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WSTEP.

Blonnikiem albo celuloza nazywamy weglowodan, stano-
wigey glowny skladnik blon komoérkowych roslin wyzszych.
llogé wegla zwiazanego w tkankach roslinnych jest olbrzymia
i proces uwalniania bezwodnika weglowego z martwych re-
sztek roslinnych odgrywa wielka role w zjawisku krazenia
wegla w przyrodzie. Organizmy zwierzece nie wytwarzaja za-
czynow rozkladajacych blonnik, zdolno$¢ te posiadaja jedynie
drobnoustroje.

Mimo duzej ilogci badan przeprowadzanych nad mikro-
organizmami powodujacymi rozklad celulozy, wiadomosci na-
sze o tej grupie sa do$é skape, co spowodowane jest duzymi
trudno$ciami w wyodrebnieniu czystych hodowli. Prowadzenie
badan na kulturach mieszanych prowadzi do otrzymania,
w tych samych warunkach doswiadczalnych, wynikéw zupel-
nie réznych w zaleznoséci od przewagi pewnych grup nad in-
nymi, Zjawisko to specjalnie wyraznie wystepuje przy bada-
niach chemizmu rozkladu blonnika (V. Meyer 1935). Rozklad
biologiczny celulozy powodowany jest przez nastgpujace gru-
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py mikroorganizméw: przedstawiciele Hyphomycetes, glownie
z rodzajow Penicillium, Aspergillusi Fusarium orvaz Agaricineae
i Polyporaceae, przedstawiciele grupy Actinomycetes, bakterie
aerobowe, bakterie anaerobowe, dajace dwa Lypy rozkladu,
metanowy i wodorowy; bakterie termofilne wsrod ktorych
odrézniamy jeszcze tlenowe i beztlenowe (Pringsheim 1912,
Kellerman i Mc Beth 1912, Snieszko 1934). Bakterie
tlenowe odgrywaja role dominujaca w glebach przewiewnych;
w glebach mokrych widoczna jest przewaga anaerobow. Udzial
przedstawicieli grupy Actinomycetes w rozkladzie celulozy
jest niewielki, gdyz zostaja one zwykle przerastane przez
grzyby (S. Waksman i Skinner 1926; Waksman,
Dubos 1927). Bakterie rozkladajace celuloze sa w gle-
bie bardzo rozpowszechnione, przy czym wykazuja duze zdol-
nosci przystosowania si¢ do istniejacych warunkéw (Boja-
nowsky 1933). Issaczenko (1921) wyizolowal ze szlamu
jeziornego paleczke, rozkladajaca w laboratorium blonnik w wa-
runkach tlenowych. Rubentschik (1928 i 1933) wyizolowal
z wod slonych bakterie, dzialajace hydrolitycznie na celuloze
przy koncentracji NaCl w granicach 0°/,—17°/,. Praca niniej-
sza miata na celu zbadanie bakterii rozkladajacych celuloze
w warunkach tlenowych i dlatego w dalszym ciagu, w prze-
gladzie literatury, zebrane sa prace tyczace tylko lego za-
gadnienia.

Pierwsze bakterie celulozowe aerobowe wyizolowal van
Iterson (1904). Do izolowania zastosowal pozywke skla-
dajaca sie z roztworu soli mineralnych i skrawkéw bibuly,
zanurzonych czesciowo w plynie, Rozklad celulozy rozpoczy-
nal si¢ na granicy cieczy i powielrza, siegajac nieznacznie
w glab. Metoda van Itersona nie doprowadzila do otrzy-
mania hodowli czystej. W otrzymanym zespole, obok form
nie majacych wplywu na rozklad celulozy, wystepowaly ziar-
niaki i paleczki. Za wlasciwego sprawce rozkladu celulozy
v. Iterson uwazal paleczke, ktérej nadal nazwe Bacillus fer-
rugineus. Kokki towarzyszace nie rozkladaly blonnika, ale wply-
waly na przyspieszenie procesu. Pierwsze czyste kultury ba-
kterii rozkladajacych celuloze w warunkach tlenowych, otrzy-
mali badacze amerykanscy Kellerman i Mc Beth (1912),
ktérzy badali hodowle anaerobowe Omeljanskiego, dajace
ymetanowy* rozklad celulozy. Stwierdzili oni blednosé pogladu
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Omeljanskiego, ze rozklad celulozy moze zachodzi¢ tylko
w warunkach beztlenowych. Do badan zastosowali oni plytki
agarowe z pozywka skladajaca sie z roztworu soli mineral-
nych z dodatkiem kredy dla wiazania powstajacych kwasow;
zrodlo wegla stanowila celuloza rozpuszczona w amoniakal-
nym roztworze tlenku miedzi i wytracona kwasem solnym.
Na tym podlozu wyizolowali z hodowli Omeljanskiego
trzy gatunki paleczek aerobowo rozkladajacych celuloze. Bak-
teriom tym nadali nazwy Bacillus flavigenes, Bacillus amyloly-
ticus i Bacillus rossicus. Wrzrost tych bakteryj ma opisanych
plytkach poznawano po tworzeniu si¢ na mleczno - metnym
agarze przezroczystych otoczek, powstalych przez rozpuszcza-
nie celulozy woko6l wzrastajacych kolonii. W dalszym ciagu
(1913) Kellerman, Mc Beth oraz Scales i Smith opi-
sali 20 aerobowych bakterii celulozowych, ktore w warunkach
laboratoryjnych tracily po pewnym czasie swe wlasnosci fizio-
logiczne. Wsrod form wyizolowanych wyslepowali przedsta-
wiciele rodzajow Bacterium, Bacillus i Pseudomonas. Prace ba-
daczy amerykanskich zostaly skrytykowane przez Omelian-
skiego, ktory twierdzil, ze powstawanie przezroczystych oto-
czek wokol kolonii nie ma charakteru enzymatycznego, a wy-
wolane jest rozpuszczaniem zawarte] w podlozu kredy przez
powslajace kwasy; powstawanie wiec tych otoczek nie moze
$wiadezy¢ o obecnosci bakterii ,,celulozowych*. Warto§¢ me-
tody badaczy amerykanskich zostala jednak potwierdzona przez
prace Lohnisa i Lockheada (1913), ktorzy na drodze che-
micznej stwierdzili niesluszno$é zarzutow Omeljanskiego
Obserwacje nad opisanemi bakteriami prowadzone byly w na-
stepnych latach przez szereg badaczy. Oryginalne szczepy
Cellerman’a i Mc Beth’a badane byly przez Prings-
heim’a (1923), ktory nie stwierdzil jednak ich zdolnosci do
rozkladu celulozy. Winogradskij (1929) uwaza opisane
przez Kellerman’a i wspolpracownikow bakterie, zaliczone
do grupy Cellulomonas (Bergey 1934) za towarzyszy rzeczywi-
stych bakterii celulozowych, ktore zalicza do rodzajow Cytophaga,
Cellpibrio i Cellfacicula. Obserwacje badaczy amerykanskich
zoslaly jednak potwierdzone przez szereg prac. Bradley
i Rettger (1927) wyizolowali dwa szczepy bardzo do siebie
podobne, rozkladajace celuloz¢ w warunkach tlenowych, ktore
zaliczyli do rodzaju Cellulomonas. Sunieszko (1929) badal
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oryginalne szczepy amerykanskie, hodowane przez kilka lat
na bulionie miesnym. Autor zdolal przywréci¢ bakteriom utra-
cone zdolnosci rozkladu celulozy przez kilkakrotne przeszcze-
pianie na sterylizowana ziemie z dodatkiem celulozy. Badania
te potwierdzone zostaly przez Skinner’a (1929), ktory po-
stawil sobie za cel obalenie pogladu, ze wszystkie te prace,
gdzie zachodzil rozklad celulozy, wykonane byly przez kul-
tury mieszane, a nie przez gatunkowo czyste hodowle.
Obecnie zdaje sie nie ulega¢ watpliwosci, ze istnieja
bakterie zdolne w czystych hodowlach do rozkladu aerobo-
wego celulozy. Swiadeza o tem jeszcze badania Dubos (1927,
1928), Winogradskiego (1929), Kalnins’a (1930) i in-
nych. Jedna z cech charakterystycznych opisanych wyzej
bakterii jest wzrost nie tylko na celulozie jako zrodle wegla,
ale takze na calym szeregu zwyklych podléz laboratoryjnych.
W roku 1919 Hutchinson i Clayton wyizolowali z gleby
stacji doswiadczalnej w Rothamsted ciekawa bakterie, rozkla-
dajaca celuloze w warunkach tlenowych. Organizm ten zwro-
cil uwage badaczy ze wzgledu na swoj zlozony cykl rozwo-
jowy. W kulturach spotykano zawsze dwie formy: paleczki
i kuleczki. Po nieudanych préobach rozdzielenia tych form
Hutchinson i Clayton uznali ze maja do czynienia
z réznymi stadiami rozwojowymi jednego i tego samego or-
ganizmu, ktéremu nadali nazwe Spirochaeta cytophaga, gdyz
bakteria ta przybierala czasem postaé¢ spirochaely. Wiyniki
badan autoréw angielskich wywolaly watpliwosci ze strony
Winogradskiego i Bokora. Winogradskij (1932)
wyizolowal szereg bakterii, ktore uznal za podobne do Sp.
cytophaga i ktéorym nadal nazwe rodzajowa Cytophaga. Jeden
z gatunkéw uznal za identyczny ze Sp. cytophaga i nadal mu .
nazwe Cytophaga Hutchinsoni, uwazajac slusznie, ze nazwa
Spirochaeta nie odpowiada wlasnosciom morfologicznym opi-
sapego organizmu. Winogradskij twierdzil, ze wystepu-
jace w hodowli ziarniaki nie stanowia stadium rozwojowego
tej bakterii, a sa tylko zanieczyszczeniem. Obserwowane przez
badaczy angielskich formy przejSciowe miedzy postacia pa-
feczki a ziarniakiem uwaza za produkty autolizy paleczek.
Bokor (1930) rowniez wyizolowal organizm, ktéry uwazal za
identyczny ze Sp. cytophaga. Wyniki obserwacji Bokora
roznia sie jednak znacznie od wynikow badaczy angielskich,
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a takze od wynikow Winogradskiego. Bokor odroznia
w cyklu rozwojowym opisywanego przez siebie organizmu
trzy fazy. W pierwszej fazie organizm wystepuje w postaci
dlugich, rozgalezionych nici; w drugie] w postaci paleczek
pochodzacych z fragmentacji tych nici i wreszcie w trzeciej
fazie powstaja z tych paleczek spory. Powyisze cechy skla-
niaja wicc Bokora do stworzenia w obrebie rodziny Actino-
myeelaceae nowego rodzaju Mycococeus i zaliczenia do niego
opisanego organizmu pod nazwa Mycococcus cytophagus. Wy-
stepowania opisanych stadiéow rozwojowych nie zauwazyl za-
.den z poprzednich badaczy. Wnioski pierwszej pracy I
Krzemieniewskiej (1932), potwierdzajac wyniki Hu t-
chinsona i Claytona, nie byly przekonywujace, poniewaz
wyprowadzono je na podstawie obserwacyj kultur nieczystych,
przy czym nie wykazano bezposredniego przejscia jednej for-
my w druga. Druga praca tej autorki (1933) zdaje sie roz-
strzyga¢ zagadnienie istnienia cyklu rozwojowego u omawia-
nej bakterii w sposob definitywny. Badania prowadzone byly
na kulturze czystej.Przede wszystkiem ustala autorka, ze Sp.
cytophaga Hutchinson and Clayt i opisywana przez Wi-
nogradskiego Cytophaga Hutchinsoni sa zupelnie roi-
nymi organizmami. Stwierdza, ze Sp. cytophaga przechodzi
rzeczywiscie zlozony cykl rozwojowy. Paleczka przechodzi
w pewnych warunkach w forme kulista o $luzowatej otoczce.
Przeniesienie tych t. zw. mikrocyst na swieza pozywke powo-
duje kielkowanie mikrocyst, obserwowane przez autorke bezpo-
$rednio pod mikroskopem: z formy kulistej, przez rozpuszcze-
nie otoczki sluzowej wydostaje sie dluga paleczka. Przejscie
jednej formy w druga zwiazane jest z ciekawymi przemia-
nami wewnalrz komorki, polegajacymi na zmianie rozmieszeze-
nia substancji chromatynowej. Mikrocysty nie stanowia sta-
dium przetrwalnikowego, gdyz, jak wykazalo doswiadczenie,
odpornosé ich na czynniki szkodliwe nie jest wieksza niz for-
my ,.wegetatywnej*, Ze wzgledu na podobienstwo do rozwoju
miksobakterii, oraz ze wzgledu na nieodpowiednio$¢ nazwy
Spirochaeta, autorka proponuje nadanie temu organizmowi
nazwy Cytophaga mywxococcoides. Procz ciekawych wlasnosci
morfologicznych organizm ten charakteryzuje si¢ jeszcze tem,
ze wzrost jego odbywa sie jedynie na pozywkach zawieraja-
cych blonnik, jako jedyne zrédlo wegla, oraz nieorganiczne
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zwiazki azotu. Wyniki Krzemieniewskiej potwierdzone
zostaly péiniejszymi badaniami nastepujacych autoréw: Issa-
tchenko i Wackenhout (1934); Rokickaja (1934) oraz
Rippel i Flehming (1933), ktorych doswiadczenia sa naj-
bardziej przekonywujace, jako przeprowadzone na pojedyn-
czych, wyosobnionych mikromanipulatorem, komérkach. Nie-
zgodne z podanemi wynikami sa dane Judowiczéwny
(1932), ktéra nie stwierdzita wystepowania wyzej podanego
cyklu rozwojowego. Praca jej wykonana byla na kulturze nie-
czystej.

Niektére z wymienionych prac zajmuja sie chemia pro-
duktéw rozpadu celulozy w warunkach tlenowych. Prings-
heim (1912, 13) twierdzi, ze rozklad celulozy odbywa sie
w dwéch etapach, pod wplywem dwdéch enzyméw, wydziela-
nych przez bakterie. W fazie pierwszej pod wplywem enzymu,
ktéry nazywa celulaza, powstaje najwyzej czasteczkowy ze
znanych produktéw rozpadu, prawdopodobnie pierwszy, t. zw.
cellobioza. Ta ulega dzialania t. zw. cellobiazy, dajac glukoze.
Pringsheimowi udalo si¢ przy pomocy temperatury roz-
dzieli¢ dzialanie tych enzymow; niszczac cellobiaze, otrzymal
cellobioze jako jedyny produkt rozpadu. Winogradskij
(1929) uwaza, ze pod wplywem aerobowych bakterii ,,celulo-
zowych” celuloza ulega szybkiemu utlenieniu na oksyceluloze,
substancje nierozpuszczalna w wodzie, rozpuszczalng w sla-
bych lugach, rozpadajaca sie w slabych kwasach. Substancji
tej nie okreslil blizej, a identyfikowal ja na zasadzie barwie-
nia. Kalnins (1930) stwierdzil przy rozkladzie tlenowym po-
wstawanie lotnych kwaséw oraz substancji redukujacych plyn
Fehlinga. Przez ograniczenie dostepu tlenu do kultur, zapo-
biegatl dalszemu utlenianiu tej substancji. Stwierdzil, ze ilosé
jej dochodzi do 30°/, podanej celulozy. Na podstawie analizy
utworzonych fenylohydrazonéw twierdzil, ze substancja ta jest
glukoza; dalej Kalnins stwierdzil, ze produkty rozpadu ce-
lulozy stanowia zrédlo wegla dla wolnozyjacych bakterii wia-
zacych azot atmosferyczny. Ciekawe sga badania Simoli (1931)
nad substancja redukujaca plyn Fehlinga, powstajaca przy
tlenowym rozkladzie celulozy. Simola badal produkty roz-
padu celulozy otrzymane dzialaniem dwodch bakterii: Cellulo-
bacillus myxogenes i Cellulobacillus mucosus. Uwaza, ze powsla-
jaca substancja jest kompleksem oksyketokwaséw, przypomi-
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najacych te kwasy prochnicowe, ktére nie wykazuja wlasnosci
kolloidalnych. Twierdzi, ze z produktow rozpadu celulozy i za-
wartego w pozywce azotu powstaja organiczne polaczenia
azotu o charakterze zblizonym do bialek. Obok tej substancji
stwierdzil powstanie pewnej ilosci kwasu mréwkowego, octo-
wego oraz $lady mlekowego. Rubentschik (1933) stwier-
dzil, ze produkty rozpadu celulozy maja charakter kwasnych
kolloidéw o wlasnosciach zblizonych do tego kompleksu, kt6-
ry nazywamy kwasem huminowym.

DOSWIADCZENIA WLASNE.

Praca niniejsza miala na celu zbadanie czystej kultury
bakterii, rozkladajacych celuloze w warunkach tlenowych. Dla
uzyskania hodowli czystej poslugiwano si¢ nastepujacymi me-
todami rozdzielania mikroorganizméow:

A) Rozlewanie na szalki: a) szalki z réznymi koncentra-
cjami cukru gronowego na agarze; b) szalki z tymi samymi
koncentracjami réznych cukréw na agarze; c) szalki z gluko-
za o koncentracjach agaru od 0,8°/, do 2% d) szalki agaro-
we z glukoza z réznymi Zr6dlami azotu; e) szalki z krzemion-
ki kolloidalnej z pozywka mineralna i bibula; f) szalki z pra-
zonym piaskiem, bibula i pozywka mineralna; g) szalki aga-
rowe z rozproszona mechanicznie bibula; h) szalki agarowe
z celuloza spreparowana wdl. Scales’a (1915); i) szalki aga-
rowe z glukoza i jalowo zebranym, niegotowanym przesaczem
z kultury bakterii celulozowych.

B) Dzialanie temperatury w granicach 35°—60°C w cza-
sie 2 —60 min. na kultury w réznym wieku.

() Rozdzielanie przez wykorzystanie wznoszenia sig wlos-
kowatego bakteryj na sterylizowanej bibule.

D) Jednokomorkowe kultury kropelkowe: a) krople 0,8°/,-go
agaru z glukoza; b) agaru z glukoza i przesaczem z kultury
bakterii celulozowych; c¢) krople pozywki mineralnej z gluko-
za; d) krople pozywki mineralnej z przesaczem bakteryjunym;
e) krople pozywki mineralnej z celofanem.

Bakterie izolowano z nastepujacych $rodowisk: ziemia
z ogrodka uniwersyteckiego; ziemia z pola na Rakowcu; zie-
mia kompostowa; ziemia z brzegéw stawu w Marcelinie; kal
konski i krowi.
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Postepowano zawsze w len sposob, ze Srodowiskiem,
z ktorego izolowano bakterie, szczepiono kolbki, zawierajace
bibule zanurzona czesciowo w poiywce mineralnej przy temp.
26 — 28°. Po zauwazeniu rozkladu celulozy przeszczepiano ba-
kterie do nastepnej kolbki. Izolacje rozpoczynano z piatej
kolbki, uwazajac, ze znajduja sie tam wylacznie bakterie ce-
lulozowe.

Zauwazono, ze plytki agarowe z bibula rozdrobniona me-
chanicznie lub z celuloza przygotowana wdl. Scales’a nie
stanowia dobrego podloza dla hodowania bakterii tlenowych,
gdyz trudno jest przyrzadzi¢ plytki w ten sposob, by czesé
celulozy zebrana byla w warstwie powierzchniowej. Przy za-
styganiu celuloza opada zwykle na dno plytki lub probéwki.
Starano sie zaradzi¢ temu przez szybkie ozi¢bianie plytek, co
jednak nie dawalo wystarczajaco dobrych rezultatow. W trak-
cie izolowania zauwazono réwniez wrazliwosé celulozowych
tlenowcéw na koncentracje agaru. Wzrost nastepowal jedynie
na 0,8°/,—1°/, agarze. Zjawisko to wywolane jest prawdopo-
dobnie trudnosciami w pobieraniu wody i ograniczeniem do-
stepu tlenu, na ktére te bakterie sa bardzo wrazliwe. Bakterie
celulozowe sa bardzo trudne do rozdzielenia. Stosowaniem
podan)’ch wyzej metod otrzymano wprawdzie kilka szczepow
czystych, ale zaden z nich nie byl zdolny do samodzielnego
rozkladn celulozy. Polaczenia miedzy poszczegdélnymi szcze-
pami nierozkladajacymi celuloze, daly kilka zespolow aktyw-
nych. W rezultacie powtarzanego wielokrotnie rozlewania na
szalki agarowe, przy bardzo silnym rozcienczaniu kultury wyj-
sciowej (rozlewano szalki od 2 do 6) i energicznym wstrzasa-
niu przed rozlaniem, otrzymano wreszcie na szalkach z 1°/, aga-
rem, zawierajacych 0,6°/, glukozy kulture oznaczona Nr. 35
pochodzaca z ziemi kompostowej. Wlasnosci rozkladu celulo-
zy przez te baklerig siwierdzono dopiero po przeszczepieniu
na ziemie sterylizowana z dodatkiem bibuly, gdyz omoéwione,
kilkakrotnie powtarzane czynnosci spowodowaly pozorna utra-
te tej zdolnosci. [zolowanie bakterii trwalo ogélem od 17.XI1132 r.
do 18.VI 34 r.

Dalsze badania prowadzone byly na szczepie , 3% i po-
legaly 1° na scharakteryzowaniu wyizolowanej bakterii i 2°
na iloSciowym ujeciu rozkladu celulozy i poznaniu czynnikow
na rozklad wplywajacych.



METODYKA BADAN,

Bakterie hodowano rownolegle na agarze z glukoza i na
pozywce mineralnej z bibula. Podstawowa pozywka mineralna
miala sklad nastepujacy:

K,HPO, 0,02°,

MgSO, . 7H,0 0,005°/,,

NaCl 0,029,

NH,NO; 0,01°/,,

H,0 destylowana i wodociagowa 1:1,

pH = 74.

Te pozywke uiywano do przyvgotowania 1°/,-go agaru
2 0,6/, glukozy, co stanowi uklad optymalny dla rozwoju.
Poizywke mineralna z celuloza przygotowano, zanurzajac do
podanego roztworu w kolbkach Erlenmeyer’a, dwa paseczki
bibuly do saczenia w ten sposéb, ze 3/, bibuly wystawalo
nad powierzchnia cieczy. Przed nastawieniem do$wiadczenia
sprawdzano kazdorazowo aktywnos¢ kultury wyjsciowej, gdyz
po pewnym czasie nastepowala degeneracja bakterii. Do szcze-
pienia uzywano zawsze bakterii pochodzacych z pozywki ce-
lulozowej, jakkolwiek i hodowane na agarze z glukoza bakterie
zachowuja przez pewien czas zdolno$¢ rozkladu celulozy. Dla
okreslenia stopnia rozkladu celulozy opracowano metode, kto-
ra probowala juz stosowaé w Zakladzie Fizj. Roslin U. J. P.
J. Kwiecinska, polegajaca na rozpuszczeniu i usunieciu
dzialajacych bakterii czynnikiem nie dzialajacym na celuloze.
Osiagnigto to dzialaniem antiforminy. Kupna antiformina nie
calkowicie rozpuszcza bakterie. Po probach okazalo sie, ze
dobrze dziala $wiezy 5,6°/, roztwor NaOCI i 7°/, NaOH. Roz-
twor NaOCI otrzymano zgodnie z réwnaniem:

GCaOCl, -+ Na,CO; = NaOCI + NaCl - CaCO,,

mieszajac roztwor 19 gr. GaOCl, w 95 cz. H,O z roztworem
43 gr. Na,CO, w 105 cz. H,0. Kazdy roztwér z osobna, a na-
slepnie mieszanine, saczono przez bibule, az do otrzymania
plynu zupelnie klarownego. Badajac pod mikroskopem za-
wiesine bakterji, stwierdzono, przy dzialaniu przygotowana
w ten spos6b antiforming, zup elne rozpuszczenie bakterii
w ciagu 10 — 15 min. Dla upewnienia sig, Zze antiformina
rzeczywiscie nie dziala na celuloze, przeprowadzono nastepu-
jace doswiadczenie: odwazona mase bibuly uzywanej do do-
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$wiadczen trzymano w ciggu 20 dni w pozywce mineralnej,
odsaczano przez tygle Gooche’a i dzialano w ciagu 30 min.
antiformina  5,6°/, oras 2,8°/,. Nastepnie wielokrotnie plé-
kano woda destylowana i wreszcie suszono w 105° Na skrawki
kontrolne dzialano wylacznie woda destylowana. Rezultaty
podane sa w tablicy I

TABELA I
llosécelulozy lloéé ce%uloz’y |
o dana w gr. |P° p?vdmlillaﬂm Ubytek celulozy
Plyn dzialajacy Zellulosemenge Zellul gr-
vor Behandlung nﬁthu!ﬁﬁf‘?&mﬁ: Abanahme g.
| g™ | mach hehandiung
= = — — "'—l-" = _.:l— _—_I:—:;___* —
Antiformina 5,60/, 0,1164% ! 0,1152 | —0,0012
0,1493 i 0,1497 [ 40,0004
Antiformina 2,69, 0,1681 0,1671 —0,0010
0,1470 0,1461 —0,0009
HO dest 0,1107 0,1113 +0,0006
: ’ 0,1310 0,1305 —0,0005

Metoda ta jest dokladniejsza od metody stosowanej przez
Snieszka i Kalning’a, ktorzy przesaczali hodowle przez
tygle Gooche’a i nastepnie przemywali goracym, rozcienczo-
nym kwasem solnym, lugiem sodowym i wreszcie woda de-
stylowana. Przy stosowaniu tej metody otrzymal Kalnins
w prébach kontrolnych ubytek celulozy, wynoszacy 1,5%, —
2,5%,; przy zastosowaniu opisanej nizej metody, ubytek celu-
lozy w kontrolach nie przekraczal nigdy 0,7°/,.

Przy likwidacji doswiadczenia sprawdzano zawsze mi-
kroskopowo czystos¢ hodowli.

CHARAKTERYSTYKA CYTOBACTER POLONICUM.

Wyizolowana bakteria jest paleczka o dlugosci 2 — 3.
i szerokosci 0,8 p. Formy dluisze sa nieco wygicete. W mlo-
dych koloniach spotyka sie czesto lancuszki otoczone pochwa
§luzowa, co robi wrazenie dlugiej, jednolitej nitki. To
bylo przyczyna, dla ktérej przypisywano przez pewien
czas tej bakterii zmiane postaci, ktéra miala polega¢ na przej-
$ciu z formy nitkowatej w krotka paleczke. W kulturach star-
szych, 15— 25 dniowych, nastepuje degeneracja: w kropli po-
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Rye. 80.
Fotografia Cytobacter polonicum z kultury 6-cio dniowej. Bakterie ulozone sa
w lancuszki otoczonme pochwa s$luzowa. Poszezegélne paleczki widoczne sa
w lancuszku oznaczonym gwiazdka. Powiekszenie liniowe 17002<. Im. Rei-
cherta 100 <, Ok. komp. 17 X. Barwione blckitem metylenowym.

Cytobacter polonicum, 6-tig. Kultur. Gefirbt m. Methylenblau. Vergr. 1700 X,
Bei * die Schleimhiille sichtbar.

jawia sie szereg form nieregularnych; bardzo czesto nie roz-
mnazaja sie po przeniesieniu na $wieza pozywke. Formy nor-
malne barwia sie trudno wszystkimi barwikami, mimo, iz sto-
sowano zawsze $wiezo przygotowane roztwory barwikéw. For-
my zdegenerowane barwia sie bardzo latwo. Zdolnos$¢ bar-
wienia zwieksza sie znacznie po uprzedniem podzialaniu kwa-
sem chromowym lub 5%, kwasem siarkowym. Najlepiej barwi
sie blekitem metylenowym, nabierajac fioletowo-rézowego kolo-
ru; blekitem metylenowym polichromicznym barwi sie bardzo
trudno. Dosé dobrze barwi sie przy dlugotrwalem dzialaniu
roztworem Giemzy na zimno. Barwienie metoda Gram’a
dalo wynik negatywny; nie mozna jednak uwaza¢ tego za
pewne ze wzgledu na to, ze wogole bakteria ta zabarwia sie
nader slabo. Bakteria ta jest nieruchliwa i nie wytwarza spor.
Zachowanie sie baterii na roznych pozywkach podane jest
w tablicy L

Opisywana bakteria jest obligatorycznym aerobem: hodo-
wana w warunkach beztlenowych nie rozwija sie; w kulturach,
gdzie rozpoczal sie juz rozklad celulozy, nastgpowalo po prze-
niesieniu do warunkéw anaerobowych zupelne zahamowanie
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TABELA IL
Doswiadezenie trwalo 25 dni. Temp. 260 - 280 C,

Zelatyna | Nie rosnie

Wazrost na powierzchni wzdluz pociagniceia bar-
Agar z 0,6° glukozy dzo ecienka warst Barwa kolonii jusno szara.
Kolonie srednicy + 2 mm.

Agar z szarpana bibula  mozna na skutek nierdownomiernego rozproszenia
bibuly.

Agar z celuloza wdl

| : Wyrazne przejasnienia wzdluz pociagniceia,
Scales’a

Agar z przesaczem Nie rodnie
bakteryjnym )

Agar z przesaczem . y
: g PEZERALLC Woazrost jak na agarze z glukoza.
i glukozy

Woda peptonowa Silne zmetnienie.
Meko | e
;Jko - | Nie rosnie. - - .
- . R
Kartofel | Wzrost cienka, ledwo dostrzegalna warstwa.

Marchew Nie rosnie.
Celofan Wytwarza duze dziury, prowadzace do rozpadu.

Na pograniczu powietrza i cieczy rozjasnienia

Bibula w pozywee . s
! poz) prowadza do rozpadu. Barwika nie wylwarza.

minnl‘alnej Ciecz metna,
Indol Nie wytwarza.
Azotandw redukeja | Nie redukuje.

dalszego rozkladu. W stosunku do zwiazkow wegla nie jest to
organizm obligatorycznie celulozowy. Podawany przez badaczy
podzial bakterii celulozowych na takie, ktére korzystaja wy-
lacznie z celulozy jako Zrédla wegla (np. Spirochaeta cytophaga),
oraz na takie, ktére korzysta¢ moga réowniez z innych zwiaz-
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TABELA IIL

Oznaezenie ilosei rozloionej celulozy w zaleznosei od ezasu.
Zeitverlaut der Zellulosezerselzung in Beinkulturen.

(NII,), HPO, NaNO,

= 3 e ¥ <

£ sa=| T8 o8 o I

5 231 S8 BV |:s.

S) | N =2 3¢ - z

i et B B —
] | —— | — J— - —

8 — | = — | = o -
11| 00866 | 00838 | 320/, | — F = |
12 003% 0 0865 o8y, | — = I =

0,0950 | 0,0913 ‘ 3,60/, B B N
01109 | 0,1068

15| 0095{_', 00911 | 540, | — — [ = |

S ' I = . —
16 00708 | 00671 | 5,20/, _ — _

17| 01025 -U”nfr;l;mi' 8,30/, | 00058 00013 469,
8| 0,0989 | 00815 | 17,5, 01190 | 04098 | 77,
19 | 01197 | 0,045 1287, | 01106 | 01050 | 500,

T 00917 | 0,077 | 1550, | 01064 | 00975 830,) o
20,0937 | 0,079 15,20,_'0}1"“ o] 01050 | 00948 | ssﬂm} 8:5%

| 01276 | 01056 | 17,80,) _ | 01018 | 00894 | 1240,y
| "ol 47,90, ! 12,30
| 01282 | 041049 | 1819, o} 04100 | 00962 | 12,50, ( 123%
. % . | oL

o] 04103 | 00885 | 19,7, roq0, | 01083 | 009w | 12,80, W

2 01233 | 0,100 19,00,0} . 01118 | 00974 | 12,99, f 128

C 01206 | 0,098 | 21,2 ,_TI__ 0,021 | 00833 13,50, . N
Bl oams | 00976 | 2040, f 23| 00800 | 00716 -13,:11,-,,}“6

01129 | 0,0887 | 21,49, o 00995 | 00840 -1555:56 N
271 o184 ‘ 0,0933 .»1,10;0}21- lo 10,0098 | 00841 ‘1) 7 | *lo
. 04001 | 0,0880 | 22,00\ 01011 | 0,0841 @ 16,80 0[ -,
21 00029 00721 | 22, 30, ;2“30 0,017 | 0,0760 | 17,19, | 16,

| 0,0831 0,0648 | 22,07/, 0,0997 | 0,0800 1930
' " . i
ol 01072 0,0835 | 22 10,0} 2% | 01053 | 0,0848 | 19,49, }195%

01098 00855 | 0,1063 | 0,0854 | 19,690
o 01140 0,0877 22,1%, 01014 | 0,0816 | 19,5 01196 fo

____—!— -|_ " — - — — S— .__c_ - — -:I_l_ ——
jo | 01097 0085 2200y 10,1001 00877 |

| 00980 00763 | 2210, ol 01038 | 00834 | »
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kow wegla (np. przedstawiciele grupy Cellulomonas) nie wy-
daje sie sluszny. Autorzy nie podaja w jakich najmniejszych
koncentracjach dawane byly zwiazki, majace stuzy¢ za zrédlo
wegla. Wydaje sie, ze wszystkie bakterie ,,celulozowe* moga
korzystaé z réznych zrédel wegla, ale tylko w pewnych gra-
nicach koncentracji. Koncentracje cukru dostepnego bakteriom
w naturze sa o wiele nizsze od dawanych zwykle w labora-
toriach. Poglad o duzym znaczeniu koncentracji zdaje si¢ po-
twierdzaé nastepujace w dalszym ciagu doswiadczenie orien-
tacyjne nad wzrostem opisywanej bakterii na réznych zwiaz-
kach wegla.

Pierwsze dos$wiadczenia iloSciowe mialy na celu okre-
$lenie stopnia rozkladu celulozy przez badany organizm oraz
czasu trwania rozkladu. Do badan uzyto podana pozywke pod-
stawowa z zanurzona w niej czesciowo bibula, przy czym dla
poréwnania uzyto réownolegle jako zrédla azotu (NH,), HPO,
lub NaNO, w ilosci 3,5 mg N na 100 cm.® pozywki. Doswiadcze-
nie dowiodlo, ze rozpad celulozy nastepuje bardzo wolno.
Okreslenia ilosciowe rozpoczynano dopiero wtedy, gdy rozklad
byl widoczny golym okiem, t. zn. w pozywce zawierajgce]
(NH,), HPO, 11-go dnia, na NaNO, dopiero 17-go dnia. Maxi-
mum rozpadu przypada na 29 dzien w poiywce pierwszej,
w drugiej za$ na 33 dzien. Wyniki doswiadczenia zebrane sa
w tabeli III. Temperatura doswiadczenia wynosila 26—28°.

Nalezy zwrocié uwage na niski stopien rozkladu celulozy,
dochodzacy jedynie do 4+ 22°/, celulozy danej. W dalszych
dos$wiadczeniach usilowano przede wszystkim poznaé czynniki,
ktore zwiekszylyby stopien rozkladu i ewentualnie przyspie-
szyly jego tempo; nastepnie starano si¢ okresli¢ czynniki, po-
wodujace tak slaby rozklad w warunkach zwyklej hodowli.

SYMBIOZA.

Pierwsze z tych do$wiadczen mialy na celu poznanie
wplywu bakterii towarzyszacych opisywanemu organizmowi
w kulturach surowych. Wyizolowano z kultury surowej obok
C. pol. jeszcze jedna paleczke, nazywana tutaj a, Gram
dodatnia, oraz ziarniaka, nazywanego tutaj b. Zaden z tych
organizméw sam nie posiadal zdolnosci rozkladu celulozy,
w polaczeniu jednak z C. pol. potegowal wyraznie stopien
rozkladu celulozy przez C. pol. Zestawienie z wynikami otrzy-
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manymi przy dzialaniu na bibule kultura surowa $wiadczy
w spos6b niewatpliwy o tem, ze dzialanie zespolu jest niepo-
rownywalnie silniejsze. Mozna by uwazaé, ze efekt ten spowo-
dowany jest sumowaniem dzialania poszczegélnych szczepéow
na celuloze. Przeciw temu przemawia jednak fakt, ze zaden
z wyizolowanych szczepoéw, procz C. pol., celulozy nie rozklada.
Réwniez polaczenia poszczegdlnych szczepéw aktywne sa je-
dynie wtedy, gdy w sklad ich wchodzi C. pol. Dzialanie
towarzyszy siega wiec chyba glebiej. By¢ moze zachodzi tu
biologiczne usuwanie hamujacych substancji powstalych przy
rozkladzie celulozy przez C. pol. Te probe wyjasnienia roli
bakterii towarzyszacych potwierdza cze$ciowo dalsze doswiad-
czenie nad wplywem destylatow ze starych kultur, $wiadczace
o istnieniu takich substancji. Mozliwe jest takze, ze mamy tu
do czynienia z produkowanemi przez bakterie towarzyszace
jakich$ nieokreslonych blizej substancji, zblizonych moze
do ,biosu*, ktére zwiekszaja funkcje fiziologiczne C. pol.
Przy omawianiu metody izolowania bakterii celulozowych
wspomniano o badaniu wplywu przesaczu z surowej kultury

TABELA IV.

0/, rozkladu celulozy przez kultury mieszane. Temp. 26 — 28°C.
Proz. Zellulosezersetzung in Mischkulturen,

ot | | Ottt | o |
Dauer Roh-Kultur , Lgi:i’:g{-‘l; :— Cy:;t:i(:‘?:eﬂ:&-’- a
2 gods. (sud) | puleme [ _ B -~
2ani (Tage) | 1300 | piapen EEE"E
Co wen | mme | e
o, " 2319, | 8,3%/, - 7,5%/,
5 " __"27”!'.; o 15,6/, e - 179, .
6 " 38,3/, 26,59/, — 26,39/,
7 » : 469/, . 31,20/, = a 30,89/, o
_5 _.” . _i_—“?% -—|_“ .37,_2% : - | o,
S e -. 51,3, : 39,8/, — : .:’;9.2{'."0 B
_l._o. - ” 5_1”:{” : q(',“ U}{.n_ L — | =
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bakterii celulozowych przez swiece Cha mberlanda. Prze-
sacz zbierano i dodawano jalowo do sterylizowanych i dopro-
wadzonych do pokojowej temperatury pozywek, uwazajac, ze
w ten sposob zapobiegnie sie zniszczeniu owej substancji. Do-
$wiadezenie dalo wynik negalywny. Nie wyklucza to jednak
mozliwosci istnienia takiej substancji: nie wiemy nic o cha-
rakterze fizyko-chemicznym tej substancji, a przede wszystkim
o wielkosci jej czasteczki. Mozliwe, ze substancja ta nie prze-
chodzi przez pory Swiecy i lo jesl przyczyna negalywnego
wyniku doswiadezenia. Wyniki doswiadczenia nad wplywem
Stowarzyszy” zebrane sa w tabeli 1V.

TABELA V.

Whplyw zwiazkow azote na vozklad celulozy (0,035 gr. N na litr pozywki)

Einfluss von N — verbindungen aol dic Zellulosezersetung

i. N pH.
Zrodla N 5 =, . =

; 'E = : :=': | z

< = %5 | o

= R Rl s
S 0,0021 | 00745 | 00176 | 19,19, _
e 0,0872 | 0,0708 | 00165 | 1880, [19.230| 7.23 | 754
0,0219/, - -

0,0791 | 0,0196 | 19,89/,

. 0,0891 0,0741 0,0150 16,79/,
Asparagind | o o201 | 00608 | 0,0118 16,30, (16,560,| 7,73 7,39

0.016% | 00035 | 0,078 | 0,0157 | 16,79,
N 0,0882 | 0,0702 | 00180 | 20,5/,
N{‘)-x;u(‘s 0,0896 | 00710 | 0,0186 | 20,70, [20390 | 756 741
0,01°/, 0,0961 0,0768 0,0193 20,080,
_— 0,0874 0,0728 0,00146 16,74
glikoko 0,0931 00779 0,0152 16,3%, 116,86%,1 7,54 7,13
0,0189), * s .
W10 0,0865 | 0,0713 | 0,0152 17,69/,
- . 0,0853 | 0,0672 | 0,0181 21,29/
g .-gzl‘iul.o' 0,0921 | 0,0721 | 00200 | 21,47, |21,220,1 753 | 661
0,016/, 0,0863 0,0681 0,0182 21,08°/,
0,0912 | 0,0765 | 0,018 16,29/,
3‘61;;‘;? 0,0843 0,0709 0,0134 15,89, |16,03°,| 7,35 | 7,21
asio 0,0931 0,0781 0,0150 16,19/,
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Wida¢, ze wplyw wywiera tylko ,,paleczka‘. Ziarniak nie
powoduje zwigkszenia stopnia rozkladu. Surowa kultura skla-
da sie glownie z paleczek. Dzialanie Lowarzyszy nie tylko
zwieksza stopien rozkladu ale i przyspiesza go znacznie.
W wypadku dzialania surowej kultury proces rozpoczynal sie
juz po 24 godzinach, a maximum osiagal po 8 dniach, t. zn.
w czasie, kiedy dzialanie samego C. polonicum jeszcre sie
nie uwidacznialo wogole. Doswiadczenie prowadzone bylo na
pozywce podstawowej, przy czym azot byl dany w postaci

(NH,), HPO,.
WPLYW Z \VI.\ZI{{‘J W AZOTU.

Nastepne do$wiadczenie mialo na celu stwierdzenie wply-
wu zwiazkow azotu na rozklad celulozy. Doswiadczenie prowa-
dzono na pozywce podstawowej, zmieniajac zwiazek azolowy,
ktorego ilos¢ zmieniono tak, by wypadalo 0,035 gr.N na litr
pozywki. Doswiadezenie zlikwidowano po 40 dniach.  Wyniki
doswiadczenia zebrane sa w tabeli V. Najsilniejszy rozklad
mial miejsce na pozywce zawierajacej (NH,), HPO, i wyniosk
21,2°/,; najslabszy rozkiad zaobserwowano na peptonie, aspa-
raginie i glikolu. Jednoczesne badanie zmiany pH wykazalo
brak substancji kwasnych wsréd produktéw rozpadu ce-
lulozy. Zakwaszenie na pozywce zawierajacej (NH,), HPO,
(z 7,53 do 6,61 pH) wynika najpewniej z silniejszego pobierania
jonu NH,.

DZIALANIE WYZSZYCH ZWIAZKOW WEGLA.

W charakterystyce podanej bakterii zaznaczono, ze mo-
ze on korzystac¢ z roznych zrédel wegla. Tabela VI zawiera
wyniki doswiadczenia. Przy badaniu dawano tylko jednakowe
stezenia roznych zwiazkow, mnie przeliczajac na jednakowa
los¢ wegla, co nadalo do$wiadczeniu charakter jedynie orien-
tacyjny. Dos$wiadczenie trwalo 15 dni. Przed zaszczepieniem
doprowadzono pH we wszystkich kolbkach do wspoélnej war-
tosci zawartej w granicach 7,1 —7/4 (po ostatniej sterylizacji).
Znak (—) oznacza zupelny brak wzrostu, (- —) lekkie zmel-
nienie, (-}-) wyrazny wazrost, () silny wzrost. Z doswiad-
czenia wynika, ze duzy wplyw ma ste¢zenie danego zwiazku.
W wickszosci wypadkow wzrost nastepuje przy koncentracjach
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TABELA VL

Wzrost na réznych zwiazkach wegla

Wachstum von €. p. aul verschiedenen C-verbindungen.

Koncentracja w 9/, 0,05!0,1 020304050607 08 0,9|1.0

glukoza (Glukose) — | = =|+-]+ I + [+ [+ _I - ==
fruktoza (Fruktose) ——]=1= +—|+—-[+-|+- ?T.T—-—
sacharoza [Rohrzucl.cer}} — | === -_I :_- - | — :—‘i :
laktoza [x\'Iill:[‘nzunt:keJ:'].l — = =H F|F++H T+ |+- ;_|TT
maltoza (Maltose) | - | = +—_ + _+.+:._ === .t_

dekstryna (Dextrin) |4+—|+—-| — | — | —|—|—|—|—|— | —

skrobia (Stirke) — |+l =] =]=|=]—=] - N

mannit (Mannit) i | | — [ | = = = =} =] — [ =

gliceryna (Glyzerin) —_— —!— _-l._.. el = =il =} =1 ==

niskich; wyjatek stanowi sacharoza (0,8°/, — 1°/,). Na mannicie
i glicerynie zupelnie wzrostu nie bylo.

Zbadano jeszcze zachowanie si¢ bakterii w stosunku do
celulozy w obecnosci innych Zrédel wegla. Wyniki ilustruje
tabela VII. W tym do$wiadczeniu brano juz tylko optymalne
koncentracje zwiazkow wegla. Azot dano w postaci (NH,),HPO,.
Czas trwania do$wiadczenia wynosil 40 dni. Przy uzyciu
zwiazkéw wykorzystywanych przez bakterie, rozklad celulozy
zauwazono tylko na dekstrynie, przy czym stopien rozkladu
wynosil $rednio 13,7°/,. Na pozywce zawierajacej mannit i gli-
ceryne zachodzil wyrazny rozklad blonnika. Okazuje sie, ze
mannit i gliceryna, jakkolwiek nie sa w zastosowanej koncentra-
cji uzywane przez bakterie, nie wywieraja jednak wplywu hamu-
jacego na dzialanie celulolityczne. Zmiany pH w pozywce z glu-
kozg i fruktoza nasuwaja przypuszczenie, ze rozklad cululozy nie
nastapil na skutek zakwaszenia pozywki. Przeciwko temu prze-
mawia jednak fakt, ze rozklad nie nastepuje i na innych
zwiazkach przy stalym pH, a nastepnie wynik innego doswiad-
czenia, ktérego celem bylo zbadanie wplywu pH na rozklad
celulozy. Rozkiad celulozy moze nastepowaé juz przy pH=6,8.



TABELA VIL

Rozklad celulozy w obecnosci innyeh zwiazkow wegla.
Zellulosezersetzung in Gegenwart anderer C-guellen.
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= ] o 5 >:"" 2 = [ =
@ T |2 f G|ETERLSF 42
= z = =82% =% =
& £ |5 8 &8|E=d2a|28E 5|2
2 § |°_Zz1|SZ2i%|85251]8
3 a R R i
2 o EEREN EEREN BN E
N Mo |lmoNkE|=S anNzz|=S LNEES
glukoza 0,69/ g'gg;é rozklad celulozy niewidoczny 73 : 6.8
(Glukose) FE 0.0864 Zellulosezersetzung nicht sichtbar ’ d
fruktoza 01007
) 0,69/, 1 0,0931 o 5 5 74 6,7
(Fruktose) 0,0946
sacharoza 0,0895
= 0,8/, 1 0,0932 5 s i 7,4 2.2
(Rohrzucker) 0.0946 |
e l
S !__.
laktoz: 0,0981
S 0,59, | 00896 . 7 P 71 | 7.2
(Milehzucker) 0,0973 |
maltoza 0,402
i 0,4%/, 1 0,0863 ” 5 5 7,3 7,3
(Maltose) 0,0927
Helitsis 0,0987 0,0867 0,0129 12,90/,
exstrynd 4 g10/. 10,0032 | 0,0795 | 0,0137 14,70, | 7.2 | 7,3
(Dextrin) 0,0965 | 0,083% | 0,0131 13,69/,
skrobia 010/ 0,0832 | rozklad celulozy niewidoezny| -, 71
(Stiirke) bl 0,0940 Zellulosezersetzung nicht sichtbar ' '
i
manmit 0,19/, 0,0872 0,02?9 0,01§.’f 18,?0__.:0 7.2 73
(Mannit) 0,0935 0,0757 0,0178 19,00/, |
gliceryna 0,19/, 0,1008 0,0797 0,0211 20,99/, 74 " 72

(Glyzerin)

0,097 | 00765 | 0,0209 | 2149,




TABELA VIIL

Whplyw pH na rozklad celulozy. Czas trwania 40 dni.

Einfluss des pH auf die Zellnlosezersetzung Kulturdauer 40 Tage,

[
| |
5,5/ 6,5 6,8 7,0 7.1 82 . 85 9,

T

ol 22,6% 22,20/,| 22,00/, 19,897, 15,1%,

— | -+ 118,39/4120,50/, 22,19/, 22.30_;11 22,49/
i

rozkladu|
Lerlegt

Stop.

WPLYW pH

Z danych tabeli VIII nalezy wnioskowaé, ze rozklad ce-
lulozy zachodzi w gr:micach pH 6.8 — 9,5, przy czym optimum
zawarte jest miedzy pH 7,2 — 8,0 (pH oznaczano metoda
potencjometryczna). Stopien rozkladu podany jako Srednia

z 3 prob.

WPLYW TEMPERATURY.

Dla ustalenia warunkéw rozkladu zbadano jeszcze wplyw
temperatury. Z tabeli IX wida¢, ze wyizolowana bakteria jest me-
zofilem. Optimum temperatury przypada w granicach 26—28°C.
Do tego wniosku mozna bylo dojsé¢ takze dzigki poznaniu po-
wolnego tempa rozkladu celulozy, co, wedlug Pringsheima
(1912), jest typowe dla bakterii celulozowych mezofilnych.

Nastepnie usilowano usunaé z kultur z rozfozona celu-
loza te substancje, ktére powoduja tylko + 20°/-wy rozklad
przy dzialaniu hodowli czystej. Stalosé pH podczas trwania
dos$wiadczenia dowodzi, ze ten czynnik nie jest powodem za-
hamowania. Do$wiadezenia prowadzone byly pod uszczelnio-
nemi kloszami, przy czym prowadzono czesle wietrzenie kul-
tur, tak, ze wyparowanie wody czy brak tlenu nie mogly byly

TABELA IX.

Wplyw temperatury. Czas trwania 30 dni.

Einfluss der Temperatur, Kulturdauer 30 Tage.

Tempera- 200230 | 260 280

Zersetzt

20 40 | 100—120 | 199—200 | 280300
tura | | |
Stopien- |
rozkladu — o+ — 14.50/, 19,79/, 22.1%/, 21,3%,
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TABELA X

Whplyw destylatn ze starych kultur. Czas trwania 40 dni.
Wirkung von Destillaten alter Kulturen. Kulturdauer 40 Tage.
% .17 8 | |
Erx §2F |2 2 |z g P oom B e i = o
558 x5 |% £ | ¢ ﬂu:ls‘?%% S 2 | 8. B
S35, 938|582 |E fe|E385¢| ET: | ET &%
SRS 2EM3 (B pmE [8 3411 8E S8 80 8 9 87
o al Tas |y Tl =S | T oy, S 2 o8 =
LESE 5N |02 2| 028N |9 BYh| B Es R
FEIE22E |BL%E 2388|2888 SR8 22 &
0 dui | 0,093 0,0726 0,0208 | 22,20/,
. 00951 | 00738 | 00213 2230,
age :
e 2 0,0983 0,0761 0,0222 22,59/
o 0/ = , ¥ , g
Sdui(Tage) 0%f 15w | 00975 | 00759 | 0,0216 | 22,10/, E 22,5
. 00964 | 00749 | 00215 | 223 /) o
o 0,0891 0,0697 0,019% I 21,70/, /o
0 [ 0,0965 b. slaby wzrost |
= 0,0974 s. schw, Wachstum |
— " 0,0946 0,0732 | 00214 | 22,60/
| 90/ 1s » » | r x | aVf DDA
10, 3% 1w | o068 | 00753 | 00215 23,20;,,}'2' /o
i 17 i INE oy
. L0,0917 | 00712 | 0,0205 | 22,39/, ,
CE e 00961 | 00742 { 0,0219 | 22,70/, § 225
j 0 | 0,0813 b. slaby wzrost -
I "’ i 0,0982 s. schw. Wachstum |
- Ei B 0,0947 0,0792 ‘ 0,0155 | 16,39/ ST
. =0 | ] ’ o\ 4 !
15, . 5% 15 , 0,0993 0,0839 0,0154 15,50;0} 15,9,

- 0,098 | 0,0768 0,0218 | 22,19/,\ 5 o0/
=2 10,0951 0,0730 | 0,021 | 2240/, f ==<o

S I

0 | "l.l,ﬁ]‘lﬁ brak wzrostu |
A . 0,096%4 kein Wachstum |
. - 0,0973 0,0883 0,0090 | 9,2 _
0 [} (
2o W% 15 e g00s1 | 00873 | 00108 | 11,007, f 101%
95 0,0914 0,0715 | 10,0199 | 20,79\ - oo,
Dy, 0,0967 0,0751 | 0,0216 22,30/, <o
0 0,0933 hrak“\\;xrostu___; -
oz 0,0997 kein Wachstum |
0,0911 0,0833 | 0,0078 8,5%/,

00946 | 00858 | 00088 | 920/t 8%

0,0984 0,0763 0,0221 | 22,4%,\ o5 o9,
0,0876 0,0678 0,0198 !22,60;,,} :

0 5 0,0963

brak wzrostu
kein Wachstum

30, » 2200 15 ,, 0,0891 0,0817 0,0074% 8,39/,

| 25 0,0937 0,0729

|
|
i 0,0208 22,10/,
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TABELA XL

Kultury odparowywane w suszarce prézniowej 35° C — 45 em.
Likwidowano po 40 dniach.

Im Vacuum abgedampfte Kulturen.

: 7 L e : . 12 . - =
8 25 | B 4 |<EE (k.. (550 &P, |85,
= & E = ’;“?0 ™ -l.‘:;;uq z - o = 0. =] B %
- S o |fSeTu|EWEL|Sm 25 [ETED(ZTE |Sredniv,
3 <2 |& Sg|E255|2e§t|ETEs |S5E8|SEE |
'S e | Hem g < sE |[O% Fg < - | o i i
e 8| % LT | 8873 — oB |60 ZE 8 35| T8 3 | Mittel o,
L2 2| 35 8T | 2YEE(REEE | E=FE g~ 2|
- = 3 7 g = = % B =2 Za | @
No ¥¥% | 0, EE |08 85 | =35 R|cx=Z2 |e8FE| 83|
SErzeE | mE =R | Ko ST Nk =S NZH =& NS | =L RE
i 1, 0,0982 | 10,0761 | 0,0221 | 2250,
2 £ lkoncentr,| 0,0967 | 00753 | 00214 | 22,19, | 22,49/,
_ £ > | norm. 0,0891 | 0,0688 | 0,0203 ! 227,
) < P |— | ——— —l —
= = 3 Y, 01002 | 00818 | 00185 | 18,37,
— S % |koncentr.| 00793 | 00616 | 00177 | 223 | 21,19,
5 norm. | 00864 | 00668 | 00196 | 22,60/,
g N il _—
= e £ |y | 00997 | 00775 | 00222 | 2220/,
= % Z | konmcentr.| 0,0964 | 00751 | 00213 | 22 uom 22,19/,
¥ 2 2 | norm | 00982 | 0,0763 | 0,0219 | 223
5 | 0005 | 00736 | 00211 | 2230,
[~ | 13 ‘ " & | l
= 5 b Al 0,0968 [ 0,0755 | 0,0213 | 22,01 22,20/,
T MOTIERR 0,093 | 0,0769 ‘ 0,0224 | 2250
_ L L 00985 | 00766 | 00220 | 2239
2 5 !koncumn[ 0,0964 | 00747 | 00217 | 2260/, | 2239,
2 £ norm. 0,0879 0,068% 0,0195 | 22,1%,
— S | — | — — S —]
& b2 8 | vy, | 00917 | 00713 | 0,0206 | 22,20,
& | £ & komcentr.| 0,0965 = 0,0746 | 0,0219 | 22,60/ | 22,49,
- i 1 morm. | 0,097% | 0,0756 | 00218 | 22,30/,
o | = - N | SRRl | E—
5 | = g 1, 00933 | 0,0724 | 0,0209 | 22,40/,
5 ‘ % = |konmeentr.| 0,987 | 00763 = 0,022% | 2260, | 22,3,
b s morm. | 0,0946 | 0,0737 | 00209 | 2207,
FS — ’.-'-' U e - SPIEETSI (S———— R e p—
) | 00873 00679 | 00194 | 22,29,
oy B :mp a1 00919 | 00708 | 00211 | 2290, | 220,
i rmAAT 00961 | 0,0745 ] 0,0216 | 22,07, |
) v, | 00946 | 00732 | 00214 | 22,6, |
2 Z |komeentr. 10,0939 | 0,0730 | 0,0209 22 20/ | 2249/,
5 2 norm. | 0,0983 | 0,0762 | 0,0221 'J;
. 0 [} TORMCCI |
& = i 1, 0,0911 | 0,0703 | 0,0208 | 22,8,
e g a koncentr.| 10,0975 0,0757 0,0218 22,49/, 22,60/,
- norm. | 00964 | 00745 | 00219 | 22 T
g _ B .
s i 1, 0,0983 | 0,0762 | 00221 | 22,59,
; % £ |konecentr.| 0,0921 | 0,0738 ‘ 0,0183 | 19, 30;0 21,89/,
= e g norm. 0,0914 | 0,0709 | 0,0205 z‘w%
Wy i | i b
] =) = - | P -
2§ | por | 01011 | 00781 | 00230 © 2270 |
o on e ina| 00928 | 0,0722 | 00206 | 2220, | 2240,
B 0,0947 | 0,0735 | 00212 | 2230/,




Kultury odparowywane na plomieniu.
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Likwidowano po 40 dniach.

Auf offener Flamme abgedampfte Kulturen,

(Tag)

S5-ty dzien

-ty dzien (Tag)

5

9

(Tag)

35-ty dzien

h Kult

dauer von

|| Tag der Abdampf-

ur-

|ung nac

. . - = | 5 =
S < |T8s |SgPe|¥eds [0EB, 0k |,
Z Fe Sy |2®E (2. 88 =z el 5T e Sredni 9/
2 - - Wa |~ E. EEE-T-] — Eg | =g & o
- 28|82 5|3k k —'2§c|vg;-— 28 g
e SE|gTeE| i iz(ssEk 32z SN E | mmay,
v 2| gogg Ee |59 L EEe e S B | §0 B
o g 8|05 85168 e E23% 8T ZE | 2N 2T |
SE=3 2222 |25 == 8%zsz/=E 88 | =2 88|
— ———————— -|.——— = = — -I——---—------ =|
o E ‘ 1, 0,0936 ‘ 0,0765 | 0,0171 | 18,20,
© £ koncentr.| 0,0893 | 00727 | 00166 | 18,50/, | 18,59,
E - | norm. | 0,0075 | 00791 | 0,184 | 18,89,
Z 3 !_TT_ 00945 | 00731 | 00214 | 22,60/ |
© % | koncentr.| 000976 | 0,0758 | 0,0218 | 22,30, | 22,59,
| norm. 0,0981 | 00757 | 00224 | 22,8,
B | e | 00928 | 00722 | 0,0206 | 22,19,
2 2 koneentr.| 00943 | 0,0728 | 00215 | 2270/ | 22,49
s 2 norm. | 00813 | 0,0631 | 00182 | 2230/,
25 00921 | 00698 | 00223 | 24,20, |
- = !’”fi Cl0,098% | 0,0765 | 0,0219 | 22,20/ | 23,00/
T normEnt 00917 | 0,0708 | 0,0209 | 22, JU;O :
= Y, | 00965 | 00747 | 00217 | 2259, |
g £ koneentr,  0,1007 0,0769 0,0238 23,60/, | 22,99,
= 2 norm. | 0,0987 0,0762 0,0225 22,7%,
23 00974 | 00753 | 00221 | 22,67,
Z £ koncentr. 000953 | 00735 | 00218 | 22,89, = 2269,
* | norm. | 10,0926 | 0,0719 | 10,0207 | 22,39, |
- 8 | Y 0,0948 ‘ 00734 | 0,0214 | 22,59, |
% 2 |koncentr. 0,0971 | 00749 | 00222 | 228, | 2250,
< = | mnorm. 0,0885 0,0687 0,0198 22,39/,
e & 0,0063 | 00748 | 00215 @ 22,3
w3 | poz 0,0932 | 00721 | 00211 | 22,60/, | 22,39/,
- -2 ]I(Jl'!'l]illllil | | |
- 0,0983 | 00765 | 0,218 | 22,19,
Ly ] 00931 | 00722 | 00209 | 22,40/, |
.E = |koncentr.| 0,0949 0,0738 0,0211 22,20/, ‘ 22,4%,
E 8 norm. | 0,0983 | 00760 | 000223 | 2269/, |
=5 | v, 01013 | 00788 | 0,0225 | 22,20, |
S Z |koncentr. 00967 | 0,0750 | 0,0217 | 2249, @ 22,29/,
| norm. | 00911 | 00711 | 0,0200 | 21,9, |
| 0.0895 | 00695 | 0,0200 | 22,30/,
5 knncu:l: 0,0968 | 00749 | 00219 | 2260, | 22,37,
% <5 | norm, | 00945 | 0,0736 | 0,0209 | 2219/,
- e S |
=8 ok | 0,0962 1 0,0746 | 0,0216 | 22,49,
S F | PO% | gGa59 | 00761 | 00218 | 2270/ 22,49/
« = | normalna o ar | 0 0
= 8| | 0,093% | 00726 | 00208 | 2220/,
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TABELA XIIL

Kultury autoklawowane (6 atm.) i doszczepiane.
Autoclavierte (6 Atm.) u. hernach frisch beimpfte Kulturen,

Likwidowano po 40 dniach.

10,0984

: x = e £ =
ﬁ 4 |=5$ Iloéé danej celulozy ;iﬂ B g’;ﬂ g g’ag 5
e £ [§E2 |wegr (zpoprawka | 82 20 = f. | 22 85 g anio
[ -] £ 2 =% | na autoklawowanie) | =20 E7 | =8 Ez |4$ =E EE 1o
- EMEEELE 3. 35|58 87| 82 35 | M ¥
" a.Sa g e Ze_llu'losamengcgegeheu 3 = ,g'g | asile _:,‘g‘c o 0 Mattel %y
Howe| g8 8% | Ing (korrig. weg, 9B E5 | 8N S A
ok g.; S D:i Autoklavierung) | S= b.‘”_j: . = E ;\,1: =2
0,0981 0,0787 | 0,019% | 19,7°,
5 min. | 0,0937 0,0750 ‘ 0,0187 | 19,99, | 19,79,
. 0,0892 | 0,0716 | 00176 | 19,70,
= | |
o | 0,0948 [ 00758 | 00190 | 20,00/,
9 25 min. | 0,0932 0,0747 | 0,0185 | 19,8%, | 19,89,
= 10,0976 0.0782 | 0,019% | 19,80/,
v | [ |
10,0891 [ 0,0703 | 00188 | 21,00, |
45 min. | 0,0912 | 00732 | 0,0180 | 19,79, | 20,19,
0,0796 0,0640 | 0,0156 5 19,6/,
| 0,0921 0,0718 | 0,0203 22,00/,
5 min. | 0,0974 | 00756 | 00218 | 22380, = 2230,
- 0,0938 [ 00727 | 00211 2250,
= .
= R S (PP, S e i
£ |
o 0,1003 0,0978  0,0758 | 0,0220 | 2240/,
S 25 min, |0,0926 2,59, 0,0903| 00704 | 00199 | 22,00, = 22,20
< 0,0838 0,0818  0,0636 | 0,0182 = 2220/
Z . o
s |
" 10,0973 0,0949 | 00711 | 00238 2500,
45 min. | 0,0897 2,5°/, 0,0875  0,0680 | 00195 | 222, 23,19/,
0,0964% 0,09450 | 00728 | 0,0212 | 22,20/,
I — B
10,0931 0,072 | 0,0207 | 22,20/
5 min. | 0,0987 0,0763 | 0,0224 | 22,69 22,40/,
_ 10,0953 0,0740  0,0213 | 22,30/
2 ’ S I
72
& 0,0874 0,0853  0,0697 | 0,0156 | 18,29
2 25 min. | 0,0963 2,5, 0,0939 0,0732 | 0.0207 | 22,00, | 20,8%,
= 0,0982 0,0958  0,0744% | 00214 | 2230
B | .
i | . i
10,0991 0,0967 | 00750 = 0,0217 | 22,49/,
45 min. | (,1008 2,50/, 0,0983 0,076%  0,0219 22,29 22,49/,
0,0960  0,0742

0,0218 | 22,70/,
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wplynaé na rozklad. Nalezalo przypuszczaé, ze przy rozkla-
dzie celulozy powstaje jaka§ substancja, powstajaca w nor-
malnych warunkach do$wiadczalnych w kulturze, ktéra hamuje
dalsza dzialalno$é bakterii. O faktycznym istnieniu takiej sub-
stancji $wiadczy nastepujace doswiadczenie: Kultury o réznym
stopniu rozkladu odparowywano, zbierajac destylat do kolbek
albo $wiezo zaszczepionych, albo do takich, w ktérych roz-
klad juz sie rozpoczal. Wyniki zebrane sa w tabeli X. Wi-
daé, ze destylaty z kultur, w ktorych rozklad jest juz rozpo-
czety, dzialaja hamujaco na kultury swiezo zaszczepione
lub tez mlode; na kultury zas, w ktérych rozklad jest juz po-
suniety, nie wywieraja zadnego wplywu.

Dla usuniecia tego nieznanego czynnika stosowano na-
stepujace metody: odparowywanie w suszarce prozniowej,
odparowywanie na plomieniu i autoklawowanie. Po tych czyn-
nosciach doszczepiano §wieze bakterie i uzupelniano odparo-
wang pozywka. Dla unikniecia wplywu powstalych réznic kon-
centracji, odparowywanie prowadzono czesciowo lub calkowi-
cie i do dopelniania stosowano pozywki o réznych stezeniach
oraz wode destylowana dla kontroli. Jak wida¢ z tabel XI,
XII i XIII zabiegi te nie przyczynily sie do zwigkszenia stop-
nia rozkladu. Z do$wiadczen nalezy wnioskowaé, ze substan-
cja hamujaca zlozona jest z jakichs dwoch skladnikéw: jeden
z nich lotny, daje sie destylowaé bez uszkodzenia i on to
dziala hamujaco na $wieze kultury. Drugi skladnik nie daje
sie usunaé i to jest przyczyna niezwiekszania sie stopnia
rozkladu przy stosowaniu opisanych metod usuwania jego.

Na zakonczenie nalezy dodaé, ze wyizolowana bakteria
jest organizmem dos¢ rozpowszechnionym. Obecnos¢ jej stwier-
dzono we wszystkich $rodowiskach wymienionych na poczat-
ku pracy oraz w glebie z pod Pultuska, Plocka, Zakopanego
oraz z ogrodu Jordana w Krakowie.

Panu Profesorowi Dr Kazimierzowi Bassalikowi
kierownikowi Zakladu Fizjologii Roslin Uniwersytetu J. Pil-
sudskiego, pod ktorego kierownictwem niniejsza prace wy-
konano, skladam i na tym miejscu za ciagle wskazéwki i ra-
dy moje serdeczne podziekowanie.
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STRESZCZENIE WYNIKOW.

1) Opisywany Cytobacter polonicum wyizolowano z ziemi
kompostowej przez rozlewanie na szalki z 1°/, agarem, zawie-
rajace 0,6°/, glukozy; utracona na agarze zdolno$é rozkladu
celulozy, przywracano przez przeszczepianie na sterylizowana
ziemie z bibula.

2) Bakteria ta jest obligatorycznym aerobem. Oproécz
celulozy wykorzystuje jako zrodlo wegla glukoze, fruktoze,
sacharoze, laktoze, maltoze, dekstryne i skrobie. Nie rozwija
siec na mannicie i glicerynie. Czynnikiem decydujacym o ko-
rzystaniu z danego zwiazku jest jego koncentracja.

3) Rozklad celulozy nastepuje wolno. Stopien rozkladu
w czystych hodowlach wynosi maximum 22,8°/,+40,7.

4) Najlepszem zrédlem azotu dla wyizolowanego orga-
nizmu jest (NH,),HPO,; najslabszy rozwdj ma miejsce na
organicznych zwiazkach azotu.

5) Optimum temperatury wynosi 26° —28° C. Optimum
pH zawarte jest w granicach 7,2—8,0, a rozwdj odbywa sie
w granicach 6,8 — 9,0 pH.

6) Niski stopien rozkladu celulozy moze spowodowany
jest gromadzeniem si¢ nieokreslonej blizej substancji, sklada
jacej sie ze skladnikow lotnych i nielotnych. Destylat z kul-
tury starej dziala hamujaco na mlode kultury. Zadna ze sto-
sowanych metod nie doprowadzila do usuniccia substancji
hamujacych,

7) W kulturach mieszanych stopien rozkladu jest znacz-
nie wiekszy, co wynika moze z biologicznego usuwania sub-
stancyj hamujacych przez doszczepione obce bakterie.

8) Cytobacter polonicum jest organizmem w glebach pol-
skich dos¢ rozpowszechnionym.

ZUSAMMENFASSUNG.

1. Es wird eine nihere Charakteristik der Wirkungs-
weise von Cytobacter polonicum, einer aérob die Zellulose zer-
setzenden Bakterie gegeben.

2. Zwecks quantitativer Zellulosebestimmung wurde ein-

gehender eine schon frither im hiesigen Iastitut benutzle
Methode mittels Antiformin geprift.
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3. Die durch Reinkulturen von C. p. zerlegte Zellulose-
menge betrigt auf geeigneter Nihrlosung, pH und Tempera-
tur 22,8°/+0,7. Eine Steigerung dieses Zersetzungsgrades
lies sich durch keinerlei Mittel erreichen.

4. In Roh- und Mischkulturen mit C. p. ist der Zer-
setzungsgrad der zugegebenen Zellulose stets bedeutend ho-
her, obwohl die beigeimpten Begleitbakterien selbst die Zel-
lulose nicht anzugreifen vermdgen.

5. Die Steigerung des Zellulosezersetzungsvermogens
seitens C. p. durch Begleitbakterien ist moglicherweise auf
das Unschadlichmachen von Stoffwechselprodukten des C. p.
zuriickzufithren.

6. Die vermeiatlichen, die Zellulosezersetzung durch C. p.
iber 22°/; hinaus hemmenden Stoffe lassen sich aus den Kul-
turen weder durch Dampfdestillation, durch vollige oder teil-
weise Abdampfung im Vacuum oder auf offener Flamme, und
auch nicht durch Autoclavierung bei 6 Atm. Uberdruck entfernen.

Institut [. Pflphysiologie
der J. Pilsudski-Universitit, Warschau.
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