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ScuweisrurTH: Ohne weitere Literaturkenntnisse mochte ich doch meinen, dafl es mit Hilfe von
kontinuierlichen Kulturverfahren méglich sein sollte, konstante Mischkulturen zu erhalten. Wie
schon gesagt, wir haben in Homburg Untersuchungen in dieser Richtung begonnen.

Vermehrung von Mikroorganismen in Oltropfen

ScawrisFurTH: Ich mdchte iiber erste Versuche zur Frage der Vermehrung von Mikroorganis-
men in Oltropfen berichten. Bei Versuchen iiber den mikrobiellen Abbau von Kohlenwasser-
stoffen (K'WS) in von unten beliifteten Kolben fiel als erstes auf, dafl nach 2 bis 3 Tagen der
Kultur eine Emulgierung stattfindet, bei der anfangs groflere Tropfen des jeweils zugefiigten
Substrates vorlagen, die in der Folge mechanisch, durch vermutlich gebildete oberflichenaktive
Stoffe und durch Verzehr weiter verkleinert wurden. Mit zunehmendem Alter der Misch-
kulturen und der Erschopfung der N- und POy-Quellen war der KWS soweit verdndert, dafl
nach Abstellen der Belifiung Rest-Kohlenwasserstoffe teilweise absanken und am Boden
liegenblieben.

Da beim Durchstrdmen der beimpften Fliissigkeitskulturen mit Stickstoff die Bildung von
KWS-Tropfen nicht stattfand, eine rein mechanische Zerstdrung der auf die Oberfliche der
Mineralsalzldsung gegebenen Kohlenwasserstoffe also ausblieb, muf} eine Beteiligung von Stoff-
wechselprodukten der Mikroorganismen vorliegen. Beobachtungen hierzu sind bereits verschie-
dentlich publiziert worden (Lo Rivitre 1955a, b).

Die Tropfenbildung veranlafite uns zu mikroskopischen Untersuchungen, da es auch von
grundsitzlichem Interesse war, festzustellen, ob Mikroben in Oltropfen eindringen konnen
oder ob ein Angriff nur von auflen erfolgen kann.

Beim Abbau von Cig-Paraffin fiel nach etwa zweitigiger Kulturdauer auf, dafl auf den KWS-
Tropfen kleine Tropfchen lagen. In der gleichen Kultur fanden sich nach 3 bis 4 Tagen
massenhaft Oltropfen, deren Oberfliche dicht mit Bakterien besetzt waren. Spiter traten
dann die kugelrunden Oltropfen zuriick, es zeigten sich schlierenférmige Gebilde, die nach
weiterer Bebriitung zu ,Detritus® zerfielen. In gealterten Flitssigkeitskulturen lagen die Mikro-
organismen frei in der Lésung und am Boden vor.

Im Gegensatz hierzu schien nach den ersten Versuchen mit Rohdl ein Eindringen der Bakterien
in das Ol relativ schnell zu erfolgen. Ein Beweis fiir das Eindringen konnte bislang hchstens
indirekt gefithrt werden, da bei der mikroskopischen Untersuchung besiedelten Ols ohne be-
sondere Kunstgriffe nicht schliissig beurteilt werden konnte, ob die Mikroben nicht doch noch
auf der Oberfliche von Olschlieren oder ~tropfen lagen.

Bei Kulturen mit Rohdl fiel auf, dafl fast alle Bakterien in (oder auf?) den Olschlieren lagen
und daf} sie auch bei gealterten Kulturen im Bodensatz nur selten frei in der Losung zu finden
waren. Dies kdnnte fiir eine Vermehrung der Mikroben im Ol selbst sprechen. Ferner beob-
achteten wir bei Objekttrigerkulturen, dafl Oltropfen mit Bakterien innerhalb weniger Sekun-
den ,in“ steriles Ol eindringen und sich die Bakterien in der Folge darin vermehren kénnen.

WarLaAUSSER: Was sollen die Bakterien ausrichten kdnnen, die in den OUltropfen eingedrungen
sind?

GunkeL: Hever (1966) berichtete iber das Wachstum von Bakterien in den wifirigen Medien.
Er ist der Ansicht, dafl der Ubertritt in das Ul ein rein physikalischer Vorgang ist, der nicht an
die lebende Zelle gebunden ist. Verantwortlich soll ein Uberwiegen hydrophober Gruppen auf
der Zelloberfliche sein. Eine Vermehrung soll auch hier fast ausschlieflich an der Grenzfliche
Ol-Wasser stattfinden, wobei hier die Bakterien die Olseite der Grenzfliche besiedeln.

Isolation von Reinkulturen 8labbauender Bakterien
TuoN: Ich mdchte iiber eine Methode berichten, die auf relativ einfache Weise gestattet, Rein-

kulturen 8labbauender Mikroorganismen zu isolieren. Hiermit kann man Olabbauer auch aus
Untersuchungsmaterial gewinnen, in welchem sie in sehr geringer Anzahl vorkommen, chne



370 Diskussionen

dafl eine Zwischenschaltung einer Anreicherungskultur notwendig ist. Wir haben Seewasser
durch Membranfilter filtriert, dann das Filter auf einen Filterkarton gelegt, der mit gealtertem
Seewasser ~ supplementiert mit anorganischen Stickstoff- und Phosphorsalzen — getrinkt war.
Die Petrischale mit dem Filter wurde in einen Exsikkator gebracht, in dessen Fufl Petroleum
eingefiillt worden war. Die Menge Petroleum war in den einzelnen Versuchen verschieden grof.
Der Exsikkator wurde teilweise evakuiert. Nach wenigen Tagen Bebriitung zeigten sich Bak-
terienkolonien auf dem Filter. Im Nachtest ergab sich, dafl es sich in allen Fillen um duflerst
aktive Petroleumabbauer handelte. Uberimpfung von den Kolonien in Abbauflaschen zeigte
bereits nach ca. 12 Stunden makroskopisch deutliche Petroleumabnahme und Bakterienver-
mehrung,

WarLsKusser: Zur Isolation insbesonders von Mycobakterien kann man Mineralagar be-
impfen und in cinen Exsikkator mit Benzoldimpfen einbringen. Es ist jedoch ganz erstaun-
lich, daf§ Sie in solch kurzer Zeit einen Abbau hatten. Haben Sie auch andere Ole verwande?

THoN: Ja, zum Beispiel mit Heizl M. Hier habe ich allerdings einen Oltropfen jeweils an die
Seite des Filterkartons gegeben.

WaLLHAUSER: Ist es nicht moglich, dafl aus dem Filterkarton etwas herausgeldst wurde, was als
Kohlenstoffquelle dienen konnte? Kénnen Sie mit Sicherheit einen Zelluloseabbau ausschlieflen?

TronN: Das ist mit Sicherheit auszuschliefen, denn wir haben stets Nachkulturen durchgefiihrt.
Ohne Zufiigung von Olen erhielten wir kein Wachstum, dagegen mit Olen eine duferst rasche
Vermehrung der Bakterien auf Kosten des Ols. Allerdings muff man diese Kontrollen sehr
sorgfiltig durchfiihren. In einigen Fillen geniigten bereits die in der Institutsluft vorhandenen
Petroleumspuren, um einen schwachen Wuchs zu gestatten. Dies konnten wir jedoch leicht aus-
schalten, indem wir die Kontrollpetrischalen in Exsikkatoren einbrachten, die wir zunichst
evakuierten und dann wieder beliifteten, wobei die zustrdmende Luft durch Aktivkohle ge-
leitet wurde.

WarLnAusser: In den Kartons konnen auch Hemmstoffe enthalten sein.

Tron: Die Kartonscheiben wurden, bevor wir sie verwandten, von uns in Aqua destillata
ausgiebig gewissert, um auch diese Moglichkeit auszuschliefien.

BLoxker: Ist etwas bekannt dariiber, ob die Geschwindigkeit des Ulabbaues in Séfl- oder
Salzwasser schneller ist?

WarLnAusser: Ich habe keine Erfahrungen dariiber,
Konr: Vorausgesetzt, dafl das Nihrstoffangebot gleich ist, geht es im Seewasser schneller.
ScuoBERL: Sie sprachen vorhin von Enzym-Priparaten, die man zusetzt.

WarrnAusser: Wir haben Trockenkulturen von Desulfovibrio und auch Hormodendron zu
oligem Erdboden zugesetzt, und wir haben den Eindruds, dafl es etwas schneller geht. Die
Gesamthultur wurde gefriergetrocknet. Es wiire denkbar, daf man mit Trockenmycel noch
etwas ausrichten kénnte, das mir Erde vermischt wird. Der Olabbau geht unter diesen Voraus-
setzungen etwas schneller, aber nicht schnell genug.

Scutserr: Hierbei handelr es sich um Ganzzellen. Interessant wire, ob Enzympriparate die-
selbe oder eine schnellere Wirkung haben, denn es wiirden Permeabilititsschwierigkeiten weg-
fallen.

Warrniusser: Diese Frage wurde von uns bisher noch nicht untersucht.

Gewinnung von Eiweif aus Erd6] und Erdgas durch Mikroorganismen

Gunxer: In Frankreich, in Schottland und der UdSSR werden seit einer Reihe von Jahren
Untersuchungen durchgefithrr, um Protein fiir die tierische und menschliche Ernihrung im
grofitechnischen Mafistab aus Erds] und Erdgas herzustellen (z. B. CHAMPAGNAT et al. 1963).



