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Vorwort. 
"Naehdem ieh die Einriehtung und Leitung des neu gegriin­

deten landwirtsehaftlieh-bakteriologisehen Instituts der Universitat 
Gottingen im Jahre 1901 iibernommen hatte, kiindigte ieh aueh 
bakteriologisehe Ubungen an. Zu diesen fanden sieh auBer einigen 
Landwirten mehr und mehr aueh Studierende der Naturwissen­
sehaften ein, VOl' aHem Chemiker. Die Zahl del' Praktikanten 
stieg weiter, als es naeh einigen Jahren gelang, die Anerkennung 
der landwirtsehaftliehen Bakteriologie als selbstandiges Faeh bei 
del' philosophisehen Fakultat durehzusetzen und damit zu er­
reiehen, daB diesel' Wissenszweig als Faeh im Doktorexamen 
reehnete. Urn uns den Unterrieht und den Praktikanten die 
Arbeit zu erleiehtern, habe ieh mieh nun entsehlossen, die in 
unseren bakteriologisehen Ubungen vorgefiihrte und allmahlieh 
immer mehr ausgebildete Reihe von Aufgaben im Druck erseheinen 
zu lassen. Die Anordnung diesel' Sammlung ist dieselbe, wie sie 
sieh in unseren bakteriologisehen Ubungen im Laufe del' Jahre 

~ als praktisch erwiesen hat. Das Praktikum ist in drei Semester 
eingeteilt und kann restlos erledigt werden, wenn wochentlieh ein 
halber Tag dafiir verwendet wird. Diese Arbeitszeit von drei 
Semestern ist dementsprechend hie I' vorgeschrieben, wenn Dok­
toranden landwirtschaftliche Bakteriologie als Nebenfach wahlen. 
leh hoffe, daB diese Aufgabensammlung nieht nur von Studieren­
den del' Landwirtschaft mit Vorteil verwendet werden wird, son­
dern auch von Chemikern, denn diese werden durch Beschaftigung 
mit den bier vorgefiihrten Aufgaben mit vielen Fragen del' Bio­
chemie in Beriihrung gebracht, und dies erregt ihr lebhaftes 
Interesse, wie unsere Erfahrung gezeigt hat. In diesem Zusammen­
hange sei darauf hingewiesen, daB kein Geringerer wie Emil 
Fischer in seinen Studienjahren unter del' Leitung so namhafter 
Vertreter del' Bakteriologie wie Fitz und De Bary in StraBburg 
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sich mit bakteriologischen Studien abgegeben hat und anerkannte, 
daB ihm dies bei seinen spateren Arbeiten sehr von Nutzen war. 
Auch der Botaniker wird in der vorliegenden Sammlung hoffent­
lich manches ihn Interessierende finden, besonders im Rinblick 
auf die Pfianzenphysiologie. Ich will nicht unterlassen zu be­
merken, daB friihere SchUler von mir Versuche aus unserem 
Praktikum auch mit Vorteil im Schulunterricht vorgefiihrt haben. 
Es ist Wert darauf gelegt, daB die Versuche meist mit Organismen 
durchgefiihrt wurden, die man sich selbst leicht einfangen kann. 
Wo es moglich erscheint, werden alleAufgaben nach der chemischen 
Seite quantitativ durchgefiihrt. Mit verschwindenden Ausnahmen 
sind die Versuche vielfach selbst durchprobiert." -

Nachtrag. 

Am 22. Juni 1922 schied mein lieber Vater aus dem Leben 
und hinterlieB das vorliegende Biichlein in fast fertigem Zustande. 
Das oben abgedruckte Vorwort ist der erste Entwurf zu einem 
solchen und ist das Letzte, was mein Vater geschrieben hat. Ich 
weiB aber, daB er gern noch einige Punkte hervorgehoben hatte. 
Die Tatsache, daB sich das vorliegende Biichlein von anderen 
Praktiken der Bakteriologie wesentlich dadurch unterscheidet, 
daB neben der Morphologie besonderer Wert auf Physiologie und 
die chemischen Leistungen der Bakterien und Pilze gelegt wor­
den ist, zeigt deutlich die Ansicht meines Vaters, deren Besta­
tigung durch Raber*) er gern hervorhob, daB die zukiinftige 
Chemie von den Leistungen der Lebewesen viel zu lernen hiitte. 

Ein Studium in der angedeuteten Richtung ist aber nicht 
denkbar ohne Beachtung der Enzyme. Mein Vater schrieb ein­
mal: "Eine groBe Rolle auch im Leben der Bakterien, Refen 
und Pilze spielen die Enzyme, jene Korper, deren erstaunliche 
Wirkungsfahigkeit den Physiologen eben so wie den physikalischen 
Chemiker fesselt, und durch deren Erforschung man einmal die 
Briicke zum Verstandnis der geheimnisvollen Lebensvorgange zu 
finden hofft." 

*) Haber, "Das Zeitalter der Chemie, seine Aufgaben und Leistungen". 
Vortrag, gehalten in der Akademie der Wissenschaften, Berlin. Abgedruckt 
in der Zschr. f. angewandte Chemie, 1922, Heft 7, vom 24. Januar 1922. 
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So erseheint es gereehtfertigt, daB del' dl'itte Teil des Buehes 
aussehlieBlieh Aufgaben und Versuehe aus del' Lehl'e von den 
Enzymen enthalt. 

leh m6ehte zum Sehlusse nieht versaumen allen denen hel'z­
lieh zu danken, die meinem Vater bei Ausarbeitung und Nieder­
legung des vorliegenden Praktikums geholfen haben. Besonders 
Frl. Dr. Oelsner hat sieh fiir Ausgestaltung des Praktikums ein 
groBes Verdienst erworben. 

Him'mit iibergebe ieh das letzte Werk meines Vaters der 
Offentliehkeit und wiinsehe ihm gute Fahrt. 

G6ttingen, den 1. Juli 1922. Richard Koch. 
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Erstes Semester. 

1. Bau und Entwicklung von Scltimmelpilzen: Oidium 
lactis, Penicillium glaucum. Reinkultul'. 

Auf del' Oberfhiehe freiwillig gesauerter Milch steHt sich be­
kanntlich haufig ein weiDer Schimmeliiberzug ein. Streicht man 
mit einem zur Ose gebogenen Platindraht, den man zur Steri­
lisation dureh dic Flamme gezogen hat, uber diese Schimmel­
deeke vorsichtig hin und vermeidet dabei ein zu tiefes Eintauchen, 
damit man moglichst wenig Tropfchen des Butterfettes in das 
Praparat bekommt, so bemerkt man unter dem Mikroskop Zell­
faden und kurze dicke stabchenformige Sporen des Pilzes 
Oidium lactis. Die Zellfaden stellen das Mycelium des Pilzes 
dar, seine Fortpflanzungsorgane oder Sporen entstehen in denk­
bar einfachster Weise durch Zerfall der Myzelfaden in stab chen­
formige Stucke verschiedener Lange. In dem wie vorbe­
schrieben hergestellten Praparat aus saurer Milch finden sich 
noeh andre Organismen, Z. B. sehr kleine Stab chen eines Milch­
saure aus dem Milchzucker der Milch bildenden Bakteriums. 
Wir stellen daher eine Reinkultur von Oidium laetis her, 
indem wir etwa 10 cern Hefewassergelatine, welche in einem 
Reagenzrohr unter WatteverschluB sterilisiert wurde, bei hoch­
stens 40° im Wasserbade schmelzen, darin eine Nadelspitze 
von Oidium lactis-Sporen durch grundliehes Sehiitteln verteilen 
und dann den Inhalt des Rohrchens in eine bei 120° C 20 Mi­
nuten im Trockensehrank sterilisierte Petrischale gieBen, so daB 
die Gelatine die Petrischale gleiehmaBig bedeckt. Wir sehwenken 
dann das erste mit Oidium lactis geimpfte Gelatinerohr· noeh 
zweimal mit je 10 cern sterilisierter geschmolzener Hefewasser­
gelatine in derselben Weise wie das erstemal aus und gieBen 
diese beiden Portionen in zwei weitere Petrischalen. So erhaJten 
wir drei Verdiinnungen, d. h. drei mit absteigenden Mengen von 
Oidium lactis-Sporen geimpfte Gelatineplatten, die nun bei 
Temperaturen von hoehstens 20° C hingestellt werden, bis punkt­
formige Kolonien aus den eingeimpften Oidium laetis-Sporen 

Ii: () c", l'raktikulll. 1 
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darauf erwachsen. J e dunner die Gelatineschicht beimpft wurde, 
desto weiter liegen die Kolonien voneinander entfernt, und 
desto leichter vollzieht sich nun die Entnahme von reinkul­
tiviertem Material aus einer der Kolonien, die aus je einer Spore 
erwachsen sind und daher nur reines Material von Oidium lactis 
enthalten. 

Wir betrachten nun zunachst die auf der Gelatineplatte 
erwachsenen Kolonien des Pilzes mit schwacher VergroBerung 
und konnen so sehr schon die Sporenbildung beobachten. Von 
den Kolonien strahlen namlich Faden aus, die uber die Gelatine 
hinwachsend in die stabchenformigen Sporen zerfallen. Da 
die Gelatine dem wachsenden Pilzfaden Widerstand entgegen­
stellt, knicken die Faden an den Abgliederungsstellen der ein­
zelnen Sporen ein, und so verlaufen die Faden zickzackformig. 

Wenn die Kolonien des Pilzes groBer werden, so riecht die 
Gelatineplatte nach Kase, weil der Pilz EiweiBstoffe und auch 
Gelatine in der Weise, wie dies bei der Kasereifung bekannt ist, 
chemisch abbaut. (Dber die Bedeutung dieses Pilzes fur die 
Kasereifung durch Milchsaureverbrauch und EiweiBumwandlung 
siehe Aufgabe 2.) 

Reines Material entnimmt man von isoliert liegenden Kolo­
nien des Pilzes mit einer sterilisierten Platinnadel. Gewohnlich 
bedient man sich dabei nur des unbewaffneten Auges, ich ziehe 
aber die Benutzung eines Prapariermikroskopes oder eines Mi­
kroskopes mit bildumdrehendem Okular nach N achet 1) weit 
vor, weil man auf diese Weise sicher geht, mikroskopisch kleine; 
der abzuimpfenden benachbarte Kolonien anderer Organismen, 
die man mit bloBem Auge nicht sieht, die aber das zu ent­
nehmende reine Material verunreinigen wurden, nicht zu uber­
sehen. Man legt zu diesem Zwecke die Gelatineplatte unter 
das Mikroskop bei ganz schwacher VergroBerung mit groBem 
Fokalabstand, stutzt den kleinen Finger der die Platinnadel 
fuhrenden Hand auf den Objekttisch des Mikroskopes und fuhrt 
die Nadel unter mikroskopischer Kontrolle in die ausgewahlte 
isoliert liegende Kolonie. Das so entnommene reine Material uber­
tragt man in ein Rohrchen mit sterilisiertem Hefewasser oder 
Molken oder Milch, sticht die Nadel auBerdem in den Inhalt 
eines Hefewassergelatinerohrchens moglichst tief ein und streicht 
mit der Nadel uber die Oberflache eines schrag erstarrten Hefe­
wassergelatinerohrchens und beobachtet das Wachstum des 
Pilzes, der die Gelatine durch Peptonisierung verflussigt. Fur 

1) Von R. Winkel in Gottingen. 



Bau und Entwicklung von Schimmelpilzen. 3 

weitere Versuche hat man dann in solchen Rohrchen immer 
reichlich reines Aussaatmaterial zur Verfiigung. Aus einem Rein­
kulturrohrchen von Oidium lactis macht man nun eine Hange­
tropfenkultur, urn das Wachstum des Pilzes mikroskopisch fort­
laufend verfolgen zu konnen. 

~Ian zieht ein Deckglas behufs Sterilisation durch die Flamme, 
setzt darauf mit der Platinose einen Tropfen sterilen Hefe­
wassers, impft in diesen Tropfen einige Sporen von Oidium 
lactis und legt das Deckglas so auf einen hohlgeschliffenen 
Objekttrager, daB der Tropfen frei in den Ausschliff herein­
hangt. Ein Tropfen Wasser oder Vaseline zwischen Objekt­
trager und Deckglas gebracht, verhindert eine Verschiebung 
des Deckglases. 

Vorsicht ist beim Einstellen solcher Hangetropfenkulturen 
mit dem Mikroskop geboten, weil der Anfanger beim Durchsuchen 
des Tropfens leicht das Mikroskop zu tief einstellt und dabei 
das hohlliegende Deckglas zerdriickt. Es ist ratsam, immer zu­
erst den Rand des Hangetropfens einzustellen, welcher als eine 
deutlich sichtbare Linie sich im mikroskopischen Bilde markiert, 
und von da aus den Tropfen zu durchsuchen. 

1m Hangetropfen von Oidium lactis beobachtet man das 
Hervorwachsen des Keimschlauches aus den Sporen, die Quer­
wande und Verzweigungen der Pilzfaden oder Hyphen, welche 
in ihrer Gesamtheit das Myzelium des Pilzes bilden. Die Zellen 
der Hyphen zeigen auBen eine deutliche Zellwand, welche den 
aus Protoplasm a und Zellsaft bestehenden Zellinhalt umschlieBt. 
Die jiingsten Zellen an der Spitze der Faden, die im Stadium 
der Zellteilung stehen, zeigen gleichmaBig feinkornigen protoplas­
matischen Inhalt. Etwas weiter entfernt von der Spitze des 
Fadens verliert die Zelle die Fahigkeit der Teilung und streckt 
sich durch Aufnahme von Wasser. Die sich dadurch vergroBernde 
Zelle bildet kein neues Plasma, und deshalb kann nicht der 
ganze Hohlraum weiterhin durch Protoplasma erfiillt sein, son­
dern es treten im Plasma zellsafterfiillte Vakuolen auf, die sich 
mehr und mehr vergroBern und sich schlieBlich zu einer groBen 
zentralen Vakuole vereinigen, wahrend das Plasma als ein zu­
sammenhiingender Sack der Zellwand anliegt. Es spielen sich 
also an diesen Pilzfaden Verhaltnisse ab, die wir ebenso an 
wachs end en SproB- und Wurzelspitzen hoherer Pflanzen beob­
achten. Hier bei den Pilzen konnen wir aber leichter die 
aufeinanderfolgenden Veranderungen des Zellinhaltes verfolgen, 
und die so gewonnenen Kenntnisse erleichtern das Verstandnis 
analoger Vorgange bei kleineren Organismen, den Hefen und Bak-

1* 
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terien, wo die kleinen Abmessungen des Objektes die Beobach­
tung erschweren. 

Plasma und Vakuolen lassen sich bei den vorliegenden Pilz­
faden deutlicher erkennen, wenn man den Pilz unter Deckglas 
mit Jodjodkaliumlosung farbt. Das Plasma farM sich gelbbraun, 
die zellsafterfullten Vakuolen rotbraun wie Glykogen, welches 
wir nachher bei der Hefe genauer kennenlernen werden. 

Penicillium glaucum bildet im Haushalt auf Kartoffeln, 
Fruchtsaft usw. haufig Decken, die anfanglich weiB erscheinen, 
spater sich durch grunlichgraue Sporen farben. Sat man 
diese kugeligen Sporen in Hangetropfen aus Rosinendekokt oder 
Wurze, so quellen sie auf und send en dann einen Keimschlauch 
aus. Dabei bemerkt man auf der Spore eine scharf gezeichnete 
schwarze Kontur, welche die auBere der beiden Sporenmem­
branen darsteIlt. Die im Anfang der Keimung queIlende Spore 
sprengt diese unelastische auBere Membran, und aus der ent­
standenen Offnung dehnt sich die elastische inn ere Membran, 
welche den Zellinhalt umgibt, als Keimschlauch hervor. Am 
wachsenden Keimschlauch beobachtet man aIle die Teile und 
dieselbe Konfiguration des Zellinhaltes, wie oben bei Oidium 
lactis beschrieben. Das Myzelium wachst aus dem Hangetrop£en 
heraus und bildet besonders hier am Deckglase hinkriechend 
pinselformige Sporentrager, woher der Name Pinselschimmel 
ruhrt. Jede Sporenkette sitzt auf einer weinflaschenformigen 
Basidie, auf deren verjlingtem RaIse die Spore sich kugelig 
abschnurt. Durch Wiederholung dieses Vorganges entstehen 
Sporenketten. 

2. MilchsRUl'evel'bl'auch dUl'ch Oidium lactis und Peni­
cillium glaucum. 

Man stellt Hefewasser + 1 % Pepton mit etwa 1 % Milch­
saure her, ermittelt titrimetrisch genau den Sauregehalt, flillt 
je 50 cern dieser Nahrlosung in Erlenmeyer-Kochflaschen von 
250 cern Rauminhalt, sterilisiert diese mit Watte verschlossen 
einmal 1/4 Stunde im stromenden Dampf und setzt-auf die Ober­
flache der Losung in einer Flasche nach dem Erkalten Sporen 
von Penicillium glaucum, auf die andere Oidium lactis. 1m 
etwa 20 0 C warmen Raume aufbewahrt, wachs en Pilzdecken auf 
den geimpften Flaschen, und nach einigen W ochen laBt sich titri­
metrisch ein starker Saurerlickgang in der Fllissigkeit £eststellen. 

Dieselben V organge spielen bei der Kasereifung eine Rolle. 
Rier verbrauchen und neutralisieren beide Pilze die Milchsaure 
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del' fl'ischen Kasemasse, welche in dem eingeschlossenen Molken 
enthalten ist. Auf diese Weise wird del' Boden fUr die das 
':Vlilchkasein peptonisierenden Kasereifungsbakterien vorbereitet, 
welche saureempfindlich sind. Deshalb reifen die milchsaure­
reicheren Weich- und Magermilchkase von auBen nach innen, 
entsprechend dem Fortschreiten des Saureverbrauchs, wahrend 
die sliurearmeren Hartkase wie Emmentaler und Edamer durch 
die ganze Masse gleichmaBig reifen. 

Bei einem sol chen Versuch enthielt die Nahrlosung anfangs 
1,12 % Milchsaure. Nach acht Wochen wurde die Kulturfiiissigkeit 
wiedel' auf das urspriingliche Volum von 50 ccm aufgefiillt und 
nach Zusatz von Phenolphthalein als Indikator festgesteUt, daB 
keine freie Saure mehr vorhanden, die zugesetzte Milchsaure 
also verbrannt odeI' durch aus dem Pepton von dem Oidium 
lactis gebildetes Ammoniak neutralisiert war. Ammoniak war 
tatsachlich mit N eBlers Reagens in del' Kulturfiiissigkeit nach­
zuweisen. Seine Menge wurde bestimmt, indem aus 30 ccm 
Kulturfiiissigkeit nach Zusatz von Magnesia usta das Ammoniak 
in vorgelegte 1/10 normal Schwefelsaure destilliert wurde. Ge­
funden wurden 52,24 mg NH3 , welche 280 mg Milchsaure neu­
tralisieren 1). Del' Rest del' Milchsaure war yom Pilz verbrannt. 
Penicillium glaucum gibt ahnliche Resultate. Das hier zugesetzte 
Pepton bilden die genannten Pilze selbst aus dem Kasein, wenn 
sie auf Kase wachsen. 

3. l'ntersuchung von Hefe, Sprossung, Spaltung bei 
Schizosaccharomyces, Sporen, Vakuolen, Glykogen, Fett. 

Eine Probe PreBhefe odeI' freiwillig in Alkoholgarung ein­
getretener Fruchtsaft zeigt unter dem Mikroskop meist ovale, 
seltener mehr rundliche Hefezellen, die auBen eine Zellwand, 
im Innern protoplasmatischen Inhalt oft mit Vakuolen erkennen 
lassen. Sat man einige solcher Zellen in einen Hangetropfen 
\Viirze odeI' Fruchtsaft aus, so sprossen aus den ovalen Mutter­
zellen an verschiedenen Stellen Tochterzellen hervor, die zur 
GroBe del' Mutterzellen heranwachsen und dann wiedel' neue 
SproBzellen aussenden. Auf diese Weise entsteht eine Hefe­
kolonie im Hangetropfen aus je einer Mutterzelle. Die altesten 
mittleren Zellen del' Kolonie zeigen nach einiger Zeit Vakuolen, 
wenn sie das sprossungsfahige Alter iiberschritten haben. Mit 
Jodjodkalium gefarht, tritt das die Vakuolen umgebende Plasma 

1) Dber dic Berechnung vgl. den Anhang MaBanalyse. 
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deutlicher hervor. Farbt man in derselben Weise Proben aus 
einem Hefebodensatz aus einer abgegorenen Fliissigkeit, so fallen 
einzelne Zellen durch ihre kraftig rotbraune Farbung auf, die 
durch Glykogengehalt verursacht wird. Auch ungefarbt unter­
scheiden sich glykogenhaltige Zellen durch ihren weiBlichen 
opaken Inhalt. Um Hefe mit Glykogen anzureichern, gieBt man 
von einer moglichst frischen Hefekultur in Bierwiirze oder Frucht­
saft, nachdem die Hefe sich abgesetzt hat, die NahrlOsung ab 
und bringt etwa 20% Rohrzuckerlosung auf. Stellt man dann 
nach etwa 24 Stunden ein mikroskopisches Praparat aus dieser 
Hefekultur her und farbt dieses mit verdiinnter wasseriger Jod­
lOsung, so farben sich die meisten Hefezellen braunrot, weil sie 
aus dem Zucker Glykogen bildeten. Glykogenhaltige Hefe in 
Wasser aufbewahrt, verliert das Glykogen, weil sie daraus durch 
Selbstgarung Alkohol und Kohlensaure bildet. 

Glykogen oder tierische Starke vertritt die Starke der griinen 
Pflanzen in den nichtgriinen Pflanzen, z. B. den Pilzen, und den 
Tieren. In letzteren findet es sich in der Leber und im ruhen­
den Muskel und verschwindet unter Verzuckerung daraus bei 
der Muskelarbeit, indem es die Energie fUr diese liefert. 

Zwischen den jungen, neu herangewachsenen Hefezellen z. B. 
einer Hangetropfenkultur findet man immer einzelne abgestorbene 
Zellen, die sich durch ihre weniger pralle Form und ihren gelb­
lichen kornigen Inhalt auszeichnen. Setzt man einem solchen 
Praparat wasseriges Methylenblau 1: 10000 zu, so nehmen nur 
die toten Zellen den Farbstoff sofort auf. So kann man tote 
Hefezellen nachweisen. 

Die oben beschriebene hefeartige Sprossung ist auch bei 
anderen Pilzen, die zum Teil im System der Pilze ganz anderen 
Gruppen angehoren, zu bemerken, so z. B. bei Ustilago-Arten, 
die 'man sich aus brandkranken Weizen- oder Gerstenahren 
verschafft. 

Die Hefengattung Schizosaccharomyces vermehrt sich nicht 
durch Sprossung, wie oben fUr Saccharomyces beschrieben, son­
dern durch Querteilung ihrer stabchenfOrmigen Zellen, also nach 
Art der Bakterien. Man beobachtet diese Vermehrung der 
Spalthefen leicht in Hangetropfen von Wiirze oder Most an 
Schizosaccharomycespombe, der Garungshefe des Hirsebiers del' 
Kaffern. 

Asko-Sporenbildung zeigen Hefen, wenn man sie in Wiirze 
zu kraftiger Entwicklung kommen laBt und dann sofort den 
dickbreiigen Hefebodensatz auf Blocke aus gebranntem Gips gieBt, 
die unter einer feuchten Glocke stehen. Bald entstehen in vielen 
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Zellen dann kugelige Sporen in wechselnder Zahl, weil Abwesen­
heit von Zucker und Gegenwart von viel Sauerstoff Bedingungen 
der Sporenbildung sind. Gelegentlich findet man in alien, spon­
tan auf Bier an del' Luft erwachsenen Kahmhauten auch wilde 
Hefen, die auf dies em Bier ohne Anwendung von GipsblOcken 
Sporen bilden. 

Sehr viele Formen von Hefen findet man in den honig­
fiihrenden Nektarien der Bliiten. Unter diesen ist haufig die 
Torula pulcherrima, welche in jeder ihrer rundlichen Zellen einen 
groBen, fast die ganze Zelle erfiillenden glanzenden Fetttropfen 
ausbildet und dadurch einen reizenden Anblick bietet. Dieses 
Fett bildet sich besonders reichlich aus, wenn man die genannte 
Torula auf Wiirzegelatinehangetropfchen ziichtet. In Fliissigkeits­
kulturen bleiben die Fetttropfen kleiner. Glanzende Fetttropfen 
wechselnder GroBe finden sich oft in groBer Zahl in alteren 
Pilzmyzelien, z. B. von Penicillium und Monilia variabilis. Sie 
konnen dann mit Sudan III rot oder auf folgende Weise blau 
gefarbt werden. Man bereitet eine a-Naphthollosung von 1 g a­
Naphthol + 100 Wasser, erhitzt die Fliissigkeit zum Kochen, 
wobei das Naphthol schmilzt und teilweise in Losung geht. Wah­
rend des Kochens wird konz. NaOH zugesetzt, bis das Naphthol 
ganz gelost, und nach dem Erkalten noch so viel, bis die iiber 
dem teilweise wieder ausgefallenen a-Naphthol stehende Fliissig­
keit nicht mehr getriibt ist, sondern klar, leicht braunlich ist. 
Die obenstehende Fliissigkeit ist brauchbar. Gleiche Teile diesel' 
a-Naphthollasung und 1 %iger wasseriger Lasung von Dimethyl-p­
phenylendiamin werden gemischt, das Gemisch gut filtriert und 
ein Tropfen dieser Losung dem zu untersuchenden Praparat 
zugesetzt. Das Fett farbt sich intensiv blau. 

4. Giirversuche mit Hefe, Hefezahlung. 
Urn die Gesetze der Alkoholgarung durch Hefe kennenzu­

lernen, sind Garversuche der nachstehend beschriebenen Art und 
Einrichtung sehr geeignet. Bei der Alkoholgarung durch Hefe 
erscheint ungefahr die Halfte des Zuckers als Kohlensaure und 
die andere Halfte als Alkohol. Die Garung verlauft zuerst stiir­
misch und geht dann langsam bis zu Ende weiter. Urn diese 
Tatsachen zu demonstrieren, versetze man einen zuckerhaltigen 
Fruchtsaft oder dergl. durch Hefe in Garung. Zunachst wird 
zu diesem Zweck der Zuckergehalt der Garfiiissigkeit ermittelt 
durch Titration mit Fehlingscher Losung. Man nehme z. B. 
ein Rosinendekokt, das, wenn es nach unserem Rezept her-
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gestellt wird, ungefahr 18 % Invertzucker zu enthalten pflegt. 
Zur Bestimmung des Zuckers mit Fehlingscher Losung ist not­
wendig, daB die ZuckerlOsung zwischen 1/2 und 1 % Zucker ent­
halt. Man muB daher das Rosimlndekokt 20fach verdiinnen. 
Invertzucker hat die Eigenschaft, das Kupferhydroxyd in der 
Fehlingschen Losung zu rotem Kupferoxydul, welches ausfallt, in 
der Hitze zu reduzieren. Man miBt zum Zwecke der Zuckerbe­
stimmung je 10 ccm der beiden Fehlingschen Losungen, welche 
der besseren Haltbarkeit wegen getrennt aufbewahrt werden, in 
eine Erlenmeyer-Kochflasche ab, erhitzt zum Sieden und HiBt 
etwa 10 ccm verdiinntes Rosinendekokt aus einer Biirette zu­
laufen und erhitzt wieder zum Sieden. Es bildet sich ein roter 
Niederschlag von Kupferoxydul, aber die iiberstehende Fliissigkeit 
bleibt doch blau, enthalt also noch geloste Kupferverbindungen. 
Man laBt nun wieder einige ccm Rosinendekokt zulaufen, erhitzt 
wieder und fiihrt in derselben Weise fort, bis die iiberstehende 
Fliissigkeit nur noch ganz schwach blau ist. Urn die vollkommene 
Reduktion des Kupfers zu erkennen, filtriert man einige Tropfen 
der Reaktionsfliissigkeit durch ein angefeuchtetes kleines Filterchen 
in ein Reagenzglas oder auf eine Porzellanschale, sauert mit 
Essigsaure an und setzt einen Tropfen Ferrozyankalium zu. Die 
geringste Spur gelostes, also noch nicht reduziertes Kupfer verrat 
sich dann durch eine rote Farbung der Fliissigkeit. Mit Hilfe 
dieser Reaktion kann der Punkt sehr genau bestimmt werden, 
wo die Fehlingsche Losung durch die zugesetzte Zuckerlosung 
reduziert ist. Da nun bekannt ist, daB zur Reduktion von 1 ccm 
Fehlingscher Losung 4,94 mg Invertzucker notwendig sind, so 
braucht man fUr die angewendeten 20 ccm Fehlingscher Losung 
20 . 4,94 mg Invertzucker. Diese Zuckermenge muB in den ver­
brauchten ccm der verdiinnten Zuckerlosung enthalten sein. Hat 
man z. B. II ccm Zuckerlosung verbraucht, so enthalten diese 
98,8 . mg Invertzucker, oder die verwendete Zuckerlosung muB 
0,898 % Invertzucker enthalten, oder das urspriingliche Rosinen­
dekokt, da dasselbe zur Zuckerbestimmung 20fach verdiinnt 
wurde, 20· 0,898 = 17,96 % Invertzucker. Man fUllt nun in 
drei Garflaschen je 100 ccm Rosinendekokt mit Hilfe einer Pipette. 
Der eine dieser Versuche soIl ohne weiteren Zusatz vergoren 
werden, der zweite einen Zusatz von Alkohol erhalten, urn die 
Beeinflussung des Garverlaufs durch den entstehenden Alkohol 
zu zeigen; der dritte einen Zuckerzusatz erhalten, urn zu zeigen, 
wieviel % Zucker in einer Losung im hochsten FaIle vergoren 
werden konnen. Der Alkoholzusatz im zweiten Versuch s011 5 g 
pro 100 ccm betragen. Der kaufliche 96 % ige Alkohol enthalt 
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96 Vo1umprozent A1koho1, ode 1', wie jede A1koholtabelle zeigt, 
76,19 g Alkoho1 in 100 ccm. Fo1g1ich sind die 5 g abso1uter 
Alkohol, die dem Garversuch zugesetzt werden sollen, in 6,56 ccm 
96proz. A1koho1 enthalten. Der dritte Versuch solI durch Zusatz 
von Rohrzucker auf 40 Prozent Invertzucker gebracht werden. 
Da das Rosinendekokt nach der Analyse 17,96 % Invertzucker 
enthielt, miissen pro 100 ccm Garfliissigkeit 22,04 g Invertzucker 
zugesetzt werden, um die Garfliissigkeit auf 40 % Invertzucker 
zu bringen; diese 22,04 g Invertzucker sollen in Form von Rohr­
zucker zugesetzt werden. Dabei ist zu bedenken, daB ein Molekiil 
Rohrzucker C12 H22 Ou durch Anlagerung von einem Molekiil 
Wasser ein Molekiil Invertzucker C12 H24 0 12 ergibt, also nach 
dem Molekulargewichtsverhaltnis 34:2 Teile Rohrzucker 360 Ge­
wichtsteile Invertzucker ergeben. Nach diesem Verhaltnis wird 
berechnet, wieviel Rohrzucker zugesetzt werden muB, um die 
notwendigen 22,04 g Invertzucker zu erhalten, namlich 20,9 g 
Rohrzucker. Der berechnete Rohrzuckerzusatz wird zu der dritten 
Portion Rosinendekokt zugesetzt und aIle drei Versuche 1/4 Stunde 
im stromenden Dampf sterilisiert, dann abkiihlen lassen und 
zum zweiten Versuch die berechnete Menge Alkohol zugesetzt. 
AIle diese drei Versuche sollen nun gleich starke Hefeaussaat 
erhalten, und zwar jeder Versuch annahernd 1 Million Hefezellen. 

Zu dem Zwecke wird ungefahr acht Tage, bevor diese Versuche 
in Gang gesetzt werden sollen, eine Reinkultur der zu verwen­
denden Hefeart in etwa 50 ccm Rosinendekokt ausgesat und, 
sobald die Sprossung der He£e aufgehort hat, eine Zahlung der 
gebildeten Hefezellen vorgenommen. Dazu verwendet man einen 
Blutkorperchenzahlapparat, bestehend aus einem Objekttrager, 
auf dem eine Quadratteilung angebracht ist, in der jedes Quadrat 
1/400 qmm groB ist. Diese Quadratteilung befindet sich auf einem 
kreisrunden Mittelstiick des Objekttragers, welches von einer 
kreisrunden Vertiefung umgeben ist und des sen Oberflache 1/10 mm 
tiefer liegt wie der iibrige Tei1 des Objekttragers. Nun schiittelt 
man die Hefereinku1tur griind1ich auf, so daB die ganze Hefe 
in der Fliissigkeit suspendiert ist, bringt von diesel' Suspension 
einen Tropfen mit del' P1atinose auf die Quadrattei1ung des 
Zahlapparates und 1egt dann ein ebenes Deckglaschen auf diesen 
Tropfen. Dann zah1t man mit passender MikroskopvergroBerung 
(1 : 280) die Hefezellen an vier Stell en des Praparats in je zehn 
Quadraten, wiederholt diese Prozedur an drei neu hergestellten 
Praparaten und ermitte1t auf diese Weise den mittleren Geha1t 
eines Quadrates an Hefezellen. Da das Deckg1aschen sich auf 
die die Teilung umgebende Erhohung stiitzt, befindet sich iiber 
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jedem Quadrat eine Fliissigkeitsmenge von 1/4000 cmm. Man 
hat also die mittlere Hefezellenzahl eines Quadrates mit 4 Milli­
onen zu multiplizieren, um den Zellengehalt von 1 ccm zu finden. 
Bei Verwendung von Wein- und Bierhefen und Rosinendekokt 
oder Bierwiirze als Nahrlosung findet man gewohnlich 80 Millionen 
Zellen im ccm. Zu beachten ist bei diesen Zahlungen, daB der 
Hefetropfen den Raum zwischen Teilung und Deckglas gerade 
ausfiillt. Wenn die Hefezellen zu fest zusammenhaften und sich nicht 

Abb. 1. Flasche mit 
GiirverschluB. 

durch Schiitteln in der Fliissigkeit 
verteilen lassen, kann man dies er· 
reichen durch Zusatz von einem 
Tropfen Saure oder Kalilauge. Um 
nun die beabsichtigte Aussaat von 
je etwa 1 Million Hefezellen in 
jedem Versuch auszufiihren, halt 
man sich Reagenzrohrchen mit je 
9 ccm Wasser unter WatteverschluB 
sterilisiert vorratig, sterilisiert dann 
eine I-ccm·Pipette durch Aufsaugen 
von 50 % igem Alkohol, spiilt die 
Pipette dreimal mit sterilisiertem 
Wasser aus, um den Alkohol zu ent­
fernen, und fiigt dann mit dieser 
sterilisierten Pipette 1 ccm der ge­
zahlten und gut gemischten Hefe· 
reinkultur zu 9 ccm Wasser in einem 
der erwahnten Rohrchen, schiittelt 
dieses durch und entnimmt aus ihm 
mit der erwahnten sterilisierten 
Pipette wieder 1 ccm, welches in 
ein zweites Rohrchen mit 9 ccm 
Wasser gebracht wird. Dann hat 
man die urspriingliche Heferein· 

kultur 100 fach verdiinnt, und wenn die Reinkultur z. B. 80 Milli· 
onen Hefezellen im ccm enthielt, so befinden sich im ccm 
der Verdiinnung noch 0,8 Millionen. Man bringt nun in jeden 
der drei vorbereiteten Garversuche einen ccm der IOOfachen 
Verdiinnung der Hefereinkultur. Mittlerweile hat man Kork­
stopfen mit einem glasernem GarverschluB (Abb. 1) im stromen· 
den Dampf sterilisiert, setzt sie nun auf die drei Garversuche 
nach Entfernung der Watte auf, gieBt in die Garverschliisse ver· 
diinnte Schwefelsaure (5: 7 1/ 2 Wasser) und bestreicht den Kork· 
stopfen mit geschmolzenem Paraffin. Darauf wird sofort das Gewicht 
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jedes Garversuchs bis auf 1/10 g genau ermittelt. Man bewahrt 
die Garversuche bei etwa 20° C auf und bemerkt dann nach 
etwa zwei Tagen die ersten Kohlensaureblaschen der beginnenden 
Garung. Die Kohlensaure entweicht durch die Schwefelsaure 
des Garverschlusses, in welcher mitgerissener Wasser- und Alkohol­
dampf zuriickbleibt. Demzufolge ist der Gewichtsverlust der Gar­
flasche gleich der entwickelten Kohlensauremenge. Man braucht 
also nun nur taglich die Garflasche zu wiegen, urn den Gang 
der Garung, gemessen an der Kohlensaureabgabe, zu ermitteln. 
AuBerdem kann man sich berechnen, wieviel Kohlensaure hoch­
stens produziert werden kann, wenn man bedenkt, daB 46 % 
des vergorenen Zuckers als Kohlensaure entweicht. Sobald diese 
Kohlensaureabgabe erreicht ist oder abel' kein Gewichtsverlust 
der Garflasche mehr eintritt, ist die Garung beendet. Die taglich 
ermittelte Gewichtsabnahme der Garversuche, deren Resultate 
auch graphisch aufgezeichnet werden konnen, zeigen eine an­
fangs lebhafte, spa tel' nachlassende Kohlensaureproduktion (siehe 
die Kurventafel, Abb. 3). Der Grund hierfiir liegt in del' Gift­
wirkung des bei der Garung entstehenden Alkohols, welcher die 
weitere Gaptatigkeit del' Hefe lahmt. Diese Giftwirkung demon­
striert deutlich del' zweite Garversuch mit Alkoholzusatz, der im 
Vergleich mit Versuch 1 ohne Zusatz eine langsamere Kohlen­
saureproduktion zeigt. 

N ach vollendeter Durchgarung del' Versuche wird die Hefe­
ernte durch Zahlung in del' oben beschriebenen Weise in jedem 
Versuch ermittelt. 1m Versuch 1 ohne Zusatz wird ungefahr 
wieder so viel Hefe im cern gefunden wie in der Hefereinkultur, die 
zur Aussaat benutzt wurde. Also hat sich jede Hefezelle ungefahr 
10000fach vermehrt. In Versuch 2 mit Alkoholzueatz findet 
man infolge del' Giftwirkung des Alkohols eine etwas geringere 
Hefeernte wie in Versuch 1. Es hat also sowohl die Hefever­
mehrung wie die Gartatigkeit del' Hefe unter del' Giftwirkung 
des Alkohols gelitten. Die widerstandsfahigsten Hefen vertragen 
hochstens 14 g Alkohol in 100 ccm Garfliissigkeit, und deshalb 
garen Fliissigkeiten, die mehr als 30 % Zucker enthalten, nicht 
bis zu Ende (SiiBweine und Versuch 3). In Versuch 3 findet 
man gewohnlich auch eine etwas geringere Hefeernte wie in Ver­
such 1, weil in der konzentrierteren Zuckerlosung die Hefe sich 
schwieriger vermehren kann. 

Zum Zweck del' Alkoholbestimmung (Abb. 2) werden 
50 cern der vergorenen Garfliissigkeit mit einer Pipette in eine 
Jenenser Kochflasche gebracht, 10 cern Wasser und eine Messer­
spitze Tannin zugesetzt, urn das Schiiumen zu verhiiten. Darauf 
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wird der Alkohol mit Hilfe eines Kiihlers in ein 50 ccm fassen­
des Pyknometer destilliert, durch Wagung des Pyknometers das 
spezifische Gewicht des Destillates ermittelt und daraus mit Hilfe 
von Alkoholtabellen der Alkoholgehalt der Garfiiissigkeit bestimmt. 

Der nach der Alkoholdestillation im Garkolben verbleibende 
Rest der Fliissigkeit dient zur Restzuckerbestimmung. Er wird 

Abb. 2. Apparat zur Alkoholbestimmung. 

mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt, mit 5 ccm Bleiessig versetzt, 
umgeschiittelt und der dicke weiBe Niederschlag in einen MaB­
zylinder abfiltriert, bis das Filtrat 33 ccm betragt. Dann wird 
mit Natriumsulfat aus dem J!'iltrat das Blei ausgefallt und mit 
Wasser wieder auf 50 ccm aufgefiillt. Die durch Filtrieren ge­
klarte Fliissigkeit kann dann zur Bestimmung des unvergorenen 
Restzuckers benutzt werden. Zu dem Zwecke bringt man in 



Garversuche mit Hefe, Hcfezahlung. 13 

ein Reagenzrahrchen 2 cern Fehlingsche Lasung, stellt dieses in 
ein siedendes Wasserbad und fiigt 5 cern der vom Alkohol be­
freiten und mit Bleiessig in der beschriebenen Weise geklarten 
Garfliissigkeit zu. Bleibt die Fliissigkeit nach dem Erhitzen im 
siedenden Wasserbade noch blau, so wird weitere Garfliissigkeit 
zugesetzt, im anderen Fane ein geringeres V olumen der vor­
bereiteten Garfliissigkeit in einem neuen Versuch angewendet. 
Die Berechnung des so ermittelten Zuckergehaltes geschieht auf 

Grund der Dberlegung, daB durch den Zusatz von Bleiessig und 
N atriumsulfat bei del' Klarung das Volumen del' Garfliissigkeit 
im VerhiiJtnis 6: 10 vermchrt wurde. 

Statt Rosinendekokt odeI' einen ahnlichen zuekerhaltigen 
:Fruchtsaft anzuwenden, kann man auch Bierwiirze nehmen, in 
der der Zuekergehalt als Maltose, bereehnet durch Titration mit 
Fehlingscher Lasung, in der oben besehriebenen Weise ermittelt 
wird (1 cern Fehlingsche Lasung braucht 7,78 mg Maltose). Oder 
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man kann auch als Garfiiissigkeit Hefewasser nehmen, dem man 
Rohrzucker als Garmaterial zusetzt. Die Restzuckermengen, die 
man nach der Vergarung in den Garfiiissigkeiten findet, sind 
je nach der Art der Garfiiissigkeit verschieden groB. In mit 
Rohrzucker versetztem Hefewasser findet man iiberhaupt keinen 
unvergorenen Restzucker, wenn der Zuckergehalt etwa 20 % nicht 
iiberstieg und eine alkoholwiderstandsfahige Hefe angewendet 
wurde. In den Fruchtsaften findet man dagegen einige Zehntel 
Prozent unvergorenen Zucker, die aus durch Hefe unvergarbaren 
Pentosen bestehen. In der vergorenen Bierwiirze findet man 
dagegen groBere Mengen von Substanzen, welche Fehlingsche 
Losung reduzieren. Es handelt sich hier urn Maltodextrine, 
aus denen von der Hefe erst langsam vergarbare Maltose abge­
spalten wird. Diese Korper sind wichtig fUr die langsame Nach­
garung im Lagerkeller, durch die das Bier mit Kohlensaure 
angereichert wird. 

Die gefundenen Mengen unvergorenen Zuckers zieht man 
dann von der Zuckermenge ab, welche die Garfiiissigkeit ur­
spriinglich enthielt, und ermittelt so die vergorene Zuckermenge. 

Dann wird berechnet, wieviel Prozent des vergorenen Zuckers zu 
Alkohol und Kohlensaure geworden sind. Man findet gewohnlich 
ungefahr 48 % des vergorenen Zuckers als Alkohol und 46 % als 
Kohlensaure. Der nicht wiedergefundene Rest des vergorenen 
Zuckers ist von der Hefe zum Aufbau ihres Korpers und zu 
N ebenprodukten verwendet. 

In dem durch Zuckerzusatz konzentrierten Garversuch 3 
empfiehlt es sich, die Restzuckerbestimmung nicht auszufUhren. 

Derartige Garversuche konnen vielseitig benutzt werden, urn 
weitere physiologische Eigenschaften der Hefen festzustellen; 
z. B. die verschiedene Alkoholresistenz verschiedener Hefen, die 
Giftigkeit der Essigsaure fiir Hefe usw. Zur Priifung der letzt­
genannten Frage setze man der Garfiiissigkeit 1 % Essigsaure zu. 

Will man sich ein vorlaufiges Urteil iiber die Vergarbarkeit 
einer Zuckerart durch eine Hefe bilden, so bringt man nach 
Lindner in die Vertiefung eines hohlgeschliffenen Objekttragers 
etwa 5 %ige Losung der betreffenden Zuckerart und etwas von 
der betreffenden Hefe, legt dann ein Deckglas auf, so daB sich 
darunter nur Fliissigkeit und keine Luftblase befindet. Der 
Deckglasrand wird mit Vaseline abgedichtet. Etwa durch Ver­
garung des Zuckers entstehende Kohlensaure sammelt sich dann 
in Blasen unter dem Deckglas an. 

Urn zu zeigen, daB bei der alkoholischen Garung Athyl­
alkohol durch Reduktion von Acetaldehyd entsteht, benutzt 
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N eu berg die Bindung des Aldehyds dureh Kalziumsulfit. 20 cern 
10%ige Rohrzuekerlosung mit 2 g Kalziumsulfit (CaSOa + 2H20) 
und 2 g PreBhefe 1/4 Stunde bei 38-40° gehalten gibt schon 
Aldehydreaktion. Dazu werden 3 cern Garfiussigkeit ohne Fil­
tration mit 1/2 cern 4 %iger Nitroprussidnatriumlosung und 2 bis 
3 cern 3 % iger Piperidinlosung versetzt. Eintretende Blaufarbung 
zeigt Aldehyd an. 

Abb.4. Apparat zur Ermittlung der Garkraft nach Hayduck. 

5. Pre.f3hefenuntersuchung fiir Backereizwecke: 
Garkraft, Triebkraft. 

Fur die Zweeke der Backerei ist es wichtig, die Garkraft 
einer PreBhefe zu bestimmen. Diese wird gemessen durch die 
Bestimmung der Kohlensauremenge, die die Hefe innerhalb eines 
bestimmten Zeitraumes aus Zucker bildet. Fur den genannten 
Zweek ist ein Verfahren von Hayduck (Abb. 4) und Kusserow in 
Gebrauch. Man lost 40 g Rohrzucker in 400 cern Wasser und 
verreibt in dieser Flussigkeit 10 g der zu untersuchenden Hefe, 
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fiihrt die Aufschwemmung in eine Flasche von 1 Liter Inhalt 
iiber und stellt sie offen in ein Wasserbad von 30° eine Stunde 
lang. Dann verbindet man die Flasche mit Hilfe eines Gummi­
schlauches mit einem waHsergefiillten MaBrohr, welches 500 ccm 
faBt. Zur Verhinderung der Absorption der Kohlensaure durch 
das Wasser gibt man in den MaBschenkel des Apparates etwas 
Petroleum, welches das Wasser bedeckt. Dann laBt man die Hefe 
in der ZuckerlOsung genau 1/2 Stun de garen und· fangt die ent­
wickelte Kohlensaure in der MaBrohre auf. Vor der Ablesung· 
der gebildeten Kohlensauremenge laBt man das Wasser aus dem 
engen Schenkel des MaBrohres so weit ab, daB es mit dem 
Wasserniveau in der weiten Rohre gleich steht. 1 ccm CO2 wiegt 
1,977 mg. Natiirlich kann man die Garkraft auch durch 
Wagung der gebildeten Kohlensauremenge bestimmen und da­
zu einen Apparat benutzen, wie er bei dem oben beschriebenen 
Garversuch mit Hefe verwendet wurde. Beide Arbeitsweisen 
konnen auch dazu dienen, die Triebkraft einer PreBhefe zu 
bestimmen, d. h. die Lebhaftigkeit des Eintritts der Garung 
unmittelbar nach Einbringen der Hefe in die Zuckerlosung. 
Die Resultate der Gar- und Triebkraftbestimmung vergleicht 
man mit den bei Untersuchung einer guten Normalhefe erhaltenen. 

Setzt man nach Neumann einem derartigen Garversuch, 
wie er eben beschrieben wurde, 5 g Kiimmel zu, so produziert 
er erheblich mehr Kohlensaure. Man demonstriert so die wichtige 
Tatsache, daB Gifte wie hier das Kiimmelol in schwacher Dosis 
physiologische Prozesse verstarken. Der Versuch basiert auf 
der Haushaltserfahrung, daB trage gewordener Sauerteig durch 
Kiimmel in seiner Garkraft verbessert wi rd. 

6. Milchzucker vergarende Hefell. 
Die gewohnlichen Hefen der Garungsgewerbe greifen keinen 

Milchzucker an. Dagegen findet man Hefen, welche diese 
Fahigkeiten haben, haufig :in Molkereiprodukten und beson­
ders in garenden Milchpraparaten, wie Kefir. Wenn man 
derartige Hefe gefunden hat, stellt man fest, daB sie Milch­
zucker vergaren kann, indem man entweder eine Garprobe mit 
Milchzucker im kleinen im hohlgeschliffenen Objekttrager oder 
einen Garversuch mit Molken oder mit Hefenwasser, dem man 
5 % Milchzucker zugesetzt hat, ausfiihrt. Man wird bemerken, 
daB derartige Hefen gewohnlich sehr empfindlich gegen Alkohol 
sind unddementsprechend die Garung bald stehen bleibt. 1st 
auf diese Weise eine Milchzucker vergarende Hefe in Reinkultur 
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gewonnen, so stellt man auch Garversuche mit Maltose mit 
dieser Hefe an und beobachtel die auffallende Tatsache, daB 
Milchzucker vergarende Hefen nie mals Maltose angreifen und 
umgekehrt. Das Milchzucker spaltende Enzym Laktase wird 
also nie gleichzeitig mit dem Maltose hydrolysierenden Enzym 
Maltase gebildet und umgekehrt. Stellt man aber einen Gar­
versuch mit Milchzucker vergarender Hefe in maltosehaltiger 
Bierwiirze an, so bemerkt man doch eine schwache Garung. 
Dies beruht aber darauf, daB die Bierwiirze eine kleine Menge 
Dextrose enthalt, welche die Milchzucker vergarende Hefe umsetzt. 

7. Nachweis von Saccharomyces apiculatus in SI)Ontan 
garenden Fruchtsaften. 

Wenn man frisch ausgepreBte unsterilisierte Fruchtsafte von 
Kirschen, Stachelbeeren und dergleichen sich selbst iiberlaBt, 
so treten sie gewohnlich bald in Garung ein, weil auf den 
reifen Friichten, besonders wenn sie geplatzt oder von Wespen 
angestochen sind, sich die yom Wind herumgetragenen Hefen 
in dem so ausgetretenen Saft vermehren und auf diese Weise 
in den ausgepreBten Saft gelangen. Untersucht man dann 
cinen derartigen spontan in Garung geratenen Fruchtsaft mikro­
skopisch, so bemerkt man im Anfang der Garung eigentiimlich 
aussehende Hefen. Die Gestalt der Zellen derselben weicht 
von derjenigen der gewohnlichen Wein- oder Bierhefen ab, die 
ovalen Zellen sind kleiner und tragen an jedem Pol einen 
Fortsatz wie eine Zitrone. Untersucht man das garende Ge­
misch kurze Zeit nachher abermals, so bemerkt man jetzt zwischen 
den beschriebenen kleinen Apikulatus-Hefen groBere Hefezellen 
von normaler Gestalt, die nach und nach die Apikulatus-Hefen 
mehr und mehr zuruckdrangen und die Garung allein zu Ende 
fiihren. Die beschriebene Erscheinung beruht darauf, daB die 
Apikulatus-Hefen empfindlich gegen die Wirkung des Alkohols 
sind und dementsprechend die Gartatigkeit einstellen, sobald 
etwas Alkohol von ihnen gebildet ist. Dann kommen die al­
kohol widerstandsfahigen Weinhefen und dergleichen hoch und 
fiihren ihrerseits die Garung zu Ende. Fur die Aufbewahrung 
von Reinkulturen von alkoholschwachen Hefen, wie sie die eben 
beschriebenen Apikulatus-Hefen und die Milchzucker vergaren­
den Hefen darstellen, muB man Nahrlosungen wahlen, die nicht 
mehr als 5 % vergarbaren Zuckers enthalten, weil sonst die Rein­
kulturen durch die Giftwirkung des gebildeten Alkohols bald ab­
sterben. Alkoholwiderstandsfahige Bier-, Wein- und Spiritushefen 

Koch. Praktiknm. 2 



18 Erstes Semester. 

sind viel weniger empfindlich gegen die Giftwirkung des Alkohols, 
auch wenn sie die Garung bis zu der Grenze gefiihrt haben, die 
ihnen ihre Alkoholwiderstandsfahigkeit zu erreichen gestattet. 

8. Hoeh- und niedrigvergarende Bierhefen. 
Man unterscheidet niedrigvergarende Hefen yom Typus Saaz 

und hochvergarende yom Typus Frohberg. Letztere konnen 
gewisse Produkte der Starkehydrolyse, vielleicht Maltodextrine, 
vergaren, die den Saa zhefen unzuganglich sind. Deshalb ent­
stehen aus derselben Wiirze mehr Alkohol und Kohlensaure 
durch Hefe Frohberg wie durch Hefe Saaz. 

Um dies zu demonstrieren, setze man in der oben beschriebenen 
Weise zwei Garversuche mit je 100 ccm derselben Wiirze an 
und impfe einen mit Hefe Saaz, den anderen mit Hefe Froh­
berg. Erstere produziert z. B. 2,1 g CO2 , letztere 3 g, gemessen 
am Gewichtsverlust der Garversuche. Setzt man dann aber zu 
dem Saazbier den Hefebodensatz aus dem Frohbergversuch, so 
tritt eine weitere Kohlensaureproduktion = Gewichtsabnahme 
von z. B. 0,7 g ein, weil nun die Frohberghefe die der Saaz­
hefe unzuganglichen Starkeabbauprodukte vergart. 

9. Kahmhefen und Essigbakteriell. Trellllullg durch 
Reillkultur. 

Man bringt etwa 50 ccm Bier in eine Erlenmeyer-Koch­
flasche von 250 ccm Inhalt, verschlieBt mit Watte und laBt 
einige Tage an der Luft stehen. Es bildet sich eine zarte Raut 
auf der Fliissigkeit, die auch auf die iiber der Fliissigkeitsober­
flache befindliche Glaswand iibergreift. Die mikroskopische 
Untersuchung einer solchen Kahmhaut lehrt, daB dieselbe aus 
hefeartig sprossenden ZeBen besteht, die ovale oder langge­
streckte Form haben. AuBerdem finden sich in der Kahmhaut 
meist sehr kleine Stabchen der Essigbakterien. Nur wenn das 
Bier sehr alkoholarm ist, finden sich auch Schimmelpilze ein, 
Oidium, Penicillium usw. Man iiberzeugt sich, daB die Orga­
nismen der Kahmhaut aus dem Bier stammen und nicht aus 
der Luft, indem man eine Probe Bier sterilisiert, den beim 
Sterilisieren verdunsteten Alkohol ersetzt und das Bier dann 
an der Luft stehen !aBt. Zur Kahmhautbildung kommt es 
nicht. Die im unsterilisierten Bier enthaltenen Kahmhautorga­
nismen sind sauerstoffbediirftig und bilden infolgedessen nur 
eine Haut, wenn man dem Bier eine groBe Oberflache gibt 
und deshalb die Luft freien Zutritt hat. Man schreitet nun 
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zur Trennung del' Kahmhefen von den Essigbakterien und ge­
winnt beide in Reinkultur, indem man Wiirzegelatine mit 2 % 
Alkohol mit einer Spur del' Kahmhaut impft und daraus Rein­
kulturplatten nach del' bei Oidium lactis beschriebenen Art 
hersteUt. Sehr bald bilden sich weiBe Kolonien auf del' Platte, 
die unter dem Mikroskop eine feine Strichzeichnung erkennen 
lassen und von deren Rand Zellreihen radial ausstrahlen. Sie 
bestehen aus Kahmhefen. Nach langerer Zeit treten zwischen 
den beschriebenen kleinere, braunliche, langsam wachsende, 
homogene Kolonien auf, die aus Essigbakterien bestehen. 
Von beiden Arten von Kolonien steUt man Reinkulturen 
her und zwar impft man die Kahmhefen auf die Oberflache 
von Wurze, die Essigbakterien auf Wurze, del' man 5 % 
Alkohol zugesetzt hat. . In den Essigbakterienreinkulturen 
bemerkt man neben vorherrschenden kleinen Stab chen oft 
auch kurzere oder Hi-ngere Faden mit Auftreibungen, ein 
sehr sch6nes Beispiel von Involutionsformen oder MiBbildungen. 
Die Kahmhefen sind nach Gestalt und Sprossung der ZeBen 
den Garungshefen sehr ahnlich, sind aber ihrem Luftbediirfnis 
entsprechend vorzugsweise zu Oxydationswirkungen befahigt, 
wahrend die Garungshefen reduzierende Organismen sind und 
deshalb den Sauerstoff del' Luft nicht aufsuchen. 

10. Physiologie del' Kahmhefen, Oxydation von Xpfel­
saure nnd Alkohol. 

Die Oxydationswirkung del' Kahmhefen kann man prufen, in­
dem man Wurze mit 5 % Alkohol oder 1 % A.pfelsaure odeI' 
1 % Weinsaure versetzt und mit Kahmhefereinkulturen auf del' 
Oberflache impft. Nach einiger Zeit steUt man den Verbrauch 
von Alkohol und A.pfelsaure fest, indem man den in del' Kul­
tur verbliebEmen Alkohol durch Destillation wie beim Garver­
such bestimmt. Die Menge des durch Verdunstung verloren 
gegangenen Alkohols wird durch einen ungeimpften Kontroll­
versuch festgestellt. Die ubrig gebliebene A.pfelsaure wird durch 
Titration ermittelt. Eine Titration des Weinsaureversuchs zeigt 
dagegen, daB diese zum Beispiel in den reifenden Trauben 
durch Oxydation aus A.pfelsaure hervorgehende Saure von den 
Kahmhefen nicht weiter oxydiert wird. 

11. Physiologie del' Essigbaktel'ien. 
Die aus del' Kahmhaut in Reinkultur gewonnenen Essig­

bakterien oxydieren Alkohol zu Essigsaure und, wenn es ihnen 
:2~ 
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an Alkohol fehlt, die Essigsaure zu Kohlensaure und Wasser 
(trberoxydation der Essigfabriken). Um diese Oxydationswirkung 
nachzuweisen, bringt man 50 ccm Refenwasser in Erlenmeyer­
Kochflaschen von 250 ccm Inhalt und fiigt nach dem Sterili­
sieren 5 % Alkohol und 1 % Essigsaure hinzu, impft dann auf 
die Oberflache der Fliissigkeit Essigbakterienreinkultur, welche 
zu einer die Oberflache der Fliissigkeit bedeckenden Raut aus­
wachst. In Abstanden von einigen Tagen kann man dann 
titrimetrisch· in Parallelkulturen das Zunehmen der aus dem 
Alkohol entstehenden Essigsaure nachweisen. Nach dem Vel'­
brauch des Alkohols sinkt die Essigsauremenge wieder, weil die 
Essigbakterien diese Saure zu Kohlensaure und Wasser vel'­
brennen. Letzteres kann man auch dadurch beweisen, daB 
man Refewasser nach dem Sterilisieren abkiihlt, mit 1 % Essig­
saure versetzt und mit Essigbakterien impft. Titrimetrisch kann 
dann in den nachsten Tagen das Verschwinden der Essigsaure 
durch weitere Oxydation beobachtet werden. LaBt man die 
Essigbakterien den Alkohol bei beschranktem Luftzutritt oxy­
dieren, indem man die beschriebenen Kulturen in Reagenz­
rohrchen statt in Kochflaschen anlegt, so bleibtdie Oxydation 
des Alkohols teilweise auf del' Aldehydstufe stehen, und man 
kann deshalb durch Zusatz von Tollens' Aldehydreagenz zur 
Gal'fliissigkeit einen prachtvollen Silberspiegel erzeugen. 

12. Morphologie der Bakterien: Bacillus brassicae 
und tumescens. 

Bacillus brassicae. 
In einen Refewasserhangetropfen sat man einige Sporen von 

Bacillus brassicae aus. Bei 35 0 C bereits nach 2 - 3 Stunden 
verlieren die stark lichtbrechenden Sporen den Glanz und wer­
den hyalin, dann sieht man am Aquator der ovalen Spore ein 
Keimstabchen hervortreten, die abgestreifte Sporenmembran ist 
ebenfalls deutlich sichtbar. Das Keimstabchen wachst weiter­
hin zu einem langen, in dem Rangetropfen vielfach· hin und 
her gekriimmten Faden heran, in welchem in Abstanden Zell­
wande sichtbar sind. Mit zunehmendem Alter des Fadens werden 
die Querwande haufiger und der Faden dadurch kurzzellig. 
Behandelt man aber einen jungen Faden mit alkoholischem Jod, 
so sieht man unter dem EinfluB des wasserentziehenden Alko­
hols Septierungen des Fadens hervortreten, die man vorher 
nicht sah. Der jugendliche Faden ist also eben so kurzzellig 
wie der altere, nur sind die Querwande fUr den mikroskopi-
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schen Nachweis zu zart. Nach einiger Zeit wird der Inhalt 
der Zellen feinkornig, und es hebt sich weiterhin ein groBeres 
Kornchen in jeder Zelle durch seine zunehmende GroBe ab, 
wobei die librige kornige Masse des Zellinhaltes allmahlich zum 
Aufbau dieses wachsenden Kornchens, der werdenden Spore, 
verbraucht wird. SchlieBlich liegt dann in jeder Zelle ein ovales, 
glanzendes Korperchen, die reife Spore. Dann lost sich allmah­
Hch die Mutterzellmembran auf, und die Sporen werden da­
durch aus dem Fad<'mverbande frei. In frische Nahrlosung (Hefe­
wasser) gebracht, keimen diese Sporen in der beschriebenen 
Weise wieder aus. 

Zur genauen Charakterisierung jeder Bakterienform sind 
Messungen ihrer Zelldimensionen notig. Man kann dazu 
vorteilhaft ein Okularschraubenmikrometer benutzen, welches 
die Firma Winkel in Gottingen nach meinen Angaben kon­
struiert hat. In demselben befindet sich eine Strichmarke, 
die durch eine Mikrometerschraube parallel mit sich selbst 
verschoben werden kann. Will man nun z. B. die Dicke 
der Faden des Bacillus brassicae messen, so legt man bei mog­
lichst starker ObjektivvergroBerung die Strichmarke des Mikro­
meterokulars an die eine Seite des eingestellten Bakterienfadens 
an, notiert den Stand der Nullmarke der Okularmikrometer­
schraube mit Hilfe der am Schraubenkopf angebrachten Teilung 
und bewegt nun die Strichmarke mit Hilfe der Schraube liber 
die Fadenbreite hinweg, bis sie auf der andern Seite anliegt, 
und Hest dann den von der Schraube zuriickgelegten Weg an 
der Schraubenkopfteilung abo Es ist ratsam, bei der Bewegung 
der Strichmarke die Schraube nur in einer Richtung zu drehen, 
nicht hin und zuriick, urn auf diese Weise die Wirkung des 
toten Gangs der Schraube auszuschalten. Als Strichmarke im 
Okular dient ein Teilstrich einer darin befindlichen Mikrometer­
teilung. Auf diese Weise kann man die Dimensionen von 
Bakterien sehr genau ermitteln. 

Bacillus tumescens ZopfI). 
Halt man cine Karotte einen Augenblick in kochendes 

Wasser upd bewahrt sie dann einige Zeit in feuchter Atmo­
sphare unter einer Glasglocke auf, so erscheinen auf ihrer Ober­
Hache weiBliche Gallerttropfchen, die vorwiegend aus einer sehr 
groBen Bakterienform bestehen. Gewinnt man diese mit Hilfe 
von Hefewassergelatine in Reinkultur und impft davon in 

1) Dieser Form iiuBerst iihnlich ist de Barys Bacillus Megatherium. 
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Hefewasserhangetropfchen, so bemerkt man darin groBe, lang­
sam bewegliche Bakterienstabchen. Bei jeder Beobachtung sich 
bewegender Bakterien muB man 3 Moglichkeiten unterscheiden: 

1. die Bakterienzellen tan zen auf der Stelle; dieses ist Brownsche 
Molekularbewegung, welche aIle sehr kleinen, auch tote 
Korperchen zeigen, 

2. die Bakterien bewegen sich aIle nach einer Seite; dies wird 
hervorgerufen durch Stromung in der Fliissigkeit, 

3. die Bakterien legen groBere Wege zuriick, aber die einzelnen 
Individuen in verschiedener Richtung. Hier liegt wirkliche 
Eigenbewegung vor. 
1m vorliegenden Falle von Bacillus tumescens handelt es 

sich um Eigenbewegung. Man fasse ein Doppelstabchen ins 
Auge, bei dem die beiden Stabchen einen Winkel miteinander 
bilden und beobachtet dann leicht, daB das eine der beiden Stab­
chen im Kreise herumgefiihrt wird, woraus hervorgeht, daB das 
andere Stabehen eine Drehung um die Langsachse ausfiihrt. N ach 
einiger Zeit erlischt die Bewegung und gleichzeitig wird der 
Zellinhalt kornig, die Stab chen werden etwas dicker, zerfallen 
in je 4 Zellen und in jeder Zelle bildet sich eine Spore in der­
selben Weise wie bei Bacillus brassicae aus. Nach Dbertragung 
in frische Nahrlosung keimen auch diese Sporen aquatorial aus, 
und die Keimstabchen werden bald beweglich. 

13. Farbung del' .1\1ikroorganismen mit Anilinfarben. 
Zur Herstellung von Dauerpraparaten und fUr einige andere 

Zwecke benutzt man die Fahigkeit der Mikroorganismen, Anilin­
farben zu speichern. 

Zur Ausfiihrung einer sol chen Farbung wahle man Z. B. die 
oben beschriebene Kahmhaut auf Bier. Man bringt mit der 
Platinose ein Stiickchen Kahmhaut auf ein Deckglas und laBt 
bei maBiger Warme eintrocknen, zieht dann mit nach oben 
gekehrter Schichtseite drei Mal langsam durch eine kleine Gas­
Hamme, um die Zellen am Deckglas zu fixieren. Die Schicht 
darf nicht so heW werden, daB sie gebraunt wird. Nun bringt 
man einen Tropfen Lofflersches Methylenblau oder Karbol­
fuchsin auf die am Deckglas angetrocknete Schicht, laBt etwa 
5 Minuten wirken und spiilt mit Wasser abo Dann Iegt man 
die gefarbte Schicht in einen Wassertropfen auf einen Objekt­
trager und beobachtet unter dem Mikroskop; die Kahmhefen­
zellen und die Schwarme von Essigbakterien treten dann deut­
Hch gefarbt hervor. Will man ein Dauerpraparat herstellen, so 
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liiBt man die gefarbte Schicht an der Luft bei maBiger Warme 
trocken werden, bringt auf einen Objekttrager einen Tropfen 
mit Xylol verdiinnten Kanadabalsam und legt das Deckglas 
mit der Schichtseite nach unten so auf den Balsamtropfen, 
daB del' Raum zwischen Objekttrager und Deckglas gerade 
ausgefiillt ist. Der Balsam wird nun bald steinhart, und das 
Praparat halt sich jahrelang, wenn es vor Licht geschiitzt auf­
bewahrt wird. In derselben Weise kann man sehr schone 
Praparate von Bacillus brassicae und tumescens gewinnen, die 
am besten gelingen, wenn man die Bakterien sich in Hange­
tropfen entwickeln laBt und diese dann ruhig eintrocknen laBt, 
ohne sie zu storen. Stellt man in dieser Weise Praparate von 
jungen Bacillus tumescens her, so beachte man zwischen anein­
anderhangenden Doppelstabchen eine zarte gefarbte Linie, welche 
wohl eine Protoplasmaverbindung darstellt. 

14. Fiit-bung del' Sporen del' Bakteriell. 
Farbt man in derselben Weise Sporen enthaltende Faden 

von Bacillus brassicae, so bemerkt man, daB die Sporen die 
Farbe nicht annehmen. Um eine Sporenfarbung zu erzielen, 
muB man die Sporenmembran erst fiir den Farbstoff durch­
gangig machen. Man erreicht dies, wenn man die am Deck­
glas angetrockneten Sporen 20 Minuten auf 165 -170 0 erhitzt. 
Bringt man auf so erhitzte Sporen kraftig wirkenden Farbstoff, 
wie Karbolfuchsin oder Anilinfuchsin etwa 1/2 Stunde lang, so 
erscheinen nach dem Abspiilen nun auch die Sporen gefarbt. 
Um die Sporen besser hervortreten zu lassen, entfernt man den 
Farbstoff aus den gleichfalls gefarbten Mutterzellen del' Sporen. 
Man bringt zu dem Zweck einen Tropfen Alkohol mit 1 % 
Schwefelsaure auf die gefarbte Schicht und spiilt sofort mit 
Wasser ab, priift unter dem Mikroskop, ob die Mutterzellen 
ungefarbt und die Sporen gefarbt erscheinen und wiederholt 
notigenfalls das Verfahren. V orsicht ist am Platze, weil sonst 
Bvtl. auch die Sporen den Farbstoff wieder hergeben. Man 
benutzt bei diesem Verfahren die Eigenschaft schwer farbbarer 
Bakterienzellen, den Farbstoff auch gegen kraftige Losungs­
mittel, wie sauren Alkohol festzuhalten. Diese Eigenschaft der 
sogenannten Saurefestigkeit haben auch manche sporenfreie 
Bakterienzellen, vor allen die Tuberkelbakterien. 

15. Bacillus Amylobactel'. 
Bringt man ein Stiick Zuckerriibe und ein Stiick Kreide 

m eine mit Wasser nahezu gefiillte Kochflasche von etwa 
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100 cern Inhalt, erhitzt dann das Wasser mit der Zuckerriibe 
1 II Stunde auf 75°, verschlieBt zur Abhaltung der Luft nach 
dem Abkiihlen die Flasche mit einem Kork, so zeigt sich bald 
Schaumbildung, hervorgerufen durch Buttersauregarung des aus 
der Zuckerriibe in das heil3e Wasser diffundierten Zuckers. 
Diese Buttersauregarung ist durch Bacillus Amylobacter hervor­
gerufen, dessen Sporen in Erde weit verbreitet sind und durch 
die an der Zuckerriibe anhaftende Erde in die Kultur hinein­
gelangten. Man bemerkt im mikroskopischen Bilde die genannte 
Bakterienform in Gestalt groBer, beweglicher, ziemlich stark 
lichtbrechender Stabchen, welche deutlicher hervortreten, wenn 
man zu dem mikroskopischen Praparate etwas wassrige Jod­
losung zusetzt. Man bemerkt dann, daB die Stab chen des 
Bacillus Amylobacter sich mit J od dunkel- braunviolett farben. 
Wir haben also hier einen Inhaltsbestandteil in den Stabchen 
festgestellt, der eine ahnliche Jodreaktion wie Starke zeigt. 
Das ist fast der einzige Fall (vergl. die Pilzstarkebildung durch 
Aspergillus niger in Aufgabe 58), wo in nichtgriinen Pflanzen 
eine starkeahnliche Substanz nachgewiesen ist. Diesem Um­
stand verdankt der Bacillus seinen Namen Amylobacter (amylum 
= Starke) oder Granulobacter von Granulose. Bei genauerer 
Durchsicht der Kultur bemerkt man Stab chen des Bacillus amylo­
bacter, die in der Mitte etwas aufgeschwollen sind, also Spindel­
form angenommen haben. In diesen und den noch nicht auf­
geschwollenen Stab chen bemerkt man die beschriebene Jod­
far bung im grol3ten Teil des Stabchens oder der Spindel, aber 
nicht in der Spitze. Farbt man umgekehrt diese Bakterien 
mit Methylenblau, so wird der Farbstoff von den mit Jod nicht 
farbbaren Spitzenteilen besonders stark aufgenommen. Es muB 
sich hier also eine Substanz befinden, die mit Jod nicht reagiert, 
Anilinfarben aber sehr stark speichert. In dem beschriebenen 
Spitzenteil bildet sich weiterhin eine groBe, kraftige Spore aus, 
zu deren Aufbau die Substanz verbraucht wird, die mit Jod 
reagiert. 

16. Erzeugung von N af3faule del' Kartoffeln durch 
Bacillus Amylobacter. 

Wenn man eine gesunde Kartoffel ansticht und dafiir sorgt, 
daB etwas Erde in das Loch gelangt, und weiter die Kartoffel 
mit Wasser iiberschichtet, urn die Luft abzuhalten, so beginnt 
in der Kartoffel bald, und zwar je nach der Temperatur in 
verschieden langer Zeit, dadurch eine Buttersauregarung, daB 
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der in der Erde weit \Terbreitete Bacillus Amylobacter in der 
angestochenen Kartoffel auf Kosten der Starke der Kartoffel 
sich vermehrt. Dabei entwickeln sich Gase, die von der Kork­
haut der sich allmahlich immer mehr erweichenden Kartoffel 
zuriickgehalten werden, wodurch die Kartoffel nach einiger Zeit 
in dem Wasser in die Rohe steigt. Dieselben Erscheinungen 
spielen sich in den sogenannten naBfaulen Kartoffeln auf dem 
Acker abo Da der Bacillus amylobacter ein anaerober Bazillus 
ist, muB bei derartigen Vorgangen die Luft Z. B. durch Uber­
schichten mit Wasser abgehalten werden. 

Man sehe sich nnter dem Mikroskop die in der naBfanlen 
Kartoffel enthaltenen, durch die Bakterien korrodierten Starke­
korner nnd die durch Jodfarbnng zu erkennenden B. Amylo­
bacter an. Anch andere Bakterienarten finden sich in clem 
Praparat. 

17. Reinkultur von Anaerobien. 
Anaerobische Bakterien wachsen nicht bei dem normalen 

Sauerstoffgehalt der atmospharischen Lnft, sondern einem ge­
ringeren. Man kultiviert sie in Wasserstoff oder in Luft, aus 
der man Sauerstoff mit Rilfe von Pyrogallussaure herausge­
nommen hat. 

Beispiel: B. amylobacter, aus unreiner Zuckerriibenkultur 
(s. Aufgabe 15). Man sterilisiert trocken 3 leere Reagenzglaser 
mit WatteverschluB bei 120 0 20 Minuten lang. Ferner braucht 
man 3 Reagenzrohrchen mit sterilisiertem Nahragar (Pepton­
hefewasser + 1 % Zucker + 1,5% Agar). Aus der Tiefe der 
unreinen Amylobacter-Kultur, die man zur Abtotung der bei­
gemengten weniger resistenten Formen 15 Minuten auf 75 0 

erhitzte, wird 1 Platinose voll Bodensatz herausgeholt und in 
ein Rohrchen mit fliissigem Nahragar von 40° (das Agar muG 
zunachst im Wasserbad bei 100° geschmolzen und dann wieder 
auf 40 0 abgekiihlt werden) geimpft und durch Schiitteln ver­
verteilt. Dieses fliissige beimpfe Agar wird in das erste der 3 
leeren sterilen Reagenzglaser gegossen. Der Inhalt des 2. fliissigen 
Agarrohrchens wird in das 1. eben entleerte Rohrchen ge­
gossen, in welchem noch ein Rest des vorhin beimpften Agar 
hangt. Dasselbe wiederholt man mit dem 3. Rohrchen; im 
ganzen haben wir also, wie bei den Aerobenkulturen auf 
Platten, 3 KuIturen von verschiedener Konzentration. Auf jedes 
beimpfte Agarrohrchen wird nach dem Erstarren etwas unbe­
impftes fliissiges Agar geschichtet als LuftabschluB. Urn einen 
sicheren anaeroben VerschluB zu haben, verfahrt man nach 
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Wright-Burri folgendermal3en: Man schiebt den Wattestopfen 
mit Hilfe eines Glasstabs bis auf etwa 1 em an das Substrat 
heran. Darauf setzt man einen (nieht sterilen) Stopfen aus 
entfetter Watte, der etwa 2 em unterhalb des Glasrandes ab­
sehneidet. Auf diesen lal3t man zunaehst 0,5 cern 20 % ige Pyro­
gallussaurelOsung und danaeh 0,5 cern 20 % ige Kalilauge auf­
ilieBen und versehlieBt raseh mit einem gut passenden Kork­
oder Gummistopfen, den man notigenfalls noeh mit Paraffin 
abdichtet. 

Man beobaehtet naeh einigen Tagen im Agar das Auftreten 
von Kolonien und Gasblasen, die auf die Tatigkeit des zueker­
vergarenden B. Amylobaeter zuriickzufiihren sind. Zur Rein­
kultivierung dieser Formen verfahrt man folgenderrnaBen: 

Man nimrnt den Stopfen aus dem Rohrchen, schmilzt das 
Agar vorsichtig am Rande in warmem Wasser, wobei es sich 
von der Wand lOst und laBt die Agarrolle (nach Entfernen der 
Watte) in eine vorher sterilisierte Petrischale gleiten. Man 
sterilisiert einen Objekttrager und ein Skalpell in der Flamme 
und zersehneidet mit letzterem die Agarrolle in Scheib en, die 
man naeheinander flach auf den Objekttrager auflegt. Vor 
jedem neuen Schnitt ist das Skalpell von neuem zu erhitzen. 
Man betrachtet nun die Kolonien in den Scheiben, wie bei Platten­
kulturen, mit dem Mikroskop und bildumdrehenrlen Okular. 
Gut isoliert Iiegende Kolonien werden in Nahrlosung (Pepton­
hefewasser, Zucker und kohlensaurem Kalk unter den oben 
beschriebenen anaeroben VerschluB (Watte mit Pyrogallol und 
Kalilauge und paraffinierter Stopfen) gebracht. Diese ganze 
Prozedur kann auch erfolgen in dem Omelianskischen Apparat 
'zur Anaerobienziichtung, d. i. ein Reagenzglas, welches in einem 
Raume steht, der durch Pyrogallussaure von Sauerstoff befreit 
und durch Queeksilber gegen die auBere Luft abgedichtet werden 
kann. 

Wenn die Reinkultur des B. Amylobaeter gelungen ist, so 
gerat die damit geimpfte zuckerha~tige NahrIosung ins Schaumen 
und man bemerkt darin mit dem Mikroskop die groBen be­
wegliehen, mit Jod sich braunviolett farbenden Stabehen, welehe 
oben (1. Aufgabe Nr. 15) beschrieben wurden. Oft kommen aber 
auch degenerierte Formen ohne Granula vor. 

18. GeH3el-FarbulIg. 
Zur GeiBelfarbung verwendet man am besten die sehr groBen 

Spirillen, die in Schweinejauche ziemlich regelmaBig vorkommen. 
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Die Schweinejauche wird einige Tage hingestellt, damit die 
triibenden Bestandteile sich setzen und sich an der Oberflache 
eine Spirillenhaut bildet. Dann bringt man mit der Platinose 
€inen Tropfen spirillenhaltiger J auche auf ein Deckglas, laBt 
wie gewohnlich eintrocknen und fixiert in der Flamme. Die 
GeiBeln nehmen Farbstoff erst nach erfolgter Beizung an. 
Deshalb bringt man auf die am Deckglas fixierten Spirillen einen 
Tropfen Tanninbeize und laBt 1/2 Stunde liegen, wobei die 
Beize nicht eintrocknen darf. Dann spiilt man die Beize mit 
Wasser ab und entfernt die etwa entstandenen Niederschlage 
durch abwechselndes Waschen mit Alkohol und Wasser. Dann 
wird ungefiihr 1/4 Stunde mit Karbolfuchsin gefarbt, bis die 
GeiBeln als gefarbte Anhangsel hervortreten. Fur Dauerpra­
parate in Balsam einlegen wie gewohnlich. 

19. Beobachtung del' Gei13eltatigkeit an lebenden 
Spirillen. 

Interessanter ist es, die GeiBeltatigkeit am lebenden Objekte 
zu verfolgen. Dazu braucht man Dunkelfeldbeleuchtung durch 
,einen Paraboloidkondensor 1). Auf die Oberflache des Paraboloid­
kondensors bringt man einen Tropfen Wasser odeI' Zedernholzol 
und legt in dies en den Objekttrager, bringt auf den Objekttrager 
€inen Tropfen spirillenhaltige Flussigkeit und legt darauf ein 
Deckglas. Man beobachtet dann das entstandene Dunkelfeld, 
in dem bei Beleuchtung mit einer kleinen Bogenlampe oder einer 
N ernstlampe, von welchen man die matten Glocken entfernt 
hat, die Bakterien und andern kleinen Korperchen hell auf­
leuchten, mit einem starken Trockensystem. Je nach der Art 
des verwendeten Objektivs mussen die benutzten Objekttrager 
und Deckglaser eine bestimmte Dicke haben, die genau einzu­
halten ist. Man sieht im Dunkelfeld deutlich die glockenformigen 
Schwingungsraume, die die GeiBeln beschreiben. Naheres liber 
die Bewegung der GeiBeln siehe bei Buder 2) und bei Metzner 3). 
8ehr geeignet fur solche Beobachtungen ist das sehr groBe 
Thiospirillum jenense, welches Buder naher untersucht hat 
und liber dessen Kultur weiter hinten in dem Abschnitt libel' 
Schwefelbakterien das Notige gesagt wird. Diese Form ist so 
groB, daB sie schon bei mittleren VergroBerungen beobachtet 
werden kann. 

1) Von K. Zeiss in Jena. 2) Jb. f. wiss. Bot., Bd. 56. 3) Ebenda 
Bd.60. 
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20. Farbung von Bakterien zu diagnostischen Zwecken. 
In triiben Fliissigkeiten, wie Eiter, Serum und Milch z. R 

sind bei direkter Beobachtung Bakterien schwer nachzuweisen, 
weil viele kleine Korper in den Fliissigkeiten enthalten sind, 
die ahnlich wie Bakterien aussehen. Um von diesen die Bak­
terien zu unterscheiden, benutzt man zweckmaBig die Eigen­
schaft der Bakterien, Anilinfarben kraftig zu speichern. Will 
man z. B. mit Hilfe dieses Farbeverfahrens Bakterien in Milch 
nachweisen, so iiberzeugt man sich zunachst, daB in der unbe­
handelten Milch, auch wenn es sich um altere, schon sauer 
gewordene Milch handelt, Bakterien ziemlich schwer zu sehen 
sind, weil viele Fetttropfchen, Kaseinteilchen und dergleichen in 
der Fliissigkeit vorhanden sind, von den en die Bakterien schwer 
zu unterscheiden sind. Nun laBt man einen Tropfen Milch am 
Deckglas antrocknen, fixiert vorsichtig in der Flamme und ent­
fernt das Fett mit etwas Ather. Dann verdiinnt man alkoholische 
Methylenblaulosung mit der gleichen Menge Wasser und bringt 
einen Tropfen dieses Gemisches auf die am Deckglas eingetrocknete 
Milch, laBt 5 Minuten wirken und spiilt wie iiblich mit Wasser 
abo Dann legt man die gefarbte Milchschicht in einen Tropfen 
Wasser auf den Objekttrager und beobachtet mit dem Mikroskop. 
Es heben sich nun die vorhandenen Bakterien, zu denen sich 
oft auch Hefen und Sporen von Oidium lactis gesellen, deut­
lich abo Man findet stabchenfOrmige Milchsaurebakterien, dann 
kurze Ketten von kugeligen Bakterien (Streptokokken) und 
manchmal auch Kapselbakterien. Bei letzteren hebt sich die 
Kapsel als eine ungefarbte Zone, die die kraftig gefarbten Bak­
terienzellen umgibt, abo Bei solchen gefarbten Milchpraparaten 
kann man sich auch leicht von den Vorteilen iiberzeugen, 
welche die Anwendung eines Kondensors bei Beobachtung 
solcher gefarbter Praparate bietet. Nach Einschaltung des 
Kondensors tritt das Strukturbild, welches auf Licht· und Schatten­
wirkung beruht, stark zuruck, und dementsprechend heben sich 
nun die gefarbten Korperchen und auch die Bakterien um so 
deutlicher hervor. N ach dem beschriebenen Verfahren sind auch 
Untersuchungen in Muskelfleisch auszufiihren. Hier kommt man 
ohne Farbung und Kondensoranwendung uberhaupt nicht zum 
Ziel, weil die zarte Zeichnung der Muskelfaser die ungefarbten 
Bakterien vollstandig verdeckt. 

21. Farbung nach Gram. 
Wenn so in der eben beschriebenen Weise die Farbung 

benutzt werden kann, um Bakterien aufzufinden, kann sie 



Reinkultur und Milchsiiurebakterien. 29 

auch dazu dienen, urn Bakterien voneinander zu unterscheiden. 
Gram hat ein Verfahren angegeben, nach dem manche Bak­
terien gefarbt erscheinen, andere nicht, so daB man gram­
positive und gramnegative Bakterienarten voneinander unter­
scheiden kann. Ein vorziigliches Objekt zur Einiibung dieses 
Verfahrens ist die oben beschriebene auf Bier an Luft entstan­
dene Kahmhaut, welche aus Kahmhefen und Essigbakterien 
besteht. Zur Anwendung der Gramfarbung auf diese Kahm­
haut bringt man wie iiblich ein wenig von der Kahmhaut auf 
ein Deckglas in einen Tropfen Wasser, laBt eintrocknen und 
fixiert in der Flamme. Dann farbt man das Praparat 2 Minuten 
lang mit Karbolgentianaviolett in der Kalte, gieBt ab, ohne ab­
zuspiilen, behandelt es dann 2 Minuten lang mit Lugolscher 
Lasung (1 g Jod, 2 g Jodkalium in 5 g dest. Wasser gelOst, nach 
Lasung auf 300 g mit Wasser auffiillen). Dann gieBt man ab 
ohne Abspiilen und entfarbt mit 96 % Alkohol. Darauf spiilt 
man mit Wasser abo Nur die Essigbakterien geben bei dieser 
Behandlung den Farbstoff wieder her, nicht die Kahmzellen. 
Man farbt nach mit verdiinntem Karbolfuchsin 1/2 -1 Minute. 
Es bleiben schwarzblau, also gram-positiv: Kahm; es erscheinen 
rot, also gramnegativ: Essigsaurebakterien. 

22. Reinkultur von Milchsaurebakterien. 
In derselben Weise wie oben bei Reinkultur von Kahm 

und Essigsaurebakterien beschrieben wurde, gewinnt man Milch­
saure bildende Bakterien aus Milch in Reinkultur. Man ver­
wendet Molkengelatine oder Bouillon- oder Hefenwassergelatine 
unter Zusatz von 5 % Milchzucker, schmilzt die in Rahrchen sterili­
sierte Gelatine bei 40° im Wasserbad und impft eines derselben 
mit einer klein en Menge sauer gewordener Magermilch, mischt die 
eingeimpften Bakterien durch Schiitteln der geschmolzenen Ge­
latine und gieBt den Inhalt des Rahrchens in eine sterilisierte 
Petrischale aus. Dann werden noch einige weitere Verdiinnungen 
hergestellt in derselben Weise wie oben bei der Kahmhefe-Rein­
kultur beschrieben wurde. Nach kurzer Zeit wachsen auf den 
Platten Bakterienkolonien heran, unter denen gewahnlich auch 
die oben beschriebenen Kolonien von Oidium lactis nicht fehlen. 
Das Abimpfen der gewachsenen Kolonien wird ebenso ausge­
fiihrt, wie es oben bei den Kahmhefereinkulturen beschrieben 
wurde. Urn die gesuchten Milchsaurebakterien aufzufinden, hat 
man sich je 10ccm Milch in Rahrchen unter WatteverschluB 
sterilisiert. Man entnimmt nun von verschiedenartig aussehenden 
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Kolonien auf den Reinkulturplatten Bakterien mit der Platin­
nadel unter dem Mikroskop und impft aus jeder Kolonie 
ein Milchrohrchen. Zu die$en Versuchen wahlt man teilweise 
fest bleibende Kolonien und teilweise solche, die in ihrer Um­
gebung die Gelatine verfliissigen. Diese Verfliissigung beruht 
auf einer Peptonisierung der Gelatine, und dementsprechend 
wird auch die Milch, in welche solche Bakterien eingeimpft 
werden, durchscheinend infolge Peptonisierung der MilcheiweiH­
stoffe. Mehrere der geimpften Rohrchen zeigen eine Koagulie­
rung oder Gerinnung des Kaseins, und wenn man mit der­
Platinose einen Tropfen des iiberstehenden Molkens auf Lakmus­
papier bringt, erweist sich die Reaktion als sauer. Die einge­
impften Bakterien waren also Milchsaurebildner. Nach einiger­
Zeit sind die geimpften Milchrohrchen, die je 10 cern Milch ent­
halten, zu titrieren, urn festzustellen, wieviel Milchsaure hoch­
stens die betreffende Bakterienform bildet. Derartige Unter­
suchungen sind auch mit spontan gesauerter Milch auszufiihren 
und die erhaltenen Zahlen mit den bei den Reinkulturen er­
haltenen zu vergleichen. 

23. Nachweis der Saure- und Alkalibildung. 
Diese Fahigkeit der reinkultivierten Bakterien Milchsaure zu 

erzeugen, kann man auch dadurch nachweisen, daB man der fiir­
die HersteHung der Reinkulturplatten benutzten Gelatine etwas 
gefaHten kohlensauren Kalk hinzusetzt. Dieser wird nach dem 
Schmelzen und Impfen der Gelatine mit durchgeschiittelt und mit 
auf die Reinkulturplatten ausgegossen. Bildet nun eine Bakterien­
form aus dem in der Gelatine enthaltenen Zucker Saure, so lost 
diese den Kalk in der Umgebung der Kolonie auf, und es ent­
steht ein durchsichtiger Hof um die saurebildende Kolonie in 
der im iibrigen undurchsichtig weiB getriibten Gelatine. Auch 
durch Farbenreaktionen kann man die Saurebildung durch 
Bakterien auf Platten nachweisen. Zu dem Zweck setzt man 
der zuckerhaltigen Nahrgelatine oder besser dem Nahragar­
etwas Lakmus zu, worauf in der Nachbarschaft der saure­
bildenden Kolonie Rotfarbung auf tritt, oder man fiigt zu der­
mit Agar zum Erstarren gebrachten Nahrlosung pro Rohrchen 
5 Tropfen einer 1 %ige Kongorotlosung in Wasser oder 0,3 % 
dieses Farbstoffes in festem Zustande hinzu. Saurebildung ver­
rat sich dann durch Blaufarbung des Kongorot, welcher Farb­
stoff die Eigentiimlichkeit hat, bei Gegenwart freier Sauren seine 
Farbe in Blau zu verandern. 
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Von medizinischer Seite wird auch Endoagar zum Nachweis 
von Saurebildung benutzt. Das Verfahren beruht darauf, daB 
man fuchsinhaltiges Agar durch Zusatz von Natriumsulfit ent­
farbt. Kultiviert man dann auf solchem Agar saurebildende 
Bakterien, so wird die Verb in dung zwischen Fuchsin und schwef­
liger Saure durch die neugebildete Saure wieder gelost und 
die rote Fuchsinfarbung des Agars tritt wieder hervor. Zur 
Herstellung des Endoagars nehme man eine 2 I fassende Koch­
flasche und bringe in dieselbe einen Liter 3 1/ 2 % schwach alka­
lisches Agar, fiigt 6 ccm einer 10 % igen Losung von kristalisierter 
Soda hinzu, weiter 10 g Milchzucker in etwas Wasser gelost und· 
.5 ccm alkoholische konzentrierte FuchsinlOsung. Nach jedem 
Zusatz wird der Agar gut durchgeschiittelt und dann 25 ccm 
10 % ige N atriumsulfitlosung hinzugesetzt und ebenfalls durchge­
schiittelt. Das Agar sieht dann braunlich violett aus, wird abel' 
nach dem Abkiihlen und Erstarren fast farblos. Es muB dunkel 
und kiihl aufbewahrt werden und dad nul' einmal erhitzt werden, 
daher ist es praktisch, es in kleinen Quantitaten aufzuheben. 

Lakmus-Nahrboden mit Gelatine oder Agar-Zusatz kann auch 
zum Nachweis von Ammoniakbildung durch niedere Organis­
men benutzt werden. Einen derartigen Versuch kann man z. B. 
mit dem oben erwahnten Oidium lactis ausfiihren oder mit 
Penicillium glaucum. Beide Pilze sind bei der Reifung der Kase­
masse stark beteiligt, peptonisieren also EiweiBstoffe und bauen 
das entstandene Pepton weiter ab bis zu freiem Ammoniak. Dies 
lmnn man mit Lakmus-Gelatineplatten zeigen, besonders wenn 
man der Niihrlosung 1 % Pepton zugesetzt hat. In der Nahe 
der Kolonien der beiden Pilze auf sol chen Platten tritt dann 
sehr bald starke Blaufarbung auf. 

24. Zahlung von Bakterien. 
Urn die Zahl von Bakterien in einem Substrat festzustellen, 

mischt man ein abgemessenes Quantum der bakterienhaltigen 
Fliissigkeit mit Gelatine- oder Agarnahrboden, wobei aus einem 
Teilder vorhandenen Bakterien in dem erstarrten Nahrboden 
Kolonien erwachsen, die dann gezahlt werden konnen und einen 
RiickschluB auf die Zahl der vorhandenen Bakterien gestatten. 
Zur Ausfiihrung solcher Versuche muB man, wenn das Unter­
suchungsmaterial sehr bakterienreich ist, zunachst Verdiinnungen 
mit sterilem Wasser vornehmen, damit die erwachsenden Kolo­
nien nicht zu dicht liegen. Will man z. B. die Bakterienzahl in 
Milch bestimmen, so verdiinnt man, wenn es sich urn bakterien-
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reiche Milch handelt, die Milch·in derselben Weise, wie das oben bei 
Aussaat der Hefe beschrieben wurde.Man halt sich fiir dies en 
Zweck Rohrchen mit je 9ccm sterilen Wassers vorratig, sterilisiert 
eine 1 ccm Pipette mit 50 %igem Alkohol, spUIt dann den in der 
Pipette hangen bleibenden Alkohol dreimal mit sterilem Wasser 
aus und iiberfiihrt nun mit der sterilen Pipette 1 ccm der zu 
untersuchenden Milch in ein Rohrchen mit 9 ccm sterilen Wassers. 
Auf diese Weise erhalt man lOfach verdiinnte Milch. Wieder­
holung des Verfahrens gibt IOOfach und 1000fach verdiinnte 
Milch. Dann schiittelt man die Rohrchen mit IOOfach und 
1000fach verdiinnter Milch gut durch und iiberfiihrt aus jedem 
1 ccm der verdiinnten Milch in eine sterile Petrischale. Dar­
auf giellt man in die Petrischale den 1nhalt eines bei 40 0 ge­
schmolzenen Gelatinerohrchens. Dazu kann man Bouillon- oder 
Hefewasser- oder Molkengelatine nehmen. Zum Zweck del' 
Zahlung setzt man die Gelatineplatte, wenn die Kolonien deut­
Hch sichtbar werden, auf eine Schablone aus mattem schwarzem 
Papier, auf welcher man einen Kreis von dem Durchmesser 
der Petrischale in 6 gleiche Sektoren mit weiBer oder roter 
Farbe geteilt hat. Dann kann man die in den einzelnen Sek­
toren auf der Gelatineplatte erwachsenen Kolonien evtl. mit 
Hilfe einer Lupe zahlen und kann diese Zahlung an den 
folgenden Tagen wiederholen, bis die Zahl der Kolonien nicht 
mehr zunimmt. 

Ais weiteres Beispiel fiihren wir die Zahlung der Bakterien 
in Wasser an. Das zu untersuchende Wasser lallt man in ein 
.sterilisiertes Gefall laufen und bringt in der eben beschriebenen 
Weise mit sterilisierter Pipette 1 ccm des Wassers in eine Petri­
schale. 1st groller Bakterienreichtum des Wassers zu erwarten, 
so mull auch hier wie bei der Milch eine Verdiinnung mit 
sterilem Wasser vorgenommen werden. Mull man Bakterien in 
fest en Materialien zahlen, so suspendiert man diese in sterilem 
Wasser. Handelt es sich hierbei z. B. um den sehr bakterien­
reichen Ackerboden, so wiegt man etwa 20 g Erde ab und sus­
pendiert diese in 400 ccm sterilen Wassers, schiittelt gut durch, 
entnimmt mit steriler Pipette 25 ccm der Aufschwemmung und 
iiberfiihrt diese in einen neuen Kolben mit 400 ccm sterilen 
Wassers. Aus der 4. auf diese Weise hergestellten Verdiinnung 
entnimmt man dann 1 ccm und bringt dieses in eine sterile 
Petrischale. Dieses 1 ccm entspricht dann ungefahr 1/100 mg 
urspriinglichen Bodens. Aullerdem macht man eine Trocken­
substanzbestimmung der verwendeten Erde, indem man eine 
Probe Erde bei 110 0 bis zur Gewichtskonstanz trocknet. Auf 



Bacterium prodigiosum. 33 

diese Weise ermittelt man, wieviel wasserfreie Erde in den 
1. Kolben mit 400 cern Wasser gebracht wurcle. Bei solchen Ver­
suchen mit Erde ist wegen der Inhomogenitat des Materials 
Herstellung von 8 Parallelplatten notwendig. Bei solchen Zahl­
versuchen kann man nicht die volle Zahl der in dem verwendeten 
Material enthaltenen Bakterien bestimmen, sondern es wachst 
immer nur ein Teil derselben zu Kolonien aus, namlich die­
jenigen, denen das verwendete Nahrsubstrat zusagt, die bei 
Gegenwart von Luft wachs en usw. Man kann also durch 
801che Zahlver8uche immer nur Vergleichszahlen erhalten. Immer­
hin ist es naturlich gut, 801che Bedingungen zu wahlen, die 
eine moglichst hohe Kolonienzahl ergeben. In dieser Richtung 
ist zu bemerken, daB Agarnahrboden hohere Zahlen ergeben, 
als Gelatinenahrboden. 

Als ein gutes Nahrsubstrat fur Zahlung von Bodenbakterien 
hat sich Agar unter Zusatz von Nahrstoff Heyden bewahrt. 

Bei Zahlung von Wasserbakterien hat man bemerkt, daB 
ein schwacher Sodazusatz die Zahl der Kolonien erheblich 
steigert. So fand Dahmen (Lafar, Bd. 3, S. 37), daB Nahr­
gelatine mit einem Zusatz von 0,1523% Natriumkarbonat die 
gl'oBte Kolonienzahl ergibt, und Migula setzt bei Wasserunter­
suchungen zu 1 1 Nahrgelatine 10 cern einer 15 %igen Natrium­
karbonatlosung nach dem N eutralisiel'en zu. Die Wirkung sol­
cher Zusatze muB man gegebenenfalls ausprobieren je nach dem 
Material, in dem man die Bakterien zahlen will. Zu beachten 
bleibt auch, daB zu dicht liegende Kolonien das Auswachsen 
von dazwischen liegenden geschwachten Bakterien verhindern, 
einerseits, weil die zu dicht liegenden Kolonien die Nahrstoffe 
im Substrat zu stark verbrauchen und andererseits, weil sie giftige 
Stoffwechselprodukte ausscheiden. Man bekommt deswegen pro 
ccm Wasser eine um so hohere Bakterienzahl, je schwachel' die 
Zahlplatte mit Kolonien besetzt ist. 

25. Bacterium prodigiosum. 
Del' Bazillus des Blutwunders gedeiht gut auf starkehaltigen 

Substraten wie Oblate und Brotchen und bildet charakteristischen 
roten Farbstoff. Von Interesse ist ein Versuch 1), welcher die 
Bedeutung des Magnesiums fUr die Farbstoffbildung durch diesen 
Bazillus zeigt. 

Man bereitet 2 Losungen: Nur in der magnesiumhaltigen 
Losung I wachst der Bazillu8 mit roter Farbe, in der anderen farblos. 

1) Samkow, Zbl. f. Bakt. II. 11. 309. 
Koch, Praktikum. 3 
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L6sung I L6sung II pro Liter 
Asparagin . 10 g 10 g 
Glukose. 5 

" 
5 

" KH2P04 2 
" 

2 
" Na2C03 • 2,5 " 2,5 " 

MgS04 . 0,4 
K 2S04 0,4 

" 
Man vergleiche dazu die Feststellungen von Willstatter uber 

die Bedeutung des Magnesiums fur die Chlorophyllbildung und die 
von Kossowicz, daB die Bildung von r6tlichem Farbstoff durch 
gewisse Refen mit der Menge des in der Nahrlosung vorhandenen 
MgS04 bis zur Sattigung der L6sung mit diesem Salze steigt. 

26. Leuchtbakterien. 
Durch Bakterienwirkung leuchtendes Fleisch kann man sich 

nach Molisch 1) leicht verschaffen, wenn man ein kinderfaust­
groBes frisch yom Metzger geliefertes Rindfl.eischstuck in einer 
3 %igen L6sung von Kochsalz in destilliertem Wasser unter einer 
Glocke bei etwa 10° so aufbewahrt, daB ein Teil des Fleisches 
aus der Fliissigkeit herausragt. 

Zur Kultur der Leuchtbakterien verwendet man eine schwach 
alkalisch gemachte Nahrl6sung aus 

100 ccm Leitungswasser 
3 g Kochsalz 
1 "Pepton 
0,5 " Glyzerin 

evtl. 10 "Gelatine. 

An solchen Kulturen kann man feststellen, wie z. B. durch 
Schutteln erh6hte Sauerstoffzufuhr das Leuchten verstarkt. 
Molisch empfiehlt zu demselben Zweck folgenden eleganten Ver­
such: Eine 11/2 m lange und etwa 8 mm breite an einem Ende 
zugeschmolzene Glasr6hre wird mit stark leuchtender Bouillon 
(gemischt mit Bacterium phosphoreum) nahezu ganz gefullt, so 
daB an der oberen Offnung nur ein 1/2 -1 cm langes Stuck, 
mit Luft versehen, ubrig bleibt. LaBt man nun eine so vor­
bereitete R6hre eine Viertelstunde stehen, so erlischt, da die 
Bakterien den Sauerstoff veratmen, die Bouillon mit Ausnahme des 
Meniskus, wo der Sauerstoff die Bakterien unmittelbar erreicht. Ver­
schlieBt man jetzt die R6hre mit dem Daumen und kehrt sie um, so 

1) Molisch, Leuchtende Pflanzen, 2. Aufl. Jena 1912, Fischer. 
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steigt die Luft in Form einer Blase auf und macht die ganze Bouillon 
wieder leuchtend, man glaubt im Finstern eine langsam auf­
steigende Leuchtrakete zu sehen. SteUt man die R6hre 
dann wiedel' ruhig hin, so erlischt binnen 1/4 Stun de oder noch 
fruher die Bouillon und der Versuch kann dann von neuem 
wiederholt und die Bouillon neuerdings leuchtend gemacht 
werden. 

Die Abhangigkeit der Lichtproduktion von der Ernahrung 
kann man zeigen, wenn man Platten von Salzpeptongelatine 
mit Bacterium phosphoreum impft. Die Platten leuchten einige 
Tage sehr stark, dann laBt die Lichtentwicklung nacho Impft 
man jetzt an einigen Stell en die Platte mit Penicillium glaucum, 
so leuchtet jede Schimmelpilzkolonie, die aus den aufgeimpften 
Sporen erwachst, nach einigen Tagen intensiv auf, weil der Pilz 
Stoffwechselprodukte bildet, die den Bakterien das Leuchten von 
neuem erm6glichen 1). 

Die Lichtproduktion von Leuchtbakterien kann man auch 
durch Narkotika aufheben, wenn man nach BaIlner Gelatine­
platten von Leuchtbakterien Ather- oder Chloroformdampfen aus­
setzt. Die Lichtproduktion kehrt, wenn die Einwirkung nicht 
zu lange dauerte, in wenigen Minuten zuriick, wenn man die 
narkotisierte Platte an der Luft schwenkt. 

In h6chst anschaulicher Weise konnte Molisch 2) die narko­
tische Wirkung des Tabakrauches auf die lebende Substanz der 
Leuchtbakterien in folgender Weise demonstrieren. Er nahm ein 
quadratisches Stuck Filtrierpapier und gab auf die Mitte 3 Tropfen 
einer stark leuchtenden Bouillon von Pseudomonas lucifera. Die 
Flussigkeit weitet sich sofort in Form eines Kreises aus, der 
in der Dunkelkammer fUr ein dunkeladaptiertes Auge wie eine 
kleine Sonne leuchtet. Legt man nun das Papier in eine Petri­
schale, ohne daB es den Boden beruhrt, und blast man, wahrend 
man die obere Schale ein wenig schief abhebt, einen Zug Tabak­
rauch hinein, verschlieBt rasch und beobachtet im Finstern, so 
wird man bemerken, daB das Licht gew6hnlich binnen einer 
hal ben bis einer Minute v6llig erlischt. Ein Kontrollpapier in 
reiner Luft leuchtet noch nach einer Stun de in ungeschwachter 
Kraft. Nimmt man das erloschene Papier aus der Rauchschale 
heraus und wirft es auf in einer Schale befindliches reines Meer­
wasser, so tritt das Licht nach etwa ein bis zwei Minuten wieder 
hervor. 

1) Friedberger u. Doepner, Zbl. f. Bakt. 1. Bd. 43, S. 1. 
2) Molisch, -aber denEinfluB des Tabakrauches auf diePflanze 1. Teil. 

Sitzber. d. Kais. Akad. d. Wiss. in Wien Bd. 120. 1911. I. Abt. S. 22. 
3* 
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27. Sarcina. 
Die Sarcinen haben kugelige Einzelzellen. Bei der Zell­

teilung folgen die Teilungsebenen nach den drei Richtungen des 
Raumes, so daB warenpaketformige Zellaggregate entstehen. 
Man studiere diese Verhaltnisse an Reinkulturen. 

Zweites Semester. 

Bakterien, die den Stickstoffkreislauf in del' 
Natur im Gange halten. 

28. Bildung von salpetriger Saure und Salpetersaure. 
Die Entwicklung der Pflanzen hangt in erster Linie von ihrer 

ausreichenden Ernahrung mit Stickstoff abo Die giinstigste Form, 
in der Stickstoff den Pflanzen geboten werden kann, ist die 
Salpetersaure. Diese Salpetersaure findet sich stets in pflanzen­
tragenden Boden, wo sie durch die Tatigkeit bestimmter Bakterien 
entsteht, die Ammoniak zu Salpetersaure oxydieren. Das Ammo­
niak entsteht bei der Zersetzung der EiweiBkorper oder aus 
Amiden, wie Z. B. Harnstoff. Auf diese ammoniakbildenden 
V organge, bei denen Bakterien und Enzyme ebenfalls beteiligt 
sind, wird spater einzugehen sein, hier solI en zunachst die 
Salpetersaurebakterien besprochen werden. Die Oxydation des 
Ammoniaks durch Bakterien verlauft in 2 Stufen, zuerst oxy­
dieren die Nitritbildner das Ammoniak zu salpetriger Saure, 
dann die Nitratbildner die salpetrige Saure zu Salpetersaure. 
Die Kultivierung beider Bakteriengruppen kann in den sonst 
liblichen organischen Nahrlosungen nicht ausgefiihrt werden, 
weil diese Bakterien empfindlich sind gegen geloste organische 
Substanz. Dementsprechend ist auch die Reinkultur dieser 
Bakterien schwierig, und wir wollen uns hier damit begnligen, 
die bei der Salpetersaurebildung beteiligten Bakterien nur in 
Rohkulturen zu zeigen, die durch mehrmalige Umimpfung mog­
lichst gereinigt sind, aber keine absoluten Reinkulturen darstellen. 

Rezept flir Nitritbildnerkultur 
(NH4hS04 2 g 
NaCI . 2 " 
K2HP04 1 
MgS04 0,5 " 
FeS04 0,4 " 
Wasser 1000 g 

MgCOa UberschuB, damit die Reaktion nicht sauer wird. 
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~a~02 
Na2C03 

K2HP04 

Rezept fUr Nitratbildnerkultur 

1 g NaCI 
1" FeSO+ . 
0,5 " l\1gS04 • 

Wasser 1000 g 

0,5 g 
0,4 " 
0,3 " 

Von jeder Nahrlosung stellen wir 300 ccm her und bringen 
davon je 50 ccm in eine Erlenmeyer-Kochflasche von 250 ccm 
Inhalt. Dann wird von jeder Losung eine Flasche unsterilisiert 
mit einer kleinen Probe Ackererde und eine andere mit einer 
kleinen Probe (einige Gramm) Kompost- odeI' Mistbeeterde ge­
impft. Die iibrigen 4 Kolben jeder Reihe werden unter Watte­
verschlu13 wie iiblich sterilisiert. Dann priift man alle 8 Tage ein 
Tropfchen der Ammonsulfatlosung auf etwa entstandene salpetrige 
Saure und ein Tropfchen der Nitritlosung auf entstandene Sal­
petersaure. In den Nitritbildnerkulturen wird Schwefelsaure bei 
Oxydation des Ammosulfates frei und au13erdem salpetrige Saure 
gebildet; man iiberzeuge sich, da13 geniigende Mengen MgC03 

oder CaC03 trotzdem die Reaktion neutral halten. Zum Nach­
weis del' salpetrigen Saure wird Trommsdorffs Reagenz be­
nutzt. Man stellt es auf folgende Weise her: 4g Starke mit 
etwas Wasser gemischt und zu einer kochenden Losung von 
20 g Zinkchlorid in 100 ccm Wasser gesetzt, gekocht bis zur 
Klarheit, dann mit Wasser verdiinnt und 2 g Jodzink zugefiigt, 
auf 1 I verdiinnt und filtriert. 1m Dunkeln, in Flasche mit Glas­
stopfen aufbewahren. 

Vor A usfiihrung dieser Versuche stelle man zweckma13ig die 
Empfindlichkeitsgrenze der zu benutzenden Reagenzien fest. 
Man bereitet zu dem Zweck eine 1 prozentige Losung von 
Kalium- oder Natriumnitrit und verdiinnt diese Losungen stufen­
weise so weit, bis die benutzten Reagenzien keine Reaktion auf 
salpetrige Same mehr anzeigen. Die Probe wird zweckma13ig in 
Tropfchen ausgefiihrt, die auf einen Porzellanteller gesetzt werden. 
Bei Ausfiihrung des Nitritnachweises mu13 die Saure durch Zusatz 
von 1 Tropfen Schwefelsaure 1: 3 oder Essigsaure in Freiheit 
gesetzt werden. Nach Zusatz von Trommsdorffs Reagenz tritt 
dann noch Blaufarbung auf, wenn salpetrige Saure in einer Ver­
diinnung von 1: 100000 gegenwartig ist. 

2HJ + 2HN02 = 2H2 0 2NO + J 2 • 

Zum Nachweis von Salpetersaure wird am besten Diphenylamin 
nach dem Verfahren von Cimmino verwandt. Nach diesel' 
Vorschrift gibt man in ein Reagenzglas Z11 1 ccm der Z11 unter-
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suchenden Fliissigkeit 3-4 Tropfen salzsaurehaltige (5-10%) 
Diphenylaminschwefelsaure (0,5 g Diphenylamin, 100 ccm H2S04 , 

20 ccm H20) + 2 ccm konzentrierte Schwefelsaure und schiit­
telt urn. Bei Anwesenheit von 1 Teil Salpetersaure in 100000 
Wasser tritt nach dieser Ausfiihrungsweise noch eine Blaufar­
bung ein. Zu bedenken ist, daB Diphenylamin auch Blaufar­
bung mit salpetriger Saure gibt, infolgedessen muB man in den 
Nitritlasungen, in denen die Bakterien Nitrat gebildet haben 
sollen, bei der Priifung auf Nitrat zunachst das Nitrit zerstaren. 
Zu dem Zweck fiigt man zu der Lasung Harnstoff und ver­
diinnte Schwefelsaure hinzu und erwarmt gelinde. 

CO(NH2)2 + 2 HN02 = CO2 + 3 H20 + 2 N2• 

Der Stickstoff aus dem gegenwartigen Nitrit entweicht dann 
in Form von Gasblasen, man priift nach SchluB der Reaktion 
mit Trommsdorffs Reagenz, ob alles Nitrit zerstart ist und 
untersucht dann erst mit Diphenylamin, ob Nitrat aufgetreten 
ist. Zu beachten bleibt ferner, daB Diphenylamin auch mit 
zahlreichen andern Salzen auBer Salpetersaure Blaufarbung gibt. 
In zweifelhaften Fallen kontrolliert man die Gegenwart von 
Salpetersaure deswegen mit Ferrosulfat und Schwefelsaure. Hat 
man in den beschriebenen, mit Erde geimpften Kulturen die 
Bildung von Nitrit, bzw. Nitrat 8-14 Tage nach der Impfung 
festgestellt, so iiberfiihrt man aus der betreffenden Kultur einen 
Tropfen der umgeschiittelten Fliissigkeit in einen neuen sterili­
sierten Kolben derselben Reihe, deren Herstellung oben beschrie­
ben wurde, wartet wieder 8 - 14 Tage, bis wiederum nach dieser 
Impfung Nitrit- bzw. Nitratbildung nachzuweisen ist und wieder­
holt dann das Verfahren, bis die vier sterilisierten Kolben jeder 
Reihe verbraucht worden sind. Man wird finden, daB die 
Kompost- oder Mistbeeterde reicher an Nitrit- oder Nitratbakterien 
ist und die mit ihr geimpften Kolben friiher die gewiinschte 
Reaktion geben. Man kann dann die weitere Reinkultur durch 
viermaliges tJberimpfen nur mit der Kompost- oder Mistbeet­
erde weiterfiihren und sich damit begniigen, in Ackererde die 
gesuchten Organismen nur in der ersten Generation festgestellt 
zu haben. Auf diese Weise drangt man in solchen Elektiv­
kulturen die andern Organismen, welche kein Nitrit oder Nitrat 
bilden, zuriick und erhalt eine ziemlich reine Rohkultur. In 
diesen kann man dann mikroskopisch die Nitrit- oder Nitrat­
bakterien aufsuchen. Es sind sehr kleine Organism en, die man 
durch Farbung mit Gentianaviolett nachweis en kann. In gut 
gelungenen Kulturen von Nitritbakterien sieht man die Bakte-
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rien manchmal schwarmen und dadurch die Fliissigkeit triiben 
und dann nach Erloschen der Bewegung als Zoogloen sich auf 
dem Bodensatz von kohlensaurer Magnesia niedersetzen. Zum 
mikroskopischen Nachweis der Bakterien ist es meist am besten, 
ein wenig von dem Bodensatz von kohlensaurer Magnesia heraus­
zunehmen, die Magnesia in etwas verdiinnter Salzsaure zu losen 
und die dann auf dem Objektrager zuriickbleibenden Bakterien 
unter das Mikroskop zu bringen. 

Die Nitritbildner beschreibt Winogradsky in seinen klassi­
schen Darstellungen 1) als langliche Zellchen ahnlich einer Null. 
Der kiirzere Durchmesser betragt 0,9-1 ill, der langere 1,2-
1,8 ,II. Sie sind mit allen gewohnlichen basischen Anilinfarben 
farbbar. Der Nitratbildner ist dagegen durch seine schwierige 
Farbbarkeit von den ihn begleitenden kleinen Stabchenarten zu 
unterscheiden. Wenn man mit Gentianaviolett einige Sekunden 
lang kalt farM, so werden die gut gefarbten Stabchen im 
Praparate nicht dem Nitratbildner angehoren. Zwischen diesen 
wird man ganz farblose Stab chen in Menge finden, welche gerade 
die des Nitratbildners sind. N ach Farbung mit Karbolfuchsin 
unter Erwarmen und darauffolgendem Waschen mit verdiinntem 
angesauertem Alkohol erscheinen die Zellchen stabchenfOrmig an 
einem Ende oder an beiden verjiingt, unter 1 ,tt lang und 0,3 
-0,4 ,n dick. Die Farbung ist dabei keine gleichmaBige, nur 
der mittlere Teil der Stabchen erscheint gefarbt, die zugespitzten 
Enden dagegen sind fast farblos. Bei Anwendung von Lofflers 
alkalischem Methylenblau farben sich nur die in den Zellchen 
(meistens in der Einzahl) vorhandenen Kornchen kraftig. Del' 
iibrige Teil des Zelleibes ist so blaB, daB man mit Miihe die 
Konturen der Stab chen urn die Kornchen herum sucht. Wenn 
man nicht stark genug farM, sieht man nur Haufchen diesel' 
unmeBbar kleinen Korperchen, weil man die Stab chen nicht 
unterscheiden kann. 

Wer aus den hier beschriebenen Rohkulturen sich wirkliche 
Reinkulturen aus Nitritbildnern ziehen will, benutzt dazu vorteilhaft 
nach Winogradski die Magnesia-Gipsplatten, deren Herstellung 
Omeliansky angegeben hat. Dabei wird ein vollkommen gleich­
maBiges Gemenge von Gips und etwa 1 % kohlensaurer Magnesia 
bereitet, worauf man Wasser unter Umriihren bis zur Dicklich­
keit von saurem Rahm zusetzt und die Masse auf eine horizontale 
Spiegelglasplatte ausgieBt. Sobald sie teigig geworden ist, sticht 
man aus ihr runde Scheib en fiir Petrischalen oder schneidet 

1) Lafar, Handb. der techno Mykologie, Bd.3, S. 153. 
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Streifen fiir Reagenzglaser. In die Schale legt man die Platte 
mit der glatten Oberflache nach oben und fiigt soviel miner a­
lische Nahrlosung hinzu, daB ihr Stand die halbe Dicke der Platte 
erreicht. Man sterilisiert bei 120° und gieBt nachher wieder 
etwas vorratige sterilisierte Losung nacho Dann tragt man einen 
Tropfen fiiissiger Kultur auf, und wenn die Ammoniakreaktion 
verschwunden ist, saugt man die erschopfte Fliissigkeit mit steri­
lisierter Pipette ab und ersetzt sie durch frische. Die Nitrit­
reaktion tritt gewohnlich schon nach 4-5 Tagen auf, und um 
dieselbe Zeit werden die erst en Kolonien als kleine Piinktchen 
von gelblicher Farbe sichtbar. Weiterhin nehmen die Kolonien 
eine gelblichbraune Farbung an und erscheinen dann als feste 
Warzchen. Wenn man immer neue Ammongaben zusetzt, so 
konnen die Kolonien nach ein paar W ochen einen Durchmesser 
von 0,5 mm und dariiber erreichen. 

Zur Reinkultur von Nitratbildnern kann man Nitritagar 
benutzen, bestehend aus 2 g N atriumnitrit, 1 g wasserfreier 
Soda, einer Messerspitze Kaliumphosphat, 15 g Agar und 1 I 
FluBwasser. Aus diesem Agar legt man 5-6 Platten mit sehr 
verschiedenen Impfungen an und laBt etwa 3 W ochen bei 30° 
stehen. Nach dieser Frist wird daR Verschwinden der Nitrit­
reaktion zeigen, daB der Nitratbildner zur Entwicklung gelangt 
ist. Dann unteisucht man die Platten bei 100-150 facher 
VergroBerung und wahlt charakteristische, moglichst kleine 
Kolonien zur Abimpfung aus. Letztere nimmt man mit einer 
100fachen VergroBerung vor, wobei man die Kolonien mit 
der haarfein ausgezogfmen Spitze eines Rohrchens aussticht und 
die Spitze in dem zu beimpfenden Kolbchen abbricht. Um 
GewiBheit dariiber zu erlangen, ob einige der beimpften KOlbchen 
eine Reinkultur des Nitratbildners enthalten, beimpft man 
Bouillon mit einigen Tropfen nitratierter Fliissigkeit. Die 
Bouillon darf sich dadurch in der Folge nicht verandern. 

29. Oxydation des schwefelsauren Ammoniaks im Boden. 
Man bringt auf zwei Porzellanteller je 500 g naturfeuchten 

Ackerboden, streut auf den einen Teller 1 g genau abgewogenes 
Ammonsulfat, macht eine Wassergehaltsbestimmung des Bodens, 
fiigt dann zu jedem Teller so viel Wasser, daB der Wassergehalt 
des Bodens auf 18% erhoht wird und halt ihn durch NachgieBen 
auf der Wage dauernd auf dieser Hohe. Um iibermaBiges Aus­
trocknen zu verhindern und Algenentwicklung unmoglich zu 
machen, iiberdeckt man jeden der beiden Teller mit einem zweiten 
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Teller. Die so besehiekten Teller halt man etwa 6 W oehen 
auf Zimmertemperatur, untersueht dann in beiden Tellern das 
neugebildete Nitrat, zieht dann von del" Nitratmenge, die auf 
dem mit Ammoniaksulfat gediingten Teller gefunden wurde, die­
jenige ab, die del' ungediingte Teller bei del' Untersuehung er­
gab und ermittelt auf diese Weise, wieviel % des Ammonsulfat­
stiekstoffs zu Nitratstiekstoff oxydiert worden sind. Zur Aus­
fiihrung der Nitratbestimmung mengt man die Erde auf jedem 
Teller gut dureh, maeht eine Troekensubstanzbestimmung von 
jedem Teller, wagt 400 g del' Erde von jedem Teller ab und 
fiigt zu jeder dieser beiden Portion en 800 eem Wasser, laHt 
2 Stunden unter haufigem Umsehiitteln stehen, fiigt zu dem Ge­
miseh von El'de und Wasser einige. Kornehen Koehsalz oder 
Alaun, um die Klarung des Filtrats herbeizufiihren und filtriert 
dureh ein groHes Faltenfilter. Dann mint man von dem klaren 
Filtrat jedes Tellers zweimal 250 eem abo Zu jeder diesel' 
4 Portionen fiigt man 150 eem Natronlauge (30% NaOH) und 
erhitzt zum Sieden solange, wie noeh Ammoniak entweieht. 
(Priifung des entweiehenden Dampfes mit rotem Lakmuspapier.) 
N aeh dem Abkiihlen des Versuehs wird das darin enthaltene 
Nitl'at dureh Wasserstoff zu Ammoniak reduziert. Zu dies em 
Zweek fiigt man zu jedem Versueh 5 g Eisenstaub und 10 g 
Zinkstaub hinzu. Es beginnt Wasserstoffentwieklung, und man 
sehlieHt den Kolben sofort an den Destillationsapparat an, da­
mit kein Ammoniak verloren geht. Hat man mehrere Versuehe 
gleiehzeitig zu verarbeiten, so kann man aueh die Ver;;uehe mit 
einem Gal'versehluB oder· einem ahnliehen Ventil versehlieBen, 
das mit verdiinntel' Sehwefelsaure gesperrt ist, und VOl' Beginn 
der Destillation die Sehwefelsaure aus dem GarversehluB, die 
etwa entweiehendes Ammoniak aufgenommen hat, zu dem Kolben­
inhalt fiigen. In jedem Fall laBt man die Wasserstoffentwieklung 
12 Stunden gehen und destilliert dann unter Anwendung eines 
Kiihlers das aus dem Nitrat dureh Reduktion entstandene Ammo­
niak in vorgelegte 1/10 n. Sehwefelsaure iiber. Dureh eine Dber­
sehlagsreehnung stellt man vorher fest, wieviel Ammoniak ent­
standen sein kann und bemiBt danaeh die Menge del' vorzu­
legend en und genau abzumessenden 1/10 n. Sehwefelsaure. Man 
fiigt auBerdem einen Tropfen Methylrot zu der vorgelegten 
Sehwefelsaure, damit man es gleieh sieht, wenn die vorgelegte 
Sehwefelsaure zur Neutralisation des iibergehenden Ammoniaks 
nieht ausreieht. In diesem Fall fiigt man weitere 10 eem Sehwefel­
saure zU. Naehdem die Destillation begonnen hat, priift man 
von Zeit zu Zeit, ob das Destillat, welches aus dem Kiihlrohr 
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austropft, noch alkalisch auf Lakmuspapier reagiert. 1st dieses 
nicht mehr del' Fall, so unterbricht man die Destillation und 
erhitzt die vorgelegte' Schwefelsaure samt der hineindestilliel'ten 
wasserigen Fliissigkeit zum Sieden, kiihlt sie dann wieder ab 
und ermittelt nun durch eine Zuriicktitration mit Hilfe von 
Barytwasser von bekanntem Gehalt, wieviel del' vorgelegten 
Schwefelsaure durch iiberdestilliertes Ammoniak gebunden worden 
ist. Siehe Anhang: MaBanalyse. Auf diese Weise laBt sich be­
rechnen, wie viel Nitratstickstoff in jedem Versuch vorhanden 
war, und damus berechnet man dann, wieviel mg Ammoniak­
sulfat-Stickstoff urspriinglich in 100 g trockner Erde enthalten 
war und wieviel % davon durch die Salpetersaurebildenden Bak­
terien des Bodens zu Salpetersaure-Stickstoff oxydiert worden 
sind. Dabei ist in Berechnung zu ziehen, wieviel Wasser zur 
Zeit der Untersuchung in dem Versuchsboden enthalten war, 
und diese Menge der Menge des Auslaugewassers hinzuzurechnen. 
Wenn also z. B. die Versuchserde 10% Feuchtigkeit enthielt 
und 400 g dieser Erde mit 800 ccm Wasser extrahiert worden 
sind, so ist als Auslaugewasser in Rechnung zu stellen nicht 
800, sondern 840 ccm Wasser. Jeder Versuch ist doppelt aus­
zufiihren, so daB sich ergibt: 2 Nitratbestimmungen aus dem 
Teller mit Ammonsulfat und 2 aus dem ohne Ammonsulfat. 
In gewohnlicher Ackererde findet man pro 100 g Boden hochstens 
einige mg Nitratstickstoff, und diese vermehren sich urn einige 
weitere mg wahrend der Dauer des beschriebenen Versuchs, wenn 
kein Ammonsulfat zugesetzt war. Dieser Nitratzuwachs ist auf 
eine Bildung von Ammoniak aus dem Stickstoffkapital des Bo­
dens und Oxydation dieses Ammoniaks wahrend des Versuchs 
zuriickzufiihren. Zieht man am SchluB des Versuchs von dem 
Nitratstickstoff auf dem Teller mit Ammonsulfat die Menge ab, 
die am SchluB des Versuchs auf dem ungediingten Teller er­
mittelt wurde, so findet man, wieviel von dem in der Diingung 
gegebenen Ammonsulfatstickstoff wahrend der Dauer des Ver­
suchs oxydiert wurde. Man findet bei solchen Versuchen meistens 
nicht den ganzen zugesetzten Ammonsulfatstickstoff in Nitrat­
form wieder, und es stimmen damit die landwirtschaftlichen 
Erfahrungen iiberein, daB die gleiche Menge Stickstoff in Form 
von Ammonsulfat eine geringere Ernteerhohung gibt wie dieselbe 
Menge Stickstoff, die als salpetersaures N atron z. B. zur Diin­
gungverwendet wurde. Urn zu ermitteln, ob bei dies en Versuchen 
das zur Diingung verwendete Ammoniak vollkommen oxydiert 
ist, kann man bei der oben beschriebenen Abkochung des etwa 
vorhandenen Ammoniaks vor der Nitratreduktion das entweichende 
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Ammoniak ebenfalls in vorgelegter Schwefelsaure auffangen und 
titrieren. Man wird abel', wenn man die Versuche in der hier 
beschriebenen Weise ausfiihrt, dann meist nur Spuren von Am­
moniak finden. Zu beachten ist, daB die beschriebene Reduktions­
methode sichere Resultate nur gibt, wenn in jedem Destillations­
versuch die Menge Nitratstickstoff zwischen 15 und 30 mg liegt. 
Dieses Intervall ist also einzuhalten. 

Berechnungs beispiel: 

Auf einem Teller waren 500 g Ackererde von 15,5% Feuchtig­
keit, also 422,5 g wasserfreie Erde, welcher urspriinglich 1,0915 g 
(NH!hS04 = 231,4 mg N zugesetzt waren, vorhanden. Diese 
wurden mit 1000 ccm Wasser ausgelaugt, wodurch unter Hinzu­
rechnung der Feuchtigkeit der Erde 1077,5 ccm Lasung entstehen. 
N ach Filtration und Reduktion wurden 250 ccm dieser Lasung 

n 
destilliert und dabei 30 ccm 10 H 2S04 vorgelegt. Nach SchluB 

der Destillation waren noch 10 ccm Barytwasser natig, urn die 
n 

vorgelegte Saure zu neutralisieren. Da 10 ccm 10 H2S04 von 

39 ccm un seres Barytwassers neutralisiert werden, ist eine Ammo­
niakmenge iiberdestilliert, die 107 ccm unseres Barytwassers ent­
spricht (3 . 39 = 117 - 10 = 107.) 

10 ccm fo H 2S04 werden von 14 mg N in Form von NH3 

neutralisiert und ebenso von 39 ccm unseres Barytwassers, also 
sind 107 ccm Barytwasser = 38,41 mg N, die als NH3 in 250 ccm 
Filtrat vorhanden waren. Folglich entsprechen der J!'iltratmenge 
von 1077,5 ccm, die aus dem gesamten Tellerinhalt erhalten 
wurde, 165,5 mg N; davon gehen ab 5 mg N, die in del' Erde 
eines ebenso behandelten, aber nicht mit Ammonsulfat gediingten 
Vergleichsversuches an Nitrat enthalten waren, welches aus dem 
Bodenstickstoffkapital durch Bakterientatigkeit entstanden war. 
So findet man, daB von del' als Diingung gegebenen Menge von 
231,4 mg Ammonsulfatstickstoff 160,5 = 69,36% durch die Bak­
terien des Bodens zu Nitrat oxydiert sind. Ahnliche Resultate 
erhalt man gewahnlich bei solchen Versuchen. 

30. Die Aufschli~.f3Ullg des Bodellstickstoffs durch 
Atzkalkdiillgung. 

In derselben Weise wie bei den eben beschriebenen Versuchen 
kann man zeigen, daB eine Diingung mit Atzkalk stark auf-
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schlieBend auf den Bodenstickstoff wirkt und dadurch die Nitrat­
bildung steigert. Man bringt wieder auf 2 Teller je 500 g 
Boden und setzt zu dem einen Teller 5 g Atzkalk, halt den 
Wassergehalt der Teller wieder fiir 6 Wochen bei 18% und be­
stimmt am Anfang und am SchluB den Gehalt des Bodens an 
Nitratstickstoff in der eben beschriebenen Weise. Man wird 
finden, daB in dem Atzkalkteller die Nitratbildung erheblich 
groBer war, und es danach verstandlich finden, daB nach Atz­
kalkdiingung die Pflanzen sehr viel besser wachsen, auch wenn 
es in dem Boden nicht an Kalk als Pflanzennahrstoff fehlt. 

31. Salpeterverbrauch durch Bakterien. 
Der fiir die Pflanzenernahrung so wichtige Salpeter kann 

den hoheren Pflanzen durch Bakterienwirkung entzogen werden: 
1. dadurch, daB die Bakterien bei Luftmangel den Salpeter als 
Sauerstoffquelle verbrauchen und reduzieren, 2. dadurch, daB sie 
den Salpeter zum Aufbau ihres Korpers benutzen. 

Die Reduktion des Salpeters ist sehr vielen Bakterien mog­
lieh. Meistens fiihren sie diese bis zur Nitritstufe, manche 
nehmen aus dem Salpetersauremolekiil aber den ganzen Sauer­
stoff heraus und setzen den Stickstoff in Freiheit. Zum Nach­
WeiS dieser Reduktion stellt man 300 cem naeh folgendem Re­
zept her: 

2 g NaN03 

2" MgS04 
2" K2HP04 

0,2" CaCl2 

5 " Zitronensaure mit Soda neutralisieren 
1000 ccm Wasser. 

Je 10 ecm diesel' Losung werden in 20 Reagenzglaser ge­
fiillt, 100 cem der Losung mit 10% Gelatine versetzt, und dieses 
Gemisch ebenfalls zu je 10 ccm in Reagenzglaser gefiillt. Dabei 
wird die Gelatine in Wasser eingeweicht, ausgedriickt und in 
der angegebenen Nahrlosung im Wasserbad geschmolzen. Dann 
versetzt man eins der die Nahrlosung enthaltenden Rohrehen 
ohne Gelatine mit etwas Ackererde und eins mit ein wenig 
Pferdemist. N ach wenigen Tagen priift man die geimpften Nahr­
losungen mit dem im vorigen Abschnitt genannten Tromms­
dorfschen Reagenz auf Nitrit und wird sehr bald positive Reak­
tionen erhalten zum Zeichen, daB die Reduktion des Salpeters 
begonnen hat. Weiterhin entstehen Gasblasen in der Fliissigkeit, 
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weil darin enthaltene Bakterien das Salpetel'sauremolekiil voll­
kommen l'eduziert haben und Stickstoff in Freiheit set zen. 
AuBerdem entsteht aus del' Zitronensaure, welche als Energie­
queUe fiir die fraglichen Bakterien del' Nahrlosung zugesetzt 
war, Kohlensaure. Da die Salpetersaure als N atriumsalz zu­
gesetzt ist, wird bei del' Zerstorung del' Salpetersaure eine Base 
frei, die sich mit del' entstehenden Kohlensaure verbindet. Dieses 
Karbonat macht die Reaktion del' Fliissigkeit alkalisch, was mit 
Hilfe von Lakmuspapier zu verfolgen ist. Infolge dieser alka­
lischen Reaktion del' Fliissigkeit scheiden sich nadelfol'mige Kri­
staUe von saurem Magnesiumphosphat (MgHP04 + 3 H20)l) in 
Biischeln aus. N ach einigen Tagen priift man die erwahnten 
schaumenden Kulturen wiederum auf Nitrit und mit Diphenyl­
amin auf Nitrat. Man wird dann finden, daB sowohl das Nitrit 
wie das Nitrat vollkommen verschwunden sind. Es war also zu­
erst als Durchgangsstadium del' Reaktion Nitrit aufgetreten und 
dieses dann weiter vollkommen reduziert worden, bis der ganze 
vorhandene Sal peter verbraucht ist. Als Anzeichen fiir den Gang 
des Prozesses hat man also zur Verfiigung: 1. das Auftreten 
von Nitrit, und 2. das Verschwinden von Nitrat, 3. das Vel'­
schwinden des Nitl'its, 4. die alkalische Reaktion del' Fliissigkeit, 
5. die Kristallbildung. Es kommt nun weiter darauf an, aus 
diesel' Rohkultur die beteiligten Bakterien in Reinkultur zu ge­
winnen. Man benutzt dazu in der gewohnlichen Weise die mit 
Gelatine versetzte Nahrlosung, deren Herstellung oben beschrieben 
wurde. Urn aus diesen Reinkulturen unbeteiligte luftbediirftige 
Bakterien moglichst auszuschlieBen, ist es gut, die beschriebenen 
Rohkulturen in Rohrchen mit etwas fliissigem Paraffin zu be­
decken. Von den Reinkulturplatten, auf denen oft auch schone 
Kristalle von S. Magnesiumphosphat als N adelbiischel auftreten, 
impft man dann eine groBere Anzahl Rohrchen, die mit del' 
beschriebenen Nahrlosung gefiillt sind und wird dann finden, 
daB die meisten der isolierten Bakterienformen die Reduktion 
des Nitrats bloB bis zum Nitrit fiihren. Einige Rohrchen werden 
aber Schaumbildung zeigen, und in dies en hat man dann For­
men vor sich, die die Reduktion bis zur Entbindung freien 
Stickstoffs fiihren. Aus solchen nimmt man mit del' Platinnadel 
etwas Material und sticht dieses in der Richtung del' Langsachse 
in ein Rohrchen, welches mit der Nahrlosung unter Gelatinezusatz 
gefiillt wurde, ein. Dann kann man von dem Stich aus, in 
dessen Verlauf sich die Bakterien in den nachsten Tagen ent-

1) Hutchinson, Zbl. f. Bakt. II., Bd. 16,326. 
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wickeln, sehr schon die Gasblasenbildung verfolgen, weil das 
entstehende Gas aus der Gelatine nicht entweichen kann, sondern 
in Form von linsenformigen Gebilden in dieser stecken bleibt. 
Mit solchen gasbildenden Bakterien kann man dann noch einige 
weitere Reduktionsversuche machen. Zu diesem Zweck nimmt 
man Reinkulturen der Bakterien, welche die Salpetersaure bis 
zu freiem Stickstoff reduzieren und setzt pro Rohrchen, ent­
haltend 10 ccm der beschriebenen nitrathaltigen Nahrlosung, 
fUnf Tropfen einer 1 %0 Losung von N atriumselenit oder Natrium­
tellurit. Sehr bald tritt dann Reduktion der zugesetzten Salze 
auf, und es scheidet sich in den betreffenden Kulturen rotes 
Selen oder schwarzes Tellur aus. Die Tellurreduktion laBt et­
was langer auf sich warten wegen der Giftwirkung des Tellurs. 
In den Selenkulturen bemerkt man gleichzeitig einen charakteri­
stischen iiblen Geruch infolge Bildung von Selenwasserstoff. In 
diesen beiden Fallen handelt es sich ebenso wie bei der Reduk­
tion des Nitrats um Entnahme von Sauerstoff aus dem Molekiil. 
Um zu zeigen, daB die betreffenden Bakterien auch die andere 
Form der Reduktion, namlich die Anlagerung von Wasserstoff 
(Hydrierung) ausfUhren konnen, fUgt man zu weiteren Rohrchen 
der genannten Reinkulturen eine Spur Methylenblau und be­
deckt die Fliissigkeit mit etwas fliissigem Paraffin. Man be­
merkt bald, daB die vorhandenen Bakterien dies en Farbstoff 
entfarben, was auf einer Anlagerung von Wasserstoff an das 
Methylenblaumolekiil beruht. 

In dem beschriebenen Versuch wird die Nitratreduktion 
ausgefUhrt auf Kosten der Energie, welche die zugesetzte Zitronen­
saure liefert. In gleicher Weise kann man im Ackerboden das 
Verschwinden von Nitrat zeigen, wenn man eine geeignete 
Energiequelle fUr die im Ackerboden vorhandenen Bakterien 
hinzusetzt. Solche Versuche 1) lassen sich Z. B. in der Form aus­
fiihren, daB man 1 kg Ackererde mit 5 g Rohrzucker oder 
Dextrose und 4 g Natriumnitrat versetzt. Ein zweiter Versuch 
wird mit derselben Nitratmenge versetzt, aber ohne Zucker­
zusatz, ein dritter Versuch ohne Zucker- und ohne Nitratzusatz 
aufgestellt. Die Erdproben werden am besten in hoher Schicht 
in Glasflaschen und vor Licht geschiitzt aufbewahrt, bis eine 
herausgenommene Probe nach dem Auslaugen mit Wasser keine 
Zuckerreaktion mit Fehlingscher Losung mehr gibt. Dann wer­
den aIle 3 Versuche in derselben Weise, wie es eben im vorher­
gehenden Abschnitt beschrieben ist, quantitativ auf Nitrat unter-

1) Koch u. Pettit, Zbl. f. Bakt. II., Bd.26. 
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sucht. Man wird dann finden, daB Versuch 1 vollkommen nitrat­
frei geworden is!;, weil die in dem Boden vorhandenen Salpeter 
zersetzenden Bakterien die Salpetersaure mit Hilfe der aus dem 
Zucker stammen den Energie vollkommen reduziert haben. AuBer­
dem haben Bakterien in dem Boden sich auf Kosten des Zucker­
zusatzes vermehrt und einen Teil des Nitratstickstoffes zum 
Aufbau ihrer neu entstehenden Zellen verwendet. Die Reduktion 
des Salpeters verlauft urn so vollstandiger, je weniger Luft den 
Bakterien in dem Versuchsboden zur VerfUgung steht. Dies 
erreicht man dadurch, daB man den Versuchsboden auf 30 % 
Feuchtigkeit halt. Versuch 2 zeigt die zugesetzte Menge Nitrat 
auch am SchluB des Versuchs noch, weil es an Zucker zur 
Bakterienvermehrung, beziehungsweise zur Nitratreduktion fehlte. 
Vielleicht beobachtet man in dies em Versuch 2 einen klein en 
Nitratzuwachs durch Neubildung von Nitrat aus den Boden­
bestandteilen, welche Neubildung in Versuch 3 ebenfalls hervor­
tritt, wenn man den Versuchsboden am Anfang des Versuchs 
auf Nitrat untersucht hatte und nun diese Bestimmung in Vel'­
such 3 wiederholt. Fiir die Verhaltnisse auf dem Acker kommen 
als Energiequelle fiir die Nitratreduktion und als Nahrstoffquelle 
fiir die Bakterienvermehrung in erster Linie langsam sich zer­
setzende Stoffe, wie z. B. Zellulose, in Betracht. Diese Zellulose 
wird bei geeigneter Temperatur geniigend schnell in Losung 
gebracht, urn den Vel'brauch der klein en Mengen Salpeter, die 
im natiirlichen Ackerboden vorhanden sind, zu ermoglichen, und 
so kommt es, daB mit Zellulose gediingter Ackerboden Jahre 
lang vollkommen nitratfrei bleibt, bis die zugesetzte Zellulose 
vollkommen verschwunden ist. Sat man wahrend dieser Zeit 
Pflanzen in den Versuchsboden, so bleiben diese ganz klein, und 
man kann auf diese Weise die Notwendigkeit del' Nitratgegen­
wart fUr die Pflanzenernahl'ung demonstrieren. Die Zellulose 
setzt man am besten in Form von Filtrierpapier zu, aus welchem 
man mit der Schere 2 cm breite Streifchen geschnitten hat. 
Fiihrt man diese Versuche weiter, nachdem die Zellulose voll­
kommen zersetzt war, so bemerkt man eine auffallend bessere 
Entwicklung del' eingesaten Pflanzen gegeniiber den Parallel­
versuchen, die wahrend der ganzen Zeit ohne Zellulosezusatz 
gehalten wurden. Dieses Emporschnellen der Ernte nach Ver­
brauch der Zellulose beruht darauf, daB ein groBer Teil des 
Nitrats zum Aufbau neuer Bakterienzellen verwendet wurde, die 
sich auf Kosten der zugesetzten Zellulose und deren Losungs­
produkte vermehrten. Wenn nun nach Verbrauch der Zellulose 
diese als Nahrstoff fiir die Bakterienvermehrung wegfallt, stil'bt 
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ein groBer Teil del' vermehrten Bakterien ab, und del' in ihnen 
festgelegte Nitratstickstoff £alIt dem FaulnisprozeB anheim und 
erseheint sehlieBlieh als Nitratstiekstoff wieder im Boden. Dies 
Auftreten von vermehrtem Nitratstickstoff ist del' Grund del' 
besehriebenen Mehrernte. 

32. Harnstoff~Hydrolyse. 
100 cem Hefewasser oder Bouillon werden mit 2 % Harnstoff 

versetzt. 50 eem dieser Li:isung werden in 5 Reagenzri:ihrehen 
gefiillt, die andere Halfte mit 10% Gelatine versetzt und eben­
falls in 5 Ri:ihrehen gefiillt. An Stelle der erwahnten Losung 
kann man aueh Harn verwenden. Von den so bereiteten Ri:ihrchen 
ohne Gelatinezusatz wird eines mit einer Spur Jauche oder 
Pferdemist und eins mit einer kleinen Menge Aekererde geimpft. 
Die iibrigen Ri:ihrchen und aueh die mit Gelatine versetzten 
werden wie iiblich sterilisiert. Naeh wenigen Tagen bemerkt 
man dann in den geimpften Ri:ihrehen das Auftreten alkalischer 
Reaktion, wenn man ein Tri:ipfehen der Fliissigkeit auf rotes 
Lackmuspapier setzt. Gleiehzeitig erkennt man mit N esslers 
Reagenz das Auftreten von Ammoniak. Dann steUt man mit 
Hilfe der Gelatine-Ri:ihrehen Reinkulturen aus einer del' beiden 
geimpften Vorkulturen her. Auf den Reinkulturplatten wachs en 
verschiedenartige Kolonien, und die Platte beginnt sehr bald stark 
naeh Ammoniak zu rieehen, weil durch Hydrolyse des Harnstoffs 
kohlensaures Ammoniak durch Bakterienwirkung entsteht. 

CO(NH2)2 + 2H20 = (NH4h COa. 

Dureh die Ammoniakentwieklung wird die Gelatine stark 
alkalisch und dadureh wird die Ausscheidung von Kl'istallen 
bedingt, die oft die Form eines Daehes oder die eines Stab­
chens mit zwei kugelig verdickten Enden besitzen und aus 
Karbonaten und Phosphaten des Kalciums bestehen. Infolge­
des sen treten die Kristalle oft in Sehwarmen in der Umgebung 
der ammoniakbildenden Kolonien auf, und man kann dem­
entspreehend an del' Kristallbildung erkennen, welche Kolonien 
die der Harnstoff hydrolysierenden Bakterien sind und von 
diesen dann Reinkulturen entnehmen. Oft ist aber aueh bei 
starker Ammoniakentwicklung die ganze Platte mit Kristallen 
iibersat. Die auf diese Weise gewonnenen Reinkulturen werden 
titrimetrisch mit 1/10 n. Sehwefelsaure auf die Starke ihrer Ammo­
niakbildung gepriift, wobei man abel' immer mit NHa-Verlusten 
dureh Verdunsttmg zu rechnen hat. Manehe Formen vertragen 
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bis zu 13 % kohlensaures Ammoniak, also eine ganz auffallend 
hohe alkalische Reaktion. Unter den Harnstoffbakterien findet 
man Vertreter del' verschiedensten morphologischen Gruppen. Am 
meisten Harnstoff hydrolysieren Stabchenformen. Man findet 
diese durch Impfung von Nahrlosungen, die bis 10 % Harnstoff 
enthalten. 

Die beschriebene Harnstoff-Hydrolyse kommt durch die Wir­
kung eines von den Bakterien gebildeten Enzyms, der Urea8e, 
zustande. Diese Urease kann man umgekehrt nach Muskulus 
benutzen, um Harnstoff nachzuweisen. Zu diesem Zweck filtriert 
man unter Anlehnung an die Vorschrift VDn Muskulus, welche 
sich auf ammoniakalischen Harn bezieht, eine Kultur, in welcher 
kraftige Harnstoff-Hydrolyse durch Bakterien eingetreten ist nach 
Zusatz von Kochsalz bis zur Sattigung 1) durch Papier, waseht 
aus und trocknet das Filter bei 35 - 40°, farbt es dann mit 
Curcuma, trocknet wieder und bewahrt es dann in verschlossenen 
GefaBen auf. Befeuchtet man ein solches Papier dann mit einer 
auf Harnstoffgegenwart zu priifenden Fliissigkeit, so bildet die 
auf dem Papier haften gebliebene Urease kohlensaures Ammoniak, 
wenn Harnstoff gegenwartig ist, und infolgedessen farbt sich 
das Papier bald braun 2). Die Harnstoffkonzentration in der 
Lasung muB dabei unter 10% bleiben. In neuerer Zeit hat 
man gefunden, daB auch manche Leguminosensamen, besonders 
Soja und diejenigen von Cytisus laburnum (Goldregen) und Robinia 
pseudacacia Urease enthalten. Setzt man solche Samen pulverisiert 
zu Harnstofflasung zu und fiigt etwas Toluol oder Thymol zu, 
um Bakterienentwicklung auszuschlieBen, so wirkt die in den 
Samen enthaltene Urease auf den Harnstoff ein und bildet daraus 
kohlensaures Ammoniak. Dieses Verfahren benutzt man zur 
Mikroanalyse auf Harnstoff in Blut und dergleichen. Zur Bestim­
mung des gebildeten kohlensauren Ammoniaks titriert man die 
Lasung direkt mit l/lO Normalsaure, oder besser treibt man das 
Ammoniak durch einen ammoniakfreien Luftstrom in vorgelegte 
titrierte Saure iiber, die dann zuriicktitriert wird. 

33. Stickstoffbindung durch freilebende Bakterien. 
Die Assimilation chemisch ungebundenen Stickstoffs, wie er 

z. B. in del' atmospharischen Luft enthalten ist, wird bewirkt, 

1) Jacoby, Biochem. Ztschr., Bd. 74, S.114. 
2) Ber. der deutschen chern. Ges. 1874, S. 124. Arch. f. Physiol. 

Bd. 12, S. 214. 
K 0 c h, Praktikum. 4 
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a) durch Bakterien, die frei im Boden leben, b) durch solche, 
die in Knollchen an den Wurzeln der Leguminosen vorkommen. 
El'stere kann man aus dem Boden herauskultivieren, wenn man 
eine Losung enthaltend 2 g Mannit und 0,02 g Dikaliumphosphat 
auf 100 ccm Leitungswasser in Hacher Schicht in Kolben fullt 
und mit einigen Gramm Ackererde impft. Die Erde nimmt 
man am besten aus einem gut bearbeiteten Feld in etwa 1/2 m 
Tiefe. Nach einiger Zeit bildet sich dann auf der Flussigkeit 
eine dicke, wei Be, rahmartige Raut, die an den Stellen, wo 
sie an der Wand des GlasgefaBes etwas eintrocknet, nach einiger 
Zeit kaffebraune Farbung annimmt. Man bemerkt unter dem 
Mikroskop, daB die Kahmhaut zum groBen Teil aus dicken, kurzen 
Stabchen besteht oder aus ungefahr kugeligen Kokken, gelegentlich 
kommen auch Sarcinaformen vor. Die beschriebene, durch ihre 
GroBe sofort auffallende Bakterienform ist weiter dadurch charak­
terisiert, daB sie sich mit wassriger JodlOsung schon goldbraun 
farbt. Sie ist von Beijerinck 1) als Azotobacter chroococcum 
beschrieben worden. Sie stellt diejenige Bakterienform dar, die 
bei weitem am kriiftigsten freien Stickstoff assimiliert. Nicht 
jeder Ackerboden enthalt Azotobacter. 1st er in zu geringer 
Menge in der Erde vorhanden, so halt man diese, um Azotobacter 
anzureichern, mlch Zusatz von 2 % Rohrzucker 8 Tage bei Zimmer­
temperatur feucht und impft dann erst die MannitlOsung. In den 
beschriebenen Kahmhauten von Azotobacter bemerkt man oft 
Nester von spindelformigen Zellen, die sich mit J od blauviolett 
farben und uns die aus einer fruheren Ubung bereits bekannte 
Bakterienform Bacillus amylobacter darstellen. Diese Form bindet 
ebenfalls freien Stickstoff, und so hat man in den beschriebenen 
Kahmhauten die beiden wichtigsten stickstoffbindenden Bak­
terienformen yor sich und durch die Differenzialfarbung mit 
Jod charakterisiert. Will man Azotobacter in Reinkultur ge­
winnen, so fiigt man zu der oben beschriebenen MannitlOsung 2 % 
Agar, fullt dieses Gemisch in Reagenzglaser und stellt mit dessen 
Hilfe Reinkulturen her. Einen Teil der Agarrohrchen hat man 
schrager Oberflache erstarren lassen, und auf diese impft man 
dann von den auf den Agarplatten erwachsenden Azotobacter­
Kolonien abo Zu diesem Zweck sucht man sich zunachst durch 
Impfen in Wasserhangetropfchen und mikroskopische Prufung 
Kolonien aus:: die nur aus Azotobacter bestehen und keinerlei 
andere Bakterienformen beigemischt enthalten. Von diesen Kolo­
nien impft man dann auf die beschriebenen sterilisierten und 

1) Zbl. f Bakt., Abt.2, Bd. 7, S.568. 
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schrag erstarrten Agarrohrchen abo Bald wird dann auf der 
Agaroberfiache ein weiBlicher trberzug erwachsen. Dann priift 
man die verschiedenen, so hergestellten Agarrohrchen mikro­
skopisch nochmals auf Reinheit und scheidet diejenigen aus, in 
denen die Azotobakter-Kulturen beigemengte fremde Formen 
enthalten. Die so erhaltenen Reinkulturen benutzt man dann 
zur Impfung von groBeren Kulturen, hergestellt mit Mannitlosung 
oder solche, in denen man den Mannit durch Dextrose ersetzt 
hat und bestimmt dann, nachdem die reine Kahmhaut von Azoto­
bakter sich entwickelt hat, den durch die Reinkultur assimilierten 
Luftstickstoff nach Kjeldahl. Hat man auf diese Weise in der 
benutzten Ackererde das Vorkommen von Azotobacter nach­
gewiesen, so kann man auch die Fahigkeit solcher Erde zur 
Luftstickstoffbindung direkt zeigen. Man muB zu dies em Zweck 
nur die Erde mit Zucker diingen, welchen die Azotobakter als 
Energiequelle fiir die Luftstickstoffbindung brauchen. Zu diesem 
Zweck werden zwei Porzellanteller mit je 500 g naturfeuchter 
Ackererde, in welcher Azotobacter nachgewiesen worden ist, be­
schickt, und der eine davon mit 10 g Rohrzucker, gelost in 
100 ccm Wasser, der anderenur mit 100 ccm Wasser begossen. 
Beide Teller werden dann bei etwa 30° 14 Tage aufbewahrt 
und wahrend dieser Zeit feucht gehalten und gelegentlich durch 
Umstechen gemischt. Dann wird aus dem mit Zucker ge­
diingten Teller eine kleine Probe Erde herausgenommen, mit 
Wasser extrahiert und auf Zucker gepriift. Sobald del' Zucker 
verschwunden ist, wird eine Gesamtstickstoff-Bestimmung in der 
Erde ausgefiihrt. Zu dem Zweck stellt man die Teller zunachst zum 
Trocknen hin, mischt die Erde jedes Tellers durch Feinmahlen 
in del' Reibschale usw. griindlich durch, wiegt von jeder der 
beiden Erden in 6 Kjeldahl-Kolben von 800 ccm Inhalt je 25 g 
ab und bringt in jeden Kjeldahl-Kolben auf die Erde 25 ccm 
Phenolschwefelsaure und laBt eine Stun de stehen. Dann werden 
2-3 g Zinkstaub hinzugefiigt und wiederum 2 Stunden unbe­
riihrt stehen gelassen. Dann setzt man einen Tropfen Queck­
silber hinzu oder ein Stiickchen diinnen Kupferdraht oder etwas 
Kupfersulfat. Weiter fiigt man 50 ccm Phosphorschwefelsaure 
hinzu und beginnt das Gemisch langsam zu erhitzen, welches 
dann so lange fortgesetzt wird, bis der Inhalt des Kolbens ganz 
weiB geworden ist Del' in dem Boden vorhandene Stickstoff 
ist dann vollkommen in Ammoniak iibergefiihrt, welcher nun 
bestimmt werden muE. Zu diesem Zweck setzt man 300 ccm 
schwefelkaliumhaltiger Natronlauge hinzu und destilliert das 
Ammoniak in 1/10 n. Schwefelsaure iiber. Die iiberschiissige Saure 

4* 
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wird mit Barrytwasser zuriicktitriert. Bei Anwendung von 
Methylrot als Indikator empfiehlt es sich, vor dem Titrieren 
die geloste Kohlensaure durch Aufkochen zu vertreiben. Wegen 
der Inhomogenitat des Bodens ist griindlichste Mischung des 
Materials bei solchen Versuchen notwendig und auBerdem die 
Anstellung von 6 ParaUelbestimmungen. Trotzdem schwanken 
die Resultate bei den einzelnen Versuchen um 2 - 3 mg Stick­
stoff pro 100 g trockenen Boden. Man wird bei sol chen Ver­
suchen finden, daG der mit Zucker gediingte Teller gegeniiber 
dem Kontrollteller ohne Zucker an Stickstoff zugenommen hat, 
und wenn der Versuch gut gelungen ist, betragt dieser Stick­
stoffzuwachs, der auf Assimilation von freiem Luftstickstoff durch 
Azotobacter zuriickzufiihren ist, pro Gramm verbrauchten Zuckers 
10 mg N. In derselben Weise kann man auch Diingungen von 
groBeren Mengen Ackerboden mit Zucker ausfiihren und dann 
in solchem Boden die erfolgte Assimilation des Stickstoffs der 
Luft durch Pflanzenkulturen nachweisen. Man wird finden, daG 
zunachst eine Stickstoffanreicherung des Bodens infolge der 
Zuckerdiingung eintritt, wie dies bei den eben erwahnten Teller­
versuchen beschrieben wurde, und dann der mit Zucker gediingte 
Boden einen hoheren Gehalt an Nitrat zeigt, als nicht mit 
Zucker gediingter Vergleichsboden, weil durch Faulnis der Azoto­
bacterzellen, die infolge der Zuckerdiingung sich vermehrt hatten 
und die ihr KorpereiweiG mit Hilfe des Luftstickstoffes aufgebaut 
hatten, Ammoniak und dann Nitrat im Boden entstand. Infolge­
dessen entwickeln sich die eingesaten Pflanzen in dem mit Zucker 
gediingten Boden erheblich besser, als in dem Vergleichsboden. 
Notwendig ist bei solchen Versuchen nur, daG man die mit 
Zucker gediingten Boden bei etwa 20 - 25 0 halt, und daB man 
einige Monate verstreichen laBt, bis man nach der Zuckerdiingung 
Pflanzen einsat. 

Will man die andere wichtige Stickstoff assimilierende Bak­
terienform, die im Boden vorzukommen pflegt, B. Amylobacter 
= Clostridium Pastorianum, kultivieren, so verwendet man nach 
Winogradskyl) auf das Liter ammoniakfreies destilliertesWasser 
20 g Dextrose, 1 g Kaliumphosphat, 0,2 g Magnesiumsulfat und je 
sehr geringe Mengen NaCI, FeS04, MnS04 und frisch gewaschene 
Kreide im UberschuB zur Bindung der entstehenden Buttersaure. 
Die Morphologie und Reinkultur dieser Formen wurde oben schon 
beschrieben (Nr. 15 u. 17). 

1) Zhl. f. Bakt., Aht. II, Bd. 9, S. 49. 



Knollchen der Leguminosen. 53 

34. KlloIlchell der I,eguminosen. 
Die in Symbiose mit Leguminosen Stickstoff assimilierenden 

Bakterien leben in Knollchen, die an den Wurzeln der Legu­
minosen ausgebildet werden. Um Insertion und Bau dieser 
Knollchen zu verstehen, macht man zunachst Querschnitte durch 
eine junge Wurzel einer Erbse an einer Stelle, wo kein Knollchen 
sichtbar ist. Zu diesem Zweck legt man die Wurzel zwischen 
zwei Holundermarkstiicke, faBt das Ganze mit der linken Hand 
und schneidet mit dem scharfen Rasiermesser Querschnitte der 
Wurzel, legt diese in einem Tropfen Wasser unter das Deckglas 
und studiert den Bau des Querschnitts mit mittlerer VergroBerung. 
Man bemerkt dann im Zentrum des Wurzelquerschnitts das 
GefaBbiindelsystem der Wurzel in Form von radial gestellten 
Reihen von dickwandigen Ringen, den Querschnitten der GefaBe. 
Zwischen diesen GefaBplatten liegen dann die zartwandigen und 
kleinzelligen Siebteile. Das ganze GefaBbiindelsystem ist von 
einer Schutzscheide umgeben, d. h. einer ringformigen, einschich­
tigen Zellage, deren Zellwande auf der Seite nach dem Mittelpunkt 
der Wurzel hin verdickt sind. Nun wahlt man ein Wurzelstiick 
von einer Erbse, welches Knollchen tragt und legt dieses eben­
falls wieder in Holundermark und macht nun mit dem Rasier­
messer Schnitte, welche das Knollchen langs und die tragende 
Wurzel quer treffen. Dann legt man die Schnitte in einen 
Tropfen Chloralhydratlosung (5 zu 2 Teilen Wasser), das bekannte 
Aufhellungsmittel, urn den Schnitt durchsichtig zu machen. Man 
bemerkt dann, daB das Knollchen mit seiner Basis aufsitzt auf 
dem eben beschriebenen GefaBbiindelzylinder der Wurzel, also 
auf der Schutzscheide, und die Wurzelrinde durchbricht. 1m 
Inneren des Knollchens sieht man ein Gewebe mit triibem Inhalt, 
in welchem viele feine Korperchen sichtbar sind, das ist das 
sogenannte Bakteroidengewebe, in dem die Stickstoff assimi­
lie rend en Bakterien enthalten sind. Dieses Bakteroidengewebe 
ist von einer mehrschichtigen Rinde umgeben, deren Zellen durch 
wasserhellen, klaren Inhalt ausgezeichnet sind. Die Zellen ganz 
an der Oberflache der Rinde haben diinne Wande, die aber 
scharf gezeichnet erscheinen und sich in Schwefelsaure nicht 
losen, sie sind verkorkt. In der beschriebenen Rinde des Knoll­
chens verlaufen, von dem GefaBbiindelsystem der Wurzel aus­
strahlend, zarte GefaBbiindel, bestehend aus spiralig verdickten 
Trachelden, die die Zu- und Ableitung der Nahrstoffe zum Bak­
teroidengewebe besorgen. Die Zellen des Bakteroidengewebes 
zeigen einen wandstandigen triiben Inhalt. 1st die Aufhellung 
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weit genug vorgeschritten, bemerkt man in manchen Zellen 
hyalin aussehende Schleimstrange, die Verzweigungen des Infek­
tionsfadens, durch welchen urspriinglich die Stickstoff assimilierenden 
Bakterien aus dem Boden in die Leguminosenwurz(llhaare ein­
wanderten. Diese Schleimstrange sit zen der Zellwand mit ver­
breiterter Basis auf, dergestalt, daB diese Verbreiterungen in zwei 
benachbarten Zellen korrespondieren. Nach dem Innern der 
Zellen zu ist der Schleimstrang dann spitz ausgezogen, auBerdem 
bemerkt man manchmal eine blasenformige Auftreibung. Alle 
diese Untersuchungen des Knollchens werden zunachst mit 
schwacher oder hochstens mittlerer VergroBerung ausgefiihrt, 
um die Ubersicht iiber den Bau des Knollchens zu erleichtern. 
Will man die Stickstoff assimilierenden Bakterien aus dem Knoll­
chen untersuchen, so zerdriickt man am besten ein Knollchen 
von einer frischen Leguminosenwurzel in einem Tropfchen Wasser, 
untersucht mit starker VergroBerung diese triibe Fliissigkeit und 
bemerkt dann zahlreiche Bakterien, aber von der gewohnlichen 
Stabchenform der Bakterien abweichende H formige, birnenfOrmige 
und dergl. Formen, die sogenannten Bakteroiden. 

Will man die Entstehung der Knollchen verfolgen, so sat 
man Erbsen in Acker- oder Gartenboden in Topfe und liiBt den 
oberirdischen Teil der Pflanze ungefahr 20 cm hoch werden, 
stiilpt dann den Topf um und wascht die W urzeln vorsichtig 
in flieBendem Wasser aus. Man wird dann an der Hauptwurzel 
der Erbse in ihrem alteren Teil zahlreiche wohlausgebildete 
Knollchen bemerken und zerlegt dann den Teil der Wurzel, 
der zwischen dem letzten deutlich sichtbaren Knollchen und 
der Spitze der Wurzel liegt, in der eben beschriebenen Weise 
mit dem Rasiermesser in feine Querschnitte, hellt diese wiederum 
mit Chloralhydrat auf und untersucht mit mittlerer VergroBerung. 
Man bemerkt dann junge Knollchen, die auf der Schutzscheide 
entstanden sind, aber die Wurzelrinde noch nicht nach auBen 
durchbrochen haben, als Gruppen von Zellen mit dichtem Inhalt. 
In dem Wurzelrindenteil, der iiber diesen Knollchenanlagen liegt 
und noch nicht durchbrochen wurde, findet man dann manch­
mal einen oder mehrere hellglanzende Schleimstrange, die die 
Wurzelrindenzellen in gleichmaBiger Dicke durchqueren und in 
die Knollchenanlage einmiinden. Geht man nun zu immer 
jiingeren Kni:illchenanlagen, die weiter nach der Spitze zu liegen, 
iiber, so wird man in giinstigen Praparaten auch einmal eine 
Stelle finden, wo diese Schleimstrange bis in ein Wurzelhaar, 
welches der Wurzelrinde aufsitzt, zu verfolgen sind und anderer­
seits in mehreren Verzweigungen die Wurzelrinde durchbohren, 
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bis sie sehlieBlieh in deren tiefsten Sehiehten dieht vor der 
Endodermis oder Sehutzseheide enden. Diese Sehleimstrange 
sind R6hrehen mit einer Wand aus Zellulose, in denen die 
Stickstoff assimilierenden Kn6llchenbakterien aus dem Boden bis 
in die der Schutzscheide benaehbarten Wurzelrindenzellen geleitet 
werden. Dann treten sie aus diesem Rohr in die besehriebenen 
Rindenzellen liber und veranlassen diese, sich reichlieh mit Plasma 
zu fUllen, und erneut in Teilung einzutreten. Diese Zellen­
neubildung ist der Anfang der Kn611chenbildung. 

Will man die Abhangigkeit der Knollehenbildung von der 
Bakterieneinwanderung aus dem Boden zeigen, so sat man sterili­
sierte Erbsen in sterilisierten bakterienfreien Boden aus. Zu 
diesem Zweek sterilisiert man Boden in Blumentopfen in stromen­
den Dampf, den man so lange einwirken HiBt, bis aueh die 
Mitte der Blumentopfeflillung nahezu 100° erreieht hat, was 
mit Hilfe eines eingesteckten Maximalthermometers festgestellt 
wird. Dazu ist je naeh dem Durehmesser des Blumentopfs ver­
sehieden l.ange, abel' jedenfalls mehrstlindige Einwirkung von 
stromendem Dampf notwendig. Zum Schutz gegen neue In­
fektion wird del' Boden dabei mit einer Wattesehieht bedeckt. 
Dann lal3t man den Boden abkuhlen und legt nun die sterili­
sierten Erbsen aus. Man taucht diese in 50 % igen Alkohol, 
urn sie oberflachlieh zu sterilisieren und entfernt die letzten 
Reste von Alkohol von den mit einer sterilisierten Pinzette 
aus dem Alkohol genommenen Erbsen durch Abbrennen. Dann 
maeht man in die Wattebedeekung auf den sterilisierten Blumen­
topfen mit einem sterilisierten Werkzeug eine Anzahl von Off­
nungen und fUhrt dureh diese in den sterilisierten Boden je 
eine sterilisierte Erbse mit del' Pinzette ein, halt die Kulturen 
dann bei hoher Zimmertemperatur und giel3t sie gelegentlich 
mit sterilem Wasser unter Aufhebung del' Wattebedeckung. 
N aeh einiger Zeit werden die Erbsen keimen, den Stengel laBt 
man dann dureh eine Offnung in del' Wattebedeckung hin­
durchwachsen, Sobald die Stengel dann wieder etwa 20 em 
hoeh geworden sind, stiilpt man den Topf um, waseht die Wurzeln 
in flieBendem Wasser und wird dann Abwesenheit von Knoll­
chen an den Wurzeln infolge des Mangels von Knollehenbak­
terien in dem sterilisierten Boden bemerken. Derartige steril 
el'zogene knollchenfreie Erbsen kann man andererseits mit 
Knollehenbakterien in Reinkulturen impfen und damit Knollchen­
bildung konstatieren. Fur dies en Zweck und zur Impfung del' 
Leguminosen im groBen sind Knollchenbakterienreinkulturen im 
Handel und zu beziehen entweder unter dem N amen Azotogen 
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von Humann & Teisler in Dohna, Bezirk Dresden, oder unter 
dem Namen Nitragin von den Agrikulturwerken Dr. Kiihn in 
Grunewald bei Berlin. 

Man kann auch selbst Bakterien in Reinkultur gewinnen. 
Man sterilisiert zu dem Zweck ein Knollchen auBerlich mit 
50 % igem Alkohol, spiilt es mit sterilem Wasser ab, legt es auf 
eine Glasplatte, die man durch Durchziehen durch die Flamme 
sterilisiert hat, schneidet es mit sterilisiertem Messer auf und 
taucht in das Innere des Knollchens eine sterilisierte Platin­
nadel ein. Mit dieser Nadel impft man dann einen passenden 
Nahrboden und gieBt in gewohnlicher Weise Platten zum Zweck 
der Reinkultur. Die Rezepte fUr die zu verwendenden Nahr­
boden sind im Anhang angegeben. Mit den so gewonnenen 
Reinkulturen oder mit Nitragin oder Azotogen impft man dann 
Wurzeln von Keimpflanzen, die man in der oben beschriebenen 
Weise steril erzogen hat. Es ist ratsam, dazu immer dieselbe 
Leguminosenart zu nehmen, aus der die zu priifenden Rein­
kulturen stammen. Die zu verwendenden Wurzeln zieht man 
in der oben beschriebenen Weise aus sterilisiertem Samen in 
sterilisiertem Boden, laBt sie 5 em lang werden und taucht sie 
dann in eine Aufschwemmung der zu priifenden Reinkultur in 
sterilem Wasser ein, dann pflanzt man die Keimpflanzen vor­
sichtig in einen Blumentopf in sterilisierter Erde und laBt sie 
wachsen. Wenn die Stengel ungefahr 10 -15 em .l}.och geworden 
sind, kehrt man den Topf um und wascht die Wurzeln von 
Erde sauber und wird dann den geimpften Wurzelbezirk dicht 
mit Knollchen besetzt finden, wenn die verwendeten Reinkul­
turen solche von Knollchenbakterien waren. Auf diese Weise 
muB man die selbst rein kultivierten Bakterien stets darauf 
priifen, ob es Knollehenbakterien sind. Die Aufbewahrung der 
gepriiften Reinkulturen geschieht am besten in steriler Erde. 
Natiirlich muB man die besehriebenen sterilen Leguminosen­
kulturen, die man mit Knollchenbakterienreinkulturen geimpft 
hat, mit sterilem Wasser gieBen. Den Nachweis, daB die Knoll­
chen auf Bakterieninfektion zuriickzufiihren sind, kann man 
ohne Sterilisation des Bodens und der Samen bequemer in der 
Weise fiihren, daB man Samen der japanisehen Sojabohne in 
unsterilisiertem Boden aussat. Diese Pflanze bekommt in un­
serem Boden von selbst gewohnlich keine Knollchen. Impft 
man aber in der beschrieben Weise junge Keimwurzeln der 
Sojabohne mit Reinkulturen der Sojaknollchenbakterien, die 
man von einer der genannten Firmen bezogen hat, so bildet 
die Sojabohne stattliche Knollchen, und man kann auf diese 
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Weise 8ehr einfach beweisen, daB zur Ausbildung der Knoll­
chen Gegenwart bestimmter Bakterien notwendig ist. 

Urn zu beweisen, daB die Stickstoffbindung der Legumi­
nosen von der Gegenwart von Knollchen abhangt, kultiviert 
man z. B. Erbsen in moglichst nahrstoffreiem, sterilisierten Sand, 
den man nicht mit Stickstoff, sondern nur mit phosphorsaurem 
Kali diingt, indem man z. B. die Kulturen mit einer Nahrlosung 
gieBt, aus welcher man den Stickstoff weggelassen hat. Dann 
impft man die Wurzeln einiger Topfe mit Knollchenbakterien­
reinkulturen oder mit dem Saft aus zerdriickten Knollchen 
der Erbsen und verschafft sich auf diese Weise einige Topfe 
mit knollchentragenden Pflanzen und einige, in denen die Pflan­
zen von Knollchen frei bleiben. Man wird bald bemerken, daB 
die ungeimpften, knollchenfreien Pflanzen, weil ihnen der Sand­
boden keinen oder nur wenig Stickstoff bietet, und weil ihnen 
der Vorrat an ungebundenem Stickstoff der Atmosphare infolge 
Abwesenheit von Knollchen verschlossen ist, klein und kiimmer­
lich bleiben, wahrend die geimpften, knollchentragenden Ver­
gleichspflanzen sich auf Kosten des Luftstickstoffs normal 
entwickeln. 

35. Erlenknollchen. 
An Erlenwurzeln findet man reich verzweigte, bis walnuB­

groBe Knollchen, in denen man pilzfadenahnliche Einschliisse 
mit blasigen Auftreibungen bemerkt, die wohl dem knoll chen­
erregenden Organismus zugehoren. Naheres ist iiber seine Natur 
nicht bekannt. Die kornchenfiihrenden Blasen erkUi,rte man 
friiher fiir Sporangien, jetzt halt sie Lieske fiir Involutions­
form en eines Strahlenpilzes. 

36. Schwefelbaktel'ien. 
a) Bildung von Schwefelwasserstoff durch Reduktion 

von Sulfaten. 
Nach van Delden 1) nimmt man auf 100 cern Leitungswasser 

0,5 g K2HP04 
1 " MgS04 
1 "Asparagin oder Pepton 
5 " Natrium lacticum, 

flillt mit diesem Gemisch einen klein en Erlenmeyerkolben nahe-

1) Zbl. f. Bakt. II., Bd. ll. 
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zu vollstandig und bringt 5 g gemahlenen Gips und etwas 
Mohrsches Salz dazu, impft das Gemisch mit etwas Schlamm 
und verschlieBt die Flasche mit einem Stopfen. Man beobachtet 
nach einiger Zeit, daB die ganze Fliissigkeit schwarz wird, weil 
Bakterien aus dem Gips durch Reduktion Schwefelwasserstoff 
bilden und dieser Schwefelwasserstoff mit dem Mohrschen Salz 
reagiert. Untersucht man zu wiederholten Ma}en die Fliissig­
keit mikroskopisch, so wird man zu gegebener Zeit sehr kleine 
Spirillen, das Spirillum desulfuricans bemerken, welche den be­
schriebenen Vorgang auslOsen. Aus einer solchen Kultur kann 
man dann allch Reinkulturen herstellen, indem man eine von 
Rank angegebene Nahrgelatine benutzt. Das Rezept derselben ist: 

auf 1000 cern Leitungswasser 
2 g (NH4)2S04 
5 "Natrium lacticum 
0,5 " K 2HP04 

eine Spur Ferrosulfat 
100 g Gelatine. 

Fiillt man dieses Gemisch in Reagenzglaser und impft nach 
dem Sterilisieren aus einer gut gelungenen Gipsreduktionskul­
tur der beschriebenen Art, so wird man Kolonien entstehen sehen, 
in deren Umgebung ein schwarzer HoI entsteht, weil durch 
Reduktion des Sulfats Schwefelwasserstoff entstand, der mit 
dem Mohrschen Salz rcagiert. Auf diese Weise entsteht durch 
Bakterien in der Natur Schwefelwasserstoff aus Sulfaten, auBer­
dem bildet sich Schwefelwasserstoff durch Bakterien bei der 
Faulnis del' EiweiBkorper. 

b) Oxydation von Schwefelwasserstoff. 

Der so entstandene Schwefelwasserstoff wird durch Bakterien 
wieder oxydiert, die im Schlamm von Schwefelwasserstoff hal­
tigen Wassern vorkommen. Urn diese zu ziichten, versetzt man 
in Anlehnung an den oben beschriebenen Sulfatreduktionsver­
such Schlamm aus einem Sumpf oder einem StraBenkanal mit 
Gips, bedeckt den Schlamm in Hohe von einigen Zentimetern mit 
Wasser und laBt einige '''ochen stehen. Untersucht man dann die 
OberHache des Schlamms mikroskopisch, so bemerkt man oft 
ziemlich groBe Fadenbakterien, die mit glanzend schwarzen 
Tropfen oder Kiigelchen, vollgefiillt sind. Diese Tropfen sind 
Schwefel, der durch Oxydation des Schwefelwasserstoffs entstand 
und im Innern der Zellen dieser Bakterien abgelagert wurde. 
Die Natur dieser Schwefeleinschliisse kann man untersuchen, 
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indem man sie mit Losungsmitteln fiir Schwefel, wie z. B. 
Schwefelkohlenstoff, herauslost. Nach Corsini 1) kann man fUr 
diesen Zweck auch Essigsaure verwenden und beobaehtet dann, 
daB der aus den Bakterien heraustretende Schwefel sich auBer­
halb der Zellen in Form von rhomboiden Plattchen wieder aus­
scheidet. Die beschriebenen Schwefelbakterien umfassen sehr 
versehiedene Arten: 1. Beggiatoa sind Fadenbakterien, die in 
sehr verschiedener Dicke auftreten, und die eine eigentiimliche 
langsame Bewegung zeigen. Ein Ende des Fadens schlagt ge­
legentlich naeh der einen oder anderen Seite hin und her. 
Ahnlich sieht die Gattung Thiothrix aus, bei welcher die Faden 
an einem Ende ein Gallertpolsterchen tragen, womit sie an 
irgendeinem festen Gegenstand angeheftet sind. Das andere 
Ende ragt frei in die Fliissigkeit hinein und fiihrt ebenfalls hin 
und her schlagende Bewegung aus. Dieses freie Ende des Fadens 
zerfallt in stabchenformige Konidien, die sich lostrennen. Es 
gibt auch sehr groBe Schwefel fUhrende Spirillen, die zu dieser 
Gruppe gehoren, besonders beriihmt ist das sehr groBe Thio­
spirillum jenense, welches man schon mit mittlerer VergroBerung 
beobachten kann und dessen Kultivierung Buder 2 ) beschrieben 
hat. Eine weithalsige Pulverflasche von 1/2 - 3/4 I Inhalt fiillt 
man zur Halfte mit zerkleinerten Rhizomen, Gips und Schlick 
und dann bis an den Rand mit Wasser. Sind nun nach etwa 
einer W oehe Sehwarmer aufgetreten, so versenkt man die 
ganze Flasehe in einen geraumigen Standzylinder von einigen 
LiteI'll Inhalt und fiillt dies en so weit, daB der Wasserspiegel 10 
bis 20 em iiber der Miindung der Flasehe liegt. Die Zylinder­
(sffnung wird mit einer Glasplatte bedeckt und das Ganze an 
ein N ordfenster gestellt. In der Flasehenmiindung sammeln 
sieh nun Chromatien, Thiospirillen und andere Sehwefelbakterien 
und fiillen den Flasehenhals mit einer zarten roten Wolke, die 
sieh mehrere Monate halten kann. 

LaBt man in der besehriebenen Weise hergestellte Sehlamm­
kulturen der Sehwefelbakterien monatelang am Licht stehen, 
so beobaehtet man an der Glaswand haufig Kolonien von 
pfirsiehbliitroten Bakterien, die ebenfalls Schwefel einlageI'll, also 
zu der in Rede stehenden Gruppe der Schwefelbakterien ge­
hOren. Auch die Gruppe der pfirsiehbliitroten Sehwefelbakterien 
ist sehr vielgestaltig und umsehlieBt viele Arten. AIle diese 
Sehwefel einiagernden Bakterien oxydieren dies en Schwefel weiter 
zu Schwefelsaure, wenn es ihnen an Sehwefelwasserstoff mangelt, 

1) Zbl. f. Bakt. II., Bd. 14. 2) Jb. f. wiss. Bot., Bd. 56. 
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man sieht dann die Bakterien schwefelfrei werden. Eine sehr 
reiche Flora solcher Schwefelbakterien solI im Schlamm der 
Meereskiiste vorkommen. So findet sich z. B. Beggiatoa mira­
bilis, eine riesenhafte 16 fl dicke Fadenform, im Schlamm des 
Kieler Hafens. Die beschriebene Einlagerung von Schwefel ist 
im allgemeinen nur den Schwefelbakterien moglich. Jedoch ist 
nach Raciborski 1) auch Aspergillus niger dazu imstande, wenn 
die gebotene Nahrlosung Natriumthiosulfat 20 g neben 50 g Rohr­
zucker, 109 Ammonphosphat, 2 g Magnesiumchlorid im Liter 
Wasser enthalt. 

37. Eisenbakterien. 
Bakterien, welche Eisenoxydul zu Eisenoxyd oxydieren und 

ihre Scheiden durch Eiseneinlagerung gelbbraun farben, finden 
sich als rostbraune Anhaufungen manchmal in Graben, Teichen 
und Wasserleitungen. Aus Wasserproben kann man sie heraus­
kultivieren, wenn man dem Wasser nach Molisch 2) 0,05 % 
Eisenammonzitrat zusetzt. Man findet dann oft sehr stattliche 
Fadenformen. 

38. Pektingarullg. 
Pektinverbindungen bilden in Pflanzen als Mittellamelle die 

Wandverbindung benachbarter Parenchymzellen. Durch Pektin­
vergarende Bakterien wird daher der Zellverband gelost. Wir 
demonstrieren dies an der Flachsroste. Der Leinstengel besitzt 
im Innern einen Holzzylinder, umgeben von einer vorwiegend 
parenchymatischen Rinde, in der die wertvollen Leinenfasern 
liegen. Stellt man in einen hohen mit Wasser gefiillten Zylinder 
einige Leinstengel, so daB sie fast ganz von Wasser bedeckt sind 
und impft das Wasser mit etwas Erde, so zerfallt bald die Rinde 
infolge von Pektingarung, und es werden silberweiBe elastische 
lange Leinenfasern und auBerdem der von der Rinde umgebene 
Holzzylinder als ein Stab chen frei. 

39. Zellu!osegarullg. 
Zellulose wird von Bakterien mit und ohne Luftzutritt ver­

goren und auBerdem von vielen Schimmelpilzen bei Luftzu­
tritt zersetzt. 

Die anaerobiotischen, zeUulosevergarenden Bakterien kultiviert 
man in einer Losung nach folgendem Rezept (Omelianski): 

1) Anz. d. Krakauer Akad. d. Wiss., Math.·naturw. Kl. 1905. 
2) Eisenbakterien. 
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1 g phosphorsaures Kali 
0,5 " schwefelsaure Magnesia 
1 "schwefelsaures oder phosphorsaures Ammonium 
Spur Kochsalz 
1 Liter destilliertes Wasser 
Filtrierpapier in Streifen 
Kreide im trberschuD. 

Mit dies em Gemisch fliIlt man eine Flasche bis zum Stopfen, 
impft mit frischem Pferdemist oder FluDschlamm und halt bei 35°. 
Durch die Garung verliert das Papier an Festigkeit und ver­
wandelt sich in einen Brei oder wird von zahlreichen L6chern 
durchsetzt. Unter den beschriebenen Bedingungen stellt sich 
eine Wasserstoff- und eine Methangarung der Zellulose ein. 
Erstere wird von dunnen, nul' 0,5 fl breiten, 4-8 ,it langen, 
spater langeren Stabchen hervorgerufen, die an einem Ende 
kugelig aufschwellen und in dieser Auftreibung eine kugelige 
Spore bilden, deren Durchmesser 1,5 fl betragt. Die Erreger der 
Methangarung sind ahnlich, nur dunner und oft sichelformig 
gekrummt. 

Urn die Bakterien zu kultivieren, welche Zellulose bei Luft­
zutritt angreifen, verwendet man folgendes Rezept nach van 
Herson: 

100 g Leitungswasser 
2 "Filtrierpapier in Streifen 
0,1 "NHlCI 
0,05 " K2RP04 

2 "Kreide. 

Man halt das Gemisch in Schichten von 0,5 - 1 cm Rohe bei 
28-35° nach Impfung mit Erde oder frischem Pferdemist. 
Das Papier bekommt an der Oberflache gelbe Flecken und ver­
wandelt sich in einen Brei. Man untersuche diesen mikro­
skopisch und vergleiche die in ihm enthaltenen Faserreste mit 
frischen unzersetzten Filtrierpapierfasern. Man wird erkennen, 
daD die Fasern durch Bakterienwirkung substanzarmer werden 
und in Fibrillen zedallen. 

Bedeutend schneller verliiuft die Zellulosevergarung mit und 
ohne Luftzutritt durch thermophile Bakterien bei 55-60°. Zu 
empfehlen ist bei solchen Kulturen eine organische Stickstoffquelle, 
z. B. Asparagin. Naheres bei Pringsheim 1) und Kroulik 2). 

1) Zschr. f. physiol. Chemie, Bd. 78. 2) Zbl. f. Bakt., II. Bd. 36. 
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Enzymvel'suche. 
Zunachst sei hier als Beispiel einer EnzymdarsteUung im 

groBen ein Bericht des Herrn Brauereidirektor Dr. Naumann 
iiber eine von ihm im Landwirtschaftlich -bakteriologischen In­
stitut zu Gottingen ausgefiihrte Malzbereitung wiedergegeben, 
um zu zeigen, auf welche Nebenumstande, die dem Ferner­
stehenden unwichtig zu sein scheinen, in sol chen Fallen geachtet 
werden muB. 

40. Hel'stellung von Malz. 
A. Weichen. Gerste: Futtergerste, gewachsen auf dem 

Versuchsfeld des Landwirtschaft· 
lich-bakteriologischen Instituts. 

B. Keimen. Gewicht: 5 kg. 
C. Darren. Schwimmgerste: 0,297 kg. 

I 
Weichzeit 
Stunden 

A. Eingeweicht den 22. VI. 1917, mittags 12 Uhr. 
Griindlich gewaschen bei mehrmaligem Wasser­
wechsel. Absetzenlassen und um 1 Uhr Schwimm-
gerste abnehmen. Diese wird an der Luft ge­
trocknet und dann gewogen. N achm. um 3 Uhr 
Wasser ablassen und frisches Wasser geben. Weich- : 
gut bleibt unter Wasser bis 
23. VI. vorm. 8 Uhr. Wasser ablassen und frisches 
darauf geben, dieses wird sofort wieder entfernt. 
Weichgut bleibt ohne Wasser stehen bis abends 

3 

17 

6 Uhr. Frisches Wasser geben. Weichgut bleibt 10 
unter Wasser bis 
24. VI. vorm. 10 Uhr. Wasser abgieBen. Weich- 16 
gut ohne Wasser bis abends 6 Uhr. Dann wird 8 
es wieder unter Wasser gesetzt bis 
25. VI. vorm. 8 Uhr. Wasser abgieBen und durch 
ein Tuch abtropfen lassen bis Mittags 12 Uhr. 4 

50 I 22 

Gesamtweichzeit 72 Stunden. 



Herstellung von Malz. 

Temperaturen C. 

Datum Weichgut I W eich~asser I Raum 

22. VI. 16() 12° 16° 
23. VI. 16 0 12 0 16° 
24. VI. 16() 12() 16° 
25. VI. 16() 16° 

B. 1. Tag. 25. VI. naehm. 3 Uhr. Das Weiehgut I 
wird in zwei Kisten diinn (2 em hoch) 
ausgebreitet und durch Wenden geliiftet 

63 

Temperatur 0 

R I Keim· 
aum; gut 

urn 4 und 6 Uhr. Vereinzelte spitz en de 16 16 
Korner. 

2. Tag. 26. VI. morg. 9 Uhr. Das Keimgut 
"spitzt". Vereinzelt "gabelt" es schon. 
Es wird durchgearbeitet und geliiftet. 
Die Oberflache der Korner ist leicht ab­
getrocknet. Das Keimgut wird zu Haufen 
zusammengesetzt (25 cm) und zwecks 
Vermeidung des Austrocknens mit nassen 
Tiichern (diese wieder gut ausringen) zu-
gedeckt. Bis nachm. urn 3 Uhr Tem- 16 18 
peratursteigerung. Das Keimgut wird ge-
wendet, geliiftet und mit den Tiichern 
wieder zugedeckt. 

3. Tag. 27. VI. vorm. 9 Uhr. Gute Entwicklung. 
Keimgut steht im Stadium des "Jung­
stiickes". Wesentliche Temperatursteige-
rung. Es tritt Bildung von SchweiB unter 16 23 
der oberen Schicht ein. Das Jungstiick 
wird gut durchgearbeitet, geliiftet, wieder 
zu einem Haufen von 25 cm zusammen-
gesetzt und mit den feuchten Tiichern 
zugedeckt. Nachm. 3 Uhr Temperatur 
steigt noch . 16 24 
Wenden, Liiften, Zudecken. Jungstiick I 
bleibt nun 24 Std. ruhig liegen zwecks 
"Greifens". 
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Temperatur 0 

R I Keirn­aum gut 

4. Tag. 28. VI. nachm. 3 Uhr. Das Keimgut hat 15 
gut gegriffen (d. h. die Wurzeln sind in­
einander gewachsen). Es wird gut klar 
gemacht, geliiftet, gewendet und mit den 
feuchten Tiichern wieder zugedeckt. 
Bleibt ruhig 24 Stunden liegen bis 

5. Tag. 29. VI. nachm. 3 Uhr. Keimgut hat ge­
griffen, wird klar gemacht, geliiftet und 
gewendet, dann wieder auf 25 cm zu­
sammengesetzt und mit feuchten Tiichern 
zugedeckt. Temp. . . . . . . . I 15 
Bleibt wiederum 24 Stunden liegen bis 

6. Tag. 30. VI. nachm. 3 Uhr. Keimgut, welches 
nunmehr von diesem Stadium ab "Alt­
stiick" bezeichnet wird, hat annaherud 
die richtige Wurzelkeim- (1 1/ 2) und Blatt­
keimIange (3/4 des Kornes). Temperatur 15 
Das Keimgut wird gut klar gemacht, ge­
wendet und geliiftet und in 8 cm Rohe 
ausgebreitet. Angestrebt wird vermin­
dertes Wachstum. Enzymtatigkeit im 
Korn schreitet aber fort. Zudecken mit 

7. Tag. feuchten Tiichern und 48 Std.· liegen 
lassen bis 

8. Tag. 2. VII. nachm. 3 Uhr. Temperaturfall auf 15 
proportional der Wachstumsenergie. Die 
Auflosung ist als gut zu bezeichnen. Von 
jetzt ab wird das Keimgut als "Griin­
malz" bezeichnet. Es wird auf einer 
groBen Platte in ganz diinner Schicht 
zwecks Schwelkens an der Luft ausge­
breitet und wahrend dieser Zeit ofter 
luftig gewendet. 24 Std. bis 

9. Tag. 3. VII. nachm. 3 Uhr. 

23 

23 

22 

19 

C. 3. VII. nachm. 3 Uhr. Einbringen in den Trockenschrank, 
der bereits vorher angeheizt ward. Ofter wenden. Temperatur 
solI nicht iiber 45 0 C steigen. Regulierung durch Luftabzugs-
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offnungen, kleine Schieber und Offnen der Trockenschrank­
turen in en tsprechender Weise. Feuerung fUr den Trocken­
schrank geht uber N acht aus. 
4. VII. Nach Anheizen des Trockenschrankes wird die Tem­
peratur ganz allmahlich gesteigel't (die Steigerung solI per 
Stun de 50 C betl'agen) bis auf 80 0 C. Bei dieser Temperatur 
wil'd mindestens 2-3 Stunden gedarrt. Ubel' Nacht Tl'ocken­
schrank und aIle Offnungen sorgfaltig schlieBen, damit das 
Malz kein Wasser anzieht. 
5. VII. Abreiben und Absieben del' Malzkeime. 

Erge bnis. 

Gerste: 5000 g 
Schwimmgel'ste: 297 g = 5,94 %. 

- ---------- ------- ---._---

Malzgerste: 
Malzkeime: 
Malz: 
Schwand (At mung und Verlust): 

I 4703 g I 

I 

I 

Malzungsprodukte: 
217 g = 4,6% 

3756 g = 79,9% 
730 g = 15,5% 

4703 g 4703 g = 100% 

Diastase. 
Als erstes Beispiel zur Demonstration der wichtigsten Eigen­

schaften der Enzyme wahlen wir das starkeverzuckernde Enzym 
des MaIzes, die Diastase oder Amylase. 

41. Vel'zuckerung del' Starke im Malz. 
25 g Malz, welches durch Schroten grob zerkleinert ist, 

wird mit 100 ccm Wasser 1/4 Stunde bei Zimmertemperatur ex­
trahiert, darauf der Extrakt auf einer Nutsche abgesaugt und 
mit Fehlingscher Lasung durch Titration in der oben bei den 
Garversuchen beschriebenen Weise der Zuckergehalt, der in dem 
Malz schon enthalten ist, bestimmt. (Mit je 5 ccm der beiden 
Fehlingschen Lasungen.) Es handelt sich hierbei um Maltose. 
Um die Wirkung der in dem Malz enthaltenen Enzyme auf die 
Starke des MaIzes festzusteIlen, wird weiter in dem eben an­
gegebenen Verhaltnis Malz mit Wasser versetzt und auf 65() 
so lange im Wasserbad gehalten, bis das Ausbleiben der Jod­
reaktion die vollkommene Hydrolyse der Starke anzeigt. Dann 
wird wiederum der Extl'akt auf einer Nutsche von dem Malz 
aobgesaugt, und nun die durch die angegebene Behandlung neu 

Koch, Praktiku111. 5 
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gebildete Maltose bestimmt. Zu dem Zweck muB man den 
Extrakt zehnfach mit Wasser verdunnen, um auf denjenigen 
Zuckergehalt zu kommen, der fur titrimetrische Bestimmungen 
mit Fehlingscher Losung notwendig ist. Beispielsweise findet 
man im Malz vorgebildet annahrend 1 % Maltose und nachher, 
nachdem man das Malz auf 65 () gehalten hat, ungefahr 8 %, so 
daB unge£ahr 7 % wahrend des Versuchs neu gebildet sind. 

42. Darstellung del' Diastase. 
Um das Enzym Diastase aus dem Malz zu isolieren. wird 

der Malzauszug mit Alkohol gefallt. Man nehme beispielsweise 
50 g zerkleinertes Malz und 200 ccm Wasser, lasse das Gemisch 
wieder bei Zimmertemperatur 15 Minuten stehen und nutsche 
ab, bringe dann zur Anreicher],lng des Extraktes an Diastase 
den abgenutschten Extrakt abermals in derselben Weise mit 
50 g Malz zusammen, nutsche wieder ab und faUt nun den 
Extrakt mit dem doppeltem Volumen 96 % igen Alkohols. Es 
scheidet sich eine Trubung in Flocken aus, die sich bald zu­
sammenballt und nun auf einem kleinem Filter gesammelt wer­
den kann. Der Niederschlag besteht aus Diastase und EiweiB­
stoffen. Zur Trennung dieser beiden Substanzen wird der 
Niederschlag auf dem Filter mit wenig Wasser behandelt, worin 
die Diastase sich lOst, so daB man auf diese Weise eine waBrige 
Diastaselosung erhalten kann. Die verzuckernde Wirkung der 
gewonnenen Diastaselosung zeigt man dann, indem man sie mit 
einer kleinen Menge 1 %iger Losung von lOslicher Starke zu­
sammenbringt und beobachtet, wie binnen kurzer Zeit die Jod­
reaktion auf Starke verschwindet. 

43. Gang der Hydrolyse der Starke durch Diastase. 
Bei der Verzuckerung der Starke durch Diastase entstehen 

neben der Maltose verschiedene Dextrine, die sich durch die 
Jodfarbung unterscheiden. Um das allmahliche Auftreten diesel' 
verschiedenen Dextrine zu zeigen, stellt man sich 1 % igen Starke­
kleister her und andererseits einen schwachen Malzauszug, Bei­
spielsweise zieht man 2,5 g Malz mit 100 ccm Wasser 15 Minuten 
lang bei Zimmertemperatur aus und nutscht den Extrakt abo Bei 
weniger gutem Malz muB man eventuell etwas mehr Malz nehmen. 
Man bringt in ein Reagenzrohr 10 cem von diesem Starkekleister, 
in ein zweites 10 ccm der Diastaselosung, erwarmt beide im 
Wasserbade auf 40°, gieBt dann den Inhalt beider Rohrchen 
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zusallllllen und halt das Gemisch nun weiter bei 40°. Nach 
Ablauf je einer Minute entnimlllt man dies em Gemisch 1 ccm, 
bringt dazu 10 ccm Wasser und einen Tropfen Jodjodkalium­
lOsung. Zuerst belllerkt man dann eine Blaufarbung der 
Flussigkeit, bei erneuten Versuchen mischt sich bald etwas Rot 
in dieses Blau, so daB die Flussigkeit mit Jod sich violett farbt. 
Bald nachher tritt die Blaufarbung bei erneutem Versuch mehr 
und mehr zuruck, und das Rot herrscht VOl', bis die Flussig­
keit sich rein weinrot farbt. Bei wei tel' fortgesetzten Versuchen 
verschwindet dann auch die Rotfarbung und die Flussigkeit 
farbt sich bei Jodzusatz gelbbraun. Auf diese Weise erzielt 
man eine Farbenskala, die nebeneinander die verschiedenen 
Stadien del' Starkehydrolyse anzeigt. Die rein blau mit Jod sich 
farbende Losung enthalt nur unveranderte Starke, die violette 
Amylodextrin, die weinrote Erythrodextrin, die gelbbraun sich 
farbende Achroodextrin. 

44. Abhangigkeit der bei der Stiirkehydrolyse ent­
stehenden Mengen von llIaltose und Dextrin von deI' 

Temllel'atUl'. 
;\ialtose und Dextrin entstehen nebeneinander bei der Diastase­

wirkung. Das Mengenverhaltnis beider Produkte ist abel' je 
nach del' Temperatur, bei der Diastase wirkt, verschieden. Man 
macht davon in der Bierbrauerei Gebrauch, indem man durch 
versehiedene Maisehtemperaturen eine entweder maltose- odeI' 
dextrinreichere Wiirze erzielt. 1m letzteren Fall bekommt 
man ein voIlmundigeres Bier, weil die Dextrine zum Teil un­
vergarbar sind. Bei Ausfuhrung dieses Versuehs kann man 
gleichzeitig die Totungstemperatur des Enzyms Diastase demon­
strieren. Man stellt Diastaselosung her, indem man 25 g Malz 
mit 100 g Wasser 15 Minuten bei Zimmertemperatur auszieht, 
den Extrakt abnutseht, dreimal je 5 cern dieses Extraktes in 
Reagenzrohrehen fliIlt und dreimal je 50 cern 1 %igen Starke­
kleister in kleine Erlenmeyerkolben fliIlt. Je eine Portion des 
Kleisters und eine Portion del' abgemessenen Diastaselosung werden 
dann zusammen bei 20, 65 und 80° im Wasser bad erwarmt, 
und nachdem sie die Versuchstemperatur angenommen haben, 
wird die Diastaselosung in das Kolbchen zu dem Kleister ge­
gossen. Dann werden die drei Kolbehen bei del' angegebenen 
Versuehstemperatur von 20, 65 und 80° weiter im Wasserbad 
gehalten, bis die J odreaktion der Starke versehwunden ist. 
Man bemerkt, daB das bei 65 ° erheblich fruher eintritt, als bei 

5* 
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20°, wahrend bei 80° die Blaufabung der Fliissigkeit bei Jod­
zusatz dauernd erhalten bleibt. Damit wird demonstriert, daB 
bei 80 ° das Enzym bereits zerstort wird, wahrend bei 65°, also 
einer der Totungstemperatur naheliegenden Temperatur, das 
Enzym sehr energisch wirkt und viel schneller als bei 20°. 
Dann wird durch Titration mit je 10 ccm Fehlingscher Losung 
in den bei 20 und 65 ° verzuckerten Kleisterproben die ge­
bildete Zuckermenge ermittelt. Wir fanden beispielsweise in 
einem Fall bei 20° ungefahr 0,8 g Maltose in 100 ccm Fliissig­
keit, bei 65 0 ungefahr 0,4 g, also die Halfte. Erstere Zahl zeigt 
zugleich, daB bei niederer Temperatur aus 100 g Starke 80 g 
Maltose entstehen. Bei solchen Versuchen ist natiirlich wiederum 
der bereits vorgebildete Zucker in der verwendeten Enzym­
losung zu bestimmen und abzuziehen. 

Die hier dargelegten Verhaltnisse hat 0' S u 11 i van durch 
folgende Formeln ausgedriickt: 

Unter 63° 
CIS Hao OlS + H20 = C12 H22 0 11 + Cs HlO Os 

Maltose Dextrin 

2ClSH300lS + H2 0 = C12H220ll + 4CsHlO 0 5 

Dber 69° 

9ClSH300l5 + H20 = C12 H22011 + 10CsHlo 0 5 

45. Bestimmullg del' diastatischen Kraft eiller IjOSUllg. 
Wohlgemuth l) hat folgende Methode angegeben, um die 

diastatische Kraft einer Losung zahlenmaBig auszudriicken: Die 
Wirkungskraft einer Diastase enthaltenden Losung wird an­
gegeben dureh eine Zahl, die besagt, wieviel Kubikzentimeter 
einer 1 % igen Starkelosung durch 1 ccm der betreffenden En­
zymlosung in Zucker iibergefiihrt wird. 

Ausfiihrung: 
Von einer 1 %igen Starkelosung werden je 1 cem in 7 Rea­

genzglaser gefiillt und mit steigenden Mengen der EnzymlOsung 
(2,5 g Malz auf 100 g Wasser) versetzt. Sofort nach dem Fiillen 
werden die Glaser in Eiswasser gesetzt und dann samtliche 
gleichzeitig in ein Wasserbad von 40° gebracht, wo, sie 3 Minuten 
bleiben. Sie kommen dann wieder gleichzeitig in Eiswasser. 

1) Biochem. Zschr. Bd. 9, S. 1. 
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Nach Zufugen von Wasser bis ziemlich an den Rand werden 
die Glaser mit je einem Tropfen einer 1/10 n. Jodlosung ver­
setzt. Das Glas, bei welchem die erste Spur Blaufarbung auf­
tritt, wird als unterste Grenze angenommen. Die Anzahl Kubik­
zentimeter I % igen Kleisters, welche durch I ccm Enzymlosung 
verzuckert werden, stellt die diastatische Kraft D der Enzym­
losung dar bei gleichzeitiger Angabe der Zeit und Temperatur, 

1 40° 
(z. B. fUr Rohrchen 5: D = [, -3' = 2,667). 

46. Eillftu13 del' Siiul'ekollzelltration auf die 
Diastasewil'kullg. 

Beispiel: 6 ErlenmeyerkOlbchen werden mit je 50 ccm 
1 % igen Starkekleisters gefiillt und dazu steigende Mengen 
Phosphorsaure gefUgt. Die verwendete Phosphorsaure hatte 
z. B. ein spez. Gew. von 1,165, war also 27 % ig. Von dieser 
Saure wird 1 ccm 10 fach verdunnt, davon wieder 1 ccm aber­
mals 10fach verdunnt usw. bis zur Verdunnung 1: 100000. 
Von diesen verschiedenen Verdunnungen erhalt jede vorbereitete 
Probe von 50 cern Starkekleister je 0,5 ccm. Das letzte Kolb­
chen bekommt 0,5 ccm destilliertes Wasser zum Vergleich. Da­
nach werden die KOlbchen in ein gemeinsames Wasserbad von 
55° get an, und sob aId sie die Temperatur angenommen haben, 
mit je 0,5 ccm der Diastaselosung (2,5 g Malz mit 10 g Wasser) 
versetzt.· Die Diastaselosung wurde durch 15 Minuten langes 
Extrahieren bei Zimmertemperatur und darauf folgendes Ab­
saugen mit der Nutsche hergestellt. Der Grad der Diastase­
wirkung wird wie oben mit Jod ermittelt. Man bereitet sich 
2 Reihen von je 6 Reagenzglasern vor von moglichst gleichem 
Querschnitt. In jedes tut man 15 cern Wasser und fUgt 
I Tropfen Jodjodkalium hinzu, wodurch das Wasser ganz schwach 
gelblich erscheint. 

7 Minuten nach Beginn des Versuches erfolgt eine Prufung. 
Es ist nun bereits deutlich ein Unterschied in der Diastase­
wirkung je nach der zugesetzten Sauremenge zu sehen. Probe 2 
ist deutlich weinrot gefarbt, wahrend aIle ubrigen blau werden. 
Bei einer Saurekonzentration von 0,0027 % HaP04 ist also 
der Abbau der Starke bereits bis zum Erythrodextrin vorge­
schritten, wahrend in allen anderen Proben mit groBerer oder 
geringerer Saurekonzentration diese Stufe noch nicht erreicht 
worden ist. 

Eine dritte Probe erfolgt 15 Minuten nach Beginn des 
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Versuches. Diese zeigt die angedeuteten Verhaltnisse noch 
schoner. Probe 2 farbt sich gelbrot, Probe 3 helllila, Proben 4, 
5 und 6 steigend dunkellila, wahrend Probe 1 die urspriingliche 
Blaufarbung beibehalten hat. Es ergibt sich also, daB die 
starkste Saurekonzentration die Diastase bereits geschadigt hat, 
wahrend die zehnfach geringere Saurekonzentration die Enzym­
wirkung bedeutend steigert. Ais Optimum der Saurekonzen­
tration ergibt sich also ein Gehalt von 0,0027 % Phosphorsaure, 
denn die andern angewandten geringeren Konzentrationen zeigen 
im Vergleich zu reinem Wasser zwar ebenfalls eine Beschleuni­
gung del' Diastasewirkung, dieselbe ist aber geringer als die in 
Probe 2 angewandte Optimalkonzentration. 

Ta belle. 

nach 
2 Min. 

nach I nach 
7 Min.· 15 Min. 

I I i I 

Probe Ill: 1000=0,027 % HaP041 blau I blau I blau 
" 2 1: 10000 = 0,0027 % HaPO.blau bis lila I weinrot i gelbrot 

311: 100000 = 0,00027 % Hapo•1 blau I blau I hellila 
411: 1000000 = 0,000027 % HaPO..dunkellila 
51 1 : 10000000 = 0,0000027 % H3PO.: I tieflila 
6 reines H20 : 

47. Einwil'kullg von Diastase auf Stal'kekol'llel'. 
Urn die Korrosion der Starkekorner durch Diastase.zu unter­

suchen, laBt man Gerste oder andere starkemehlhaltige Samen 
keimen und untersucht dann mikroskopisch nach einiger Zeit, 
bei Gerste etwa dann, wenn die Wiirzelchen 2 em lang sind, den 
Starkeinhalt des Samens. Man wird dann zahlreiche Korner 
tinden, die wie angefressen aussehen, korrodiert sind. Man 
bemerkt zahlreiche enge Kanale, die von auBen in die tieferen 
Schichten des Korns eindringen, und an der AuBenflache des 
Kornes flachere Vertiefungen. 

48. Zymase. 
Urn das garungserregende Enzym Zymase zu demonstrieren, 

wascht man PreBhefe mit Wasser aus, laBt absetzen, gieBt das 
Wasser ab, trocknet die Hefe bei 25° bis zur Gewichtskonstanz 
und priift durch Aussaat einer Probe dieser Hefe auf einer 
Wiirze·Gelatineplatte, ob die Zellen ihre Vermehrungsfahigkeit 
durch das Trocknen verloren haben, also tot sind. 1st dies der 
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Fall, so macht man mit der getrockneten Hefe einen Garversuch, 
indem man in eine mindestens 1/4 I fassende Flasche 50 ccrn 
20%ige Zuckerlosung bringt und dazu 10 g Trockenhefe setzt. 
Man fiigt ein paar Tropfen Toluol zu, um Verunreinigungen durch 
lebende Hefe zu vermeiden, und verschlieBt den Garversuch, 
wie dies im ersten Semester bei den dortigen Versuchen gezeigt 
wurde, mit einem GarverschluB. Schon nach einer Stunde bei 
Zimmertemperatur beobachtet man den Eintritt del' Garung, die 
so heftig wird, daB die Garfiiissigkeit sehr st,ark schaurnt, des­
halb wurde oben empfohlen, eine verhaltnismaBig groBe Flasche 
fiir den Versuch zu nehmen. Trockenhefe fUr solche Versuche 
kann man auch aus del' Fabrik medizinischer Hefe Anton 
Schroder, Miinchen, LandwehrstraBe 45 kauflich beziehen. 

4H. Invertase (Saccharase). 
Um die enzymatische Hydrolyse des Rohrzuckers zu studieren, 

setzt man zu 10 ccm 10%iger Zuckerlosung 0,1-0,5 g PreB­
hefe und halt 3 Parallelversuche, bei Zimmertemperatur, bei 
55 0 und bei 80". Man bemerkt bei 55 0 nach kurzer Zeit bereits 
eine Inversion des Rohrzuckers, kenntlich daran, daB die Lasung 
nun Fehlingsche Lasung reduziert. Bei Zimmertemperatur geht 
del' ProzeB erheblich langsamel', bei 80" bleibt er aus, weil bei 
dieser Temperatur das wirksame Enzym zel'start wird. Dadureh 
ist zugleieh bewiesen, daB hier ein EnzymprozeB vorliegt. Es 
empfiehlt sieh, den Versueh quantitativ zu Ende zu flihren und 
sich zu iibel'zeugen, daB die theoretisch geforderte Menge von 
Invertzucker entsteht. Bei der Berechnung ist zu bedenken, 
daB del' gebildete Zucker Invertzueker ist, und daB von dies em 
4,94 mg notwendig sind, um 1 ccm Fehlingscher Lasung zu 
reduzieren. Die Gleichung, nach del' die Inversion verlauft, ist: 

C12H220u + H2 0 == C6 H12 0 6 + C6H1206 
Rohrzucker Dextrose Lavulose 

Um die Wirkung verschiedener Temperaturen, beispielsweise 
zOo und del' Optimaltemperatur von 55 0 zu vergleichen, ist es 
ratsam, nach ungefahr 5 Minuten eine Probe aUs dem bei 20° 
und eine aus dem bei 55 () gehaltenen Versuch herauszunehmen, 
durch Aufkochen das Enzym zu zerstaren, mit Bleiessig zu klaren 
und die gebildete Invertzuckermenge zu bestimmen. Bei allen 
diesen Zuckerbestimmungen ist natiirlich die Zuekerlasung so zu 
verdiinnen, daB sie annahernd 1/2 -1 % Invertzucker enthait. 
Man kann fiir solehe Versuehe auch die fiir die vorstehend be­
schriebenen Zymaseversuche benutzte Trockenhefe verwenden. 
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50. Katalase. 
Als Katalase wird ein Enzym bezeichnet, welches aus Wasser­

stoffsuperoxyd Sauerstoff entwickelt, und welches im Organismen­
reich weit verbreitet ist. Ein gutes Objekt zum Nachweis von 
Katalase sind z. B. frische Rotkleeblatter. Wenn man diese in 
ein Reagenzrohr flillt und kaufliche 3 % ige Wasserstoffsuper­
oxydlosung darauf gieBt, so setzt moment an eine heftige Gas­
entwicklung ein. Das entwickelte Gas kann in bekannter 
Weise als Sauerstoff identifiziert werden. Man kann auch ein 
angeschnittenes Kleeblatt in einen Tropfen Wasserstoffsuper­
oxydlosung bringen und sieht dann mit Lupe oder Mikroskop 
heftige Gasblasenentwicklung an der Schnittflache. Katalase 
kommt auch in Milch vor und kann dann benutzt werden, um 
nachzuweisen, ob die Milch gekocht oder sterilisiert war odeI' 
nicht. Um diesen Nachweis zu fiihren, bereitet man sich 1 %igen 
Starkekleister und setzt zu dies em einige Kornchen in Wasser 
aufge16stes Jodkalium. Dann bringt man in ein Reagenzrohr 
1 ccm J odkaliumstarkekleister, fiigt dazu 1 ccm Milch und 
schiittelt um. Dann setzt man einen Tropfen Wasserstoffsuper­
oxydlosung hinzu, die soweit verdiinnt ist, daB sie in 1000 Teilen 
6 Teile Wasserstoffsuperoxyd enthalt, also ist die kaufliche 
3 % ige Losung flinffach zu verdiinnen. 1st die Milch ungekocht, 
so farbt sie sich fast momentan tiefblau, weil das Wasserstoff­
superoxyd durch die Katalase der Milch Sauerstoff abgibt, diesel' 
aus Jodkalium Jod freimacht und dieses den zugesetzten Starke­
kleister blau farbt. War die Milch gekocht oder sterilisiert. 
so ist durch die Kochtemperatur das Enzym Katalase zerstort, 
und Blaufarbung tritt deshalb nicht ein. Es ist ratsam, die 
angegebenen Verdiinnungsvorschriften genau inne zu halten 
und die Jodkalium16sung frisch zu bereiten, weil sonst auch 
ohne Katalase Blaufarbung eintritt. Solche Methoden zum Nach­
weis der stattgehabten Sterilisation der Milch sind z. B. wert­
voll zur Kontrolle der Molkereien, die die Magermilch, welche 
sie an ihre Milchlieferanten zu Futterzwecken zuriickgeben, sterili­
sieren miissen, um Dbertragungen von krankheitserregenden 
Bakterien zu vermeiden. Man hat in der Molkereitechnik auch 
Verfahren und Apparate ausgearbeitet, um die Hohe des Kata­
lasegehaltes der Milch zu bestimmen, weil sich gezeigt hat, daS 
Milch von kranken Tieren katalasereicher ist. Es gibt im 
Handel besondere MeBapparate, welche die Menge der in Milch 
vorhandenen Katalase durch die Menge des aus zugesetztem 
Wasserstoffsuperoxyd abgespaltenen Sauerstoffs zu ermitteln ge-
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statten. Man setzt zu diesem Zweck 15 cem Milch in ein 
Wasserbad von 25 ° und fiigt hinzu 5 ccm 1 % ige Wasserstoff­
superoxydlosung. Gesunde Milch darf dann wahrend 2 Stunden 
nicht mehr als 21/2 ccm Gas entwickeln, Milch von kranken 
Tieren entwickelt erheblich mehr. 

Viele Bakterien bilden auch Katalase. Man laBt z. B. B. pro-
digiosum in einer Losung aus 

Pepton 10 g pro Liter 
Glukose 5 
KH2PO± 2 
Na2C03 2,5" 
K2S04 0,4" 

" 

wachsen und bringt dann 2 cem diesel' Kultur in ein Reagenz­
rohr zu del' gleichen Menge kauflichen (3 %) Wasserstoffsuper­
oxyds. Nach kurzer Zeit tritt dann sehr heftiges Sehaumen durch 
Sauerstoffentwieklung auf. Aus del' erwahnten Kultur kann man 
auch die Katalase mit 96 % igem Alkohol fallen, den Nieder­
schlag mit Wasser aufnehmen und durch Einwirkung auf Wasser­
stoffsuperoxyd als Katalase identifizieren. Durch 30 Minuten 
dauerndes Erwarmen del' Prodigiosumkultur auf 70° wird die 
Katalase zerstOrt und wirkt nicht mehr auf Wasserstoffsuper­
oxyd 1). 

51. Jodidoxydase. 
Ein von Aspergillus niger produziertes oxydierendes Enzym 

kann in derselben Weise, wie dies eben bei del' Katalase gezeigt 
wurde, durch Oxydation von Jodkalium eine Blaufarbung von 
Starke durch das freigewordene J od erzeugen und so naeh­
gewiesen werden. Man kultiviert zu diesem Zweck nach Raei­
borski den Pilz in einer Nahrlosung, die enthalt: 

K2 HP04 0,05 % 
KCl 0,05% 
MgS04 0,05% 
Starke 0,5 % 
Rohrzucker 1 % 
KJ 1 % 
(NH4h S04 0,5 % 

1m Keimungsstadium produziert del' Pilz eine Oxydase, welche 
das Jodkalium oxydiert und deshalb die Starke in der Nahr­
losung blau farbt. Wenn del' Pilz alter wird, verschwindet die 

1) J orns, Arch. f. Hyg., Bd.67, 1908, S.134. 
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blaue Farbe wieder. Wenn die Entfarbung wegen vorzeitiges 
Absterbens des Mycels nicht spontan eintritt, kann man auch 
zu einigen cern del' blauen Kulturfliissigkeit einige cern einer ge­
wohnlichen Zuckerkultur von A. niger ohne Jodkalium setzen. 
Urn zu priifen, worauf diese Entfarbung beruht, hat man zu unter­
suchen, ob durch die Wirkung des Pilzes entweder die Starke 
'Zersetzt oder das Jod in eine andere Verbindungsform iiber­
gefiihrt ist. Man setzt deswegen zu del' entfarbten Kultur 
etwas Jodjodkaliumlosung zu, worauf Blaufarbung die Gegen­
wart von Starke nachweist oder Rotfarbung die Gegenwart von 
aus der Starke entstandenem Erythrodextrin anzeigt. Tritt 
keine E'arbung auf, so setzt man in einer frischen Probe etwas 
Starkekleister hinzu. Tritt dann keine Blaufarbung auf, so ist 
bewiesen, daB kein freies Jod mehr in der Fliissigkeit vorhanden 
ist. Es fragt sich nun zweitens, was aus dem freien Jod ge­
worden ist. Zu dem Zweck versetzt man eine frische Probe 
mit etwas Schwefelsaure, Kaliumbichrcimat und etwas Starke­
kleister. Es tritt Blaufarbung auf, wodurch bewiesen wird, daB 
das vorher freie Jod von dem Pilz nun wieder in Jodkalium 
iibergefiihrt war. Oder man setzt etwas Natriumnitrit und Essig­
saure zu. Blaufarbung zeigt wieder die Gegenwart von Jod­
kalium an. 

52. Tyrosinase, Guajakreaktioll. 
Manche Oxydasen geben mit Tyrosinlosung rote, dann braune 

und schwarze Farbung: Tyrosinasereaktion. AIle machen aus 
Luftsauerstoff Ozon, welches frische 2 %ige alkoholische Guajak­
harzlosung blaut. Man zeigt beide Reaktionen, indem man auf die 
Schnittflache einer frischen Kartoffel wasserige Tyrosin16sung 
oder alkoholische Guajaklosung bringt. Letztere Reaktion wird 
durch Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd erleichtert, weil dann 
nascierender Sauerstoff zur Verfiigung steht. 

Gekochte Kartoffeln zeigen die Reaktionen nicht mehr, weil 
die Enzyme durch das Kochen zerstOrt sind. 

Die Tyrosinasereaktion sollen auch manche Stamme von 
B. pyocyaneum und B. phosphorescens zeigen 1). 

53. Reduktase. 
Von Bakterien produzierte Reduktase kommt in Milch regel­

maBig vor und kann benutzt werden, urn die Zahl der in der 

1) K. B. Lehmann ll. Sano, Arch. f. Hyg., Bd.67, 1908, S.99. 
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Milch vorhandenen Bakterien schatzungsweise zu ermitteln. Die 
erzielte Genauigkeit geniigt fUr praktische Zwecke, und das Ver­
fahren hat gegeniiber dem gewohnlichen Plattenzahlverfahren 
den Vorteil, daB es sehr schnell Resultate gibt. Die Milch­
reduktase entfarbt Methylenblau 1) durch Hydrierung, und man 
beobachtet die Zeit, in der diese Entfarbung ausgefUhrt wird 
und schlieBt daraus auf die Zahl der vorhandenen Bakterien. 
Zur Ausfiihrung des Versuches setzt man zu 10 ccm natiirlich 
ungekochter Milch 1/2 ccm verdiinntes Methylenblau. Die Ver­
diinnung dieses Farbstoffs ist in der Weise ausgefUhrt, daB man 
5 ccm gesattigter alkoholischer Methylenblau16sung mit Wasser 
auf 400 ccm verdiinnt. Nach Verteilung des Farbstoffs wird 
die Milch, um den Sauerstoff der Luft abzuschlieBen, mit einigen 
ccm fliissigen Paraffins iiberschichtet und in ein Wasserbad von 
38° C gestellt. Man beobachtet die Zeit bis zur Entfarbung. 

Gute Milch 
Mittelgute Milch 
Schlechte Milch 
Sehr schlechte Milch 

Entfarbungszeit 
etwa: 

7 Std. 
2-7 " 
11/2 " 

15 Min. 

Bakterienzahl 
in 1 cern Milch: 

-60000 
60000-2 Mill. 

2 Mill.-25 Mill. 
25 Mill. u. mehr. 

Die Zahlen der vorstehenden kleinen Tabelle geben an, auf 
welche Bakterienzahl die einzelnen Entfarbungszeiten schlieBen 
lassen. Bei Praktikumsversuchen dieser Art kann man nebenbei 
Plattenzahlversuche, deren Anlegung oben beschrieben wurde, 
ausfiihren und auf diese Weise die Richtigkeit der in obiger 
Tabelle angegebenen Zahlen kontrollieren. 

Die Reduktionswirkung von Bakterien kann auch benutzt 
werden, um durch Bakterienwachstum verdorbenes Fleisch zu 
erkennen. Man bringt zu dem Zweck 5 g der zu untersuchenden 
Fleischprobe in Flaschen von 60 ccm Inhalt, fiilIt diese ganz 
mit Nitrat16sung, die 3 mg N 205 im Liter enthalt, verschlieBt die 
Flasche mit einem Stopfen und bewahrt den Versuch bei 37() 
auf. Ist dann nach 4 - 6 Stunden mit Diphenylamin kein 
Nitrat mehr nachzuweisen, weil die vorhandenen Bakterien das­
selbe reduziert haben, (vergleiche oben Versuch Nr. 31), so ist 
das Fleisch als verdorben anzusehen und zum menschlichen 
GenuB nicht mehr geeignet. Man kann den Versuch auch in 
der Weise ausfiihren, daB man durch die auf dem Fleisch 
sitzenden reduzierenden Bakterien Methylenblau entfarben laBt. 

') Am besten das Chlorhydrat zu beziehen von Griibler in Leipzig. 
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Zu dem Zweck bringt man 5 g Fleisch der zu untersuchenden 
Probe in eine Flasche von 60 ccm Inhalt, bringt Wasser von 
40° hinzu, dem man 1 ccm MethylenblaulOsung zusetzt. Die 
MethylenblaulOsung wird bereitet aus 5 ccm gesattigter alko­
holischer Methylenblaulosung und 195 ccm Wasser. Die das 
Fleisch enthaltende Flasche fiillt man dann ganz mit dem er­
wahnten Wasser und schlieBt sie mit einem Stopfen. Wenn 
dann der bei 45 ° aufbewahrte Versuch nach einer Stunde Ent­
farbung des Methylenblaus durch Reduktion zeigt, so war das 
Fleisch so stark bakterienhaltig, daB es zum menschlichen GenuB 
untauglich erscheintl). 

54. Schardinger-Enzym. 
In Milch kommt haufig, .aber nicht immer, ein Enzym VOl', 

welches von Schardinger entdeckt wurde und zu einem be­
sonderen Typus der Reduktasen gehort. Es zerlegt Wasser nur, 
wenn ein Aldehyd als Sauerstoffakzeptor gegenwartig ist. Das 
Enzym wirkt also auf das System Methylenblau·Aldehyd·Wasser 
ebenso als Katalysator, wie dies vom Palladium bekannt ist. 
Zur Ausfiihrung des Versuchs fiigt man zu 10 ccm Milch 1 cern 
verdiinntes Formaldehyd (5 ccm kaufliches Formalin und 195 cern 
Wasser) und setzt hinzu 0,5 ccm Methylenblau (Verdiinnung: 
0,5 ccm gesattigte Losung mit Wasser auf 20 ccm aufgefiillt). 
Das Gemisch wird in ein Wasserbad von 70° gestellt. Wenn 
das Enzym in der verwendeten Milchprobe vorhanden ist, tritt 
Entfarbung des Methylenblaus durch Hydrierung ein. Nach 
Bach kann man das Methylenblau durch Nitrat ersetzen 2). 

55. Eiwei:f3 umwandelnde Enzyme. (Proteasen.) 
Ais Typus der EiweiB peptonisierenden Enzyme kann man 

Pepsin studieren, welches als Pepsinglyzerin z. B. von Griibler 
in Leipzig kauflich zu beziehen ist. 1 ccm dieses Praparates 
wird mit 9 ccm Wasser verdiinnt und 1 Tropfen konz. Salzsaure 
hinzugesetzt, in ein 2. Rohrchen dieselbe Verdiinnung des Pep­
singlyzerins ohne Saure gebracht und in ein 3. Rohrchen 10 cern 
Wasser mit 1 Tropfen Salzsaure. AIle drei Rohrchen werden 
bei 40° im Wasserbad gehalten und jedem Rohrchen ein wenig 

1) Tillmans, Strohecker u. Schiitze, Zschr. f. Unters. d. Nahrgs­
mittel 42, 65. 

2) Vetgleiche die Versuche iiber Reduktion, die im 2. Semester aus­
gefiihrt werden. 
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fein verteiltes, in verdiinnter Salzsaure gequollenes Blutfibrin, 
welches man sich aus dem Blutkuchen leicht selbst herstellen 
kann, gebracht. Nach einiger Zeit bemerkt man, daB das Fibrin 
in den beiden Pepsinrahrchen allmahlich graBtenteils als Pepton 
in Lasung geht, worauf die Fliissigkeit sich triibt. In dem 
Rahrchen mit Pepsin und Salzsaure geht der ProzeB schneller 
vor sich. Dadurch wird gezeigt, daB es sich hier um Pepsin 
handelt, welches in saurer Lasung besser wirkt. Zum Unter­
schied davon heiBt das peptolytische Enzym, welches in alka­
lischer Lasung wirkt, Trypsin. Derartige Versuche kann man 
auch mit Bakterienkulturen ausfiihren, welche peptolytische 
Enzyme produzieren und dies dadurch anzeigen, daB sie die 
Oelatine verfliissigen. Bringt man z. B. in eine Kultur von 
Bacterium pyocyaneum Fibrin, so wird das ebenso gelast, wie 
DS oben bei dem Versuch mit Pepsin beschrieben wurde. Dabei 
1st die Reaktion alkalisch, es handelt sich also hier um ein 
Trypsin. 

Eine sehr gute, von den Medizinern vorgezogene Methode 
zum Nachweis peptolytischer Enzyme griindet sich auf die Ver­
wendung von Ricin. Sie stammt von M. J aco by und benutzt 
einen im Rizinussamen vorkommenden EiweiBkarper, der nicht 
zu verwechseln ist mit dem ebenso benannten Toxin. Man 
bezieht Ricin nach J a cob y von den chemischen Werken auf 
Aktien in Oharlottenburg, bringt 2 g dieses Karpers in 50 ccm 
3 % iger Kochsalzlasung, schiittelt einige Minuten durch, stellt 
das Gemisch eine Stunde lang in ein Wasser bad von etwa 40 0 

und filtriert dann abo Ein Volumteil des vallig klaren Filtrats 
wird mit 1/3- 1/2 Volumteil einer 1/10 n. HOI-Lasung versetzt. Es 
entsteht dann eine Triibung, die nach einiger Zeit zur Bildung 
sehr feiner Flocken fiihrt. UberschuB von Saure muB vermieden 
werden, weil sich sonst die Triibung wieder auflast. Dieses 
Reagens ist mehrere Tage haltbar. Zur Priifung auf Gegenwart 
von Pepsin versetzt man z. B. 5 ccm der gut durchgeschiittelten 
Aufschwemmung mit 1 ccm der auf Pepsingehalt zu priifenden 
Lasung. Schon bei Zimmertemperatur, noch schneller im Wasser­
bad bei 45 0 , tritt Aufhellung und bald vollstandige Klarung 
ein. Auf diese Weise sind die geringsten Spuren von Pepsin 
nachzu weisen. 

56. I,abenzym. 
Man setzt zu drei Reagensglasern mit je 10 ccm ungekochter 

frischer Milch je 1 ccm einer Lablasung, die durch Auflasen von 
1 g kauflichen Labpulvers in 200 cem Wasser hergestellt wurde, 
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schuttelt gut durch und halt eine Probe bei Zimmertemperatur. 
eine bei 35 0 und eine bei 100 0 im Wasserbad. Dabei ist es 
wichtig, die Lablosung fUr sich vor dem Zusetzen zu der Milch 
auf die Versuchstemperatur in einem besonderen Reagenzglas zu 
erwarmen und eben so mit der Versuchsmilch zu verfahren. Erst 
wenn Milch und Lablosung die Versuchstemperatur angenommen 
haben, gieBt man beide Fllissigkeiten zusammen und laBt das 
Gemisch weiter in dem betreffenden Wasser bad stehen. Man 
beobachtet dann bei 35 () nach wenigen Minuten eine Gerinnung 
des Kaseins, die bei Zimmertemperatur etwas spater eintritt. 
bei 100 0 ausbleibt, weil bei dieser Temperatur das Labenzym 
zerstort wird. Man beobachtet die Beschaffenheit des Koagu­
lums, welches eine festere Beschaffenheit zeigt, als das, welches 
sich beim Sauerwerden der Milch bildet. Die Sauregerinnung 
beruht auf einem anderen chemischen V organg. LaBt man die 
mit Lab gedickte Milch noch langere Zeit in einem maBig warm en 
Wasserbad stehen, so zieht sich das Koagulum nach und nach 
zusammen und wird fester. Den gleichen Versuch wiederholt 
man bei 35 0 mit einer Milch, die vorher im Wasserbad bei 
100° mehrere Minuten erhitzt wurde und dann wieder abkuhlte. 
Man wird bemerken, daB solche Milch erheblich schlechter die 
Wirkung des Labenzyms zeigt. Man wiederholt den gleichen 
Versuch mit der gekochten Milch, nachdem man zu den 10 cern 
gekochter Milch einen Tropfen einer verdunnten Chlorcalcium­
losung hinzugesetzt hat. Die Labfahigkeit zeigt sich nun wieder 
hergestellt. Man kann den Versuch auch in der Form ausfuhren. 
daB man zu der gekochten Milchprobe, die mit Lab nicht 
gerinnen wollte, direkt einen Tropfen Chlorcalcium hinzusetzt 
und nun Gerinnung eintreten sieht. Diese Erscheinung der 
Wiederherstellung der Labfahigkeit gekocht gewesener Milch 
hat fur die Praxis der Kasebereitung groBe Bedeutung, weil 
zur Verhutung der Ubertragung ansteckender Krankheiten durch 
Magermilch diese in Molkereien pasteurisiert werden muB, da­
durch die Labfahigkeit einbuBt und deshalb nur schwierig zur 
Kasefabrikation verwendet werden kann. Als Hilfsmittel gegen 
diesen Ubelstand benutzt man auch in der Praxis der Kaserei 
den beschriebenen Kalkzusatz. Man erklart diese Wirkung 
des Kalkes auf die Labfahigkeit so, daB das Lab Parakasein­
kalk zur Ausscheidung bringt, daB andererseits beim Kochen 
oder Pasteurisieren der Milch der Kalk ausfallt und deshalh 
die Wirkung des Labs nicht in Erscheinung treten kann, aber 
wieder moglich wird, wenn man losliche Kalksalze zusetzt. 

Fur die Molkereipraxis hat die Bestimmung der Starke von 



Labenzym. 79 

kauflichen Labpraparaten groBe Bedeutung. Zur Begriindung 
der hier zu beachtenden Methode sind folgende Satze wichtig: 

1. Die Gerinnungszeit ist bei gleicher Warme und gleicher 
Starke oder Menge des Lab den zum Gerinnen gebrachten 
Milchmengen direkt proportional. 

2. Die Gerinnungszeit ist bei gleicher Warme und gleichen 
Milchmengen der Starke oder Menge des Lab umgekehrt pro­
portional. 

3. Die Starke des Lab ist bei gleicher Warme und gleicher 
Gerinnungszeit den verwendeten Milchmengen direkt proportional. 

Auf Soxhlets Vorschlag ist man iiberein gekommen, die 
Starke eines Labpraparates in der Weise zu bemessen, daB man 
angibt, wieviele cern der zur Priifung verwendeten Fliissigkeit 
(Milch oder Kaseinkalklosung) durch 1 cern Lablosung oder 1 g 
Labpulver bei 35 0 in 40 Minuten zum Gerinnen gebracht werden. 
Man verfahrt bei der Priifung fliissiger Praparate wie folgt: 
5 cern der zu priifenden Labfliissigkeit werden mit destilliertem 
Wasser auf 100 cern gebracht. Nach griindlicher Mischung miBt 
man 10 cern, entsprechend 0,5 cern des zu priifenden Labpra­
parates mit einer Pipette ab, setzt sie zu 500 cern ganz frischer 
Milch, die man genau auf 35 0 erwarmt hat und notiert den 
Augenblick, in dem dies geschah, auf Sekunden genau. Die 
Lablosung blast man mit Gewalt in die Milch ein, damit sie 
sich gleichmaBig in ihr verteilt, und schiittelt dann noch rasch 
urn. Wie man sieht, trifft jetzt auf 1000 cern Milch ein Teil, 
d. h. 1 cern des Labpraparates. Nun bewegt man das in die 
Milch schon vorher eingesetzte Thermometer sanft hin und her 
und beobachtet die Zeit, die verstreicht, bis das erfolgte Ein­
treten der Gerinnung dadurch sichtbar wird, daB sich hinter 
dem bewegten Thermometer feine Flocken zeigen, so genau als 
moglich. Die Temperatur der Milch muB wahrend des ganzen 
Versuches genau auf 35 0 erhalten werden. Ratte man z. B. die 
Gerinnungszeit zu 5,55 Minuten beobachtet, so wiirde sich die 
Milchmenge x, die bei derselben Temperatur durch diesel be Lab­
menge erst bei 40 Minuten zur Gerinnung gebracht wiirde, wie 
folgt ergeben: 5,55:40 = 1000:x und x = 7207. Das gepriifte 
Labpraparat hatte also eine Starke von 1: 7207 oder rund von 
I : 7200. 

Labpulver, die verhaltnismaBig sehr stark wirken, priift man 
in der Weise, daB man 1 g davon in 200 cern Wasser lOst,. 
114 Stunde lang stehen !aBt, kriiftig umschiittelt, und dann je 
nach Umstanden 5 oder 10 cern auf 500 g frischer Milch bei 
35 0 einwirken laBt, so daB das Verhaltnis von Lab zu Milch 
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annahernd das von 1: 20000 oder das von 1 : 10 000 ist. Ratte 
man z. B. bei dem Verhaltnis von Lab zu Milch wie 1: 20000 
die Gerinnungszeit wieder zu 5,55 Minuten beobachtet, so 
wiirde man die Milchmenge x, die bei derselben Temperatur 
durch einen Gewichtsteil Lab erst in 40 Minuten zum Gerinnen 
kame, aus der Gleichung finden: 5,55: 40 = 20000: x, also 
x = 144 144, d. h. das Labpulver hatte eine Starke von rund 
1 : 144000 1). 

Man kann auch die Starke des gepriift,en Labpraparates zu 
derjenigen eines Kontroll-Labs in Beziehung setzen. Als Kon­
troll-Lab wahlt man ein gutes Labpulver des Randels von 
mittlerer Starke. Devarda benutzt zu diesem Zweck stets 
ein Labpulver von der Starke 100000, (Gerinnungszeit etwa 
6 Minuten) welches aus einem viel starkeren Labpraparate durch 
Verdiinnen mit gepulvertem Zucker hergestellt wurde. Die 
Resultate solcher Labbestimmungen schwanken je nach der 
Beschaffenheit der verwendeten Milch. Es ist daher ratsam, 
eine Anzahl Parallelbestimmungen mit verschiedenen Milchproben 
auszufiihren oder eine Mischmilch von gesunden, normal ge­
fiitterten Kiihen zu verwenden oder noch besser eine Kasein­
kalklOsung von bestimmter Aziditat. 

57. Lipase. 
Durch das Enzym Lipase werden Fette in Glyzerin und 

Fettsauren gespalten. Die tierische Lipase kann man zeigen, 
wenn man frische Bauchspeicheldriise vom Rind oder Schwein 
zerschneidet und in einer Reibschale zu Brei zerreibt. Diesen 
Brei setzt man zu einer Fettemulsion und beobachtet durch 
Titration mit Rilfe von Phenolphtalein als Indikator, wie die 
Saure aus dem Fett durch das Enzym in Freiheit gesetzt wird. 
Die Emulgierung des Fettes kann man dabei durch Zusatz von 
10 ccm Gallenfiiissigkeit erleichtern. Die Galle hat dabei noch 
eine zweite Bedeutung, da die Lipase von der Bauchspeichel­
driise als Zymogen 2) secerniert wird und dieses erst durch gallen­
saure Salze (Oholsaure) aktiviert wird. Der Versuch kann z. B. 
so ausgefiihrt werden, daB man zu 40 ccm Wasser von 40 0 

10 ccm Galle und etwa 5 g Butter setzt, tiichtig durchschiittelt 
und 10 cern der zerriebenen Bauchspeicheldriise zusetzt. Diesen 
Versuch laBt man am besten bei 40 0 stehen. Verwendet man 

1) Fleischmann, Milchwirtschaft, 5. Aufl., S. 344. 
2) Inaktive V orstufe des Enzyms. 
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fiir solche Versuche Fette, die wasserunlosliehe Fettsauren ent­
halten, so muB man vor der Titration das gleiche Volumen 
96 %igen Alkohols zusetzen, um die Fettsaure in Losung zu 
bringen. Dadurch werden zugleieh Titrationsfehler durch hydro­
lytisehe Dissoziation verhindert. Solehe Versuche kann man 
auch mit Lezithin ausfiihren, welches leiehter wie Fett mit Wasser 
Emulsion gibt. Nach Paul Mayer kann man z. B. 5 ccm 2%ige 
Emulsion von Lezithin Agfa mit 1 ccm Steapsin von G r ii b 1 e r 
in Leipzig bei 37° halten und die durch das Enzym in Freiheit 
gesetzte Saure etwa nach 20 Stunden mit Phenolphtalein titrieren. 
Aus £etthaltigen Samen, z. B. Rizinus, kann man ebenfalls Lipase 
erhalten. Nach der grundlegenden Arbeit von Connstein, 
Hoyer und Wartenberg 1 ) wird die Rizinuslipase fUr fabrika­
torisehe Zwecke im GroBen dargestellt. J a I and e r 2) gibt zur 
Darstellung der Rizinuslipase folgende Vorschrift: 200 g ge­
schalte Rizinussamen werden moglichst fein zerstoBen und mit 
250 g Cottonol innig verrieben. Das Gemisch wird in einem 
Leinenbeutel von groberen Teilen dadurch getrennt, daB man 
-den Beutel unter gleichzeitigem Driieken gegen einen scharfen 
Rand, z. B. einen Trichterrand reibt. Die so erhaltene triibe 
Mischung wird in einer Zentrifuge mit einer Geschwindigkeit 
von 1000 Umdrehungen pro Minute 2 Stunden lang zentrifugiert. 
Hierbei setzen sich die unwirksamen groberen Bestandteile ab, 
wahrend der lipolytische Stoff in Aufschwemmung bleibt. Dieser 
wird entOlt, indem man das gleiche Volumen Petrolather dazu 
tut und absetzen laBt. N ach dem Abdekantieren wird der 
Bodensatz (das Enzym) durch wiederholtes Mischen mit Petrol­
ather und Dekantieren vollstandig entolt. Die erhaltene Trocken­
menge Enzym schwankte zwischen 2 1/ 2 -3 % der verarbeiteten 
Rizinussamenmenge. Schon durch 1 mg Enzym werden binnen 
136 Stunden von 1 g Triolein bei 20° unter Zusatz von 0,6 ccm 
1/100 n. Essigsaure 78,7% verseift. Das Maximum der Versei­
fung 88,4 % wird dureh 3 mg des Enzyms erreicht. Die Wir­
kung der so erhaltenen Lipase wird in derselben Weise gepriift, 
wie das oben bei der tierischen Lipase beschrieben wurde. 

Auch Schimmelpilze und Bakterien produzieren Lipase. Man 
kann dies in der Weise zeigen, daB man ein wenig Rindstalg 
zu Nahragar bringt, dann das Agar erwarmt und kraftig dureh­
sehiittelt, damit das geschmolzene Fett sich in dem Agar in 
feinen Tropfehen verteilt: Dann gieBt man das noeh warme 
Agar sofort in eine sterilisierte Petrischale aus und zieht auf 

') Ber. d. chern. Ges. 35, 3988. 
Koch, Praktikum. 

2) Biochern. Zschr. 36, 435. 
6 
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dem erstarrten Agar einen Strich mit einer Platinnadel, die 
man in eine Kultur von B. pyocyaneum getaucht hat. Nach 
einiger Zeit bemerkt man dann in der N achbarscha£t des Strichs. 
daB eine Aufhellung durch Auflosung des Fettes eingetreten ist. 
Die benachbarten Fetttropfchen sind kreideweiB geworden, und 
die mikroskopische Beobachtung dieser Fetttropfchen lehrt, daB 
dieselben an dunklen Einschliissen reicher geworden sind. Be­
handelt man solche Fetttropfen auf dem Objekttrager mit Alkohol 
und laBt den Alkohol verdunsten, so scheiden sich feine Nadeln 
aus. Eine eingehende Arbeit liber die Einwirkung von Schimmel­
pilzen auf Fette veroffentlichte Spieckermann 1). Eine zweite 
derartige sehr ausfiihrliche Arbeit stammt von Schenker 2) und 
betrifft die Lipase von Aspergillus niger. An der Lipase kann 
man auch die synthetische, also fettbildende Wirkung des Enzyms 
zeigen. Nach Donath 3) nehme man 20 ccm Olsaure, 60 ccrn 
Glyzerin, 2 g Pankreaspulver 4 ) und etwas Toluol. Nach 12 Tagen 
im Brutofen sind 2/3 der freien Saure titrimetrisch nicht mehr 
nachzuweisen. 

Kastle und Loevenhart 5) nehmen fiir den gleichen Zweck 
n 

90 ccm 40 Buttersaure, 36 ccm 30 % igen Aethylalkohol, 25 ccrn 

10 % igen Glyzerinextrakt von Schweinepankreas. Man bemerkt 
dann bei Zimmertemperatur schon nach wenigen Minuten den 
Geruch von Buttersaureathylester. 

58. Physiologische Versuche mit Aspergillus nigel'. 
Saurebildung und Saureverbrauch. 

Aspergillus niger oxydiert Zucker zu Oxalsaure, beziehungs­
weise zu Zitronensaure nach der Gleichung: 

CSHlOOS + 90 = 3 C2H 20 4 + 3H20. 
Es wird aber nicht der ganze gebotene Zucker in der Weise 
oxydiert, sondern nach Wehmer ungefahr die HaUte des Zuckers 
zum Aufbau des Pilzes selbst verbraucht. Die gebildete Same 
wird von dem Pilz weiter verbrannt, man kann sie aber schiitzen, 
wenn man· durch Zusatz von iiberschiissigem kohlensauren Kalk 
Gelegenheit gibt, die entstandene Saure an Kalk zu binden. 

1) Zschr. f. Unters. der Nahrgsmittel 1912, Bd. 23. "Die Zersew,ung 
der Fette durch hiihere Pilze, S. 328. 2) Biochem. Zschr., Bd. 120. 

3) Hofmeisters Beitr. Z. chern. Physiol., Bd. 10. 1907. 
4) Z. B. Pankreatin der chern. Fabrik Rhenania in Aachen. 
5) Am. Chern. Journal 24, 491. 
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Um diese Tatsache zu studieren, setzt man eine Anzahl von 
Versuchen an, in denen Hefewasser + 5 % Rohrzucker sterili­
siert und mit dem Pilz geimpft wird. Man setzt z. B. 6 Ver­
Buche an, jeden zu 100 cem F1iissigkeit in einer 1/41 Kochflasche. 
Der Pilz bildet zunachst eine weiDe Decke, die sich bei Eintritt 
der Sporenbildung obel'flachlich schwarzbraun farbt. Zu ver­
schiedenen Zeiten nimmt man dann einen Kolben dieser Reihe 
heraus und bestimmt die Menge del' gebildeten Saure durch 
Titration. In einem sochen Versuch, del' am 22. 1. angesetzt 
wurde, beobachtete man z. B.: 

Oxalsaure Zucker 
Anfang 22. 1. I -% Anfang 22. 1. - 0 1 

I 
D /0 

5.2. 0,5718 % 5. 2. 4,2 0' 
/0 

12.2. 1,4622 % 12.2. 3,19% 
19.2. 2,914 % 19.2. 0,98% 
26.2. 1,1325 % 26.2. - 01 

/0 

Man sieht aus dieser Zahlenreihe deutlich, wie die Oxalsaure­
menge zuerst ansteigt und dann sinkt. Ein Parallelversuch 
dieser Reihe wurde mit iibel'schiissigem Calciumkarbonat versetzt 
und mit dem Pilz geimpft und dann das gebildete Calcium­
oxalat quantitativ ermittelt. Es wurde gefunden 3,3 % Oxal­
saure. Zu dem Zwecke behandelt man den Niederschlag mit 
verdiinnter Essigsaure in der Warme, worin sich das iiber­
schiissige Calciumkarbonat lOst, dann bringt man das ungelOst 
bleibende Calciumoxalat auf ein Filter, verascht und gliiht und 
wagt das zuriickbleibende CaO oder man lost das Oxalat in 
Schwefelsaure und titriert die Oxalsaure mit Kaliumpermanganat. 
Wahrend des ganzen Versuchs bestimmt man jeweils auch die 
Menge des noch vorhandenen Zuckers und berechnet daraus 
die Menge Oxalsaure, die aus dem verbrauchten Zucker ent­
standen ist. In obiger Tabelle war am 26. 2. der Zucker voll­
stan dig verbraucht. 

Tanninverbrauch durch Aspergillus niger. 
Aspergillus niger bevorzugt als Nahrstoff Tannin, deshalb 

wird angegeben, daB man Aspergillus niger aus Gallapfeln 
ziichten konne. Wir haben gefunden, daB der Pilz aus Gottinger 
Ackererde leicht geziichtet werden kann, wenn man derselben 
Tannin zusetzt. Der Verbrauch des Tannins durch den Pilz 
kann in folgender Weise studiert werden: 

6* 
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1 1 Wasser 
25 g Ammonsulfat 
0,75 " K 2HP01 

0,25 " MgS04 
1,5 "NaCI 
2,5 % Tannin 

Von dieser Losung werden 200 ccm in einen 1/2 I-Kolben gebracht, 
sterilisiert und mit dem Pilz geimpft. Nach einigen Wochen bei 
Zimmertemperaturwirdder Rest des unzersetzten Tannins bestimmt. 

Bestimmung des Tannins nach Malvezin. 
Die Methode beruht auf der Bildung einer unloslichen Tannin­

zinkverbindung. Die notwendigen Losungen sind 1/10 n. KMn04-
Losung, verdiinnte Schwefelsaure (2,5 ccm reine H2S04 in 
100 ccm H 20) und eine ammoniakalische ZinkazetatlOsung be­
reitet durch Auflosen von 1 g ZnO in der notigen Menge Essig­
saure, Versetzen der Losung mit Ammoniak, bis der Nieder­
schlag sich wieder lOst, und Verdiinnen der Fliissigkeit mit 
Wasser auf 100 ccm. Man erhitzt 10 ccm der zu untersuchenden 
tanninhaltigen Fliissigkeit mit 10 ccm der ammoniakalischen 
ZinkazetatlOsung 5 Minuten zum Sieden, gieBt die Fliissigkeit 
auf ein Filter, wascht Kolben und Filter mit etwas destilliertem 
Wasser nach, setzt den Trichter samt Niederschlag auf einen 
Kolben von etwa 200 ccm Rauminhalt und lOst den Niederschlag 
durch die verdiinnte Schwefelsaure auf dem Filter auf. Die so 
erhaltene schwefelsaure Losung titriert man schlieBlich bei 
60-70° mit 1/10 n. KMn04-Losung. Man soIl die KMn04-Lo­
sung in Mengen von je 5 Tropfen zusetzen und die Titration 
abbrechen, wenn die rosa Farbung mindestens 3 Minuten lang 
bestehen bleibt. Die Tanninmenge in Gramm pro Liter Fliissig­
keit ergibt sich durch Multiplikation der Anzahl ccm 1/10 n. KMn04-
Losung mit 0,12. In einem Versuch fanden wir z. B. 79,3 % 
des gebotenen Tannins von dem Pilz zersetzt. Fiir Zuckerversuche 
mit Aspergillus niger kann man auch die oben angegebene Losung 
verwenden und das Tannin durch Zucker ersetzen. 

Gallussaurebildung aus Tannin durch Aspergillus niger. 
Wahrend bei der beschriebenen Versuchsanordnung der Pilz, 

wenn er also auf der Fliissigkeit wachst, das Tannin nahezu 
vollig zersetzt, spaltet er andererseits das Tannin in Glukose und 
Gallussaure, wenn er in der Fliissigkeit untergetaucht bleibtl). 

1) van Tieghem: Ann. des sciences nat. (5) bot., Tom 8, p. 210 (1867). 
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Dieses Verfahren wird in der Industrie benutzt, urn aus Gallapfeln 
Gallussaure darzustellen, und dabei entdeckte van Tieghem den 
Aspergillus niger. Urn diesen Vorgang zu studieren, bringt man 
in ein Reagensrohr 25 % ige TanninWsung unter Zusatz der 
natigen Nahrsalze fiir den Pilz (auf 1 I Tanninlasung - 25 g 
(NH4)2S04, 0,75 g K 2HP04; 0,25 g MgS04; 1,5 g NaCI), sat As­
pergillus niger auf die OberfHiehe del' Fliissigkeit und stellt 
das Reagenzrohr bei ungefiihr 30° warm. Der Pilz keimt bald 
und wird dann dureh haufiges Unterschiitteln gezwungen, in der 
Fliil:lsigkeit zu waehsen. Naeh einiger Zeit sieht man einen 
Bodensatz sieh bilden, der graBtenteils aus Nadeln der Gallus­
saure besteht. Wenn man etwas von dem Niederschlag heraus­
nimmt, dureh Erwiirmen die Gallussaure lOst, die Fliissigkeit 
filtriert und dann auf einem Uhrglas einige Tropfen davon ver­
dunstet, bekommt man schanere Nadeln von Gallussaure. Die 
Gallussaure kann quantitativ .bestimmt werden, wenn man die 
Tanninzerlegung bis zu Ende gehen laBt, was man daran erkennt, 
daB mit Gelatinelasung keine FalIung mehr auf tritt, dann die 
ausgesehiedenen Nadeln von Gallussaure direkt wiegt und den 
gelast gebliebenen Teil von Gallussaure mit essigsaurem Blei 
falIt und als gallussaures Blei zur Wagung bringt. Entfernt 
man dann das iibersehiissige Blei mit sehwefelsaurem Natrium, 
so kann man in del' restierenden Fliissigkeit mit Fehlingseher 
Lasung die gebildete Glukose bestimmen. N aeh und naeh wird 
die Glukose und spater aueh die Gallussaure von dem Pilz 
allmahlieh verzehrt. Del' Pilz gedeiht, selbst noeh in 50 % iger 
TanninlOsung. Die besehrie benen Versuehe gelingen aueh, wenn 
auch weniger gut, mit Penicillium glaucum. 

Tannase. 
Diese Zerlegung des Tannins ist das Werk eines Enzyms: del' 

Tannase, die zuerst von Fern bach 1) dargestellt wurde. Naeh 
Freudenberg 2) kann man diese Tannase auf folgende Weise ge­
winnen: 50 g kaufliehes Tannin werden in 500 cern Leitungs­
wasser gelOst, 1/4 Stunde lebhaft gekoeht, mit Leitungswasser 
auf 2 I verdiinnt, mit 50 g Ammonsulfat, 1,5 g Dikaliumphos­
phat, 0,5 g Magnesiumsulfat und einigen Krumen Viehsalz ver­
setzt; in diese Losung wird Aspergillus niger geimpft. Sobald 
die Pilzdeeke eben anfangt Sporen zu bilden, werden diese mit 

') Fernbach: Compt. rend. Bd. 131, p. 1214 (1900). 
2) Freudenberg: Chemie der natur!. Gerbstoffe; Berlin, Julius 

Springer, 1920, S. 48. 
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Wasser abgewaschen, die Pilzdecke mit der Hand ausgepreBt, 
feucht gewogen, mit dem vierfachen Gewicht Azeton griindlich 
verrieben, nach 24 Stunden abgesaugt und ausgepreBt. Die zer­
kleinerte Masse wird, nachdem das Azeton verdunstet ist, im Va­
kuumapparat iiber Phosphorpentoxyd scharf getrocknet. Das fein 
zerriebene, abgewogene Material wird mit der doppelten Menge 
toluolhaltigen Wassers angeriihrt und nach einigen Stunden ab­
gepreBt. Dieses wird mehrere Male wiederholt. Die Ausziige 
werden unter vermindertem Druck eingedampft, bis das Gewicht 
etwa dem des angewendeten Pilzes gleich kommt und mit dem 
fiinffachen Volumen absoluten Alkohols gefiillt. Der Nieder­
schlag wird zur Entfernung der im Extrakt in reichlicher Menge 
enthaltenen Glukose noch zwei Mal umgefaIlt. Die erhaltene 
Tannasemenge betragt etwa den zehnten Teil des Pilzes. Zu 
Versuchen mit dieser Tannase darf man nur 0,2-0,5 %ige 
Tanninlosung verwenden, weil die entstandene GaIlussaure das 
Enzym schadigt. Den Verlauf der Hydrolyse verfolgt man durch 
Titration an der Zunahme der Saure. Auf einen Teil Tannin 
nimmt man die Tannase aus 1/2 Gewichtsteil My z e 1. N atiirlich 
gewinnt man auf diese Weise nicht nur die Tannase, sondern 
aIle von dem Pilz gebildeten Enzyme, und man kann fiir Ver­
suche mit diesen Enzymen einfach nur das Myzel mit Azeton 
in der beschriebenen Weise abtOten, trocknen und pulvern und, 
wenn es nicht auf moglichst reine Darstellung der Enzyme 
ankommt, die Auslaugung des abgetoteten Myzels und die Fal­
lung mit Alkohol weglassen. 

Bildung von Pilzstarke durch Aspergillus niger. 
Die auffallige Bildung einer mit Jod sich blauenden Substanz 

durch Aspergillus niger, einer sogenannten Pilzstarke kann man 
wie folgt beobaehten: 

1,25 g MgS04 
2,5 "KH2 P04 

5 "NH4 N03 
50 "Zucker auf 1000 Wasser. 

Von dieser Losung werden je 50 cem in (j Kolbehen von 100 cem 
Inhalt gefiillt und mit dem Pilz geimpft. Die Kultur muB 
bei 30-35° gehalten werden. Nach eiriigen Tagen gieBt man 
die Kulturfliissigkeit ab und bringt etwas wasserige Jodlosung 
auf das Myze1. Wenn das Jod in die Zellen eingedrungen 
ist, sieht man denn eine blaue Farbung der Pilzdecke, einige 
Tage spater sieht man auch die Nahrlosung sich mit Jod blau 
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tarben. Nach einiger Zeit verschwindet die Reaktion in Lasung 
und Myzel wieder 1). 

59. Aufsuchung del' zahlreichen von A. niger gebildeten 
Enzyme. 

Der genannte Pilz ist auBerst vielseitig in der Enzymbildung. 
Man kann dies sehr bequem studieren, wenn man den Pilz auf 
der oben bei dem Tanninversuch genannten Mineralsalzli.isung, 
in der das Tannin durch 5% Zucker ersetzt wurde, wachsen 
laBt. Sobald der Pilz eine kraftige Decke gebildet hat, gieBt 
man die Nahrlasung ab und ersetzt dieselbe durch sterilisiertes 
Wasser. Nach etwa 12 Stunden hat dann die auf dem Wasser 
schwimmend gebliebene Pilzdecke Enzyme in das Wasser sezer­
niert, und man priift nun die abgegossene wasserige Lasung auf 
das Vorhandensein verschiedener Enzyme. In der wasserigen 
Li.isung findet man die Ektoenzyme, dann nimmt man die 
Pilzdecke, zerreibt sie mit Sand und Wasser und nutscht die 
Lasung ab, um diejenigen Enzyme zu gewinnen, welche nicht 
aus den ZeBen sezerniert werden, die Endoenzyme. Dabei ist 
zu beachten, daB der Pilz groBe Mengen Saure produziert, die 
Enzymwirkung vortauschen ki.innen, wenn sie nicht vor dem 
Versuch durch Neutralisation unschadlich gemacht werden. 
Nach eigenen Versuchen und Angaben in der Literatur bildet 
der Aspergillus niger folgende Enzyme: 

Amylase (Diastase) 
Inulase 
ImTertase (Saccharase) 
Maltase 
Trehalase 
Melecitase 
Raffinase 
Cellobiase 
Zymase 

Katalase 
J odidoxydase 
Reduktase 
Emulsin 
Tannase 
Lipase 
Urease (Amidase) 
Protease (Pepsin) 
Nuklease. 

60. K achweis von Arsen auf biologischem 2) Wege. 
Penicillium brevicaule greift Sauerstoffverbindungen, Schwefel­

verbindungen und das metallische Arsen kraftig an und erzeugt 
daraus Verbindungen, wahrscheinlich organischer Natur, die 

1) Lap p a I a i n en: Biochemische Studien an Aspergillus niger, Helsing-
fors 1919. 2) Gosio: Ber. d. chern. Ges. 1897. 1024. 
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stark nach Knoblauch riechen. Dieser Geruch tritt kraftiger 
hervor, wenn man den Kolben mit einer Gummikappe ver­
schlieBt. Vorher laBt man den Pilz unter WatteverschluB, also 
bei Luftzutritt, erst anwachsen. Nicht oder schwer in Wasser 
lOsliche Arsenpraparate konnen dabei in unbegrenzten Mengen 
in- den Nahrboden vorhanden sein, 16sliche ebenfalls, wenn eine 
"Gnterlage, wie etwa Brotbrei benutzt wird, die sich nicht gleich­
maBig mit der Losung durchtrankt. Aber auch in Losungen, 
die 3-4%0 arsenige Saure enthalten, wachst das Penicillium 
noch. Die geringste Arsenmenge, die noch durch den Geruch 
bei sol chen Kulturen nachgewiesen werden konnte, waren bei 
Abel und Buttenberg 1) je nach der Verbindung 0,1-0,01 mg. 
AuBer durch Geruch IaBt sich die Anwesenheit von Arsen in 
den von der Kultur entwickelten Gasen auch dadurch nach­
weisen, daB man sie durch eine 50-60° warme mit Schwefel­
saure versetzte Losung von Kaliumpermanganat leitet und dann 
das Gas im Marshschen Apparat pruft. 

Zur Anstellung eines Demonstrationsversuches bringt man 
eine Scheibe Schwarzbrot ohne Rinde zerkleinert in einen Erlen­
meyerkolben (1/4 I), streut 0,1 g Arsenik darauf, feuchtet maBig 
mit Wasser an und sterilisiert unter WatteverschluB. Dann 
iibertragt man einige groBere Myzelstiicke des Penicillium bre­
vicaule von einer Wiirzeagarkultur auf das Brot. N ach wenigen 
Tagen tritt starker Knoblauchgeruch auf. Ebenso verfahrt man 
mit auf Arsengehalt zu priifenden Materialien. 

61. Auswahl yon ~iihl'stoffen dUl'ch Pilze. Wirkung 
von Penicillium glaucum und Aspergillus niger auf 

Traubensaul'e. 
Nach Pasteurs epochemachender Entdeckung wird Trauben­

saure von Bakterien und Penicillium glaucum derart gespalten, 
daB Linksweinsaure ubrig bleibt. Pfeffer 2) ermittelte dann 
weiter, daB auf der Vereinigung der Rechts- und Linkswein­
saure, welche durch Auflosung der Traubensaure entsteht, Peni­
cillium glaucum und Aspergillus niger auf Kosten des besseren 
Nahrstoffs, der Rechtsweinsaure heranwachsen, daB dann das 
Myzel aber auch die Linkssaure verbraucht, trotzdem sie ein 
sehr schlechter Nahrstoff ist. 

Zur Demonstration dieser Verhaltnisse lose man etwa 4 g 
Traubensaure, 0,5 g NH4NOa, 0,25 g KH2P04 , 0,125 g MgS04 

") Zschr. fUr Hyg., Bd. 32, 1899. 
1895, S. 220. 

2) Jahrb. f. wiss. Bot., Bd. 28, 
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in 150 Wasser, sterilisiere und impfe mit Aspergillus niger. Fur 
Penicillium glaucum nehme man das Natrium- oder Ammonium­
salz der Traubensaure. Man bereite mehrere kleine Kulturen 
und untersuche von Zeit zu Zeit das Filtrat einer derselben 
im Polarisationsapparat. Die Losung ist bei der Impfung optisch 
inaktiv, wird dann mehr und mehr linksdrehend durch Verbrauch 
der Rechtssaure, dann nimmt die Linksdrehung durch Verbrauch 
der Linkssaure abo 

Uber Pilze und Bakterien, welche umgekehrt die Linkssaure 
bevorzugen oder beide Sauren gleich stark verbrauchen, ver­
gleiche Pfeffer. 

Anhang. 
Allgemeine Bemerkungen libel' bakteriologische 

Arbeitsverfahren. 
Da Bakterien und ahnliche Organismen uberall verbreitet 

vorkommen, muB man, wenn man mit solchen Organismen in 
Reinkulturen arbeiten will, zunachst dafiir sorgen, daB die ver­
wendeten Geratschaften, Nahrlosungen uSW., bakterienfrei sind. 
Man erreicht dies durch das sogenannte Sterilisieren. Es gibt 
dafiir physikalische und chemische Wege. Am bequemsten ist es, 
durch Anwendung von hohen Temperaturen zu sterilisieren. 
Kleinere Gebrauchsgegenstande, wie Objekttrager, Deckglaser, 
Pinzetten usw., sterilisiert man einfach, indem man sie durch 
die nicht leuchtende Flamme des Bunsenbrenners zieht. Nahr­
lOsungen und dergleichen werden am einfachsten im stromenden 
Dampf von 100" sterilisiert. Dabei gilt der Grundsatz, daB 
aIle sauren Nahrsubstrate nur einmal 1/4 Stun de lang im 
Dampf von 100° sterilisiert zu werden brauchen, weil in solchen 
sauren Nahrsubstraten ohnehin die schwer zu sterilisierenden 
Bakterien nicht gedeihen und dementsprechend bloB Hefen 
und andere Pilze durch das Sterilisieren abzutoten sind, die 
bei dem angegebenen 1/1 Stun de dauernden Erhitzen bei 100" 
zugrunde gehen. Fur Bakterienwachstum geeignete, schwach 
alkalische Nahrsubstrate werden am besten an drei aufeinander 
folgenden Tagen je 1/4 Stunde im Dampf bei 100" sterilisiert. 
Auf diese Weise erreicht man, daB am ersten Tage die sporen­
freien Bakterienzellen zugrunde gehen, dann werden die am Leben 
gebliebenen Sporen auskeimen und deren Keimprodukte durch 
das 2. und 3. Sterilisieren abgetOtet. Manche Bakterienarten 
uberdauern auch diese sogenannte fraktionierte Sterilisation, weil 
ihre Sporen zu langsam keimen. Solche Bakterienarten sind be-
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sonders in der Erde verbreitet, und deswegen miBlingt manchmal 
die Sterilisation von Nahrsubstraten wie Milch und Kartoffeln, 
die mit Erde verunreinigt sein konnen. Hat man einen Auto­
klaven zur Verfugung, in dem man im Dampf unter Druck sterili­
sieren kann, so kann man bei 120 0 Coder einer Atmosphare Uber­
druck durch einmalige 1/2 stundige Sterilisation aIle Bakterien 
sicher abtoten. Wesentlich fur den Erfolg ist dabei, daB man, 
wenn das Wasser im Autoklaven zu sieden beginnt, zunachst den 
Dampf frei ausstromen laBt, bis aIle Luft aus dem Autoklaven 
vertrieben ist. Erst wenn der Dampf im Autoklaven luftfrei ist, 
sterilisiert er sicher. Aile Gegenstande, die im Dampf nicht sterili­
siert werden konnen, wie z. B. dickwandige Glasapparate, sterili­
siert man trocken in einem Luftbad oder Trockenschrank 20 Minuten 
lang bei 120°. Zum Sterilisieren im stromenden Dampf sehr be­
quem sind die kleinen im Handel befindlichen Kartoffeldampfappa­
rate, die aus einem Wasserbehalter bestehen, auf dem ein Topf 
mit durchlochtem Boden sich befindet. Heizt man den Wasser­
behalter an, so stromt der Dampf durch die Offnungen des Bodens 
in den Topf und durch den Deckel hindurch. Nach demselben 
Prinzip sind auch die groBen Sterilisationsapparate fur Labora­
torien gebaut. Bei allen SterilisationsmaBnahmen ist eine nach­
herige Neuinfektion des sterilisierten Materials durch die Bakterien 
derLuft usw. zu vermeiden. Die Abhaltung der Organismen der 
Luft geschieht am einfachsten durch einen WatteverschluB. Des­
halb bringt man z. B. Nahrsubstrate, die man sterilisieren will, 
vor der Sterilisation in ein dunnwandiges GlasgefaB, z. B. in eine 
Erlenmeyerkochflasche, und verschlieBt den Hals durch einen 
Wattebausch. Dann sterilisiert man die ganze Flasche mitsamt 
clem Nahrsubstrat in cler angegebenen Weise im Dampf. Nach 
der Sterilisation halt dann der WatteverschluB die Keime der 
Luft von dem sterilisierten Nahrsqbstrat abo Will man von diesem 
sterilisierten Nahrsubstratsvorrat etwas entnehmen, so ist es rat­
sam, den Rest nach der Entnahme abermals zu sterilisieren. Unbe­
dingt notwendig ist es, daB der WatteverschluB in solchen Fallen 
nicht naB wird, weil durch feucht gewordene Watte Schimmel­
pilze und dergleichen durchwachsen und auf diese Weise das unter 
WatteverschluB aufbewahrte Nahrsubstrat verunreinigt wird. 
Ratsam ist es, sich Nahrsubstrate, die haufig gebraucht werden, 
in kleinen Portionen sterilisiert aufzubewahren, damit man nicht 
jedesmal bei Entnahme einer Substratprobe eine neue Sterili­
sation ausfiihren muB. Zu diesem Zweck fullt man haufig ge­
brauchte Nahrsubstrate in kleinen Portionen in Reagenzglaser 
oder dergleichen ab, verschlieBt die GefaBe mit Watte und sterili-
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siert in del' angegebenen Weise. So halt man sich z. B. Wasser, 
Milch, Bouillon, Fruchtsafte in Mengen von je etwa 10 ccm in 
Reagenzglasern unter WatteverschluB sterilisiert vorratig. Beim 
Offnen solcher mit WatteverschluB versehenen GefaBe ist die eine 
Flache der Watte, die an die auBere Luft grenzt, stets abzu­
brennen, weil darauf Schimmelpilzsporen und andere ahnliche 
Keime aus der Luft niedergefallen sein konnen, dann lost man 
den Wattenbausch mit einer in der ]'lamme sterilisierten Pin­
zette und behalt die Watte in der Pinzette ohne sie auf den 
Tisch zu legen oder mit unsterilisierten Fingern anzugreifen, 
weil an den Fingern immer Keime vorhanden sein konnen. Nach 
Beendigung del' Manipulation setzt man dann den Wattepfropfen 
wieder in den Hals des Rohrchens hinein. 

Man kann auch auf chemischem Wege sterilisieren. So kann 
man Bakterienentwicklung niederhalten, wenn man fiir saure 
Reaktion der betreffenden Losung sorgt. Manche Sauren ent­
falten auch eine spezifische Giftwirkung gegen Hefe und k6nnen 
daher zur Haltbarmachung von Fruchtsaften Verwendung finden. 
Dahin geh6rt Ameisensaure und Essigsaure. Als chemische 
Mittel, urn z. B. bei Enzymversuchen Bakterienentwicklung 
auszuschlieDen, sind geeignet Toluol oder Thymol in alkoholischer 
L6sung, von welchen jeweils einige Tropfen del' Versuchsfiiissig­
keit zugesetzt werden. Urn zu priifen, ob die mit physikalischen 
oder chemischen Mitteln ausgefiihrte Sterilisation erfolgreich ge­
worden und dementsprechend das fragliche Material frei von Mikro­
organismenentwicklung geblieben ist, untersucht man dasselbe 
mikroskopisch odeI' man bringt eine Probe davon in geeignete 
sterilisierte Nahrl6sung, z. B. ein Reagenzglas mit Bouillon, und 
wartet ab, ob Mikroorganismen sich entwickeln. Man kann auch 
in derselben Weise ein Rohrchen sterilisiel'ter Nahrgelatine impfen, 
nachdem man die Gelatine bei h6chstens 40 0 geschmolzen hat. 
Dann wird das eingeimpfte Material durch Schiitteln in del' 
geschmolzenen Gelatine verteilt und dann die Gelatine in eine 
sterilisiel'te Petrischale ausgegossen. Wenn die Sterilisation des 
Materials gelungen war, diirfen dann auf del' so hergestellten 
Gelatineplatte in den nachsten Tagen keine Kolonien von Mikro­
organismen wachsen. In del' beschriebenen Weise k6nnen auch 
Priifungen der Wirkung neuer Desinfektionsmittel ausgefiihl't oder 
festgestellt werden, in welcher Konzentration ein Desinfektions­
mittel angewendet werden muD. Dabei sind immer die Bedingungen 
genau einzuhalten, die fiir den vorliegenden Zweck in Betracht 
kommen. Wenn man z. B. ein Desinfektionsmittel fiir die Brauerei 
priifen soU, ist als Nahrl6sung Bierwiirze bzw. Bier zu verwenden. 
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Fiir aIle Ubertragungen von Bakterien benutzt man stets einen 
in einen Glasstab eingeschmolzenen Platindrahtl), den man 
durch Durchziehen durch die Flamme momentan sterilisieren 
kann. Mit dies em Platindraht, den man zu einer Ose biegt, 
kann man kleine Mengen bakterienhaltiger Fliissigkeit heraus­
nehmen und damit ein mikroskopisches Praparat herstellen odeI' 
aus steri! aufbewahrten Nahrlosungen Tropfen fUr Hangetropfen 
entnehmen. Andererseits kann man mit dem gerade gestreckten 
Platindraht Stichkulturen in Gelatine odeI' Strichkulturen auf 
del' Oberflache del' Gelatine oder dergleichen herstellen oder 
Impfungen von Hangetropfenkulturen ausfiihren. Vor jeder 
solchen Operation ist stets der Platindraht neu zu sterilisieren, 
da, wie bemerkt, die Luft stets Organismen enthalt, die die steril 
aufbewahrten Nahrsubstrate oder die Reinkulturen verunreinigen 
konnen. Uberimpfungen von Reinkulturen in neue GefaBe mit 
sterilem Nahrboden sind, wenn moglich, in bakterienfreier Luft 
auszufiihren. 

Das landwirtschaftlich-bakteriologische Institut der Universi­
tat Gottingen verfiigt zu diesem Zweck iiber ein besonders ein­
gerichtetes Impfzimmer. Wande und Decke desselben sind mit 
Olfarbe gestrichen, der FuBboden ist zementiert und mit Wasser­
ablauf versehen. Vor jeder Benutzung wird das ganze Zimmer 
mit Wasser ausgespritzt. Zu dies em Zweck wird an die Wasser­
leitung ein Spritzkopf angeschraubt, der den Strahl der Wasser­
leitung in einen feinen Spriihregen verwandelt. LaBt man dann 
das Zimmer einige Stunden stehen, so werden mit der sich nieder­
schlagenden Feuchtigkeit die in der Luft des Impfzimmers 
schwebenden Keime zu Boden gerissen. Andererseits konnen 
Keime, so lange Wande, FuBboden und Decke des Zimmers feucht 
sind, nicht aufgewirbelt werden. Man kann also auf diese Weise 
einen keimfreien Luftraum erzielen. Den beabsichtigten Zweck 
kann man noch voIlkommener durch Behandlung des Impf­
zimmers mit einem gasformigen Desinfektionsmittel erreichen. 

Wir stellen zu dem Zweck in das in der beschriebenen Weise 
ausgespritzte Impfzimmer eine Schale mit heiBem Wasser, auf 
welch em eine Porzellanschale schwimmt, die etwas Formalin enthaIt. 
Sehr bald fUIlt sich dann der ganze Raum mit Formalindampfen, 
und man wartet nun einige Stunden, bis das Atmen in dell}. 
Zimmer wieder moglich ist. Dann zieht man einen frisch 
sterilisierten Laboratoriumsmantel an, wascht die Rande in 

1) Oder einen billigeren Ersatz, z. B. Nickelstahldraht, von Lauten· 
schlager, Berlin, ChausseestraBe 92. 
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50%igem Alkohol, ohne sie nachher abzutrocknen, bringt die 
zur Impfung notwendigen Geratschaften und KulturgefaBe in 
den sterilisierten Raum, wascht die KulturgefaBe auBerlich mit 
50%igem Alkohl ab und fiihrt dann die Impfung in der ge­
wohnten Weise aus. Wer kein Impfzimmer besitzt, kann auch 
einen Impfkasten benutzen, d. h. einen Glaskasten mit Turen, 
durch welche man die Hande einfUhren kann. Der Kasten kann 
in ahnlicher Weise wie das Impfzimmer sterilisiert werden. 

Die meisten Bakterien und ahnlichen niederen Organismen 
wachs en erheblich schneller, wenn man sie bei Temperaturen, die 
etwas tiber der Zimmertemperatur liegen, halt. Die optimalen 
Temperaturen 8ind je nach den Arten naturlich verschieden, im 
allgemeinen kann man sagen, daB fUr Bakterien die Bluttempe­
ratur von 37 () C sehr geeignet ist, wahrend Hefen und ahn­
liche Organismen bei 25 0 sehr gut gedeihen. Aus dies em Grunde 
benutzt man zur Kultur der niederen Organismen sogenannte 
Brutschranke, das sind meistens kupferne, doppelwandige Schranke, 
zwischen deren beiden Wanden sich Wasser und eventuell noch 
Isoliermaterial befindet, um eine m6glichst groBe Temperatur­
konstanz zu erzielen. Mit Hilfe eines Thermoregulators und einer 
Gasflamme kann man einen sol chen Brutschrank leicht auf der 
gewunschten Temperatur halten. Hat man kein Gas zur Ver­
fugung, so empfiehlt sich die Verwendung eines von Sartorius in 
G6ttingen hergestellten Brutschrankes, der mit beliebiger Warme­
queUe, also auch mit einer Petroleumlampe, betrieben werden 
kann. 

Das landwirtschaftlich-bakteriologische Institut der Universitat 
G6ttingen besitzt ein Brutzimmer. Dasselbe wurde in seiner Ein­
richtung demjenigen nachgebildet, welches Pfeffer im Botanischen 
Institut der Universitat Leipzig ausfUhren lieB. Die Heizung 
dieses Raumes ist eine Luftheizung mit elektrischer Regulierung. 
Vor dem Brutzimmer steht ein Kohlendauerbrenner, der die 
tiber ihn hinwegstreichende Luft erwarmt. Diese erwarmte 
Luft tritt durch eine Offnung in der Wand in das Brutzimmer 
und heizt dieses. Die Regulierung der Heizung geschieht nun 
in der Weise, daB die besagte Offnung durch eine Klappe ver­
schlieBbar ist, welche durch ein Uhrwerk bewegt werden kann. 
An der Decke des Brutzimmers befindet sich ein Thermometer, 
dessen Quecksilberfaden einen Strom schlieBt, sobald die gewunschte 
Temperatur im Brutzimmer erreicht ist. Der Strom zieht dann 
die Arretierung von dem Uhrwerk weg und dieses verschlieBt 
die Lufteintritts6ffnung durch die Klappe. 

Ein solches Brutzimmer ist billig zu betreiben und hat den 
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groBen Vorzug, daB man in demselben viel Platz hat und auBer­
dem in verschiedenen Entfernungen vom FuBboden verschiedene 
Temperaturen zur Verfiigung stehen. Wenn unser Brutzimmel' 
z. B. an der Decke 37 ° zeigt, so herrscht am FuBboden eine 
Temperatur von 22°. Zur Kontrolle der Heizung dienen ver­
schiedene Einrichtungen, z. B. ein Thermograph von Richard 
Freres in Paris, zu beziehen von Lion Levy in Hamburg, dessen 
Trommel sich in einer W oche einmal um ihre Achse dreht und 
dabei die Temperaturkurve der ganzen Woche aufzeichnet. 

Der Gebrauch des Mikroskops wird hier als bekannt vorausge­
setzt. Nur sei im allgemeinen bemerkt, daB es rats am ist, bei del' 
mikroskopischen Untersuchung kleiner Organismen zuerst mitt­
lere VergroBerungen zu verwenden und dann erst zu den starkeren 
Systemen iiberzugehen. Man wird dann mit den starken Ver­
groBerungen viel mehr erreichen, wie wenn man sie gleich von 
Anfang an anwendet. Die Steigerung der VergroBerung durch 
Anwendung starkerer Okulare ist moglichst zu vermeiden, und 
statt dessen sind starkere Objektivsysteme zu benutzen. 

Bei jeder Untersuchung eines von Mikroorganismen ausge~ 

losten Vorganges sind Gestalt und Entwieklungsgeschiehte del' 
Erreger neb en den sonstigen Eigensehaften derselben so genau 
als moglieh zu studieren und in der Versuchsbesehreibung ein­
gehend zu beriieksiehtigen. 

Rezepte. 
A. Nahrlliissigkeiten. 

1. Fleischwasser. 500 g fettfreies Rind- oder Pferdefleiseh 
wird fein gehackt und mit einem Liter Wasser 24 Stunden 
mogliehst kiihl, eventuell im Eissehrank stehen gelassen. Dann wird 
die wasserige Fliissigkeit dureh" ein Tueh abfiltriert und das 
Fleisch gut ausgepreBt. Dann wird die Fliissigkeit, um das 
EiweiB abzuscheiden, eine Stun de gekocht, und zwar gilt pro 
Liter Fliissigkeit eine Stunde Kochzeit. Dann wird durch ein 
Faltenfilter filtriert, 1 % der Fliissigkeit· an Pep ton und 1/2 % 
Kochsalz zugesetzt, dann wird wieder 20 Minuten gekoeht, Soda­
losung zugesetzt, bis blaues Lakmuspapier nieht mehr gerotet wird 
und abermals durehein Faltenfilter filtriert. 

2. Hefewasser. 50-100 g PreBhefe und 1000 eem Wasser. 
Das Gemisch wird 1/4 Stun de gekoeht und dann filtriert. Aus­
gezeichnete Nahrlosung fUr Hefen und Bakterien. An Stelle von 
PreBhefe kann man aueh trockene Nahrhefe verwenden, und zwar 



Nahrgelatine. 95 

nimmt man 20 g auf das Liter Wasser, setzt 10 g Pepton zu, 
kocht auf und filtriert durch Faltenfilter. 

3. Bierwtirze. Malz 250 g, Wasser 1000 ccm (immer die 
vierfache Menge Wasser) werden eine Stunde auf 65 0 erhitzt. 
Dann priift man mit Jod, ob alle Starke in Zucker umgewandelt 
ist, erscheint die Reaktion blau, muB man noch weiter erhitzen. 
Dann preBt man durch eine Handpresse und kocht die Fliissig­
keit gelinde 2 - 3 Stun den. Dies geschieht zur Ausfallung der 
EiweiBstoffe, bei kiirzerem Kochen erscheint die Fliissigkeit zwar 
zuerst kIar, wird nach dem Erkalten aber wieder triibe. Dann 
filtriert man durch ein Faltenfilter und fliIlt auf das richtige 
Volumen auf. 

4. Rosinenmost. 2 1 Wasser, 0,75 kg groBe Rosinen werden 
1 - 2 Tage stehen gelassen, dann die gequollenen Rosinen zer­
quetscht, die Maische wieder einige Tage in kiihler Temperatur 
stehen gelassen. Dann wird die Fliissigkeit durch ein Tuch ab­
filtriert, die Rosinen ausgedriickt, die Fliissigkeit aufgekocht und 
durch ein Faltenfilter filtriert; der Most wird mit 0,4 g Ohlor­
ammonium versetzt. 

5. AschellsalzlOsullg Ilach Laurent. 

Dikaliumphosphat 0,75 g 
Ammoniumsulfat 5 " 
Magnesiumsulfat 0,1 " 
Destilliertes Wasser 1 I 

Notwendig ist natiirlich Zusatz einer-Kohlenstoffquelle, am besten 
in Form von Zucker, ungefahr 5 % Rohrzucker oder Dextrose, 
bei garenden Formen, die den Zucker vergaren, eventuell mehr. Will 
man in der Lasung Hefe kultivieren, so ist es vorteilhaft, 1 0 / 00 

Weinsaure zuzusetzen, weil dann die saure Reaktion V erunrei­
nigung durch Bakterien ausschlieBt. Besser wachsen niedere 
Organismen in derartigen Aschensalz16sungen, wenn man den 
Stickstoff in organischer Form und nicht als Ammoniumsulfat 
gibt, und zwar ist hierfiir besonders das Asparagin geeignet, 
eventuell auch Pepton. 

B. Nahrgelatine. 
Die eben erwahnten Nahrlasungen werden durch Zusatz von 

Gelatine zu durchsichtigen festen Nahrb6den gemacht. Man 
nimmt 10 oder im Sommer 15 % der Nahrl6sung an feinster 
weiBer Gelatine, laBt die Gelatine kurz in kaltem Wasser quell en, 
driickt sie mit der Hand aus und bringt sie in die Nahrl6sung 
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hinein. Dann wird das Ganze im Wasserbad oder im Dampf­
strom im Sterilisierapparat erwarmt, bis die Gelatine sich lost, 
dann die Reaktion nochmals kontrolliert, ob sie nicht durch den 
Gelatinezusatz sauer geworden ist. Dann wird filtriert durch 
ein Faltenfilter unter Zuhilfenahme eines Warmetrichters, oder 
indem man den auf einer Kochflasche befindlichen Trichter mit 
der Gelatine in den Dampfsterilisierapparat einstellt. Diese 
Gelatinenahrboden schmelzen bei etwa 25 ° C und sind unter­
halb dieser Temperatur fest. Werden sie haufig oder zu lange 
sterilisiert, leidet die Erstarrungsfahigkeit. Besonders vorsichtig 
miissen Gelatinenahrboden sterilisiert werden, wenn sie sauer 
sind, d. h. wenn zu ihrer Herstellung saure Nahrboden, wie Bier­
wiirze, Fruchtsafte und dergleichen, verwendet wurden. In diesem 
FaIle geniigt, weil die meisten Bakterien auf saurem Nahrboden 
nicht wachsen, einmalige Sterilisation bei 100° 1/4 Stun de lang. 

C. Nahragar. 
Man kann durch Zusatz von Agar, einem aus Meeresalgen 

herzustellendem Kohlehydrat, Nahrlosungen in feste, durch­
sichtige Nahrsubstrate verwandeln, welche im Vergleich zu Nahr­
gelatine erst bei hoherer Temperatur schmelzen. Man fiigt zu 
der Nahrlosung 11/2 -2% pulverformigen Agar und erhitzt das 
Gemisch auf freier Flamme zum Sieden, wobei man die Fliissig­
keit standig bewegen muB, weil sie sonst sehr leicht anbrennt. 
Besser lost sich das Agar, wenn die Erhitzung im Dampf iiber 
100°, also im Autoklaven vorgenommen wird. Das fertige Agar­
gemisch erstarrt beim Abkiihlen bei ungefahr 40°; will man es 
schmelzen, so muB man es im Wasserbad oder im Dampf auf 
100 ° erhitzen. Das Agargemisch ist, wenn es in der beschrie­
benen Weise hergestellt wird, etwas triibe, doch wachsen auf 
derartig triibem Agar die Organismen meist besser als auf 
filtriertem. Will man die Filtration doch ausfiihren, so muB 
man dieselbe in einem heizbaren Trichter oder im Sterilisations­
apparat in der bei der Gelatine beschriebenen Weise vornehmen. 

Nahrsubstrat fUr Knollchenbakterien I), 

50 g Bohnen- oder Erbsenmehl werden in einem Literkolben 
mit wenig kaltem Wasser zu einem gleichmaBigen Brei ange­
schiittet; der Kolben wird dann bis zur Marke mit kaltem 
Wasser gefiillt. Nachdem das Ganze unter ofterem Umschiitteln 

1) Nach Vogel und Zipfel, Zbl. f. Bakt. II., Bd. 54, S. 18. 
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24 Stunden gestanden hat, ist del' groBte Teil des lOslichen 
EiweiBes in die iiber dem Bodensatz befindliche klare Fliissig­
keit iibergegangen. Die Fliissigkeit wird abgehebert bzw. vor­
sichtig abgegossen, filtriert, auf 1 I aufgefiillt und unter Zugabe 
von 3 % Agar und 2 % Traubenzucker zu Nahragal' verkocht. 
Eines Zusatzes von Alkali oder Saure bedarf es nicht. 

D. FarblOsnngen. 
1. Lofflel's Methylenblau. 30 cern gesattigte alkoholische 

Methylenblaulosung und 100 cern Kalilauge 1 %0. Das Gemisch 
halt sich nur kiirzere Zeit und wil'd am besten frisch aus den 
beiden Komponenten bel'eitet. 

2. Kal'bolfuchsin. 
Fuchsin 1 g 
Karbolsaure, kristallisiert . 5 g 
Alkohol 10 cern 
Wasser 100 ccm 

Die Losung wird am best en jedesmal vor Gebrauch filtriert. 
3. Anilinwassel'fuehsin. Etwa 1 ccm helles Anilinol wird 

im Reagenzglas mit ungefahr 10 cern Wasser kraftig geschiittelt 
und dann das entstandene Anilinwassel' durch ein angefeuchtetes 
Filter filtriert. Das ungeloste AnilinOl gieBt man nicht mit durch 
das Filter. Dann fiigt man zu dem Anilinwasser so viel ge­
sattigte alkoholische Fuchsinlosung, daB das Gemisch im Reagenz­
glas eben noch durchsichtig ist. 

4. "Gramviolptt" .. ~ AniIinwasser-Gentianaviolt'tt. 4 ccm 
Anilinol werden mit 100 ccm Wasser geschiitteIt; die Losung 
wird dul'ch ein angefeuchtetes Filter gegossen. Zum Filtrate 
setzt man 11 ccm einer gesattigten Lasung von Methylviolett in 
95 % igen Alkohol. Die Losung ist erst nach 12 - 24 Stunden 
brauchbar und halt sich nur wenige W ochen. Haltbar ist da­
gegen das ebenso brauchbare Karbol- Gentianaviolett. Man 
bereitet es aus 100 ccm 2 1/ 2 %igem Karbolwasser und 10 ccm 
gesattigter alkoholischer Losung von Gentianaviolett. 

5. Beize fiir Gei~elfarhung. 
10 ccm 20 % iger Tanninli:isung 

5 " kaltgesattigte Ferrosulfatlosung 
1 " Fuchsinlasung. 

6 .• Jodjodkaliull1. 1 g Jodkalium 
100 Wasser 
1 g Jod. 

Koch, PraktikllID. 7 
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E. Maflanalyse oder Titrieranalyse (V olumetrie). 
Bei den maBanalytischen Bestimmungen arbeitet man mit 

einer Losung, deren Gehalt an wirksamer Substanz oder, wie man 
auch sagt, deren Titer genau bekannt ist. Man laBt diese Losung 
aus einer mit l/lO·Kubikzentimetereinteilung versehenen Glas­
rohre, der Biirette, zu einem mit einer Pipette abgemessenen 
Volumen der zu untersuchenden Losung zuflieBen, so lange, bis eine 
bestimmte Endreaktion eintritt. Diese wird an einem Farbumschlag 
erkannt, welchen entweder die betreffende Losung selbst odeI' 
ein ihr zugesetzter Indikator erleidet. Letzteres ist der Fall 
z. B. bei der maBanalytischen Bestimmung von Sauren und Basen. 
Aus dem in Kubikzentimetern gemessenen Volumen der ver­
brauchten Losung von genau bekanntem Titer und aus dem an­
gewendeten Volumen der untersuchten Losung wird der Prozent­
gehalt der letzteren berechnet. 

Das Normalvolumen ist das Liter bzw. das Kubikzentimeter. 
Als Losungen von genau bekanntem Titer wahlt man N ormal­

losungen, das sind Losungen, welche 1 Grammaquivalent del' 
wirksamen Substanz in einem Liter geli:ist enthalten. Unter Gramm­
aquivalent versteht man das Aquivalentgewicht einer Substanz 
in Gramm ausgedriickt, das ist diejenige Menge einer Substanz. 
in Gramm, welche einem Gramm Wasserstoff aquivalent ist, d. h. 
also welche sich mit 1 g H verbinden oder 1 g R ersetzen kann. 

". .. . Atomgewicht 
Das AqUlvalentgewlCht emes Elements 1st demnach -W---'-k .--; 

ert1g mt 
das Aquivalentgewicht einer Saure ist diejenige Menge, welche 
dem Molekulargewicht einer einwertigen Base aquivalent ist, also 

Molekulargewicht ". . 
Z hI d H-A-l); das AqUlvalentgewlCht einer Base ist ent-

a er· tome 
Molekulargewicht 

sprechend 
Zahl der (OR) Gruppen 

Das Aquivalentgewicht von 
HCI ist also 35,5 + I = 36,5 g. Eine n. HOI enthlUt also 36,5 g HOI in 1 I 

~S04"" 98208 = 49,04" n.H2SO." "49,04,, H2SO. " 11 

Essigsaure CHs COOH = 60 n. Essiga." ,,60 "Essigs." I } 
Milchsaure CHsCHOH COOH = 90 n. Milcha." ,,90 "Milchs." 1) 

Oxalsaure COOH COOH 920 = 45 n.Oxals. 45" Oxals. " 1 I 

1) Dabei kommt nur der Wasserstoff in Betracht, der durch Metall 
ersetzbar ist, also in organischen Sauren derjenige der Karboxylgruppe 
COOH. 
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Das Aquivalentgewicht von 

KOH ist also 56,15g. 
40,05 " 

Eine n.KOH enth1ilt also 56,15 g KOH in 11 
NaOH n.NaOH" "40,05,, NaOH " 11 

Ba(OH)2 " 17~,:t:~ = 85,71 " 
~ 

n.Ba(OHh" " 85,71" Ba(OH)2" 1 1 

106,1 _ '-30-
2---;],0" 

Meist arbeitet man in del' MaBanalyse mit verdiinnteren 

Losungen, mit InO odeI' I ~-O Losungen, die also to odeI' -i~o 
Grammaquivalent im Liter gelost enthalten. 

Die MaBanalyse umfaBt folgende dl'ei Hauptabschnitte: 
1. Neutralisationsmethoden (Alkalimetl'ie und Acidimetl'ie). 
2. Oxydations- und Reduktionsmethoden. 
3. Filllungsmethoden. 
Bei unseren Al'beiten benutzen wir die Neutralisations- und 

Oxydations-Reduktionsmethoden. 

I. Neutralisationsmethode (Alkalimetrie und 
Acidimetl'ie ). 

Da Basen und Sauren in aquivalenten Gewichtsverhaltnissen 
zu neutralen Salzen zusammentreten, so kann man mit Hilfe 
del' Normallosung einer Saure (bzw. einer Base) den Gehalt 
einer unbekannten Losung an Base (bzw. an Saure) bestimmen. 

Urn den Neutralisationspunkt dem Auge sichtbar zu machen, 
setzt man del' zu titrierenden Fliissigkeit einen Indikator zu, 
das ist ein organischel' Farbstoff, welcher in saurer Losung eine 
andere Farbe besitzt als in neutraler oder in alkalischel' Losung. 

Phenolphtalein, in 
Methylorange, 
Methylrot, 
Kongorot, 
Lakmus, 

Solche Indikatoren sind z. B. 
alkaliBcher Losung rotviolett, in saurer Losung farblos. 

gelb, rosa. 
gelb, rot. 
rot, blau. 
blau, rot. 

Die zu den Analysen notwendigen Normallosungen werden 
nicht aIle unabhangig voneinander bereitet, sondern man geht 
von einer mit besonderer Genauigkeit herstellbaren Losung aus, 

1) Man kann an Stelle von Basen, die, wie vorhin erwahnt, die OR­
Gruppe enthalten, auch alkalisch reagierende Salze, z. B Alkalikarbonate, 
anwenden. Das Vorhandensein von OR in Na2COa kommt durch hydro­
lytische Spaltung zustande, wobei NaOR entsteht. 

7* 
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der "Urtiterlosung" und steIlt mit deren Hilfe aIle anderen not­
wendigen NormaIlosungen her. Besonders geeignet als Grund­
lage des Alkalimetrie und Acidimetrie ist chemisch reines kal­
ziniertes N atriumkarbonat. 

Herstellung von 0,1 n. Na2COa-Losung. 

Wasserfreies Na2COa (Natrium carbonicum anhydricum pro 
analysi, Merck) wird durch Gliihen im Platintiegel bis 300° vollig 
wasserfrei gemacht. Dies geschieht im Sandbad, der Sand muB 
auBen im Bade so hoch stehen wie die Soda innen im Tiegel. 
Man erwarmt allmahlich langsam auf 230 ° und von da an 
noch 1/2 Stunde bis auf 300°. Man riihrt haufig mit einem 
kurzen dicken Platindraht urn, der immer in der Soda stecken 
bleiben muB, Man gliiht bis zur Gewichtskonstanz, dann wiegt 
man 5,3050 g Na2COa ab und lost zu 1 I in H20. (Aquivalent­
gewicht von Na2COa : 53,05.) 

Herstellung von 0,1 n. H2S04-Losung. 

Man stellt zunachst eine H2S04-Losung von annahernd dop­
pelter Starke her, indem . man 42 g reine konzentrierte H2S04 

abwiegt und mit destilliertem H20 auf 4 1 auffiillt. Diese Losung 
entspricht einer rd. 0,2 n. H2S04 • Zur genauen Einstellung des 
Titers benutzt man die Urtiterlosung von 0,1 n. Na2COa und 
verfahrt folgendermaBen: Man pipettiert 25 ccm der 0,1 n. Na2COa-
Losung in eine PorzeIlanschale, fiigt 5 Tropfen Methylorange 
hinzu, wodurch die Losung schwach gelb gefarbt wird, und laBt 
nun aus der Biirette H2S04 zuflieBen, so lange, bis die Farbe von 
Gelb in Orangegelb (Rotlichgelb) umschlagt. Zur Feststellung des 
richtigen Umschlagfarbentones setzt man zwei Porzellanschalen 
mit je 25 ccm H20 und 5 Tropfen Methylorange daneben, gibt 
zu der einen einige Tropfen Saure bis zur Rotfarbung, die andere 
ist heIlgelb gefarbt. Die neutralisierte Na2COa-Losung muB die 
mittlere Nuance (orange) zwischen diesen zwei Farben zeigen. 1st 
diese Farbe erreicht, so kocht man die Fliissigkeit auf, wodurch 
etwa in ihr geloste freie CO2 herausgetrieben wird, so daB die 
Losung wieder gelb erscheint. Man kiihlt durch Einstellen in 
kaItes Wasser die Schale ab, kehrt dabei die orangerote Farbe 
wieder, so ist odie Titration beendet, wenn nicht, so muB noch 
H2S04 zugesetzt werden, bis zur Rotfarbung, dann wird wieder 
aufgekocht, abgekiihlt usw. Der Titer der H2S04 berechnet sich 
auf folgende Weise: Angenommen, man braucht zur Neutrali­
sation der 25 ccm 0,1 n. Na2COa 12,9 ccm H2S04 • 

Ware die Schwefelsaure schon richtig, so miiBten 25 cem 
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derselben dureh 25 eem der 1/10 normalen SodalOsung neutrali­
siert werden, also muB der vorhandene Rest der Saure, namlieh 
4000 - 12,9 eem = 3987 eem im Verhaltnis 12,9: 25, also auf 
7727 eem verdiinnt werden. 

Herstellung von rd. 0,03 n. Ba(OH)d,osnng. 

Zur Titration von Sauren bei unseren Analysen benutzen wir 
nieht die 0,1 n. Na2C03-Losung, sondern eine Barytlauge von 
rd. 3 fach geringerer Konzentration, die man herstellt, indem 
man 50g Ba(OHh in l/z I kochendem H20 auflost und diese 
dann auf etwa 8 I auffiillt. Man laBt die triibe Losung uber 
Naeht absitzen und hebert die klar uberstehende Lauge am 
nachsten Tage ab. Del' Titer del' Barytlauge andert sich leicht 
durch Anziehung von CO2 aus del' Luft und muB daher jedes­
mal neu bestimmt werden dureh Vergleich mit del' 0,1 n. H2S04 • 

Man bringt 10 eem der 0,1 n. H2S04 in ein Erlenmeyer­
kolbehen, setzt 1 Tropfen Methylrot hinzu und laBt aus der 
Burette die BarytlOsung zuflieBen, bis die rote Farbe in Gelb 
umsehlagt. Angenommen, 10 cem H2S04 -Losung erfordern 28,7 ccm 
BarytlOsung zur Neutralisation, dann ist die Normalitat del' Baryt­
lauge zu berechnen naeh der Gleiehung. 

10 : 0,1 = 28,7: x 

x =--" 10~~,1 = 0035 n 
28,7 ' . 

Beispiele. 

1. Bestimmnng des Gehaltes einer Losung an )Iilchsaure. 

Man pipettiert 10 cern der Milchsaure enthaltenden Losung 
in ein Becherglas, setzt 1 Tropfen Phenolphtalein hinzu und 
laBt nun aus der Burette die Barytlauge zuflieBen, deren Titer 
mit Hilfe der 0,1 n. H2S04 bestimmt wurde, bis die farblose 
Losung in Rot umschlagt. 

Bereehnung: Zur Neutralisation von 10 ccm Milehsaurelosung 
sind 30,5 cern Baryt notig. 28,7 cern Baryt entsprechen 10 cern 
0,1 n. H2S04 (s. oben) oder 10 ccm irgendeiner anderen 0,1 n. 
Saure, Z. B. 1/10 Normalmilchsaure, die in 10 cern 90 mg Milch­
saure enthalt. Also werden 28,7 cern unserer Barytlauge von 
90 mg Milchsaure neutralisiert odeI' 30,5 cern von 95,6 mg Milch­
saure. Letztere Menge ist demnaeh in 10 cern der zu unter­
suchenden MilchsaurelOsung enthalten odeI' 0,956 %. 
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2. Bestimmuug des Gehaltes einer Losung an Essigsaure bzw. 
an Oxalsaure. (S. Aufgabe Nr. 11, 58.) 

Die Berechnungen sind entsprechend wie bei Milchsaure durch­
zufiihren. 

10 cern 
1 

N ormalessigsaure 
10 

enthalten 60 mg Saure. 

10 
1 

Oxalsaure 
" 

"-

" 
45 

" 10 

3. Bestimmung des NHa-Gehaltes einer (NH4)2S04-Losung als 
Vorubung fur die Stickstoffbestimmungen. 

(S. Au£gabe Nr. 29, 33.) 

Zunachst muB aus der (N&)2S04-L6sung NHa in Freiheit 
gesetzt werden, indem man einen DberschuB von Lauge (MgO 
bzw. KOHl zusetzt. Der Kolben wird nach Zufiigung der Lauge 
sofort an den Destillationsapparat angeschlossen und dann erhitzt. 
Die freiwerdenden NHa-Dampfe werden durch ein Kiihlrohr in 
eine Vorlage geleitet, in welcher sich eine pipettierte Menge 
n 
10 H 2S04 befindet, welche durch 1 Tropfen Methylrot rot gefarbt 

ist. Ein Teil der H2S04 wird durch eine aquivalente Menge 
NHa gebunden unter Bildung von (NH4)2S04. Man destilliert 
so lange, bis die iibergehende Fliissigkeit rotes Lakmuspapier 
nicht mehr blaut. War in der Vorlage zu wenig H2S04 vor­
handen, so farbt sicl:), die Fliissigkeit gelb; man fiigt dann mit 

der Pipette eine neue Menge InO H2S04 hinzu. Nach Beendigung 

der Destillation wird die Vorlage mit H2S04 aufgekocht zum Ver­
treiben ge16ster CO2; nach dem Abkiihlen wird die unverbraucht 
iiberschiissige H2S04 mit Baryt zuriicktitriert. Aus der Zahl 
Kubikzentimeter vorgelegter H2S04 und zuriicktitrierter Ba(OH)z 
laBt sich die Menge der iibergegangenen NHa - N berechnen. 

Berechnung: Vorgelegt waren 20 ccm to H2S04 ,Zuriicktitriert 

wurden 9,5 cern Ba(OH)2. 

10 cern 0,1 n. H2S04 = 28,7 cern Ba(OH)2 (s. 0.) 

20 0,1 n. H2S04 = 2·28,7 " 57,4 cern Baryt 

Zieht man von diesen 57,4 cern die zuriiektitrierten 9,5 cern 
Ba(OH)2 ab, so bleiben 57,4 - 9,5 = 47,9 cern Ba(OHh, welche 
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der iibergegangenen NH3-Menge chemisch gleichwertig sind. Nun 

entsprechen 10 cern i~ H2S04 14 rng N. Denn nach der Gleichung 

H2S04 + 2 NH3 = (NH4)2 • SOel 

entspricht 1 Grarnrnaquivalent 98,08 = HoSO. 
2 - ~ 

1 
1 

17 = NH3 bezw. 
14 = N 

98,08 n 
2 mg H2S04 sind enthalten in 10 cern To H2S04. Also 

n 
entspreehen 14 mg N 10 cem fo H2S04 odeI' 28,7 eem Ba(OH)2. 

Die zuriiektitrierten 47,9 cern Ba(OH)2 entspreehen also 
47,9 . 14 
-28;7- = 23,4 mg N. Die (NH4)2S04-Losung enthiiJt also 

23,4 rng N. 
Diese Bereehnung des NH3-N-Gehaltes einer Losung wird 

angewendet bei der Bestirnrnung des Gesarnt-N-Gehaltes von 
Substanzen und bei der Bestirnrnung des Nitrat-N-Gehaltes in 
Erde. Der Anfanger benutztsie zweekmaBig zur Einiibung des 
Kjeldahlverfahrens und zur Kontrolle seiner 1/10 Normalsaure. 
Dabei geht er von einer genau abgewogenen Menge reinen 
Ammoniumsulfates aus. 

II. Oxydations- und Reduktionsanalysell_ 
Permanganatmethode. 

Dieselbe grlindet sieh darauf, daB 2 Grammolekiile KMn04 
in sehwefelsaurer Lasung (also freier Dbermangansaure) 5 Gramm­
atome 0 = 10 Grammatome Wasserstoff abgeben. 

2 KMn04 + 3 H2S04 = 2 MnS04 + K2S04 +3 H20 + 5 O. 

Die zur Herstellung einer normalen KMnnj.-Losung erforder­
liche Menge KMn04 ergibt sieh demnaeh zu 

2KMn04 
10 

2 . 158,15 
10 = 31,63 g KMn04. 

Flir die meisten oxydimetrischen Bestimmungen verwendet 
man eine 0,1 n. KMn04-Losung; liber deren Herstellung s. Z. B. 
Auten l'ieth, Quantitative ehemisehe Analyse, 2. Aufl., S. 228. 
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Die KMn04-Titration eignet sich zur Bestimmung vieler orga· 
nischer Sustanzen (z. B. Tannin), da diese durch den freiwerdenden 
o zu CO2 und H20 oxydiert werden. Die rote KMn04-Losung wird 
dabei entfarbt. Man pipettiert ein bestimmtes Volumen der zu 
untersuchenden Losung in ein BechergIas, fiigt, falls sie nicht von 
vornherein schon schwefelsauer war, 10 ccm verdiinnte H2S04 
zu, verdiinnt mit H20 auf rd. 200 ccm, erhitzt auf 60-70° und 
laBt die 0,1 n. KMn04-Losung aus der Burette zutropfen. Anfangs 
bleibt die Losung mehrere Sekunden rot, dann wird sie farblos, 
und von nun an wird jeder Tropfen Permanganat rasch entfarbt. 
Die rote Farbe bleibt bestehen, sobald aIle organische Substanz 
oxydiert ist. Die Berechnung der Tanninmenge in Gramm pro 
Liter mittels Permanganattitration (s. Aufgabe Nr. 58) ergibt 
sich - nach empirischer Feststellung - durch Multiplikation 

der Anzahl Kubikzentimeter l~ KMn04·Losung mit 0,120. 

III. Fallungsmethoden. 
Beispiel: 

Zuckerbestimmung durch Titration nach :I<'ehling. 

Manche Zuckerarten reduzieren die Fehlingsche Losung, 
eine alkalische Kupferlosung, unter Abscheidung von rotem Kupfer­
oxydul, und man kann diese Reaktion benutzen, um diese Zucker· 
arten titrimetisch zu bestimmen. Zu dem Zweck stellt man sich 
Fehlingsche Losung her, indem man: 

1. 69,278 g reines eisenfreies, umkristallisiertes und nicht 
verwittertes Kupfersulfat zu 11 Losung in Wasser auflost; 

2. 346 g Seignettesalz in Wasser lost, Natronlauge enthaltend 
102 g NaOH zugieBt und mit Wasser auf 1 I auffiiIlt. Durch den 
Zusatz des Seignettesaizes, eines N atriumkaliumtartrates, biidet 
sich ein tiefblau gefarbtes Komplexsaiz des Kupfers, welches auch 
bei Gegenwart von NaOH in Losung bleibt. 

Die angegebenen beiden Losungen werden zum Gebrauch 
zu gleichen Teilen gemischt, wobei eine tiefblaue Losung ent­
steht. Aufbewahrt werden die beiden Losungen besser getrennt, 
wei! die aus beiden gemischte Losung sich nicht halt. Die zu 
untersuchende Zuckerlosung wird mit destilliertem Wasser so 
stark verdiinnt, daB sich ihre Konzentration zwischen 1/2 und 
1 % bewegt und in eine Burette gefiillt. Dann pipettiert man 
von jeder der beiden Fehlingschen Losungen 10 ccm in ein 
ErlenmeyerkOlbchen, erhitzt die blaue Losung zum Sieden und 
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IaBt dann aus der Biirette ungefahr 10 cern der verdiinnten 
ZuekerlOsung zulaufen. Nun wird abermals zum Sieden erhitzt, 
worauf ein Niedersehlag von rotem Kupferoxydul siehtbar wird, 
wah rend die iiberstehende Fliissigkeit noeh blau erseheint. Die 
Reduktion ist also noeh nieht vollstandig und demnaeh noeh 
nieht genug Zuekerlosung hinzugesetzt. Man fiigt daher beispiels­
weise noeh etwa 5 cern Zuekerlosung zu und koeht wieder auf. 
1st die iiberstehende Fliissigkeit immer noeh blau, so fahrt man 
in derselben Weise fort, indem man jedesmal ungefahr 1 cern 
hinzusetzt und wieder aufkoeht. Auf diese Weise wird ein 
Punkt erreieht, wo die blaue Farbe der Fliissigkeit eben ver­
sehwindet. Urn diesen Endpunkt der Reduktion genau zu er­
mitteln und also den Punkt festzustellen, wo eben alles geloste 
Kupfer aus der Fliissigkeit versehwunden ist, nimmt man eine 
Nebenreaktion zu Hilfe. Man filtriert einigeTropfen der heiBen 
Kupferlosung dureh ein angefeuehtetes Filter in ein Reagenzglas, 
sauert mit Essigsaure an und fiigt einen Tropfen Ferroeyan­
kaliumlOsung zu. Farbt sieh dabei die Fliissigkeit rot, so wird 
dadureh die Gegenwart von gelOstem Kupfer angezeigt, und die 
Reduktion war noeh nieht beendet. Man setzt nun weiter je 
1/2 cern Zuekerlosung zu del' Fehlingsehen Losung zu und priift 
naeh dem Aufkoehen jedesmal in der angegebenen Weise unter 
Verwendung eines frisehen Filterehens mit Ferroeyankalium, bis 
dabei die Rotfarbung del' ]'liissigkeit ausbleibt. Man maeht nun 
einen neuen Versueh, wobei man dem neuen Quantum Fehling­
scher Losung von vornherein gleieh fast die ganze Menge Zueker­
losung zusetzt, die man im ersten Versueh gebraueht hat. Also, 
wenn man im erst en Versueh z. B. 19,5 cern Zuekerlosung ge­
braueht hat, so setzt man jetzt gleieh 19 cern zu. 1st die 
Fliissigkeit dann noeh blau, so fiigt man weitere Zuekerlosung 
in Stufen von etwa 0,2 cern zu, bis sieh del' SehluB del' Reaktion 
mit Ferroeyankalium feststellen laBt. Die Bereehnung del' Ana­
lyse gesehieht auf Grund der Tatsaehe, daB 1 cern der angegebenen 
Fehlingsehen Losung gerade reduziert wird von 4,941 mg Invert­
zucker odeI' 7,78 mg Maltose oder 6,7 mg Milehzueker (Laktose). 
Rohrzuekel' kann auf die angegebene Weise aueh bestimmt werden, 
doeh reduziert Rohrzueker die Fehlingsehe Losung erst naeh In­
version, d. h. Uberfiihrung in Invertzueker. Zu dieser Inversion 
kann man die sogenannte Zollvorsehrift benutzen. Naeh dieser ver­
setzt man 75 cern Zuekerlosung, die nieht mehr als das halbe N ormal­
gewieht 13,024 g Zucker enthalten soIl, in einem 100 eem-Kolbehen 
mit 5 cern Salzsaure vom spezifisehen Gewieht 1,19, erwarmt auf 
()7 -700 C im Wasserbad, was 21/2 -5 Minuten in Ansprueh 
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nimmt, erhalt 5 Minuten lang mit in die Fliissigkeit eintauchendem 
Thermometer unter Umschiitteln auf 65-70° und fiillt dann 
auf 100 ccm auf. Bei dieser Inversion geht 1 Molekiil Rohr­
zucker unter Aufnahme von 1 Molekiil Wasser in 1 Molekiil 
Invertzucker iiber, welcher aus gleichen Mengen Dextrose und 
Lavulose besteht: 

C12H22011 + H20 = C6H120 S + CSH120 6 

Rohrzucker Dextrose Lavulose 
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Arbeitsverfahren, bakteriologische 

89ff. 
Arsen, biologischer Nachweis 87. 
Aschensalz16sung (Laurent) 95. 
Asko-Sporenbildung 6. 
Aspergillus niger 73, 82-89. 
Atzkalkdiingung 43. 
Azotobacter chroococcum 50. 
Azotogen 55. 

Bacillus amylobacter 23 ff., 50. 
- brassicae 20. 
- tumescens 21. 
Bacterium acidi lactici 1. 
- dessen Reinkultur 29. 
- phosphorescens 74. 
- phosphoreum 34. 
- prodigiosum 33, 73. 
- pyocyaneum 74, 77, 82. 
Bakterien. 
- Bewegung 22. 
- Farbung 22ff. 
- Messung 21. 
- Zahlung 31, 75. 
Bakteroi'den 54. 
Beggiatoa 59. 
- mirabilis 60. 
Beize fUr GeiDelfarbung 97. 
Bierwiirze 95. 
Blutk6rperchenzahlapparat 9. 
Blutwunderbakterien 33. 
Brutschranke 93. 
Brutzimmer 93. 
Buttersauregarung 24. 

Cellobiase 8i. 
Cimmino 37. 
Clostridium Pastorianum s. Bacillus· 

amylobacter. 

Dauerpraparate 22. 
Denitrifikation 44ff., 75. 
Dextrine 66. 
Diastase 65ff., 87. 
- Darstellung 66. 
Diastatische Kraft, Bestimmung ()8. 

Eisenbakterien 60. 
Emulsin 87. 
Endoagar 31. 
Energie der Muskelarbeit 6. 
Enzyme des Aspergillus niger 87. 

, Enzymversuche 62ff. 
Essigbakterien 18f£. 

]"arb16sungen 97. 
Farbstoffbildung durch Bakterien 33. 
Farbung 22, 26, 28, 39. 
Fibrin 77. 
Flachsr6ste 60. 
Fleischuntersuchung 75. 
Fleischwasser 94. 
Frohberg.Hefen 18. 

(} all UBsa ure. 
- Bestimmung 85. 
- Bildllng durch Aspergillus niger 

84. 
Garkraft 14. 
Garversuch mit Trockenhefe 71. 
Garversuche 7 ff. 
GarverschluB 10. 
GeiBelbewegung 27. 
GeiBelfarbung 26. 
- Beize fiir 97. 
Giftwirkung. 
- des Alkohols 11. 
- der Essigsaure 14. 
Gipsb16cke 6. 
Glykogen 4, 5, 6. 
Gramfarbung 28. 
Gramviolett 97. 
Gllajakreaktion 74. 
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Hangetropfenkultur 3. 
Harnstoff. 
- Hydrolyse 48. 
- Nachweis 49. 
Hartkiise 5. 
Hefe 5, 6, 7 ff. 
- Aussaat 10. 
- -wasser 94. 
- wilde 7. 
- -ziihlapparat 9. 
- -ziihlung 9. 
Hirsebier 6. 
Hyphen 3. 

Impfen 92. 
Impfung der Leguminosen 55. 
Impfzimmer 92. 
Indikator 98. 
Inulase 87. 
Invertase 71, 87. 
Involutionsformen 19, M. 
Jodidoxydase 73, 87. 
Jodjodkalium 970 

Kiisereifung 4, 5. 
Kahmhiiute 7, 29. 
- -hefen 18. 
- deren Fiirbung 29. 
Karbolfuchsin 97. 
Kasei'n 5. 
Katalase 72, 87. 
Keimung von Sporen 4, 20. 
Knollchenbakterien 50, 53ff. 
- deren Niihrboden 96. 
Knollchen der Leguminosen 53 ft. 
- der Erlen 57. 

J,abenzym 77. 
Labfahigkeit, Wiederherstellung der 

78. 
Leuchtbakterien 34. 
Lipase 80, 87. 
- Darstellung aus Rizinus 81. 
Lofflers Methylenblau s. Methylen-

blau. 

l\Ialtase 87. 
Maltose 65. 
Malzbereitung 62. 
Manganometrie 103. 
MaBanalyse 98. 
Melecitase 87. 
Methangiirung d. Zellulose 61. 
Methy1enb1au 6, 97. 

Milch, saure 1. 
I Milchbakterien 28. 

Milchsaurebakterien 1, 29. 
Milchsiiureverbrauch 4. 
Milchzuckervergarung 16. 
MiBbildungen 19. 
Monilia variabilis 7. 

I Mycelium 1, 3, 4. 

Niihragar 96. 
I Nahrfliissigkeiten 94. 

Niihrgelatine 95. 
NaBfiiule 24. 
Nitragin 56. 
Nitratbestimmung 41. 
Nitratbildner 36. 
Nitratnachweis 38. 
Nitratreduktion s. Denitrifikation. 
Nitrifikation 40ff. 
Nitritbildner 36ff. 
Nitritnachweis 37. 
N ormallosung 98. 
Nuklease 87. 

Oidium lactis 1 ff., 4, 5. 
Okular, bildumdrehendes 2. 
Okularschraubenmikrometer 21. 
Optimaltemperatur der Diastase 68_ 
Oxydasen 73. 
Oxydation. 
- durch Essigbakterien 20. 
- - Kahmhefen 19. 
- - Schwefelbakterien 58. 

I Oxydimetrie 103. 

I Parabo1oidkondensor 27. 
Parakasei'nkalk 78. 
Pektingarung 60. 
Penicillium brevicaule 87. 
- glaucum Iff., 4, 5, 7, 85, 88. 
Pepsin 76, 87. 
Peptonisierung 2, 4, 5, 30,. 31, 77_ 
Pilzstiirke von Asp. niger 86. 
Pombe 6. 
Priipariermikroskop 2. 
PreBhefeuntersuchung 15. 
Proteasen 76, 87. 
Protoplasma 3, 4. 
Pseudomonas 1ucifera 35. 

Raffinase 87. 
Reduktase 74, 87. 
Reinkultur. 
- von Anaerobien 25. 
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Reinkultur von Azotobacter 50. 
- Bact. acidi lactici 29. 
- denitrifiz. Bakterien 45. 
- harnstoffhydrolys. Bakt. 48. 
- Kahm und Essigbakterien 18. 
- Knollchenbakterien 56. 
-- Nitratbildnern 40. 

Nitritbildnern 39. 
- - Schimmelpilzen 1. 
- - Schwefelbakterien 58. 
Restzucker 14. 
- -bestimmung 12. 
Rezepte 94 ff. 
Ricin 77. 
Rohkulturen von Nitrit- u. Nitrat­

bildnern 36. 
Rosinenmost 95. 

Saazhefen 18. 
Saccharase s. Invertase. 
Saccharomyces 5. 
- apiculatus 17. 
Saurebildung (Nachweis der 30); 

durch Asp. niger 82. 84. 
- -verbrauch (durch Pilze) 4, 82. 
Salpeter. 
- Bildung d. Bakterien 40ff. 
- Verbrauch d. Bakterien 44ff. 
Sarcina 36. 
Schardinger-Enzym 76. 
Schimmelpilze 1. 
Schizosaccharomyces 1. 
Schwefelbakterien 57 ff. 
Schwefeleinlagerung durch Asp. 

niger 60. 
Schwefelwasserstoff, Bildung durch 

Schwefelbakt. 57. 
- Oxydation durch Bakterien 58. 
Selbstgarung 6. 
Selenige S~ure, Reduktion durch 

Bakterien 46. 
Spaltung von Hefe 5. 
Spirillen 27. 
Spirillum desulfaricans 58. 
Sporenbildung 2, 4. 
- bei B. brassicllc 3l. 
Sporenfarbung 23. 
Sprossung von Hefe 5, 6. 
SproBzellen 5. 
Starke. 
- Gang der Hydrolyse durch Dia­

stase 66. 
- -hydrolyse und Temperatur 67. 

Starkehydrolyse und Sauregrad 69. 
- korrodierte 25, 70. 
- -substanz in Pilzen 86. 
- tierische 6. 
- Verzuckerung durch Diastase 65. 
Sterilisationsapparate 90. 
Sterilisieren 1, 4, 89. 
Stickstoff. 
- Bestimmung nach Kjeldahl 41, 

51. 
- Bindung durch Bakterien 49ff. 
- -kreislauf 36ff. 

Tannase 85 (Darstellung.), 87. 
Tannin. 
- Bestimmung 84. 
- -verbrauch durch Asp. niger 83. 
Tellurige Saure, Reduktion durch 

Bakt. 46. 
Temperaturabhangigkeit der Starke-

hydrolyse 67. 
Thiospirillum jenense 27, 59. 
Thiothrix 59. 
Titer 98. 
Titrieren 98. 
Torula pulcherrima 7. 
Traubensaure, Spaltung durch Pilze 

88. 
Trehalase 87. 
Triebkraft der Hefe 15. 
Trommsdorffs Reagenz 37. 
Trypsin 77. 
Tyrosinase 74. 

lTbertragen von Bakterien 92. 
Urease 49, 87. 
Ustilago-Arten 6. 

Yakuolen 3, 4, 5. 
V olumetrie s. MaBanalyse. 

'Vasserstoffgarung d. Zellulose 61. 
WatteverschluB 1, 90. 
Weichkase 5. 
1-Weinsaure aus Traubensaure 88. 
W ohlgcmuth 68. 

Zellulosegarung 60. 
Zucker. 
- Bestimmung 8, 104. 
- -diingung 46, 51. 
Zymase 70, 87. 
Zymogen 80. 
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