8 u 15—2 u
M ca. 0,8 u 1,6—2 u
Dy ca. 0,8 u 2—2,5 w
K ca. 0.8 i 1,5==00
Bact. mutabile ca. 0,8 u GRSl
Bact. imperfectum ca. 0,8 u 2—4 u

Die Masse sind im Tuschepunkte an lebenden Zellen ermittelt. Fir
ihre Feststellung wurde ein Tropfen steriler Tusche (1—10) auf einen sterilen
Objekttriger gebracht und hierin eine passende Menge Material einer 24
Stunden alten Agarkultur des betretfenden Organismus verrieben. Von dieser
Aufschwemmung wurden mittels steriler Feder kleinste Tropfchen auf eine
gut abgekiihlte Gelatineplatte iibertragen. Nach dem Eintrocknen wurden
die Tropfchen mit einem sterilen Deckglas zugedeckt und die in den Tusche-
piinktchen vorhandenen Stibchen ausgemessen. Die in der Tabelle IV an-
gefithrten Zahlen geben jeweilen den Durchschnitt von zehn Messungen an.

Tabelle V.

Bouillonkultur Nach 24stiindiger Bebriitung bei
Yo Bian 200 | 230 | 250 | 27 | 200 | 883c |-85e | 37
Y S e e e s e o e e R o 0 0
Bs 7 o [l o o L s el g i aled 0
A Shinl Bl e il +-F e 5 7 0
Br o g o i e o e i s O e i o 0 e e
0 5 s M L e i i e o e (B e s M i
M o e ] e O e [t B e 8 o = e s B
Ds B o i T b e g i e 5 e P e e i
K -+ e “EelE l i o el A s e e e e
Bact. mutabile 0 0 PSS ) 0 ) 0 0
Bact. imperfect. | - +- - I +- +? + 7 0 0
Bemerkungen :
Sehr lebhafte Bewegung. ++ =

+++ = Deutliche, z T. lebhafte Bewegung.
B -
e

= Fragliche Bewegung. 0 = Keine Bewegung.
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Kiniges Interesse beansprucht der Einfluss, den die Temperatur auf
die Beweglichkeit ausiibt. Wie aus der vorstehenden Zusammenstellung
(Tabelle V) ersichtlich, ist die Beweglichkeit der bei niederen Temperaturen
gehaltenen Kulturen oft lebhafter, als die der bei Koérpertemperatur bebriiteten.

Das Wachstum auf Kartoffel ist das fiir die Paratyphus B-Coli-Gruppe
eigene: ein gelblichgrauer etwas glinzender Belag, der allméhlich das Substrat
dunkel verfirbt.

Neutralrotagar wird von allen Stimmen in der charakteristischen Weise
vergoren und verfibt.

Die Sduremenge, die aus Dextrose gebildet wird, unterliegt bei den
cinzelnen Stimmen, die untersuchten Mutabile- und Imperfectum - Kulturen
inbegriffen, keinen grossen Schwankungen. In dieser Beziehung verhalten
sie sich wie Buact. paratyphosus B und Bact. coli commune. FKine diesbeziig-
liche Zusammenstellung zeigt Tabelle VI.

Tabelle V1.

Stamm
Sa“re- T —_——
. - : ’ ; ; Bact. | Bact. | Bact. | Bact. | K op-

g“ld E Be | A Br O: M Dy K | muta-|imper-| para- | coli ]
| 5 { ‘ bile | fect. [typ. B./comm. trolle

cem | cem

Nach 21 Stunden | 1,8 | 1

cem ! cem cem cem cem cem cem cem cem |

o7 | 2a | 2a | 2 | 2s | 2s | 1e | 2| 18] 26| 0

Mach 6 Tagen | 1,8 | 23 | 28 | 81 | 81| 2 | 81| 2070 28| 28|32 |82/ 0
Die Zahlen geben die Mengen von ; Na (OH) an, die, mit Phenol-

phtalein als Indikator, zur Absiittigung der aus 10 cem einer 2 %o Dextrose-

peptonwasserkultur gebildeten - Siure gebraucht wurden. Als Kontrolle

dienten Gléiser mit 10 ccm des reinen Ziichtungsmediums. Kulturen und

Kontrolle wurden unter anaérobem Verschluss bei 30° gehalten.
Tabelle VII.

Durch K(OH) | Durch K(OH)
: Gesamt- .
Stamm absorbier- nicht absor-
(rasmenge : .
bares Gas bierbares Gras
cem cem . cem
E 26 13 | 13
By 7 2,.‘") ! 4,:’)
A 27 16 i
Br 12 3,75 i 8,25
0. 14 H } 9
Dy 14 ] 3,.") ‘ 3
K 15 2,5 5
Baet. mutabile 12 3,5 8,5
Bact. imperfectum 16 9 ; 1
Bact. paratyph. B 12 3,75 8,25
Bact. coli commune 11,5 3,50 3
|
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Auch die aus Dextrose gebildeten /d@rungsgase deuten auf eine Ver-

wandtschaft zu der Paratyphus- Coligruppe hin. Das vorstehende Schema
(Tabelle VII) gibt die Resultate der diesbeziiglichen Analysen an.

Bei der Bestimmung der (iirungsgase habe ich die von Burri und
Diiggeli ') angegebene Methode benutzt; die angefithrten Zahlen verzeichnen
die aus 10 cem gewdhnlichen 2 °o Dextroseagars in 24 Stunden bei 37°
gebildeten Gasmengen.

Das  Milehgerinnungsvermigen ist bei den verschiedenen Stémmen em
wechselndes. Nur Bz und 4 lassen die Milch ganz intakt und verhalten
sich dabei wie Buact. mutabile und Bact. imperfectum 2).

Die iibrigen Stimme koagulieren die Milch nach kiirzerer oder lingerer
Zeit. Bei K ist dieses unter allen Umstiinden auf eine reine Labwirkung
zuriickzufithren, denn dieser Stamm zersetzt, wie schon erwihnt, nicht
Laktose. Auf das Verhalten gegen Milch soll iibrigens spéter, bei der Ver-
gleichung der Mutterstimme mit ihren vergiirenden Rassen etwas niher
eingegangen werden.

In ihrer schon erwiihnten Arbeit haben Burri und Andrejew ®) auf die
Bedeutung der biochemischen Reaktionen fir die Abtrennung der typischen
Colibakterien von den ihnen nahe stehenden paratyphuséhnlichen Formen
hingewiesen. Die von diesen Autoren untersuchten typischen Colibakterien
gaben alle eine positive Indolreaktion, wihrend die gepriiften, paratyphus-
ibnlichen Stimme, die nicht die beim Abbau der HEiweissstoffe gebildete
Indolaminopropionséiure unter Freimachen von Indol zu zersetzen vermochten,
nur die Proteinochromreaktion zeigten. Nach dieser Richtung hin untersucht,
zeigten meine Stimme ein einheitliches Verhalten und hierin stimmten sie
wiederum mit Bact. imperfectum und Bact. mutabile tiberein. Die Proteino-
chromreaktion fiel bei allen positiv aus, Indol wurde dagegen nicht gebildet.
Nur Stamm K, der, wie am Anfang dieser Arbeit erwihnt, aus Kuhmist
isoliert war, zeigte neben Proteinochromireaktion Rotfiirbung beim Zusatz der
Erlicl’schen Losungen zu der 10 Tage alten Peptonwasserkultur. Dieser
rote Farbstoff verdankt jedoch, wie eine spitere Untersuchung ergab, nicht
dem Vorhandensein von Indol seine Entstehung, denn er liess sich nicht
wie der Indolfarbstoff mit Amylalkohol ausschiitteln. Die in meiner vor-
ldufigen Mitteilung gemachten Angaben iiber die Indolbildung von Stamm K
sehe ich mich deshalb gendtigt dahin zu berichtigen, dass dieser Organismus
aus Pepton Verbindungen bildet, die wie Indol, mit Paradimethylamidobenz-
aldehyd in Gegenwart eines Oxydationsmittels einen roten Farbstoff erzengen.

Der ansgeprigt paratyphusiihnliche Verlauf der biochemischen Reak-
tionen liess es berechtigt erscheinen, auch die serologischen Verwandtschafts-

Y Burri und Diiggeli, C. f. Bakt., [. Abt. Originale, Bd. 49, 1909, p. 145.

®) Letzteres soll nach Burri die Milch langsam aufhellen und sich in dieser Hinsicht
wie Bact. paratyphosus verhalten. Der von mir gepriifte Stamm zeigte jedoch dieses Ver-
halten nicht.

3 Burri und Andrejew, C. f. Bakt., I. Abt. Originale, Bd. 56, 1910.
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verhiltnisse und eine mogliche Pathogenitit niher zu priifen. In dieser
Hinsicht waren jedoch keine positiven Befunde zu verzeichnen. Zwei agglu-
tinterende Parathypus-13 Sera, wovon das eine vom Schuweizerischen Serum-
mmstitut in - Bern bezogen wurde, das andere durch Tmmunisierung eines
Kaninchens mit dem fiir meine vergleichenden Untersuchungen benutzten
Parathypus- B Stamm hergestellt war und die beide bis zur Titergrenze
(1-—10,000) von einer typischen Paraihypus-B Kultur agglutiniert wurden,
vermochten nur in Verdiinnungen von 1—100 und 1-—200 meine Stimme
zu beeinflussen. Und M#use, die mit einer ganzen Oese der verschiedenen
Stdmme subcutan geimpft wurden, blieben am Leben. Sowohl hierin, wie
in ihrem ganzen kulturellen Verhalten zeigen meine Stimme und mit ihnen
Bact. mutabile und Bact. imperfectum eine Verwandtschaft zu einer Gruppe
von paratyphuséhnlichen Bakterien, die Buwrri und Diiggeli auns giirendem
Gras isoliert hatten. Ob man in dem Stamm K, der wie frither bereits
betont, aus Kuhmist isoliert wurde und der sich in mehreren Beziehungen
von den {ibrigen Stimmen abweichend verhilt, nur eine an den im Kuhdarm
herrschenden Lebensbedingungen angepasste Rasse des normalen Typus zu
erblicken hat, oder ob man ihn als eine besondere Bakterienart betrachten
muss, soll dahingestellt bleiben.

Eigentiimlichkeiten bei der Anpassung.

FLinfluss der Temperatur auf die Entwicklung des «newen> Enzyms,

Bevor-ich zur Besprechung des Verlaufes der Anpassung bel den ein-
zelnen Stimmen iibergehe, mochte ich nochmals mit einigen Worten auf
die Verhiltnisse, wie sie bei Bact. imperfectum -und Bact. mutabile liegen,
zuriickgreifen. Ich lasse dabei die Plattenkulturen als Mittel zur Erregung
der Stimme ausser Betracht, weil sie einen Hinblick in die feineren Vor-
ginge der Anpassung nicht gestatten.

Wird eine mit reichlichem Material geimpfte Saccharoseschiittelkultur
von Buact. imperfectum zur Bebriitung bei 87° hingestellt, so ldsst in den
ersten 4—5 Tagen nichts vermuten, dass dieser Organismus imstande wire,
den vorhandenen Zucker anzugreifen. HKrst nach 5—6 Tagen entwickeln
sich in der Schiittelkultur Kolonien, die aus angepassten d. h. Rohrzucker
zerlegenden Zellen bestehen. Diese Zeit, die bis zur Entstehung der Kolonien
verstreicht, betrachtet Burri als die fiir die Aktivierung des in den Im-
perfectum-Zellen vorhandenen Invertase-Proferments erforderliche Reiz-
wirkungsdauer des Rohrzuckers. Bei Bact. mutabile ist der entsprechende
Zeitraum offenbar ein viel kiirzerer; denn in einer bei 37° gehaltenen Lak-
toseschiittelkultur vom betreffenden Organismus zeigen sich oft schon nach
48—72 Stunden Anzeichen einer Zerlegung des Zuckers, indem nach dieser
Zeit sehr zahlreiche kleinste Kolonien und meist auch viele Gasblischen in
der Schiittelkultur zu erkennen sind.
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Worauf lisst sich nun dieses verschiedene Verhalten der beiden Orga-
nismen zuriickfithren? Bietet vielleicht die Aktivierung des laktosespal-
tenden KEnzyms dem Plasma geringere Schwierigkeiten, als die Ausbildung
von Invertase? Oder haben wir es hei Bact. mutabile mit einem Organismus
zu tun, dessen «Proferment» (Burri) eine hohere Entwicklungsstufe erreicht
hat und deshalb weniger Zeit verbraucht, um in die wirksame Form iiber-
zugehen, als es bel dem im Plasma von Bact. imperfectumm vorhandenen Pro-
ferment der Fall ist? Oder endlich, ist es auf dussere Einfliisse, Tempe-
ratur usw. zuriickzufithren, wenn Bact. mutabile in so viel kiirzerer Zeit als
Bact. imperfectum sich an die Zerlegung der fakultativ vergérbaren Zucker-
art anpasst?

Wiire nun auch eine einwandfreie Entscheidung der ersten Frage nur
dann moglich, wenn es sich um einen einzigen Organismus handelte, der
sich sowohl an Laktose wie an Saccharose anpassen liesse, so kinnen doch
an dem vorhandenen Material von Bakterienformen, die sich entweder an
die Zerlegung von Laktose oder Saccharose anpassen lassen, Beobachtungen
gemacht werden, die imstande sind, die erste wie die iibrigen Fragen niher
zu beleuchten. Ich verweise diesbeziiglich auf die Tabellen [X—XII. Es sind
in diesen Tabellen kurze Anmerkungen verzeichnet iiber die von Tag zu
Tag auftretenden Veréinderungen in den bei verschiedenen Temperaturen
aufgestellten Schiittelkulturen der verschiedenen Stimme.

Das Nihrsubstrat hat, abgesehen vom Zucker, in der ganzen Versuchs-
reihe genau die gleiche Zusammensetzung ') und jede Schiittelkultur ist mit
annidhernd gleich viel Material — eine Nadelspitze voll — einer 24 Stunden
alten Kultur des betreffenden Organismus geimpft.

Um die in den Tabellen -angefithrten Daten zu verstehen, ist es not-
wendig, das Dextrosevergidrungsvermiogen der verschiedenen Stimme zu
beriicksichtigen. Dieses muss, genau wie andere Lebensfunktionen, von der
Temperatur in der Weise beeinflusst werden, dass es mit abnehmender Tem-
peratur verringert wird, bis es unterhalb einer gewissen Grenze nicht mehr
den normalen Verlauf zeigt. Die Temperatur nun, die eben noch eine
innerhalb 24 Stunden deutlich erkennbare Reaktion ermoglicht, mochte ich als
die minimale Yergirungstemperatur bezeichnen. Sie gibt also die unterste
Grenze fiir den normalen Verlauf der einfachsten hier in Betracht kom-
menden Gérungserscheinung, die Zerlegung von Dextrose, an. Sie muss
unter allen Umstédnden auch die Minimaltemperatur der normalen Anpassung
reprisentieren, und nur oberhalb dieser Grenze diirfen die Anpassungs-
erscheinungen bei den verschiedenen Stimmen unter einander verglichen
werden.

") Pepton Witte 20/, Kochsalz 0,50, Agar 1,5% ; dazu kommt fiir die Stimme F,
By und Mutabile 20 Laktose; fiir die Stimme 0., K, Br, Di;, M, A und Imperfectum
29/ Saccharose.



Grossen Schwankungen unterliegt die minimale Vergidrungstemperatur
bei den einzelnen Stimmen nicht. Laut der folgenden Tabelle wiirde sie
bei etwa 18—23° zu finden sein, oder, wenn man von kleineren Abwei-
chungen absieht und in erster Linie eine fiir sémtliche Stdmme einheitliche
Temperatur sucht, bei etwa 20°,

Tabelle VIII

=apt 5 = | S , . i TR
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Bemerkungen zu vorstehender Tabelle.

Die Organismen wurden als Schiittelkolturen in gewthnlichen Traubenzuckeragar
ausgesit und die Kulturen bei den betreffenden Temperaturen aufgestellt.
~+-+ bedeutet: Kriiftige Girung, d. h. Agarsiiule an mehreren Stellen zerrissen.
-+ bedeutet: Schwache Giirung, d. h. einige Gasblischen in der Agarsiule.
-+ bedeutet: Beginnende Girung, d. h. 1—3 Gasblischen in der Agarsiiule.
0 bedeutet: Keine Giirung.

In der Tabelle IX ist nun das Verhalten der verschiedenen Stimme
gegeniiber dem fakultativ zerlegbaren Zucker bei der minimalen Vergirungs-
temperatur (20°) veranschaulicht. In den allermeisten Fillen kann auch
die Anpassung sich bei dieser Temperatur abspielen. Nur der an die Zer-
legung von Saccharose anpassbare Stamm A beansprucht, wie die Tab. XI
zeigt, eine hohere Temperatur und hier fillt somit die minimale Anpassungs-
temperatur nicht mit der minimalen Vergiirungstemperatur zusammen, ein
Verhalten, das bei Ausdehnung der Untersuchung auf ein grisseres Material
zweifellos ofters angetroffen werden konnte und die Aufstellung besonderer
Minimaltemperaturen der Anpassung berechtigen wiirde. Dass auch Meuri-
maltemperaturen der Anpassung als besondere Grossen vorkommen konnen,
ist bei Stamm Bi ersichtlich, denn dieser Organismus kann bei einer Tem-
peratur von 37° die nene Rasse nicht mehr ausbilden, obwohl er bei dieser
Temperatur noch kriiftiges Wachstum zeigt. Die Tabellen IX—XII lassen
deutlich erkennen, dass die Anpassung mit zunehmender Temperatur be-
schleunigt wird. Stamm £ gebraucht z. B. bei 20° etwa 18 Tage bis zur
Ausbildung der neuen Rasse, wiithrend er bei 37° den Vorgang schon in
3 —4 Tagen vollziehen kann. Und ein ganz analoges Verhalten treffen wir
in mehr oder weniger ausgeprigtem Grade bei allen iibrigen Stémmen.
Eine beschleunigende Wirkung der Temperatur ist somit unverkennbar
vorhanden.



Tabelle IX.

Verlauf der Anpassung bei 20° von:
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Tabelle X. Verlauf der Anpassung bei 25° von:
2| . ; [ !
i Nach | Nach Nach Nach Nach Nach Nach | Nach | Nach | Nach Nach Nach | Nach
Stamm | . , , 1
1 Tag ; 2 Tagen | 3 Tagen | 4 Tagen | 5 Tagen | 6 Tagen | 7 Tagen | 8 Tagen ! 9 Tagen | 10 Tagen |15 Tagen |20 Tagen 30 Tagen
i . | el | .
= r ? Mit blos- }Elmge Gas-| Kolonien
= E | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- M"i Ii.)upe sem Auge |yoio oo e, Kolonien | blischen, [zahlreicher = 5 )
= inderung | #nderung | iinderung | iinderung ;‘cllt are | gichtbare | | grosser | sonst wie | viele Gas-
oz olonien | golonien | | vorher blischen
=
= ¢ i e 251 [V | ¥ )
Z Kolonien Ly 5
=R Mit blos- |z T. steck- Aahlsgiolte i
= sem Auge |nadelkopf-| ... ik aitan s i { i = ! 3 ;
< halb » sichthare gross; |Wie vorher 1;{13?3:};%;; — - ; — \
= |errect Kolonien |einige Gas- St : |
= ] blischen | zahlreicher ] }
= b : . Kolonien B ! i
= ; Kolonien | Mit blos- o |
=p KeineVer- | Mt Lube | 0505 orher;| sem Auge |Brosser und ! |
= B. » i e sichtbare |, q 3 zahlreicher —- — { — — -— — —
£ inderung Kolonien |¢inige Gas-| sichtbare iide i | [
= blischen | Kolonien hifnchen i
= = e ——— - e -
= | Bact. Mit blos- Einige Gas- Zahlreiche ! |
= Vwnta- S sem Auge ier ! Kolonien | blédschen; Wi 1 |Gasblischen; et { o2 | % e W e
= ; sichtbare ie vorher| opjgser Kolonien le vorher gglonien [ |
bile Kolonien grosser zahlreicher | |
= KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer-
= A inderung | anderung | inderung | #nderung | dnderung | #nderung | dnderung | iinderung | dinderung | dnderung | dnderung | dnderung | dnderung
— { g 1 S | g
e |
== [Hacn L < ISy RES
= , Mit blos- Kolonien |
= w | sem Auge | .. Kolonien |.. z. T. steck-|
Z K i % f E fi 5 sichtbare |WVie vorher| “opgsger |Wie vorher|padelkopt- T i
= Kolonien | gross |
= — — | I — . -
= . | Mit blos- |
o2
= Br ) i p 2 . : KeineVer- lgﬁthﬁgl’z sem Auge % Kolonien e A
= l inderung Koldiica sichtbare grosser _
s | | Kolonien |
2 S | 5 ! |
§ OQ - » 1 » » | » » » » » » » » —_— -_—_
bD e e bnons e P B - e —
§ D 4 » » » » » » » » 2 » » —— —
g0 PONCEEIE e 37 S ; _ e
:.__,sﬂ M » » » » » » » » » » » e —_—
= —— e e i i
= Bact, :
= | imperfect. 4 > R » » » » » » » » L =t
-

09¢



Tabelle X1.

Verlauf der Anpassung bei 30° von:

#) Die minimale Anpassungstemperatur von Stamm A liegt bei 26—27 o,

1
I T | \T
Heanin Nach Nach Nach Nach Nach Nach Nach Nach | Nach | Nach Nach Nach Nach

* 1 Tag ' 2 Tagen | 3 Tagen | 4 Tagen | 5 Tagen | 6 Tagen | 7 Tagen | 8 Tagen ' 9 Tagen ilO Tagen | 15 Tagen | 20 Tagen | 30 Tagen
=5 Einige Gas-| Zahlreiche | Agarsdule von | | ’ Ausser den -erst
= 5 kil .. | Mit Lupe blischen Gas- Gas zerrissen, | [t em_standenelr_l
4= E I;ﬁgggglo %ﬁ:{ﬁﬁﬁl sichtbare |[u.mit bloss.| blischen; getribt;  |Wie vorher|Wie vorher Wie vorher Kolromen‘ unzan- —— — —_—
= ) g Kolonien |Auge sicht-| Kolonien | Kolonien zahl- | : ‘ lige mit Lupe
= bare Kolon.| grosser reicher | ! [sichtbareKolonien
= = el 1 =l = : =il s
Z Agarsiiule : | i
z i 3 Kolonien {
= E von Gas =iioy ‘
= zerrissen; | . grosser; | 3 {
25 halb » Keolonien mit |Wie vorher| Nihrsub- |Wie vorher e ‘ = e [ = = S T ol
(2]
= - blossem Auge Str%‘;t | |
) erregt sichtbar getriibt | [
— IS AR |l SR, | ke ¥
= Agarséule von Nihrsub- \ J
58 Mehrere | Gas zerrissen; strat ‘ | :
= B » Gas- Kolonien mit | Wie vorher| getriibt; |Wie vorher| e Loy ‘ et I nE == s P
=0 bliaschen | blossem Auge Kolonien ‘ ‘ |
] sichtbar nicht grsser ‘ | {
o e s — | R .
.= | Bact. Mit blos- |Einige Gas- Zahlreiche Gas- | Kolomnien | ‘ }
T muta- 5 sem Auge | blidschen: e nlaschen ; nicht | 5.3 o | Xy | o s o 58
= ! sichtbare | Kolonien ie vorher| nanrsubstrat | wesentlich |

bile Kolonien | grosser getriibt grosser : %
= A#) KeineVer-  KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- | KeineVer- |Mit biossem Augal Kolonien
= dinderung | iinderung | inderung | dénderung | iinderung | finderung | iinderung | iinderung | finderung | #nderung | dinderung |sichib. Kolonien grosser
= e BB T Y e e Y R S e i | o Fuls R
= Mit blos- ' Kolonien
= d sem Auge | Kolonien & Kolonien |z.T. steck- e K T
= K 7 | % 2 2 ' sichtbare | grosser |Wievorher| “opyecer | nadelkopf-
o= : i
= Kolonien 2ross |
= — e T o o e n —— LA s = — — 1
< | = |
= ! | : .| Mit blos- . |
= Br » '1 » » » | KeineVer- | KeineVer- Eéﬁlﬁ)‘g; sem Auge | Kolonien | Kolonien . Se ) ' e
= | ; - dnderung | dnderung | oy oo ¢ | sichtbare | grosser grosser {
= 1 | Kolonien !
el e SRS LT M e A A0S RS 7T AR L tajse AT 2 o
§ Os » » « » ‘ » » » » » » et = i e
0 i ‘ = : S , ol
ED D 4 » » » » ‘ » » » ‘ » » » e — Soves | annd
Sy et e == | ! Eov ol et SR S TN T R = 0L
h‘é M » » » » | > » » 1 » » i » p— — A
R e smiafieas | f | s =
i Ba':t- » D » » » » i { 23 ‘ >
e . b » » » | b p | == —_ —
= | imperfect. | | | | |




Tabelle XII.

Verlauf der Anpassung bei 37° von:
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Noch auf ein weiteres Moment weist die Tabelle [X hin. Bei 20°
braucht £, wie erwihnt, zirka 18 Tage, um das neue, laktosespaltende
Enzym auszubilden. Der gleiche Zeitraum geniigt aber bei dieser Temperatur
auch den an Saccharose anpassbaren Stimmen, Br. und fmperfectum z. B.,
fiir die Aktivierung von Invertase, ein Verhalten, das nicht wohl denkbar
wire, wenn die Ausbildung von Milchzucker spaltenden Enzymen dem
Plasma leichter wiire, als die von Invertase. Denn die enge, systematische
Verwandtschaft der hier in Betracht kommenden Organismen berechtigt zu
der Annahme einer sehr weitgehenden Uebereinstimmung fiir die analogen
Funktionen des Plasmas der verschiedenen Arten.

Sieht man von der Existenz eines « Profermentes» und seiner mehr
oder weniger vorgeschrittenen Entwicklung ab, so wire zu erwarten, dass
die Anpassung bei aufgehobener Wirkung der Temperatur, d. h. bei der
minimalen Vergidrungstemperatur innerhalb der beiden an Saccharose einer-
seits und Laktose anderseits anpassbaren Gruppen, sich bei den einzelnen
Vertretern in ziemlich dem gleichen Zeitraum abspielen wiirde. Diese An-
nahme trifft denn auch bis zu einem gewissen Grad zu. Kin Blick auf die
Tabelle IX zeigt, dass die Anpassung bei den Stimmen O, K, Br, Di, M
und Bact. imperfectum, deren kulturelle Merkmale {ibrigens nicht vollstéindig
iibereinstimmen, so gut wie gleich schnell verlduft. Anders dagegen in der
Gruppe von Laktose fakultativ zerlegenden Organismen. Hier braucht, wie
mehrmals betont, Stamm £ fiir seine Anpassung zirka 18 Tage, wihrend
das kulturell kaum von Stamm FE zu unterscheidende Bact. mutabile und
Stamm Bi schon nach 4—6 Tagen die Fihigkeit zur Laktosespaltung
erworben haben. Ks miissen sich somit in diesem Falle andere Faktoren
geltend machen, Faktoren, welche, da die dusseren Lebensbedingungen gleich
sind, zweifellos in einer verschiedenen « Empfindlichkeit» der betreffenden
Organismen gegen die « Reizwirkung » des Zuckers (um vorldufig diesen
Ausdruck beizubehalten) gesucht werden miissen. Worauf diese verschiedene
Empfindlichkeit zuriickzufiihren ist, lisst sich an Hand des in den Tabellen
IX —XII aufgefithrten Stammes « [ halb erregt » niiher beleuchten.

« IV halb ervegt », der spiter eingehender besprochen werden soll, ist
eine zum Teil an die Zerlegung von Laktose angepasste Rasse von Stamm I,
Um ihn zu gewinnen, entnahm ich einer bei 30° aufgestellten und unter
aniierobem Verschluss gehaltenen Laktosepeptonwasserkultur von Stamm 1
nach 3-tigiger Bebriitung eine Oese Material und isolierte hieraus mittels
des Tuschepunktverfahrens eine einzige Zelle. Die Nachkommenschaft dieser
einen Zelle ist die Rasse « [N halb erregt ». Beil diesem Organismus muss
das neue Enzym, die Laktase, eine gewisse Entwicklungsstufe erreicht haben,
denn die Tabellen IX—XII zeigen, dass er, unter gleichen &usseren Be-
dingungen, sich durchweg in viel kiirzerer Zeit an die Zerlegung von Laktose
anpasst, als der Mutterstamm £. Wenn nun die Anpassung der beiden
Organismen B: und Bact. mutabile einen mit dem entsprechenden Vorgang
bei « I halb erregt » so tibereinstimmenden Verlauf nimmt, wie es aus den
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Tabellen IX bis XII hervorgeht und sich — trotz Aufhebung storender
dusserer Einfliisse — nicht wie bei I abspielt, so deutet dieses zweifellos
darauf hin, dass wir es bei By und Bact. mutabile mit Organismen zu tun
haben, in deren Plasma das neue Enzym ebenfalls eine gewisse Entwick-
lungsstufe erreicht hat, also schon vorhanden sein muss. Und analog liegen
dann offenbar die Verhiltnisse bei den Saccharose fakultativ vergiirbaren
Stammen, wo 4 bei seiner Minimalanpassungstemperatur (27°¢) lingere Zeit
fiir die Ausbildung von Invertase verbraucht als die Stimme Br, 0, Du,
M und Bact. imperfectum bei ihrer Minimaltemperatur (20°).

Diese Beobachtungen auf das verschiedene Verhalten von Bact. imper-
fectum und Bact. mutabile iibertragend, musste demnach angenommen werden,
dass nicht eine leichtere Angreifbarkeit der Laktose oder eine beschleunigende
Wirkung der Temperatur in erster Linie die schnellere Anpassung wvon
Bact. mutabile gegeniiber Bact. imperfectum bewirke. Das Hauptgewicht wiire
vielmehr aut die weiter vorgeschrittene Entwicklung der in den Mutabile-
Zellen enthaltenen « Prolaktase» als der « Proinvertase»> der Imperfectum-
Zellen zu legen. j

FHinfluss des molekularen Sauerstoffs auf den Anpassungsvorgang
und Bedeutung des von den fakultativ zerlegbaren Zuckerarten ausgehenden
Kontaktreizes.

Im Anschluss an die vorhergehenden Erérterungen soll hier ein Ver-
such mitgeteilt werden, der angestellt wurde, um die Bedeutung des freien
Sauerstoffs fiir den besprochenen Anpassungsvorgang festzustellen. [is handelt
sich darum zu entscheiden, ob die Gegenwart von molekularem Sauerstoff,
oder besser gesagt, moglichst aérobe Lebensbedingungen die Anpassung ver-
hindern konnten.

Um den Testbakterien solche Lebensbedingungen zu verschaffen, musste
ich mich nach einem Ziichtungsverfahren umsehen, das dem Sauerstoff un-
gehinderten Zutritt zu den einzelnen Keimen gestatten wiirde. Hierzu eignete
sich offenbar ein fliissiges Niithrsubstrat am besten, weil es den Zellen volle
Bewegungsfreiheit gestattet und ihnen dadurch ermioglicht, ihre positive
Aérotaxie zu befriedigen. Kine Forderung, die weiterhin an das Ziichtungs-
verfahren gestellt werden musste, bestand darin, Bedingungen zu schaffen,
welche imstande waren, das Auftreten anaérober Verhiiltnisse in den tieferen
Schichten des Ziichtungsmediums zu verhindern. Mit diesen Forderungen
vor Augen wihlte ich als Nihrsubstrat ein 2% Peptonwasser '), dem die
fakultativ zerlegbaren Zuckerarten in 2-prozentiger Konzentration zugesetzt
waren, und als Ziichtungsgefiisse gewohnliche Petrischalen. Um ein zu

') Pepton « Witte » 2 0p, Kochsalz 0,8 % in destilliertem Wasser gelost. — Hierzu
fiir die an Laktose anpassbaren Stimme 2 0/ Milchzucker, fiir die an Saccharose anpass-
baren 20y Rohrzucker. Das Nihrsubstrat wurde zu 8 em® in Reagenzgliser abgefiillt und
vorsichtig sterilisiert.
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rasches Verdampfen der in ihnen enthaltenen Fliissigkeit zu verhindern,
brachte ich sie nach der Impfung in eine grossere Glasschale, deren Boden
mit feuchtem Filtrierpapier bedeckt war. Gepriift warde das Verhalten der
Stamme Br und Bact, imperfectun in saccharosehalticem und Bs nebst £
in laktosehaltigem Nihrsubstrat und zwar in folgender Weise. 8 cm? des
Niithrsubstrates wurden in eine sterile Petrischale gegossen und mit Material
einer 24-stiindigen Kultur des betreffenden Organismus geimpft. Die ver-
schiedenen Schalen kamen sodann in die Thermostaten und zwar die B»r
und Buact. imperfectum enthaltenden bei 30°, die £ und B: enthaltenden
bei 27°. Je 6 Uhr abends und 8 Uhr morgens wurde aus den zuletzt
geimpften Schalen eine kleine Oese — 0,004 em?® Material in Schalen mit
frischem Nihrsubstrat iibertragen, um zu verhindern, dass die Zahl der in
einer Schale vorhandenen Keime so anzuwachsen imstande war, dass sie
nicht alle in Kontakt mit dem Sauerstoff der Luft kommen konnten. In
dieser Weise wurden die vier Stimme unter dem Hinfluss des Sauerstoffes
11 Tage mit dem betreffenden fakultativ vergiirbaren Zucker in Beriihrung
gelassen. Nach dieser Zeit wurde das Ueberimpfen abgebrochen und Ma-
terial aus den zuletzt anfgestellten Schalen auf gewohnlichen Schriigagar
gebracht., Die hierauf entstandenen Kulturen wurden auf Einzellkulturen
verarbeitet, die so gewonnenen Reinkulturen in Saccharose- (‘Br und Buact.
mperfectum) und Laktosepeptonagarschiittelkulturen (/ und Bi) ausgesiit
und diese bei 30° bzw. 23° aufgestellt. Nach 48 Stunden zeigten die
Schiittelkulturen von /£ und Bi das Bild einer beginnenden Vergirung,
indem das Substrat von zahlreichen Gasblischen durchsetzt war. Hier hatte
sich also die Anpassung, allerdings mit einiger Verziogerung, abgespielt,
In den Kulturen von Br und Bact. imperfectum waren dagegen erst nach
6 Tagen vereinzelt stecknadelkopfgrosse Kolonien entstanden, ein Zeichen, .
dass eine Anpassung nicht stattgefunden hatte. Da ich vermutete, dass die
hiufigen Uebertragungen in frisches Nihrsubstrat und nicht etwa der reich-
liche Sauerstoffzutritt das teilweise Ausbleiben der Anpassung verursacht
haben konnte, iiberimpfte ich zur Kountrolle eine Kultur von Stamm £ die
in gleichem N&hrsubstrat wie oben und bei gleicher Temperatur, aber anaérob
gehalten wurde, in #hnlichen Intervallen wie vorhin. Ich benutzte hiefiir
die von Iirsteiner 1) #) beschriebenen Reagenzglasreihen, die mit dem oben
erwihnten Nihrsubstrat beschickt und nach der Impfung mittels alkalischer
Pyrogallollosung sauerstofffrei gemacht wurden. Tatsiichlich machte sich nun
auch in diesem Falle eine ganz &dhnliche Verzogerung in der Anpassung
geltend, obwohl hier nicht das Vorhandensein des Luftsauerstoffes den Vor-
gang hat beeinflussen konnen. Wir sind somif gezwungen, das teilweise
Ausbleiben der Anpassung mit den hiufigen Ueberimpfungen in frisches

Y) Kiirsteiner, J. Beitrige zur Untersuchungstechnik obligat anaérober Bakterien.
Inaug.-Dissertation. Ziirich 1909.

) Herr Dr. J. Kiirsteiner hatte die Liebenswiirdigkeit, mir die notigen Gliser zur
Verfiigung zu stellen.
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Néhrsubstrat in Zusammenhang zu bringen, welcher Zusammenhang sich
bei weiterer Betrachtung als ein Befund von nicht zu unterschitzender
Bedeutung erwiesen hat.

Wenn ich im Folgenden etwas niher auf diese Verhiiltnisse eintrete,
so geschieht es in erster Linie, um auf die Forderung von Fragen girungs-
theoretischer Natur hinzuweisen, welche uns ein eingehenderes Studium der
Anpassung bieten kann. Zuniichst mochte ich der besseren Uebersicht
wegen mit einigen Worten auf zwei einander gegeniiberstehende Anschau-
ungen beziiglich des Zusammenhanges von Wachstum und Giirung eintreten.
Vor kurzem hat Otto Rahn ') in einem Aufsatz iiber die Stundengiirleistung
von Buact. lactis acidi die Ansicht vertreten, dass Girung und Wachstum
der Gérungsorganismen zwei einander erginzende, demnach untrennbare
Vorgiinge seien und dass das Wachstum proportional mit der Girung —
die Energiequelle fiir die Weiterentwicklung — zu- und abnehme. Dem-
gegeniiber wird von vielen Seiten behauptet, dass der Lebenszyklus der
Girungserreger in zwei Stadien zerfalle, ein vegetatives und ein darauf
folgendes fermentatives, in welch letzterem das Wachstum mehr oder we-
niger in den Hintergrund tritt, wihrend umgekehrt die Gérung im ve-
getativen Stadium nicht oder nur begrenzt eingesetzt hat. Nach dieser
Auffassung wéren Wachstum und Girung als zwei zum Teil getrennt
verlaufende Prozesse anzusehen, bei welchen eine Beeinflussung des einen
den andern nicht in allen Fillen in Mitleidenschaf zu ziehen brauchte. Kine
entscheidende Beweisfithrung zu Gunsten einer dieser Annahmen ist, wie
auch Rahn bemerkt, auf direktem Wege, durch Studium der Girung
selbst kaum moglich, denn unsere.chemischen Methoden sind durchgehend
zu wenig genau, um die geringen Mengen der in den ersten Wachstum-
-stadien einer frischen Kultur eventuell gebildeten Gérungsprodukte quan-
titativ zu bestimmen. WEs ist deshalb, wie schon hervorgehoben, von grosstem
Interesse, dass wir in der Anpassung der fakultativ vergiirenden Bakterien
eine Lebenserscheinung vor uns haben, die den gleichen Gesetzen gehorcht,
ich meine in gleicher Weise auf KEinfliisse reagiert, wie die typische
Giirung, so dass wir Beobachtungen, z. B. solche {iiber die Beziehungen
zwischen Anpassung und Wachstum, welche wir bei der Umwandlung
der in Frage kommenden Bakterien feststellen, direkt auf die typischen
Giirungserscheinungen iibertragen diirfen. Die Frage nun, ob denn wirklich
der fragliche Anpassungsvorgang einen giinstigeren Ausgangspunkt fiir die
Feststellung solcher Beobachtungen darstelle, als die typische Gé#rung, kann
nur bejahend beantwortet werden. Man bedenke, dass jede Verzogerung,
jede Beschleunigung der Anpassung sich in dem nachtriiglichen Verhalten
der in Betracht kommenden Organismen dem fakultativ zerlegbaren Zucker
gegeniiber kundgeben muss, so dass wir gewissermassen die Organismen
selbst als Indikator fiir stattgefundene Vorginge verwerten konnen und
nicht wie bei der Giirung auf unzureichende chemische Methoden als Hilfs-

') Otto Rahn, Centralbl. f. Bakt., IL. Abt., Bd. 32, 1912, p. 375.
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mittel fiir ihre Feststellung abzustellen brauchen. Es werden z. B. Orga-
nismen, die in ihrer Anpassung behindert werden, sich nicht in der nor-
malen Zeit zu Vergiirern des fakultativ zerlegbaren Zuckers ausbilden
konnen. Ich erinnere an den oben erwiihnten Versuch iiber den Einfluss
des Luftsauerstoffes auf die Anpassung. Umgekehrt werden aber solche
Zellen, die unter besonders giinstigen Bedingungen beziiglich der Anpassung
standen, die verschiedenen Phasen der Umwandlung um so schneller durch-
laufen. Man denke nur an den Einfluss der Temperatur auf den Verlauf
der Anpassung. Es fragt sich nur mnoch, ob wir berechtigt sind, von
den Gérungserscheinungen eines Mikroorganismus, der sich beziiglich des
betreffenden Giéirungsvorganges im Stadium der Anpassung befindet, Schliisse
zu ziehen auf den Girungsvorgang eines typischen Girungserregers.

‘Ich sagte oben, dass der Anpassungsvorgang in gleicher Weise auf
fiussere Hinfliisse reagiert wie die typische Girung, eine Behauptung, die
sich an Hand der untenstehenden graphischen Skizze niiher priizisieren
lisst. Die Figur ist nach der Tabelle auf Seite 335 in Burri's Abhandlung:
« Ueber scheinbar plotzlicher Neuerwerbung eines bestimmten Giirungs-
vermogens etc.» Centralbl. f. Bakt., 2. Abt. Bd. 28 konstruiert. Wie in der
Kinleitnng dieser Arbeit hervorgehoben wurde, konnte Burri zeigen, dass
der Anpassungsvorgang als eine allmihlich sich steigernde Fihigkeit zur Spal-
tung des fakultativ vergiirbaren Zuckers aufgefasst werden muss und zwar des-
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halb, weil man je nach der Kinwirkungsdauer des fakultativ zerlegbaren
Zuckers Zwischenformen mit verschieden erregtem Girungsvermogen iso-
lieren kann. In dem vorstehenden Koordinatensystem ist nun auf der
Ordinate die verschiedene Zeitdauer, wihrend welcher der anpassbare
Organismus (‘Bact. imperfectum), hier mit @ bezeichnet, mit dem fakultativ
zerlegbaren Zucker in Berithrung war, aufgetragen, auf der Abszisse die
Zeit, nach welcher die Zwischenformen &, ¢, d, ¢ und / hei Aussaat in ein
Nithrsubstrat mit dem fakultativ zerlegbaren Zucker diesen unter Vergirung
zerlegen konnten.

Von dem urspriinglichen Typus «, der noch nie mit dem fakultativ
zerlegbaren Zucker in Berithrung war, bis zu derjenigen Form (7), bei der
die Anpassung sich vollzogen hat und die den Zucker unter normalen Gé-
rungserscheinungen zu zerlegen vermag, haben wir also eine geradelinige
Steigerung einer Figenschaft, der Fihigkeit zur Spaltung des betreffenden
Zuckers. In diesem System miissen die Kriifte, die den Uebergang von «
in b beherrschen, auch diejenigen sein, die den Uebergang von 4 in ¢, von
¢ in d, von d in ¢ und von ¢ in f bewirken. Die Fihigkeit zur Zucker-
spaltung muss also in allen ihren Entwicklungsstadien den gleichen Kriften
unterworfen sein, so dass Einfliisse, die den dnpassungsvorgang behindern
oder beschleunigen, ebenfalls Hindernisse oder Forderungsmittel der Girung
sein miissen. '

Von diesem Gesichtspunkte aus gewinnt der weiter oben besprochene
Versuch, welcher den Kinfluss des Luftsauerstoffs auf den Anpassungs-
vorgang behandelte, an Interesse. Wir haben dort eine Verziogerung der
Anpassung feststellen konnen, die nach der Annahme Rahns u. a. Hand in
Hand mit einer Verlangsamung des Wachstums hitte gehen sollen. Dieses
ist aber von vorneherein ausgeschlossen. Man bedenke nur, dass die Ver-
suchsorganismen wihrend 24 Stunden 2 mal in frisches Nihrsubstrat tiber-
impft wurden und, dass die 12 Stunden alten Kulturen immer kriftig ge-
triilbt waren. Nicht eine Verlangsamung, sondern im Gtegenteil eine kriftige
Beschleunigung der vegetativen Vermehrung hatte sich Hand in Hand mit
einer Verzogerung der Anpassung abgespielt. Wir kionnen daraus schliessen,
dass die Anpassung, respektive Girung, nicht in allen Fillen dem Wachs-
tum parallel verlduft und dass die Auffassung Rahn’s u. a. jedenfalls einer
gewissen Kinschrinkung unterliegen muss.

Ich mochte jetzt der anderen Anschauung nihertreten und untersuchen,
ob sich diese vielleicht mit den von mir gemachten Beobachtungen besser
in Einklang bringen lasse. Es wird, wie schon bemerkt, von den Anhéingern
dieser Anschauung behauptet, dass der Lebenszyklus eines Girungserregers
mit einem vegetativen Stadium anfange, in welchem die Girtitigkeit noch
nicht eingesetzt hat. Erst allmihlich soll die Spaltung von Kohlehydraten
beginnen und zwar unter gleichzeitiger, mehr oder weniger ausgepriigter
Abnahme des Wachstums. Mit dem Auftreten der Gérung ist der Organis-
mus dann in das zweite, das fermentative Stadium, eingetreten. Was zu
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dieser Theorie Veranlassung gegeben hat, vermag ich nicht zu entscheiden.
Ich glaube aber, dass — wie auch Rahn hervorhebt — das sogenannte
Inkubationsstadium der Milch nicht unwesentlich dazu hat beitragen konnen.
Uebrigens ist es ja eine tidglich im Laboratorium zu beobachtende Erschei-
nung, dass sichthare Garung erst dann eintritt, wenn die Kultur eines
Géirungsorganismus — sei es eine Hefe- oder eine Bakterienart — ein
gewisses Alter erlangt hat.

Vergegenwiirtigen wir uns einmal die Verhiltnisse, wie sie sich etwa
bei einem in Traubenzuckerbouillon ausgesiten Bact. coli commune gestalten
konnten. KEs sei beispielsweise anfangs eine Zelle in das Substrat eingesit
worden. Die reichlich vorhandenen Nihrstoffe werden dieser Zelle Gelegen-
heit zur Weiterentwicklung geben ; sie wird sich vergrisseren und schliess-
lich in zwei Hélften zerfallen, von denen jede die Hélfte des miitterlichen
Plasmas und damit gleichzeitig aller mitterlichen Inhaltsstoffe (darunter
auch des dextrosespaltenden Enzyms) in sich aufnehmen, wenn wir voraus-
setzen, dass diese Stoffe im miitterlichen Korper gleichmiissig verteilt waren.
Entspricht nun die Enzymmenge, die in jeder der Tochterzellen vorhanden
ist, auch derjenigen der urspriinglichen Mutterzelle? Bei dieser scheinbar
so einfachen Frage miissen wir offenbar Halt machen und von ihr ausgehen,
um uns ein Bild der Verhiltnisse, wie sie die zwei Anschauungen voraus-
setzen, zu verschaffen. Man stelle sich zunichst vor, dass die Tochterzellen
tatsiichlich die gleiche Menge Enzym wie die Mutterzelle enthalten. In
diesem Falle sind die Verhiiltnisse sofort tibersichtlich. Wie die Mutterzelle
zwei Zellen, jede mit der urspriinglichen Enzymmenge schuf, so werden
auch diese Abkommlinge erzeugen, von denen jeder den gewohnlichen En-
zymgehalt besitzt. So wird sich proportional mit der Zunahme von Zellen
mehr Enzym bilden und diese Zunahme wird bewirken, dass die Vergiirung
mit dem Aelterwerden der Kultur kyiftiger — makroskopisch sichtbar —
wird. Die Zuckerspaltung hat aber in diesem Falle schon beim Heran-
wachsen der ersten Zelle stattgefunden, denn auch sie besass von Anfang
an die gleiche, fiir eine Girung erforderliche Enzymmenge, wie sie in den
Zellen der spiteren Generationen, bei denen wir eine Girung feststellen
konnen, vorhanden ist. Wenn aber der Enzymgehalt der Mutterzelle sich bel
ihrer Teilung, durch «besondere Beeinflussung » bedingt, nicht so weit hat an-
reichern kionnen, dass jede der Tochterzellen die urspriingliche Menge bekommt,
dann ist die zweite Anschauungsweise eher geeignet, eine befriedigende
Erkldrung der tatsiichlichen Verhiltnisse zu geben. Das in den Tochter-
zellen vorhandene Enzym wird, wenn die gleiche Beeinflussung immer wirkt,
in jeder Zelle der kommenden Generationen noch mehr abnehmen, so dass
wir beim Heranwachsen der Kultur schliesslich eine enzymarme Generation
erhalten, die wegen zu geringen Enzymgehaltes nicht befihigt ist, den Zucker
anzugreifen und zu zerlegen. Krst wenn die angenommene « besondere
Beeinflussung » aufgehoben wird, werden diese Generationen samt ihren Nach-
kommen in die Lage versetzt, den urspriinglichen, normalen Enzymgehalt
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wieder herzustellen, und von dem Zeitpunkte an, wo dieses geschehen ist,
tritt Gérung ein. In der angegebenen Weise wiirde der Giirungsprozess
nicht nur makroskopisch, also anscheinend, sondern fatsiichlich in zwei
Stadien zerfallen, ein vegetatives, wihrend dessen die besondere Beeinflussung
wirkt, und ein fermentatives Stadium, bei welchem der normale Enzymgehalt
der Zellen wieder hergestellt ist.

HEs fragt sich nun, ob es denn gelinge, eine solche <« besondere Beein-
flussung » nachzuweisen und zu schaffen. Wire dieses moglich, dann miissten
wir in der Lage sein, eine nachweisbare Trennung von Wachstum und
Garung zu bewirken, indem wir die eine dieser Lebensfunktionen steigern
unter gleichzeitiger Zuriickdringung der anderen. Und durch eine derartige
indirekte Beweisfithrung hitte dann wiederum die zweite Anschauung zum
mindesten sehr an Wahrscheinlichkeit gewonnen. Fiir die Anpassung, die
wie ich oben hervorhob, als ein mit der Gérung identisch verlaufender
Vorgang anzusehen ist, kann der Beweis als geliefert betrachtet werden.
Ich zeigte in dem betreffenden Versuch, dass eine beschleunigte Vermehrung
Hand in Hand mit einer Verlangsamung der Anpassung gegangen war, und
wies dadurch nach, dass diese zwei Lebenserscheinungen als getrennt ver-
laufende Vorgiinge auseinander gezogen werden konnen. Daraus folgt, dass
wir in der Moglichkeit beschleunigten Wachstums eine solche « besondere
Beeinflussung » zu erblicken hiitten, durch welche wir imstande wiren, die
Anpassung und somit auch die Girung von dem Wachstum zu trennen.

Beschleunigte Vermehrung eines Organismus lisst sich ganz allgemein
durch Ziichtung unter den optimalsten Bedingungen hervorrufen, d. h. durch
Darbietung giinstiger Nihrstoffe, giinstiger Temperatur und durch Entfer-
nung gebildeter Stoffwechselprodukte. Dieses war der Fall in dem schon
mehrfach erwihnten Versuch iiber den Finfluss des Luftsauerstoffs auf den
Verlauf der Anpassung. Hier waren immer geniigende Néhrstoffe (Pepton)
vorhanden, die Temperatur war konstant und zusagend und — worauf ich
besonderes Gewicht legen mochte — die Stoffwechselprodukte wurden durch
die hiufigen Ueberimpfungen in frisches Nihrsubstrat ferngehalten. Ganz
analoge Verhiltnisse treffen wir nun in jeder frischen, mit wenig Material
geimpften Kultur, oder, um bei dem fritheren Beispiel zu bleiben, in der
mit einer Coli-Zelle geimpften Traubenzuckerbouillonkultur. Hier sind anfangs
auch keine Stoffwechselprodukte, dagegen reichliche Nihrstoffe und andere
giinstige Entwicklungsbedingungen vorhanden und die Folge wird offenbar
sein, dass die vegetative Vermehrung beschleunigt, die Géarung dagegen
vorliufig zuriickgedringt wird. Ich mochte dieses mit ein paar Zahlen aus
einer Arbeit von Thini') niher beleuchten. Thoni hatte Versuche ange-

stellt, um die Sdureproduktion in jungen Kulturen verschiedener Milchsiure-
bakterien festzustellen.

') J. Thioni, Landwirtschaftliches Jahrbuch der Schweiz, 1906.
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Tabelle XIV.

Bei 250 Bei 30° Bei 85°
Nach TS et s Gt e ey
q 1 et o Zahl der in 1 cn® SHTiEa Zahl der in 1 ecm? q;im'(hi Zahl der in 1 em?
Stunden DA dtur enthaltenen |2 o | Kultur enthaltenen |~ o | Kultur enthaltenen
grad ; arad : grad | :
Organismen Organismen | Organismen
24 Stunden 0 7000 0 | 7 500 000 4,5 18 750 000
48 Stunden 1 3000 000 i e 4 500 000 105 15 000 000
72 Stunden | 3 5000 000 6 3 500 000 12 ; 12 500 000

In der obenstehenden Tabelle sind die Daten fiir Bact. casei ¢ verzeichnet.
In allen Versuchsreihen wurde die gleiche Menge Substrat mit der gleichen
Menge von Zellen geimpft und doch sind ganz verschiedene Resultate er-
halten worden. In der ersten Kolummne haben 7000 Zellen bei 25° nach 24
Stunden keine nachweishare Siuremenge produziert. Diese 7000 Zellen haben
sich in weiteren 24 Stunden zu 3 Millionen vermehrt und dabeir 1 Grad
Saure erzeugt. Bei 30°, die eine fiir diesen Organismus giinstigere Temperatur
darstellt, hatte die Zahl der ausgeséiten Keime sich in 24 Stunden zu
7500000 vergrossert und diese 7,5 Millionen hatten noch keine S#ure
gebildet. Nach weiteren 24 Stunden ist ihre Zahl auf 4,5 Millionen zuriick-
gegangen, wihrend nunmehr der Séuregrad 3 betrigt. Und in noch wei-
teren 24 Stunden hat ihre Zahl weiter abgenommen, der Siuregrad aber
weiter zugenommen. Bei 35° endlich, die die Optimaltemperatur von Baet.
caser ¢. sein diirfte, haben die Organismen sich in 24 Stunden zu 18,75 Mil-
lionen vermehrt, eine Zahl, die in den folgenden Tagen kleiner wird, ohne
dass das Fortschreiten der Siurebildung behindert, viel weniger denn ge-
gehemmt wird.

Diese Resultate lassen sich nicht durch die erste Anschauung allein
erkliren. Wiren Wachstum und Girung hier gleichzeitig verlaufen, dann
hitte in dem Falle, wo die ausgesiten Zellen sich in 24 Stunden zu 7
Millionen vermehrten, viel mehr Siure gebildet werden miissen als dort,
wo 7000 Zellen sich in 24 Stunden zu 3 Millionen vermehrten. Nehmen
wir dagegen die zweite Theorie zu Hiilfe, dann werden die Verhiltnisse
klar. In der zweiten Kolumne haben wir gegeniiber der ersten giinstigere
Entwicklungsbedingungen, denn die Temperatur ist eine zusagendere. Die
Wirkung ist auffillig. Die Vermehrung ist hier eine zehnfach schnellere
geworden, ohne dass die Girung beschleunigt worden ist. Die zwei Funk-
tionen sind, mit anderen Worten, durch die giinstigeren Lebensbedingungen
auseinandergezogen worden. Die Zahlen der dritten Kolumme lassen sich
in diesem Falle nicht verwerten, denn hier ist die Vermehrung eine so
rapide, dass dasjenige, was sich in den {iibrigen Féllen in 48, oder sogar
72 Stunden abspielt, hier in 24 Stunden abgeklungen ist. Immerhin lédsst
sich auch hier ersehen, dass die Siurebildung zu-, die Wachstumsgeschwindig-
keit aber gleichzeitig abnimmt. Betrachten wir die erste Kolumne fiir sich,
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dann haben wir in der Tat eine parallel verlaufende Steigerung der beiden
Funktionen, wie sie auch Ralin in seinen Versuchen beobachtet hatte. Aber
auch diese Tatsache ldsst sich ganz gut mittels der zweiten Anschaunung
erklaren. Die Temperatur ist hier eine fiir ein beschleunigtes Wachstum
ungiinstige, so dass diese besondere Beeinflussung, die die beiden Funktionen
hatte trennen sollen, tatséichlich nicht vorhanden 1st. Das Resultat wird
natiirlich sein, dass jede Mutterzelle vor ihrer Teilung Zeit genug hat, um
so viel Enzym zu produzieren, dass ihre beiden Tochterzellen je den nor-
malen Enzymgehalt erhalten kann, wodurch dann fiir Wachstum und Siure-
produktion beziehungsweise G#iung die Moglichkeit eines mehr oder weniger
gleichzeitigen Verlaufes geschaffen wird. Wir sehen hieraus, dass die
beiden Theorien einander nicht antagonistisch gegeniiberzustehen brauchen,
Es ist Raum fiir beide in dén tatsiichlichen Verhéltnissen und es wird
lediglich von dusseren FKinfliissen abhiingen, welche von beiden in einem
gegebenen Fall die zutreffende ist.

Bevor ich diese Auseinandersetzungen schliesse, mochte ich nur noch
einen weiteren Versuch, den ich angestellt habe, und der zu dem oben
Lirorterten in gewisser Beziehung steht, erwiihnen.

Ich wollte ermitteln, ob das blosse Vorhandensein, der Kontaktreiz
des fakultativ vergérbaren Zuckers geniige, um die Anpassung zu bewerk-
stelligen. Um dieses zu priifen, impfte ich wisserige Zuckerlosungen ?), die
zu je 2 ecm® in Reagenzglisern abgefiillt und vorsichtigt sterilisiert waren,
mit den 4 Stéwmmen: Br, Bact. imperfectum, I und Bi. Dabei sollten nur
wenige, etwa 50 bis 100 Zellen der 4 Versuchstimme in die betreffenden
Zuckerlosungen ausgesiit und so lange unter anaérobem Verschluss bei
einer Temperatur von 30° darin gehalten werden, bis die Anpassung unter
gewOhnlichen Verhéltnissen hiitte stattfinden miissen. Die aufgestellten
Zuckerlosungen mit den in ihnen enthaltenen Zellen sollten dann in Gelatine
ausgesit und zu Platten gegossen werden. Die Platten sollten bei einer
fiir die Anpassung ungiinstigen Temperatur (20°) hingestellt und die auf
ihnen aufgehenden Kolonien, sobald sie sichtbar wurden, auf zuckerfreies
Nihrsubstrat abgeimpft und von da weg in Saccharose-, respektive Laktose-
peptonagar ausgesit werden, um eine moglicherweise stattgefundene An-
passung festzustellen.

In dem ersten Versuch liess ich die ausgesiten Zellen 15 Tage mit
dem Zucker in Bertihrung. Nach dieser Zeit waren sie aber alle abgetotet.
In einem folgenden Versuch setzte ich deshalb die Einwirkungsdauer des
Zuckers auf 6 Tage herab. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Test-
kulturen mit Gelatine zu Platten gegossen. Auch in diesem Falle waren
die ausgesiten Br-, Imperfectum- und I-Zellen abgetotet. Auf der Platte,
die Bi- Zellen enthielt, waren nach 3 Tagen 3 Kolonien sichtbar. Sie wurden
auf Schrigagar abgeimpft, die hierauf entstandenen Kulturen in Laktose-

Y Fiir Bact. imperfectum und Br eine 2°) Saccharoselosung in destilliertem Wasser,
fir # und B. eine entsprechende Laktoseldsung.
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peptonagar ausgesiit und bei 23° aufgestellt. Bis zum 4. Tage blieben diese
Schiittelkulturen umverdindert. Am 5. Tag liessen sich Kolonien mit dem
blossen Auge in ihnen erkennen. Die Kolonien vergrisserten sich in-den fol-
genden Tagen und erwiesen sich beim Abimpfen als aus vergiirenden Zellen
bestehend. Fiir einen dritten Versuch loste ich die Zuckerarten in physiolo-
gischer Kochsalzlosung anstatt in destilliertem Wasser und liess die ausgesiiten
Zellen 6 Tage mit dem Zucker in Kontakt. Auch jetzt waren die ausgesiiten
Br-Zellen eingegangen. Auf den mit den iibrigen Versuchstimmen geimpften
(elatineplatten gingen je ca. 100 Kolonien auf, ein Zeichen, dass die Keime
sich in den Zuckerlosungen nicht nennenswert vermehrt hatten. Von der
Gelatineplatte, die Imperfectum-Zellen enthielt, wurden nun zwei Kolonien,
von der Platte mit FE-Zellen ecine und von der mit Bi-Zellen drei Kolonien
auf Schrigagar iibertragen und die hierauf entstandenen Kulturen wie
gewdhnlich zum Anlegen von Schiittelkulturen gebraucht. Diese wurden
bei 30° (Bact. imperfectum) und 23° (£ und Bi) aufgestellt. Nach 4 Tagen
liess die eine Imperfectum-Kultur zwei mit Lupe sichtbare Kolonien, die
andere dagegen noch nach 5 Tagen keine Verinderung erkennen. In der
Schiittelkultur von # waren erst nach 6 Tagen Kolonien mit der Lupe sicht-
bar. Die Schiittelkulturen von B zeigten am 5. Tag mit dem blossen
Auge erkennbare Kolonien, die eine Kultur ausserdem 2 Gasblischen.
Verglichen mit den in den Tabellen X und XI angefithrten Daten, wird
man eine vollstindige Uebereinstimmung in dem Verlauf der Anpassung
bei den in Beriihrung mit dem fakultativ vergirbaren Zucker gestandenen
und dem der Originalstimme finden. Daraus diirfte hervorgehen, dass die
« Reizwirkung » des Zuckers erst bei der Entwicklung der Organismen zur
Wirkung kommt und mit der Lebenstitigkeit der anpassbaren Bakterien
aufs Engste verkniipft ist.

Korrelative Aenderungen in den Kigenschaften der fakultativ ver-
girenden Organismen nach stattgefundener Anpassung.

Ist die Anpassung eingeleitet, dann ldsst sich der mehr direkte Vor-
gang, die Aktivierung des neuen Knzyms, Schritt fiir Schritt verfolgen.
Dieses wurde schon von Buirri hervorgehoben und von ihm in der Weise
nachgewiesen, dass er nach verschiedenen Zeitintervallen aus einer bei 30°
aufgestellten Saccharosepeptonwasserkultur von Bact. imperfectum Material
entnahm, auf Schrigagar iiberimpfte und die hierauf aufgegangenen Kulturen
— die Zwischenformen — in Saccharosepeptonagar ausséte. Je weiter nun
ihre Anpassung vorgeschritten war, d. h. je linger sie unter den Hinfliissen,
die zur Anpassung fiihren, gestanden hatten, um so schneller zeigten die
geimpften Saccharoseschiittelkulturen das Bild einer Anpassung, Kolonien
und Gasblédschen.

In #hnlicher Weise wie Burri, habe ich von zwel meiner Stimme, B
und £, je eine solche Zwischenform isoliert. Dabei wurde von 24 Stunden
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alten Schrigagarkulturen der zwei Originalstimme je eine Nadelspitze voll
Material in je 10 em® Laktosepeptonwasser ausgesiit, diese Kulturen anaérob
verschlossen und bei 30° aufgestellt. Nach 3 Tagen wurde aus beiden
Kulturen je eine Oese Material entnommen und hierauf, wie auf Seite 22 ange-
fithrt, mittels des Tuschepunktverfahrens je eine Zelle isoliert. Die Rassen
oder, wenn man will, die Zwischenformen « By halb erregt> und « I halb erregt»
entstammen den zwei isolierten Zellen. Dass sie wirklich in bezug auf die
Schnelligkeit, mit der sie sich anpassen lassen, eine Mittelstellung zwischen
den Originalstimmen Bi, £ und ihren vergirenden Rassen einnehmen,
diirfte aus der folgenden Tabelle XV hervorgehen.

Tabelle X V. Verlauf der Anpassung der Stamme bei 23¢:
——————— 1
Nach | Nach Nach | Nach Nach Nach Nach Nach
Stilllllll r m m m s o
1 Tag |2Tagen |3 Tagen|4 Tagen|5Tagen |6 Tagen |7 Tagen |8 Tagen
E 5 Keine Keine Keine Keine  Mit Lupe| 0 Wie 11\1:){!60]1)111(::_
5 E Veriin- Verlin- | Veriin- Veriin- | sichtbare b s e Aug.i'e
i derung | derung | derung | derung Kolonien SiehEbas
an
5 e i P e
i 3 onien
= - Mit blog- | Viele, bis|Kolonien Kolonier
Z : »  [em Auge) FEEEN |0 Koni [Kolonien | WO VO i
S halb erregt E('}lth-‘m‘ grosse | ge Gas- | BYOSSC Gas-
2-"‘ OIOUIEN I K p1onien | blischen blischen
= T L ey S T | L, 7 bl S r e i
2 .
ﬁ I Ver- T il o 2l iy T bl
T girung
E erregt
g —_— — e e e e e b ,,4:_. — S
2 3‘1[1;’ E"\lgg"e Kolonien
&0 },\u_l.].'e Kef.{]e Mit LU])‘G Wie Isichtbare| Kolonien “'le‘ oL
= Bs Veriin- Verin- |sichtbare vorhiet \Kolotian.| orhodcr her; meh- —
= derung | derung |Kolonien et b rere Gas-
& 2 a5 bliischen
@ ol 1 _ blischen N i 2! e Wt
5 Mehrere | Zahl-
N B Gasbliis- | reiche
@ 4 3 chen und G;L%bléis- Ver- ) o S ==
H= Tl mit Lupe| chen; giirung
= halb er Lgt sichthare|Kolonien nicht
(‘E | Kolonien| grosser T .
.B»i Ver- i % ¥ 2, il B 5
erregt girung
| I

Bemerkung : Mit «erregt» sind jeweilen die vergiirenden Rassen bezeichnet.

Es kann also keinem Zweifel unterliegen, dass wir es hier mit wahren
« Ziwischenformen » zu tun haben, die aufs deutlichste das Stufenweise in
dem Verlauf der Anpassung zu Tage treten lassen. Wir werden spiter
einen Vorgang kennen lernen, der mit der eben besprochenen Verschiebung
des Girungseintrittes korrelativ verlioft und deshalb geeignet ist, die
Burri’sche Auffassung der Anpassung als ein allmihlich verlaufender Vor-
gang zu stiitzen.
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Die Erkennung einer durch die Anpassung bewirkten korrelativen
Aenderung in den FKigenschaften der angepassten Bakterien wiire deshalb
von Interesse, weil man aus der Ausdehnung dieser Aenderung Riickschliisse
auf die Umwilzungen ziehen konnte, die die Ausbildung des neuen Enzyms
in der Organisation des Plasmas verursacht hitte. Zur Feststellung einer
korrelativen Aenderung der FEigenschaften nach geschehener Anpassung
wurden deshalb die von mir isolierten Stimme nebst Bact. mutabile und
Bact. imperfectum in Laktose- respektive Saccharosepeptonagar ausgesit
und die vergirenden Rassen der verschiedenen Stdmme durch Ueberimpfen
der in den Schiittelkulturen entstandenen Kolonien auf Schriigagar gewonnen.
Diese Rohkulturen der Rassen wurden siimtlich auf Einzellkulturen ver-
arbeitet und als solche in Peptonagar, der den fakultativ vergérbaren
Zucker enthielt, ausgesiit. Dabei erwiesen sich alle Rassen als kriiftige
Vergirer der fraglichen Zuckerart. Die Rassen und die « Zwischenformen »
« By halb erregt» und « ' halb erregt> wurden nun, genau wie frither die Original-
stimme, anf ihre kulturellen Merkmale gepriift und erwiesen sich in bezug
auf Wachstum, Griosse, Fiarbbarkeit, Beweglichkeit, in ihrem Wachstum auf
Kartoffel, in ihrem Verhalten zu Neutralrotagar, in ihrer Siureproduktion,
in ihrem Verhalten zu den biochemischen Reaktionen, in Agglutinabilitit und
Pathogenitit vollstindig identisch mit den entsprechenden Mutterstimmen, so
dass eine nidhere Besprechung aller dieser Punkte nur eine Wiederholung
von frither Gesagtem sein wiirde. Nur das Verhalten in Milch und das
Grasbildungsvermsgen boten gewisse Abweichungen, die eine besondere
Besprechung erfordern. In der folgenden Tabelle XVI sind die Stéimme
zusammengestellt, die ein etwas unerwartetes Verhalten gegeniiber Milch
aufwiesen.

Dass «Ba erregt», die vergirende Rasse von Stamm By, unter anaéroben
Verhiltnissen die Milch zur Gerinnung bringt, bei Luftzutritt dagegen nicht,
ist sehr wahrscheinlich darauf zuriickzufithren, dass die von diesem Orga-
nismus aus Milchzucker gebildete geringe Siuremenge unter aéroben Lebens-
bedingungen nicht zur Wirkung kommt, weil sie von den alkalischen Stoft-
wechselprodukten der Bakterien gesiittigt wird. Viel auffallender ist, dass
die vergirenden Rassen vom Bi und Bact. mutabile unter anaéroben Ver-
hiiltnissen die Milch gerinnen machen, wiihrend die Mutterstimme unter
gleichen Umstinden das Kaséin nicht zur Ausscheidung bringen. FEine
Aushildung von Labenzym als Folge der Anpassung ist natiirlich aus-
geschlossen, denn wenn dieses der Fall sein sollte, miisste «Bs erregt> die
Milch auch bei Luftzutritt koagulieren kénnen, was, wie wir gesehen haben,
nicht zutrifft. Kbenso wenig kann das eigentiimliche Verhalten von By,
und Bact. mutabile darauf zuriickgefithrt werden, dass die Milch ein ungiin-
stiges Substrat fiir das Zustandekommen der Anpassung wire. Denn ent-
nimmt man einer geniigend alten Milchkultur von Bs oder Bact. mutabile
etwas Material und fiihrt es in ein laktosehaltiges Nihrsubstrat iiber, tritt
eine vollkommen typische Vergirung des Zuckers ein; ein Zeichen, dass
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Tabelle XVI.

1l 1 1 |
i | | |
e | Nach | Nach Nach Nach Nach Nach | Nach Nach
LN |
3 || 1 Tag | 5 Tagen | 8 Tagen | 12 Tagen | 20 Tagen | 30 Tagen | 50 Tagen | 80 Tagen
i i : 1
E Nicht Nicht Nichit Nichb \o - onfen e il Bk
t geronnen| geronnen geronnen| geronnen|
E } Begin-
Sl crrbit » » » nende Ge- Geronnen — =5 ==
wlh erregt | rinnung |
™ Begin-
15 . )
i » » nende Ge-|Geronnen -— — — —
S rinnung
e 3 ,A,,,fr,‘, estobad E & 5 =i
E . . 2 Nicht R P R R - FAbs
anaérob gehalten | : geronnen| geronnen| |
I Begin-
erregt » » nende Ge-|Geronnen e s — s
anaérob gehalten rinnung
B, o " Nicht Nicht Nicht Nicht e 400
' geronnen| geronnen| geronnen| geronnen
ll'LI}) }141'1‘ gt » » » » » » — T
g egt
rg?';q t » » » » » » - i
B, Nicht | Nicht
o » » » » » » ! =
anaéroh gehalten geronnen| geronnen
By
halb erregt » » » » » » » »
anaérob gehalten
By
erregt » » » » Geronnen, = e L
anaérob gehalten
5 : Nicht Nicht Nicht
SLedmi s : 2 z i geronnen| geronnen| geronnen
; % Begin-
Badél}:}gféﬂﬂle » » » nende Ge-|Geronnen = == e
= rinnung
Bact. mutabile i o s Nicht Nicht | Nicht Nicht Nicht
anaérob gehalten geronnen| geronnen| geronnen| geronnen| geronnen
Bact. mutabile Begin- '
erregt » » » nende Ge-|Geronnen — T =
anaérob gehalten rinnung

Bemerkung: Die verwendete Milch wurde zu 10 em?® in Reagenzgliser abgefiillt,
fraktioniert sterilisiert, geimpft und hei 30° aufgestellt.

die Anpassung sich in der Milch hat vollziehen konnen. Welche nun auch
die Kinfliisse sind, die das unerwartete Verhalten von Bs «erregt» und
Bact. mutabile erregt bewirken, von einer eigentlich korrelativen Aenderung
einer Kigenschaft als Folge der Anpassung kann nicht mit Recht gesprochen
werden und es lidsst sich wohl behaupten, dass die vergirenden Rassen,
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ganz allgemein genommen, auch gegeniiber Milch ein normales Verhalten
aufweisen.

Von grossem Interesse erwies sich das Gasbildungsvermisgen der ange-
passten Stimme. Schon bei der ersten Priifung, die im November 1910
vorgenommen wurde, hatte sith gezeigt, dass die vergiirenden Rassen,
besonders Bi erregt und I erregt aus Dextrose mehr Gas abzuspalten ver-
mochten als die entsprechenden Mutterstimme.

In der Tabelle XVII sind die damals gewonnenen Resultate verzeichnet.
I'iir das Verstindnis der Tabelle verweise ich auf Seite 13.

Tabelle XVII.

. I!! | I Dareh K (O rch K foht
Stamm i} Gesamtgasmenge ‘ {L}lS()l‘biL‘l'h‘dlgésl—gﬂs lif]l)l:(ilhl)hl(l?lll-]()sn(];i}:
cm? ’ cm? ‘ cin?®
B 26 l 3 13
E halb erregt 28 14 1 14
Il errect 40 23 1 17
B, 7 L ‘ 45
B+ halb erregt 15,5 7,5 | 8
By erregt 24 15 ! 9
A 27 16 11
A erregt ? ? | ?
Br 12 3,75 8,25
Br erregt 13 5 8
(O 14 ; ) g
(: erregt ? ? } ?
M ¢ ? J‘ [
M erregt ? s ?
D, 11,5 3,5 8
Dy erregt 15 5 10
K 7,5 2,5 5
K erregt 8 2,0 5,5
Bact. mutabile 12 3,5 8,5
Bact. mutabile erregt 12,5 3 D 7,5
Bact. imperfectum | 16 | 9 7
Bact. imperfectum erregt 18 10,5 7,5

Das auffallende Resultat dieser Analysen veranlasste mich, das Ver-
giirungsvermogen von B, I und ihren vergirenden Rassen unter den
verschiedensten Bedingungen zu untersuchen, um iiber die Zuverlissigkeit
der benutzten Versuchsanordnung klar zu werden. Is ist unnotig, auf die
Finzelheiten dieser Versuche einzugehen, das Wesentliche bei ihnen ist,
dass die Unterschiede in dem Vergiirungsvermogen sich nicht auf Zufillig-
keiten zuriickfithren lassen, sondern in Zusammenhang mit der erfolgten
Anpassung stehen miissen.

Nachdem ich die Zuverlissigkeit der gebrauchten Gasbestimmungs-
methode nach Burri festgestellt hatte, unternahm ich im Mai 1911 eine
zweite Untersuchung meiner Stimme. Der Vollstindigkeit halber muss ich



hier erwiithnen, dass der Analysengang dabei etwas abgeéindert worden war.
Erstens stellte ich mein Nahrsubstrat nicht aus frischem Fleisch, sondern
aus Fleischextrat «ZLiebig» dar. Der Zuckergehalt dagegen war natiirlich
der gleiche wie frither, ndmlich 2% chemisch reine Dextrose. Und ferner
impfte ich, um ein so einheitliches Resultat wie moglich zu bekommen,
das Nihrsubstrat nicht «mit reichlichem Material», sondern verrieb 2 Oesen
einer bei 30° aufgestellten Schrigagarkultur des betreffenden Organismus
in 2 em? steriler physiologischer Kochzsalzlosung und brachte von dieser
Emulsion 0,25 ¢em?® in den Dextroseniihrboden. Die geimpften Gasanalyse-
rohren wurden darauf bei 30° — wnicht bei 37° — aufgestellt, da es sich
gezeigt hatte, dass diese eine fiir den Verlauf der Reaktion giinstigere
Temperatur war. Speziell was B4+ und seine Rassen anbetrifft, muss Gewicht
darauf gelegt werden, dass die fiir die Analyse verwendete Schriigagarkultur
bei der gleichen Temperatur, die fiir die Analyse selbst zur Anwendung
kommt, geziichtet wird, denn diese Organismen sind wie schon mehrmals
betont, ausserordeutlich empfindlich gegen Temperatureinfliisse.

Tabelle XVIII.

| >
Gesamtmenge nach Durch Durch
‘ K (OH) ab-| £ (OH)
»gfil‘ll]]ll B I i WA T o Te kT o ]ll(:ht El.h‘
v sorbier- | "o pier.
24 Std. | 48 Std. | 72 Std. | 96 Std. | bares (+as e s
em? em? em? em® | cm® em?
E 12 17 18 18 = 9,5 8,5
15 halb erregt 12,5 20 22 22 [ =12 10
I erregt 19 28 31 32 5 ) 13
B 9 18 28 28 I 16 12
By halb erregt 11 22 35 35 s 14
Bi erregt 12 26 40 40 L Aay 16
A 9,5 10 10 10 5 5
A erregt 11 11,5 11,5 11,5 5 6,5
Br 12 12 12 12 4 8
Br erregt 14 14 14 14 s 5 9
Os 10 10 Ity B (e e 7
O: erregt 11 12 12 s Lol 8
M 12 12 ek MR b e R - 7,5
M erregt 13 R 185 1545 8
D. 10 10 10 10 ; 3 7
Dy erregt 9,5 10 10 10 i 3 4
K 6,5 6,5 6,5 7 T Bl 4.5
K erregt 8 8 8 8 i 2,5 5,5
Bact. mutabile 9 9 9 9 | 2,5 6,5
Bact. mutabile erregt 9,5 10 10 10 3 7
Bact. imperfectum 9 9 9 9 | 4 b
Bact. imperfectum erregt 14 11,5 11,5 1 5,5 6

Die Tabellen XVII und XVIII sind nur zum Teil vergleichbar, denn
die verwendeten Né#hrsubstrate haben, wie schon betont, nicht genau die

-
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gleiche Zusammensetzung. Und bei den im Mai 1911 ausgefiithrten Analysen
wurde im Gegensatz zu frither eine niederere Temperatur (30°) benutzt.

Der grosse Unterschied, den die zwei Analysenreihen in den von B
und seinen vergirenden Rassen gebildeten Gasmengen aufweisen, rithrt von
den verschiedenen Temperaturen her. Ebenfalls diirfte das verschiedene
Resultat bei Stamm A auf Temperatureinfliissse zuriickzufithren sein.  Ferner
zeigt die Tabelle XVIII, dass f, B+ und ihre Rassen bei 30° erst nach
3 Tagen das Maximum von Gas gebildet haben, withrend die {ibrigen Stimme
auch bei dieser Temperatur die Reaktion meist schon in 24 Stunden zum
Ablauf bringen. Was aber aus beiden Tabellen deutlich hervorgeht, ist,
dass die vergirenden Rassen durchweg mehr Gas produzieren, also die
Dextrose kriiftiger angreifen, als ihre Mutterstiimme. Bei # erregt und
By erregt ist dieses am besten enkennbar. Sehr schon tritt auch der
Unterschied zwischen «F halb erregt», « By halh erregt» und ihren Mutter-
stimmen hervor. Auch diese zwei Rassen bilden mehr Gas als die Original-
stimme / und B4, weniger dagegen, als die entsprechenden ganz ange-
passten Stémme.

Sowohl bei IV wie bei B4 haben wir somit eine mit der Anpassung
parallel verlaufende Steigerung des Dextrose-Garvermogens, wodurch das
Fortschreiten der Anpassung nicht nur in dem Verhalten zu Laktose, sondern
auch in der Dextrosevergirung erkennbar wird. Deutlichere Beweise fiir
den stufenweisen Verlauf der Anpassung wird man wahrscheinlich nicht
erbringen konnen. Durch das oben Krwihnte diirfte aber auch gezeigt
worden sein, dass die von gewissen Seiten so sehr vermissten «Zwischen-
formen> wirklich existieren.

Das auffallende Resultat der Gasanalysen bei fJ, Bs und ihren ver-
giirenden Rassen konnte den Gedanken aufkommen lassen, dass die Anpassung
nicht die Ausbildung eines neuen Enzyms, Laktase, bewirkt, sondern nur
den Titigkeitsbereich des schon vorhandenen dextrosespaltenden Ferments
ausgedehnt und dadurch eine Zersetzung von Milchzucker ermoglicht hitte.
So interessant es auch gewesen wire, diese Frage niher zu verfolgen,
musste ich doch davon absehen. Ich versuchte allerdings die Tétigkeit des
dextrosespaltenden Enzyms in der Weise zu steigern, dass ich die beiden
Stimme £ und Bi mehrere Generationen hindurch unter anaéroben Ver-
héltnissen in einem Peptonwasser mit 10°% Dextrose und bei einer Tempe-
ratur von 37° fortziichtete. Fine besondere Wirkung auf Milchzucker
hatten die so behandelten Organismen jedoch nicht.?)

Lisst sich somit nicht mit Sicherheit entscheiden, ob die Anpassung
die Ausbildung eines neuen Enzyms bewirkt oder nur das schon vorhandene
dextrosespaltende Ferment zur Zersetzung von Laktose <anregt», so glaube
ich doch, besonders mit Riicksicht auf das Verhalten der iibrigen Stémme,

) Eine andere Moglichkeit wire natiirlich die, dass das neue doppelzuckerspaltende
Enzym auf das schon vorhandene dextrosespaltende aktivierend einwirke und so zu der
Steigerung der Dextrosevergiirung fiihre.



annehmen zu diirfen, dass die Abweichungen, die die vergiirenden Rassen
in ihrem Gasbildungsvermogen aufweisen, nur indirekt mit der Anpassung
in Verbindung zu bringen sind und als korrelative Aenderungen einer
Eigenschaft als Folge der Anpassung aufgefasst werden miissen.

Der geringe Grad der korrelativen Aenderung der Kigenschaften, wie
er hier wahrgenommen werden kann, zeigt deutlich, wie wenig tiefgreifend
die Verinderungen sind, die die Anpassung in der Organisation des Plasmas
der anpassbharen Bakterien verursacht haben und sie bieten eine weitere
Stiitze fir die Annahme, dass das «neue» KEnzym nicht als neuentstanden
im wahren Sinne des Wortes betrachtet werden dart.

Schluss.

In kurzen Ziigen zusammengefasst lassen sich unsere Kenntnisse iiber
die sogenanntenr <« Bakterienmutationen» dahin susammenfassen, dass es
Bakterien gibt, die durch Ziichtung auf oder in einem Néhrsubstrat, das
einen genauer charakterisierten Stoff, z. B. Kohlehydrat, enthilt, die Fihigkeit
erwerben konnen, diesen Stoff, der fiir ihre KErndhrung urspiinglich nicht
verwendbar war, in den Bereich der von ihnen zerlegharen Nihrstoffe zu
ziehen, dadurch, dass ihr Plasma zur Abscheidung der fiir seine Zersetzung
erforderlichen Spaltungsprodukte (Enzyme) angewihnt wird. Die Ausbhildung
dieser, his zu einem gewissen Grad artfremden Enzyme geschielt allmihlich
und ldsst sich Schritt fiir Schritt verfolgen, wodurch der Vorgang sich als
eine typische Anpassung charakterisiert.

Mit diesen Kenntnissen als Grundlage fiir meine Untersuchungen konnte
ich feststellen, dass:

Die Balkterien, die sich an die Zerlequng wvon Saccharose oder Lakiose
anpassen lassen, thren natiivlichen Standort in Gras haben.

. Sie stehen in thren kulturellen Merkmalen den pavatyphusihnlichen Orga-
nismen sehr nahe.

Bact. imperfectum, Burri, und Bact. mutabile, Neisser, verhalten sich
kulturell wie meine aus Gras isolierten Stdmme.

Fiir das Zuslandekommen der Anpassung kinnen Minimal- und Maximal-
temperaturen festgestellt werden, die fir die wverschiedenen Stimme wechseln
kinnen und nicht tmmer mit den Temperaturgrenzen des Wachtums zusammen-
fallen.

Innerhalb der Anpassungstemperaturgrenzen iibt die Temperatur einen
mehr oder weniger deutlich erkennbaren Kinfluss auf den Verlauf der Anpassung
aus tn dem Sinne, dass sie sich in kiirzerer Zeit vollzieht.

Fin FEinfluss des molekularen Sauerstoff's auf den Verlauf der Anpassuny
kann nicht wahrgenommen werden.
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Der Kontaktreiz des fakultativ zerlegbaven Zuckers geniigt nicht, wm die
Anpassung zu bewirken. Der ganze Vorgang chavakterisiert sich hierdurch
als eine mit der Lebenstitigheit der betreffenden Organismen innig verkniipfte
Frscheinung.

Die Angaben von Burri, dass es thm gelungen sei, « Zwischenformen» zu
isolieren, die als Trdger eines nicht vollstindig in Titigkeit getretenen Enzyms
aufzufassen sind, sind durch meine Untersuchungen bestitigt worden.

Nach geschehener Anpassung lisst sich eine gewisse korrelative Aenderung
i den  Figenschaften der angepassten Balkterien feststellen, insofern als die
angepassten Stimme in der Regel unter gleichen Verhdltnissen mehr Gas
produzieren als die nicht angepassten Mutterstimme.

Zum Schluss sei es mir gestattet, Herrn Prof. Dr. Buwrri, der mir in
liebenswiirdigster Weise das Thema iiberliess, und Herrn Prof. Dr. Kolle,
unter dessen Leitung diese Arbeit zum grossten Teil ausgefithrt wurde, fiir
das Interesse, das sie meinen Untersuchungen zukommen liessen, meinen
wirmsten Dank auszusprechen.

Zum Nachweis von Wasserstofisuperoxyd in Milch.

In das Kapitel « Milch» der dritten Auflage des schweiz. Lebensmittel-
buches ') ist ein Abschnitt tiber den Nachweis von Wasserstoffsuperoxyd
neu aufgenommen worden, dessen Formulierung einer Berichtigung bedarf.
Es handelt sich um das von C. Arnold und C. Mentzel *) angegebene Ver-
fahren, welches darauf beruht, dass Vanadinsidure in schwefelsaurer Liosung
mit Wasserstoffsuperoxyd eine sofort sich einstellende »ofe Fdrbung gibt,
die auf Zusatz von etwas verdiinnter Schwefelsiure sehr deutlich wahr-
nehmbar wird und lingere Zeit bestindig ist. Die entsprechende Vorschrift
im Lebensmittelbuch enthilt nun erstens insofern einen Fehler, als ein
positiver Ausfall der Reaktion am Auftreten einer blauen Firbung erkannt
werden soll. Offenbar sind die Farbenerscheinungen von zweil verschiedenen
Reaktionen auf Wasserstoffsuperoxyd miteinander verwechselt worden. Eine
Blaufirbung entsteht, wenn man eine saure Wasserstoffsuperoxydlosung mit
alkoholfreiem Aether schiittelt, eine Spur einer Kaliumbichromatlésung hin-
zufiigt und wieder schiittelt.?) Diese Reaktion ist indessen zur Anwendung
auf Milch nicht geeignet.
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