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Hyphomicrobium vulgare wurde verschiedentlich in Rohkulturen yon Nitrifikan- 
ten gefunden; eine Ubersicht der/i l teren Literatur gibt BOLTJES, der sich 1934 im 
l~ahmen einer Axbeit fiber nitrifizierende ]~akterien n/~her mit  diesem Organismus 
besch~ftigte, 1936 seine Untersuchungen fortsetzte und vor allem nach der morpho- 
logischen Seite bin erweiterte. Ihm fieten beim Mikroskopieren yon Belebtschlamm 
diinne F~den auf, die aus den F15ckchen hervorragten, aber ungef&rbt im HHelffeld 
nicht sichtbar waren. Sie erwiesen sieh Ms die bekannten Anh~ngsel yon Hypho- 
microbium. Sparer land er diesen Organismus auch in Anreicherungen yon h'itri- 
fikationsbakterien. Ebenso soll er sich aus langsam tropfenden, wenig gebrauchten 
Wasserh~hnen gut isolieren lassen. Er  nahm an, da$ Hyphomicrobium ahnlieh wie 
Bac. oli9ocarbophilus in der Lage sei, yon den organischen Verunreinigungen der Luft 
zu leben. Auch H~s (1937) wies in seiner Arbeit fiber SMpeterbakterien auf diesen 
Organismus bin. Endlich land auch BO)~EXE (1939) Hyphomicrobium in Kulturen 
yon Nitrifikanten. Die Abtrennung yon Nitrobacter aus diesen Miscbkulturen stieB 
jedoch auf die grSf~ten Schwierigkeiten. S T E P ~ S O ~  (1950) erw~hnt Hyphomicro- 
bium Ms heterotrophe Verunreinigung in Kulturen autotropher Salpeterbakterien, 
die sich trotz mehrfaehen 13berimpfens auf anorganischen Medien bartn~ckig h~tlt. 

Die systematische Stellung yon Hyphomicrobium ist noch ~u~lerst unklar. 
STu~zm~ u. HAI~TLE~ (1898) gaben an, da~ es sich yon den Bakterien in morpho- 
logischer Hinsicht dutch die Ausbildung von Hyphen und die Art  der Vermehrung 
unterscheide. Schon der Name selbst sollte eine Verwandtschaft mit  den Faden- 
pilzen andeuten, yon denen es ihrer Auffassung nach jedoch in physiologischer Hin- 
sieht deutlich abweicht, indem es u. a. nicht auf Zucker wi~chst und empfindlich 
gegen freie Sgure ist. E~L0WS (1920) ordnete es als Monotyp innerhalb der Bakterien 
ein. HHE~I~ICI und JoI~SO~ (1935) stellten Hyphomicrobium in eine neue 0rdnung 
gestielter Bakterien. BOLTJ~S (1934) betonte mit Recht, dMt eine einwandfreie 
systematische Eingruppierung noeh nieht mSglich sei. Er  Melt es fiir wahr- 
scheinlieh, dab dieser Organismus einen ~J'bergang zwischen Bakterien und Phyco- 
myceten darstelle. STA~I~I~ u. VA~ NIEL (1941) stellten Hyphomicrobium zu den 
Pasteuriaceae und somit in den Anhang der Schizomycetes. In  ,,Bergey's Manual of 
Determinative Bacteriology" (1948) : findet sieh Hyphomicrobium in Anlehnung an 
STA~I~I~ U. VAX R'IXI~ als Anhang der Unterordnung der Caulobakterien. Diese Unter- 
bringung ist aber nur ein Notbehelf und sagt niehts fiber die wirklichen verwandt- 
sehaftlichen Beziehungen aus. Auch I%IP1)EL-BAI~D~S (1952) glaubte, dab die systema- 
tische Einordnunginnerhalb der eigentlichen Bakterien noch verfriiht und unsicher sei. 

* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation der mathematiseh-naturwissen- 
schaftlichen Fakultiit  der Universit~t Hamburg 1952. 

Archly ffir ~Iikrobiologie, Bd. 19. 1 
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Ausgangspunk t  meiner  Un te r suchungen  war die auffallende Tatsache,  
dab Hyphomicrobium einer der beharr l ichs ten Begleiter nitr if izierender 
Bakter ien  ist. Auch der yon  mir  un te r such te  S t a m m  l a n d  sich als Ver- 
unre in igung  in  einer Ni t r i tb i ldnerku l tu r .  ])as h~ufige gemeinsame Vor- 
k o m m e n  zwing~ zu der Frage, wie wir uns  das Zusa mme n l e be n  vorzu- 
stellen haben,  zumat  STEPH~SO~ (1950) bc tont ,  dab eine T r e n n u n g  auch 
bei Verwendung  reinster  Chemikalien u n d  mehrfach dest i l l ierten Wassers 
au f  Grund  der selekt iven Eigenschaf t  der WINOGRADS~:rschen Nitri-  
f ikat ions-N~hrl5sung nicht  mSglich sei. Lebt  tIyphomicrobium vielleicht 
yon  organischen Stoffen, die die Sa lpe terbakter ien  ausscheiden? Oder 
m/issen wit  uns  das Zusammen leben  so vorstellen,  dab Hyphomicrobium 
~hnliche Anspr/iche an  das Milieu stellt  wie die i~itrifikationserreger? 
Es w~re z. B. denkbar ,  dal] es au to t roph  lebt  u n d  in  der Lage ist, die 

freie Kohlens~ure  ebenso zu assimilieren wie dieI~itrifika~ionsorganismen, 
wobei die daffir notwendige  Energie  vielleicht aus der Oxyda t ion  der 
eben e rw~hnten  organischen Stoffe s t ammt .  Es war der Zweck meiner  
Unte rsuchungen ,  Licht  in  diese F ragen  zu br ingen.  

Herkunft, Isolierung und mikroskopisches Aussehen. 
Zur Isolierung yon Hyphomicrobium diente eine Nitrosomonas.Rohkultur, die 

aus einer Schlickprobe des Elbufers dicht westlich der Anlegebriicke ,,Alte Liebe" 
in Cuxhaven gewonnen worden war. Die Reinzucht gelang nach der yon E~G~L 
u. SK~LLAU (1937) fiir Salloeterbakterien angegebenen Methode und anschlie- 

Bendem mehrfachen Umziichten auf 
Hefewasser und einer auch in den fol- 
genden Versuchen verwendeten syn- 
thetischen N/thrl5sung - -  ~hnlich den 
Angaben yon BOLTSES (1935) - - :  Na- 
Formiat 1 g, Ks 3 i g, KH~PO~ oder 
Na2HPO ~ 1 g, NaC10,5 g, MgSO~-7H20 
0,5g, Fe S 0~. 7 I-I20 10mg, MnSO 4 �9 4H20 
1 rag, Aq. dest. 1000 cm 3 (ohne 
ttCOONa- StammlSsung). 

Der pE-Wert wurde mit 1NaOI-I auf 
etw~ 7,2--7,5 eingestellt. Als Kul~ur- 
gef~Be dienten 100 cm3-E~LENMV, Y~R- 
Kolben aus Jenaer Glas, in denen die 
Fliissigkeit - -  zur geniigenden Sauer- 
stoffversorgung-- nur 1 cm hoch stand. 
Anzuchtteml0eratur 30--37 ~ C. lJber 
den Hals der mit Watte verschlossenen 
Kolben wurde eine Staniolkappe ge- 

Abb. 1. Hyphomicrobium vulgate. ]~Yphen mit- st/ill015 , urn die Gefahr des Eindringens 
tels (~eiBelf~rbung nach GR~u sichtbar gemach?~. u Fremdorganismen sowie die der 
Am Ende eines kurzen Seitenzweiges finder sich Eindunstung der N~hrlSsung bei der 

ein :KnSpichen. mehrere Wochen dauernden Kul~ur auf 
ein Minimum herabzusetzen. Eine so lange Kulturdauer war erforderlich, da Hypho- 
microbium, /~tmlich wie die nitrifizierenden Bakterien, nur sehr langsam wachst. 
Als Reinheitskriterium diente neben dem lichtmikroskopischen Bfld das Ausbleiben 
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einer Trfibung yon Fleischextr~kbbriihe und Hefewasser. Zwar erfolgte auf diesen 
Substraten schwache Vermehrung, die aber nicht mit der bekannter, he~erotropher 
Organismen zu vergleichen war. Der sich naeh mehrerea Tagen auf der Oberfl~che 
bildende feine, fast weil3e Film bestand lediglich aus den dureh Hyphen miteinander 
verfilz~en Zellen yon Hyphomicrobium. Notwendig erschien es aber, dal3 verh~ltnis- 
m~Sig stark geimpft wurde. 

Abb. 2. ttyphomicrobium vulgate. SowohI in den Zellen wie in der t typhe zeigt sich eine 
lnnenstruktur.  ]~lektronenoptisch. (ENG:EI~ tl. ~EVIUS jr. 1951.) 

Was die V e r b r e i t u n g  yon Hyphomicrobium betrifft, so wurde sein 
Vorkommen in fo]genden Boden- und Wasserproben festgestellt: Bo~a- 
niseher Garten Hamburg, Komposthaufen; Wedel/Holstein, Sandboden; 
Elbe bei Cuxhaven; Burgstein- 
furt/Westf., Waldboden; Lissa- 
bon, lehmiger Sand; Geisecke/ 
Ruhr, sandiger Lehm; Ruhrstau 
bei Geisecke. Nieht gefunden 
wurde es lediglich in einer Acker- 
bodenprobe aus Sehweden. Der 
Organismus ist also, wie auch 
schon yon anderen Autoren be- 
font wurde, ein sehr verbreiteter 
Bewohner des Bodens und Was- 
sets. 

Da fiber das mikroskopisehe 
Bild des yon mir isolierten Stam- 
mes vonHyphomicrobium bereits Abb. 3. Hyphomicrobium vulgate. Innenstruktur  der 

]~yphen. Elektronenoptisch. 
eingehend berichtet worden ist 
(ENGEL n. ]~r jr. 1951), seien bier nur kurz einige ergi~nzende Hin- 
weise gegeben. Bei Anwendung yon Methoden der GeiBelf~rbung f~rbten 
sieh die Hyphen besonders gut, und ich konnte best~tigen, dab neben 
den normalen Hyphen aueh solche mit Verzweigungen vorkommen. Ge- 
legentlieh war an den Enden der Verzweigungen ein KnSpfchen sieht- 
bar (Abb. 1). Ober den Aufbau der Hyphen liegen sieh abet nach dieser 
Meghode keine Aussagen maehen. Im Elektronenmikroskop zeigten die 
Hyphen ,,auf ihrer ganzen L~nge eine Gliederung in dunklere und hellere 
Partien in mehr oder weniger regelmi~Biger l%eihenfolge" (ENG~L u. M~- 
wvs jr. 1951) (Abb. 2 n. 3). 

1" 
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In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dab JAKOB (1947) iiber- 
raschend ihnliehe Strukturen bei elektronenoptisehert Aufnahmen yon Lues-Spiro- 
ch~iten gefunden hat. SC]~LOSSBV.~GEX, JAKOB u. PIEKARSKI (1950) nahmen an, dab 
bei den Spirochgten auf der Lgnge der ,,Spiralen" mehrere Nucleoide verteilt sind. 
Geradezu verbliiffend ~hnlich sind auch die elektronenoptischen Aufnahmen JA- 
Ko]~s (1947 a) yon Leptospira canicola. ]~ei einem seiner St~mme trat  nach jahrelanger 
Kultur plStzlich eine ,,S-Form" auf. Die Leptospire war jetzt nicht mehr geschlin- 
gelt, sondern glatt und bildete an ihrem Ende eine ,,Knospe" aus. Diese Formen 
sehen im Elektronenmikroskop Hyphomicrobium in der ~ul3eren Form sowie in 
ihrem inneren Aufbau tiuschend ~ihnlich und entsprechen diesem aueh in ihrer 
GrSl~e, so dal] der Eindruck entsteht, es kSnnte sich hier um eine Verunreinigung 
yon Lelgtospira canicola mit Hyphomicrobium gehandelt haben. 

Fortpflanzung. 
BOLTSES (1936) h a t  das  W a e h s t u m  der  sieh am freien E n d e  der  F g d e n  

ausb i ldenden  KnSpfchen  im Dunkel fe]d  be i  K u l t u r e n  au f  sehr  d i innen  
A g a r p l i t t c h e n  verfolgt .  Es  gelang ihm merkwi i rd igerweise  nicht ,  Hypho- 
microbium un te r  dem Mikroskop  in NghrlSsung,  z. B. im , , h ingenden  
Tropfen"  zur  E n t w i c k l u n g  zu br ingen.  Wie  spa re r  noch ausfi ihr l ich be- 
r ich ter  werden  wird,  s te l l t  Methunol  ein noch geeigneteres  organisches  
S u b s t r a t  als N ~ - F o r m i a t  dar.  I eh  verfolg te  daher  in d iesem Medium die 
E n t w i e k l u n g  yon  Hyphomicrobium und  b e n u t z t e  zur  B e o b a e h t u n g  das  
P h a s e n k o n t r a s t v e r f a h r e n  (F i rma  E. Lei tz) .  

Das Pr iparat  befand sich auf einem Heiztisch bei 37 ~ C. Neben des visuellen 
Beobaehtung wurden als Beleg Serien photographischer Aufnahmen mit ttilfe des 
Mikroansatzes (Stutzen ~fach) und der Leica hergestellt. Als Film bewihrte sich 
am besten der ,,Micro-File" der Eastman-Kodak Company, Rochester, N. Y., USA, 
in Verbindung mit einem strengen orange Lichtfilter. Beim Phasenkontrastver- 
fahren war die Verwendung des ,,hingenden Tropfens" wegen seiner Linsenwirkung 
nieht giinstig, da dann eine Justierung nur sehr sehwer zu erreichen ist. Z~h]kam- 
mern eigneten sieh auf Grund der relativ groBen Schichtdicke des Prgparates nicht. 
Der Phaseneffekt ist desto besser, je diinner das Objekt ist. Nach vergebliehen Ver- 
suchen, flachere Kammern herzustellen, wurden sehlieBlieh normale Objekttrgger 
und grol]e Deckgl~iser verwendet, zwischen die, nach dam Sterilisieren, mit der 
PlatinSse einige Tropfen einer 1--2 Tage alten Kultur gebracht wurden. Zur Sauer- 
stoffversorgung der Organismen befanden sich einige Luftblasen unter dem Deck- 
glas. Gegen Austrocknen wurde das Pr~parat mit Paraffin umrandet. 

Es  zeigte sich das  in den  Abb.  4 - - 7  wiedergegebene B i l d i :  A m  freien 
E n d e  der  po la r  ans i tzenden,  meis t  unverzwe ig ten  H y p h e  b i lde t  sich 
l angsam ein kle ines  KnSpfchen ,  das  in e twa  10- -15  S td  zu einer  lgng- 
lichen, le icht  gek r i immten  Tochterzel le  heranw~tchst, die meis t  e twas  
lgnger  u n d  scM~nker  is t  als die Mutterzel le .  I n  ih rem I n n e r e n  bef indet  
sich, ebenso wie auch in der  Mutterzel le ,  ein l~ngl ich-rundl icher ,  s t i r k e r  
l i ch tb rechender  K 6 r p e r  (siehe auch E~GEL u. M E w u s  jr .  1951). Nach  
einiger Zei t  beg inn t  die Tochterzel le  plStzl ich l ebhaf t  zu zappeln ,  u m  
d a n n  fas t  ebenso sch lagar t ig  wieder  zur  l~uhe zu kommen .  Dieses Spiel  

1 Die iibrigen Originalaufnahmen kSnnen in der Dissertation eingesehen werden. 
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wiederholt sich noch mehrfach, bis sich die Zelle schliel~lich losreiBt und 
sehr schnell, anscheinend mehr oder weniger under Drehungen um die 
eigene Achse, im Zickzackkurs davonsehwimmt. Nach einiger Zeit bildet 
sich an der gleiehen Hyphe erneu~ ein KnSpfchen, welches wieder im 
Laufe yon 10--15 Std zu einem Schw~rmer heranw~chst, der sieh Ios- 
rei~t und fortsehwimmt.. Am Ende einer Hyphe werden also mehrfach 

Abb. 4. Abb. 5. 

Abb. 6. A bb. 7. 

Abb. 4--7. Die Serie yon Aufnahmen zeigt die :EntwickIung yon Hyphomicrobium in einer ctwas 
~Iteren Ku]tur. ]3esonders schSn ist das Wachstum der Tochterzellen his zum fertigen Sehw~rmer 
bei den drei aufcinander zulaufendcn ]=Iyphen sowJe den am oberen Bildrande licgenden chlzelnen 
Zellen zu verfolgen (siehe Pfeile). An dem freien ttyphenende (Abb. 4) bildet sich zun~chst ein 
kle~nes KnSpfchen (Abb. 5), welches zu einem leicht gebogenen Schw~rmer heranw~chst (Abb. 6), 

sich dann loszappelt und fortschwimmt (Abb. 7). 

hintereinander - -  BOLTJES (1936) gibt fiir Agarplatteu bis zu achtmal 
an - -  Schwgrmer ausgebildet. Eine andere Vermehrungsart, etwa durch 
einfache Querteilung der Zellen, konnte ieh nicht beob~chten. 
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D a m i t  war  es, im Gegensa tz  zu BOLTJES (1936), gelungen,  die E n t -  
wieklung der  Tochterze l len  an  den  t t y p h e n e n d e n  yon  Hyphomicrobium 
aueh in f l f i s s i g e r  K u l t u r  a m  l ebenden  Ob jek t  zu beobaeh ten .  Die 
Geil3eln der  Schwarmer  k o n n t e n  ~ueh mi t  spezifisehen GeiGelfarbungs- 
m e t h o d e n  n ieht  e inwandfre i  n~chgewiesen werden.  Ledig l ich  in] Dunke l -  
feld k o n n t e  zei tweise an  dem der  H y p h e  en tgegengese tz ten  P o l d e r  
Toehterzel le  ein hel ler  H o f  b e o b a e h t e t  werden,  der  yon  einer  schnell  
seh lagenden  Geigel  zu s t a m m e n  sehien. 

Lebendaufnahmen der Schwarmer sowie ihrer Bewegungen liel~en sieh auf Grund 
der sehr schnellen Beweglichkeit nicht herstellen. Die erforderlichen Belichtungs- 
zeiten bedingten sehr starke Lichtquellen, wie sie selbst bei Gleiehstrom-Bogen- 
lampen nieht gegeben waren. Auch die yon METZNE~ (1920) angewandte Methodik, 
mit Hilfe der stroboskopischen Beleuehtung die schnellen Bewegungen siehtbar zu 
machen, war in Verbindung mit dem Phasenkontrastverfahren nieht gangbar. Viel- 
leicht werden Aufnahmen dieser Art mSglieh sein, wenn ein Elektronenblitz mit 
seiner sehr starken Liehtintensi~t auch fiir die Mikroskopie zur Verfiigung steht. 

Physiologie. 
Methodis ches zur ]BAI~Cl~OFT-WAt~BUI~G- A pparatur. 

U m  einen E inb l i ck  in den  Stoffwechsel  yon  Hyphomicrobium zu be- 
kommen ,  fiber den  b isher  n u t  r ech t  r a g e  Vors te l lungen  bes tehen,  die 
sich zudem bei  den verseh iedenen  A u t o r e n  auch noch widersprechen,  
prf if te  ich zun~chs~ den  Gaswechsel  des Organismus  in der  BA~C~OFW- 
W~a~mr~o-Appara tur  (F i rma  B. Braun ,  Melsungen).  Bei  dem langsamen  
W a e h s t u m  yon  Hyphomicrobium u n d  dem zu e rwar t enden  Gasweehsel  
muGten die Versuehe au f  3 - - 1 0  Tage  ausgedehn t  werden.  

Ieh arbeitete mit Differentialmanometern, die naeh den Angaben yon B6~V, KE 
(1939) am unteren, umgebogenenTeil geSffnet waren und hier einen Gummischlaueh- 
versehlug mit Quetschsehraube besaBen, wie er an einfachen Manometern all- 
gemein vorhanden ist (Abb. 8). Gergte ~hnlieher Bauart benutzten, werm auch zu 
anderem Zweek, WA~BU~G u. KUBOWITZ (1928) some DteKENS U. Gt~EWnr.E (1933). 
Auf die Vorteile dieser Apparatur hat bereits B6MEXE (1939) hingewiesen, and ieh 
kann seine Angaben nur best~tigen. Die mir znr Verfiigung stehenden Manometer 
besaBen einen Capillarquerschnigg yon etwa 1 mm 2. Eine Verringerung auf 0,2 mm ~ 
wfirde bei gleiehem Gasumsatz eine erhebliehe Vergr6Berung der Ausschlage bedeu- 
tet haben. Get,de dies wgre fiir das Arbeiten mit Hyphomicrobium mit seinem 
relativ tr/~gen Gasweehsel guBerst erwfinscht gewesen. Leider waren empfindlichere 
Manometer nieht zu erhalten. Als Reaktionstr6ge wurden GefgBe aus Jenaer 
Durobax-Glas der Firma B. Braun, Melsungen, Form Ia,  verwendet. 

Die gebildeten bzw. versehwundenen Gasmengen wurden aus den Druckdiffe- 
renzen yon jeweils zwei Differentialmanometern bereehnet. Dabei arbeitete ieh tells 
mit verschiedenen Mengen Fliissigkeit, jedoch gleiehen Zellmengen, also ungleichen 
Zellkonzentrationen, teils mit verschiedenen Mengen Flfissigkeit und versehiedenen 
Zellmengen, jedoch gleiehen Zellkonzentrationen (GAF:eROX 1929). Nach Beendi- 
gang eines jeden Versuches testete ich des Substrat dutch Abimpfen auf Bouillon 
und tIefewasser auf Reinheit und priifte es augerdem mikroskopiseh. Ergebnisse 
aus Ansi~tzen, bei denen sich eine Verunreinigung zeigte, blieben unberficksiehtigt. 
Den pH-Wert bestimmte ich mittels Merck-Spezial-Indicatorpapier. Er lag um 
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7,2. Die Temperatur des Wasserbades betrug bei den ersten VersueheI~ 37 ~ C, sp/~er 
30 ~ und 25 ~ da sich bei hSherer Tempera~ur infolge starken Absinkens der Raum- 
temperatur naehts in den Capillaren, soweit sie aus dem Wasserbad ragten, 
Kondenswasser ansammelte, was zu Verstopfungen und damit zu Ablesefehlern 
fiihrte. Die Sterilisation der Reaktionsgef~Be erfolgte in einem Becherglas mit 
Deekel 30 mill bei 1 atii s~rSmendem Dampf im Autoklaven, die der Glasger~te 
(Pipetten, Zentrifugiergl/iser usw.) im Troekensterilisator 120 rain bei 180 ~ C. 

Die grSBte Gefahr dureh Fremdinfektion droh~e den Knlturen w~hrend des 
Zentrifugierens. Um sie herabzusetzen, wurden die Zentrifugiergl~ser mit Deekeln 
(Stanniolkappen) versehen. Die Manometer selbst wurden mehrfaeh mit Alkohol 
abgewasehen, abgeflamm~ und aul~erdem yon Zeit zu Zeit im Autoklaven sterilisiert, 
da sich gezeigt hatte, dab sieh in den Sehliffen und 
den benachbarten Capillarstticken Prize entwickelten 
(vermutlieh auf dem Hahnfett und der Brodiefltissig- 
keit). Trotz aller Vorsich~smaBnahmen fielen noeh et- 
wa 50% aller Versuche dureh Verunreinigungen aus. 
Als Dichtungsmittel ffir die Schliffe land anfangs 
Adeps l~nae, spg~er Silicone Verwendung. 

Atmungsquotient. 
I n  der  L i t e r a t u r  f inden sich b i she r  keiner le i  

A n g a b e n  fiber den  Gaswechsel  yon  Hyphomi- 
crobium. Es  w~chs~ au f  Ameisens~ure ,  Essig-  
s~ure, Methanol ,  Glycer in  und  ande ren  r e l a t iv  
einfach gebau ten  organischen Verb indungen .  
Es  en twicke l t  sich abe r  auch in  der  re in  mine-  
ra l i schen N~hr l6sung ni t r i f iz ierender  Bak t e r i en  
u n d  leb t  an  so energ iearmen und  ausgefa l lenen 
S t a n d o r t e n  wie l angsam t rop fenden  Wasser -  
hghnen  (BoLTJEs 1936). Es  is t  abe t  n ich t  be- 
kann t ,  wie die organischen Stoffe abgebau~ 
werden,  ob dazu Sauers toff  ben6 t ig t  wird,  bzw. 
wieviel  Kohlens~Lure gebi lde t  wi rd  und  ob da- 
neben  noch andere  Gase ents tehen.  

I eh  un te r such te  zun/~chst, ob fiir den A b b a u  
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Abb. 8. Differentialmanome- 
ter mit Gllmmise/alauchver- 
schlug und Qaetschschraube. 

solcher Stoffe,  ~uf denen Hy~ohomicrobium wachs t  (Ameisensaure ,  Essig- 
si~ure u. a.), Sauers toff  benSt ig t  wi rd  a n d  ob das  E n d p r o d u k t  des Stoff- 
wechse]s COu ist. Der  A t m u n g s q u o t i e n t  muBte d a n n  bere i t s  gewisse Ein-  

bl icke in die A r t  des Abbaues  gewahren.  

Hyphomicrobium wurde in 100 cma-ERLE~IEYv,~-Kolben auf20 cm 3 der eingangs 
erwahnten mineralischen StammlSsung geziichtet, der 0,1% der zu priifenden orga- 
nischen Stoffe zugesetzt war. Nach 2--4 Wochen wurde der Iahalt  der KSIbchen 
abzentrifugiert, der Niedersehlag in neuer, steriler NahrlSsung (20 cm a) a~lfge- 
nommen und 3 bzw. 5 cm 3 dieser Suspension in die AtmungstrSge der W ~ B ~ G -  
Apparatur gebracht. Diese Versuche liefen ohne Kalilauge in den dafiir bestimmten 
Einsi~tzen der ReaktionsgefaBe, da sich herausgestellt hatte - -  wie weiter unten 
noch naher berichtet wird - - ,  dal~ bei Gegenwart yon KOH kein Gaswechsel 
stattfindet. 
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Bei Verwendung yon Ameisens~ure, Essigsi~ure, Glycerin, Methanol und 
~thanol  war stets eine Druckabnahme zu beobachten. Unter  der Voraus- 
setzung, d~l~ tIyphomicrobium nicht in der Lage ist, den freien Luftstick- 
stoff zu binden (wofiir keinerlei Anhaltspunkte in der Literatur zu finden 
sind), konnte unter den gegebenen Umstanden die Druckabnahme nur 
auf einer Sauerst0ffaufnahme beruhen (Abb. 9--11). Die Berechnung des 
Sauerstoffverbrauches ergab bei Na-Formiat,  Na-Acetat sowie bei Glyce- 
rin typische Wachstumskurven. Sie zeigen, dal~ auf den geprtiften Sub- 
stanzen neben der 0 2-Aufnahme auch eine Vermehrung der Zellen erfolgte. 

Der Nachweis der gleichzeitigen CO~-Abgabe in der fiblichen Weise 
durch Zusatz yon 0,5 cm 3 Kalilauge in den hierfiir bestimmten Einsatz 
des Reaktionsgefa6es schlug fiberraschenderweise fehl. Der erwartete 
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Abb.  9. Saue r s to f f au fnahme  u n 4  ]~oh lend ioxydabgabe  ~-on Hyphomicrobium. Energ ieque l le :  2~a- 
F o r m i a t ;  3 cm a Zel lsuspension bzw. 3 cm a Zel lsuspension + 2 c m  3 H20;  Suspens ion  in  

S t a m m l 6 s u n g  + 0 ,1% ~ a - F o r m i a t ;  T e m p e r a t u r  30 ~ C. 

Abb.  10. Saue r s to f f au fnahme  u n d  ]~ohlend ioxydabgabe  y o n  Hyphomicrobium. Energ ieque l l e :  Na-  
Aceta t ,  3 bzw. 5 cm ~ Zel lsuspension in  S t a m m l S s u n g  + 0 ,1% 2r T e m p e r a t u r  30 ~ C. 

hShere Druckabfall gegentiber den Versuchen ohne KOH blieb nicht nur 
aus, sondern es fand fiberhaupt keine oder nur eine sehr geringe Druck- 
verminderung start, obwohl die Versuchsdauer bis zu 12 Tagen ausge- 
dehnt wurde (Abb. 12). Mehrfache Wiederholung dieser Versuche bewies, 
da6 kein I r r tum vorlag. Daraus muBte also geschlossen werden, dal~ 
der Entzug der Kohlens~ure dutch den KOH-Zusatz das Wachstum 
yon Hyphomicrobium sistierte. Auch zeigte die mikroskopische Kontrolle, 
dal~ keine Zellvermehrung stattgefunden hatte. I)ie Zellen waren schlecht 
f~rbbar und anseheinend mehr oder weniger geschi~digt. Da der pi~-Wert 
in den einzelnen Versuchen zwischen 7,3 und 8,0 lag, sich also yon dem 
in den ReaktionstrSgen ohne KOH nicht wesentlich unterschied, konnte 
er nicht der Grund des Wachstumstillstandes sein. Ich werde auf diese 
bemerkenswerteTatsache in einem spaterenKapitel  noch zuriickkommen. 
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In diesem Zusammenhang sei ein Brief von STUTZ]~ an BV~I  erw~hnt (STuTZER 
U. I-IARTLE~ 1898), ~r~ dem er mitteilt, dal3 nach seinen Beobachtungen das Wachs- 
turn yon Hyphomicrobium bei COs-Entzug unterdriickt wurde. 

Obwohl  es mi r  somi t  n ich t  gelungen war,  die A b g a b e  yon  CO2 du tch  
Hyphomicrobium u n m i t t e l b a r  zu zeigen, gingen meine  wei te ren  Uber-  
]egungen dennoch yon  der  Vorausse tzung  aus, dalil eine solche ta t s~ch-  
lich v o r h a n d e n  sei. N i m m t  m a n  das  an,  so lassen sich die oben e rw~hnten  
Versuche fiber SauerstoffauEnahme auch zur  Berechnung  der  CO~-Ab- 
gabe  ve rwer t en  (siehe G~FF~o~ 1929). Man k o m m t  d a n n  zu den in den 
Abb.  9, 10 und  11 e ingezeichneten Kurven .  

Aus  den W e r t e n  ffir O~-Aufnahme und  CO~-Abgabe lassen sich wel ter  
die A t m u n g s q u o t i e n t e n  berechnen.  Wie  aus Tab.  1 hervorgeht ,  l a n d  ich 
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Abb. 11. S~uers toffaufnahme und  Kol~Iendioxydabg~be yon H y p h o m i c r o b i u m .  ~Energiequel]c: 
Glycerin;  3 cm 3 Zel lsuspension bzw. 3 cm ~ Zellsuspension + 2 cm 3 ttzO; Suspension in  

S tamml5sung  § 0,1% Glycer in;  Tempera tur  30 ~ C. 
Abb. 12. Druckabnahme beim Wachs tnm yon H y p h o m i c r o b i u m  m i t  bzw. ohne KOiK-Zusatz .  

Energiequel le :  • a -Formia t  Kul tur f l i i s s igke i t  5 cm3; pvr 7,5; Tempera tur  30 ~ C, 

Tabe]le 1. Atmungsquotienten von Hyphomicrobium. 

A%mungsquotient 
Energieqgel le  

Na-Formiat . . 

! Na-Acetat . . . 
! 

Glycerin . . . .  13. 

Versuchsbeginn 
gefundener 

7.2. 51 2,08 
21.3.51 1,96 

5. 7.51 1,89 
20. 1.51 1,02 

6.3.51 1,08 
9.3.51 0,96 

3.51 0,845 
23.3.51 0,864 

erw~rteter 

2,00 

1,00 

0,856 

25.3.51 1,07 

fiir Ameisensi iure  den W e r t  yon  e twa  2, ffir Essigs/~ure 1 u n d  Glycer in  
0,9. D~s sind Wer te ,  die u n t e r  der  A n n a h m e  zu e rwar t en  sind, dal3 der  
A b b a u  der  organisehen Energiequel len  naeh folgenden G]eichungen bis  

zu CO 2 und  H20 durchgeff ihr t  wi rd :  
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2HCOOI-I + 02 ~ 2C02-~ 2H~O 
CH~COOH + 202 = 2CO~ -}- 2H20 

2CH2OI-I -CHOtt �9 CH~OH + 703 = 6CO~ + 8H20. 
Wir diirfen ~us dieser guten ()bereinstimmung zwischen Theorie und Ex- 
periment  den Schlul~ ziehen, dal~ Hyphomicrobium die ihm gebotenen 
Energiequellen tatsachlieh in der genannten Weise abbaut.  Diese ~Jber- 
einstimmung kann kein Zufall sein, sondern mul~ als Beweis ffir das Vor- 
handensein einer CO~-Abgabe angesehen werden. 

Allerdings war die Ubereinstimmung nicht immer so gut wie in Tab. 1, 
sondern in m~nchen, wenn aueh in der Minderzahl bleibenden Versuchs- 
ans~tzen t ra ten  erhebliche Abweichungen auf, fiir die ich einstweilen 
keine Erklarung habe. So wurde auf  Oxalsaure in einigen Ans~tzen der 
theoretische Wert  C02/02 --~ 4 gefunden, in anderen dagegen Werte  
zwischen 2 und 3. AuehAmeisensaure l iefertemitunter  vSllig abweichende 
Quotienten. Aber es daft, wie schon betont  wurde, nicht iibersehen wer- 
den, dai~ der Druck in den Reaktionsgef~l~en infolge des tr~gen Stoff, 
wechsels yon Hyphomicrobium nut  sehr langsam abnahm und die Appa- 
ra tur  ftir diese Versuche verhaltnism~l~ig wenig empfindlich war. Fehler- 
que]len der verschiedensten Art  machten sieh daher ~ul~erst stSrend be- 
merkbar.  

Weiterhin konnte beobachtet  werden, da{~ der Atmungsquotient  wah- 
rend des Versuches nicht konstant  bleibt, sondern sich, besonders gegen 
Ende des Versuches, langsam ~ndert. Offenbar geht bei ErschSpfung der 
Energiequelle die Subst ra ta tmung langsam in l~estatmung fiber, der 
zelleigene Stoffe mit  anderen Atmungsquotienten zugrunde liegen. Es 
ist daher fiir die Berechnung des Atmungsquotienten nicht gleichgiiltig, 
zu welchem Zeitpunkt  man sie vornimmt.  Die oben angegebenen Werte 
sind fiir den Zeitraum vom 2. bis zum 3. Versuchstag berechnet. Der erste 
Versuchstag zeigte meist so kleine Ausschls an den Manometern, dab 
der Ablesefehler zu grog wurde und daher eine Berechnung des R Q- 
Wertes illusorisch war. 

Weitere Versuche hatten zum Ziel, den Atmungsquotienten bei Verbindungen 
mit hSherem Molekulargewicht zu ermitteln. Die hierfiir benutzten Kohlenhydrate 
(Glucose, Mannose, Raffinose usw.) wurden getrennt yon der StammlSsung durch 
fraktionierte Sterilisation im Dampftopf keimfrei gemacht, um so ein Karameli- 
sieren und eine Verschiebung des p~-Wertes zu verhindern. Die beobaehteten Druek- 
i~nderungen waren aber, selbst nach mehreren Tagen, so gering, dab sie yon der 
Veratmung yon Verunreh]igungen herrfihren oder auf Restatmung beruhen konnten. 
Damit finder die Angabe yon BOLTJES (1936) eine Besti~tigung, wonach Hypho. 
microbium Zucker nicht ver~rbeiten kann. D~ wegen der geringen Manometer~ 
ausschl~ige die der Apparatur innewohnenden Fehler sehr ins Gewicht fielen, sei 
auf eine bfldliche Wiedergabe dieser Versuehe verziehtet. 

Bei den bisherigen Versuchen befand sich die organische Energiequelle 
yon Anfang an im Bakterienansatz.  Das ist insofern nicht ganz einwand- 
frei, als der beobachtete Gasumsatz nicht allein auf  dem Abbau der von 
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aul3en gebotenen Energiequellen beruht, sondern diesem auch zelleigene 
organisehe Stoffe zugrunde liegen kSnnen. Jedenfalls blieb dabei unbe- 
kannt,  wie sieh die beobaehtete Atmung quanti ta t iv  auf beide verteilte. 
Um hieriiber mehr aussagen zu k6nnen, gab ieh in den folgenden Versuehen 
die Energieqnelle in den seitliehen, daffir best immten Ansatz der Reak- 
tionsgef~13e und kippte sie erst w~ihrend des Versuches zu, naehdem die 
Zellen zun/~ehst in der Hauptsaehe ihre ge s t a tmung  durchgefiihrt hatten.  

Durch diese Art der Versuchsanstellung wurde zudem der Einflal3 der organisehen 
Energieqne]le auf die Atmung noch augenscheinlieher. N~ch dem Zentrffugieren 
einer 14 Tage alten Kultur wurden die Zellen in neuer, diesmM rein mineraliseher, 
steriler N/~hr]Ssung anfgeschwemmt. Die organische Snbstanz befand sieh als 
meist l~ LSsung in dem Seiten- 
ansatz der Reaktionsgef~13e. Naeh 
einer Versuchsdauer yon 2--3 Tagen 
wurde sie der Zellsuspension zuge- 
kippt. 
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Abb. 13. Sauers toffaufnahme vonHyphom@robium; Energicquelle  : Ka -Formia t ;  5cmaZellsust)ension 
(Stamml6sung) ;  1 cm a Zusatz (i  % ige Na-Formiat lSmmg);  Tempera tur  30 ~ C. 

Abb. 14. Sauerstoffatffnahme yon Hyphomicrobium ; Energie quelle: Na-Formia t ;  5 cm a Zells uspension 
(Stamml6snng) ;  1 cm a Zusatz  (0,25% :Na-Formiat);  Tempera tur  30 ~ C. 

])as Ergebnis einiger solcher Versuche ist in den Abb. 13--15 wieder- 
gegeben. In  fast allen Ans~tzen erfuhr die Atmung unmit telbar  naeh 
Zukippen der organischen Substanz eine sehr beachtliche Steigerung. 
Diese Substra ta tmung war gegeniiber der Res ta tmung so groB, da~ 
letztere fiir die Berechnung des Atmungsquotienten nicht wesentlich ins 
Gewicht rid. Das erkennt man besonders deutlich bei den Ans~tzen mit  
gleiehzeitiger Kontrolle. (Organisehe Substanz im Ansatz wurde nicht 
zugekippt.) 

Bei den yon mir benutzten Alkoholen erwies sich die obige Versuchs- 
anstellnng jedoch als nicht anwendbar. Die Manometer  zeigten bereits 
vor Zukippen der organisehen Subs tanz  betdiehtliehe Druekabnahmen  
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(Abb. 16). Es wurde also Sauerstoff verbraucht, obwoht die N~hrl6sung 
anfangs keine Energiequelle enthiclt. Die Substrat-Atmung yon Hypho- 
microbium mug also dutch ~Tberdestillieren des Alkohols aus dem seit- 
lichen Ansatz in die N/~hrl6sung unterhalten worden sein. Um aber fest- 
zustellen, wie Hyphomicrobium im Augenbliek des Alkoholzusatzes rea- 
giert, wurde der Alkohol nach getrenntem Sterilisieren yon auBen mittels 
keimfreier Pipette zur N~hrlSsung hinzugegeben. Wie man sieht (Abb. 17 
und 18), veratmet Hyl~homicrobium die beiden Alkohole ausgezeichnet, 
jedenfalls wesentlich sehneller Ms die entspreehenden organisehen S/iuren. 
I)er Atmungsquotient wurde nieht berechnet, da der Dampfdruek des 

Alkohols als dritte ver~nder- 
ra~ lithe GrSBe in die l~'ormel ein- 
loov / geht. 
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3_bb. 15. Abb. 16. 

Abb. 15. Sauers$offaufnahme ,zon Hyphomicrobi,~m; Energiecluelle : Na-Aceta t ;  5 cm 3 Zellsuspension 
(S tamml6sung) ;  1 cm ~ Zusatz  (1%iges  hra-Aceta$); TemperatUr 30 ~ C. 

Abb. 16. Druckabnahme w~hrend der A t m u n g  yon Hyphomicrobium; 2%iges  ~Iethanol  im 
Seitenansatz.  Kontrol le  m i t  ] ~ 0 ;  I u n d  I I  s ind Parallelans~tze.  Tempera tur  28 ~ C. 

Mit den beiden Alkoholen wurden auch noch folgende Versuche ange- 
stellt : Etwa 500 cm s Luft, die mit einer l~ Alkoho115sung im G1eich- 
gewieht standen, wurden unter Zwischenschalten eines Wattefilters durch 
die l~eaktionsgef/~Be gedriickt. Somit stand Hyphomicrobium nach Ver- 
dr/~ngen der gewShnlichen Luft nnr Alkoholdampf als Energiequelle zur 
Verfiigung. Der Gaswechsel stieg, wie Abb. 19 und 20 zeigen, in den Ver- 
suchsgefagen sehr schnell an, wahrend sich in den Kontrollen, durch die 
normale Luft gedriickt war, kein Ansteigen zeigte. 
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In  welcher Weise der Alkohol aufgenommen wird, ob durch die Kahmhaut  Ms 
Dampf bus dem Gasraum oder erst als L5sung naeh Obertreten in die fliissige 
Phase, kann nieht entschieden werden. 
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Abb. 18. D r u c k a b ~ a h m e  w~ihrend tier Atmu~lg yon Hy- 
phomicrobium; bei ( ~ ) Zugabe  von  1 cm 3 1% ~ t h a n o l  

m i t  t t i i fe  e iner  :Pipette;  5 cm 3 Zellsuspension;  
T e m p e r a t u r  30 ~ C. 

Abb.  ] 7. ] ) r u c k a b n a h m e  wis der  A t m u n g  yon Hyphomierobium; boi ( ~ ) Zugabe  von I cm ~ 
1% ~Iethanol  m i t  I t i l fe  e iner  P ipe t t c ;  5 cm ~ Zellsuspension;  T e m p e r a t u r  30 ~ C. 
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Abb. 20. Druekabnahme w~hrend der Atmung yon Hy- 
phomierobium; Energiequelle: -'~-thanol; 5 om ~ Zellsus- 
pension ii1 StammlOsung.  Bei ( ,~ ) w u r d e n  dnrch  den 
l~eakt ions t rog  500 cm 3 L u f t  gelei tet ,  d ie  m i t  e iner  

1% igen  Xthanol l6snng  im  Gle ichgewicht  s tand .  

Abb.  19. D r u c k a b n a h m e  w~hrend  der  A t m u n g  yon  ttyphomic~'obium; Energ ieque l l e :  ~[e thanol ;  
5 cm ~ Zel lsuspension in  StammlOsung.  Bei ( ~" ) ~r durch  den l~eakt ions t rog  500 cm 3 Luf t ,  

die m i t  e iner  1% igen  Methanol l6sung i m  Ole ichgewicht  s t anden ,  gelei tet .  
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Energiequellen. 
Bei Verwendung yon fliichtigen Alkoholen als Energiequelle in der 

WAa]3V~G-Apparatur wurde, wie erw~hnt, beobachtet, dab sie bereits 
als Gas verwertet werden kSnnen. Deshalb wurden auch noeh andere 
f l f i c h t i g e  o r g a n i s e h e  V e r b i n d u n g e n  geprfift. 

Mehrere weithalsige Kulturkolben wurden mit rein mineralischer N~hrlSsung 
in einen Exsiceator gebracht, in dem sich ein Becherglas mit der jeweils zu prfifen- 
den Substanz in wi~l~riger LSsung befand oder durch den das entsprechende Gas- 
Luft-Gemisch geleitet war. Als Kontrolle diente ein Exsiccator, in dem sich an 
Stelle der SubstanzlSsung destilliertes Wasser befand. •ach 3--10 Tagen wurde 
das Wachstum mikroskopisch gesch~tzt. Genauere quantitative Angaben liel]en 
sich nach dieser Methode nicht machen. 

Auf dem Weg fiber die Gasphase k5nnen danach aul~er Methanol und 
Athanol noch Formaldehyd und wahrscheinlich auch Methan, Chloro- 
form, Leuchtgas und Essigs~ure das Wachstum yon Hyphomicrobium 
unterhalten, w~hrend Aeetaldehyd, Propions~ure, Isobutylalkohol, 
n-Butylalkohol, Butylacetat, Benzol, Benza]dehyd u n d  anscheinend 
aueh Ameisens~ure hierzu nicht in der Lage sind. Diese Versuche hatten 
abet nur orientierenden Charakter, und ihre Ergebnisse sind daher nicht 
endgfiltig. 

In  weiteren Versuchen prfifte ich die quantitative Ausbeute an Hypho- 
microbium auf den flfichtigen Energiequellen, die sich Ms besonders ge- 
eignet ffir das Wachstum erwiesen hatten. Das Auszi~hlen der Proben in 
einer Z~hlkammer war, da die Zellen mit ihren Hyphen mehr oder 
weniger zu einer Haut  verfilzen, unmSg]ich. Die Bestimmung des Kohlen- 
stoffs, wie in den weiter unten angeffihrten Versuchen, war ffir den vor- 
]iegenden Zweck zu zeitraubend nnd daher nicht durchffihrbar. Es wurde 
schliel~lich das Troekengewicht als Vergleichsmal~ verwendet. 

Ein 250 cm3-Becherglas mit 25 cm 3 der mineralischen N~hrlSsung stand auf 
einem Glasgestell in einem 1000 cm a Weckglas, dessen Schliff zur Abdichtung mit 
Silicone (DC 44-1eicht) eingerieben und dessen Deckel mit einer Fader befestigt 
war. Die fiblichen Gummiringe mul~ten ausgeschaltet werden, da ihr Verhalten 
gegenfiber D~mpfen org. Verbindungen nicht bekannt war. Sterilisation im Auto- 
klaven 30 rain im strSmenden D~mpZ ~t~hnlich wie bei den Exsiccatorversuchen 
wurden 10 cm ~ einer w~rigen LSsung der zu untersuchenden Substanz mittels 
einer sterilen Pipette auf den Boden des Weckglases gegeben und die N~hrlSsung 
mit einer PlatinSse beimpft. 

Bei makroskopischer Betrachtung schien sich die Kulturfifissigkeit am 
dritten Tag nach Beimpfen plStzlich zu trfiben. Es zeigte sich aber, dal~ 
Hyphomicrobium in erster Linie Ms dichte Kahmhaut  auf der Oberfi~che 
der ~ h r l S s u n g  wuchs, ferner auch als Film an den Wiinden der Becher- 
gl~ser u n t  erh  a] b der Flfissigkeitsoberfl~tche; dies war die Ursache der 
,,Trfibung". Die ~T~hrlSsung selbst war fast frei yon Organismen. Der 
Inhalt  eines Becherglases wurde nach 8 - - ]0  Tagen abzentrifugiert, 
zweimal mit dest. Wasser gewaschen und bei 60 ~ C im Vakuumtrocken- 
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schrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Ergebnis dieser Ver- 
suche zeigt Tab. 2. Methanol stellt also anscheinend die giinstigste 
Energiequelle ffir Hyphomicrobium dar. Bei den 1-C-atomigen Verbin- 
dungen diirfte die l~eihenfolge des Wachstums Methanol > Formaldehyd 

Ameisensgure sein. Die Trockengewiehte auf 1/10o tool Methanol und 
1/100 tool Formaldehyd - -  die allein vergleichbar sind - -  verhalten sieh 
wie 1,8 : 1, also fast wie die Verbrennungswgrmen. Die Ausbeute ist bei 
Methanol am giinstigsten. 

Tabelle 2. Eignung fliichtiger Kohlenstoffverbindungen /i~r Hyphomicrobium. 

Kulturdauer 
in  Energiequel le  Konz.  Trocken- Ausbeute  

Tagen tool gew. mg  % 

7 
7 
8 

13 
10 
10 

10 
8 

18 

l0 
l0 

6 
10 
10 
10 

Methanol 

Formaldehyd 

1/l 0 

Aoo 
[Aoo 

100 

em a [Verbrennungswgrme 
kca l /mol  

10 182,6 
10 182,6 
10 182,6 
10 182,6 
10 182,6 
l0 182,6 

10 134,1 

7,8 
8,0 
7,3 
1,6 
1,5 
1,5 

26 
26,5 
24,1 
52 
50 
50 

Ameisens/iure 

~thanol 

1/100 
1/100 

1/lo 
I/i 0 

~/~o 
1/10 
1/100 
I/lo0 

10 
10 

10 
10 

10 
10 
1O 
10 

134,1 
134,1 

kein Waehstum 
0,8 
0,8 

69,4 0,1 
69,4 i 0,08 

26,5 
26,5 

3,3 
2,7 

1 
1 
6,2 
8,7 

372,8 I 0,6 
372,8 0,6 
372,8 0,4 
372,8 0,5 

Als nicht mehr daran zu zweifeln war, dab Hyphomicrobium eine ganze 
Anzahl einfachster organischer Stoffe unter Sauerstoffaufnahme zu oxy- 
dieren vermag, interessierte vor allem die Frage, wieviel Kohlenstoff in 
die Substanz der Zellen eingebaut wird. Dabei wurde zungehst voraus- 
gesetzt, da]~ dieser zelleigene Kohlenstoff tatsgchlich dem yon augen 
gebotenen organischen Substrat entnommen wird. Wir werden waiter 
unten noch sehen, dab diese Voraussetzung keineswegs gesichert er- 
scheint. Da sieh Methanol als hervorragend geeignetes Substrat erwies, 
setzte ich die folgenden Versuche nur noch mit ihm an. 

In  die bereits oben erwghnten Weckglgser wurde eine bekannte Mange 
- -  meist 5 bzw. 10 em s - -  einer 1% igen MethanollSsung gegeben, bzw. 
als Kontrolle die gleiche Menge dest. Wasser. Bereits makroskopisch war 
naeh wenigen Tagen eine deutliche Abstufung des Waehstums zwischen 
den Kontrollen, der einfaehen und der doppe]ten Methanolmenge zu 
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erkennen. Nach einigen Tagen wurde der Kohlenstoff des Becherglas- 
inhaltes nach der yon E~G]~L (1941) und B6MnXE (1951) angegebenen 
Weise auf  nassem Wege durch Verbrennen mit  Chromschwefels~ure be- 

6 

~9" C 
5 

3 

2 

1 - -  

0 

/ f 

Tr~C 

7 2 a ~ s e 7 0 7 2 s q 5 G 7 8 
Yage Tage 

Abb.21. Wachs tum yon Hyphomicrobium; Abb.22. Wachs tum yon Hyphomicrobium; Ener-  
Energiequene:  5 cm 3 Methanol  1% ; giequel le :  5 bzw. 10 cm ~ Methanol 1% ; 

Tempera tur  37 ~ C; PB = 7,2. Tempera~ur 37 ~ C. 

J 

/ 

stimmt. Nach anfi~ngliehen MiBerfolgen zeigte sieh, dag vor der Kohlen- 
stoffbestimmung die Becherglaser zuni~chst 192 Std in einen Vacuum- 
trockenschrank bei 75 ~ C und 0,95 kg/cm 2 Unterdruek gebracht werden 

muBten, um etwa noch vorhandenes 

5 

,I 
5cm 3 5cm 3 10cm ~ 

Konlrolle 
o,5% 7% I% 

Methanol  

kbb,23.  In  Hyphomicrobium eingebauter  Koh- 
lenstoff  (Mittelwerte aus je 3 Bes t immungen) .  
:Energiequelle : 5 bzw. 10 cm a Methanol l6sung ; 

be impf t :  23. ]. 52 bzw. 2 8 . 5 . 5 2 ;  C-Best.:  
3. 2. 52 bzw. 3 1 . 5 . 5 2 ;  Tempera tur  37 ~ C. 

Methanol zu entfernen, das bei der 
Best immung die gefundenen Wer- 
te verfi~lschte. Die Zunahme der 
Kohlenstoffmenge in Abhi~ngigkeit 
von der Zeit geht deutlich aus 
Abb. 21 hervor. Die Kurve  stellt 
eine typische Wachstumskurve dar, 
deren Abklingen nach etwa 8 Tagen 
durch den vSlligen Verbrauch des 
Methanols bedingt ist. E twa  30~o 
des in Form yon Methanol in die 
Weekgl~ser gegebenen Kohlenstoffs 
wurden in den Bechergl~sern wieder- 
gefunden. Selbst wenn man annimmt,  
daft die am ersten Tage gefundenen 
Kohlenstoffmengen auf Verunreini- 

gungen der N/~hrsalze zurfickzuffihren sind, gndert sich an dieser Zahl 
praktisch nichts. 

In  einer weiteren Versuchsserie sollte festgestellt werden, ob durch 
Verdoppelung der Methanolmenge, bei gleichbleibender Konzentrat ion 
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derselben (Abb. 22, 23), auch ungefahr eine Verdoppelung der Kohlen- 
stoffausbeute zu beobachten war. 

Jetzt  erkennt man, dal3 unter Ber/icksichtigung der Kontrollen (An- 
satze ohne Methanol) die Beziehung zwisehen Kohlenstoff in der ge- 
botenen Energiequelle und Kohlenstoff in Hyphomicrobium ungefahr 
eine lineare ist. Hierdnreh k6nnte der Eindruek erweekt werden, als 
ob Hyphomicrobium seinen Xohlenstoffbedarf allein aus dem Methanol 
gedeekt habe. Ob dies zutrifft, soll aber erst entsehieden werden, wenn 
die Frage nntersueht wird, welehe Bedeutung die Kohlensaure irn Stoff- 
weehsel yon Hyphomicrobium spielt. Wir sahen ja bereits, daft in Ab- 
wesenheit yon C02 keine Sauerstoffaufnahme nnd daher wahrseheinlieh 
auch kein Abban des organisehen Substrates mSglieh ist. 

Bedeutung des /reien Kohlendioxyds. 
Bereits die rnanornetrischen Versuehe batten die auffallige Tatsaehe 

ergeben, daJ3 das Waehsturn yon Hyphomicrobium bei Entzug des freien 
Kohlendioxyds sistiert wird. Der Organisrnus braucht offenbar dieses 
Gas, urn normal leben zu kSnnen. Urn in dieser Frage ganz sicher zu 
gehen, setzte ich folgende Versuche an: 

Am 14. 2. 51 wurden 8 E~LEa-~EVEa-Kolben mit 0,1~oiger Na-Formiat-N~hr- 
16sung, am 23.2. 51 weitere 8 Kolben mit 0,1%iger Ammoniumoxalat-NhhrlSsung 
und als Wiederholung der ersten Serie am 24. 2.51 erneut 8 Kolbell mit 0,1~oiger 
Na-Formiat-N~ihr16sung besehickt und mit Hy?homicrobium beimpft. Jeweils 
4 Kolben wurden in einem Exsiceator tiber etwa 15% iger Kalilauge untergebraeht, 
whhrend die restliehen 4 Kolben jeweils als Kontrolle (ohne KOI-I) dienten. 

Naeh einern Aufenthalt yon einer Woche im Brutsehrank bei 37~ 
zeigte sich bei rnikroskopiseher Beobaehtung in den C02-~angelkolben 
kein Waehstum, wS.hrend sieh Hyphomicrobium in den Kontrollen stets 
verrnehrte. Der pR-Wert in den Kolben fiber Kalilauge sehwankte zwi- 
sehen 6,8 bis 7,2, w/ihrend er in den Kontrollen bis 7,6 anstieg. Dieser 
h6here 10~-Wert in den  Kontrollkolben beruhte hSchstwahrseheinlich 
anf der physiologiseh alkalisehen Reaktion des Na-Formiates bzw. Am- 
rnoninrnoxalates. Er best~itigte gewisserrnagen den rnikroskopisehen Be- 
fund insofern, als eine Reaktionsversehiebung auf physiologischer Grund- 
lage nut rn6glieh ist, wenn Wachstum, verbunden rnit Abbau der orga- 
nisehen Sauren, stattfindet. Da in Gegenwart von Kalilauge im Exsieea- 
for keine nennenswerte Reaktionsversehiebnng stattfand, kann daraus 
gesehlossen werden, dal3 hier ein Waehstum nicht mSglieh war. Ursaehe 
kann nut der CO~-~Iangel sein. 

Trotzdem sollte der Naehweis der Notwendigkeit freien Kohlendioxyds 
ftir das Waehsturn yon Hyphomicrobium aueh noeh auf einem anderen 
Wege erbraeht werden. 

Dureh die Kulturen wurde ein st~indiger, mit Hilfe yon Kalilauge und Baryt- 
w~sser C02-frei gemaehter Luftstrom gesehiekt, der bei den ers~en Versuehsreihen 

Archly ffir ~ikrobiologie,  Bd. 19. 2 
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in der Apparatur dureh Unterdruck erzeugt, sparer mittels eines Kompressors 
dutch die W~sehfl~sehen gedrtickt wurde. Hierbei fallen kleinste Undiehtigkeiten 
in der Apparatur, die selbst bei Verwendung yon Vaeuumsehl~uehen und Schliffen 
]eieht auftreten kSnnen, nieht ins Gewieht. Der Luftstrom betrug etwa 6 1/Std. 
Zur besseren Luftverteilung fanden sieh in den Kulturkolben sowie einem Tell 
der Waschflaschen Schott-Glusfritterl G 1. Beimpft wurden die Versuehskolben 
mit 0,5 bzw. 1,0 em 3 einer gut wuchsenden, nicht zu alten Kultur. 

I n  al len F~l len  zeigte Hyphomicrobium ira CO~-freien L u f t s t r o m  prak-  
t i sch ke in  W a c h s t u m ,  w~hrend  es sich be i  Durch le i t en  yon  C02-hMtiger 
Luf t  s t a rk  vermehr te .  Das Ans te igen  der  pH-Wer te  der  Kon t ro l l en  (auf  
7 ,0--8 ,0)  im Gegensatz  zu den CO2-Mangelreihen (~uf 6,8:-7~8) k o n n t e  
auch hier,  wenngleich n ich t  so ausgepr~gt  wie in den  Exs icca to rve r -  
suchen, beobach t e t  werden.  W u r d e  dagegen  ein schw~eherer  Luf t s t rom,  
e twa  0,5 1/Std, dureh  die Gefgl]e gesehiekt ,  so k a m  es zu mehr  oder  we- 
niger  s t a rke r  Ze l lve rmehrung  auch im C02-freien Luf t s t rom.  Dies Ph~- 
nomen  l~Bt sich viel le ieht  so erkl~ren,  dab  das  yon  den  e inge impf ten  
Organismen aus  der  Ameisens~ure  d e r  1NghrlSsung gebi lde te  Kohlen-  
d i o x y d  ausreiehte ,  u m  den C02-Bedarf  der  K u l t u r  zu deeken.  Diese 
Kohlens~ure  wurde  den  Zellen nieht ,  wie bei  s t a rker  Belf if tung,  wieder  
entr issen.  

Ahnliehes beobachtete FARG~Anu (1950) bei Leuehtbakterien. Er f~nd, dab 
A chromobacter Fischeri in Abwesenheit von C02 weder wuehs noeh leuchtete. Dureh 
Zusatz bestimmter Aminos~uregemisehe konnte diese Hemmung aufgehoben wer- 
den, ~ber nut dgnn, wenn der Strom C0~freier Luft nieht zu stark wurde. 

C02-Assimilation. 

Die Kohlens~ure  spiel t  also i rgendwie  eine ]ebensnotwendige  Rol le  im 
Stoffweehsel yon  Hyphomicrobium. D a m i t  s ind  die in den l e t z t en  J a h r e n  
sieh h~ufenden  Be0baeh tungen  fiber die 1Notwendigkeit  dieses Gases oder  
zumindes t  t iber  die MSglichkei t  seiner Verwer tung  d u t c h  Mikroorganis-  
men  (t~ABI~OWITSCK 1945, lgl~PEL-BALDES 1952) u m  eine wei te re  be- 
re icher t  worden.  Es  f ragt  sich nun,  ob die Koh lensgure  u n m i t t e l b a r  in den  
Stoffweehsel eingreif t  oder  n u t  dureh  ihre Gegenwar t  wirkt .  

So k5nnte Hyphomicrobium einen ghnliehen Stoffweehsel wie die ,,eehten" 
autotrol0hen Bakteriell besitzen. Die organisehe Subst~nz k6nnte als Energiequelle 
dienen, w/~hrend der I(ohlenstoff der Zellsubst~nz dureh Reduk~ion der a~mo- 
sphgrischen Kohlens~ure gewonnen wJrd, ~hnlieh wie bei den raethanoxydierenden 
Bakterier~ (S6E~GEX 1906), bei denen bekanntlieh der ldassische Begriff der Chemo- 
Autotrophie zuerst gesprengt wurde. Die W~rmetSnung der yon Hyphomicrobium 
durchgeftihrten Oxydationen org~nischer Stoffe sind so betrgehtlieh, dab ein Tell 
dieser Energie wie bei der ~norganischen Chemosynthese zur Reduk~ion der atmo- 
sphgrisehen Kohlens~ure dienen k5nnte. Als W~sserstoffdon~tor k6nnte entweder 
ein Tell der org~nischen Substanz oder, in ParMlele zur Photosynthese und ver- 
mutlieh aueh der ~norggnischen Chemosynthese (z. B. bei den SMpeterb~kterien), 
das Wasser dienen. 1%rner besteht die M6gliehkeit (R~B~OW~TSCE 1945), dab ein 
Tell der organisehen Substanz direkt fiir die heterotrophe Assimilation benStigt 
wird, w~hrend der Rest als Energielieferant Verwendung findet. Seit langem ist 
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z. B. yon den Athiorhodaceen bekannt, dal~ bei ihnen die Grenze zwisehen Auto- 
trophie und tteterotrophie verwischt is~. Organische Stoffe - -  wie Fetts~iuren, 
Alkohole usw. - -  dienen als W~sserstoffdonatoren bei der Reduktion der Kohlen- 
s~ure, we]che zur Synthese der 145rpersubstanz verwendet wird, sie werden aber 
se]bst nicht zum Aufb~u zelleigener Substanz benutzt. 

Weiterhia kSnnte die Bindung yon CO2 entsprechend der WooD-WER~:=~A~- 
Reaktion stattfinden. Wood u. WE~KMA~- (1942) fanden, d~l~ z. B. Propionsiiure- 
bakterien in der Lage sind, aus Glycerin unter Aufnahme yon C02 (auf dem Weg 
fiber Brenztr~ubens~ure) Bernsteins~ure zu bilden. Die Kondensution von Brenz- 
traubens~ure (einer 3-Koh]enstoffverbindung) mit CO 2 zu 0xalessigsiiure, die 
zu einem Teil zu Bernsteins~ure reduziert wird (beides 4-Kohlenstoffverbindungen), 
seheint allgemein verbreitet zu sein, so z. B. bei Escherichia coli, Clostridium, He/e 
usw., aber auch bei hSheren Pflanzen. Ein ~hnlicher Reaktionstyp, bei dem C02 
gebunden wird, wurde yon L I e ~ A ~  u. TUTTLE (1945) beschrieben. Es isL die 
Umkehr der oxydativen Decarboxylierung yon ]~renztr~ubens~ure in Gegenwart 
yon anorganisehen Phosphorverbhldungen. Sehliel31ich land OcxoA (1945 u. 1948) 
eine enzymatisehe C~rboxylierung, bei der Triphospho-lPyridin-Nukleotid (TPN) 
eine wesentliehe Ro]le spielt und die bekannte Dee~rboxylierung yon Isoeitronen- 
si~ure zu a-Ketoglutars~ure umgekehrt wird. 

We]cher  der  hier  aufgezeigten Wege  der  Verwendung  der  Kohlens~ure  
yon  Hyphomicrobium beschri t~en wird,  bteib~ einstwei len u n b e k a n n t .  Es  
k6nn te  zudem - -  wie bere i t s  e rw~hnt  - -  mSg]ieh sein, dal~ die Kohlen-  
s~ure hier  n ich t  dh 'ek t  in den Stoffweehsel eingreift ,  sondern  ledig]ich 
du tch  ihre Anwesenhe i t  wirkt ,  e twa  als Aus t auseh -An ion  oder  zur  Auf-  
r eeh t e rha l t ung  des Plasmagef i iges  u. ~. W a s  zuni ichst  e inmal  geprfif t  
werden  mu~te ,  war  die Frage ,  ob der  Kohlens to f f  des C02 i iberhaup~ ein- 
gebau t  wird  oder  nicht .  Der  LSsung dieses P rob lems  k o m m t  m a n  n~her,  
wenn es gelingt ,  den Weg  des Kohlens tof fs  der  organischen Subs tanz  und  
den des K o h l e n d i o x y d s  ge t r enn t  vone inande r  zu verfolgen.  Bekann t l i eh  
is t  dies mi t  Hilfe  yon  m a r k i e r t e m  Kohlens to f f  durchf i ihrbar ,  eineMSglieh- 
kei t ,  die in  den kurz leb igen  ~C, dem s tab i len  ~C und  dem langleb igen  
~aC gegeben ist. 

Bei  Versuchen  mi t  r~d ioak t iven  Stoffen is t  zun~ehst  die Fr~ge  zu 
bean twor ten ,  inwieweit  eine h ierbei  au f t r e t ende  S t r ah lung  die phys io-  
logischen E igensehaf ten  der  Zellen beeinflul~t. Man kSnn te  geneigt  sein, 
Vergleiehe mi t  UV-Lieh t  u n d  RSn tgens t r ah l en  anzuste l len ,  bei  denen  es 
bekann t l i ch  zu Seh~idigungen k o m m t .  Naeh  KAMEI~ (1948) wird  aber  bei  
solehen E inwendungen  fibersehen,  dal~ die S t r ah lung  yon  I s o t o p e n  im 
wesent l iehen n ieh t  yon  aul~en her  ~n den Organismus  h e r a n t r i t t .  Naeh  
ihm sind bei  den  in der  ,,Tracer-Methodik" i ib l ichen K o n z e n t r a t i o n e n  
~on ~aC keine  phys io logisehen S~Srungen zu e rwar ten .  Gen~uere  An-  
gaben  einer vertr~igliehen Bes t rah lungsdos is  l iegen a l lerdings  n ieht  vor.  
Auch meine im folgenden aufgef i ihr ten  Versuehe zeigen, da~ eine 
S t rah lungsseh~digung  ansehe inend  n ieh t  au f t r i t t .  

Bei diesen Versuehen arbeitete ieh mit der r~dio~ktiven Kohlens~offisotope ~C. 
xaC ist Bin reiner fi-Strahler mit einer Maximalenergie yon 0,156 MeV. Der Energie- 
abfall kann, da die Versuehsdauer im Verhaltnis zur Ha]bwertszeit yon ~C (etwa 

2* 



20 W. MEvlUS jr.: 

6300 Jahre) sehr klein ist, vernaehl~ssigt werden, x~C war wegen seiner kurzen 
Lebensdauer nieht verwendbar, w~hrend x~C nieht so geeigne~ erschien, weft sein 
Auffinden nur mit Hilfe des Massenspektrographen erfolgen kann. Die radioaktiven 
Isotope kSimen hingegen durch die bei ihrem Zerfall emittierte Strab]ung leieht 
naehgewiesen werden. 

Die Messung der Aktivit~t erfolgte mit dem G~Ia~l~-M/3LL~R-StrahlungsmeI~- 
gerat FH 44 und einem G]ockenz~hlrohr FHZ 15 mit Glimmerfenster 1,6 mg/cm ~ 
der Firma Frieseke u. Hoepfner, Erlangen-Bruck. 

Der  erste Versuch sollte die F rage  klaren,  ob das zum W a c h s t u m  yon  

Hyphomicrobium notwendige  Koh lend ioxyd  in die Zellen e ingebaut  oder 

lediglich lose ange]agert  oder sonstwie durch seine Gegenwar t  wirksam 

wird. Es  mul~te also Hyphomicrobium in einer C*O~-haltigen Atmosl0hare 

gezi iehtet  und  ansehlief~end festgestel l t  werden,  ob sich r ad ioak t ive r  

Kohlens tof f  in den Bakter ienze l len  nachweisen lie~. 

~l~sFri#e 

N~ronkalk . ~ - -  ~._ __~__/I I _I~__ Bo' ~au~e 
I~OH 15% N~r/~sung-"\-- ~ / ~ S ~  "B&C~O~ 

~.~3 Nlelh~nol "1% 
Abb. 24. A!0paratur zur Zfichtung yon Hyphomicrobi~t~z~ in einer C*02-haltigen Atmosphere. 

In einem Exsiccator yon 5500 cm 3 FassungsvermSgen befanden sich ein Becher- 
glas mit 25 em 8 rein minerMischer N~ihrlSsung sowie eine Sehale mit 25 mg radio- 
aktivem Bariumearbonat (etwa 0,1 nag C), aus welehem dureh Zusatz yon 15 cm 3 
11/5 Sehwefels~ure C'02 freigemacht werden konnte (Abb. 24). Vor Versuehsbeginn 
wurde die gesamte Apparatur im Autoldaven sterilisiert und, naehdem die N~hr- 
16sung beimpft worden war, der Exsiceator mittels Durch]eitens (�89 Std) yon CO~- 
freier Luft COe-frei gemaeht. Jetzt w~lrden mit I-Iilfe der aufgesetzten Biirette 
15 em 3 l%iges Methanol auf den Boden des Exsiceators gegeben und ansehlieBend 
durch Zugabe yon It2SO 4 aus BaC*O 3 d~s aktive C*O 2 freigem~eht. Nach 8--14 Tagen 
Waehstum - -  die gesamte Apparatur befand sich w~hrend dieser Zeit im Brut- 
sehrank bei 37 ~ C - -  entfernte ieh das aktive C*O~ mittels Durehleifens yon Luft 
wieder aus dem Exsieeator und ring es in Barytlauge auf. Naeh Priifung der an- 
gewachsenen Kultur auf l~einheit durch Abimpfen auf Fleischextraktbriihe und 
Hefewasser wurden die Bakterien bei 5000 Umdr./min abzentrifugiert und durch 
Aufsehl&mmen und erneutes Zentrifugierei1 einmal Init 20 cm 3 0,5%iger Phosphor- 
s~ure sowie dreimal mit 20 em 3 Aqua bidest, gewasehen, auf Messingseh~lehen 
(innerer ~ 15 ram) gebraeht and im Vakuumtroekenschrank bei 70 ~ C und --0,95 
kg/cm~ Druck getrocknet. Es mul]te darauf geaehtet werden, dal~ die Bakterien 
mSgliehst gleichm~tBig auf den SehMehen verteilt waren. 2 em 3 der N~hrlSsung bzw. 
der verschiedenen Fraktionen des Wasehwassers wurden auf UhrgNisern, ~ 70 mm, 
im Troekensehrank eingedampft; der Riiekstand wurde auf Aktivit~t gepriift. 
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Wie aus den Versuchsergebnissen hervorgeht  (Tab. 3), zeigen die Bak- 
terien,  die in  einer C*O2-haltigen Atmosphgre  gezfichtet wurden,  eine 
recht beachtl ich hohe Impulszahl ,  die sich auch durch wiederholtes Aus- 
waschen mi t  Wasser n icht  en t fe rnen  lgB~. Dami t  ist gezeigt, dab yon  
Hyphomicrobium CO 2 aus der Luf t  ~ufgenommen u n d  irgendwie fest- 
gelegt wird. Die weitere Fr~ge war jetzt,  ob ein E i n b a u  des CO 2 in  die 
Zellen erfolgte oder ob es lediglich adsorpt iv  gebunden  wird. U m  dies 
zu klgren, stellte ich Versuche an, bei denen  die Akt iv i tg t  der Organismen 

nicht  insgesamt,  sondern  die e inzelnen Baus te ine  yon  Hyphomicrobium 
ge t renn t  auf  ihre Akt iv i tg t  gepriift win'den. 

Tabelle 3. Au/nahme yon 14C durch Hyphomicrobium. 

Hypho- 
microbium 

B e i m p f t  Abzen~r i f .  A k t i v i -  
a m :  t g t  T r o c k e n -  

a m :  I m p . /  gew.  

r a i n  m g  

I ! 

17.5.52 26.5.52 45000 14,0 
29.5.52 6.6.52 140000 13,5 

]Phosphor- Waschwasser (21 cm~) 
g/ihrl6s. 

a I S&llre (gem) ^-o I Imp./ u,a ~o 1. 2. 3. 
rain (2 cm ) I Imp./ Imp./  Imp./ 

[ Imp./min I rain rain rain 

7200 - -  360 170 100 
3150 1000 360 315 290 

l gu l l -  
effekf~ 

Imp./ 
min 

! 

35 
265 

Die abzentrifugierten und gewaschenen Bakterien wurden zur Zerst6rung der 
Zellen zusammen mit einem Rest Wasser vorsichtig 5 oder 6real bei - - 5  ~ C langsam 
eingefroren und bei + 30~ wieder aufgetaut. Anschliel]end entfettete ich sic 
3mal hintereinander mit insgesamt 10 cm 3 Alkohol-~ther 3 : 1 bei 50 ~ C zur Heraus- 
15sung etwa vorhandener Lipoide. Die LSsung wurde im Wggeglas eingedampft 
und auf Aktivitgt geprtift. Den Bakterienriickstand unterwarf ich einer 8 sttindigen 
Hydrolyse mit 4 cm ~ rauehender Salzsgure bei 130 ~ C auf dem Par~ffinbad, die 
anschlieBend durch Vakuumdestillation bis zur Trockne be/50 ~ C und 17 mm Hg 
wieder entfernt werden mul~te. Der naeh Fleischextr~kt riechende Rfickstand 
wurde in Wasser aufgenommen, aufein Uhrglas fibergeffihrt, abgedampft und erneut 
in 0,5 cm ~ Wasscr gel6st. Um die im Alkohol-~ther-Extrakt sowie im Hydrolysat 
enthaltenen Stoffe voneinander zu trennen, lieB ich mehrere zweidimensionale 
Papierchromatogr~mme laufen. Als Papier land ,,Schleicher und Schiil12043b" 
40 • 40 em Verwendung. Auf den Startpunkt br~chte ich mit einer Mikropipette 
jeweils 0,015 cm ~ des Extraktes bzw. Hydrolysates auf. Das LSsungsmittel des 
Chromatogrammes war Butanol-Eisessig-Wasser (9:1 Vol.-Tefle + Wasser bis zur 
Triibung, die durch einen Tropfen Eisessig wieder zum Verschwiaden gebraeht 
wird) fiir die eine Richtung, Pyridin-Amylalkohol-Wasser (7:7:6) ftir die andere. 
Die Laufzeit betrug 30 bzw. 48 Std. Es wurde absteigend bei 17~ ehromato- 
graphiert. Nach dem Trocknen im Trockenschrank wurde eines der Chromato- 
gramme mit Ninhydrin als Reagens ~uf Aminosguren entwickelt. Es zeigten sich 
nach ~ Std bei 60 ~ Trockensehr~nk blauviolette sowie einige rSt]iehe Flecke. 
Zur Orientierung war in diesem Chromatogramm 0,001 cm 81-ProlinlSsung mitge- 
laufen, die nach dem Entwickeln einen gelben Fleck hinterlieB. Da die Fiirbung der 
Aminosguren mit Ninhydiin nur wenige Tage haltbar ist, photographierte ich die 
Chromatogramme (Abb. 25)L 

1 Herrn Dr. W. WALTER danke ich fiir die Deutung dieses Chrom~togrammes. 
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]:)as e rs taunl iche  an  dem C h r o m a t o g r a m m  is t  die s t a t t l i che  Zahl  yon  
mindes tens  16 versehiedenenAminos~iuren .  Obwohl  n u t  e infachs te  orga- 
nisehe Energ ieque l len  u n d  COn genfigen, u m  das  Leben  yon  Hyphomicro- 
bium sicherzustel len,  b a u t  es sich ein A m i n o s i u r e g e m i s c h  auf, das  in 
seiner Vie lse i t igkei t  dem hSher  s t ehender  Organismen in n ichts  nachs teh t .  

E in  zweites  C h r o m a t o g r a m m  wurde  zur  E n t w i e k l u n g  der  Zueker  mi t  
A n i l i n p h t a l a t  gespri iht .  Zucker  konn~en abe r  n icht  nachgewiesen werden.  
Es  sei in diesem Z u s a m m e n h a n g  noch e inmal  d a r a u f  hingewiesen,  dab  
Zucker  in der  WAl~BCt~G-Apparatur v a n  Hyphomicrobium nich t  ver-  

Abb. 25. Pap ie rchromatogramm des Hydrolysates ,  entwickelt mi t  lqinhydrin.  
k l a  Alauin Lys Lysin  
Arg Arginin  Met IMethionin 
Asp Asparagins~ure Phe Phenylalanin  
Glue Glucosamin? Ser Serin 
Glut Glutamins~iure Thr  Threonin 
Gly Glykokoll Tyr  Tyrosiu  
His  His t id in  Val u  
Iso Isoleucin iN'r. 17 unbekannt  
Leu Leucin 

a rbe i t e t  wurden.  Ob zwischen diesen be iden  B e o b a e h t u n g e n  a l lerd ings  
ein Z u s a m m e n h a n g  bes t eh t  - -  insofern,  als die eine eine Bes t~ t igung  fiir 
die andere  is t  - - ,  k a n n  heu te  noch n ich t  en t sch ieden  werden.  

Ein drittes Chromatogramm sollte, entsprechend den Angaben yon MARKHAM 
U. SHITI~ (1949), naoh dem Photoprintverf~hren mit UV-Licht yon 260 m# dureh- 
strahlt und auf l%topaloier kopiert werden. Leider trat, trotz langer Beliehtungs- 
zeiten, iiberhaupt keine Sehw&rzung tin. Wahrscheinlich h~Lngt dies mit dem 
L6sungsmittelgemisch zusammen, welches Pyridill enth~lt. Falls veil diesem - -  
oder dessen Salz mit Essigsiiure - -  noeh l~este iI1 dem Papier sind, besteht die 
MSglichkeit, dal~ es nicht mehr UV-durohlissig ist. 
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Wird  C '02  in  den Stoffwechse] einbezogen u n d  sein Kohlenstoff  als 
Baus te in  f/ir irgendwelche Zellbestandtefle verwendet ,  so muftte die 
Prfifung der Chromatogramme auf  A k t i v i ~ t  mi t  Hilfe des G~IG~n- 
Mi~LLE~-Ziihlrohres an  i rgend einer Stelle, wenn nicht  gar im gesamten 
Bereich des Chromatogrammes,  posi t iv  ausfallen, negat iv  dagegen, wenn 
C*Oe kein  Baumate r ia l  ist. Die U n t e r s u c h u n g  der aus dem Papierchro-  
ma tog ramm geschni t tenen Flecke sowie des fibriggebliebenen Papiers  
ergab fo]gendes Bild (Tab. 4). 

Tabelle 4. Einbau von ~4C in Aminosdiuren von Hyphomicrobium. 

Versuch yore:  7 . 7 .  52 52 

Alanin . . . . .  
Arginin . . . . .  
Asparagins/~ure . . 
Glukos~min ? . . .  
Glutaminsaure . . 
Glykokoll . . . . .  
Itistidin . . . . .  
Isoleucin . . . .  
Leucin . . . . . .  
Lysin . . . . . .  
Methionin . . . . .  
Phenylalanin . . . 
Serin . . . . . .  

Threonin . . . . .  
Tyrosin . . . . .  
Valin . . . . . .  
Nr. 17 . . . . . .  
Leerstellen . . . .  

Nulleffekt . . . . .  

1 8 . 7 .  

157 320 
160 316 
150 384 
215 320 
195 430 
92 316 
94 322 
50 120 
58 121 
78 180 
33 30 
74 128 
68 100 

126 3O5 
129 131 
50 101 
86 75 
30 26 
19 26 

Imp./min 

Die Werte sind Mittelwerte aus mehreren Messungen. 

Es sei beziiglich der Zahlen in der Tabelle noch darauf hingewiesen, dab - -  wie 
W~YGA~I) (1952) be~ont - -  bei der StrahlungsmeBtechnik durch direktes Ausz~hlen 
keine hohen Impulszahlen erwartet werdea kSnaen, da bei den energiearmen 
fl-Teilchen die Selbst~bsorption des Papieres sehr grog ist. 

S~mtliche auf  dem Chromatogramm gefundenen  Aminosauren  waren 

aktiv,  denn  ihre Impulszah len  fibertreffen die tier Leers~ellen zum Tefl 
u m  ein Vielfaches. Daraus  geht mi t  Sicherheit  hervor,  da$ der Kohlen-  

stoff des CO 2 in  die KSrpersubs tanz  der Zellen e ingebaut  wurde, im vor- 
l iegenden Fal le  in die Bauste ine  des Eiweig. ~ b e r r a s c h e n d  an  dem Er- 

gebnis war alas Auf t re ten  erhShter Aktivit/~t in  s i i m t l i c h e n  Amino-  
s~turen. Hieraus  k a n n  m a n  den SchluB ziehen, daft der Kohlenstoff  des 

CO 2 den gesamten Aufbau  des Zelleiwei$ beherrscht,  wahrscheinlich s teht  

er am Anfang  desselben. 
Auf3erdem priifte ich auch die bei der Aufbe re i tung  der Bak~erien 

gewonnenen Ext rak te ,  Waschwasser usw. auf  ihre Akt iv i t~ t  (Tab. 5). 
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Tabelle 5. Ver t e i l un  

W. MEvIvs jr.: 

, yon  14 C in  H y p h o m i c r o b i u m . K u l t u r e n .  

N~hrt6sung (2 cm 3) . . . . .  
Waschwasser i (2 cm 3) . . . .  

,, 2 (2 cm 3) . . . .  
,, 3 (2 cm 3) . . . .  

Alkohol-Nther-Extrakg . . . .  
Itydrolysat . . . . . . . . .  
Nulleffekt . . . . . . . . .  

Versuch vom: 7. 7.52 18.7. 52 4. 8. 52 

11000 4470 
310 430 
240 375 
195 275 

16500 11450 
19000 21000 

26 25 

1300 
445 
410 

14550 
22000 

10 

5900 Imp./mi~ 

A n  dem Ergebn i s  in te ress ie r te  besonders  die  hohe  A k t i v i t ~ t  des Alkohol-  
~ t h e r - E x t r a k t e s .  Sie zeigt,  dag  auger  den  Aminos~iuren auch noeh andere  
Stoffe syn the t i s i e r t  werden  (Lipoide ?), in welehe der  Kohlens to f f  des 
C02 eingeht .  

Abb. 26. Abb. 27. 

Abb. 26. l~adioautogramm eines Papierchxomatogrammes des :Kydro]ysates. Abkiirzungen der 
Aminos~uren wie in Abb. 25. a, b und c Flecken unbekannter ] terkunf t  (Purine?). 

Abb. 27. I~adioautogramm eines Papierchromatogrammes des Alkohol-Ather-Extraktes. 

U m  die F l eeken  hSherer  Aktivi t /~t  des P a p i e r c h r o m a t o g r a m m e s  noch 
e inwandfre ier  als mi t  dem Z/~Mrohr lokal is ieren  zu k6nnen  u n d  u m  lest-  
zustel len,  ob auge r  den  Aminos~iuren noch wei tere  Stoffe mi t  h6herer  
A k t i v i t ~ t  in den  C h r o m a t o g r a m m e n  gelaufen waren,  wurde  ein Auto-  
r a d i o g r a m m  angefer t ig t ,  ~ihnlich den  A n g a b e n  yon  CAz~N u. Mi ta rb .  
(1951). Zwischen zwei t I a r t f a s e r p l a t t e n  - -  besser  e igneten  sich noch 
Glasp l a t t en  - -  wurde  au f  das  t rockene  P a p i e r c h r o m a t o g r a m m  ein Agfa-  
ss -R6ntgenf i lm ftir 10 Tage gepreBt. E r  zeigte nach  dem En twicke ln  das  
gleiche Bfld wie das  ansehliel~end au f  Aminos~iuren en twicke l te  Pap ie r -  
c h r o m a t o g r a m m  (Abb. 26). 
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Auger den als Aminos•uren identifizierten Flecken fanden sich jedoch 
noeh drei Zonen (a, b, c) wesentlich geringerer Sehwi~rzung, die bisher 
nicht gedeutet werden konnten nnd die vielleicht auf  Purine zur/iekzu- 
fiihren sind. 

Das t%adioautogramm des Papierchromatogrammes des A l k o h o l -  
X t h e r - E x t r a k t e s  (Abb. 27) zeigte nut  e i n e n  gewanderten Fleck, wgh- 
rend sieh weitere Aktivit/it nur auf  dem Star tpunkt  fand. Daraus geht 
hervor, dag Purine und Aminos~turen mit  Alkohol-~ther 3:1 nieht we- 
sentlich aus den Zellen entfernt wurden. Welche Substanz dem gewander- 
ten Fleck entspricht, mug dahingestellt bleiben. Lipoide diirften auf  dem 
Star tpunkt  erscheinen, da sie in ButanoLEisessig bzw. Pyridin-Amyl- 
alkohol unl6slich sind. 

Bei einer weiteren Versuchsreihe sollte die C0.~-Anfnahme yon Hypho- 
microbium gepriift werden, nachdem dessen Vermehrungsphase ab- 
geschlossen bzw. die Energiequelle verbraueht  war. Es bestand immerhin 
die MSglichkeit, dag das COs einfaeh dureh Ionenaustansch oder auf  
Grund irgendeiner anderen nicht biochemischen geak t ion  bzw. durch 
naehtr~tgliehe Umlagerung innerhalb der KSrperbausteine in das EiweiB- 
geriist der Zellen eingedrungen war und sieh dort festgesetzt hatte. In  
diesem Fall m/igte auch nach Einstellung des Wachstums der Zellen 
(Verbrauch der Energiequelle) im t tydrolysat ,  bzw. in dessen Amino- 
si~uren eine erhShte A k t i v i t ~  nachweisbar sein. 

Eine 14 Tage alte, in einem Weckglas herangezogene Kul tur  wurde in 
den sterilisierten Exsiecator gebracht. Eine organische Energiequelle 
stand den Zellen nicht mehr zur Verffigung. Aus akt ivem Barinmearbo- 
nat  wurde nun, wie bei den bisher beschriebenen Versuchen, C*O 2 ent- 
wickelt. Nachdem dieses 8 Tage auf  Hyphomicrobium eingewirkt hatte,  
zentrifugierte ich die Zellen ab und arbeitete sie wie bereits beschrieben 
auf. Die Prfifung auf Aktivit~tt ergab folgendes Bild (Tab. 6 und 7). 

Tubelle 6. Au/nahme von 14C dutch Hyphomicrobium nach Au/hSren des Wachstums. 

Versuch  yore :  1 4 . 7 . 5 2  1 9 . 8 . 5 2  

~hrl5sung (2 cm 3) . . 
Waschwasser i (2 cm a) 

,, 2 (2 cm 3) 
,, 3 (2 cm 3) 

4 (2 cm 3) 
Alkoh'ol-Xther-Extr~kt 
tIydrolysat . . . . . . .  
Nulleffekt . . . . . . .  

1820 
60 
42 
48 
35 
95 

3210 
30 

5300 Imp./min 
132 ,, 
147 ,, 
127 ,, 

260 , 
2060 ,, 

120 ,, 

Nach Verbrauch der Energiequelle hat te  Hyphomicrobium keine wesent- 
lichen Mengen CO s mehr aufgenommen. Ein gewisser Anstieg der Aktivi- 
ti~t im t tydrolysat  war allerdings vorhanden, da eine geringe Vermehrung 
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der Zellen guf  Grund  der Zerfal lsprodukte to ter  Zellen bzw. der Ver- 
unre in igungen  der Luf t  usw. stets s ta t t f indet .  Aber  dieser Anst ieg war 
gering im Vergleich zu dem des in  Tab.  7 wiedergegebenen Versuches. 
Das Ergebnis  war gleichzeitig abet  auch ein Beweis dafiir, dab bei den 
vorher besehr iebenen Versuehen Hyphomicrobium tats~chlich seine 
KSrpersubs tanz ,  zumindes t  zu einem wesentl ichen Anteil ,  aus dem C02 
der Luf t  aufgebaut  ha t t e  u n d  der nachgewiesene akt ive  Kohlenstoff  
keineswegs a]lein auf  Grund  nicht  biologischer U mse t z unge n  bzw. t~eak- 
t i onen  angelugert  war. 

Tabelle 7. Au/nahme yon 14C dutch Hyphomicrobium nach Aufh6ren des Wachstums 
( A minos~iuren ) . 

V e r s u c h  v o m :  14. 7 . 5 2  

Alanin . . . . .  
Arginin . . . . .  
Asparaginsaure . . 
Glukosamin . . . 
Glutaminsiiure . . 
Glykokoll . . . .  
Histidin . . . . .  
Isoleucin . . . .  
Leucin . . . . . .  
Lysin . . . . . .  

34 Imp./min 
31 ,, 
27 ,, 
30 ,, 
25 ,, 
28 ,, 
23 ,, 
29 ,, 
31 ,, 
25 ,, 

Methionin . . . . .  
Phenylalanin . . . 
Serln . . . . . . .  
Threonhl . . . . .  
Tyrosin . . . . . .  
Valin . . . . . . .  
Nr. 17 (unbekannt) . 

LeerstGellen . . . .  
Nu]leffekt . . . .  

27 Imp./min 
25 ,, 
25 ,, 
29 ,, 
20 ,, 
18 ,, 
20 ,, 

2 9  ~ 

27 ,, 

Schlu/3bemerlcungen. 

Meine im vors tehenden  geschflderten Un te r suchungen  ha be n  viMe 

Fragen  often lassen miissen. Obwohl die yon  Hyl~homicrobium ausgebfl- 
de ten  H y p h e n  im Dienste  der vege ta t iven  Vermehrung  s tehen u n d  ge- 
wisse S t ruk tu ren  aufweisen, b le ibt  ihre Bedeu tung  unklar .  Es ist n icht  
recht  einzusehen, warum der En twick lung  eines Schwarmers die Bfldung 
einer tr~Lgerartigen Hyphe  vorausgehen soll, die sich gelegentlich auch 
verzweigen kann .  Schwgrmerbf ldung ist im gesamten Reich der Bak- 

ter ien auch ohne Zwischenschal tung derart iger H y p h e n  mSglich. Dutch  
den Besitz dieser, der Zel lvermehrung dienenden,  hyphenar t igen  Gebilde 
en t fe rn t  sich Hyphomicrobium - -  systematisch gesehen - -  so sehr yon  
den ]~akterien, dab seine Zuordnung  zu den Eubacteriales mehr  als 
zweifelhaft erscheint.  Be t rach te t  m a n  dagegen die H y p h e n  nicht  als An- 

hangsel,  sondern als den eigentl ichen Organismus,  so kSnnte  m a n  zu 
einer wesent]ich anderen  Auffassung fiber die systematische Stel lung yon  

Hyphomicrobium kommen.  Die Schw~rmer k5nn te  m a n  als yon  den 
H y p h e n  gebildete bewegliche Sporen auffassen, die nach einer bes t imm- 
~en Zeit zur  ~ u h e  k o m m e n  u n d  un t e r  gegebenen Bed ingungen  mi t  neuen  

H y p h e n  ~uskeimen. Wir  hg t t en  dami t  e inen sehr p r imi t iven  Pilz vor  uns,  
dessen vegeta t ive  u n d  reprodukt ive  Phasen  wei tgehend reduzier t  u n d  
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vereinfacht sind. Es sei daran erinnert, dab schon STUTZE~ u. HmRTLE~ 

(1897) Fgden des yon ihnen beschriebenen ,,Salpeterpilzes" - -  eines Ge- 
misehes verschiedener Mikroorganismen einschlieglich Hyphomicrobium 
- -  als Anlagen zu Myeelien auffagten. Die Ansehwellungen an ihren 
Enden sollten Chlamydosporen sein, die sich nach der Reife losl5sen. 

Aueh der Stoffweehsel yon Hylohomicrobium bleibt noeh in maneherlei 
Hinsieht problematiseh. Insbesondere mug die Frage, ob die Einbezie- 
hung der Kohlensgure in den Stoffweehsel auf ehemosynthetischem 
Wege (autotroph) oder , ,heterotroph" vor sieh geht, often bleiben. Man- 
ches sprieht allerdings daftir, dab im vorliegenden Fall der erste Weg 
besehritten wird, so der vollstandige Abbau der organischen Energie- 
quellen bis zu CO 2 und H20 und das in allen Fallen langsame Waehsgum, 
eine Eigenschaft, die allen chemosynthetiseh arbeitenden Bakterien 
eigen isis. 

Auf die in der Einleitung auigeworfene Frage, w~rum Hyphomicrobium 
so hgufig in nitrifizierenden Kulturen angetroffen wird, sei an dieser 
Stelle noeh einmal zuriiekgekommen. S~nJ?~E~SON (1950) vermutet  ge- 
radezu eine Art yon Symbiose. Untersueht man die Lebensanspriiehe 
beider Organismen genauer, so kommt man zu dem Ergebnis, dab sie in 
mancherlei Hinsicht iibereinstimmen oder doeh ghnlieh sind. Beide oxy- 
dieren energiereiehe Substanzen. Bei den Salpeterbakterien sind diese 
anorganiseher, bei Hyphom'gcrobium organisoher Natur.  Es ist nieht aus- 
gesehlossen, dag aueh Hyphomicrobium wie die Salpeterbakterien mit 
I-Iilfe der Oxydationsenergie autotroph lebt. Beide stellen die Oxydation 
ein, sobald ihnen atmosph~risehe Kohlensgure entzogen wird. In  der 
Natur  kommen Ammoniak bzw. flfichtige, einfaeh gebaute organisehe 
Stoffe, wie sie yon den Salpeterbakterien bzw. Hyphomicrobium oxydiert 
werden kSnnen, hgufig gemeinsam vet.  Beiden sind grSgere Mengen h6her- 
molekularer organiseher Stoffe, insbesondere Kohlenhydrate,  entweder 
gleiehgtilgig oder gar sehgdlieh. Die Ansprfiche an den pH-Werg der Nghr- 
16sung und an die Sauerstoffverh~ltnisse sind gleieh. 

Dies sind, bei aller Versehiedenheit in anderen Punkten, doeh wesent- 
liehe Ziige, die es begreiflich maehen, warum beide so hgufig vergesell- 
sehaftet vorkommen. Wenn es zudem zutreffen sollte, dab die nitrifizie- 
renden Bakterien einen Teil ihrer organisehen Assimilate in das Substrat 
ansseheiden, so wird das hgufige Zusammenleben yon Hyphomicrobium 
nnd Nitri/ilcanten noeh verstiindlieher. Man kSnnte in diesem Zusammen- 
hang sogar gewisse l~iieksehItisse auf die Natur  der Stoffausseheidungen 
der Salpeterbakterien ziehen. Es miissen jedenfalls sehr einfaehe Stoffe 
naeh Art der Ameisensgure, Essigsgure usw. sein. 

Zum Sehlug sei noch kurz auf die Frage eingegangen, welche Belle Hypho- 
microbiurn im Stoffkreislauf der Natur spielt. Wit haben gesehen, dab es eine ganz 
besondere Vorliebe ftir fliiehtige, einfaeh gebaute organische Stoffe hat, wie sie 
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bei der Verrottung und l~ulnis yon pflanzlichen und tierischen Rfiekst~nden all- 
gemein auftreten kSnnen. Hyphomicrobium ist wahrscheinlich unter Berficksieh- 
tigung dieser Tatsache wesentlich an der Beseitigung derartiger Stoffe in der Natur 
betefligt. Da es weitverbreitet ist und sowohl im Boden als auch im Wasser ge- 
funden wurde, dfirfte es eine betr~chtliehe Rolle bei der Reinigung der Luft yon 
derartigen Stoffen spielen. Schon RULL~A~ (1898) vermutete ~hnliches, als er 
dieser ,,Mikrobe" gro~e Bedeutung fiir die Selbstreinigung der Fliisse zusehrieb. 

Zusammenfassung. 
1. Hyphomicrobium vulgar~ St. et H. wurde aus verschiedenen Boden- 

und Wasserproben in Reinkultur  gezfichtet; folgende Eigenschaften 
wurden an ibm festgestellt : 

2. Sein ZellkSrper und seine Hyphe  besitzen Innenstrukturen,  fiber 
deren Bedeutung allerdings nichts ausgesagt werden kann. 

3. Mit Hilfe des Phasenkontrastverfahrens gelang es, die Schw~rraer- 
bildung an den Hyphen  erstmalig in einem flfissigen N~hrmedium zu 
verfolgen. 

4. Aus dem in der W~]~c~G-Appara tur  bes t immten Atmungsquo- 
t ienten verschiedener org~nischer Substanzen (Formiat, Acetat, Gly- 
cerin) wurde geschlossen, da~ Hy~homicrobium diese Stoffe unter  02- 
Aufnahme vollst~ndig zu CO~ und H~O abbaut.  

5. Es vermag ferner gasfSrmig% einfache, organische Verbindungen 
(Methanol, Athanol, Formaldehyd) abzubauen, vermutlieh ebenfalls bis 
zu C0~ und H~O. 

6. Ohne Anwesenheit von Kohlens~ure finder kein Waehstum start. 
7. Mit Hilfe radioaktiven Kohlenstoffs wurde naehgewiesen, d~l~ C0~ 

aus der Luft  aufgenommen und der Kohlenstoff daraus in der KSrper~ 
substanz eingebaut wird. 

8. Die Natur  der C-Assimilation - -  ob autotroph oder heterotroph - -  
bleibt vorl~ufig ungekl~rt. Es sind ttinweise daffir vorhanden, da~ der 
Kohlenstoff des CO~ ehemosynthetiseh verarbeitet  wird. 

9. Auch die systematische Stellung vonHyphomicrobium bleibt unklar. 
Manehes sprieht daffir, dal~ es als primitiver Pilz aufgefa~t werden mu~. 

10. Die h~ufige Vergesellsehaftung mit  Nitrifikanten beruht  wahr- 
seheinlich auf weitgehend fibereinstimmenden Ansprfiehen beider Orga- 
nismen an das N~hrsubstrat.  

11. I m  Kreislauf der Stoffe in der Iqatur spielt Hyphomicrobium an- 
scheinend eine wesentliche l~olle bei der Reinigung der Luft  und somit 
auch des Bodens und Wassers yon flfichtigen, einfaeh gebauten orga- 
nisehen Stoffen. 

Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. H. E~CEL, Hamburg, spreehe ieh fiir 
das stets hflfsbereite Interesse bei der Durehffihrung der Arbeit meiaen herzliehsten 
Dank aus. Herrn Prof. Dr. K. HEYNS, Hamburg, und Herrn Prof. Dr. F. W E r ~ D ,  
Heidelberg, danke ieh ffir wertvolle Ratsehl~ge. Die Untersuchungen wurden mit 
Unterstfitzung der Deutsehen Forschungsgemeinsch~f t  durehgeffihrt. 
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