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empero r  mothsNudaurelia cythera capensis was a t t e m p t e d .  
E l ec t ron  microscopic  s tud ies  on ma te r i a l  t a k e n  f rom the  
3 zones observed  revea led  t h a t  t he re  were 3 in fec t ive  
agen ts  present .  The  la rges t  of par t ic le  size 39 n m  sedi- 
m e n t e d  ou t  f u r t h e s t  to  be  followed b y  a v i rus  t y p e  of 
par t ic le  size 37.5 nm.  This  t y p e  r ep re sen t ed  approx i -  
m a t e l y  80% of t h e  t o t a l  v i rus  presen t .  This  f r ac t ion  was 
t h e n  followed b y  a t y p e  of par t ic le  size 27 n m  which  
r ep resen ted  a p p r o x i m a t e l y  5% of t h e  t o t a l  v i rus  con-  
cen t ra t ion .  The  e n t i t y  of pa r t i c le  size 3 7 . 5 n m  was 
a p p r o x i m a t e  100% pure,  h u t  t he  r e m a i n i n g  2 were 
c o n t a m i n a t e d  w i t h  t h e  37.5 n m  var i e ty .  T he  presence  
of these  v i ruses  in  t h e  p ine  empero r  m o t h s  h a d  been  
r epo r t ed  on  b y  JUCKESK 

I n  conclus ion  i t  m a y  be  s t a t e d  t h a t  t he  m e t h o d  could  
be c o m p l e m e n t o r y  to such  t e c h n i q u e s  as are c o m m o n l y  
used in v i rus  research  such  as ion exchang ing ,  gel exclu- 
sion c h r o m a t o g r a p h y  and  zone e lectrophoresis .  

Zusammen/assung. Der verbesser te ,  neu  konz ip ie r t e  
R e o g r a d - R o t o r  e ignet  s ich ftir die p r / ipa ra t ive  Zen t r i -  
fug ie rung  yon  Makromolek t i l en  und  Viren.  
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Automatische Apparatur zur kontinuierlichen Herstellung synchroner Algenkulturen 

Zur  D u r c h f t i h r u n g  gewisser  b~ochemischer  U n t e r s u -  
c h u n g e n  b e n 6 t i g e n  wir  gr6ssere Mengen  s y n c h r o n e r  
Chlamydomonas-Zellen. U m  die z e i t r aubende  u n d  um-  
s t~ndl iche  chargenweise  K u l t i v i e r u n g  zu umgehen ,  h a b e n  
wir  eine Anlage  gebaut ,  welche m6gl i chs t  we i tgehend  
a u t o m a t i s i e r t  is t  u n d  sich d e n n o c h  fiir ve r seh iedene  
Zwecke e inse tzen  l~Lsst. K o n t i n u i e r l i c h  a r b e i t e n d e  Appa -  
r a t u r e n  s ind schon  ve r sch ieden t l i ch  en twicke l t  worden  1, 2 
u n d  auch  schon  im H a n d e l  erh~tltlich (zum Beispiel  
C h e m a p  AG., Mgnnedorf /Zt i r ich ,  oder  New B r u n s w i c k  
Scient if ic  Company ,  New Jersey) .  An lagen  zur  kon t i -  
nu ie r l i chen  S y n c h r o n k u l t u r  dagegen  s ind noch  se l ten  
beschr i eben  w o r d e n  3-~. U n t e r  kon t inu ie r l i ch  v e r s t e h e n  
wir  h ier  eine sich t iber  l~Lngere Zei t  s y n c h r o n  en twicke lnde  
Kul tu r ,  welche pe r iod i sch  v e r d t i n n t  wird. W i r  habeI1 uns  
zu einer  e igenen  K o n s t r u k t i o n  entschlossen,  weil uns  die 
F r a g e n  der  Be leuch tung ,  der  S te r i t i s i e rbarke i t  u n d  der  
Ver fo lgung  u n d  S t eue rung  des W a c h s t u m s  ftir unse re  
Zwecke noch  n i c h t  bef r ied igend  gel6st  erschienen.  

Apparatur. Es  w u r d e n  zwei iden t i sche  A p p a r a t u r e n  
aufgebau t ,  welche  e inerse i ts  aus  dem  e igen t l i chen  Ku l tu r -  
gefXss u n d  andere r se i t s  aus  den  S t e u e r o r g a n e n  bes tehen .  

Kulturge/iiss. Das Kultnrgef / iss ,  dessen K o n z e p t i o n  auI  
e iner  Idee  v o n  K. Et~ISMANN (Pf lanzenphys io logisches  
I n s t i t u t  Bern)  be ruh t ,  wi rd  d u r c h  drei  koaxia le  Glas-  
zy l inder  yon  je 1 m L~tnge u n d  yon  160, 88 bez iehungs-  
weise 56 m m  A u s s e n d u r c h m e s s e r  geb i lde t  (Figur  1), wel- 
che in den  Ri l len  zweier F l ansche  aus  ros t f re iem S tah l  
laufen.  G u m m i r i n g e  u n d  Zugst/~be, welche die F l ansche  
gegene inanderz iehen ,  sorgen  fiir die D ich t igke i t  der  ab-  
g e t r e n n t e n  RSume.  Beide  F l ansche  s ind in der  Mi t re  
d u r c h b o h r t ,  so dass  eine 100 W Hoch le i s t ungs -Leuch t -  
s to f f r6hre  das  Gef~Lss yon  i n n e n  he r  b e l e u c h t e n  kann .  Der  
R a u m  a) d ient ,  m i t  Zu- u n d  Abfl i issen in be iden  F lan-  
schen  versehen ,  der  T h e r m o s t a t i s i e r u n g  d u r c h  e inen  Was-  
serkreis lauf .  Der  R a u m  b) n i m m t  e twa  10 1 N~thrl6sung 
(NL) auf ;  eine Te f lon -S iebp la t t e  c) im  u n t e r n  F l a n s c h  
e r l aub t  Begasung  und  gleichzei t ig D u r c h m i s c h u n g  der  
Suspens ion ;  das  Gasgemisch  ver lgss t  das  Kul turgef / i ss  
zwangsl~tufig d u r c h  ein im obe rn  F l a n s c h  v e r s c h i e b b a r  
befes t ig tes  Glas rohr  d), welches in eine Kugel  m i t  zwei 
A u s t r i t t s 6 f f n u n g e n  mt inde t .  I n  dieser Kugel  f i nde t  be im  
N a c h s t r 6 m e n  f r ischer  N L  S e p a r a t i o n  s t a r t :  das  Gas 
ge langt  d u r c h  die obere  Of fnung  d u r c h  ein Ster i l f i l ter  ins, 
Freie  u n d  die Fl i iss igkei t  str/Smt d u t c h  die u n t e r e  in  ein 

Auffanggef&ss. E i n  W i d e r s t a n d s e l e m e n t  in  e inem Tauch-  
roh r  e) miss t  die T e m p e r a t u r  der  Kul turf l t i ss igkei t .  Die  
Suspens ion  wi rd  ausse rdem a m  u n t e r n  F l a n s c h  d a u e r n d  
e n t n o m m e n  u n d  d u r c h  e inen  e x t e r n e n  Kre is lauf  d u t c h  
den  obe rn  F l a n s c h  w iede rum in den  K u l t u r r a u m  zurt ick- 
geleitet .  Dieser  Kre is lauf  wird  d u t c h  eine eigens ftir d iesen 
Zweck kons t ru ie r t e ,  a u t o k l a v i e r b a r e  Z e n t r i f n g a l p u m p e  
a u f r e c h t e r h a l t e n ;  die P u m p e  b e s t e h t  aus  Tef lon  u n d  kann ,  

Fig. I. KulturgefSss. 
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d a  sie d u r c h  eine axia le  M a g n e t k u p p l u n g  a n g e t r i e b e n  
wird,  l e ich t  v o m  Motor  gel6st  werden.  N a c h  der  P u m p e  
pass i e r t  die Fl i i ss igkei t  e ine Messzelle Ifir die p H - M e s s u n g  
u n d  eine ffir die Messung  der  op t i s chen  D i c h t e  (O.D.) 
u n d  ein Zulaufs t i ick ,  wo die b e n 6 t i g t e n  Korrektur f l f i ss ig-  
ke i t en  be igemi sch t  werden  k6nnen .  

Steuereinrichtungen. Das B l o c k s c h e m a  (Figur  2) zeigt  
die wesen t l i chen  S t eue r funk t ionen .  

Thermostatisierung. Das im R a u m  a) des K u l t u r -  
gef~sses z i rku l ie rende  Wasse r  s t r 6 m t  d u r c h  ein Becken,  
w o e s  m i t  e inem Tauchs i ede r  e r w ~ r m t  bez iehungsweise  
m i t  e iner  Kf ih l sch lange  abgekf ih l t  we rden  k a n n ;  die 
Rege lung  erfolgt  f iber e inen anze igenden  Zwe ipunk t r eg l e r  
m i t  Rf ickf t ihrung,  der  a n  den  erwS.hnten T e m p e r a t u r -  
ffihler angeschlossen  wird.  Bei  r i ch t ige r  E i n s t e l t u n g  des 
Ger&tes u n d  bei  A b w e s e n h e i t  e rheb l i ehe r  S t 6 r f a k t o r e n  
(Zumischen  ka l t e r  N L  oder  - in  ge r ingerem Masse - E in -  
u n d  A u s s ch a l t en  des Liehts )  i s t  ke ine  A b w e i c h u n g  v o m  
e inges te l l ten  Sollwert  Ies tzuste l len,  das  he iss t  die Tem-  
p e r a t u r k o n s t a n z  is t  besser  als • 0,2 ~ 

pH-Regulierung. Der  p H - W e r t  wi rd  d u t c h  e inen  elek- 
t r on i schen  Regler  i iberwacht ,  welcher  bei  Ober -  oder  
U n t e r s c h r e i t u n g  des Sollwertes  f iber M o t o r k o l b e n b i i r e t t e n  
2n S&ure oder  Lauge  b e i m i s c h t ;  a u c h  diese Rege lung  
l~Lsst s ich ill we i t en  Grenzen  a n  die T r g g h e i t  der  Regel-  
s t recke  anpassen .  Die K o n s t a n z  is t  besser  als -4-0,2 p H -  
E inhe i t en .  

Messung der OD Sic erfolgt  in  einer  Messzelle m i t  
k re i s ru l ldem Q u e r s c h n i t t  m i t  HiKe zweier Ph o t o w i d e r -  
s t~nde  in B r i i c k e n s c h a l t u n g  u n d  eines k le inen  Schein-  
werfers. Der  Messwer t  h a t  ke ine  abso lu t e  B e d e u t u n g ,  
s o n d e rn  muss  ers t  gee icht  werden,  zu m Beispiel  d u r e h  
AuszXhlen der  Zellen im 1Viikroskop. 

Registrierung. Die drei  e r w ~ h n t e n  Gr6ssen werden  
d u r c h  e inen  P u n k t s c h r e i b e r  l au fend  regis t r ie r t .  

Bel~/lung. Die y o n  e inem K o m p r e s s o r  gel iefer te  L u f t  
u n d  K o h l en d i o x i d  aus  e iner  S tah l f t a sche  werden  e inzeln  
m i t  I l i l fe  y o n  S t r 6 m u n g s m e s s e r n  gemessen,  gemisch t  u n d  
n a e h  S te r f l f i l t ra t ion  ins Kuiturgef~tss e ingeblasen.  

Fig. 2. Blockschelna. 
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Fig. 3. Chlorella pyrenoidosa, 14 : ~'0 h. Oben : nach 
Registrierstreifen ulngezeiehnete OD Mitte: Licht- 
Dunkel. Unten: mikroskopiseh bestilnmte Zellzahl. 
Die Pfeile deuten die Verdiinnung an. 
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Niihrl6sung. Eine  Sch lauchque t schpumpe  f6rder t  ste- 
riles N L - K o n z e n t r a t  ins Zulaufstt ick, w~hrend  gleich- 
zeitig steril  f i l t r ier tes  Lei tungswasser  im r icht igen Ver- 
h~Lltnis be igemischt  wird.  Die Zufuhr  yon  NL kann  
manuel l  oder  au toma t i s ch  ausgel6st  werden.  Bei au toma-  
t i schem Betr ieb  wird en tweder  t&glieh eine b e s t i m m t e  
Menge NL nachgefi i l l t  oder  bei  Erre ichen  einer bes t imm-  
ten  OD solange verdi innt ,  bis die OD auf einen andern ,  
e ins te l lbaren W e r t  gesunken  ist (setzt  m a n  beide Grenzen 
nahe  zusammen,  erre icht  m a n  einen quas i -kont inuier -  

Anwendungsbeispiel. Kulturbedingungen 

Chlorella ~ Chlamydomonas b 

N/ihrlSsung Hs * Medium I ~ 
+ 0,1 g/l Arginin/HC1 

Tenaperatur 30 ~ 20 ~ 
pH 6,4 7,0 
Beleuchtung 14 : 1"-0 bzw. 16 : 1--2 h 12 : ~'2 h 

Licht : Dunkel Licht : Dunkel 
2000-10000 Lux in der Kultur, je nach 
Eiltferilung yon der Lichtquelle 

Beltiftung 10 l/min mit ca. 2,5% COe 

Chlorella pyrenoidosa, Nr. 211-8c der Algensananalung des pflanzen- 
physiologischen Instituts der Universit/it GSttingen. b Chlamydo- 
monas reinhardii Arg.- nat +, Nr. 11/32f der Culture Collection of 
Algae and Protozoa, the Botany School, Cambridge. 
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Fig. 5. Chlorella pyrenoidosa; Temperaturoptimum des Wachstunas. 

l ichen Betrieb),  oder  tttglich zu einer fes tgese tz ten  Zeit  
verdi innt ,  bis eine b e s t i m m t e  OD erre icht  ist. 

Die ers ten Versuche  wurden  mi t  Chlorella ausgef i ihr t ;  
sie soll ten lediglich dazu dienen,  Verha l ten  und  M6glich- 
kei ten  der  A p p a r a t u r  zu tes ten.  W i t  haben  Chlorella 
gew~ihlt, weil dieser Organismus  erfahrungsgem~ss  viel 
e infacher  zu h a n d h a b e n  ist  als' Chlamydomonas und beson-  
ders an die Sterilit&t nur  geringe Anforderungen  stellt .  
Chlorel la-Kul turen bl ieben s u c h  nach  mona te ]angem Be- 
t r ieb  ohne wei teres  sauber,  ja sie re in ig ten  sich sogar yon  
selbst,  wie schon versch iedent l ich  fes tgeste l l t  worden  ist 3, s. 

Ergebnisse. Synchrone  Kul t iv ie rung  von  Chlorella bei 
14 : ]-6 h Lich t  : D u n k e l - R h y t h m u s  (Figur 3) l iefert  keine 
guten  Resu l ta te :  die Tei lung f inde t  zu e inem geringen 
Masse such  noch w~ihrend der  L ich tper iode  s ta t t .  YVe- 
sent l ich bessere Synchronit~it  9-11 erh~Llt m a n  mi t  16:T2 h 
(Figur 4). Die eigentl iche Teilung der Zellen beziehungs-  
weise Au tosporenb i ldung  l~Lsst sich such  an h an d  der  OD 
verfolgen : w~ihrend der  L ich tpe r ioden  s te igt  die OD j eweils 
an, en t sp rechend  der  Z u n ah me  des Zel lvo]umens;  in den 
Dunke lper ioden  s inkt  sie aus bisher  noch n ich t  erkUir- 
l ichen Grfinden zun~ichst etwas,  u m  d a n n  w~hrend  der  
Teilung wieder  anzusteigen.  Die Regis t r ie rung  der  OD 
er laubt  somi t  eine einfache,  qua l i ta t ive  Beur te i lung der  
Synchroni t / i t .  

F igur  5 zeigt, wie durch  Auswer tung  der OD-Mes- 
sungen ohne Ausz~ihlung oder  Trockengewich t sbes t im-  
m u n g  das T e m p e r a t u r o p t i m u m  des W a c h s t n m s  b e s t i m m t  
werden  kann.  

Im  synchronen  Betr ieb  konn te  alle 28 S tunden  e twa 
1 g Trockengewicht  an Chlorella geern te t  werden,  im 
quas i -kont inuier l ichen bei Dauer l ich t  t&glieh e twa 4 g. 

Die Teilullg der Autosporen-Mut te rze l len  yon Chlamy- 
domonas f indet  be im E inscha l t en  des Lichts  s t a t t  (Figur 6). 
Wegen  der  gegeniiber Chlorella erh6h ten  Synchronisa-  
t ionssch/irfe lfisst sich die Teilung als sp rungha f t e r  An- 
st ieg tier OD besser  verfolgen 12,13. 

Summary .  An appa ra tus  for cont inuous  and synchronous  
cul t iva t ion  of microorganisms  is descr ibed;  opera t ion  and 
appl icabi l i ty  of the  appa ra tus  have  been  d e m o n s t r a t e d  
by  cul t iva t ion  of Chlorella pyrenoidosa and  Chlamydo- 
monas reinhardii .  
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Fig. 6. Chlamydomonas reinhardi, 12 : 12 h. 
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