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Vorwort zur ersten Auflage.

Wihrend meiner langjihrigen Assistentendienstzeit im Botanischen In-
stitut zu Halle a. 8. gehorte es zu meinen Obliegenheiten, Anfinger und vor-
geschrittene Studierende zur kiinstlichen Ziichtung verschiedenartiger Mikro-
organismen anzuleiten. Durch die Bediirfnisse des Unterrichts wurde ich
bald dazu gefiihrt, eine Sammlung von Rezepten anzulegen, die ich mit dem
vorliegenden Buch in erweiterter Form der Offentlichkeit zu tibergeben mir
erlaube. Da bisher die biologische Literatur kein Werk besaB, das fiir alle
Gruppen der Mikroorganismen die wichtigsten Kulturmethoden angibt, schien
es mir nicht iiberfliissig,-meine Notizen zu veréffentlichen.

Das vorliegende Werkchen ist in erster Linie fiir Anfinger bestimmt
und immer fiir die Bediirfnisse derer berechnet, welche vor allem zum Zweck
wissenschaftlicher Forschungen die Methoden zur Ziichtung der Mikroorga-
nismen erlernen mochten. Daher habe ich mich auch bemiiht, durch kurze
Darlegungen physiologischen Inhalts das wissenschaftliche Verstindnis fiir
die Kulturmethoden und fiir den Wert der Mikrobenziichtung iiberhaupt
vorzubereiten. Hier und da wird wohl auch der Vorgeschrittene noch Aus-
kunft tiber diese oder jene Frage finden.

Da ich nur einen Leitfaden und kein Handbuch geben wollte, habe ich
namentlich im Speziellen Teil nur eine beschrinkte Zahl von Beispielen er-
lautern konnen; ganz besonders kurz habe ich die technisch wichtigen und
pathogenen Mikroben behandelt, fiir die wir schon eine ausgedehnte Lehr-
buchliteratur besitzen. Um den einem Leitfaden zukommenden Umfang nicht
allzu sehr zu iiberschreiten, habe ich mich auch bei Aufzihlung der wich-
tigsten Literatur sehr beschrinken miissen; diejenigen, welche tiefer in die
Materie eindringen wollen, werden im allgemeinen in den von mir zitierten
Arbeiten weitere Literaturnachweise finden.

Da vielleicht diejenigen Leser, welche mit der Verteilung des Stoffes
im vorliegenden Buch noch nicht vertraut sind, im Speziellen Teil Auskunft
iiber irgendwelche Fragen suchen, die schon im Allgemeinen Teil behan-
delt worden sind — oder umgekehrt —, habe ich das Sachregister recht
ausfiihrlich ausgearbeitet und hoffe, alle in dem Buch vereinigten Angaben
dadurch leicht zuginglich gemacht zu haben.

Halle a. S., Botanisches Institut, Mai 1907.
Kiister.



Vorwort zur dritten Auflage.

Die dritte Auflage unterscheidet sich von der zweiten in #hnlicher
Weise wie diese von der ersten: die Anordnung des Stoffes ist im wesent-
lichen unveréindert geblieben, der Text aber iiberall einer durchgreifenden
Bearbeitung unterworfen worden. Zahlreiche Binzelheiten muBten nach-
getragen, Fortschritte von prinzipieller Bedeutung eingehend dargelegt,
viele frither gegebenen Mitteilungen verbessert und — um Raum fiir die
neuen zu gewinnen — oft stark gekiirzt werden.

Bei der Auswahl des Stoffes habe ich mich von denselben Gesichts-
punkten leiten lassen wie frither. Das Interesse an der Physiologie der
Mikroorganismen steht im Vordergrund: die Mitteilungen des Buches sollen
iber physiologische Fragen berichten, die Bedeutung der Kulturmethoden
fiir die physiologische Erforschung der Kleinlebewesen dartun und zu neuen
Forschungen gleicher und @hnlicher Art anregen. Bei Behandlung der kli-
nisch wichtigen Mikroben habe ich mich hier und da noch kiirzer als frither
fassen zu sollen geglaubt.

Die Verarbeitung der neuen mikrobiologischen Literatur hat — trotz
allen Bemithungen um kurzgefafte Darstellung — die Seitenzahl von 218
auf 233 steigen lassen; die Zahl der Textfiguren ist um finf vermehrt wor-
den. Die durch den Krieg geschaffenen Umstéinde haben es mir leider un-
moglich gemacht, die auslindische Literatur in dem erforderlichen Umfang
zu berticksichtigen.

Vielen Freunden und Kollegen habe ich fiir Hinweise und Belehrungen
zu danken, die mir bei der Verbesserung des alten Textes wertvoll waren;
auch einige in der Fachliteratur erschienene kritische Besprechungen der
zweiten Auflage habe ich bei der Neubearbeitung dankbar verwertet.

Giefien, Botanisches Institut
Januar 1921.
Kiister.
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Einleitung.

So wie sich Organismen von makroskopischen GroBenverhéltnissen von
ihren natiirlichen Standorten trennen und zum Zwecke wissenschaftlicher
Beobachtung kiinstlich kultivieren lassen, konnen auch Mikroorganismen
jeder Art im Laboratorium fortgeziichtet werden unter Bedingungen, die
der Forscher den natiirlichen Standorten der Lebewesen anpafBt und fiir die
Zwecke seiner Forschungen willkiirlich variiert. In zoologischen, botanischen
und bakteriologischen Laboratorien, in landwirtschaftlichen, hygienischen
und girungsphysiologischen Instituten beschéftigt man sich mit der ,, Kultur*
der Mikroorganismen, und viele Forscher haben sich in ihnen an dem Pro-
blem versucht, die Technik der Ziichtung, welche mikroskopisch kleinen
Organismen gegeniiber besondere Schwierigkeiten macht und mit vollig
eigenartigen Methoden zu arbeiten gezwungen ist, immer mehr zu vervoll-
kommnen. Die Lehre von der kiinstlichen Kultur der Mikroorganismen ist
fast schon zu einer eigenen Hilfswissenschaft der Biologie herangewachsen.

Wozu werden in den Laboratorien Kulturen angelegt, und zu welchen
Zwecken bedient sich ihrer der Forscher? Es gibt keine Disziplin unter den
biologischen Wissenschaften, welche nicht schon aus der kiinstlichen Kultur
der Mikroorganismen Nutzen gezogen hitte, und fiir viele Forschungsrich-
tungen ist die Verwendung von Kulturen lingst unentbehrlich geworden.
Vor allem ist oft genug nur auf dem Wege der kiinstlichen Ziichtung eine
griindliche Kenntnis von dem betreffenden Organismus zu gewinnen. In erster
Linie miissen wir die formalen Eigenttimlichkeiten eines uns interessierenden
Lebewesens kennenlernen, und wir machen uns mit seiner Morphologie
und Entwicklungsgeschichte bekannt, indem wir uns eine ausreichende
Anzahl von Individuen vorritig halten, sie in regelmiBigen Zeitabstdnden
auf den Fortgang ihrer Entwicklung priifen oder gar unter dem Mikroskop
in ununterbrochener Beobachtung ilire Veréinderungen studieren. Die Kul-
tur soll uns dabei aber nicht blo8 als bequem zugiinglicher Standort der Oz-
ganismen dienen, sondern uns namentlich vor der Verwechslung und Ver-
mengung von Formen bewahren, die verschiedenen Spezies angehoren. Diese
Erwigung fithrt uns zu der Forderung, die Kulturen der Mikroorganismen
als Reinkulturen anzulegen, d. h. als solche, welche eben nur den uns
interessierenden Organismus und keinen anderen neben ihm enthalten. Die
Kleinheit des Lebewesens und nicht selten auch die duBere Ahnlichkeit ver-
schiedener Arten ersehweren gerade diese Aufgabe oft sehr empfindlich. Wird
uns die Beobachtung des in Kultur gehaltenen Organismus mit manchen

Kuster, Mikroorgaunismen, 3 Aufl. 1



9 Einleitung

Phasen bekaint machen, die ohne seine kiinstliche Ziichtung leicht iibersehen
oder in ihrer Bedeutung fir den Entwicklungsgang des Lebewesens vielleicht
verkannt worden wiren, so macht es anderseits die Reinkultur unmdglich,
allzu viele Gestalten im Entwicklungsgang eines Organismus unterzubringen
und ihm eine Vielgestaltigkeit zuzuschreiben, die ihm gar nicht zukommt.
Fiir viele Mikroorganismen und ganze Gruppen von ihnen hat man sich erst
in jiingster Zeit durch gewissenhaft angelegte Reinkulturen iiber ihren ver-
meintlichen Pleomorphismus aufkliren lassen, und die Systematik der
niederen Organismen verdankt der kiinstlichen Ziichtung ihrer Studien-
objekte manche wertvolle Berichtigung. Kulturen, welche mehr als eine
Form enthalten, kénnen gerade bei entwicklungsgeschichtlichen Studien
leicht zu groben Téduschungen fithren und sind daher zu meiden.

Es geniigt aber zur wissenschaftlichen Erkenntnis der Organismen nicht,
ihre Formen kennenzulernen und zu beschreiben, wir miissen die Gestal-
tungsprozesse, die wir an ihnen sich abspielen sehen, auch kausal zu ergriinden
suchen: fiir die Probleme der Entwicklungsmechanik werden die Mikro-
organismen dadurch, daB man sie in kinstlichen Kulturen, d. h. unter dem
Einflu} leicht kontrollierbarer und konstanter Bedingungen halten kann, zu
einem hervorragend giinstigen Versuchsmaterial. Wie steht es mit den ver-
schiedenen Entwicklungsphasen der Protisten, der vielzelligen Algen und
Pilze usw.? Folgen sie einander aus ,innerer’ Notwendigkeit, wie etwa der
Zeiger der Uhr unbedingt der I sich nihert, sobald er die XII verldBt,.oder
bestimmen &duflere Faktoren die Reihenfolge der Gestaltungsprozesse? und
welcher Art sind etwa die Faktoren, welche bestimmte Entwicklungsphasen
herbeifithren? Es ist bedeutungsvoll genug, daB wir diese wichtigen Fragen
und viele andere im allgemeinen nur fiir diejenigen Organismen mit endgiil-
tiger GewiBheit beantworten konnen, die sich ,,kultivieren‘ lassen. Fir viele
Algen und Pilze hat sich namentlich hinsichtlich ihver Fortpflanzung die un-
bedingte Abhéngigkeit bestimmter Phasen und bestimmter Organbildungs-
vorginge von duBeren Bedingungen nachweisen lassen. Es gelingt in kiinst-
lichen Kulturen dureh bestimmte Variation der Lebensbedingungen, die in
letzter Instanz immer auf Erndhrungsfragen hinauslaufen, an dem Organis-
mus nach Belieben bald diese, bald jene Gestaltungsprozesse hervorzurufen,
und es wird uns klar, warum in der Natur so oft nur zu verschiedenen Jahres-
zeiten bestimmte Stadien der betreffenden Algen usw. zugénglich werden;
hat man gelernt, die Kulturbedingungen geschickt zu variieren, so kann man
an seinen Untersuchungsobjekten unabhéngig von Saison und Witterung alle
Entwicklungsphasen hervorrufen, — denn abgesehen vom weiBen Tageslicht
lassen sich wohl alle wirksamen Faktoren kiinstlich schaffen und beliebig
variieren und kombinieren.

Derselbe gesetzméBige Zusammenhang -‘wie zwischen den als normal an-
erkannten Formen und bestimmten duBeren Bedingungen besteht selbstver-
stindlich auch zwischen diesen und den abnormen Gestaltungsvorgéngen:
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fir die Fragen der allgemeinen Pathologie der Zelle werden sich zweifel-
los durch griindliches Studium der kultivierbaren Mikroorganismen noch
manche wertvolle Aufschliisse erzielen lassen; vieles ist auch auf diesem
Gebiete schon jetzt aufgeklirt.

Was leistet ferner die kiinstliche Kultur der Organismen fiir die Kennt-
nis von ihrer Physiologie? Die physiologischen Erfahrungen, die an Bak-
terien, Pilzen u. a. bei ihrer kimstlichen Ziichtung gesammelt worden sind,
gehoren zu den glénzendsten Resultaten der Kulturtechml\ und gleichzeitig
zu den hervorragendsten Ergebnissen der modernen Physiologie iiberhaupt.
Die Lehre von den anaéroben Organismen, von der Assimilation des elemen-
taren Stickstoffs, von der Verarbeitung der Kohlensdure ohne Chlorophyll,
der Nitrifikation und Denitrifikation, den verschiedenartigen Gérungen, die
Beobachtungen iiber Elektion der Niahrstoffe, iiber Adaption an Gifte, Nar-
kotika, osmotisech wirksame Losungen usw., viele Aufschliisse iiber Atmung,
Chlorophyllbildung iiber Assimilation, iiber Chemotaxis und andere taktische
Erscheinungen, iiber die Notwendigkeit mineralischer Bestandteile fiir orga-
nisches Wachstum, ferner Aufklirung iiber die Wirkung der sog. pathogenen
Mikroorganismen auf andere Lebewesen, iibér Vorkommen und Verbreitung
der Bakterien, vieler Pilze usw., die Widerlegung der Lehre von der Urzeu-
gung und vieles andere verdanken wir direkt oder indirekt der Moglichkeit,
Mikroorganismen kiinstlich zu kultivieren. Ja, es 146t sich hoffen, daB die
Methoden der Kultur auch iiber diejenigen Organismen uns aufzukliren im-
stande sein werden, die so klein sind, daB nicht einmal das Mikroskop sie uns
zu zeigen vermag, die ,,ultravisiblen® Mikroben. Ich kann hier nicht ndher
auf alle angefiihrten Punkte eingehen, deren Bedeutung ja aus den allgemei-
nen Lehrbiichern der Physiologie und der Botanik ersichtlich ist ; weiter unten
wird von der Ernahrungs- und Atmungsphysiologie der Mikroorganismen die
Rede sein. Die Mannigfaltigkeit ibrer Erndhrungsanspriiche und ihrer
Stoftwechselprodukte und manche andere Ergebnisse der physiologischen
Forschung haben ihrerseits die Systematik der niederen Organismen ge-
fordert, da in Ermangelung leicht wahrnehmbarer morphologischer Merk-
male oft physiologische Kennzeichen fiir die Artbeschreibung herangezogen
werden muBten. Es ist selbstverstindlich, daB unsere Kulturen uns nur
dann ein Urteil iiber das chemische Verhalten irgendwelcher Lebewesen ge-
statten, wenn Reinkulturen vorliegen.

Ziweifellos werden auch fiir die Abstammungslehre, fiir die Lehre von
der Variabilitit der Organismen, Rassenbildung, Modifikation, Mutation,
Klonumbildung und deren Ursachen die kiinstlichen Kulturen vieles zu
leisten vermogen. Schon jetzt laBt sich mit Bestimmtheit sagen, daB fir
manche Fragen der expenmentellen Vererbungslehre gerade die Mikroorganis-
men, welche in wenigen Tagen viele Generationen erzeugen, ein aulerordent-
lich giinstiges Forschungsmaterial abgeben. Die Kultur der Bakterien, Algen
und Pilze hat es auBer Zweifel gestellt, daB durch Ziichtung unter bestimm-

1'



1 Linleitung

ten Bedingungen die in einer Kultur vereinigten Organismen langsam fort-
schreitend sich verdndern, neue Eigenschaften annehmen, alte werlieren
kénnen, und daf ferner in kiinstlichen Kulturen neben typischen Exemplaren
— unvermittelt oder in langsamem Ubergang — Varianten und Rassen auf-
treten konnen — dhnlich wie wir es fiir hohere Pflanzen kennen.

Haben wir einen Mikroorganismus mit Hilfe der Reinkulturen nach allen
Richtungen hin gut erforscht, so zieht dieangewandte Biologie die Nutz-
anwendungen: wir benutzen die Einsicht in die Lebensbedingungen der Bak-
terien, Hefen, Pilze usw. dazu, um die dem Menschen schédlichen Formen
zu bekdmpfen und die ihm niitzlichen auszubreiten und zu vermehren;
Jedermann weiB, was die Kenntnis der pathogenen Bakterien fiir die moderne
Hygiene, iiir die Kunst der'Diagnose und die Regeln der Therapie bedeutet,
und welehen Aufschwung z. B. die Gérungsindustrien durch die Erforschung
der verschiedenen Gérungserreger erfahren haben. —

Und was bleibt nach so vielseitigen wissenschaftlichen Eroberungen noch
fir die Zukunft zu tun iibrig? Soviel auch schon getan ist, so ist doch erst
ein kleiner Teil der Arbeit geleistet. Erst fiir eine verhéltnismaBig geringe Zahl
von Arten ist die Erforschung der morphologischen, entwicklungsgeschicht-
lichen und physiologischen Eigentiimlichkeiten der Organismen bisher
endgiiltig durchgefithrt. Fiir groBe Gruppen von Protisten liegen erst ver-
einzelte, womdoglich noch unsichere Angaben vor, und iber viele Familien
1aBt sich vorlaufig nur das sagen, daf es bisher iiberhaupt noch nicht ge-
lungen ist, ihre Vertreter auf kiinstlichemn Néhrboden rein zu ziichten. Die
Physiologie insbesondere stellt mit jedem Tage neue Aufgaben. Abgesehen
davon, daB viele der oben angefiithrten Punkte nur unvollkommen aufgeklirt
sind und weitere Forschung notwendig machen, werden wir uns noch auf
vielen neuen Gebieten Erfolge versprechen diirfen: die Bearbeitung der Frage
nach der Sexualitit niederer tierischer und pflanzlicher Organismen ist durch
die Forschungen der letzten Jahre auf aussichtsreiche Bahnen gewiesen
worden. Die Aufgabe, experimentell die allgemeinen Fragen der Kern- und
Zytoplasmaphysiclogie zu behandeln, hat bisher erst wenig Bearbeiter ge-
funden; weiterhin steht die Ermittlung neuer biologischer Gruppen und ihres
Stoffwechsels, die Mikrobiologie des Meeres, des Bodens, des Moores, des
Waldes, das Studium vieler Infektionskrankheiten, deren Erreger noch unbe-
kannt oder unvollkommen erforscht sind, und vieles andere auf dem Pro-
gramm; namentlich aber legen die Errungenschaften der physikalischen
Chemie eine Fiille von Fragen nahe, deren Beantwortung mit Hilfe der Or-
ganismenkulturen moglich werden diirfte. Fiir diese und viele andere Fragen
werden die bisher geiibten Methoden der Kultur gewifi noch vielfach aus-
reichen. Dabei diirfen wir aber nicht stehenbleiben: mit neuen Methoden er-
offnen wir uns neue Arbeitsgebiete und erméglichen uns neue Erfolge. Wir
werden versuchen miissen, die Kulturbedingungen der Mikroorganismen den
Lebensbedingungen, unter deren Einfluf sie am ihren natiirlichen Standorten
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sich entwickeln, immer dhnlicher zu machen, — auch insofern, als in der freien
Natur fast niemals ,,Reinkulturen‘’ eines Organismus vorliegen, sondern
immer mehrere, ja sogar viele verschiedene Arten nebeneinander leben und
sich gegenseitig in bestimmter Weise, die aufzukliren ein weiteres Ziel der
Forschung sein wird, beeinflussen. Haben die Reinkulturen iiber eine be-
stimmte Spezies uns alles Erforderliche erkennen lassen, so werden wir mit
Hilfe planmiBig angelegter Mischkulturen unsere Kenntnis von den Mikroben
zu vertiefen haben.

Ein schones Ziel bleibt es ferner fiir kiinftige Untersuchungen, die Me-
thoden, die bei der Erforschung der Protisten uns gefordert haben, auf die
Elementarteile der Metazoén und Metaphyten anzuwenden. Jede Zelle eines
hoch komplizierten Tier- oder Pflanzengebildes ist in ihrer Erndhrung ab-
hiingig von den Wirkungen ihrer lebendigen Nachbarn: weun es erss einmal
gelingen wird, isolierte Zellen pflanzlicher Vegetationspunkte oder Embry-
onen, Leukozyten, isolierte Bindegewebszellen, Karzinomzellen usw. kiinstlich
zu kultivieren, werden wir zweifellos auf viele Fragen der Zellenlehre und
Physiologie und fiir viele Probleme, die hinter Wachstumserscheinungen, Re-
generation, Sexualitét und physiologischem Tod sich uns verbergen, Ant-
worten finden. Selbst fiir Fragen der Mikrokristallographie méehte ich die
Anwendung mikrobiologischer Methoden fiir aussichtsreich halten.

Jede wissenschaftliche Aufgabe, die mit Hilfe der Kultur von Mikro-
organismen gelost werden soll, bedarf bestimmter Methoden, fiir deren Aus-
wahl und deren Ausfithrung im einzelnen keine schematischen Regeln auf-
gestelll werden konnen. Das vorliegende Buch gibt zwar einige Rezepte
und fithrt einige Literatur an, will aber durch beides nur dem Anfinger die
Wege weisen, die zur Losung seiner Aufgabe fithren. Hierbei mdchte aber
der Verfasser namentlich zum wissenschaftlichen Verstiandnis der
Kulturmethoden anleiten und fiir die mit ihnen erreichbaren
Resultate interessieren, damit spater der Vorgeschrittene iiber die
jeweils erforderlichen KulturmaBnahmen selbstindig nachzudenken im-
stande sei.



A. Allgemeiner Teil.

Im allgemeinen Teil wird vor allem festzustellen sein, was fiir Substrate
als Nahrmedien sich fiir die Mikroorganismen bewéhrt haben; es wird eine
Auswahl dieser ,,Nahrboden‘, ihre Herstellung und ihre Wirkung auf die
Organismen zu schildern sein. Weiterhin: in welchen Behéltern bringen wir
die Nihrboden am besten unter? wie bringen wir die Organismen in sie hin-
ein? wie sind die in der Einleifung als wichtig genannten Reinkulturen her-
zustellen? Wenn wir iiber diese und einige andere Fragen uns Rechenschaft
gegeben haben werden, mag im speziellen Teil das unterschiedliche Verhalten
der kultivierbaren Mikroorganismengruppen seine Wiirdigung finden.

I. Wasser und Glas.

Wir beginnen unsere Erorterungen fiiglich mit dem Wasser, der Vor-
aussetzung aller organischen Entwicklung. Bei der Kultur der Mikroorganis-
men bedienen wir uns unausgesetzt des Wassers, indem wir entweder reines
Wasser unmittelbar auf die Organismen wirken lassen oder es als Losungs-
medium fir Stoffe der verschiedensten Art verwenden. Von den Losungen
wird spater zu sprechen sein; an dieser Stelle soll zunéchst nur von dem
reinen Wasser die Rede sein, dessen Betrachtung sich von der des Glases
nicht trennen 148t ; denn GlasgefiBe als unentbehrliche Behilter von Wasser
und wisserigen Lisungen beeinflussen letztere unausgesetzt dureh die all-
mihliche Losung der im Glas enthaltenen Substanzen.

Fiir den Bedarf der Laboratorien steht Wasser in den verschiedensten
Abstufungen der Reinheit zur Verfiigung : zwischen dem Leitungs- und Quell-
wasser einerseits und dem reinsten Leitfahigkeitswasser anderseits vermittelt
das ,,destillierte Wasser'* gewohnlicher Art. Welche von diesen Formen zu be-
vorzugen oder als ausreichend anzuerkennen ist, héingt von den wechselnden
Aufgaben und Gesichtspunkten des Forschers ab.

DaB Leitungs- und Quellwasser und iberhaupt alle natiirlichen, aus
Biichen, Siimpfen, Fliissen, Seen und Meeren stammenden Wésser mehr oder
minder konzentrierte Losungen von verschiedenen Salzen usw. darstellen, ist
eie allbekannte Tatsache.

Es ist klar, daB die Stoffe, welche auch in ,,gutem®, d. h. nicht allzu
kalk- oder eisenreichem oder gar manganhaltigem Leitungswasser vorhanden
sind, dieses fiir viele subtile physiologische — insbesondere erndhrungsphysio-
logisehe — Untersuchungen oder fiir solche, welche Fragen der physikalischen
Chewmie nachgehen, von vornherein ausschlieBen, Anderseits werden die im
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Leitungswasser gelosten, z. B. die seine Alkaleszenz bedingenden Stoftel),
sehr wohl auf manche vom Kultivator angestrebten Wachstumserscheinun-
gen oder dergleichen anregend wirken und die Anwendung von Leitungswasser
daher empfehlenswert machen kénnen.

Das destillierte Wasser, wie es in den Laboratorien tiblicherweise zur
Vertiigung steht, wird selbst dann, wenn es vom Chemiker in vielen Fallen
anstandslos als Ausgangsmaterial und Losungsmedium benutzt werden kann,
vom Physiologen erst nach sorgfiltiger Priifung verwendet werden diirfen.

Die wichtigsten Priifungen, denen man das destillierte Wasser zu unter-
werfen hat, gelten den Chloriden, dem Ammoniak, der salpetrigen und dex
Salpetersdure. Chloride werden mit Silbernitratlosung (weiler Nieder-
schlag von Chlorsilber), Ammoniak mit Nefilerschem Reagens (Kaliumqueck-
silberjodid, gelber oder ritlicher Niederschlag), salpetrige Sdure nach An-
sduerung (H,80,) des Wassers mit Jodzinkstérkelosung (im Laufe von
5 Min. Blaufdrbung nach Entbindung des Jods), Salpetersdure mit Diphe-
nylamin 4+ H,S0, (Blaufirbung) oder Bruzinlosung -+ H,50, (Rotfdr-
bung) nachgewiesen. Beim Verdampfen darf gutes destilliertes Wasser selbst-
verstandlich keinen Trockenriickstand hinterlassen. Bei Beurteilung und der
Herkunft der Stoffe, die einen solchen oft entstehen lassen, ist zweierlei zu
bedenken: zunachst kehren im destillierten Wasser leicht manche der Stoffe,
die im gewohnlichen Leitungswasser vorliegen, wieder — wenn auch in auBer-
ordentlich viel schwiicherer Konzentration?); die Anspruchslosigkeit mancher
Organismen geht aber so weit, dal selbst der geringe Gehalt des destillierten
Wassers an Mineralsalzen ihnen eine langsame Entwicklung mdglich macht.
Dag beweist z. B. der griine Algenanflug, der sich in GefdBen mit destilliertem
Wasser leicht bildet. Zweitens aber —und dieser Punkt 15t besonders wichtig
— kommen gerade beim Destillationsprozef leicht fremde Stoffe ins Wasger
hinein; die Bertihrung mit kupfernen Kesseln oder Réhren gentigt, nm das
Wasser giftig und fiir viele Versuche untauglich zu machen.?) Beriithrung
des Wassers mit Metallen ist iiberhaupt fiir den Physiologen miBlich, und
auch gegen Leitungswasser, das langsam durch metallene Riohren geflossen
oder in solchen gestanden hat, wird er oft miBtrauisch sein miissen; nament-
lich vor dem Kupfer ist zu warnen, aber selbst Platin ist nicht unverdichtig.*)

1) Stickpory, Die keimtotende Wirkung des Wassers in wisserigen Losungen auf
Rotlaufbazillen (Zbl. f. Bakt. I. Orig. 1918, 81, 549).

2) Vgl. Srtas, J. 8., Unters. iib. d. Geseize d. chem. Proportionen usw., Ubers. v.
ARONSTEIN, Leipzig 1867, 110; Moriscr, Ub. d. Pfl. in ihven Bezieh. z. Eisen. Jena
(G. Fischer) 1892, 81 u. 106. Uber den Bakteriengehalt ,,des in Apotheken kiuflichen
destill. Wassers® vgl. P. T. A, MLLEr (M. Med. W. 1911, 2739).

3) Vgl z. B. Heerssr, C., Ub. zwei Fehlerquellen b. Nachw. d. Unentbehrlichkeit v.
Phosphor u. Eisen f. d. Entwickl. d. Seeigellarven (Arch. f. Entwicklungsmechanik 1898,
7, 486).

4) Mouison, Erndhrung der Algen, Silwasseralgen (1. Abhandlung; Stizungsber, d.
Akad, Wiss, Wien, math,-naturwiss, KL. 1895, 104, 1. 783. 789).
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Zwar 168t sich metallhaltiges Wasser entgiften; Nieer1 gibt an, daB z. B.
Zusatz von Stérke, RuB und anderen physiologisch harmlosen Stoffen die
Wirkung geringer Kupfermengen aufhebe!), und Herssr (a. a. 0.) konnte
Kupferspuren durch Magnesiumkarbonat, Kalziumphosphat usw. fillen. Es
wird aber meist vorzuziehen und in vielen Fillen notwendig sein, Wasser her-
zustellen, das von vornherein metallfrei oder mindestens Cu-frei ist. Das ist
aber nur zu erreichen, wenn man beim Destillationsvorgang alle metallenen,
insbesondere alle kupfernen Gerdtschaften vermeidet. Natirlich wire als-
dann in erster Linie an Glaggefiie und Glasrohren zu denken.

Noch einer weiteren Schwierigkeit ist -zu gedenken. Nicht nur beim
Kochen, sondern auch schon bei dauernder Beriihrung gewohnlichen Glases
mit kaltem Wasser werden, wie schon Lavoisier wullte, aus dem Glase
mancherlei Stoffe herausgelést, die bei erndhrungsphysiologischen Versuchen
das Resultat unklar machen konnen. Kalium, Natrium und Magnesium
kommen dabei neben Silizium in erster Linie in Betracht. Wir verdanken
Mouiscu?) eine einfache Methode, sich von dem stérenden EinfluBl des Glases
unabhingig zu machen: man legt die GlasgefaBe mit einer diinnen Schicht
Paraffin aus — Morisca nimmt solches von hohem Schmelzpunkt (74°—789).
Verzichtet man auf sehr gleichméBige Paratfinauskleidung, so kann man sich
in der kiirzesten Zeit eine groBe Anzahl von Kolben oder Dosen mit Paraffin
ausgieBen. Die GlasgefiBe miissen bei der Paraffinierung vollig trocken sein,
da sich sonst die Paraffinhaut blasenartig abhebt. DaB das Wasser des
Kulturmediums nicht durch den Paraffinbelag das Glas angreifen kann, geht
#. B. daraus hervor, ,,dall kleine Chlorkalium- oder Zuckerkristalle, die dex
Glaswand anlagern und vor der Paraffinhaut eingefithrt waren, durch die
Néhrlosung selbst nach mehreren Monaten nicht im mindesten angegriffen
wurden®)* (Moriscy a. a. O. 790).

Diese Methode fithrt aber natiirlich nicht zum Ziele, wenn das Wasser
oder die Lidsungen auf hohen Temperaturen oder gar beim Kochen frei von
den im Glase entheltenen l6slichen Substanzen bleiben sollen. Hier stehen
uns nur zwei Wege offen: entweder wir nehmen Glasgefie aus Bergkristall,
dem fiir unsere Zwecke vollkommensten Material (KourLravuscn, MyrLivs s. w.),

1) Ub. oligodynam. Erschein. in leb. Zellen (Denkschrift der Schweizer Naturf.
Ges. 1893). '

2) MoLISCH a. a. 0., 788, und O. RicHTER, siche weiter unten.

3) Mouiscu verwandte die Methode bei Algenkulturen. Bei Kultur von Pilzen z. B.
wird darauf zu achten sein, daBl ihre Hyphen das Paraffin durchdringen kénnen. Uber
paraffinzerstorende Organismen vgl. Raax (Zbl. {f. Bakt., II, 1906, 16, 382). Vielleicht
kénnen unter Umsténden bei Kultur von Mikroorganismen in paraffinierten Gefifen
Verunreinigungen des Paraffins stérenden Einflul gewinnen (vgl: Duccar, Bot. Gaz.,
1901, 31, 38; niheres im speziellen Teil: ,,Pilze‘‘). Man reinigt Paraffin, indem man durch
Kochen mit Alkohol und KOH Fette und Fettsiiuren entfernt und aus Ather umkristalli-
siert. Uber die Durchlassigkeit von Paraffindl (Paraffinum liguidum) und Vaseline fiir
Wasser vgl. z. B. CELARKOVSKY ,,Beitriige zur Fortpflanzungsphysiologie der Pilze*, Prag
(Fr. Rivnédé, 1906),
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oder wir suchen uns aus den verschiedenen Arten Glas die fiir unsere Zwecke
tauglichsten aus. Bergkristallgefde liefern W. C. Heraeus in Hanau und
Dr. Siebert & Kiihn in Kassel; Flaschen und Koélbchen sind aber natur-
gemilf sehr teuer, so daB sie als stdndiger Krsatz fiir Glas nicht in Betracht
kommen.)

Bei gewohnlichen Glasfabrikaten wird man sich vor allem auf relativ
hohen Gehalt an Basen gefalt machen miissen, dié in die Néhrlgsung iiber-
gehen konnen. Man priife das Glas, indem man die GefdBe mit Eosin- oder
Erythrosin-(Jodeosin-)losung fiillt (1 g Farbstoff auf 100 cm wassergesittigten
Ather) und die Farblosung 24 Stunden in ihnen stehen 148t; hiernach gieBt
man diese aus und spiilt mit Ather nach: bei schlechtem Glas bleibt ein
roter Belag an der GefaBwand haften.?) Namentlich bei Verwendung noch
ungebrauchter Glassachen koénnen diese betrdchtliche Mengen Alkali an die
Nahrlosung abgeben; man koche sie daher mit schwach HCl-haltigem
Wasser aus oder — wenn auch Verunreinigungen anderer Art zu fiirchten
sind — mit Chromschwefelsiure (gleiche Teile von gesittigter K,Cr,0,-
Losung + H,80, Konz).

Glas stellt bekanntlich ein Gemisch von verschiedenen Silikaten — Ver-
bindungen des Si mit irgendwelchen Metalloxyden — dar, unter welchen die
mit Na, K, Mg, Ca, Zn und Fe gebildeten fiir unsere Zwecke besonders in Be-
tracht kommen. Die Mischung der Silikate ist bei den versechiedenen Glag-
sorten verschieden, so dafl wir auch bei Anwendung verschiedener Fabrikate
ungleiche Verunreinigungen unseres Wassers und unserer Losungen zu ge-
wiartigen haben. Man unterschitze diese unbeabsichtigten Beimengungen
nicht; es liegt zwar nahe, die Menge der losbaren Substanz, die das Glas
liefert, zu gering und das Mineralstoffbediirfnis der Organismen zu hoch ein-
zuschitzen ; in Wirklichkeit gentigen aber die bei Anwendung bestimmter Glas-
sorten aus dem Glas stammenden K- oder Mg-Mengen vollkommen, um
das Bediirfnis Tausender von Zellengenerationen nach K oder Mg zu be-
friedigen.

Die aus dem Glas herauslosbaren Metalle gehoren fast durchweg zu den-
jenigen Mineralstotfen, die fiir das Leben der Organismen unentbehrlich sind,
kommen also im Gegensatz zu den aus kupfernen Rohren usw. mitgefiihrten
Teilchen nicht als schidigende Substanzen in Betracht. Die Frage nach den
Veréinderungen, die Wasser durch die GefiBe erfihrt, ist daher fiir viele Unter-
suchungen ganz belanglos und gewinnt erst bei exakten physiologischen Ar-
beiten, welche iiber die Notwendigkeit bestimmter Elemente fiir die Organis-

1) Gefile aus ,,Vitreosil*, reinem geschmolzenen Quarz, liefern die Deutschen Ton-
und Steinzeug-Werke (A.-G.), Charlottenburg. Die Quarzschmelze Dr. Voelker u. Co.
(Beuel-Bonn) liefert Reagenzgliiser aus transparentem Quarzglas (10 : 100 mm), Kélbchen
nsw.

2) Methoden zur Priifung der verschiedenen Glasarten z. B. bei MyLius, F. u. Gro-
scuurr, B., Mikrochem. ‘Proben z. Erkennung v. Glasarten (. Mech.-Ztg. 1910, 41),
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men Auskunft geben sollen, oder bei der Bearbeitung physikalisch-chemischer
Aufgaben groffle Bedeutung. Wir miissen bei solchen iiber die chemischen
Eigentiimlichkeiten verschiedener Glasarten unterrichtet sein.!)

Sehr auffallend sind nach dem soeben Gesagten die Ergebnisse Mor-
TENSENS, weleher beobachtete, daB Pulver der gewdhnlichen Glassorten auf
Pilze giftig wirkt. Fortsetzung der von ihm begonnenen Untersuchungen
wire erwiinscht.?)

Je mehr 16sliche Bestandteile das Wasser dem Glas entzieht, um so
besser wird die elektrische Leitfihigkeit des Wassers. Man kann sich daher
iber den Gehalt des Wassers an gelosten Elektrolyten auf physikalischem
Wege bequem orientieren3); die maBanalytische Untersuchung des Wassers
kann freilich durch jene Methode nicht iiberfliissig gemacht werden.

Von denjenigen Glassorten, welche arm an 16slichen Bestandteilen sind,
kommen namentlich in Betracht: das Jenaer Glas von ScroTT und Genossen,
das Resistenzglas von EERHARDT und METZGER in Darmstadt, das Wiener
Normalglas und das Rbeinische Normalglas. Jenaer Geriteglas?) enthilt

1) Wichtigste Literatur: Myrivs und FOrRSTER, Ub. d. Beurt. d. Glasgefifie zu chem.
Gebrauch (Ztschr. f. Instrumentenkunde 1891, 11, 311), FOrsTER, Vgl. Prif. einiger
Glasarten usw. (Ztschr. f. anal. Chemie, 1894, 33, 381), HEraEUS, N., Ber. d. 5. internat.
Kongr. f. angew. Chemie, 1904, 1, 708), Myr1Us, Ub. d. Klassifiz. d. Gliser z. chem. Ge-
brauche (ibid. 678) und besonders HovestapT, H., Jenaer Glas u. seine Verwend. in Wiss.
und Technik, Jena 1900; daselbst die einschligige Literatur zusammengestellt. — Aus
der biologischen Literatur nenne ich Hersst, Ub. d. z. Entw. d. Seeigellarven notw. Stoffe
usw. II (Arch. f. Entwicklungsmech. 1901, 11, 617), BENECKE, D. Bedeut. d. Kaliums
u. d. Magnesiums f. Entwickl. u. Wachst. d. Aspergillus niger v. Th. usw. (Botan. Zeitg.
1896, 54, 97), Unters. iib. d. Bedarf d. Bakt. an Mineralst. (ibid. 1907, 65, 1), FickER,
M., Ub. Lebensdauer u. Absterben pathogener Keime (Ztschr. f. Hyg. 1898, 29, 1); HesskE,
G., Beitr. z. Herstell. v. Nihrb. u. z. Bakterienziicht. (Ztschr. f. Hyg. 1904, 46, 1); Konn,
E., Z. Biol. d. Wasserbakt. (Zbl. f. Bakt. II, 1906, 15, 690); KAsSERER, H. J., Kenntn. d.
Mineralstoffbedarfs von Azotobacter (Ber. d. d. Bot. Ges. 1910, 28, 208).

2) MORTENSEN, L., Vers. iib. d. Giftwirkung v. Kobaltsalzen auf Aspergillus niger
bei Kultur auf festen u. fliiss. Medien (Zbl. f. Bakt. II, 1909, 24, 521).

3) E. SmrTu (Bacteria in relation to plant diseases 1 Washington 1905, 129) gibt
einige Zahlen an. Gliser, die 10—-11 Tage mit Wasser gefiillt geblieben waren, beeinfluBten
dieses in folgendem Grade:

Resistenzglas (Greiner & Friedrichs) nach 10 Tagen 220,000 Ohm.

- - » 11, 219,000 .,
(uewohnhches G]a% ............ -~ 10, 41,000 .,
.......... .11, 34,000 ,,

Vgl. auch MYLlUS a. a. 0 190-1
4) Die Kolben, F]aschen usw. tragen einen kennzeichnenden Stempel, in die Glas-

rohren ist ein farbiger Glasfaden eingelegt. HOVESTADT a. a. O., 397, gibt fiir Jenaer Ge-
riteglas an:

Si0, 66 —68 Teile

AL,O, 3,3— 3.7 .

Zn0O 3,7-- 46

BaO 12 -

B,O, 13 16
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nach Beneckr (1907) ca. 59, MgO. Wichtig fiir den Biologen ist, duf K
in ihm génzlich fehlt; wohl aber kénnen Mg und Zn aus ihm herausgelost
werden. HerBst fand nach doppelter Destillation aus Jenaer Glas in 3 Litern
Wasser 0,00015 g Mg und 0,0004 g Zn.') MoRTENSEN (s.0.) beobachtete,
daB Pulver von Jenaer Normalglas keine Giftwirkungen auf Aspergillus
ausiibt.

Das Resistenzglas von ExrEARDT und METZGER?) enthilt:

KO 0,69
Na,0 14,3 9
Ca0 11,29
MnO 040,
ALO

peo | 299
8i0, 70

ist mithin sehr arm an Kali, enthilt iibrigens auch Mg. Wiener Normalglas
enthélt reichlich K, scheint aber Mg-frei zu sein (BEnmeckr 1907).

DaB GlasgefdBe verschiedener Zusammensetzung die nédmliche Pilz-
spezies in ganz verschiedenem Habitus wachsen lassen konnen, hat Laepa-
LAINEN®) fiir Aspergillus gezeigt. Fiir das Zn-haltige Jenaer N-Glas lieB
sich zeigen, dafl das aus ihm geloste Zn das Wachstum stark fordern
kann. Die Wirkung der Glasgefife auf die in ihnen wachsenden Organis-
men dndert sich mit dem Gebrauch, dem jene unterworfen sind: wieder-
holtes Kochen der Nahrlosungen macht die wachstumfordernden Bestand-
teile des Glases dem Pilz immer leichter zugénglich; sind die zuginglichen
Stoffe verbraucht, so kann man durch Kochen mit NaOH oder andern
Alkalien wieder neue Glasschichten erschlieBen. Gebrauchte und unge-
brauchte Glaser haben hiernach unter Umstdnden verschiedene Wirkung
auf die Organismen.

Will man sich beim Destillicren des Wassers alle Erfahrungen zunutze machen, so
akzeptiere man O. Ricarers Verfahren.!) Dieser benutzte ,,Jenaer Glaskolben, die
mittels eingeriebener Glasstopsel mit einem Platinkiihler in Verbindung standen, von
dem das kondensierte Wasser in einen 400 cem-Kolben, der mit Paraffin bis zum oberen
Rand ausgekleidet war, abtropfte. War dann das Kolbchen bis etwa 300—350 cem ge-
fiillt, so schiittete ich das destillierte Wasser in einen mit Paraffin vollig ausgekleideten
Zweiliter-Erlenmeyerkolben. Ein Wattepfropf aus reinster Watte besorgte dessen Ver-
schluB. War im ,,Siedekolben‘ noch etwas zur Destillation bestimmtes Wasser iibrig-
geblieben, so wurde es ausgeschiittet und der Kolben bis zu 350—400 cem neu gefiillt.
Um einen Siedeverzug zu vermeiden, befand sich ein Stiick Platindraht im Kochkolben.

1) Uber das Gas, welches von Jenaer Glas bei hohen Tem peraturen abgegeben wird,
vgl. GuicHARD (C. R. Acad. Se. Paris 1911, 152, 876).

2) Kenntlich an dem Stempel ,,R*. .

3) LapraramNen, H., Biogr. Stud. an dsp. niger (Ofvers. af fivska Vetensk. soc.
Forhandl. 1919, 62, Afd. A. No. 1).

4) Z. Phys. d. Diatomeen, (Sitzungsber, Akad, Wiss, Wien, Math.-Naturwiss, Kl
1906, 115, I, 27, 37.)



12 A. Allgemeiner Teil, II. Nibhrboden

Hervorgehoben sei noch, daB alle fiir die Destillation verwendeten Gerite, also Destilla-
tionskolben, Platinkiihler, VorstoBkolben, Stopselverschlufl, der grofle Zweiliter-Vor-
ratskolben mit Kalilauge und darauf mit konzentrierter Salzséure gereinigt und mit viel
gewdhnlichem destillierten Wasser abgespiilt worden waren. Jene Kolben und Objekte,
die mit Paraffin ausgekleidet werden sollten, waren nachher im heifien Trockenkasten
auf 110—140° erhitzt und so vollkommen wasserfrei gemacht worden; dann hatte ich
sie mit reinstem Paraffin des Siedepunktes 78° von MErck versehen und neuerlich iiber
1009, oft bis 140° erhitzt.« RicuTER gewann mit seiner Methode reinstes Wasser, das
nicht einmal Si0, gelost enthielt.!)

I1. Nihrboden..

Sit man Mikroorganismen auf reinem Wagser aus, so kann man zwar oft
genug Wachstumserscheinungen und andere Verinderungen an ihnen be-
obachten; alle diese Vorgéinge, an welchen die den Zellen ermoglichte- Wasser-
aufnahme hervorragenden Anteil hat, spielen sich aber auf Kosten der im
Aussaatmaterial vorhandenen Stoffe ab, — die allerdings nicht selten dazu
ausreichen, um von der Keimung der Sporen bis zur neuen Bildung soleher
auszureichen (Gemmen bei Mukorazeen, Konidien bei Penizillium usw.).
Wasser kann somit wohl als Kulturmedium fir manche Falle und Zwecke
geniigen, als Ndhrboden darf es naturgemif niemals angesprochen werden:
denn unter einem Néhrboden verstehen wir irgendeine Fliissigkeit oder feste
Substanz, in welcher den Mikroorganismen irgendwelche, zum Aufbau ihrer
Substanz verwendbare Stoffe geboten werden, derart, dal beim Aufenthalt
auf einem Néhrboden das Trockengewicht des Organismenmaterials zunimmt,
wihrend es auf einem nicht nahrenden Kultursubstrat z. B. auf rememWa%se)
unverdndert bleibt oder sogar abnimmt.

DaB die Kenntnis von den Nihrbdden und ihrer zweckmiiBigen Her-
stellung fiir das Studium der Mikroorganismen von allergrofter Bedeutung
ist, leuchtet chne weiteres ein. Wir werden im folgenden die wichtigsten
Gesichtspunkte fur diese Aufgabe kurz zu erdrtern haben.

Die Fragen, die bei der Erforschung eines Organismus und insbesondere
seiner Ernihrungsphysiologie gestellt werden miissen, sind auBerordentlich
mannigfaltig. Die Wahl eines Nahrbodens darf nicht beliebig geschehen, son-
dern muB planmiBig den Aufgaben des Forschers Rechnung tragen. Aller-
hand Umsténde erschweren dabei — zumal dem Anfinger — das Auffinden
eines zweckmiiBigen Kulturverfahrens. Vor allem ist der Néhrwert verschie-
denerStoffe — C-Verbindungen, N-Verbindungen u. dgl. — ein sehr ungleicher,
und selbst Vertreter einer Gruppe chemischer Verbindungen konnen auf ein
und denselben Organismus ganz verschieden wirken. Dazu sind die An-
spriiche verschiedener Arten von Mikroorganismen in puncto der Erndhrung
auBerordentlich verschieden: Stoffe, die fir manche Gruppen der Mikro-

1) Ub. d. Leitfabigkeit d. Wassers u. d. Herst. v. Leitfihigkeitswasser vgl. z. B.
KoHLRAUSCH 1. HOLBORN, Leitvermogen d, Elektrolyte, KonrLrauscH, Lehrb. d. prakt,
Physik, 9. Aufl.,, 1901, 4081f,
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organismen ein ideales Nihrmittel darstellen, sind fiiv andere nur maBig gut
ndhrend oder schlechterdings unverwertbar. Ferner: es kommt nicht nur
darauf an, daB den Organismen die ,richtigen** Stoffe ausgewahlt werden,
sie miissen auch in der richtigen Form und unter zutriglichen Begleitum-
stdnden geboten werden: die Konzentration vor allem ist in Rechnung zu
ziehen, die Wahl zwischen festen und fliissigen Nahrboden, ferner die Reak-
tion, d. h. der Grad der Alkaleszenz und Aziditét richtig zu treffen; es ist
weiterhin zu beriicksichtigen, daf manche Stoffe nur ausgeniitzt werden
konnen, wenn gleichzeitig bestimmte andere Stoffe vorhanden sind, da die
iiber dem Néhrboden liegende Atmosphire in ihrer chemischen Zusammen-
setzung eine wichtige Rolle spielen kann u. a. m. — Drittens: selbst wenn eine
Kombination der Bedingungen gefunden ist, bei welcher die Organismen vor-
trefflich wachsen, so geniigt oft genug dieses Resultat noch keineswegs fiir die
Erforschung der Erndhrungsanspriiche eines Organismus, und es hat sich
zeigen lassen, daB viele Lebewesen bei verschiedener Ernihrung gang
verschiedene Formen liefern, und daf fir jede ihrer verschiedenen Ge-
stalbungen eine bestimmte Kombination der Erndhrungsbedingungen
optimal ist.

Was fiir Stoff(_e miissen nun einem wasserhaltigen Kulturmediom zu-
gesetzt werden, damit es zu einem Néhrboden wird und die Entwicklumg der
Mikroorganismen gestattet? Zunéchst sind Aschenbestandteile unerlid-
lich. Es gibt iiberhaupt keine Organismen, die ohne solche sich entwickeln
konnten; wohl aber gibt es viele, deren beispiellose Anspruchslosigkeit unge-
-ziihlte Zellengenerationen mit den Mineralstoffen auskommen 14Bt, die im
gewohnlichen destillierten Wasser vorhanden sind oder aus Glas geringer
Qualitat herausgelost werden kénnen. Sollen daher genaue Untersuchungen
itber die Notwendigkeit und die Rolle des einen oder anderen der Aschenbe-
standteile angestellt werden, so mufl man nach den oben gegebenen Vor-
schriften alle Verunreinigungen des Nahrmediums durch das Glas nach Mog-
lichkeit fernhalten. Fast alle Organismen stellen die gleichen Anspriiche an
Aschenstoffe und haben S, P, K, Ca, Mg und Fe notig.

Ferner muf dem Sauerstoffbediirfnis der Organismen Rechnung getragen
werden: den Sauerstoff liefert die Atmosphére; wohl zu beachten ist aber,
daB viele Bakterien nur bei Luftabschluf sich entwickeln kénnen.

Am schwierigsten zu beantworten ist von Fall zu Fall die Frage nach den
organischen Verbindungen, die der Organismus benotigt.

Als Kohlenstoffquelle kommt nur fir die griinen Lebewesen und
einige Bakteriengruppen die Kohlensdure der Luft in Betracht. In allen
anderen Fillex miissen organische Verbindungen als C-Quelle dem Nihrsubstrat
zugesetzt werden. Dazu sind im allgemeinen die Zuckerarten und die mehr-
wertigen Alkohole besonders geeignet. Empirisch muf8 den verschieden-
artigen Organismen gegeniiber ausprobiert werden, ob auch einwertige
Alkohole, aliphatische und aromatische Siuren und deren Salze oder andere
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C-haltige Verbindungen tauglich sind, und wie hoch ihr Néhrwert zu ver-
anschlagen ist.

Als Stickstoffquelle kann der elementare N der Luft nur wenigen
Pilzen und Bakterien dienen; im allgemeinen miissen N-Verbindungen dem
Nihrmedium beigemischt werden. Die Auswahl ist gro8: manche Organismen
bevorzugen anorganisch gebundenen N (Ammoniumsalze, Nitrite, Nitrate).
andere beanspruchen Amidoverbindungen oder gar Albumosen. Die Frage,
bei welcher N-Quelle optimales Wachstum erreicht wird, muf fiir jede Or-
ganismengruppe oder sogar fiir einzelne Spezies durch besondere Experi-
mente gelost werden.

Je mehr assimilierbare Stoffe einem Organismus zur Verfiigung stehen.
um so mehr organische Substanz wird er produzieren, um so reichlicher wird
die ,,Ernte* ausfallen. Dieser Satz erfiahrt freilich Einschrénkungen dadurch,
daB ein UbermaB von assimilierbaren Stoffen — namentlich durch deren os-
motische Wirkungen — die Entwicklung eines Organismus hemmen kann,
und durch das ,,Gesetz des Minimums‘‘: was einem Néhrsubstrat an C ab-
geht, kann nicht durch reichlichere Verabfolgung von Ca oder N wettge-
macht werden; maBgebend fiir das Ernteergebnis bleibt derjenige Stoff, der
im relativen Minimum vorhanden ist.

Von groBter Wichtigkeit ist schlieBlich die Reaktion des Néhi-
hodens. Manche Organismen gedeihen nur auf saurem, andere nur auf alkali-
schem Medium, noch andere kommen mit beidem aus.

Schliefllich muB auch noch der Aggregatzustand des Nihrsubstrats
beriicksichtigt werden: fliissige Ndhrmedien wirken oft ganz anders als feste.

1. Fliissige Nihrmedien.

Fliissige Nahrmedien, d. h. wisserige Losungen von Nahrstoffen enthalten
entweder ausschlieBlich anorganische Néhrmittel (anorganische Nahr-
16sungen) oder organische Verbindungen — kombiniert mit anorganischen
oder ohne solche (organische N#ahrlésungen). Bei den letzteren sind
diejenigen, deren Zusammensetzung rezeptméBig bekannt ist und genau inne-
gehalten werden kann, zu unterscheiden von anderen, deren Zusammen-
setzung nur unvollkommen bekannt und wechselnd ist. Das Material fiir die
Herstellung der ersten Gruppe liefern die aus dem chemischen Laboratorium
stammenden Stoffe; die anderen entstammen irgendwelchen animalischen
oder vegetabilischen Materialien.

a) Anorganische Nahrlosungen.

Eine anorganische Nihrlosung, deren biologische, tier- und pflanzen-
geographische Bedeutung einzig dasteht, ist das Meerwasser.

Abgesehen von den Teilen des Meeres, die durch wasserreiche Stréme
eine allmidhliche AussiiBung erfahren, wie die Ostsee, ist die Zusammen-
setzung des Meerwassers iiberall ungefihr dieselbe. FORCHHAMMERS Ana-
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lyse des zwischen Neapel und Sardinien geschopften Meerwassers gibt fol-
gende Zusammensetzung an:') ~

NaCl . . o oovv e 30,192 9%,
KOl . . o oo 0,779
MgCla - - o v o e e 3,240
MgSO, . . « v o 2,638
CaSO, . o o . 1,605

Kieselsiiure, phosphorsaures Ca u. ,, Riick-
stand‘ (darunter CaCO, u. Fe,0;) . . 0,080

In diesen und #hnlichen Analysen vermiBt man stickstoffhaltige Ver-
bindungen ganz und gar; in der Tat sind Nitrite und besonders Nitrate un-
gemein spirlich im Meerwasser vorhanden; die Ammoniumverbindungen
sind etwas reichlicher und bereits quantitativ bestimmbar — im allgemeinen
wenig mehr als 0,1 mg pro Liter.?)

Durch Abwiisser der Schiffe und die Verunreinigungen, die vom Lande
her dem Meere zugefithrt werden, kann das Meerwasser an organischen Be-
standteilen sehr reich werden — ein Umstand, der auf die Zusammensetzung
der natiirlichen Makro- und Mikrofauna und -flora des Meeres groen Einflu8
hat. Methoden zum Nachweis organischer Substanz z. B. bei Nixorar.?)

Will man bei Benutzung des Meerwassers als Kulturmedium von zu-
falligen Verunreinigungen des Wassers unabhéngig bleiben oder den Einfluf
planmiBig variierter Zusammensetzung auf die Organismen studieren, so muf
man sich Meerwasser kiinstlich herstellen. Am eingehendsten hat sich HErss1*)
mit der Frage beschiftigt. Dieser Autor legt der Arfertigung kiinstlichen
Meerwassers von ,,normaler’ Zusammensetzung folgendes Rezept zugrunde:

auf Wasser 100 Teile

NaCl 3 g
KCl 0,07 ,,
MgSO, 0,26 ,,
MgCl, 0,5 ,, (nur scheinbar reichlich, das Salz
war sehr wasserreich)
CaS0, 01
393 g

Fiir die meisten Fille wird ein sehr viel roheres Verfahren ausreichen.
Ich gebe hier das Rezept, nach welchem das Wasser der groBen Austern-

1) Vgl. Hersst, C., Ub. d. z. Entwickl. d. Seeigellarven notwend. anorg. Stoffe,
ihre Rolle u. jhre Vertretbarkeit I (Arch. f. Entwicklungsmech. 1897, 5, 649.) Von geo-
logischer Literatur nenne ich. Rorm, Chem. Geologie 1879, 1, 524ff. und KrMMEL, O..
Handb. d. Ozeanographie, 1, Stuttgart 1907.

2) Literatur (NATTERER, THOULET u. a.) bei BranDT: Ub. d. Stoffwechsel im Meere.
T u. II (Wissensch. Meeresunters. Abt. Kiel 1899, N. F. 4 u. 1902, 6); Ub. d. Bedeut. d.
Stickstoffverbindungen f. d. Produkt. im Meere (Beih. z. Bot. Zbl. 1904, 16, 383).

3) Z. Bestimm. d. organ. Subst. im Meerwasser (A. f. Hyg. 1907, 86, 338). Uber den
Bakteriengehalt unreinen Meerwassers vgl. z. B. Carasso, Unters. iib. d. Grad d. bakteriellen
Verunreinigung d. Meerwassers im Bereiche verankerter Kriegsschiffe (ibid. 1919, 88.20).

4) Herss1 a. a. O., auch 653 ff.
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becken auf der Pariser Weltausstellung angefertigt war, und das sich gut be-

withrte :1) NaCl 8 g
MgCl, 11,
KCl 3,
MgSO0, 5,
CaS80, 3,

100 g auf 3 1 Wasser.

Karbonatfreies Meerwasser stellt sich Maas?) dadurch her, daB er ge-
wohnliches Meerwasser eindampft und den Riickstand in destilliertemn Wasser
wieder 16st. Die 16slichen Bikarbonate werden beim Eindampfen in die so gut
wie unloslichen XKarbonate umgewandelt.

Wie man meerwasserihnliche, relativ salzreiche Losungen zur Kultur
mariner Algen benutzen kann, wird im speziellen Teil mitzuteilen sein.

Das Meerwasser, dessen Zusammensetzung uns von der Natur gegeben
ist, enthdlt vor allem in dem Chlornatrium einen Stoff, dessen Notwendig-
keit fiir die Mikroorganismen keineswegs allgemein erwiesen ist, und der fiw
die vom Meerwasser umspiilten Lebewesen hauptsichlich durch seine osmo-
tische Wirkung bedeutsam wird.?) Nur fiir die marinen Organismen kommt
Meerwasser als Niahrlosung in Betracht; alle anderen werden in Flissig-
keiten von weit geringerem osmotischen Druck kultiviert werdgp miissen.

Die Nahrlosungen, die im Laboratorium kiinstlich hergestellt werden,
und deren Zusammensetzung nur von der Willkiir des Forschers abhiingt,
werden im allgemeinen moglichst einfach sein und nur die wirklich not-
wendigen Stoffe enthalten. Anorganische Nahrlosungen, welche nicht nur
keine organische Stickstoffverbindung, sondern auch keine Kohlenstoff-
quelle enthalten, kommen nur fiir die autotrophen Mikroorganismen in Be-
tracht: fur die Algen, die griinen Flagellaten und gewisse Bakterien. Fiir die
ersteren kdnnen wir an die Erfahrungen ankniipfen, die seit Sicus und Knor
an hoheren Pflanzen gesammelt worden sind.

Kwor4) empfiehlt auf 1000 g Wasser

0,26 g Magnesiumsulfat,

1,00 ,, Kalziumnitrat,

0,25 ,, saures phosphorsaures Kalium,
0,12 ,, Chlorkalium,

Spur Eisenchlorid ;

1) PERRIER, E., De l'emploi de I'eau de mer artificielle pour la conservation des
animaux marins et en particulier des huitres dans les grands Aquarium (C. R. Acad. Sec.
Paris 1890, 110, 1076). — Uber filtriertes Meerwasser vgl. FABRE-DoMERGUE, Epuration
bactérienne des huitres par la stabulation en eau de mer artif. filtrée (ibid. 1912, 154, 393).

2) Ub. d. Wirk. d. Kalkentzieh. auf d. Entwickl. d. Kalkschwimme (Sitzungsber.
Ges. Morph. u. Phys., Miinchen 1904, 20, 4).

3) Ob es vielleicht fiir die hoheren Lebewesen damit anders steht, ist noch nicht
geniigend geklirt; vgl. HERBST a. a. O., sowie die spiteren Teile der gleichen Abhandlung.

4) Die Literatur iiber anorganische Nahrlosung ist in den bekannten Hand- nnd
Lehrbiichern fiir Pflanzenphysiologie (PrEFFER, JosT u. a.) zu finden.
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nnd Sacus gibt auf 1000 g Wasser

1,0 g salpetersaures Kaliuw,
0,6 ,, Chlornatrium,

0,6 ,, Kalziumsulfat,

0,6 ., Magnesiumsulfat,

0,5 ,, phosphorsauren Kalk,
Spur Eisenchlorid.

TorLENs nimmt von drei Losungen

A. 100 g Kalziumnitrat, B. 25 g saur. phosphors. Kali,
25 ,, Kaliumnitrat, 11 Wasser
15 ,, Chlornatrium, C. 50 g Magnesiumsulfat,
11 Wasser 11 Wasser

je 100 cem auf 10 I Wasser.?)

Eine weitere von Kxor empfohlene Losung enthilt in 7 1

4 g Kalziumnitrat,
je 1 ,, Kaliumnitrat, Magnesiumsulfat und einbasisches Ka-
liumphosphat,
0,5 ,, Chlorkali (ist entbehrlich),
Spur Eisenchlorid.

MorscH schlieBlich benutzte folgende Nihrlosung:

260 g Wasser,
0,2 ,, (NH,),HPO,,
0,1 ,, H,KPO,,
0,1 ,, MgS0Q,,
0,1 ,, CaSO,,
Spur Eisenvitriol (2 Tropfen einer 1 ¢, Losung).

Auf die Reaktion der meisten genannten Lidsungen ist die Wahi der
Kalium-Phosphorverbindung von EinfluB: Monokaliumphosphat reagiert
sauer, Dikaliumphosphat alkalisch, Trikaliumphosphat neutral — Reinheit
der Chemikalien vorausgesetzt.

Das oft auf verdiinnten Nahrlosungen schwimmende Hautchen besteht
wohl groBtenteils aus Kalziumkarbonat.

Bei der Anfertigung der Losungen 16se man die einzelnen Salze geson-
dert auf und gieBe die Losungen zueinander; andernfalls entstehen ldstige
Niederschlige von Magnesiumphosphat. Vor dem Gebrauch sind die Lo-
sungen je nach Bedarf zu verdiinnen: 0,1—,5 9% sind z. B. fur Algen im
allgemeinen ausreichend und empfehlenswert, doch werden auch hohere Kon-
zentrationen vertragen. TorrLExs gibt an, wie man hohere Konzentrationen

1) Ub. einige Erleicht. bei d. Kultur d. PfL in wiiss. Los. (Journ. {. Landwirtsch.
1882, 30, 537; vgl. Bot. Jahresber. 1882, 10, a. 36).

Kister, Mikvoorganismen, 8. Aufl. 2
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Die von v. . CroNE!) vorgeschlagene Nihrlosung, welche folgende Stotfe
enthélt:

KNO; . . . . ..o 1,0
MgSO,. . . . . . .. ... ... 0,5
CaSO, . . . . . ... 0,5
Trikalziumphosphat . . . . . . . . 0,25
Ferrophosphat . . . . . . . N ( §215)

ist meines Wissens noch nicht fiir Mikroorganismen ausprobiert worden.

Bei der Zusammenstellung von Salzgemischen zum Zweck der Organis-
menkultur ist zu bedenken, da von den Kationen bestimmter Salze Gift-
wirkungen ausgehen, die bei gleichzeitiger Gegenwart anderer Salze herab-
gesetzt werden konnen. OSTERHOUT wies nach, daB simtliche Salze des Meer-
wassers, einzeln angewandt, auf die Zellen der Algen giftig wirken; Salzge-
mische, welche die einzelnen Komponenten in solchem Verhaltnis enthalten,
daB sie den Zellen nicht schédlich sind, nennt OsTeERHOUT?) , physiologically
balanced solutions (ausgeglichene Lidsungen): Meerwasser stellt eine solche
dar. Im Laboratorium bedient man sich der ,,physiologischen* Kochsalz-
18sung dann, wenn man lebende Gewebe mit einer ihren Siften isotonischen
Losung behandeln will. Eine physiologisch ausbalanzierte Liosung, welche
Jene zu ersetzen und in ihren Wirkungen auf die Zellen zu iibertreffen ver-
mag, 15t die RiveEr-Lockzmsche Losung, die in 11 ungefihr

NaCl. ... ... 6,6—9,5 g~
Ka ... .. 0,2
CaCl,. . . . ... 02

und evtl. noch NaHCO, . . . . . 0,1

enthalt.
Ebenso wie in der THYroDEschen Lisungs), welche pro |

NaCl. . . . ... 8
Ka ... 0,2
CaCl, . . . . ... 0,2
MgCl. . . . ... 0,2
NaH,PO, . . . . . 0,1
NaHCO; . . . . . 0,05

(neben 1 g Glukose) enthélt, ist in ihr das Verhéltnis der Tonenkonzentrati-
onen dem des Meerwassers ungefihr gleich.

Die Wirkung ausbalanzierter Losungen auf das lebende Protoplasma
macht sie zu Beobachtungsmedien fiir Meerestiere und Meerespflanzen und
auch nichtmarine Organismen tauglich: LipmaN hat dargetan, daB Salzlésun-

1) Ergebn. d. Unters. iib. d. Wirk. d. Phosphorsiure auf hoh. Pfl. (Sitzungsber.
niederrhein. Ges. f. Naturwiss. u. Heilk. 1902). ApprL, Ub. d. Wert der v. d. CroNEschen
Nihrlos. (Ztschr. f. Bot. 1918, 10, 145).

2) Vgl z. B. OstErEOUT, W. J. V., On the import. of phys. halanc. sol. on plants 1
{Bot. Gaz. 1906, 42, 127).

3) Vgl z. B. HoBrr, Physikal. Chemie d. Zelle u. Gewebe 1914. 4. Aufl., 521 ff.
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gen auf die Ammonentbindung (aus Pepton) durch Bac. subtilis dann am
wenigsten hemmend wirken, wenn die Salze in demselben Verhaltnis darge-
boten werden, wie sie im Seewasser vorliegen.t)

b) Organische Losungen bekannter Zusammensetzung.

Diese enthalten neben anorganischen Verbindungen entweder nur eine
organische Kohlenstoffquelle oder auBer dieser auch noch eine organische
Stickstoffverbindung oder lediglich eine solche. Die anorganischen Verbin-
dungen — denn als solehe wird man die Aschenbestandteile vorzugsweise
verabfolgen wollen — konnen einzeln zugesetzt oder als RinaErsche Lisung
(8. 0.) verabfolgt werden. In vielen Féllen diirfen sie quantitativ sehr zu-
riicktreten; ja, es werden oft die Beimengungen von Aschenbestandteilen,
welche ohne besondere Fiirsorge mit dem Wasser und den nicht vollig reinen
(Chemikalien und durch Auslaugung aus den Glasgefifien in die Losung ge-
raten, den Bedarf der Organismen bereits decken.

Organische Bestandteile sind deswegen notig, weil die Organismen,
fiir welche die organischen Losungen bestimmt sind, nicht selbst aus an-
organischen Verbindungen organische Stoffe herzustellen vermdgen. Wih-
rend die ,,assimilierenden®, die mit Chlorophyll ausgestatteten und einige
wenige andere Organismen aus Kohlenséure und Wasser selbst komplizierte
Kohlenstoffverbindungen herstellen, miissen den nicht assimilierenden Lebe-
wesen geeignete C-Verbindungen verabfolgt werden. Wiahrend die hoheren
Pflanzen als Autotrophe ihren N-Bedarf im allgemeinen mit Nitraten optimal
decken, verhalten sich die heterotrophen Mikroorganismengruppen hinsicht-
lich ihrer N-Anspriiche sehr verschieden. Zwar erfolgt die Eiweifisynthese
wohl bei allen auf dem Weg iiber die Aminosduren, doch bediirfen manche
von ihnen zur optimalen Erndhrung aller im EiweiBmolekiill gebundenen
Aminosduren, andere nur eine: noch andere sind imstande, aus anorgani-
schen N-Verbindungen, ja sogar aus elementarem N die erforderlichen Amido-
verbindungen sich herzustellen. Eine Universalndhrlosung, die fiir alle Arten
der Mikroben tauglich wire oder gar ihnen allen optimales Wachstum ge-
stattete. gibt es also nicht. Auf die Frage, welche Stoffe bei Anfertigung einer
Nahrlgsung zweckméBigerweise zu kombinieren sind, 148t sich daher nicht
kiirzer, als durch Vorfithrung verschiedener Mikrobengruppen und die Schil-
derung ihrer Erndhrungsanspriiche Antwort geben.

Kohlenstoff. Sehen wir von den chlorophyllhaltigen Lebewesen, welche
die Kohlensdure der Luft als C-Quelle verarbeiten, und von denjenigen Bak-
terien ab, welche amorphe Kohle?), atmosphérische Kohlensaure?), Karbo-

1) Liemax, C. B., On physioiogically balanc. sol. f. bact. (Bot. Gaz. 1910, 49, 207).

2) Porrer, Bakt. als Agentien b. d. Oxyd. amorpher Kohle (Zbl. . Bakt. 1T, 1908,
21, 647; vgl. BENECKE, Bau u. Leben d. Bakt. 1912, 348).

3) BEYERINCK u. v. DELDEN, Ub. eine farbl. Bakt., deren Kohlenstoffnahr, aus d.
atmosph. Luft stammt (Zbl. f. Bakt, 11, 1903, 10, 33).
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nate oder Methan als C-Quelle verwerten knnen?), so muB allen iibrigen der
Kohlenstoff imNéhrsubstrat als mehr oder minder wasserloslicher organischer
Korper geboten werden. Als wichtigste (-Quelle kommt fiir Organismen
jeder Art die Gruppe der Zucker (Kohlehydrate) in Betracht: Traubenzucker
zumal und Rohrzucker sind vorziigliche Nihrstoffe. Sie wirken oft schon
in groBer Verdiinnung — weniger als 1%y, — und werden von manchen Or-
ganismen selbst in 100 %iger Losung noch ertragen. Auch Maltose, Mileh-
zucker, besonders Raffinose u. a. sind geeignete C-Verbindungen. Zucker
gibt bei lingerem Kochen den Nihrldsungen (durch Karamelisierung) eine
braune Farbe. — Von den Polysacchariden sind Inulin, Glykogen, Stdrke
usw. besonders wichtige Nahrmittel ; ferner kommen die mehrwertigen Alko-
hole, wie Glyzerin, Mannit, Sorbit, Dulzit u.a. in Betracht. Solange fiir
einen Organismus nicht abweichendes Verhalten bekannt ist, wird man ihn
mit Verbindungen der genannten Art zu ernidhren suchen. Es folgen die or-
ganischen Sduren der aliphatischen Reihe, wie Essig-, Apfel-, Wein-, Zitronen-
oder Bernsteinsdure und besonders ihre Salze; die organischen Ammonium-
salze sind nicht nur vortreffliche Kohlenstoffquellen, sondern liefern auch
gleichzeitig Stickstoff (s. u.). Von geringerer Bedeutung und vielfach nur fir
bestimmte Gruppen von Organismen brauchbar sind die einwertigen Alko-
hole, die Glykoside und der Harnstoff, der gleichzeitig als N-Quelle dienen
kann; sehr ungleichwertig als C-Quellen sind die aromatischen Sauren.?) In
geringem MaBe konnen manche Organismen, namentlich eine Reihe von
Pilzen, ihren C-Bedarf von fetten Olen decken, einige Bakterien und Pilze
verwerten Zellulose, neuerdings wurden sogar Paraffin verarbeitende Orga-
nismen. bekannt.®) Huminsdure scheint nach NikrTinsky?) so gut wie gar
nicht als C-Quelle in Betracht zu kommen. Von einigen dieser Falle wird im
speziellen Teil noch zu sprechen sein. '

Kohlenstotfverbindungen allein reichen zur Erndhrung eines Organis-
mus nicht aus; es mul} ihm auch irgendeine Stickstoffquelle geboten werden.
In ihren Anspriichen an elementaren, anorganisch oder organisch gebundenen
Stickstoff gehen nun die verschiedenen Mikroorganismen stark auseinander.
Wenn bei der folgenden Schilderung ihrer N-Frndhrung nichts bedonderes
iiber die C-Ernéhrung gesagt ist, so gilt stillschweigend irgendein Zucker als
Kohlenstoffquelle.

Stickstoff. Zuniichst sind hochst einfache Nahrlosungen zu nennen,
die iberhaupt keine N-Quelle, wokl aber Kohlehydrate enthalten; Wino-

1) Z. B. S6uncEN, Ub. Bakt., welche Methan als Kohlenstoffnahrung u. Energie-
quelle gebrauchen (ibid. II, 1906, 15, 513). .

2) Vgl Literaturangaben bei CzaPEK, Biochem. d. Pil, Jena 1905, 1, 296.

3) Ranx, O., Ein Par. zersetz. Schimmelpilz (Zbl. f. Bakt. II, 1906, 16, 382).

4) Remvrzer, B, Ub. d. Bignung d. Huminsubst. z. Ernshr, v. Pilzen (Bot. Ztg.
1900, 58, 59); Nigrrinsky, Ub. d. Zersetz. d. Huminsiure usw. (Jahrb. fir wiss. Bot.
1902, 39, 365). Daselbst weitere Literaturangaben.
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erADSKY?) entdeckte, daB gewisse anagrobe Bodenbakterien in vollig N-freier
Zuckerlosung gedeihen und diese in wenigen Tagen stickstoffrei machen, in-
dem sie den Stickstoff der Liuft verarbeiten.

Nach BevEnrincks und v. DELDENS Ansicht?) sind freilich die von Wino-
GRADSKY studierten Formen in vollig N-freien Medien nicht kultivierbar; sie
gehéren vielmehr zu den ,oligonitrophilen. Organismen, welehe ,sich in
Nahrmedien entwickeln, ohne absichtlich zugetiigte Stickstotfverbindungen,
aber auch ohne daf Fiirserge getroffen wird, um dic letzten Spuren dicser
Verbindungen zu entfernen®.?)

Fast alle anderen Organismen sind auf betrichfliche Mengen gebundenen
Stickstoffs in ihrer Nahrlosung angewiesen.

Nébhrlosungen, welehe neben Kohlenstoffverbindungen uw. a. Nitrate
(NaNO; oder KNOg) enthalten, kommen fiir die Kultur der verschiedensten
Organismen — DBakterien, Pilze und Algen -- in Betracht. Organismen,
welche bei Nitraternahrung sich besser entwickeln, als mit jeder andern Stick-
stoftnahrung, kann man als Nitratorganismen bezeichnen.

Nitrite gelten als giftig. TrEcOUX?) hat aber darauf aufmerksam ge-
macht, da salpetrigsaure Salze eine gute N-Quelle abgeben kinnen, solange
die Nahrlosung alkalisch reagiert. In saurer Losung wird salpetrige Séuve
frei, und diese wirkt stark giftig. Nach TrEBoUX kommen die Nitrito als
Stickstoffquelle fiir die verschiedensten — griinen und farblosen -- Organis-
men in Betracht. Als Nitritorganismen sind die in anorganischen Losungen
wachsenden Nitratbildner (Nitrifikationsmikroben) zu nennen. Uber Nitrit-
verbrauch durch Mikroorganismen anderer Art machten bereits LauvrENTS),
BeYERINCK®), WINOGRADSKY') u. a. einige Angaben.

Ammoniaksalze spielen in der Natur als Stickstoffquelle der ver-
schiedensten Organismen die allergroBfte Rolle. In kiinstlichen Kulturen
sieht man auch diejenigen Pilze und Bakterien, welche als Nitratorganismen
anzusprechen sind, vielfach auf Ammoniaksalzen noch gedeihen; ander-
seits gibt es eine Reihe von Lebewesen, welche Nitrate ablehnen und Ammo-
nium beanspruchen (,,Ammoniakorganismen*‘). Wahlt man die Ammoniak-
salze organischer Sduren (Essigsdure, Apfelsdure, Milchséure, Weinsaure oder

1) 8. Vassim. de l'azote gazeux. de I'atmosph. p. L. microbes (C. R. Acad. Sc. Paris
1893, 116, 1385); Rech. sur V'assim. de I’azote libre de atmosph. p. 1. micr. (Arch. Se.
biol.,, St. Petersbourg 1895, 3); Clostridium Pastorianunt, seine Morph. u. seine Eigen-
schaften als Buttersiureferment (Zbl.{f. Bakt. II, 1902, 9, 43) u. a.

2) Ub. d. Assim. d. freien Stickstoffs d. Bakt. (ibid. 1902, 9, 3).

3) Bryrrivek, Ub. oligonitrophile Mikroben (ibid. II, 1901, 7, 561).

4) Z. Stickstoffernshrung d. griimen Pfl. (Ber. d. D. Bot. Ges. 1904, 22, 570).

5) Rech. s. valeur comparée des nitrates et des sels ammoniacaux comme aliment
de la levure de biére et de quelqu. autres plantes (Ann. Inst. Pasteur 1889, 3, 362).

6) Ub. Atmungsfiguren bewegl. Bakt. (Zbl. f. Bakt. 1893, 14, 833).

7) W. und Omerianskt, Uber d. Einfl organ. Nihrstoffe auf d. Arbeit. der nitrifiz,
Mikroben (ibid, TI, 1899, 5, 329/342), -— Betritft Sturzrns ,,Salpeterpils®,
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anderer), so konnen die Mikroben auBer N auch C von ihnen beziehen, so da8
die Beigabe von Kohlehydraten als besonderer C-Quelle iiberflilesig wird.

Die Erndhrung durch organische Ammoniumsalze empfiehlt sich be-
sonders dann, wenn bei subtilen erndhrungsphysiologischen Versuchen die
bei Anwendung von Zucker unvermeidlichen Verunreinigungen ausge-
schlossen bleiben sollen; Mcriscr') nimmt daher fiir Pilzkulturen 2 9 essig-
saures Ammoniak.

Die wichtigsten von den organischen Stickstoffquellen sind die
Amidokorper, die Albumosen und Pepton.

Die Amidosduren und ihre Amide werden von Bakterten und Pil-
zen leicht verarbeitet ; manche von ihnen diirfen als ,,Amidoorganismen‘ be-
zeichnet werden, da sie ihr optimales Wachstum bei Ernghrung mit Amido-
korpern erreichen. Wenigstens fiir Pilze ist festgestellt worden, dafl dabei
mit steigendem C-Gehalt der Nahrwert der Amidosduren zunimmt: Amido-
essigsdure ( Glykokoll) wirkt nur sechwach; die Wirkung nimmt zu bei Alanin,
Asparaginsiure, Glutaminsiiure ; Leuzin wirkt fast so stark wie EiweiBstoffe.
Ahnliches diirfte auch fiir andere Mikroorganismen gelten. Tyrosin ist fast
unldslich in Wasser, so daB auch eine konzentrierte Losung nur wenig Sub-
stanz enthilt. Am beliebtesten sind Asparagin (ca. 2 % in Wasser 16slich) und
Asparaginsiure. Fiir Bakterien wurde Asparagin zuerst von UscHInNSEY?)
angewandt.

Fiir Saprolegnia nahm KLEES (a. a. O.) bis 2 9, Glykokoll oder Alanin,
0,05—2 9%, Asparagin, 0,005—0,4 9% Glutamin und 0,005—2 9, Leuzin. Bei
Kultur von Organismen, welche gegen Sauren empfindlich sind, muf nach
Zusatz der freien zweibasischen Amidoséuren (Asparagin- und Glutaminséure)
neutralisiert werden. Von den Siureamiden kommt hochstens als gute N-
Quelle Azetamid in Betracht.

Die Korper der Harnstoff- und Harnsduregruppe sind im allge-
meinen ungeniigende N-Quellen; doch gibt es unter Pilzen und Bakterien
eine Reihe von Formen, die jene N-Verbindungen akzeptieren.?) Die wich-
tigsten Harnstoflverzehrer, die ,,Urobakterien®, kommen mit Harnstoff als
einziger Stickstoffquelle aus, beanspruchen aber gleichzeitig gute Kohlen-
stofferndhrung (BEYERINCK).%)

Pepton, Albumosen und Albumine schlieBen die Reihe. Pepton
vor allem ist ein in der bakteriologischen Technik unentbehrliches Hilfsmittel.
Die im Handel erhéltlichen Peptone unterscheiden sich zwar als ungleich-
artige Gemische verschiedenartiger EiweiBkorper mehr oder weniger vonein-
ander; doch ist der Umstand fiir die Praxis der Organismenziichtung wohi

1) Die mineralische Nahrung d. nied. Pilze (I. Abhandlung, Sitzungsber. d. Akad.
Wiss, Wien, Math.-Naturw. KL I, 1894, 103, 554).

2) Ub. eiweibfreie Nihrlosung f. pathog. Bakt. (Zbl. f. Bakt. 1893, 14, 316).

3) Czarex a. a. O. 2, 104.

4) Anhdufungsversuche m, Ureumbakt. usw, (Zbl. f. Bakt. 11, 1901, 7, 33, 37).
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meist ohne Belang.') Am beliebtesten ist das ,,Pepton Wiris“.2) Das bei
Bakteriologen beliebte Peptonwasser stellt eine 1 9, ige Losung von Pepton dax.
Als ,, Peptonorganismen’, welche ihr optimales Wachstum bei Peptonernih-
rung erreichen, lassen sich verschiedeue Bakterien (Milchsaurebakterien u. a.)
sowie dic aus Flechten isolierten Algen bezeichnen.

Zabhlreiche Versuche mit sog. unldslichen EiweiBstofien stellte
Krees®) an (Fibrin, Syntonin, Pflanzenglobulin, Globulin, Vitellin, Kasein
u. a.). In kochendem Wasser gehen hinreichende Quanten von ihnen in Lo-
sung, so daB} die Organismen deutlich von ihnen beeinfluBlt werden. Mit Glu-
tin oder Gelatine, welche nach KirEss*) selbst in der Verdinnung von 0,001
noch als Nahrlosung in Betracht kommt und anf Pilze sehr giinstig einwirks,
mit Elastin, Chitin u..dgl., die nur in untergeordnetem Grade als Nahrstoffe
wirken konaen, mit den Albuminlésungen, welche viele pathogene Organis-
men beanspruchen, finden wir bereits den AnschluB an die flissigen Néhy-
hoden von unbekannter Zusammensetzung.

Die vonHevpEN(Radebeul) gelieferte Albumose (He ydenn#hrstoff)ist seitNIEDNER
und Hesse®) (z. B. in 0,76 9, iger Konzentration) oft mit Erfolg benutzt worden. Somatose
und Nutrose wurden von GLAESSNER vom bakteriologischen Standpunkt aus gepriift.%)
Auch Tropon ist verwertbar. Protogen erhilt man aus Hiihnereiweil durch Formalin-
zusatz,”) Uber Alkalialbuminate und ihre Verwendung hat besonders DEyckE®) aus.
fiihrliche Mitteilungen verdffentlicht,

Kombination der Nihrstoffe. Es gibt, wie wir bereits anfithrten,
eine Reihe von organischen N-Verbindungen, welche den Organismer C und
N gleichzeitig bieten, so daf eine Kombination von mehreren organischen
Nahrstoffen nicht erforderlich ist; die organischen Ammoniumsalze, Aspara-
gin und andere Amidokorper, auch Harustoff, ferner Pepton u. dgl. gehoren
hierher. Doch ist bei der Verabfolgung solcher Stotfe zu priifen, ob die zur

.1} Analysen bei Burkewrrsca, Umwandl. d. Eiweiistoffe durch d. nied. Pilze usw.
{Jahrb. f. wiss. Bot. 1903, 38, 147) und WHERRY in Journ. inf. dis. 1905, 2, 436.

2) Von FriepricH WirTe (Rostock i. M.). Franzosische Autoren bevorzugen oft
,»Pepton Craroreau®. Uber Methoden, selbst Pepton herzustellen, vgl. MARTIN (Ann.
Inst. Pasteur 1897, 12, 28). Vergleichende Untersuchungen iiber verschiedene Peptone
(MarTIN, DEFRESNE, vegetabilisches Pepton) bei Dunscumaxy (C. R. Acad. Se. Paris
1908, 146, 999).

3) Z. Physiol. d. Fortpflanzung einiger Pilze IT (Jabrb. {. wiss. Bot. 1899, 33, S.-A. 79).

4) a. a. 0., 78; vgl. auch Racrsorski, Uber d. Einfl. suferer Beding. auf d, Wachs-
tumsweise v. Basidiobolus (Flora 1896, 82, 109).

5) Vgl z. B. HessE u. NIEDNER, Methodik der bakteriol. Wasseruntersuch. (Ztschr.
. Hyg. 1898, 29, 4b4); MULLER, P, Ub. d. Verwend. d.v. Hesse u. NiupNER empfohl.
Nahrbodens bei d. bakteriol. Wasseruntersuch (Arch. f. Hyg. 1900, 38, 350) u. a.

6) Ub. d. Verwertb. einiger neuer EiweiBprip. z. Kulturzw. (Zbl f. Bakt. 1900, 27, 724).

7) Vgl Lososcuiw, E., Stud. {ib. d.Verwendb, eines neuen EiweilBkorpers {. bakteriol.
Kulturzw. (Dissertation, Freiburg i. Br.; vgl. Ref. im Zbl. {. Bakt. 1, 1897, 25, 391).

8) Benutz. v. Alkalialb. z. Herstell. v. Nahrb. (Zbl. . Bakt. 1895, 17, 241); D. u.
VOIGTLANDER, Stud. iib. kulturelle Nahrb. (ibid. T, 1901, 19, 617). Alkalialbuminate nach
Drvcres Rezept liefert als leichtlosliches Pulver B, Merck (Darmstadt),
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Untersuchung vorliegenden Organisinen vielleicht besser gedeihen, wenn C
und N in besonderen Verbindungen ihnen geboten werden.') Im allgemeinen
wird man bei der Herrichtung einer Néhrlésung ein Kohlehydrat oder der-
gleichen und gleichzeitig N-haltige Verbindung verabfolgen. Dabei ist zu
beachten, daB der Néhreffekt, den eine Substanz erzielt, ebensosehr wie von
ihrem chemischen Charakter auch von der Reaktionstdhigkeit des kulti-
vierten Organismus ihr gegeniiber abhéngt, und daB diese von den verschie-
densten Faktoren, namentlich auch mit den {ibrigen dargebotenen Stoffen,
wechselt: die besten Stickstoffquellen bringen ihre Néhrwirkung erst zur
Geltung, wenn gleichzeitig eine geeignete C-Quelle geboten wird; es kann
ferner das Stickstoffbediirfnis der Organismen durch die Art der C-Ernih-
rung verdndert werden?): der Nahrwert einer Substanz kann durch andere
Stoffe gehoben oder gedriickt werden. Merkwiirdig ist, daB minimale Néhs-
stoffspuren, die zundchst keine Reaktion seitens des Organismus mehr aus-
I16sen, es doch noch tun, wenn der Lésung sehr geringe Dosen von ,,Giften®
zugefiigt werden. Dazu kommt, daf das Verhalten eines Organismus gegen-
iiber den Kohlenstoffquellen nicht artcharakteristisch ist, sondern mit andern
juBeren Umstéinden, z. B. mit der Temperatur, wechselt.?) Besondere Kom-
plikationen geben sich weiterhin in den Beziehungen zwischen Nahrstoff-
mischung und formativen Effekten kund.t) Uber alle diese Punkte, die fiir
die Erforschung der Organismen und fiir Fragen der allgemeinen Physiologie,
ebensosehr aber fiir die Praxis der Mikrobenziichtung von 2réBter Bedeutung
sind, lagsen sich vorlaufig noch keine allgemeinen Regeln aufstellen und nur
von Fall zu Fall durch gewissenhaftes Ausprobieren Aufschliisse gewinnen.

Dasg letztere gilt auch fiir die Veréinderungen, die eine Néhrldsung wih-
rend der Entwicklung erfahrt: es dndert sich nicht nur ihre quantitative Zu-
sammensetzung, sondern auch ihre qualitative. Wegen des ersten Punktes
sei auf die zuerst von P¥ErFFER®) studierte Erscheinung des elektiven Stoff-
wechsels verwiesen: aus einem Nahrmedium, welches z. B. mit Trauben-
zacker und Glyzerin zwei vortreffliche C-Quellen enthalt, entnehmen manche
Pi]ze fast nur den ersteren, das Glyzerin wird durch die Glukose ,,geschiitzt‘.
Die verschiedensten Organismen verfahren mit derselben Elektion auch stereo-
isomeren Verbindungen (z. B. d =Weinsdiure und 1 = Weinséure) gegen-
iiber. Qualitative Anderungen in der Zusammensetzung der Néhrlsung wer-
den z. B. bedingt durch die mannigfaltigen, in die Nahrlosung diffundieren-
den Stoffwechselprodukte der Organismen (s. u.).

1) Vgl. z. B. BEYERINCK, Z. Ernihrungsphysiol. d. Kahmpilzes (Zbl. f. Bakt. 1892,
11, 68).

2) Vgl z. B. Beverinck, Ub. d. Arten d. Essigbakt. (ibid. IT, 1898, 4, 209).

3) TuieLe, Temperaturgrenzen d. Schimmelpilze. Dissertation, Leipzig 1896.

4) Vgl z B. Kuess, Zur Physiol. der Fortpfl. einiger Pilze. I.: Sporodinia grandis
(Jahrb. {. wiss. Bot. 1898, 32, S.-A. 36).

5) Ub, Elektion organ, Nahrstoffo (Jahrh. {. wiss. Bot. 1895, 28, 215).
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&

¢) Organische Losungen von unbekannter Zusammensetzung.

Flissigkeiten, welche wie Milch oder Harn unmittelbar von der Natur
geliefert werden, oder die als Dekokte irgendwelcher tierischen oder pflanz-
lichen Stoffe gewonnen werden, stellen fast immer hochst komplizierte Lo-
sungen vieler anorganischer und namentlich organischer Verbindungen dav,
und viele der letzteren lassen sich ehemisch iiberhaupt noch nicht nahnr pri-
zisieren. Derartige Losungen sind oft zu den besten Niahrmedien fiir Pilze,
Bakterien usw. zu rechnen.

Bei der Wahl der Naturobjekte, die als Néhrlosungen verwendet oder
zu solchen verarbeitet werden gollen, steht dem Forscher natiirlich ein un-
begrenzt weites Feld offen; wir nennen im folgenden nur einige von den-
Jenigen, die sich vielseitig bewéhrt haben und besonders leicht zu erhalten
sind :

Fleischwasser (Bouillon). — Man verriihrt 500 g fettfreies gemahlenes
Rindfleisch?) in 11 destill. Wasser und 148t die Mischung 12—24 Stunden kiihl
stehen. Dann 1468t man die Fliissigkeit durch ein Leinentuch ablaufen.
Fleischwagser reagiert sauer. Ausfiihrliches tiber die Technik der Fleisch-
wasserbereitung und die AufschlieBung des FleischeiweiBl durch Pankreatin
bei HorTinGER.2) Eine Methode, mit schwach alkalischen Losungen (NaOH)
die Albumine des Fleisches aufzuschlieBen, hat BErTHELOT beschrieben.?)
~— Bei Verwendung von Lienies Fleischextrakt 16st man etwa 1 g in 100 g
Wasser; die braune Losung reagiert sauer und kann ohne We1te1en Zusatz
oder nach Zusatz von Pepton, Zucker oder anderem als Nihrlosung verwen-
det werden. Uber die Zusammensetzung der verschiedenen Fleischextrakt-
priaparate (CreiL, Liesic, AMOUR u. a.) vgl. Konias Handbuch.?) Empfeh-
lenswert fiir Kulturen sind die peptonreichen Priparate (,,Pepton-Fleisch-
extrakte”) von Dr. Kocm, KemmERrICH u. a. Auch Macers ,,gekdrnte
Bouillon”, die Bouillonwiirfel verschiedener Firmen u. #. tun gleiche
Dienste. —

Die Knappheit an Fleisch hat die Bakteriologen in den letzten Jahren
in nicht geringe Verlegenheiten gebracht. Statt Rindfleisch wird, wenn mog-
lich, Pferdefleisch verwertet; das Plazentamaterial (3 Plazenten auf 1 1)
wird verarbeitet; auch die Briihe, die beim Kochen minderwertigen finnigen

1) Das Fleisch bereits gehackt oder gemahlen zu kaufen, ist wegen der Konservie-
rungsmittel, die dem Fleisch gelegentlich zugesetzt werden, nicht zu empfehlen. Natrium-
sulfit erkennt man evtl. nach Zusatz von 259, Schwefelsdure an der Bildung von schwet-
liger Siure; Fleisch, in dem man Borsiure vermutet, kocht man mit verdiinnter Salzsiure,
das Fleischwasser gibt evtl. auf Kurkumapapier Rotfirbung, die auch nach dem Trocknen
bestehen bleibt.

2) HorTINGER, Nachpriifung u. Kritik d. #ibl. Bouillonbereitung usw. (Zbl. f. Bakt. I,
Orig., 1913, 67, 178),

3) BerTHELOT, A., Prépar. d. milieux de cult. par hydrolyse alcaline menagée des
subst. albuminoides nat. (C. R. Soc. Biol. 1912, 68, 757).

4) Die nienschl, Nahrungs- u. GenuBimittel, 3. Aufl., 1903, 2, 169 {f.
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Fleisches entsteht, ist fiar das bakteriologische Laboratorium empfohlen
worden.!) Uber Hefe s. u. —

Mileh. — Fir Kuhmileh wird folgende Zusammensetzung angegeben:
Wagser . . . . . . .. ... 88 %
Kasein . . . . . . ... ... 3 9%
Albumin. . . . . .. ... L 0,3 %
Butter . . . . . . .. . . .. 3,56 %,
Milchzucker . . . . . . . . .. 4,5 9,
Kalziumphosphat w.a. . . . . . 0,7%?

Durch anhaltendes Erhitzen bis zur Siedetemperatur werden nicht nuv
die in der Milch enthaltenen oxydierenden Fermente zerstort, sondern sie
wird auch sonst in ihrem chemischen Charakter geiindert : das Albumin gerinnt,
der Kasein 'scheidet sich zum Teil als unloslich aus. — Die Reaktion der
Kuhmilch ist wechselnd (schwach sauer oder alkalisehi oder amphoter).

Peptonisierung der Milech bzw. ihres Albumingehaltes erreicht O. JEN-
sEN®) durch 24—48stiindige Behandlung mit 1—29/4, Pepsin (Pepsin. ger-
man. pur. granul.) und 3,3/, HCl. Peptonisierte Mileh ist im allgemeinen
klar; etwaige leichte Tritbungen schwinden nach dem Neutralisieren oder
konnen durch Abziehen mit einem Eiweif und durch Filtrieren beseitigt
werden. Entfettung der Milch erreicht man durch Schiitteln von 500 cc
Mileh (4 1 cc Ammoniak) mit 150 cc Ather. Nach 24 Std. wird der Ather
abgehoben, die Mileh mit 400 cc Wasser verdiinnt und auf dem Wasserbad
srEntfernung des NH, undAthers auf ihr urspriinglichesVolumen gebracht.*)

Eier. — Der Inhalt der Eier, aus Eiweifl und Dotter bestehend, enthélt
in ersterem auBer Salzen (Chlornatrium, Chlorkalium) vor allem Ovalbumin
und Globuline, im Dotter vor allem Vitelline und Lecithalbumine. Das Ei-
weiB, welches von keratintsen Hiutchen durchsetzt ist, muB man durch ein
Tuch pressen, wenn man diese beseitigen will. Fiir die Praxis kommt in
erster Linie das Hithnerei in Betracht. Vorschriften, seinen fliissigen Inhalt

1) Uber Ersatznithrsubstrate, den ,,Pflanzenfleischextrakt* Ochsena usw. vgl. z. B.
GarnTeEss, Ub. d. Verwend. v. Kartoffelwasser usw. (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1916, 78, 45)
und GassNER (ibid. 1917, 79, 308).

2) Die Analyse gibt keine Vorstellung von der Kompliziertheit dieser Niahrlosung.
SOLDNER (Die Salze d. Milch, Landwirtschaft]. Versuchsstat. 35, 354) findet in 1000 Teilen
Milch

Chlornatrium . . . . . 0,962 ¢  Magnesiumzitrat . . . . 0,367 g
Chlorkalium . . . . . . 0,830 ,, Dikalziumphosphat. . . 0,671 ..
Monokaliumphosphat . . 1,166 ,,  Trikalziumphosphat . . 0,806 ,,
Dikaliumphosphat . . . 0,835,  Kalziumzitrat . . . . . 2,133 .,
Kaliumzitrat. . . . . . 0,495 ,, Kalziumoxydan Kasein . 0,465 ,,

Dimagnesiumphosphat . 0,336 ,,
8) Der beste Nahrb. f. d. Milchsiurefermente (Zbl. {. Bakt. IT, 1898, 4, 196); KaysER,
Etudes s. la fermentation lactique (Ann. Inst. Pasteur 1894, 9, 737).
4) HoLLANDER et GaTk, Lait étherifi6 comme milicu de culture ete. (C. R. Soc.
Biol. 1915. 78, 726). -— Uber Magermilch vgl. PreiLer (Zbl. f. Bakt. I, 1919, 83, 289).
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noch in seiner natiirlichen BEischalenumhiillung als Néhrboden zu verwenden,
und Angaben iiber aseptisches Offnen usw. bei HoprE und GUNTHER.Y)

Harn.?) — Normaler Harn des Menschen reagiert sauer. Er enthilt
von anorganischen Verbindungen hauptsdchlich Chlornatrium, Chlorkalium,
verschiedene Phosphate (K, Na, Ca, Mg) und Sulfate, an organischen vor
allem Harnstoff (bis 8,2 %), hiernach Harnséure, Hippursdure, Allantoin,
verschiedene Farbstoffe u. v. a. ijpurséiure die im menschlichen Harn nur
in geringen Mengen vorliegt, ist im Herbivorenharn reichlicher. Harn als
Niihrlosung wird sich wohl in vielen Fillen auch durch eine wisserige Liosung
von ca. 3 %, Harnstoff ersetzen lassen. —

Von vegetabilischen Objekten liefert die Hefe ein Material, das durch
seinen Reichtum an Glykogen, Eiweiverbindungen u. a. den tierischen Sub-
straten nahesteht und auch als Ersatz fiir solche im mikroskopischen Labora-
torium Verwendung findet. Man verwendet Extrakt von frischer und ge-
trockneter Hefe oder Stocks Hefekraftextrakt (Bernstadt, Schlesien).3)

Bierwiirze. — Bierwiirze ist vor allem reich an Kohlehydraten (Mal-
tose); sie wird von Brauereien bezogen. Hefen u. a. wachsen in gehopfter
Bierwiirze vortrefflich; manche Bakterien und Pilze werden aber durch das
Hopfenharz in ihrer Entwicklung aufgehalten; far sie empﬁehlt sich unge-
hopfte Wiirze.

. Malzextrakt liefern verschiedene Firmen:; ich bediente mich wieder-
holt mit gutem Erfolg des von Gebr. PATERMANN (Steglitz) gelieferten ,,Bio-
malzes” (1 Teil mit ca. 30 Teilen Wasser verdiinnt). Das Priaparat enthélt:

Wasser . . ... 40,72 9
Zucker (auf Maitose berechnet) 48,26 Y,
Dextrin . . . B -1 A
Stlckstoffsubstanz A A
Mineralstofte . . . ... Lot Y,
darunter Phosphorsaure . . 0,675Y,
Kalk . . . . . . 0360%

Eisen . . . 0,025 %,

Auch versuche man Porter und ahnhche substanzrewhe Biere, die man
notigenfalls durch Kochen entgeistet. — Auch abgestandenes (also alkohol-
freies) Bier ist als Nahrboden tauglich.*)

1) Einfithr. in das Stud. der Bakteriol. 6. Aufl. Leipzig 1306, 211.

2) HELLER, Der Harn als bakteriol. Nahrb. (Berl. klin. Wochenschr. 1890, 39, 839);
BrostoN, L. N., Cultiv. of the d<pergillus in urine (Philadelphia med. journ. 1901, 446) u.a.

3) BEYERINCK, Verfahren z. Nachw. d. Siureabsonderung bei Mikroben (Zbl. f. Bakt.
11, 1890, 9, 781). Lino~NER, Mikrosk. Betriebskontrolle in d. Gérungsgew. 5. Aufl. 1909.
206, 216, 545. FiscHERr, BITTER u. WAGNER, Vereinfachung und Verbilligung d. Herstell.
v. Choleraimpfstoff (M. Med. Wochensehr. 1915, 770). GUGGENHEIMER, Hefewasser-
peptonagar usw. {Zbl. f. Bakt. II, 1916, 77, 363). GassNER, Hefewassernihrbiden u. ihre
Bewertung (ibid. 1, 1917, 79, 308). KrEisLER, Hefeextraktnihrbiden (ibid. T, 1918, 80.
380) u. a.

4) Sougr, in D, med, Wochenschr. 1915, 1573,
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Ptlaumensaft. — Unter den Losungen pflanzlichen Ursprungs ist dex
Pflaumensaft besonders beliebt. Man laBt 1/,—/, kg in einem Liter Wasser
24—48 Stunden wassern, die entstandene Fliissigkeit wird filtriert und nach
Bediirtnis eingedickt. So erhdlt man vollig klaren Saft. Legt man auf be-
gondere Klarheit keinen Wert, so zerkocht man die Pflaumen und filtriert
den Brei ein- oder zweimal durch Watte, hiernach durch Filtrierpapier. —
Ahnlich verfahrt man mit Dattelsaft und #hnlichen Extrakten.

Most ist fiir viele Hefen, Schimmelpilze und andere Mikroorganismen
ein vorziiglicher Néhrboden. WortMANNY) benutzte eingedickten Most ita-
lienischer Trauben, der sich in einer konzentrierten Form auch ohne Sterili-
sation beliebig lange hiilt und vor dem Gebrauch nur mit dem drei- bis fiinf-
fachen Volumen Wasser verdiinnt zu werden braucht. Gute Resultate er-
zielte ich wiederholt mit alkoholfreien Weinen, z. B. sterilisiertem Most
von der Wormser Firma ,,Nektar®.?)

Sirup, Himbeersaft und Honig — hinreichend mit Wasser ver-
diinnt — geben fiir Pilze gute Nihrbdden ab.

Vorziiglich brauchbare organische Nahrlosungen von unbekannter Zu-
sammensetzung gewinnt man ferner durch kaltes Extrahieren oder durch
Auskochen der verschiedensten, meist vegetabilischen Stoffe. Infuse von
Heu sind gute Nihrboden fiir Protozoen und Bakterien, Dekokte von Kar-
toffeln, Leguminosen, Mohrriitben, Maiskornern, Getreidekdornern, Stroh usw.
dienen vornehmlich zur Kultur von Bakterien und Pilzen, weiterhin arbeitet
man je nach Bediirfnis mit Dekokten von Gartenerde, Lehm, Torf, Mist,
Fischen, altem zersetzten Holz, Rosinen, allen mdglichen siilen und sauren
Friichten, Losungen von Kindermehlen®) usw. usw.

Das Filtrieren tritber Niahrlosungen geschieht auf dem allgemeinen
iiblichen Wege mit Hilfe eines benetzten Papierfilters. Beim Arbeiten mit
Flissigkeiten, die schwer durch das Filter laufen, bediene man sich eines
Dochtes, den man zwischen Papier und Trichterwand legen kann, damit jener
nicht von der Fliissigkeit an das Glag angepreBt werde.?)

2, Feste Nihrboden.

Es versteht sich bei den Anspriichen der Lebewesen an Wasser von selbst,
daf auch die Nahrboden, die herkémmlich als ,,fest** bezeichnet werden,

1) Mitt. tib. d. Verwend. v. konzentr. Most . Pilzkult. (Botan. Ztg. 11, 1893, 51, 177).
WorTtMANN empfiehlt den von Favara e Figli (in Mazzaro del Vallo) bezogenen eingedick-
ten sizilischen Most, mit welchem auch BacuMany (Einfl. d. 4uB. Beding. auf d. Sporen-
bild. v. Thamnidium elegans LiNg. Bot. Ztg. I, 1895, 53, 107, 120) mit gutem Erfolg
arbeitete.

2) Ges. z. Herstellung alkoholfreier Weine, Meilen am Zirichsee (Filiale Nektar-
Worms a. Rh.) liefert Trauben- und Obstsaft. Ahnliche Produkte bei zahlreichen andern
Firmen.

3) Diese enthalten nehen Gramineen- oder Leguminosenstirke cingedampfte Milch.

4) GrEER, v. u. Sryka, Plazentabouillon usw. (Zbl. t. Bakt. T, Orig., 1918, 82. 333),
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mehr oder minder veichlich Wasser enthalten. Wenn von festen Néhrboden
im Gegensatz zu den flilssigen die Rede ist, denkt man in erster Linie an
wasserreiche, gallertartige Substanzen, an Hydrogele — zumeist organischen
Ursprungs. Die Rolle, welche sie in der mikrobiologischen Technik spielen,
darf einzig in ihrer Art genannt werden; wir miissen daher insbesondere
dieser Gruppe von Nihrbdden nachher eine ausfihrliche Schilderung
widmen.

Worin beruht die Bedeutung der festen Néhrboden fiir die Technik der
Mikrobenkultur? Vor allem darin, dafl die ausgesidten Mikroorganismen nicht
die Moglichkeit haben, sich in dem Niéhrmedium zu verbreiten, wie bei An-
wendung einer Nihrlosung, sondern an die Stelle gebannt bleiben, an welcher
sie zur Aussaat kamen. Tritt lebhafte Vermehrung ein, so entstehen Hauf-
chen, Platten, Tropfchen oder ,,Kolonien* von anderer Gestalt, die am Rande
fortwachsend immer mehr sich vergrofern und schlieSlich mit benachbarten
Kolonien zusammentreffen und sich vereinigen konnen. Solche Kolonien
stellen oft ungeheure Ansammlungen von Organismen auf engem Raum dax,
und die gedriingte Nihe, in der sich die Organismen befinden, bringt manche
Ubelsténde fiir diese mit sich, die caeteris paribus bei Anwendung fliissiger
Néhrboden sich nicht geltend machen. Es wird daher notwendig sein, bei
der Erforschung eines Organismus flissige und feste Néhrboden anzuwen-
den und zu priifen, auf welchen sich optimales Wachstum erzielen 1a8t, und
ob wir bei den einen oder den anderen gewisse Eigentiimlichkeiten der Orga-
nismen leichter erkennen konnen. Bei der Priifung fester und fliissiger Néhr-
boden wird sich herausstellen, daf die Wachstumserscheinungen auf diesen
und jenen sich nicht nur graduell unterscheiden, sondern oft auch Qualitéts-
unterschiede erkennen lassen. Wodurch diese eigentlich bedingt und wo-
durch der feste Nihrboden im einzelnen Falle besonders wirksam wird, ist
meist schwer zu sagen; zuniichst wird an den Einfluf der Gas- und Hydro-
diffusion zu denken sein, die im festen Néhrboden selbstverstindlich lang-
samer und unvollkommener sich abspielen als im flissigen; ferner wird der
mechanische Widerstand, den der feste Boden den Organismen entgegen-
setzt, in Rechnung zu ziehen sein.

Es diirfte sich empfehlen, die verschiedenen festen Nahrboden in drei
Gruppen unterzubringen: das fir die Organismenkultur unentbehrliche
Wasser liegt bei den Medien der ersten Gruppe zwischen festen, in
Wasser unloslichen, meist mineralischen Teilchen, — bei der zweiten handelt
es sich um gallertartige Nihrboden, die mit Wasser oder irgendeiner Néhi-
16sung hergestellt werden, — bei den letzten um irgendwelche Substanzen
tierischen oder pflanzlichen Ursprungs, die entweder frisch, d. h. mit
ihrem natiirlichen Wassergehalt schon fertige Nihrbdden darstellen oder
noch der Benetzung mit Wasser oder mit irgendeiner Nahrlosung bediirfen.
Wir unterscheiden demnach starre, gallertige und organisierte Nahr-
boden.
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a) Starre Nahrboden.

Bei den Nahrboden, die wir als starre bezeichnen wollen, handelt es
sich um feste, meist mineralische, in Wasser unldsliche, aber von Wagser um-
flossene Partikel: benetzter Sand ist ein starrer Nahrboden.

Nahrsubstrate dieser Art haben den Vorzug, daf das Mittel, das dem
Nihrboden seine Festigkeit gibt, nur physikalisch wirkt und als chemisches
Agens gar nicht — oder so gut wie gar nicht — in Betracht kommt. Die
Fliissigkeit, die wir zwischen die Partikel bringen, wahlen wir je nach Be-
diirfnis aus der Reihe der anorganischen und organischen Nahrlosungen;
chemisch wird der betreffende Organismus nur von ihr beeinfluBit.

Sand ist das einfachste Material, aus dem man sich ,,starre Nahrboden‘
herstellen kann. Man wischt Sand mit viel Wasser griindlich aus, bis er
aueh beim Umnriihren keine Tritbung mehr gibt, glitht ihn aus und fiillt ihn
in geeignete KulturgefiBe, in welchen er mit Nahrlosung benetzt wird. Die
umstindlichen Reinigungsprozeduren erspart man sich bei Benutzung von
gereinigtem Quarzsand oder Seesand, wie ihn MERck-Darmstadt liefert.

Auf Sand wachsen namentlich viele Algen sehr gut; in feuchten Sand
cingebettet bringt man Sklerotien (Peziza, Coprinus) zur Fruchtbildung
. dgl. m.

Gipsplatten oder -scheiben, die man durch Anrithren von etwa gleichen
Teilen Gipspulver und Wasser und AusgieBen der Teigmasse tiber eine Glas-
platte oder in eine Schale von geeigneter Form sich herstellt, konnen nicht
mehr als chemisch indifferent gelten, da sich Kalziumsulfat mit ca. 0,1 %
in Wagser 16¢t. Gips enthilt berdies neben anderen Verunreinigungen auch
etwas Mg und Fe. Sie haben den Vorteil, daB bei ihnen eine glatte Ober-
fliche zum Ausséien und Beobachten der Organismen zur Verfiigung steht.
Man tut am besten, ihre GroBe ein gut Teil kleiner als die des betreffenden
KulturgefiBes einzurichten; man schiittet dann das Wasser, die anorgani-
sche oder organische Nihrlosung, mit der je nach Bediirfnis der Gips durch-
trankt werden soll, so hoch ein, daB die Gipsscheibe oder der Gipsblock etwa
mit der Hilfte ihrer Hohe in der Flissigkeit stehen.

Auf Gips sind Hefen und Bakterien erfolgreich kultiviert worden; auch
eignet er sich fiir Kultur von Algen. Will man Kolonien hellfarbiger Orga-
nismen auf Gipsplatten gut sichtbar machen, so reibt man ihn ein wenig mit
Graphit ein.

Die Fihigkeit des Gipses, ansehnliche Wassermengen aufzunehmen,
macht Gipsplatten fiir diejenigen Arbeiten wertvoll, bei welchen die in Wasser
spérlich verstreuten Keime untersucht werden sollen und zusammen mit dem
Wasser auf die Kulturplatte aufzutragen sind.?)

1) MULLER, A., Neues Verf. z. Nachw. spezif. Bakt. in groferen Wassermengen
(Arb. Gesundheitsamt, 1914, 47, 513). Serrra, Prifung tragbarer Wasserfilter usw. (ibid.
1915, 50, 263).
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Tonplatten, z. B. Scherben von Blumentopfen, geben hinreichend
benetzt gute Nahrboden fiir Algen u. a. ab. Gelegentlich sind auch bereits
eigens geformte Tonwiirfel, Ziegelsteine, Schamotteplatten, Bruchstiicke von
solchen und &hnliche Korper, die ihrer ebenen Oberfliche wegen sich emp-
fehlen, zur Anwendung gekommen. Auch Triimmer von Chamberlandschen
oder #hnlichen Porzellanfiltern (s. u.) lassen sich verwenden.

Porose Gesteine, wie Kalkstein, Bimsstein u. dgl., dirften fir be-
stimmte Zwecke brauchbar sein. Auch benetztes Kieselgur und Gesteins-
pulver sind bereits verwendet worden.

Schwimme sind leicht mit Nahrlosungen zu durchtrinken und gleich-
zeitig einer kriftigen stindigen Durchliftung zuginglich.

b) Gallertige Néahrboden.

DaB zwischen fliissigen und sog. festen Niahrboden keine scharfe
Grenze besteht, macht am besten die Betrachtung der kolloidalen Nihr-
medien klar. Losungen von Gummi, Gelatine, pflanzlichen Schleimen u. a.
sind vielfach als Nahrsubstrate fiir tierische und pflanzliche Organismen be-
nutzt worden und stellen ihrer Viskositét wegen eine besondere Gruppe der
Nihrlosungen dar. Es ist nun eine bemerkenswerte Eigentéimlichkeit der
kolloidalen Lidsungen, daB sie bei hinreichend hoher Konzeniration spontan
oder nach Zusatz bestimmter Stoffe erstarren: aus der wisserigen Losung
oder dem Hydrosol entsteht eine wasserhaltige Gallerte oder ein Hydrogel.

Die ,festen Néhrboden par excellence sind Hydrogele. Zu den Vor-
ziigen, die den festen Nahrboden im a.llgememen eigen sind, kommt fiir diese
noch der Umstand in Betracht, daB sie klar oder durchscheinend sind und
sich nach Belieben in alle beliebigen Formen der KulturgefdBe giefen lassen.
Ferner sind die Hydrogele chemisch und physikalisch homogen herzustellen,
d. h. wir kénnen dafiir sorgen, daB die gallertigen Nahrboden in allen ihren
Teilen gleichméBig durchmiseht den Organismen dieselben Néhrstoffe dax-
bieten, und daB in demselben Sinne auch die Konsistenz iiberall dieselbe ist,
wihrend bei den organisierten festen Nahrboden es sich um Magsen handelt,
die den Organismen sozusagen auf Schritt und Tritt wechselnde Lebens-
bedingungen bieten. Diese bedeutsamen Vorziige sichern den Hydrogelen
eine besondere Bedeutung in der Mikrobiologie, und damit, da Kocn?)
1881 zeigte, wie man auf kiinstlich leicht herstellbaren festen, durchsichtigen
Medien Mikroorganismen ziichten konnte, hat er insbesondere der wissen-
schaftlichen Ba,kterlologle einen Dienst von unvergleichlicher Tragweite ge-
leistet. Die durchsichtigen Gallerten, die seit Kocm iiberall im Gebrauch sind,
werden dem Forscher v1el weniger durch ihren chemischen Einfluf auf die
Organismen wertvoll oder durch die oben erwihnten physikalischen Agen-
tien, welche das Wachstum der Organismen auf festem Boden anders aus-

1) Z. Unters. v. pathog. Organismen (Mitteil. Kais. Ges.-Amt 1881, 1, 1).
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fallen lassen als anf flissiger, — als vielmehr dadurch, daf die Technik der
Organismenuntersuchung und namentlich der Reinkultur durch ihre Anwen-
(lung auBerordentlich erleichtert und in vielen Punkten erst moglich gemacht
wird.,

Es gibt anorganische wie organische Hydrogele — beide kommen fiir
unsere Zwecke in Betracht.

1. Anorganische Hydrogele.

Die Kieselsduregallerte ist dasjenige anorganische Hydrogel, das als
Kultursubstrat Verwendung gefunden hat. Thre Vorziige sind folgende: sie
enthélt an sich ebensowenig wie etwa Seesand u. dgl. Substanzen, die als
Niéhrmaterial anzusprechen wéren; alle nidhrende Substanz muf erst
in Form beliebig variierbarer Lsungen zugesetzt werden; die chemische Zu-
sammensetzung der Gallerte selbst ist konstant, so da8 diese bei Anwendung
einer anorganischen oder organischen Nahrlgsung von bekanntem Substanz-
gehalt Boden von leicht kontrollierbarer Zusammensetzung liefert. — Zu den
nachteiligen Eigenschaften der Kieselsduregallerte gehort es, daBl sie nicht
ganz miihelos herzustellen ist.

Methoden zur Herstellung der Kieselsduregallerte finden sich in chemi-
schen Handbiichern angegeben sowie in den Publikationen verschiedener
Bakteriologen, nachdem dieser anorganische ,dfeste’* Néhrboden seit der
Entdeckung der Nitrifikationsbakterien durech WiNoagraDSKY besondere Be-
deutung gewonnen hat. Ich gebe zunichst die Methode an, welche in Wixo-
GRADSKYS Laboratorium sich bewidhrt hat.t)

Kine Mischung aus gleichen Teilen Wasserglas (spez. Gewicht 1,05 bis
1,06) und Salzsdure (spez. Gewicht 1,10) — letztere wird nach und nach zur
Wasserglaslosung getraufelt — wird in Pergamentschlauchen dialysiert bis
sum Verschwinden der Chlorreaktion. Kali- und Natronwasserglas sind gleich
gut verwendbar, miissen aber rein und vollkommen klar sein; geht man von
unreinem Material aus, so gerinnt spéter die Masse schon im Dialysator, oder
man erhilt zwar eine Losung, aber diese hélt Kochen und Sterilisieren nicht
aus, ohne zu erstarren. Opaleszierende Losungen sollen nicht verwendet wer-
den. Man versdume nicht, die Pergamentschlduche sorgfiltig auf ihre In-
taktheit zu priifen. Die Dialyse beansprucht zwei Tage: den ersten dialysiert
man gegen schnell flieBendes Leitungswasser, den zweiten in destilliertem
Wasser, das 3—4mal gewechselt werden soll. Von Zeit zu -Zeit entnimmt
man mit der Pipette eine Probe und priift auf Chlor: wenn Silbernitrat gar
keine oder nur eine leichte Triitbung hervorruft, darf die Dialyse beendet wer-
den. Die erhaltene Fliissigkeit wird in gut gereinigten, mit eingeschliffenen

1) Omertanskr, V., Ub. d. Isolier. d. Nitrifikationsmikroben aus d. Erdboden (Zbl.
t. Bakt. II, 1899, 5, 537, 541). Weitere Mitteilungen iiber die Herstellung der Kieselséiure-
gallerte bei Kifung, Kiesels. als Nahrb. f. Organismen (Ztschr. {. Biol. 1890, 27, N. F.
9. 171); ScEskIN, Die Kieselsiuregallerte als Niahrb. (Zbl. f. Bakt. 1891, 10, 209) u. a.
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Stopseln versehenen llaschen aufbewahrt; groBe Vorrite herzustellen hat
keinen Zweck, da bei langerem Stehen die Losung zu opaleszieren beginnt und
ihre guten Eigenschaften verliert. Hundert Teile eines solchen Priparates
enthalten 2 Teile Si0,, das spezifische Gewicht betrigt 1,0121 (16° C).
Es vertrigt zuniichst sehr wohl Erhitzung bis zu 115—120° C (Autoklav);
erst bei lingerem Stehen geht diese Eigenschaft verloren. Zum Nahrsub-
strat wird diese Masse erst nach Zusatz irgendwelcher Salze. Wino-
G¢rADSKYS Kieselhydrosol gerinnt nach dem Salzzusatz in ungefdhr einer
Stunde, ohne daB vorher eingedickt wiirde. Wenn andere Autoren diinne,
erst nach dem Eindicken erstarrende Sole erhielten, so erklirt sich nach
Omerranskr der Ubelstand daraus, daB jene durch Anwendung schadhafter
Pergamentschlduche zuviel Kiegelsdure beim Dialysieren verloren haben. —
Die Gallerte ist keineswegs elastisch und reiffit leicht. Sie scheidet zuweilen
Wagser ab.

Stanrrs!) fertigt Kieselsiuregallerte folgendermaBen an. Ein Teil Natriumwasser-
glaslosung (spez. Gew. 1,09-—1,10) und ein Teil HC! (spez. Gew. 1,10) werden gemischt,
indem man die Wasserglaslosung in die Siure giet. Mit der Mischung werden zuverlissig
dichte Pergamentschliuche (DEsaca-Heidelberg) von 50 mm Breite und 35 ecm Liinge
bis zu einem Drittel ihreg Fassungsvermogens gefiillit. Man schlieBe sie mit einer Schrauben-
klemme derart, so dafl moglichst alle Luft aus ihnen entfernt wird. Dialysiert wird in
einer Kuvette, in der die Schliuche horizontal auf cinem Gestell von Holzstiben liegen
(12 Stunden gegen schnellflieBendes Brunnenwasser [etwa - 1 pro Minutel, das von unten
herkommt und oben abflieBt; Temperatur 15° notigenfalls vorhergehendes Anwirmen
des Wassers; dann 12 Stunden gegen 2—-3mal erneuertes destill. Wasser; die Holzgestelle
sind zu entfernen). Sind die Schliuche mit 100 cc der Mischung gefullt, so enthilt das
Hydrosol schlieflich etwa 0,019, Kochsalz — dieser Gehalt beeintrachtigt die Haltbar-
keit der Losung nicht und entspricht gerade dem Kochsalzgehalt der WiNogRADSKYschen
Losung. Enthielten die Schlauche 200 cc, so resultiert ein Gehalt von 0,059 NaCl. Bei
der Dialyse permeiert Wasser in die Schliuche, so daB die anfinglich 100 cc enthaltenden
nach der Dialyse 142 cc Sol, die mit 200 cc beschickten schlieBlich 280 cc enthalten. Das
Hydrosol hat ein spez. Gew. von 1,012 (auf 100 Teile Losung 1,6 Teile Kieselsiure). Die
Logung ist schwach sauer und kann bis zu einem Jahre aufbewahrt werden, ohne zu koagu-
lieren oder ihre gallertbildenden Eigenschaften zu verlieren. 18 cc des Hydrosols werden
mit 2 cc einer zehnfach normalen Nihrlssung (ohne NaCl) gemischt und in Platten ge-
gossen. Koagulation tritt selbst nach vielen Tagen nicht ein; bei Sterilisation im Auto-
klaven (1359 (s. u.!) nimmt sie z#hfliissige Konsistenz an.

Um feste Gallerte zu erhalten, brachte StamerL wechselnde Mengen einer 4 % igen
Aufschlimmung von Magnesiumkarbonat zu je 20 cc Nahrlssung + Kieselsiure. Am
passendsten erwies sich ein Zusatz von je !/, cc der Aufschlimmung; die anfiingliche Trii-
bung der Mischung verschwindet wieder, und die Platten werden vollkommen klar. Sie
miissen bei 90—95° C pasteurisiert werden (s. u.!).

1) StauEL, G., Stickstoffbind. durch Pilze bei gleichzeit. Ernibr. m. gebund. Stickst.
(Jahrb. f. wiss. Bot. 1911, 49, 579). Vgl auch StevENs, F. C. a. TEMPLE. J. C., A conve-
nient mode of preparing silicate jelly (ZbL t. Bakt. II, 1908, 21, 84) und PRINGSHEIM,
Kulturvers. m. clorophyllfithr. Mikroorganismen IIl1 (Beitr. z Biol. d. Pfl. 1913,
12, 57).

Kiuster, Mikroorganismen, 3. Anfl. 3
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2. Organische Hydrogele.

Die in diese Reihe gehorigen Nihrbdden iibertreffen alle anderen an viel-
seitiger Verwendbarkeit und Beliebtheit. Ihre Zahl ist nicht groB, und von
Bedeutung sind iberdies nur zwei von ihnen: die Gelatine und der Agar-
Agar. Material zur Herstellung beider Arten von Nihrboden fehlt in keinem
Laboratorium, in welchem die Mikrobiologie ihren Platz hat. Beide Nahr-
bdden haben ihre besonderen Vorziige und Nachteile; sie konnen sich bei
vielen, keineswegs bei allen Fragen gegenseitig ersetzen und miissen bei vielen
Arbeiten in ihrer Wirkung auf die Organismen miteinander verglichen werden.
Die organischen Hydrogele gleichen den organischen Liosungen unbekannter
Zusammensetzung darin, daB sie eine schwer kontrollierbare Kombination
komplizierter organischer Verbindungen in wechselnder Zusammensetzung
enthalten; sie geben daher an sich bereits kein indifferentes Kultursubstrat
ab, sondern enthalten Stoife, die als Niahrstoffe wenigstens in Betracht
kommen kénnen.

Gelatine. — Die wohlbekannte Speisegelatine ist ein aus Knochen ge-
wonnenes Material und stellt einen durch reduzierende Mittel gebleichten
Leim dar. Chemisch genommen ist sie als Glutin zu den eiweiBartigen Ver-
bindungen zu stellen. Fiir uns wird das Glutin dadurch wichtig, daf seine
hei hergestellten Losungen beim Erkalten — hinreichend hohe Konzen-
tration vorausgesetzt — zu einer durchsichtigen, elastischen Gallerte er-
starren. Zur Kultur von Mikroorganismen wurde diese zuerst von Kocu
(a. a. O0.) benutzt.

Gelatine enthilt Stoffe, die bereits zur Ernédhrung von Organismen ge-
niigen, so dafl auch auf reiner, nur mit destilliertem Wasser hergestellter Gelatine
anspruchslose Pilze, Bakterien u. a. ihr Gedeihen finden. Im allgemeinen
muB man aber der Gelatine irgendeine Nahrlosung zusetzen. Man verfahrt
bei Herstellung einer Nihrgelatine folgendermaBen: -

Einige Blédtter guter Gelatine') werden in irgendeiner Néhrlosung —
Losung anorganischer Salze oder organischer Verbindungen — heify gelost.
Die Temperatur, bei welcher Gelatine erstarrt, steigt mit der Kon-
zentration; man wihle diese in Riicksicht auf die Jahreszeit und auf den
Aufenthaltsort der Kulturen: schwachprozentige (etwa 59,) Gelatinelosung
ist bei Zimmertemperatur (15° C) noch fest; will man die Kulturen bei hoher
Temperatur (etwa 27—28° C) halten, so muBl man die Gelatine 25 %ig her-
stellen; ihr Erstarrungspunkt liegt dann bei etwa 30°; im allgemeinen bevor-
zugt man 8—10 9%ige Gelatine. Hochprozentige Gelatine wird durch Wasser-
verlust leicht unbrauchbar; man bedient sich ihrer, wenn die Gelatine-
kulturen bei besonders hohen Temperaturen sich entwickeln sollen?), oder

1) Feinste Gelatine liefern z. B. HEsTERBERG-Berlin, Deutsche Gelat.-Fabr.-HocusT
a. M., E. Merck-Darmstadt u. a.
2) ELSNER, Unters. z. Plattendiagnose d. Choleravibrio (Arch. f. Hyg. 1894, 21, 140).
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dann, wenn bei der Aussaat veichliche Wassermengen auf jene gelangen
und die Gelatine hierbei verdiinnen.?)

In kochendem oder heifem Wasser 16st sich Gelatine schnell: man setzt
den Kolben mit Gelatine-Nahrlosung ins Wasserbad iiber die Gasflamme oder
in einen Dampftopf, in dem der Kolben von heilem Dampf umspiilt wird. Wenn
Gelatine der Siedetemperatur des Wassers ausgesetzt wird, hat man stets sich
daran zu erinnern, daBl durch Kochen das Erstarrungsvermogen der Gelatine
zuriickgeht. Hat man Interesse daran, den Schmelzpunkt der Gelatine hoch
zu erhalten, so vermeide man nach Moglichkeit alles unnétige Erhitzen
(ForsTER?)). Eingehende Untersuchungen iber die Wirkung anhaltenden
Kochens auf das Erstarrungsvermogen der Gelatine stellte v. per HEiDE?)
an: eine Erwirmung auf 100° C pro Stunde fithrt durchschnittlich eine Er-
niedrigung des Erstarrungspunktes um 2° C herbei. Fiir Gelatine, die nach
einmaligem Exstarren einige Zeit aufbewahrt wird, betrigt die Erniedrigung
pro Stunde */,° weniger, fiir solche, die unmittelbar nach Aufschmelzung und
Wiedererstarrung gebraucht wird, 1/,% C mehr. Bei lingerem Stehen gewinnt
gekochte Gelatine ihre urspriinglichen Qualititen zuriick, d.h.ihr Ver-
fliissigungspunkt steigt wieder, und zwar um so hoéher, je mehr er vorher
durch Kochen erniedrigt worden war. 10 9%ige Gelatine hat somit nach zwei-
stiindiger Erwirmung auf 100° denselben Erstarrungspunkt wie 2 %ige, die
noch gar nicht erwirmt worden ist. Bei Erhitzung iiber 100 © C sinkt der Er-
starrungspunkt der Gelatine rapid; das ist zu bedenken, wenn man Gelatine
im Autoklav erhitzen will. — Weiterhin verliert die Gelatine ihr Erstarrungs-
vermdgen nach Zusatz starker Alkalien oder Sduren. Dieser Umstand ist
wohl zu beachten, wenn man die Gelatine z. B. mit stark sauer reagierenden
Nahrlosungen herstellt. Versuche, durch Beimengung von Formaldehyd
eine hochschmelzende Gelatine zu erhalten, haben zu keinen befriedigenden
Resultaten gefiihrt.)

Die dureh heile Losung gewonnene Gelatinemasse ist durchsichtig und
zeigt nur eine schwache Triibung. Will man diese beseitigen, so kann
man sich eines Kldrungsverfahrens bedienen: der Gelatine wird das
WeiBle eines Hithnereies zu ,,Schnee’ geschlagen zugesetzt. Beim Kochen
koaguliert das EiweiB und nimmt dabei zahlreiche der in der Flussigkeit
suspendierten Teilchen an sich. Man filtriert die Gelatine heifl durch Filtrier-
papier, am besten mit Hilfe eines Heifwassertrichters (s. u. Fig. 1).

1) BircER, B., Verwend. v. Nihrb. mithohem Gel.-Gehalt: ein neues Plattenverfahren
z. zahlenmi . Nachw. vereinzelter spezif. Keime usw. (Zbl. £, Bakt. I, Orig., 1917, 79, 462).

2) Nihrgelatine m, hohem Schmelzpunkt (Zbl. f. Bakt. 1, 1897, 22, 341); vgl. auch
die folgende Anmerkung.

3) Gelatinose Losungen u. Verflissigungspunkt d. Nihrgel. (Arch. f. Hyg. 1897,
31, 82); daselbst weitere Literaturangaben. Ferner Garurcens, Einfl. hoher Tempera.-
turen auf d. Schmelzpunkt d. Nahrgel. (ibid. 1905, 52, 239).

4) Vgl. WesexBERG, G., Ub. d. Erhohung des Schmelzp. d. Gel. durch Formalin-
zusatz (Hygien. Rundschau 1902, 899).

g ¥
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Billiger ist die Kldrung durch adsorbierende Medien wie Tierkohle oder
Bolus (5 g Belus oder 10 g Tierkohle auf 1 1 Néhrlosung bzw. fliissige Gela-
iine, gut umriihren, 3 Minuten kochen, filtrierent)). Norwr?) empfiehlt Kla-
rung mit Magnesiumkarbonat (5 g pro 1, % Std. Dampftopf, hiernach fil-
trieren und H,SO,-Zusatz, soviel die alkalische Masse es erfordert).

Grelatine reagiert sauer, — der Grad der Aziditdt zeigt allerdings bei
den verschiedenen Sorten des Handels nicht unbetréchtliche Schwankungen.
Will man auf der Gelatine Organismen ziichten, die einen alkalischen Nahr-
boden fordern, so muB man den Nihrboden neutralisieren oder alkalisch
machen. Dazu nimmt man konzentrierte Sodaldsung oder ca. 5 % ige Natron-
lauge und probiert mit Lackmuspapier. Durch Kochen kann die alkalische
Reaktion wieder schwinden und die saure wieder zur Geltung kommen.?)

Bei manchen Versuchen diirfte es notwendig sein, die Verunreinigung
gewisser Gelatinen mit Kalziumnitrat zu berticksichtigen. Man beseitigt
diese nach Prrrr'), indem man Gelatine in destilliertem Wasser drei Tage
im Eisschrank stehen 1d8t. Die Gelatine quillt dabei stark auf, die Nitraté
gehen in Losung. PrTRI konnte 0,13 9%, Salpetersdure nachweisen.

SchlieBlich ist noch zu erwéhnen, daB Gelatine von Organismen verschie-
denster Art durch Ausscheidung tryptischer Fermente verflissigt wird.
Bei Besprechung der fiir die Mikroorganismen charakteristischen Stoffwechsel-
produkte wird hierauf néher einzugehen sein.

Agar-Agar. — Tm Gegensatz zur Gelatine ist dieser’) ein pflanzliches
Produkt; er leitet sich von verschiedenen Rotalgen der ostasiatischen und ma-
laiischen Kiisten her, besonders von Gelidium corneum, auBerdem G. cartilagi-
neuwm, Hucheuma spinosum, Gracilario lichenoides . a., deren Membransub-
stanz in kochendem Wasser zu einer Gallerte wird. Agar kommt in Form
von nahezu farblosen hautigen Streifen oder zu Pulver gemahlen in den Handel.

Der Agar hat Kohlehydratnatur; er stellt vorzugsweise ein Gemisch
von verschiedenen Polysacchariden dar, die durch Kochen mit verdiinnter
Schwefelsdure sich verzuckern lassen.®)

Zur Herstellung einer geeigneten Gallerte geniigen bei ihm geringere

1) Vgl. DigrEL, Tierkohle als Ersatz f. Eiereiweill usw. (Zbl. . Bakt. 1, Orig., 1917,
79, 183). Horrrg, Miinch. med. Wochenschr, 1917, Nr. 5.

2) Norr, Ub. Klirung d. Fleischextraktgelatine (Zb'. {. Bakt. I, Orig., 1917, 99, 1.3).

3) Hieriiber bei Hessg, (., Beitr. z. Herstell. v. Nihiboden u. z. Bal\terlenmcht
(Ztschr. f. Hyg, 1904, 46, 1).

4) Ub. d. Gehalt d. Nihrgelatine an Salpeters. {Zbl. . Bakt. 1889, 5, 457) und Nach-
trag dazu (ibid. 679). Uber den Nachweis von Chloridspuren in Gelatine vgl. Liipro-
CRAMER in Ztschr. f. Chemie u. Ind. d. Koll. 1909, 5, 249.

. B) Uber die ersten Benutzer der Agargallerte vgl. Hirppr, Meth. d. Bakterienfor-
schung, 5. Aufl, 250, und Kocu, Atiol. d. Tuberk. (Mitteil. a. d. Kais. Ges.-Amt. 1884,
2, 57).

6) Niheres und Literaturangaben bei WIL\J]&R, ohstoffe des Pflanzenreichs, 2. Aufl.,
Leipzig 1900, 1, 646.
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Mengen als bei Gelatine; 3/,%iger Agar gibt nach Losung in siedendem Wasser
bereits eine Gallerte, meist nimmt man 1—1,5 %, selten mehr als 2 9%,. Die
Gallerte, die 1,5 9% Agarmasse enthiilt, ist bereits sehr derb. Geht man von
Agarpulver aus?), so 148t sich im Wasserbad sehr schnell eine Losung her-
stellen ; nimint man Agarstreifen, so schneidet man diese zunichst in kleine
Stiicke und 146t sie in Wasser oder Néahrlosung erst einen Tag quellen. Geht
das nicht an, 8o bringt man sie in der Nahrlosung in den Dampitopf oder wenn
moglich in den Autoklav (s. u.): bei einer Erhitzung auf 120° C gehen die
Agarstiickechen birnen 20 Minuten in Losung.

Agar schmilzt erst bei ungefdhr 100° C. Der Erstarrungspunkt liegt
fir 19ige Agarlésung bei ungefihr 38 —40° C; Kochen vermag ihr Ep-
starrungsvermogen nicht zu beeinflussen. Wohl aber wird Agar durch Zu-
satz allzu kriftiger Sduren oder Alkalien seines Erstarrungsvermogens be-
raubt. Namentlich nach Kochen bei mehr als einer Atmosphére biifit stark
saurer oder stark alkalischer Agar sein Erstarrungsvermogen vollig ein.?) Wie
N. K. Scrurrz?) betont, stellt nachtrigliches Neutralisieren die urspriinglichen
Eigenschaften des Agars nicht wieder her. Daran ist zu denken, wenn man
mit stark sauren Nahrlosungen Agar herzustellen hat. Geringere Sduredosen
zerstoren das Erstarrungsvermogen nicht, sie machen den Agar aber diinn-
fliissiger und sind daher zur Vorbehandlung des Agars empfohlen worden,
damit er besser durchs Filter lauft.*)

Die Reaktion der Agarlosung ist meist schwach alkalisch.

Der hohe Erstarrungspunkt erschwert das Filtrieren der tritben Agar-
flissigkeit. Wenn moglich, wird man sich damit begniigen, die Masse im
Dampftopf (s. u. Fig. 3) moglichst lange fliissig zu erhalten und das Absetzen
der suspendierten Teilchen abzuwarten. Wird Filtrieren unerldBlich, so ar-
beitet man mit Glaswolle, Watte, Flanell u. dgl. schneller, freilich nicht so
griindlich, wie mit Filtrierpapier. Damit aber nicht die Masse erstarrt, bevor
noch ein nennengwerter Teil von ihv durchs Filter gegangen ist, bediene man
sich eines ,,Heilwassertrichters” (Fig. 1a): der das Filter haltende Trichter
wird bei dieser Vorrichtung von einem Mantel heilen Wassers uimgeben —
oder man benutze Un~as ,,Dampftrichter*®) (vgl. Fig. 1b), der sogar die An-
wendung von Temperaturen iiber 100° gestattet. Anwendung kldrender Ad-
sorbentia wie oben. ,

Den Mikroorganismen, welche Gelatine durch tryptische Fermente ver-
fliigsigen, widersteht Agar. Nur fiir einige wenige Organismen ist bisher fest-
gestellt worden, daB sie Agar verflissigen.

1) Gemahlenen Agar liefert 2. B. B. MERcx _{Darmstadt).

2) Genaue Angaben bei REIDEMEISTER, W., Ub. d. Einfl. v. Siure usw. Zusatz auf
die Festigkeit des Agars (Ztschr. f. wiss. Mikr. 1908, 25, 42).

3) Z. Frage v. d. Bereitung einiger Nahrsubstr. (Zbl. f. Bakt. 1891, 10, 58).

4) Vgl. z. B. ScuorTELIUS, Einige Neuerungen an bakt. Apparaten (ibid. 1887, 2, 97).

5) Der Dampftrichter (Zbl. f. Bakt. 1891, 9, 749). Das Instrument liefern z, B.
Baver & HAsrrBarti (Eimsbiittel bei Hamburg).



38 A, Allgemeiner Teil. [I. N#hrboden

Wie Gelatine, vermag auch Agargallerte schon ohne Zusatz einer Nahy-
losung bescheidene Organismen zu erndhren. In der Tat enthalt Agar ge-
ringe Beimengungen N-haltiger Verbindungen. Will man Organismen bei
sicherem AusschluB dieser unkontrollierbaren Verunreinigungen des Agars
kultivieren, oder handelt es sich um Lebewesen, welche wasserlosliche orga-
nische Verbindungen nicht ertragen, so mufl der Agar zundchst gereinigt
werden. Hiufig wird es geniigen, die aufgequollenen Fiden in einen Gaze-
sack einzubinden und unter der Wasserleitung berieseln zu lassen. In ande-
ren Féllen muB man griindlicher vorgehen. Man giefft den Agar in flache
Schalen, schneidet die erstarrte Schicht in schmale Béander und bringt diese
in groBen Stopselflaschen in destilliertes Wasser. Dieses zeigt durch starke
Bakterienentwicklung an, daf aus dem Agar Stoffe herausdiffundieren ; es muf
wiederholt erneuert werden, bis die Auslaugung beendet ist, und neu auf-
geschiittetes Wasser keine Bakterienentwicklung mehr zeigt. Dann werden

1) Vgl. z. B. Beverincs, Ub. Regeneration d. Sporenbildung b. Alkoholbefen usw.
(7bl. f. Bakt. II. 1898, 4, 663); Uber oligonitrophile Mikroben (ibid. IT, 1901, 7, 561).

2) Weitere Unters. iih. stickstoffhind. Bakt. (Wissensch. Meeresuntersuch., Abteil.
Kiel, N. F. 1906, 9).
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Wasser ausgewaschen, bis keine Cl-Reaktion mehr eintritt, und dann mit 1 %iger
Kalilauge bedeckt. Das Auswaschen der Lauge geht sehr langsam vor sich und be-
ansprucht mehrere Tage. Wenn die alkalische Reaktion geschwunden ist, wird noch
24 Stunden in flieBendem Wasser gewaschen, mit destilliertem Wasser nachgespiilt,
dann wird abgepret und getrocknet. Die bréunliche Masse ist so sprode, daBl man
sie im Morser zu einem feinen Pulver verreiben kann. Xin Teil dieses gereinigten
Agars, der fast nur noch Kohlehydrate enthilt (,,Gelose), gibt mit 100 Teilen Wasser
eine feste Gallerte. — Keping fand in gew¢hnlichem Agar 3,9307 9, Aschenbestand-
teile, in Gelose 1,8350 %, — in Agar 0,3009% N, in Gelose 0,1056 %.

Eipe Figentiimlichkeit des Agars besteht darin, daB er beim Erstarren
etwas Wasser (,,Kondenswasser*) ausscheidet, welches die Oberflache des
Néahrbodens in oft willkommener Weise feucht erhilt, anderseits durch
Verbreitung der ausgesidten Keime iiber die ganze verfiighare Fliche
lastig werden kann. Bei dieser Wasserabgabe handeltes sich um eine
auch andern Hydrogelen zukommende Erscheinung (GrRaEAMS Synaeresis);
bei Gelatine bleibt sie aus, weil die iiblicherweise hohe Konzentration
des Gels sie verhindert. Wiinscht man Agarschalen mit trockener Ober-
flache zu verwenden, so stelle man sie unbedeckt (mit nach unten gewandter
Offnung) in den Brutschrank oder bringe den Feuchtigkeitsgehalt durch
Glyzerin, das auf Filtrierpapier getrdufelt und auf diesem in das Kultur-
gefdl gebracht wird, zum Schwinden. Die beste Methode, Agarfléachen
schnell trocken zu erhalten, diirfte in der Verwendung poroser Tondeckel
gegeben sein.

Agar hat weiterhin die Eigentiimlichkeit, nicht am Glas der Kultur-
gefiBe zu haften — im Gegensatz zu Gelatine. Wenn dieser Umstand bei Be-
nutzung des Agars storen sollte, hilft man sich durch Zusatz von Gummi-
arabicum oder Benutzung einer Agar-Gelatinemischung.

Die Verunreinigung des Agars mit Diatomeen wird beim Durch-
mustern der Agarkulturen unter dem Mikroskop wohl nur Anfénger irre-
fiithren. Man findet in Agar Licmophora, Rhabdonema, Grammatophora,
Stauroneis u. a.; MARPMANNY) hat ein Verfahren beschrieben, nach welchem
man sich schnell iiber den Diatomeenreichtum einer Agargallerte informieren
kann. — Auch die Kristalle, die sich in trocknendem Agar bilden, kénnen ge-
legentlich den Ungeiibten irrefiihren.

Gebrauchten Agar zu ,regenerieren‘, d. h. wieder zur Anlegung
neuer Kulturen brauchbar zu machen, ist namentlich dann zu empfehlen,
wenn mit Material gespart werden soll. Man ersetzt das in Form von Kon-
denswasser oder durch Verdunstung verlorengegangene Wasser. Der ver-
fliissigte Agar wird mit Tierkohle (ca. 40 g pro 1) gekocht; die verbrauchten
Nibrstoffe werden durch Zusatz von Fleischbriihe, Liebig usw. ergénzt;
notigenfalls Alkalizusatz. Beim Arbeiten mit regeneriertem Agar wird man

1) Ubsr Agar-Agar u. dessen Verwend. u. Nachweis (Ztschr. f. wiss. Mikr. 1896,
2, 267).
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nicht vergessen diirfen, daB es die unkontrollierbaren Stotffwechselprodukte
der auf ihm gewachsenen Mikroben enthilt.!)

Gelatine und Agar ohne weiteren Zusatz gestatten zwar, wie bereits
erwihnt, vielen Lebewesen kiimmerliches Wachstum. Zur Kultur der Or-
ganismen benutzt man aber beide Nahrboden nur nach Zusatz irgendwelcher
— anorganischer oder otganischer — Néhrstoffe. Alle Losungen, die im vor-
angehenden Abschnitt aufgezihlt worden sind, kénnen durch Zusatz von
Gelatine oder Agar zu ,.festen*’ Nahrboden umgewandelt werden.

Fertige Nahrboden — Néhragar, Nahrgelatine und neben diesen zahl-
rveiche Nahrsubstrate komplizierter Zusammensetzung — liefert (nachDoERR)
die Firma Bram-Leipzig in Pulver- oder Tablettenform; die Praparate wer-
den mit heiBem Wasser schnell in Gelform gebracht; sie empfehlen sich in
erster Linie fiir alle diejenigen Félle, in welchen immer nur geringe Mengen
von Néhrsubstraten frisch hergestellt und beimpft werden sollen.?)

Agar-Gelatine - Kombinationen. Die Mischung von Agar und Gelatine
hat hier und da Anwendung gefunden; vor allem gelingt es, durch Zusatz von
Agar gur Gelatine eine Art Tropengelatine herzustellen, deren Schmelzpunkt
hoher liegt als der der reinen Gelatine. PrALL®) z. B. mischt 5%, Gelatine
und 0,759, Agar.

Andere gallertige Nihrboden. — AuBer Gelatine und Agar sind noch
einige andere gallertige Nihrboden zu nennen, von welchen die Blutserum-
gallerte seit Kocu zu einem wichtigen Hilfsmittel der bakteriologischen Ar-
beit geworden ist, wahrend andere nur gelegentlich Verwendung gefunden
haben. Finige sind durch ibren HiweiBicharakter der Gelatine, andere als
Kohlehydrate dem Agar-Agar vergleichbar.

Blutserum: I aﬁt man frisch aufgefangenes Blut vom Kalb, Hammel
oder Pferd ruhig stehen, so setzen sich die geformten Bestandteile des Blutes
mehr oder minder schnell ab und vereinigen sich durch das gerinnende Fibrin
zum sog. , Blutkuchen®. Die dariiberstehende klare Fitissigkeit, das Se-
rum, dessen chemische Zusammengetzung zurzeit noch uniibersehbar kom-
pliziert ist, enthilt auBer vielen Salzen Eiweilstoffe, Kohlehydrate, Harn-
stoff, Farbstotfe u. a. m.; der Gehalt an Na,CO, bedingt die alkalische Reak-
tHon des Serums. Seine Verwendbarkeit fiir die Zwecke des Biologen erkannte
Kocn.?) Beim Erhitzen auf 1009, ja schon bei 65—68° C erstarrt das Serum
zu einer gallertigen Magge, die wegen ihres (Gehalts an anorganischen Verbin-

1) Literatur z B. bei V. ANcerir, Ub. d. Regen. v. Drigalski-Agar (A. f. Hyg.
1918, 87, 316).

2) Vgl. Baintker, Trockennihrbiden nach Prof. Doggr (Zbl. {. Bakt. I, Orig., 1914,
74, 499; s. auch ibid. 653).

3) Praur, Fr., Beitr. z. Kenntnis der Nihrb. f. d. Bestimmung d. Keimzabl im
Wagser (Arb. a. d. Kaiserl. Gesundh.-Amt., 1902, 18, 436); Pravr, Ub. eine neue Meth.
7. Konsgrv. u. Weiterziichtung v. Gelatinekult. (Fortschr. d. Med. 1886, 4, 419); W -
rarTH, Ub. eine Modif. d. bakt. Plattenkulturen (D. med. Wochenschr. 1887, 618) u. a. m.

4) Die Atiologie der Tuberkulose (Mitteil. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamt 1884, 2, 1).
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dungen, EiweiBstoffen usw. ohne weiteres fiir die verschiedensten Organis-
men — und auch fir solche, welche auf anderen Boden kiimmerlich oder gar
nicht gedeihen wollen — einen vorziiglichen festen Néahrboden abgibt. Legt
man Wert auf die Durchsichtigkeit der Gallerle, so darf man nur auf ca,
(8° C erhivzen (Kocr) oder mufl Alkalien zusetzen!); andernfalls wird die
Gallerte bei Krhitzen auf héhere Temperaturen undurchsichtig. Stexiles
Blutgserum wird von verschiedenen Firmen geliefert (z. B. R. ALTMaANN,
Berlin NW); feste Serumsubstanz stellen MErex-Darmstadt (Ragit-Serum)
und Bram-Leipzig her (s. u.).

Einige weitere Gallertndhrboden spielen nur eine untergeordnete Rolle,

Seidenleim erhslt man dadurch, daBl man rohe Seide einige Stunden lang in Wasser
kocht. Der in Losung gehende Teil ist das Serizin (Seidenleim), der unlésliche das Fibroin
der Seide. CramERr?) cibt fiir Seidenleim 44,32 9 C, 6,18 %) H und 18,30 9 N an. Eine
10 % ige Losung der Substanz gibt heim Erkalten eine Gallerte, die MARPMANN®) als Nghr-
boden fiir Bakterien und Pilze verwandt hat.

Als Ersatz fiir Gelatine kann nach MarpMaNN das Chondrin verwendet werden,
welches man durch Auskochen der Rippenknorpel und Chrmuscheln im PapiNschen Topf
gewinnt. ,,Vor Gelatine haben diese Chondrinlosungen eine groflere Festigkeit und ein
langsameres Zerfliefen durch peptonisierende Spaltpilze, sowie Festbleiben bis iiber + 300 C
voraus.‘

Starkegallerte. — Verkleistert man ca. 30 ¢} Stérke durch Kochen im Wasser,
so0 entsteht eine derbe Gallerte, die schon von verschiedenen Autoren als Niahrboden ver-
wandt worden ist. E. Syrrat) gibt auf 3 g reiner Kartoffel-, Reis- oder anderer Stirke
10 cem einer Néhriosung und setzt die Masse an 5— 6 aufeinanderfolgenden Tagen
je 2—3 Stunden einer Temperatur von 75—-85° aus. Die Stérke verquillt, und es
cntsteht eine ,,Stidrkegallerte®, die zur Kultur von Pilzen und Bakterien brauchbar
ist. Auch Lévulan (Anhydrit der Livulose) und Lichenin sind gelegentlich ver-
wendet worden.

Uber eine Methode, sich aus Rotalgen selbst eine Agarmasse herzustellen, berichtet
MARPMANN.) Die Thalli von Sphaerococcus confervoides werden in schwacher Salzsdurc
azeriert und hiernach solange gewaschen. bis keine Rotfarbung ven Lackmus mebr eintritt.

¢) Orgenisierte Nabrboden.

Allerlei feste Materialien tierischen oder pflanzlichen Ursprungs kénnen
ohne weiteres als Nahrboden verwendet werden; als organisierte Nahrboden
diirfen wir sie auch im Sinne NAcrris bezeichnen, da es sich bei ihnen fast
immer um begrenzt quellbare Massen handelt.

1) Cossrrr, Alkalinis. Rinder- u. Pferdeserum als Hilfsm. b. d. Diphtheriediagn.
(ZbL f. Bakt. 1898, 23, 395).

2) Uber die Bestandteile Jder Seide (Journ. f. prakt. Chewmie 1863, 93, 76); spitere
Literatur zitiert bei v. Fimrir, Vergl. chemische Physiol. d. nied. Tiere, Jena 1903.

3) Bakteriolog. Mitteil. (Zbl f. Bakt., [, 1897, 22, 122).

4) Kartoffel als Kulturboden m. einig. Bemerk. iib. ein zus. gesctztes Ersatzmittel
(ibid. Il, 1899, 5, 102, nach Proceed. Americ. Assoc. Advance of Sci. 1898, 47).

5) Mitteil. aus d. Praxis (Zbl. f, Bakt, 1891, 10, 123): MarrmaN~Ns Rezeptangaben
sind ungeniigend.
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Die Zahl der hierher gehtrigen Néhrsubstrate ist auBerordentlich grofi;
irgendwann und irgendwozu hat man fast alles Erreichbare einmal als Néhr-
boden benutzt. Allen diesen Substraten gemeinsam ist nur, da$ ihre chemi-
sche Zusammensetzung duBerst kompliziert, so gut wie unbekannt und iiber-
dies auBerordentlich wechselnd ist. Die wichtigsten und beliebtesten sind
etwa folgende:

Eier. — ,,Rohe* Eier, deren Inhalt noch nicht erstarrt ist, geben eine
gute Nahrlosung, gekochte Eier feste Nahrboden ab, auf welchen Pilze im
allgemeinen schlecht, Bakterien gut gedeihen. In erster Linie kommen selbst-
verstdndlich Hiihnereier in Betracht.")

RosexTtHAL und ScrvLz?) haben folgende Methode zur Herstellung von
Alkalialbuminat-Néhrboden ausgearbeitet. Das aus Hithnereiern gewonnene
Eiweil wird durch ein Tuch gepreBt. Man mischt:

5 cem Eiweill,
24 ,, 19 NaOH- oder KOH-Lésung und
2,6 ,, Wasser.

In den Reagenzglisern, Schalen usw. wird die Masse auf 95—98° erhitzt.
Zusatz von anorganischen Salzen, wie NaCl, KCl, Na,S0,, Na,HPO, u. a.,
machen die Gallerte noch heller, freilich auch weicher ; dieselbe Wirkung wird
durch Zusatz von Ileischinfus — durch seinen natiirlichen Kochsalzgehalt
— erzielt. In diinnen Schichten ist der Ndhrboden vollig klar. — Er ist bis-
her nur fiir Bakterien verwandt worden, gibt aber vielleicht auch bei Kultur
anderer Arten von Mikroorganismen brauchbare Resultate.?)

Mist. — Ist in rohem Zustande eine vortreffliche Fundgrube fiir viele
Mikroorganismen und nach Sterilisation ein vorziiglicher Nihrboden. Fiir
den Laboratoriumsbedarf stellt sich Pferdemist am leichtesten zur Verfii-
gung; auch der im Walde oder in zoologischen Gérten gesammelte Kanin-
chen- und Wildmist ist fiir viele Zwecke empfehlenswert. Pferdemist sammle
man unmittelbar nach der Entleerung ein und lasse ihm seine festgeballte
Form. Der Erndhrungszustand des mistliefernden Pferdes ist fiir den Aus-
fall der Kulturen nicht gleichgiiltig; jedenfalls gibt Mist von schlecht er-
nahrten Pferden, wie sich wahrend der Kriegsjahre deutlich gezeigt hat, oft
kiitmmerliche Kulturen. Nach BREFELD*) soll es fiir Pilzkulturen notwendig
sein, den Mist von Pferden zu nehmen, die fast ausschlieBlich mit Hafer er-

1) Uber Eier anderer Herkunft vgl. TarcHaNorr Die Verschiedenheiten des Eier-
ciweilles bzi befiedert geborenen (Nestfliichtern) und bei nackt geborenen (Nest-
hockern) Vigeln (Prr.icErs Archiv 1883, 31, 368). Weitere Mitteil. ibid. 1886, 39, 476,
485; NEUMEISTER, R., Lehrb. d. physiol. Chemie, Jena 1895, 2, 121. Ferner Dar Pozzo,
Das Eiweil der Kiebitzeier als Nihrboden fiir Mikroorganismen (Medizin. Jahrb.
1887, 523).

2) Ub. Alkalialbuminat als Nihrboden b. bakt. Unters. (Biol Zbl. 1888, 8, 307).

3) Vgl. iiber Karuinskis Methode GiNTHER, Einfiihr.in d. Bakteriol., 6. Aufl., 213,

4) Ub. Alkoholgirung (Landw. Jahrb. 1874, 8, 65).
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néhrt werden. Verrotteter, zerfallener Mist gibt nur noch kiitmmerliche Kul-
turen. — Analysen von Mist bei HoLpEFLEISS u. a.%)

Torf. — Torf wird in der Praxis als desinfizierendes Mittel verwandt;
autotrophe Organismen verschiedener Art lassen sich auf ihm kultivieren,
ohne daB Bakterien stérend dazwischen kommen. L&Bt man den Torf erst
Siedetemperatur durchmachen, so wird seine desinfizierende Kraft abge-
schwiicht, und es gedeihen auch Pilze u. a. als Verunreinigung der Kultur
auf ihm. — Man schneidet durchnéBten Torf vor der Aussaat in handliche
Scheiben.

Sehr beliebte organisierte feste Néhrboden sind verschiedene Pflan-
zenorgane. Is laBt sich erwarten, daB die Reserveorgane der Pflanzen
— stoffspeichernde Wurzeln, Knollen, die Samen usw. — besonders nihr-
kréaftige Kultursubstrate abgeben werden. Ungezéhlte Kulturen sind bereits
auf Kartoffeln, Mohren, gelben Riiben, Zwiebeln, Kohlstriinken, auf Pflau-
men, Apfeln, Birnen, Apfelsinen, Zitronen, Vogelbeeren, auf Niissen, Seni-
und Leinsamen, Getreidekérnern, Malz, geschéltem Reis, Kastanien, Gall-
apfeln, auf Laub, Stengeln von krautartigen Pflanzen (Vicia u. dgl.), Holz,
Baumrinden, Lohe usw. angelegt worden. Naher auf diese Nahrboden ein-
zugehen, eriibrigt sich, da sich ihre Behandlung von selbst ergibt. Nur auf
die Herstellung von Kartoffelndhrboden, die namentlich dem Bakteriologen
gute Dienste leisten, will ich kurz eingehen.

Kartoffeln. — Man benutzt feste Kartoffeln, die beim Kochen nicht
mehlig zerfallen (sog. Salatkartoffeln), und reinigt sie griindlich. Nach dem
Schilen und nach Beseitigung der schadhaften Stellen werden sie in schwa-
cher Sublimatlosung gewaschen und dann in Stiicke geséhnitten, die in ihrer
Form den fiir Kartoffelkulturen besonders praktischen Reagenzglédsern an-
gepaft sind.?) Kartoffeln reagieren schwach sauer und miissen notigenfalls
ein wenig alkalisiert werden. — Da bei spaterem Kochen sich Kondensations-
wasser bildet, vor dessen Berithrung man das Kartoffelstiickchen besser be-
wahrt, so gibt man den ber der Gasflamme erweichten Rohren vorher ober-
halb des Grundes eine kleine Einziehung oder Verengung, auf welcher die
Kartoffel aufliegt, wihrend sich das Wasser unter ihr sammelt, — oder setzt
ein kurzes Glasrohrchen in das Reagenzglas hinein und 1a8t auf ihm die Kar-
toffel aufliegen., — ‘

Von den durch irgendwelche Techniken bereits verinderten Stoffen sind
die Mahl- und Béckereiprodukte die wichtigsten.

Brot (WeiBbrot) ist ein ausgezeichnetes Néhrmittel fiir viele Pilze,
Hefen, Bakterien. Man feuchte Brotscheiben mit Wasser oder einer Néhr-
l16sung (Milch, Pflaumensaft u. dgl.) an. Die Brotscheiben werden in Gldsern

1) Unters. iib. d. Stallmist, 2. Aufl.,, Breslau 1889; MaYER, A., Die Diingerlehre,
A, Autl., Heidelberg 1902 u. a.

2) Ausfiihrliches iiber Herstellung der Kartoffelkeile oder -zylinder z. B. bei GUNTRER
a. a. 0., 207.
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(Becherglisern u. dgl.) oder unter Glasglocken gehalten. Will man hellfarbige
Kolonien auf Brot sichtbar machen, so féirbe man es zuvor (Fuchsin u. dgl.).
— Auch Brotbrei ist ein beliebtes Kulturmedium (Bakterien, Pilze). — Will
man Brot mit einer Nahrlosung durchtrinken, deren Konzentration unver-
verdndert bleiben soll, so trockne man es zunichst einige Stunden bei 100
bis 120° C.

Auch Makkaroni sind als Nahrboden empfohlen worden. Fir manche
Ziwecke geeignet sind Kakes, Oblaten u.a.m.

Filtrierpapier ist ebensosehr als wasserunldsliches Substrat fir Kul-
turzwecke brauchbar wie als vorziigliches Nahrmittel fir zelluloselgsende
Organismen (Bakterien, Pilze).

Sdgespdne geben nach Durchtrinkung mit Néhrlosung oder bereits
ohne solche einen guten Nédhrboden ab.

III. Kulturen.

Duzreh Vereinigung der Néhrbdden mit Mikroorganismen entstehen ,,Kul-
turen. Wie sind solche vorzubereiten und anzulegen und fiir wissenschaft-
liche I'ragen zu verwerten?

Bei der Herstellung einer Kultur ist der Gang der Dinge folgender: Zu-
ndchst mufl der Nahrboden sterilisiert werden. Abgesehen von besonderen
Fillen, in welchen uns die Natur einen keimfreien Néhrboden liefert, und in
welchen es uns gelingt, ihn steril zu gewinnen und steril zu erhalten, sind in
allen festen und flissigen Néhrboden allerlei Keime ohne unser Zutun bereits
vorhanden ; diese miissen abgetdtet, die Boden miissen sterilisiert werden, be-
vor wir zur Aussaat schreiten.

Den sterilen Néhrboden bringen wir in irgendwelchen geeigneten Be-
hiltern unter, welche die Beobachtung der Organismen gestatten; die Wahl
der richtigen Form der Gefille, in die wir unsere Kultur bringen wollen, ge-
hort za den wichtigsten Vorbereitungen.

Neue Schwierigkeiten bringt die Aussaat, besonders dann, wenn wir
nut ,,Rohkulturen‘* vor uns haben, in welchen, wie zumeist in der freien
Natur, die verschiedenartigsten Organismen nebeneinander ihr Dasein fiihren.
Wollen wir einen Organismus wissenschaftlich erforschen, so bedarf es einer
»Reinkultur®, und der Aussaat muB die Isolierung des uns interessierenden
liebewesens vorausgehen.

Ist die Aussaat erfolgt, und ist der Nahrboden in seiner Zusammen-
setzung fir den betreffenden Organismus geeignet, so wird sich dieser auf dem
Substrat vermehren, vorausgesetzt, daB wir ihm ginstige Lebens-
bedingungen geben. Die Anspriiche der Mikroorganismen an ihre Um-
gebung sind nun allerdings sehr ungleichartige: die tiber der Kultur liegende
Atmosphére wird zu beriicksichtigen, die richtige Temperatur zu wihlen
sein, die Anspriiche an Licht verlangen Beriicksichtigung u. dgl. m.

Auf diese und einige andere Fragen wird im folgenden einzugehen sein,
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1, Sterilisation.

Trifft man keine besonderen VorsichtsmafBregeln, so entstehen auch ohne
Aussaat auf den Néhrboden tippige Vegetationen der verschiedensten Orga-
nismen: alle festen und flissigen Stoffe, mit welchen wir die Nahrsubstrate
herrichten, die GefiBe, in die wir sie einfiillen, die Luft, die sie beriihrt, und
besonders die staubreiche Laboratoriumsluft, sind voll von Keimen; Bak-
terien, Pilze, Hefen, Algen, Protozoén verunreinigen unsere Kultur, wenn
nicht MafBiregeln zur Beseitigung der ungeladenen Géste getroffen werden:
wir miissen die Nahrboden vor der Aussaat sterilisieren.

An Mitteln, welche Mikroorganismen abtoten, ist kein Mangel. Es gibt
chemische und physikalische Methoden, aber nicht alle sind gleich wirksam
und manche von ihnen von bedenklichen Folgen begleitet, die sie fiir den Bio-
logen vollig unbrauchbar machen.

Das Universalmittel, das allen Anspriichen Rechnung triigt, ist Steri-
lisation durch Hitze. Es sind keine Algen, Hefen, Pilze oder Protozoén
bekannt, welche eine Temperatur von 100° C aushielten ; wohl aber bleiben die
Sporen mancher Bakterienarten selbst bei dieser Temperatur noch lebend. Wol-
len wir daher bei unserer Sterilisationsarbeit sicher gehen, so werden wir
unsere Apparate, Glaser, Lidsungen, unsere-festen Nahrboden usw. auf eine
so hohe Temperatur erhitzen miissen, dafl auch die mit ihnen eingeschleppten
Bakteriensporen den Tod finden. Das wird je nach dem vorliegenden Material
auf verschiedene Weise anzustreben sein. Scheren, Messer und Platindraht,
Objekttriager, Deckglaschen usw. kann man unmittelbar in die Gasflamme
einfiihren und dort sehr hohe Temperaturen durchmachen lassen, so daB alle
ihnen anhaftenden Keime zugrunde gehen. Stdhlerne Instrumente sollen
hierbei nicht wie Platindraht bis zur Glut erhitzt werden, da sie dabei un-
ansehnlich und schadhaft werden; Platiniridiuminstrumente sind wider-
standsfahiger. Gewohnliche GlasgefiBe vertragen eine solche Behandlung
nicht, sie miissen in einen Trockenschrank oder HeiBluftsterilisator
(Fig. 2) gestellt werden, d. h. in einen aus kriftigem Stahl- oder Kupfer-
blech angefertigten, einfach- oder doppelwandigen Kasten, der unten durch
eine Gasflamme geheizt wird. Die Temperatur im Innern des Kastens steigt
schnell auf 100° und 150°, bei doppelwan-
digen und mit Asbest ausgekleideten Késten
sogar auf 200° und 300° Nach ca. einstiin-
diger Einwirkung einer Temperatur von 150°
bis 180° C kann man annehmen, dafl alle Mi-
kroben getotet sind; Watte und Filtrierpapier
sollen nur bis 180° erhitzt werden, da sie
bei hoheren Graden braun werden und' zu
flockigem Zerfall neigen. Nach Wiederabkiih-
lung sind die Gegensténde ,,steril* und ge-
brauchsfertig. '
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HeiBe trockene Luft hat insofern geringe sterilisierende Kraft, als sehr
hohe Temperaturen und sehr lange Einwirkungsdauer zur Abtétung der Bak-
teriensporen erforderlich sind; nach den Untersuchungen von Kocm und
WovrrrrterL?) 148t sich z. B. erst nach dreistiindiger Einwirkung einer Tem-
peratur von 140° auf vollige Sterilisation rechnen; ganz anders wirkt stromen-
der Dampf (Kocr, Garrkyund LorrrLER?)). , Glischen, Reagenzrohrchen
oder kleine Kolben, welche eine Nahrlosung enthalten, werden einfach da-
durch sterilisiert, daB man ihren Inhalt unmittelbar iiber der Gasflamme
oder im Wasserbad sieden 1aBt. Gefillte GefiBe, die ihrer Form wegen
oder aus anderen Griinden diese Behandlung nicht zulassen, leere Gliser oder
gléserne Apparate sterilisiert man im stromenden Dampf, indem man sie in
emen sog. Dampftopf stellt und diesen mit einer Gasflamme kriftig an-
heizt. Die einfachste Form eines solchen Dampfsterilisationsapparates
zeigh Fig. 8. Der mit Filz oder Asbest ausgekleidete Zylinder steht auf einem
hohen FuB, der das Unterschieben der Gasflamme gestattet. Unten bei W
wird Wasser eingefiillt, das EinsatzgefiB eg, dessen durchlocherte Winde es
mit Wasserdampf anfillen lassen, enthilt die mit Néhrboden usw. ge-
fillten KulturgefdBe. Man 1dB8t eine Viertel- oder eine halbe Stunde den
Dampf durch den Apparat stromen.®) Der Inhalt groBer GefiBe erreicht

die erforderlichen hohen Temperaturen
natiirlich langsamer als der in kleine Be-
halter gefiillte.

Bakteriensporen, welehe auch im sie-
denden Wasser lebend bleiben und der Ein-
wirkung strémenden Dampfes widerstehen,
finden sich z B.auf Mohrriiben, die daher
auch bei Erhitzung auf 100° nicht immer
steril werden und sich einige Tage nach dem
Kochen mit kriftigen Bakterienkolonien
bedecken. Um auch diese widerstandsfi-
higen Keime zu beseitigen, muf man wieder-
holte Sterilisation anwenden: etwa 24 Stun-
den nach der ersten Behandlung werden die
Sporen vieler Arten gekeimt sein, und die
vegetativen Zellenformen werden dann bei
einer zweiten Erhitzung auf'100° unfehlbar

Fig. 8. Dampftopf. zugrunde gehen. Um auch diejenigen Keime

1) Unters. iib. d. Desinfektion m. heiBer Luft (Arb. aus d. kaiserl. Gesundheitsamt
1881, 1, 301).

2) Versucke iiher die Verwertbarkeit heiBer Wasserdimpife zu Desinfektionszwecken
(ibid. 322).

3) Uber die verschiedenen Modifikationen des Dampfsterilisators unterrichtet man
sich am besten mit Hilfe der illustrierten Kataloge derWerkstiitten von P. Arrman-Berlin,
E. MitNckEe-Berlin, Roursrck-Berlin u. a.
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zu treffen, die vielleicht am ersten Tage noch nicht gekeimt waren, wieder-
holt man die Prozedur ein zweites und drittes Mal und noch 6fter.t) In der
Zwischenzeit tiberld3t man die Ndhrmedien bei Zimmertemperatur oder im
Brutofen (bis 37°9) sich selbst. Die Methode der diskontinuierlichen Sterili-
sation geht auf TynpALL zuriick.

Will man diese Umstéinde vermeiden, so bleibt nichts anderes iibrig,
als mit hochgespanntem Dampf zu arbeiten. Dazu bedarf es eines Auto-
klaven (Digestors, Hochdrucksterilisators), dessen hermetisch versehlieB-
barer Kessel einen Druck von mehr als einer Atmosphére (1% bis 10 Atm.)
aushalt (Fig. 4). Da die Autoklaven teuer sind, werden sie nicht jedem, der
mit Mikroorganismen zu arbeiten hat, zur Verfiigung stehen. Ihre Benutzung
freilich erspart viel Zeit und Arbeit: Nachdem man in den Kessel des Auto-
klaven eine mehrere Zentimeter hohe Schicht Wasser geschiittet hat, stellt
man mit Hilfe geeigneter EinsatzgefaBe (s. 0.) oder dhnlicher Vorrichtungen
alle zur Sterilisation bestimmten Glassachen, Nihrboden usw. ein und heizt
mit einer kriftigen Flamme. Der Deckel des Kessels wird aufgelegt, der halb-
kreisformige Stahlbiigel B aufgerichtet und
festgeschraubt. Da das starke Sterilisations-
vermogen nur dem heiflen Wasserdampf, aber
nicht der heifien Luft zukommt, 1468t man erst
diese und noch einige Minuten hindurch Wasser-
dampf kréftiz entweichen und schlieBt erst
dann das Loch bei N mit der Schraube K. Bei
fortgesetzter Heizung steigt der Zeiger des Ma-
nometers; dabei entsprechen

111,7° einem Druck von 1,5 Atmosphiren.?)

120,60 ,, ” » 2 »”
127,80, -, » 2,0 »
133,90 ,, ” » 3 »
139,20 » » 3D »
144,00 ,, » » 4 ”
148,30 ,, " » 4,5 »
152,20 » ) »

Das Schiebergewicht G ist auf dem Hebel B
so zu plazieren, daB das Notventil sich nicht
offnet, bevor der gewiinschte Druck erreicht
ist. Bei 140°C gehen auch die widerstandsfihig-
sten Keime zugrunde ; man unterbricht die Hei- Fig. 4. Autoklay.

1) EckeLmaxn (Ub. Bakt., welche die Fraktionsterilisation lebend iiberdauern.
Zbl, f. Bakt. I, 1518, 48, 140) fordert siebenmaliges Kochen.

2) Bei T befindet sich eine Vorrichtung zum Einsetzen eines Thermometers. Stimmen
die von Thermometer und Manometer abgelesenen Zahlen nicht mit den Tabellen iiberein,
s0-ist damit angezeigt, daf noch Luft im Kessel enthalten ist.
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sung und 1aBt den Apparat langsam abkiihlen, die Schraube K wird gedffnet
und nach dem Erkalten der Deckel gelost. — Ein Autoklav tut nicht nur
beim Sterilisieren, sondern auch beim Anfertigen von Agarlosung gute
Dienste (s. 0.). Auf die Grenzen seiner Verwendbarkeit wird sogleich zuriick-
zukommen sein. —

Wir haben bisher die Frage vernaehléssigt, ob alle Nahrboden gleicher-
maflen eine hohe Erhitzung ertragen. Das ist keineswegs der Fall. So wird
Gelatine in ihrem Krstarrungsvermégen durch anhaltendes Erwérmen auf
100° C und noch mehr durch Erhitzen auf noch hohere Temperaturen (s. o.
5. 47) sehr geschiidigt. Autoklavbehandlung ist daher besser zu vermeiden.
Mileh muB vor der Verwendung als Kulturmedium griindliche Sterilisations-
behandlung durchmachen; da sie sich aber durch langwahrende Erhitzung
auf Siedetemperatur in ibrer chemischen Zusammensetzung veréndert, ist
man auf die fraktionierte Sterilisation angewiesen: GUNTHER!) rat, sie an
drei aufeinander folgenden Tagen je eine Stunde lang im Dampitopf zu
halten und in der Zwischenzeit bei 21° C stehen zu lassen.?) Beim sog.
Pasteurisieren von Milch, Wein, Biei usw. handelt es sich um eine fraktio-
nierte Sterilisation, bei der die Fliissigkeiten gewthnlich mehrmals auf nur
60—80° erhitzt werden. Hohere Temperaturen wiirden unliebsame Zer-
setzungen in ihnen hervorrufen. Es wird in diesen und ahnhchen Fillen oft
geniigen miissen, statt aller in der Fliissigkeit vorhandenen Kelme wenigstens
diejenigen zu vernichten, welche sich auf dem betreffenden Substrat weiter-
entwickeln konnten. Der ,,holder process* oder die ,,Dauerpasteurisierung*
der Mileh begniigt sich mit einmaliger. 20—30 Minuten wihrender Erhitzung
auf 60—649; das ,,Biorisieren*, das zunichst den Zwecken der Milchsterili-
sation dienen soll, totet sehr viele Keime durch eine nur wenige Sekunden
wahrende Zerstaubung der Fliissigkeit, deren Fermente hierbei unverandert
wirksam bleiben.?) — Noch mehr muB man dem Blutserum gegeniiber mit
der Temperatur heruntergehen; dieses liefert schon nach Erhitzung auf 70°
kein klares Néahrsubstrat mehr, sondern triibt sich. Legt man auf Durch-
sichtigkeit Wert, so mul man eine Sterilisation durch wiederholte Erhitzung
auf ca. 56° C anstreben. Viele Keime sterben dabei ab, widerstandsfihige
freilich bleiben am Leben, so daB schlieBlich oft nur eine Auswahl der Kul-
turgldgehen als keimfrei weitere Verwendung finden kann. Bei Verwendung
dieses empfindlichen Mediums empfiehlt es sich, aseptisch zu arbeiten, d. h.
von vornherein das von der Natur gelieferte keimfreie Material steril aufzu-
fangen und vor Verunreinigung sorgféltig zu schiitzen.

1) GUNTHER a. a. O. 8. 213.

2) Uber die ,,sterilisierte” Milch des Handels und ihre Mikrobenflora vgl. z. B.
WEeBER (Arb. kais. Gesundheitsamt 1900, 17, 108).

8) Vgl z B. Scumrrz, Ub. d. Leistungsfihighkeit des LoBeckschen Milchsterilisier-
verfahrens (Ztschr. £ Hyg 1915, 89, 233), PATZSCHKE, Ub. d. Wldere;tandsfahlgkelt v.
Bakt. gegeniib. hohen "temp. (ibid. 1916, 81, 227).
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Dazu bedart es steriler Gefidfle, von welchen wir schon oben sprachen.
Bei ihrer Sterilisation spielt neben der physikalischen Methode auch die che-
mische Desinfektion ihre Rolle. Man reinigt Gefdfe, indem man sie mit war-
mer Sodalosung (1—29%,) wischt, dann mit Wasser, schwacher Sublimat-
16sung (1 oder 2:1000), wiederum mit Wasser und schlieBlich mit Alkohol
ausspils. ‘

Wer aseptisch arbeiten will, wischt bei dieser und &hnlichen Gelegen-
heiten die Hénde in Sublimat- (1:1000) oder Kresolseifenldsung (1 : 100).

Sterilisation durch Licht, vornehmlich durch ultraviolette Strahlen,
deren bakterizide Kraft bei den Methoden der Lichttherapie (Quarz-
Quecksilberdampflampen) verwertet wird und auch zur Gewinnung keim-
freien Trinkwassers herangezogen worden ist, kann in besonderen Fillen
wohl auch im mikrobiologischen Laboratorium bei Vorbereitung bestimm-
ter Nahrboden wertvoll werden. Untersuchungen hieriiber sind noch nicht
angestellt worden.

Uber die Wirkung der Réntgenstrahlen s. den vorletzten Abschnitt des Buches
(Bakterien).

Auf die Lehre von der chemischen Desinfektion kann hier nicht niher ein-
gegangen werden. Nur auf die wichtigsten Mittel sei kurz hingewiesen. — Sublimat
nimmt man gewobnlich in einer Léisupg von 1 oder 2 : 1000, hierzu kénnen noch 5—10
Teile HCl zugesetzt werden (,.Séuresublimatlosung®) oder ebensoviel NaCl. EiweiBhal-
tigen Fliissigkeiten gegeniiber kann Sublimat seine desinfizierende Wirkung insofern ver-
leugnen, als es bei Beriihrung mit diesen wasserunlosliche Niederschlagshdute bildet.
Da sich diese in Weinsdure, Zyankali, Jodkali usw. lésen, begegnet man dem Ubelstand
durch Zusatz solcher Verbindungen zum Sublimat.!) Wie sehr die desinfizierende Wirkung
des Sublimats von dem Gehalt der Losungen an Quecksilberionen abhiingig ist, zeigten
PavL und Kronie?): werden gleichzeitig mit Sublimat andere Chlorverbindungen gelost
und dabei dissoziiert (Chlornatrium u. dgl.), so sinkt demnach die desinfizierende Kraft
des Sublimats (wichtig bei Benutzung der beliebten Chlornatrium-Sublimatpastillen).
In Sublimatlésungen, welche lange stehen, tritt allméhlich eine Zersetzung ein3); um
den Gehalt einer Losung an Sublimat zu priifen, verfihrt man mit Kocu?) folgender-
maBen: man taucht ein Streifchen blank geputztes Kupferblech in die Sublhimatlosung;
wenn nach einer halben Stunde eine deutliche Amalgamschicht sich bildet, kann man
sicher sein, daf mindestens 1 : 5000 Sublimat sich in Lésung befindet.

»Formalin® (40 9 ige wisserige Losung von Formaldehyd) wird mit Wasser
versetzt (z. B. 1 Teil K. und 4 Teile H,0) und erhitzt; die entweichenden Dampfe
desinfizieren kriiftig. Sehr verdiinnte Formalinlésungen eignen sich zum Abwaschen
lebender Naturkprper, die, ohne selbst Schaden zu nehmen, von anhaftenden Bak-
terien befreit werden sollen.

1) Vgl z. B. Larracg, E., Saure Sublimatlisungen als desinfiz. Mittel (D. Med.
Wochenschr. 1887, 866); Beuring, Ub. Quecksilbersublimat in eiweilbalt. Los. (Zbl. .
Bakt. 1888, 3, 27, 64; daselbst weitere Literaturangaben).

2) Vgl. unten ,,Giftwirkungen®.

3) Gegen die Wirkung von Licht und Luft macht Zusatz von Siure oder NaCl
widerstandsfihig; vgl. BEHRING a. a. O., VieNoN in C. R. Acad. Se. Paris 1893, 117, 703 u. a.

4) Uhb. Desinfektion (Arb. a. d. kaiserl. Gesundheitsamt 1881, 1, 234, 278).

Ktster, Mikrovrganismen 8. Aufl. 4
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Wasserstoffsuperoxyd ist zur Sterilisierung der Milch, Kaliumpermanganat-
Salzsdure (1 %ige Losung + 1 %) als kriftiges Agens von Paur und Krionicl)
empfohlen worden. Ob insbesondere Ozon fiir die Zwecke der Organismenkultur sich als
Desinfiziens dienstbar machen lieBe, mu noch- dahingestellt bleiben. Uber »iungizide“
Mittel siehe spiter (Kapitel Pilze).

Will man aus irgendeinem Grunde jegliche Erwidrmung vermeiden und
iiberhaupt die in Frage kommenden Keime nicht toten, sondern entfernen, so
muf man zur mechanischen Reinigung der Flissighkeit seine Zuflucht nehmen
und die Néhrlosung durch ein Filter laufen lassen, das alle Keime zuriick-

Wasserstrahlluftpumpe in Verbindung gebracht, der Heber links dient zur
sterilen Entnahme des Filtrats. Die Filterkerzen werden mit verschiedener
Porenweite geliefert; es gelingt solche, welche noch als allzu durchlissig
sich erweisen, durch FEinsaugen einer ‘sterilen, wisserigen Kieselgurauf-
schwemmung (0,1: 100) zu verbessern.*)

Bei der Benutzung von Filtern ist zu beachten, daB, giinstige Bedingun-
gen vorausgesetzt, manche Bakterien schon binnen 24 Stunden die Filter
durchwachsen und diesen damit ihre Bakteriendichtigkeit nehmen kénnen.
Die verschiedenen Filtersorten, ja sogar verschiedene Exemplare einer Art

1) Kr6§16 u. PauL, Die chem. Grundlagen d. Lehre v. d. Giftwirk. u. Desinf. (Ztschr.
t. Hyg. 1897, 25, 1, 77{f.).

2) EIsENBERG, Pm., Uber spezifische Adsorption v. Bakterien (D. Med. Wochenschr.
1918, Nr. 23; dort weitere Literatur).

3) Ub. die Wirkung verschiedener Filter vgl. Referat iib. WoopHEAD u. CART-
WRIGHT in BAUMGARTENs Jahresbericht 1895, 11.

4) Hzssk, Weitere Studien iib. d. Bakteriennachweis m. d. Berkefeldfilter (Ztschr. f.
Hyg. 1912, 70, 311).
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verhalten sich hierbei ungleich, so daB sich keine allgemein giiltigen Angaben
machen lagsen.!) Uber die Durchlissigkeit der Filter fiir groBere Organismen
(Bodo ovatus!) vgl. SPIEGEL.?)

Bei Besprechung der in den gebrauchten Nahrlgsungen sich anhdufen-
den Stoffwechselprodukte wird noch einmal auf die Verwendung und Be-
handlung der Filtrierkerzen zuriickzukommen sein.-

Organismen, welche Filter erwéhnter Art zu passieren vermégen, heifen
filtrierbar. Man spricht bei manchen Infektionskrankheiten von einem patho-
genen , filtrierbaren Virus®, weil in den durch das Filter gelaufenen Korper-
siften erkrankter Tiere noch ein infektionsfdhiges Agens vorhanden, aber
mikroskopisch. keine Bakterien mehr nachweishar sind (siehe Ultravisible
Mikroben . 180). —

Ist eine Losung oder ein Nahrboden anderer Art auf die eine oder andere
Weise keimfrei gemacht worden, so bleibt seine chemische Zusammensetzung
im wesentlichen unveréindert. Geringer ,,autolytischer* Verdnderungen wird
man freilich stets gewdrtig bleiben miissen.?)

2. Form der Kulturen.

Bei der Wahl der Form, die wir unserer Kultur geben wollen, und der
Gefdlle, in welchen sie untergebracht werden soll, missen wir zweierlei be-
denken: einmal sollen die in der Kultur untergebrachten Organismen der Be-
obachtung zuginglich sein, und auBerdem miissen die KulturgefdBe sich so
verschlieflen lassen, daBl der Niahrboden vor dem Zutritt fremder Organis-
men und die Kultur vor Verunreinigung und ,,Infektion* mit solehen bewahrt
bleibt. Um der zweiten Forderung zu geniigen, nimmt man Réhren, Flaschen,
Kolben oder dgl., die sich mit Watte verschlieBen lagsen, — oder man bedient
sich glédserner Dosen, Schalen oder dgl. mit fibergreifendem Deckel. In wel-
cher Grofle man die jeweils bevorzugte Gefd8form wihlt, wird davon ab-
hiingen, ob man die Organismen lange Zeit hindurch beobachten und ihnen
viel Spielraum zur Entwicklung geben will oder nicht, ob man auf die Ge-
winnung ansehnlicher Organismenmassen (z. B. zum Zweck chemischer Ana-
lyse)Wert legt oder nicht?) u.a.m. Alle méglichenVariationen in der Form der

1) Esmarcn, Uber kleinste Bakt. u. d. Durchwachsen v. Filtern (Zbl. f. Bakt., 1,
1902, 32, 561); HorsTADTER, E., Ub. d. Eindringen v. Bakt. in feinste Kapillaren (Arch,
f. Hyg. 1905, 53, 205); Hessg, Z. Techn. d. Methode d. Nachweises v. Keimen usw. (Zbl
f. Bakt. I, Orig., 1913,:70, 331); Serrta, Priifung tragbarer Wasserfilter usw. (Arb. Gesund-
heitsamt 1915, 50, 262); dort zahlr. Literaturangaben.

2) Ub. d. Vernichtung v. Bakt. im Wasser durch Protozoen usw. (A. f. Hyg. 1918,
80, 283).

8) Uber Alkoholbildung in steriler Wiirze vgl. K1.6cxEr, Ub. d. Nachweis kL Alk.-
mengen in girenden Flissigk. (Zbl. f. Bakt. 1T, 1911, 31, 108).

4) Ob besondere Gr5Be der angewandten KulturgefiBe auch fiir die qualitative
Entwicklung der Organismen bedeutungsvoll werden kann, bedarf noch niherer Analyse.
WenMER (Klein. mykol, Mitteil., Zbl. {. Bakt. If, 1897, 3, 149) fiihrt die reichliche Aus-

4%
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Kulturgefifie sind bereits ausprobiert worden; es wird geniigen, wenn wir
auf diejenigen hinweisen, die’ wegen ihrer Billigkeit und Handlichkeit all-
gemeine Anerkennung und Beliebtheit fir sich in Anspruch nehmen kénnen.

1. Reagenzgliser — z. B. solche von 13 ¢m Léinge und 13 mm Weite —
gestatten, auf bescheidenem Raum eine grofie Anzahl Kulturen unterzabrin-
gen. Fiir Organismen jeder Art, fiir feste und flissige Nahrbdden sind sie taug-
lich. Man fiillt etwa 1/, bis 1/, des Rohrchens mit dem Néhrsubstrat an, — han-
delt es sich um gallertartige Nahrboden, so kann man diese nach der letzten
Sterilisation je nach Bediirfnis entweder bei vertikaler Stellung des Reagenz-
glases oder schrig liegend erstarren lassen; im ersten Fall hat die Gallerte
nur wenig freie Oberfliche, im andern relativ viel. Ist der Nahrboden
»schriag® erstarrt, so bildet er unten eine dicke, weiter oben eine diinne
Schicht; dieser Unterschied 148t fir die Mikroorganismen in den verschie-
deren Teilen der Kultur verschiedene Lebenshedingungen zustande kommen,
die unter Umstédnden fiir die Entwicklung der Kultur bedeutungsvoll
werden konnen.

Sorgfalt erfordert der Watteverschluf, der nicht zu locker aufsitzen und
nicht zu fest eingepreBt sein darf. Der WatteverschluB 146t beim Sterilisieren
Luft und Wasserdampf durchtreten und beim Abkiihlen des erhitzten Glidschens
Luft von auflen eintreten; die Watte halt dabel als Bakterienfilter alle frem-
den Keime fern. Die Durchldssigkeit des Watteverschlusses erklirt es ohne
weiteres, daf bei wochen- und monatelang autbewahrten Kulturen die Nahr-
losungen sich vermindern und die Gallerten schrumpfen; gelegentlich finden
auch einmal ein fremdes Bakterium oder ein Schimmelpilz den Weg ins
Innere. Um beides nach Moglichkeit zu verhindern, bindet man den Watte-
kopf der Kultur mit Pergamentpapier zu oder setzt die von Weinflaschen her
bekannten Bleikapseln auf oder eigens zu diesem Zweck konstruterte Glas-
hiitchen.?) Auch ist empfohlen worden, durch Eintauchen in Wasserglas
oder durch Paraffinteren die Watte mit einer undurchldssigen Schicht zu
versehen.?)

In Reagenzglisern kamm man auch Kartoffel- und Mohvritbenstiickehen
und andere feste Nahrboden unterbringen. Reagenzgliser mit einer ,,Hin-
ziehung®* (nach Rovux), auf welcher das Kartoffelstiickechen liegen soll (s. 0.),
sind in den Werkstitten fir hygienisch-bakteriologische Utensilien zu haben:
sie sind @ibrigens auch fitr den Anfinger leicht herstellbar. Bei Verwendung

bildung der Sklerotien von Aspergillus niger und ihre stattliche Grofe, die er manchmal be-
obachten konnte, auf die Grofe der vom Pilz ausgekleideten Oberfliche zuriick u. a. m.
Es wére nicht ausgeschlossen, daf das Verhiiltnis zwischen der Masse der Organismen und
der disponiblen Nihrldsung indirekt Einfluf auf die Entwicklung der Kultur bekommen
kénnte.

1) Vgl. z. B. Burrr, Verwend. eines luft- u. bakteriendichten neuen Verschlusses bei
bakt. Arb. (Zbl. f. Bakt. II, 1895, 1, 627).

2) BartoscuEwITscH, S., Die feuerfesten Wattepfropfen f. d. bakt. Probmrglaser
(Zbl, f. Bakt. 1888, 4, 212),
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von Reis und andern Nahrbdden, die in groBerer Masse zur Verwendung
kommen sollen, sind Kochkolbehen oder Erlenmeyer empfehlenswert.

Handelt es sich darum, Kulturen mit méglichst viel Oberfliche an-
zulegen, so kann man sich der Esmarcmschen Rollkulturen (Rollplatten)
bedienen.!) Die mit Gelatine und mit Organismen beschickten Reagenz-
glidschen werden unter stromendem Leitungswasser in horizontaler Richtung
gedreht, bis die Gallerte erstarrt. GroBere GefdBe wie Kolben und weit-
halsige Erlenmeyer eignen sich manchmal fiir denselben Zweck. Auch Agar
148t sich zu Rollkulturen verarbeiten.?) Wenn diese auch schon des geringen
Umfanges der Reagenzgliser wegen viele Vorteile haben, so bedient man sich
doch bei Kultur der Bakterien und groferen Organismen vorzugsweise der
im folgenden zusammengestellten Methoden.

2. Eine der Untersuchung leicht zugéngliche Oberfliche gewinnt man
bei Kultur auf Glasplatten oder in (lasschalen. Kocu (a.a. 0.) schlug als
erster vor, Gelatine auf sterilisierte Objekttrager oder noch gréBere Platten
auszugiefien, die ohne weiteres mikroskopisch durchmustert werden konnen.
Da aber Sterilisation und GieBen grofier Platten immerhin umstdndliche
Manipulationen sind, bedient man sich in den meisten Féllen mit Vorteil der
von PErr13) eingefiithrten Glasschalen. Diese bestehen aus einem ca. 1em
hohen unteren Teil und einem Deckel mit ibergreifendem Rand; der Durch-
messer betréigt ca. 10 em. Die Petrischalen kommen in verschiedenen Modi-
fikationen zur Verwendung und neben ihnen eine Reihe anderer Schalen
und Glasdosen verschiedener Hohe und Weite, unter welchen nach Bediirfnis
zu wihlen ist. In Schalen vom iiblichen Format gieBt man gewdhnlich 30 bis
40 cem der Nahrflussigkeit oder der verfliissigten Gelatine. Ihres Verschlusses
wegen empfehlen sich Glasdosen mit weit tibergreifendem, eventuell mit ein-
geschliffenem Deckel (nach EswmarcH), sowie Dosen, deren aus starkem
Spiegelglas gefertigte Deckel mit einer eingeschliffenen Rinne auf die Unter-
lage paBt. Durch geschicktes Neigen 146t man nach dem Einfillen von
Gelatine oder Agar das verflissigte Nahrsubstrat sich gleichmiBig in der
Schale verteilen, so dal der ganze Boden der GefiBle bedeckt wird. Kr-
starrt der Néhrboden in schrdger Lage, so kommen wieder die Ungleich-
mifigkeiten in den Lebensbedingungen zustande, von welchen soeben die
Rede war (5. 0.).

Auch bei vorsichtiger Behandlung vermag der VerschluB, den der ibei-
greifende Deckel der Petrischalen gestattet, die Kulturen oft nicht vor Ver-

1) Uber eine Modifik. des Kocuschen Plattenverfahrens usw. (Ztschr, f. Hyg. 1886,
1, 293).

2) Frinkgr, Ub. d. Kultur anaérob. Mikroorg. (Zbl. f. Bakt. 1888, 8, 767) nimmt
fiir Rollkulturen 29, Agar, da bei schwicheren Konzentrationen der Agar sich zu leicht
vom Glase loslost; 29iger hat treilich die listige Eigenschaft, sehr friilh zu erstarren.

3) Eine kl. Modifik. d. Kocnschen Plattenverfahrens (Zbl. f. Bakt. 1887, 1, 279).
Neue verbess. Gelatineschilchen (ibid. 1900, 28, 79).
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unreinigungen zu schiitzen. Die sog. Sovka- Flischchen verbinden die Vor-
teile der Schalen mit denen der Reagenzgléser: sie gleichen flachen Flaschen,
deren Offnung mit Watte verschlossen wird; nach Einfiillen von Gelatine
oder Agar legt man sie horizontal, damit nach dem Erstarren der Gelatine
eine plattendhnliche Kulturfliche disponibel wird.

3. Soll eine Kultur dauernd zur mikroskopischen Priifung bereit sein,
s0 bedient man sich des ,,hdngenden Tropfens®. — Wenn ein primitives
Verfahren geniigt, so trigt man den Tropfen, der die Organismen enthéls,
unmittelbar auf den Objekttriger auf; fiir manche Fille, die freilich nur
durch Ausprobieren gefunden werden, ist diese einfache Methode, welche
den Organismen reichliche Luftzufuhr garantiert, die beste; zumeist aber
wird es notig sein, die ausgesdten Organismen vor Infektion zu schiitzen.
Das wird erreicht durch die Kultur im hingenden Tropfen. Geeignet fiir
dieses Verfahren sind Objekttrager mit eingeschliffener Konkavitit: Man legt
iiber diese das Deckglaschen, an dessen Unterseite ein Tropfchen Nahrlosung
(oder ein erstarrter Tropfen Gelatine oder dgl.) héngt; — oder man kittet
auf den Objekttrager eine 0,5—1 cm hohe ringférmige Glasleiste oder einen
dhnlichen geeigneten Glasring an, auf welchen das Deckgldschen aufgelegt
wird. Deckgliser und Objekttriger werden zum Zwecke der Sterilisation
durch die Flamme gezogen; GUNTHER (a. a. O. 8. 237) macht darauf auf-
merksam, daB eine allzu weitgehende Erhitzung der Deckgléser deren vollige
Entfettung herbeifithrt, und auf vollig entfetteten Glésern aufgetragene
Tropfehen (infolge der Benetzbarkeit des Glases fiir Wasser) sich sogleich
ausbreiten. — Die Deckgldser werden durch Vaseline mit ihrer Unterlage
verbunden. — Geniigt z. B. bei Pilz- oder Algenkulturen eine ,relative‘
Sterilisation, so kann man statt der Glasringe durchlochte quadratische
Pappscheibchen nehmen, die einige Augenblicke in kochendes Wasser ge-
taucht und wasserdurchtrinkt aufgelegt werden. Alle diese Objekttriger-
kulturen bringt man auf einem Teller und auf geeigneten Drahtgestellen,
die auch ein improvisierter Aufbau ersetzen kann, unter eine Glasglocke,
die man nétigenfalls innen mit feuchtem Filtrierpapier auskleidet. Auf den
Teller selbst schiittet man ebenfalls Wasser auf. Glocken aus pordsem ge-
branntem Ton?!) haben den Vorzug, daB sie den von ihnen umschlossenen
Raum nicht nur feucht, sondern auch kiihl erhalten.

Komplizierter sind die feuchten Kammern, welche RECKLINGHAUSEN,
BrEFELD u. a. konstruiert haben, und iiber deren Verwendung — zumal
fir mykologische Zwecke — BrEFELD?) sich ausfithrlich duBert. Die von
ihm konstruierten Kammern bestehen aus einem parallelwandigen (Deck-
glasdicke), rundlichen, glisernen Raum; rechts und links befindet sich
ein Zu- und AbfluBrohr. Durch diese leitet man Nahrlosung mit Orga-

1) Rosam, A., Pordse Kulturkammern (Zbl. f. Bakt. 1T, 1908, 20, 154).

2) Botan. Unters. {ib. Schimmelpilze, 4. Heft, 1881, 17ff. BrereLDsche Kammern
liefern AvtMaNN-Berlin u. a.
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nismenkeimen in die Kammer und entleert diese wieder. Die an der Glas-
wand haften gebliebenen Keime mit der adhérierenden Nihrlosung stellen
die Kultur dar, welche der mikroskopischen Beobachtung dauernd zuging-
lich ist.

Bei der Beurteilung der in Tropfenkulturen beobachteten Frschei-
nungen sind mancherlei physikalische Wirkungen zu beriicksichtigen.
— Die Oberflichenspannung der Tropfen iibt auf Amoében, Ziliaten, Bak-
terien und Flagellaten Beriihrungsreize') aus; Botrytis bildet ,,Haftorgane‘
an dem Oberflichenhiutchen. In erstarrten Gelatinetropfen bilden die vom
Innern herauswachsenden Pilzfaden an der konsistenten Oberflichenschicht
Appressorien.’) Ob gewisse Wachstumsabnormititen, welche die am Rande
flacher Kulturtropfen liegenden Organismen zuweilen auffiillig machen, auf
die Wirkung des Oberflichenhdutchens
zuriickzufithren sind, mag dahingestellt
bleiben.

4. ScumaupiNNs ,,Mikioaqua-
rium* dirfte sich zur Kultur von
Mikroben eignen, wenn diese einer stin-
digen mikroskopischen Beobachtung zu-
ginglich bleiben sollen. In einen Objekt-
triger wird (Fig. 6 A) ein viereckiger Aus- ~ Tig 6. Mikroaquarium nach SCHAUDINN.
schnitt geschliffen, und auf beiden Sei- A Flichensnsicht, B Proflansicht
ten des Objekttrigers mit kochendem Kanadabalsam ein Deckglischen an-
gekittet (b); rechts und links werden schmale Glasstreifen als Schutzleisten
(¢) angebracht.®) Die Beobachtung der in dem Hohlraum @ befindlichen
Mikroorganismen erfolgt selbstversténdlich mit dem Horizontalmikroskop.

3. Isolierung und Reinkultur.

Bakterienhaltige Fliissigkeiten, pilzdurchwucherte Exkremente oder
irgendwelche Algenpolster, in welchen sich die uns interessierenden Orga-
nismen finden, stellen so gut wie immer ein Sammelsurium der verschieden-
sten Formen, eine Anhdufung von Organismen aus verschiedenen Klassen
des Tier- und Pflanzenreiches dar, und um einen von diesen zu erforschen,
miissen wir ihn von den andern isolieren und auf irgendeinem Wege zur
Reinkultur des betreffenden Lebewesens gelangen. Fir manche Fragen
mag es geniigen, wenn auBer dem zur Untersuchung gewihlten Orga-

1) Massarr, La sensibilité tactile chez les organismes infér. (Journ. soc. méd. et nat.
Bruxelles 1890).

2) Bifseex, M., Ub. einige Eigenschaften d. Keimlinge paras., Pilze (Bot. Zeitg. I,
1893, 51, 53, 57). Weitere Angaben auch bei Duccar (Bot. Gaz. 1901, 31).

3) ScHAUDINN, FR., Ein Mikroaquarium usw. (Ztschr. f. wiss. Mikr. 1894, 11, 326).
Dort auch Hinweise auf F, E, Scnurzes ,,Deckglasaquarium* und Coris ,,Objekttisch,
aquarium®,
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nismus kein ihm &hnlicher, der zu Verwechslungen AnlaB geben kénnte, in
der Kultur sich befindet, und es wird fiir viele Zwecke nicht schaden, wenn
z. B. in Kulturen griiner Algen noch Bakterien sich ansiedeln. Fir andere
Arbeiten aber, z. B. wenn es sich um erndhrungsphysiologische Unter-
suchungen handelt, werden Mitbewohner jeder Art strengstens auszu-
schlieBen sein.

Wie gelangen wir zu emer Reinkultur? Wie ermoglichen wir eine
Trennung der mikroskopischen Lebewesen voneinander? Zwei Wege
stehen uns offen: einmal die mechanische Trennung der Lebewesen und
ferner die biologischen Methoden, welche mit den physiologischen Eigen-
ttimlichkeiten der Mikroben rechnen, und durch welche es gelingt, in einem
(Gemisch von Organismen die einen fernzuhalten, andere zuzulassen. Die
mechanischen Methoden sind fir alle Organismen in gleicher oder #hn-
licher Weise anwendbar. Das Auffinden biologischer Methoden stellt natur-
gemif bei jedem Organismus neue Anforderungen an die Sachkenntnis und
den Scharfsinn des Forschers.

a) Mechanische Methoden.

Das Einfangen einzelner Mikroorganismen aus irgendeinem {fliissigen
Medium, die gewaltsame Trennung. von ihren Nachbarn erfordert ver-
schiedene Methoden je nach der GroBe und der Empfindlichkeit der Orga-
nismen und den Anforderungen, die man an die Reinheit des gewonnenen
Materials stellt. Im einfachsten Falle tut es ein schlichter, zur Kapillare
ausgezogener Stechheber, eine Pipette mit Gummikappe oder dgl.t): bei
der Isolierung von Protozoén, groBever Flagellaten und Algen u. a., die
schon bei schwacher VergroBerung deutlich sichtbar sind, fithrt dieses Ver-
fahren zum Ziele. Ogara und Warxer?) isolieren schnell schwimmende
Mikroorganismen (Flagellaten, Protozoén) in der Weise, daB sie in Kapil-
laren von mehreren Zentimetern Linge zuerst Wasser (oder eine andere ge-
eignete Flussigkeit) und dann das mikroorganismenhaltige Medium ein-
stromen lieBen. Unter dem Mikroskop verfolgt man das Schicksal der
letzteren: sobald eines der Lebewesen hinreichend weit in der Réhre vor-
gedrungen ist, bricht man hinter ihm die Kapillare ab und tbertrdgt ey
auf einen geeigneten Nihrboden.

1) Vielseitig verwendbar ist BEYERINCKS ,,Kapillarhebermikroskopiertroptentlasche-:
(Zbl. f. Bakt. 1891, 9, 589), die sich von einer gewihnlichen Spritzflasche dadurch unter-
scheidet, daB das Abfluirohr wie bei einem Saugheber einen tief herabfithrenden duBleren
Schenlkel hat und das Wasser der Flasche ausilieBen lassen wiirde, wenn nicht seine Spitze
kapillar ausgezogen wire. Erst, bei Beriihrung der Rohrmiindung mit einem Objekttriger
oder dgl. flieBt ein Tropfen aus, dessen GroBe man beliebig regeln kann. Bei Riickwiirts-
neigung des Apparates arbeitet der Heber im entgegengesetzten Sinne und nimmt von
aullen zugefithrtes Wasser in sich auf.

2) WaukER, E. L., The cultiv. of the parasitic Flagellata and Ciliata of the intestinal
tract (Journ. med. res. 1908, 18, 487).
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OenLeRr?) 1iBt die organismenhaltige Fliissigkeit in zarte Kapillaren
eindringen: mit dem Mikroskop unterrichtet man sich iiber die Verteilung
der Organismen in demRohrehen ; wo ein Organismus 2—38 mm von den nichst-
liegenden entfernt liegt, zerschneidet man die Kapillare. Dag Stiickchen,
welches den isolierten Organismus enthilt, wird fir die Aussaat benutzt.

Absolute GewiBheit dariiber, daB alle in einer Kultur vereinigten Orga-
nismen einer Spezies angehoren, haben wir bei der formalen Ahnlichkeit
vieler Arten nur dann, wenn alle Individuen nachweislich Nachkommen
einer Zelle, unsere Kulturen , Einzellkulturen‘ sind. Beim Arbeiten mit
kleinen Pilzsporen oder gat mit Bakterien ist es nicht leicht, die unerlifliche
Trennung der Individuen voneinander zu erreichen. BREFELD?) war der
erste, der diese Forderung erfiillte. Eine kleine Menge sporenhaltiger Flissigkeit
wurde vonihm so weit verdiinnt, daB schlieBlichin einem Tropfehen davon durch-
schnittlich nur eine Spore vorhanden war. Damit war das Prinzip der Ver-
diinnungsmethode, nach welchem mit geringerer Genauigkeit auch NiesLi
und PAsTEUR?) arbeiteten, und welches auch spiaterhin nach mancherlei Modi-
fikationen sich zuginglich erwies, gefunden.

Linpners Tropichenmethode?) besteht darin, daB man Wirze oder eine
andere Néhrlosung mit- Hefen oder Pilzsporen verriihrt und mit einer Schreily-
feder kleine Tropfen der Fliissigkeit auf ein Deckglischen auftrigt. Die Deck-
gliser werden, so wie es zur Untersuchung héngender Tropfen (5. 0.) not-
wendig ist, hergerichtet und mikroskopisch gemustert. Diejenigen Tropichen,
in welchen zufillig nuv eine Zelle liegt, werden zum Zweck weiterer regel-
méBiger Beobachtung besonders markiert. Befindet sich in allen Trépfchen
mehr als eine Zelle, so mufl man das Ausgangsmaterial noch weiter verdiinney
und das Auftragen der Tropfchen noch einmal vornehmen.

Solange man die in einem Tropfen suspendierten Zellen so leicht kon-
trollieren kann, wie bei Hefen und anderen Organismen von betrichtlicher
GroBe, geniigen diese Verfahven sehr wohl. Anders wird es bei Untersuchung
der relativ schwer wahrnehmbaren DBakterien. BurrIs Tuscheverfahren
(Tuschepunktkultur) heseitigt diese Schwierigkeiten.?) Fliissige Perltusche®)
wird mit Wasser verdiinnt (1 : 10) und in Reagenzglésern mit Bakterien be-
impft. Nach guter Durchmischung werden von der schwarzen Flissigkeit
kleine Tropfchen von 0,1—0,2 mm Durchmesser mit einer sterilisierten

1) Omucer, Ub. d. Gewinnung reiner Trypanosomenstimme (Zbl, f. Bakt. T, Otig..
1913, 67, 569).

2} Botan. Unters. iib. Schimmelpilze, 1881, Heft. 1V, dort Hinweise auf friihere
Arbeiten des Verf.

3) Genauere Mitteilungen iiber die Geschichte der Reinkulturmethoden bei Scrox-
rerp, F., Ubersicht iib. d. Meth. zur Reinziichtung v. Mikroorg. (Zbl. f. Bakt. 1T, 1895,
1, 180).

4) Mikrosk. Betriebskontrolle in den Girungsgewerben, 4. Aufl., Berlin 1905, 201ff.

5) Burri, R., Das Tuscheverfahren. Jena 1909.

6) Eine geeignete Tusche ist von GRUBLER zu beziehen.
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Zeichenfeder auf einer frisch gegossenen und erstarrten Gelatineschicht auf-
getragen und nach dem Eintrocknen mit einem abgeflammten Deckglidschen
bedeckt. Unter dem Mikroskop kontrolliert man dann, wieviel Keime in den
schwarzen Tropfchen liegen: die Bakterienzellen heben sich weill auf schwar-
zem Grunde ab, und es ist daher jedesmal leicht zu {ibersehen, ob eine Isolie-
rung gelungen ist oder nicht. Ist das erstere der Fall, und soll der isolierte
Organismus in irgendein KulturgefdB iibertragen werden, so hebt man daz
Deckglas ab, nachdem aus der isolierten Mutterzelle eine kleine Kolonie ge-
worden ist — die keimhaltigen Tropfchen bleiben an ihm haften —, und iiber-
tragt einen Teil der neu gewonnenen Kolonie oder die ganze in ein geeignetes
Nihrsubstrat.

Schon seit mehr als einem Menschenalter in Gebrauch ist Kocus Ver-
fahren, auf dem Wege der Verdiinnung Bakterien zu isolieren?): es unter-
scheidet sich von der soeben angefiihrten Burrischen Methode dadurch, dal
eine mikroskopische Kontrolle der gelungenen oder nur angestrebten Iso-
lierung bei ihm sich nicht ermdglichen 148t, und man bei Beurteilung der
vorgenommenen Manipulationen und ihres Erfolges auf Wahrscheinlich-
keitsschliisse angewiesen ist. In ca. 10 cem verfliissigter Néhrgelatine
wird ein Probchen von dem bakterienhaltigen Ausgangsmaterial iibertragen,
indem man entweder ein kleines Quantum Iliissigkeit mit einer feinen
Pipette oder eine noch kleinere Menge durch Eintauchen und Abspiilen
einer Platinnadel in die Gelatine tibertrigt. Durch Umrithren mit der
Platinnadel oder durch Schiitteln sucht man die tibertragenen Keime mog-
lichst gleichméBig in der Gelatine zu verteilen; dann giefit man sie in eine
sterilisierte Petrischale oder dgl. aus. Auf der Néhrgelatine entwickeln sich
nun die Keime, und wenn die Isolierung der einzelnen Bakterien voneinan-
der gut gelungen ist, so entstehen auf der Gelatine Kulturen, die sich von
einer Zelle ableiten, denn die in der Gelatine verteilten Keime bleiben
in ihr eingeschmolzen und an dem Orte, an den der Zufall sie gebracht
hat, dauernd fixiert; und selbst dann, wenn es sich um bewegliche Formen
handelt, bleibt die Nachkommenschaft der einzelnen Zellen gehiuft bei-
sammen. i

LaBt sich annehmen, dafl das Ausgangsmaterial sehr keimveich ist, so
treibt man die Verdiinnung noch weiter, indem man aus dem ersten infizier-
ten Gléschen nach dem Schiitteln abermals eine kleine Probe mit dem Platin-
draht in ein zweites, zundchst noch steriles Glaschen tibertrigt und dieses —
nach griindlicher Verteilung des Aussaatmaterials — in die Petrischale gief3t,
falls man es nicht vorzieht, vorher noch eine dritte und vierte Verdiinnung
anzufertigen.

Dieselben Methoden, welche eine Reinkultur vorbereiten helfen, ermog-
lichen es auch, die in einem bestimmten Quantum Wasser enthaltenen Keime

1) KocH, Zur Untersuch. pathogener Organismen {Arb. a. d. Kéiis. Gesundheitsamt
1881, 1, 1, 184f.).



Burris Methode, Schoutens Verfahren 59

zu zéhlen. Hierauf vor allem beruht die bakteriologische Wasseranalyse.
Uber sie und iiber die Methoden der ,,biologischen Luftanalyse gibt eine
umfangreiche Spezialliteratur Auskunft, auf die hier nur kurz hingewiesen
werden kann.') —

is Koous Methode, die unbedingt zu den technischen Grundlagen der
wissenschaftlichen Bakteriologie gezdhlt werden muB, hat verschiedene
Schattenseiten: man rechnet bei ihr mit der Wahrscheinlichkeit und nimmt
anderseits die Launen des Zufalls, der einer erfolgreichen Isolierung im Wege
stehen konnte, in Kauf. Es fehlt bei ihr die mikroskopische Kontrolle dar-
iiber, ob wirklich die Kolonien sich nur von einer Zelle herleiten. Ferner ist
gie an das Material der Gelatine gebunden, die keineswegs allen Mikroorga-
nismen zusagt. Auch ge- E{J L
stattet die Koonsche Me- HLL:;%
thode ebensowenig Wie Cum al ﬁ}? N_0
die Burrische, eine be- v
stimmte Mikrobenzelle, T #R "
die unter dem Mikroskop
ausgesucht werden kann,
als Aussaatmaterial und Ny y
Stammzelle einer Kultur Fig. 7. ScHOUTENS Isolierapparat.
zu verwenden. Hochste Vollendung in der Kunst, selbst die kleinsten Mikro-
organismen individuell zu behandeln, bringt ScmouTENs Isoliermethode.?)
ScHOUTEN unternimmt es, mit feinen Instrumenten unter dem Mikroskop
Bakterienzellen usw. auszulesen, zu isolieren und zu kultivieren und die
Nachkommenschaft nach Belieben zu sortieren; die Operation wird von A
bis Z unter dem Mikroskop ausgefiihrt mit feinsten Glasnadeln, deren Be-
wegungen zu regeln folgende Vorrichtung gestattet. In Fig. 7 sind von dem
Mikroskop der FuBl JJ gezeichnet, der auf dem Biigel B der Metallplatte 4
aufruht, der Spiegel I, die Irisblende H, der Beleuchtungsapparat &, der Ob-
jekttisch F und das Objektiv K. Auf dem Objekttisch befindet sich eine
feuchte Kammer, die als ,,Isolierkammer* (L) eine besondere Konstruktion
hat. Ihre linke und rechte Seitenwand némlich sind mit einem horizontalen
Spalt versehen, der mit dickem Ol verschlossen werden kann. Durch diese
sind zwei Glasnadeln M, deren Form Fig. 8 veranschaulicht, gestochen. ,,Zwei
Glasstiicke, die sich oben an den Spalten befinden, kénnen weggenommen

1) Vgl. z. B. MEz, C., Mikrosk. Wasseranalyse, Berlin 1898; Wicamany, H., Die
technisch mykol. Analyse des Wassers (LAFars Handb. d. techn. Mykol., Jena 1905 3,
334); Konw, E., Z. Biol. d. Wasserbakt. (ZbL f. Bakt. I1, 1906, 15, 690); Hessg, W., Ub.
quantit. Bestimmung d. in d. Luft enthalt. Mikroorg. (Mitteil. a. d. Kais. Gesundheitsamt
1884, 2, 182); Prrrr, Zusammenfass. Bericht iib. Nachw. u. Best. d. pflanzl. Mikroorg.
in d. Luft (Zbl. f. Bakt. 1887, 2, 113, 1b1).

2) ScHouTeN, S. L., Reinkult. aus einer unter d. Mikr. isol. Zelle (Ztschr. f.
wiss, Mikr. 1905, 22, 10), Meth. z. Anfertig. d. glisernen Isoliernadeln usw. (ibid.
1907, 24, 258).
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werden, wenn man die Nadeln herausnehmen oder wieder an ihren Platz brin-
gen will. Wenn man sie zu diesem Zwecke jedesmal wieder durch den Spalt
stecken miiBte, so wiirde man Gefahr laufen, die feinen Spitzen, auf die alles
ankommt, abzubrechen.” Die feuchte Kammer kann vermittels des beweg-
lichen Objekttisches verschoben werden; man legt auf sie das Deckglas, an
dessen Unterseite die Isolierung vorgenommen werden soll. ,,Die Nadeln sind
jede an einem Halter IV befestigt, der sich auf einem Kupferstab O befindet,
der um einen Punkt P drehbar ist. Am Ende des Stabes befindet sich ein
rundes Stahlplittchen, vermittels dessen er auf einem vertikalen Stab R
ruht. R kann vermittels des Triebes S auf- und niedergeschraubt werden.
— Bs versteht sich von selbst, daB die Spitze von M in die feuchte Kammer
nach unten geht, wenn R nach oben geschraubt wird, und umgekehrt. Die
Schraube an R hat eine ziemlich feine Ganghéhe, und der Hebelarm O ist
ungefihr doppelt so lanhg, als der Abstand P bis zur Spitze der Glasnadel.
Man kann somit sehr geringe Veranderungen zustande bringen. Der Dreh-
punkt P wird durch eine Kupferstange V getragen, welche an den Sgulen 7
e N9J befestigt ist. — Die Halter N kann man
mit den Glasnadeln bequem von dem

Instrumente nehmen, wenn die Glas-
G — N¢2 ctiickehen, welche die Seitenspalten be-

Fig. 8. SC1MOUTENS Isoliernadeln, decken, weggenommen sind.“

Die in Fig. 8 dargestellten Glasnadeln — Nx. 2 mit einem ,,Auge’* (Durch-
messer 9 g, Drahtdicke 25 u) — sind zur Isolierung kleinster Organismen
geeignet. Man setzt das Mikroskop auf den Isolierapparat, bringt in die
Nadelhalter N Glaserkitt und legt darauf die Nadeln so, daB die umgeboge-
nen Enden nach oben weisen, sich beinahe mitten unter dem Objektiv be-
rithren und sich etwas tiefer als der obere Rand der Isolierkammer befinden.
. Dann legt man die losen Stiicke wieder autf die Seitenspalten und ein Deck-
glag auf die Isolierkammer. Nun driickt man die Nadeln so tief in den Glaser-
kitt, dafl die Enden bei einem ungefihr horizontalen Stand durch Bewegung
der Triebe S die Unterseite des Deckglases berithren konnen, aber auch min-
destens 2 mm nach unten bewegt werden konnen.” Auf das Deckgldschen,
auf welchem die Isolierung vor sich gehen soll, setzt man nun einige kleine
Tropfchen der bakterienhaltigen Iliissigkeit, die notigenfalls vorher so weit
verdinnt werden muB, dafl man die Lebewesen einzeln deutlich wahrnehmen
kann, — und daneben trigt man eine Reihe steriler Nahrlgsungstropfen aut
(,,Materialtropfen* und , Kulturtropfen, vgl. @ in Fig. 9). Einem der Ma-
terialtropfen ndhert man sich mit der einen der beiden Glasnadeln (hundec,
bei zunehmend stérkerer VergroBerung betrachtiet) und versucht ein winziges
Tropfchen aus thm herauszuziehen (d); es gelingt schlieBlich Tropfchen zu er-
halten, welche nur einen Organismus enthalten (¢). Damit sick aber die Tropf-
chen gut trennen und selbsténdig abrunden, mufl man das Deckglidschen, be-
vor man es zur Sterilisation durch die Flamme zieht, mit ein wenig Vaseline




Schoutens und Barbers Isoliermethoden

f o
\ TS
/‘j )
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einreiben. Die
andere Nadel
taucht man in
einen sterilen
Kulturtropfen,
entleert ihr
,»Auge,indeny
man es vorsich-
tig auf dem
Deckglas aut-
tupft und zur
Abgabe eines
Tropfchens
zwingt (£). Be-

rithrt man dann mit der keimfreien Nadel das organismenhaltige Trépfchen.
so nimmt sie Fliissigkeit und gleichzeitig die in ihin enthaltene Zelle auf.
Man setzt diese neben einem der keimfreien Kulturtropfen nieder (g) und

1) BarBir, M. A., On heredity in cert. microorganisms (Kansas Univ. Sci. Bull.
1907, 4, 3) und besonders The pipette method in the isolation of single microorganisms
and in tbe inoculation of substances into living cells (Philippine Journ. of Sci. 1814, 9,

sec. R., Nr. 4; vgl. Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 1915, 32, 82).

92) Zu beziehen durch die Universitdt in Kansas, Lawrence (Kansas U. S. A.).
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4

zoén und Algen, sondern auch Pilzsporen und sogar Bakterien lassen
sich auf diesem Wege isolieren.

b) Biologische Methoden.

Diege sind den Lebenseigentiimlichkeiten der Organismen anzupassen und
daher von Fall zu Fall zu modifizieren. Es versteht sich daher von selbst, daB die
nachfolgende Behandlung der biologischen Isolierungsmetheden noch mehr
als andere Kapitel des Buches auf die Wiederdabe einiger Beispiele sich be-
schranken muf.

Die Widerstandsfahigkeit gegen hohe Temperaturen, die
manche Organismen auszeichnet, gestattet, sie von anderen zu trennen: die
widerstandsfdhigen dberleben die empfindlicheren Arten, die je nach ihrer
Natur bereits bei 30° Wirme (z. B. manche Protozoén) oder erst bei Siede-
temperatur (viele Bakterien) zugrunde gehen, — oder es gelingt, bei Kultur im
Wirmeschrank die Entwicklung mancher Organismen hintanzuhalten und
die der andern zu fordern. Das bekannteste Beispiel ist das alte Verfahren,
vom Heubazillus (Bacillus subtilis), der sich an Heu allenthalben findet, Rein-
kulturen zu gewinnen. Man neutralisiert kalt gewonnenen Heuinfus und 148t
die Fliissigkeit ca. eine Stunde kochen. L&Bt man hiernach die Heubouillon
(z. B. bet 86° C) stehen, so entwickelt sich eine kriftige Bakterienvegetation,
die fast immer eine Reinkultur des Heubazillus darstellt; alle anderen Orga-
nismen, die in dem Heuinfus vorhanden gewesen waren, sind durch das
Kochen zugrunde gegangen.?)

Andere biologische Methoden kniipfen an das Bewegungsvermdogen
der Organismen an. Es gibt Diatomeen, die auf Agarplatten durch schnelles
Kriechen sich von der Aussaatstelle bald weit entfernen; zuerst schleppen
sie noch fremde Organismen als Verunreinigung mit, diese bleiben spéter
zuriick, so daB man die Diatomeen rein gewinnen kann. Unterschiede in der
Bewegungstahigkeit gestatten es, lebhaft schwirmende Protozoén von lang-
sam schwimmenden #hnlichen Formen zu trennen; besonders agile Bak-
terienarten entfernen sich durch ihre eigene Lebenstéatigkeit von den Impf-
stellen schneller als trige und konnen auf solchem Wege von diesen isoliert
werden. Bei geiBellosen Lebewesen leistet die Wachstumsbewegung unter Um-
stinden Ahnliches: bei manchen schnell wachsenden Pilzen erlaubt das Vor-
wiirtsriicken wachsender Hyphenspitzen, diese rein zu gewinnen. In anderen
Fillen 148t sich die Wirkung duBerer Faktoren auf die Richtung der Bewe-
gung freischwimmender Organismen mit Gliick verwerten: lichtempfind-
liche Organismen, die etwa gleich den Schwarmern der Algen an der hellsten
Stelle des Priiparates sich sammeln, erleichtern.schon dadurch die Arbeit
des Isolierens. Ebenso steht es mit chemotaktisch empfindlichen Lebe-
wesen, die aus einer Mischkultur in die mit anlockenden Stoffen gefiillte

1) Niheres {iber die Methode bei Zopr, Spaltpilze, 3. Aufl., 1885, 74.
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Kapillare') hineinwandern und sich von selbst isolieren. Wie vorteilhaft
sich die Chemotaxis bei Isolierung von Bakterien bewihren kann, zeigte
z. B. A11-ConEN.?)

AuBerordentlick zahlreich und variantenreich sind die Versuche, ernéh-
rungsphysiologische Eigentiimlichkeiten der Organismen zu ihrer
Isolierung zu benutzen. Man kann durch Anwendung saurer Nahrbsden al-
kaliliebende Formen fernhalten, durch alkalische Néhrboden die Saure-
freunde; man kann die Konzentration der Nihrlosung so weit erhéhen oder
(bei marinen Organismen) erniedrigen, dal viele Arten aussterben; man hat
durch Kampferzusatz Pilze von Bakterienkulturen, Algen durch Zusatz von
Kupfer fernzuhalten gesucht. Uberall ist das Prinzip das, fiir den gesuchten
Organismus die Bedingungen maglichst giinstig, fiir die andern moglichst un-
giinstig zu gestalten. Es ergibt sich von selbst, daB die Trennung auf diesem
Wege unmoglich sein wird, wenn mehrere Arten dieselben oder annihernd
gleiche Ernghrungsanspriiche machen; dann wird auch fortgesetztes Uber-
impfen immer nur dieselben Mischkulturen liefern. Handelt es sich aber um
Lebewesen mit ausgesprochener ernihrungsphysiologischer Eigenart, dann
besteht Aussicht, durch ,elektive’ Kultur sie rein erhalten zu kénnen.
So z. B. wird man die Nitritbildner, die neben vielen anderen Bakterien im
Boden leben, von den andern trennen kénnen, wenn man eine Bodenprobe
in eine nur den Nitrithildnern zutrigliche Nihrlosung bringt und aus dieser
nach einiger Zeit in eine ebensolche Losung iiberimpft; die Beimengungen
treten mehr und mehr zuriick, die gesuchten Nitritbildner liegen schlieBlich
in Reinkultur vor. Solche Isolierungsverfahren sind von groBem Wert be-
sonders dann, wenn aus irgendeinem Grunde z. B. Kocus bequeme Methode
nicht anwendbar ist. Caeteris paribus bleiben aber im allgemeinen die mecha-
nischen Methoden den biologischen vorzuziehen, da, von Ausnahmefillen ab-
gesehen, doch nur durch sie die endgiiltige GewiBheit iiber die Reinheit einexr
Kultur sich gewinnen 1a8t.

Die von WiNocrapsky?) fiir die Isolierung der Nitrithakterien ersonnene Methode
der ,negativen Plattenhat zwar fiir diese keine befriedigenden Resultate gezeitigt;
ich méochte aber die Methode hier trotzdem erwihnen, weil sie vielleicht zu erfolgreichen
Verfahren fiir andere Organismen anregen kénnte. Impft man auf eine gewshnliche (orga-
nische Substanz enthaltende) Nahrgelatine aus einer Nitritbakterien enthaltenden Kultur
iiber, so entwickeln sich nur die verunreinigenden Beimengungen, da die Nitritbakterien
auf einem organischen Substrat sich nicht entwickeln konnen. Entnimmt man nun

1) PrerrERr, Ub. chemotakt. Beweg. v. Bakt., Flagellaten u. Volvozineen (Unters.
botan. Inst. Tiibingen 1886-—1888, 1, 582).

2) Die Chemotaxis als Hilfsmittel der bakteriologischen Forschung (Zbl f. Bakt.
1890, 8, 161); K~iEp, Untersuchungen iiber die Chemotaxis der Bakierien (Jahrb. f.
wiss. Bot. 1906, 43, 215).

3) Rech, s. L organismes de la nitrification (Ann. Inst. Pasteur. 1890, 4, Nr. 4);
Omerianski, V., Ub, die [solier. d. Nitrifikationsmikr. aus d. Erdboden (7Zbl. f. Bakt. 11,
1899, 5, 537).
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weiteres Impfmaterial den freigebliebenen Stellen der Gelatineoberfliche, so besteht Aus-
sicht, dall man die gesuchten Nitritbakterien erwischt. Die Methode ist freilich unsicher
und schwierig.

4. Impfen.

Das Impfen, d. h. das Ubertragen von Organismen auf einen Nihrboden,
erfordert Vorsicht und geschickte Hénde. Unser Bemithen mufl darauf ge-
richtet sein, bei der Impfung alle fremden Organismen fernzuhalten. Wir
bedienen uns zum Ubertrager. vorzugsweise eines Platindrahtes?), der vor
der Benutzung in der Gasflamme ausgegliiht und dadureh steril gemacht wird.
Handelt es sich darum, grofere Mengen der Mikroorganismen oder des sie
umgebenden Materials zu iibertragen, so wird man sich zweckmifBig eines
Schabers?) oder eines spatel- oder lanzettformigen Apparats (,,Drigalski-
spatel*“ wu. dhnl.) bedienen. Den Bemiihungen, die Platinnadeln durch
gleichwertige Hilfsmittel aus anderem Stoffe zu ersetzen, wire namentlich
nach der Steigung des Pt-Preises Erfolg zu wiingchen. Herarvs-Hanau
bringt Nadeln aus Platin-Ividium-Legierung in den Handel. —

An Stelle der Platinnadel kann man nach WiNocrapskys Vorgang
auch eine sehr feine, frisch ausgezogene Glaskapillare benutzen. Eine be-
sondere Sterilisation ist nicht notig, da die iiber der Gagflamme ausgezogene
Réhre schon auf hinreichend hohe Temperaturen erhitzt worden ist. Unter
dem Mikrogkop fithrt man die Kapillare auf die betreffende Kolonie und dann
auf den neuen Néhrboden, an dem sie schlieflich abgebrochen wird.

Auch gut ausgekochte sterile Pinsel sind (Bakterien, Hefen) bereits zur
Augsaat benutzt worden.

Die Kultur, der das Material entnommen werden soll, wird erst getffnet,
wenn uns die sterilisierte Impinadel zur Hand ist.

Handelt es sich um eine Petrischale oder dgl., so muB der Deckel ein
klein wenig gehoben werden; den Deckel auch seitlich zu verschieben, ist ganz
unnétig und nur schiddlich. Handelt es sich um eine mit Watte verschlossene
Kultur, so sengen wir zunschst die Oberfliche des Wattestopsels ab, sengen nach
Abheben desWatteverschlusses ferner den Rand des Reagenzglases oder dgl. ab
und holen mit demPlatindraht eine kleinePortion vondenMikroorganismen oder
ihrenSporenheraus. Das Kulturrohrchen hdlt man —vorausgesetat, daBeseinen
festen, unverfliissigten Nahrboden enthilt — wihrend der Prozedur verkehrt,
um das Hineinfallen fremder Keime zu verhindern. Nach der Entnahme schlieBt
man das Rohrchen wieder und tibertrigt mit dem Platindraht die Probe auf
einen andern, zunidchst noch sterilen Ndhrboden, nachdem man auch hier

1) Stiicke von Platindraht werden entweder in einen Glasstab eingeschmolzen oder
an einem holzernen oder metallenen Heft mit Schraubenkappe befestigt. Beim Abimpfen
von Flissigkeiten empfiehlt es sich, das Ende der Nadel zur Ose zusammenzuschlieBen.

2) Vgl z. B. ScuRRIBER, Ein neuer Bakterienschaber (Zbl f. Bakt. I, 1912, 63, 543).
Ub. d. ,,Platinpinsel” Prarrrxuorz, Hyg. Rundsch. 1895, 783. Uber die Kappennadeln
berichtet A. MEYER, Prakt. d. bot. Bakterienkde. 1903, 49, 50.
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Wattestopsel und Glasrand abgesengt hat. Der Geiibte arbeitet so schnell,
daB eine Infektion nur ausnahmsweise eintritt. Da aber oft die Entnahme
von Material nicht mit der gewimnschten Eile zu erledigen ist, erleichtert
man sich das Geschift sehr durch Anwendung eines sterilisierbaren Impf-
kagtens. Fig.11 stellt einen erprobten Apparat dar, der meines Wissens zuerst
im Leipziger Botanischen Institut Verwendung gefunden hat. Die Einrich-
tung erklart sich von selbst. Bei B wird die Verbindung mit einem kleinen
Wasserkessel hergestellt; dieser wird

mit einer Gasflamme angeheizt, bis

das Glashduschen mit Wasserdampf

erfilllt ist; dieser schlagt alle in der

[uft des Hiuschens sugpendierten

Keime nieder. Die vordere Wand

des Kastens ist als Tiir eingerichtet;

in ihrem unteren Teil geniigen zwei

runde, durch Klappen verschlieBbare

Offnungen fiir die Hinde des Arbeiten-

den zur Einfithrung von Platinnadeln

und Kulturen, falls man nicht vorge-

zogen hat, diese schon vor der Dampf-

durchleitung in den Impfkasten zu

stellen. Vor dem Impfen tut man

gut, Hinde und Unterarme mit Subli-

mat oder dgl. zu waschen. — Uber

einen dhnlichen kleineren Apparat

hat RosENow?!) berichtet.

Steht kein Impfkasten zur Ver-
fiigung, so impfe man notigenfalls
iiber einem mit kochendem Wasser gefiillten Topf: der aufsteigende Wasser-
dampf verhindert es, daBl fremde Keime in die gedffneten Kulturbehilter
fallen. —

Ob viel oder wenig Aussaatmaterial fiir die neue Kultur Verwendung
findet, mag in vielen Fillen gleichgiiltig sein. Wir kennen aber Fille genug,
in welchen die Quantitit der Aussaat fiir das Bild der neuen Kultur entschei-
dend ist?); namentlich aber wird bei Aussaaten, die zum Zweck quantitativer
chemischer Untersuchungen angestellt werden, darauf zu sehen sein, daB
immer gleiche oder doch kontrollierbare Quantititen ausgesit werden, Geht
man bei der Impfung von bakterienhaltigen Fliissigkeiten aus, so wird man
sich in der Weise helfen konnen, daf man die zur Impfung benutzte Platin-

1) Rosexow, Eine einfache Methode f. d. Anfertigen v. Howaldkulturen (Zbl. f.
Bakt. I, Orig. 1914, 74, 366).

2) Vgl. z. B. Srevens, F. L., a. Hatr, J. G., Variation of fungi due to environment
(Bot. Gaz. 1909, 48, 1).

Kiister, Mikroorganismen, 3. Aufl. 5
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nadel jedesmal gleich tief in die Flissigkeit eintaucht, so daB jedesmal un-
gefdhr gleich viel Bakterien an ihr haften bleiben. Bei Pilzen verfihrt man
zweckmiBig in der Weise, dafl aus gleichalten Zonen einer Myzelplatte
gleich ‘grofle Stiickchen herausgeschnitten werden und diese —— Agar plus
Pilz — auf das neue Nahrmedium iibertragen werden. Mit diesen beiden
Verfahren wird man auch anderen Organismen gegeniiber in vielen Fillen
auskommen.

Kinen Apparat, der beiAnfertigung vonBakterienkulturen genaueDosierung
des Aussaatmaterials gestattet, haben SerrTa und MtLLERY) konstruiert. Wie
r Fig. 12 veranschaulicht, wird

komprimierte Luft durch eine
pordse Tonplatte geleitet ; tiber
dieser befindet sich die mikro-
benhaltige Fliissigkeit. Das
Gas durchzieht diese in fein-
ster Bldschenverteilung —
man beginne bei einem Druck
von 1%/, Atmosphiren und
ermifige ihn nach einigen.
Minuten auf 1'/,—1 Atmo-
sphire; die Bldschen reifien
aus der Aufschwemmung ein
o feines Spray nach oben, das
vou Sprapmras zur Horstolwsg bei 1 Atmosphire 10—12 em
tativer Aussaat (nach Spitta u. hoch Stelgt und die daruber

Muller): a porése Platte, b Bak-

terienaufschwemmung, ¢ Zu- ] i ich-
leitung des komprimiex’ten Gases, lagernde Petnschaie glelch

d Aufaats, o Petrischale, £ Fuh- miiBig bespritht. Sind der

i Rleintaehes, |0 chngscheibe, Druck, der Abstand der Kul-
turfliche vom Spiegel der Fliissigkeit & und die Hohe der letzteren ungefdhr
konstant, so wird in gleicher Zeit immer annihernd die gleiche Menge
Fliissigkeit verspriiht werden, wenigstens wenn die Verstdubung eine Zeit-
lang bereits im Gange ist. Nach Serrra und MULLER werden bei 1 Atmo-
sphire in der Minute 20—50 mg Wasser verspritht und die in ithnen suspen-
dierten Keime ausgesit. —

Handelt es sich um Kulturen mit viel Oberfliche — Petrischalen, Rea-
genzglaser mit schrig erstarrter Oberfliche —, so fertigt man ,,Strichkul-
turen® an, indem man die Platinnadel und das ihr anhaftende Organismen-
material auf ihre Gallerte abstreicht; sollen Reagenzgléser mit gerade erstarr-
tem Nahrboden infiziert werden, so sticht man mit der Nadel in diesen ein
und gewinnt eine ,, S tichkul tur . Sollen die Mikroben im Innern der Gallerte
wachsen, so beimpft man den Nihrboden vor dem Erstarren und schiittelt

1) Serrra . MULLER, A., Beitr. z. Frage des Wachstums u. d. quantitativen Bestim-
muang v. Bakt. an d. Oberfl. v. Niihrb. (Arb. Kais. Gesundheitsamt 1909, 33, 145).
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die flussige Masse gut durch. — Bei Kulturen mit Nahrlosungen kann es sich
natirlich . nur darum handeln, die Impfnadel abzuspiilen und die auf ihr
ibertragene Materialprobe in der Nahrlosung gut zu verteilen.

Einige Schwierigkeiten macht das Uberimpfen dann, wenn die Kolonien,
von welechen man auszugehen hat, sehr klein sind (Algen, Bakterien); ohne
Hilfe des Mikroskops kommt man oft nicht aus. Es sind verschiedene Vor-
richtungen beschrieben worden, welche eine sichere Fiihrung der Platinnadel
ermoglichen?) und besonders die GewiBheit geben sollen, daf man die
richtige Kolonie getroffen hat. Liegt z. B. eine nach Kocus Methode ge-
gossene Platte mit zahlreichen, verschiedenartigen Kolonien vor, so kann
man sich der Un~aschen Bakterienharpune bedienen: diese wird —&hnlich
wie ein Objektmarkierer -— an Stelle des Objektivs an den Tubus des Mikro-
skops angeschraubt.?) Senkt man diesen, so trifft man mit der Harpune die
Kolonie, die man vorher in die Mitte des mikroskopischen Gesichtsfeldes ein-
gestellt hatte.

5. Atmosphére.

Die chemischen Faktoren, welche Leben und Wachstum eines kiinstlich
kultivierten Organismus beeinflussen konnen, liegen nicht nur in dem Néhr-
boden, mit dem wir uns bisher beschiftigt haben, sondern auch in der Atmo-
sphére, die tiber diesem liegt; wir erwihnten bereits, daf der Sauerstoff der
Luft als O-Quelle eine unvergleichlich wichtige Rolle spielt, da8 einige Grup-
pen von Lebewesen den elementaren Stickstoff der Luft verarbeiten kénnen,
und einige weitere Gruppen insofern als prototroph bezeichnet werden konnen,
als sie den CO,-Gehalt der Luft zum Aufbau komplizierter organischer Ver-
bindungen benutzen. Wahrend nun auf diejenigen Organismen, welche N
und CO, der Luft nicht verwerten konnen, die Gegenwart dieser Gase im
natiirlichen Gemisch unserer Atmosphire, soweit bisher bekannt, keinerlei
schidlichen EinfluB hat, sind zahlreiche Organismen bekannt, welche den
Sauerstoff meiden, d.h. ohne ihn besser gedeihen, als in seiner Gegenwart, oder
diesen iiberhaupt nicht ertragen, und ferner andere, welche mit und ohne atmo-
sphirischen Sauerstoff gedeihen konnen, und zumTeil dabeiverschiedene Wachs-
tums- und Gestaltungsprozesse sichtbar werden lassen. Es wird hiernach zu
untersuchen sein, wie man tiber Nahrboden und Organismen eine Atmosphére
von beliebig gewdhlter Zusammensetzung schaffen kann, und ob unbeab-
sichtigte Verunreinigungen der Luft auf die Kultur von KinfluB sind.

a) Kultur ohne Sauerstoff.

Die alte Auffassung, daB freier Sauerstoff fir die Entwicklung aller Liebe-
wesen unerldBlich sei, ist schon lingst dahin berichtigt worden, daf bei vielen
nicht die Sauerstoffatmung und Oxydation, sondern ein anderer chemischer

1) Pravenirz, Kleinere Mitteil. z. bakt. Technik (Zbl. f. Bakt. 1891, 9, 128).
2) Un~a, Die Bakterienharpune ‘(Zbl. f. Bakt. 1892, 11, 278).

53



68 A. Aligemeiner Teil. III. Kulturen

ProzeB, die Giirung, fiir die lebendige Substanz die notige Energie liefert. Fiir
sehr viele Organismén kommt nur die erste Art der Energiegewinnung in
Betracht, fiir andere nur die Gérung; einer dritten Gruppe von Lebewesen
ist beides moglich: sie verwerten gegebenenfalls den ihnen zugiinglichen Sauer-
stoff und helfen sich bei Abwesenheit des letzteren mit Energiegewinn durch
Gérung,.

Lebewesen, welche keines Sauerstoffs bediirfen und zu ,,anaérober*
Entwicklung befdhigt sind, gibt es in verschiedenen Klassen des Protisten-
reiches, — Lebewesen, auf welche Gegenwart von Sauerstoff entwicklungs-
hemmend wirkt, fast nur unter den Bakterien. ¥iir letztere besonders
werden Vorrichtungen und Methoden anzufithren sein, durch welche es ge-
lingt, den Sauerstoif ternzuhalten. Solcher Methoden gibt es cine groBe Zahl;
sie alle hier zu beschreiben, ist {iberfliissig; es wird geniigen, auf eine Aus-
wahl hinzaweisen und auf die leitenden Prinzipien der Verfahren aufmerksam
zu machen.

Das radikalste Vorgehen wire wohl das, die Organismen in einem luft-
leeren Raum zu kultivieren. Man hat in der Tat versucht, Reagenzglaser
und andere KulturgefdBe mit der Luftpumpe zu evakuieren, — ich verweise
auf die Versuche von GruBER.!) Zupnik?) kultivierte die Anaéroben im
ToriceLLischen Vakuum und gewinnt dadurch die Moglichkeit, die von den
Organismen gebildeten Gase einwandfref zu analysieren. Eine relativ einfache
Vorrichtung, Erlenmeyer u. dgl. luftleer zu machen und hiernach zu be-
impfen, hat Brrrr beschrieben.?)

Alle diese Verfahren spielen praktisch nur eine geringe Rolle, da es mit
sehr viel einfacheren Verfahren gelingt, den Sauerstoff von den Lebewesen
bald mehr, bald minder vollkommen fernzuhalten: wir kénnen den Sauerstoff
mechanisch ausschlieBen, indem wir die Organismen mit festen oder
gallertigen Korpern bedecken, oder wir beseitigen den Sauerstoff, indem wir
die iiber den Kulturen liegende natiirliche Atmosphédre durch eine
O-freie ersetzen, oder wir bedienen uns chemischer Mittel, welche den
vorhandenen Sauerstoff durch Absorption unwirksam werden lassen.

Am einfachsten ist es wohl, bei einer Plattenkultur durch Auflegen
eines Deckglases oder eines Gllmmerplattchens den Sauerstoff fern-
zuhalten. Die Methode ist recht roh, geniigt aber oft, ist sogar fiir manche
physiologische Untersuchungen sehr geeignet und liefert gute Demonstrations-
objekte, da auf den verschiedenen Teilen der Platte teils agrobe, teils
anagrobe Existenzbedingungen verwirklicht sind. Handelt es sich um
kleinere Kulturen auf Objekttragern, so verkittet man eventuell den Rand
des Deckgla.ses luftdicht. Natiirlich haben diese Methoden viele Schwichen.

1) GruBER, Ub. cine neue Meth. anasrob. Ziicht, (Zbl. . Bakt. I Orig., 1898, 24, 269).

2) ZueNig, D. Wachst. d. anaérob. Bakt. (ibid. I Orig., 1898, 23, 1038, 1041).

3) Brrrr, U., Aussaat u. Ziicht. d. oblig. Anaéroben im luftleeren Raume (ibid. 1
Orig., 1911, 44, 280).
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—— Im Prinzip ibnen &hnlich ist MARPMANNS Verfahren?): in die mit Gelatine
oder Agar beschickten Reagenzrohrchen wird ein zweites engeres, leeres,
sterilisiertes Glaschen eingeschoben; es bildet sich zwischen beiden eine diinne
Schicht des Nahrsubstrats, auf welcher die Organismen vom Sauerstoff nicht
erreicht werden. Ganz dhnliches erreicht man, wenn man die beiden Stiicke
einer Petrischale derart verwendet, dall der kleinere Teil der Schale (mit
der offenen Seite nach oben) in den groBeren eingesetzt wird; natiirlich
muB man vorher ausprobieren, wieviel Nidhrbodensubstanz in die Petri-
schalen einzugieBen ist, damit keine Luftblase zwischen Deckel und Nahr-
boden bleibt.

Um eine #hnliche Methode des Luftabschlusses handelt es 'sich bei
BryeriNncks Kugelrohre?), die bei Verwendung flissiger Nahrboden an-
gemessen wird: auf der in einem Reagenzglas eingefiillten Néhrlosung
schwimmt eine hohe Glaskugel, deren Durchmesser nur wenig geringer
ist als der des GefdBes. Der durch die Kugel bewirkte LuftabschluB ist selbst-
verstindlich nur ein unvollkommener.

Kultur in hohen Schichten fester Nahrbdden (Gelatine, Agar)
gestattet, wenigstens am Grunde der im Reagenzglas ca. 15—20 c¢m hoch ein-
gefiillten Masse die Organismen O-frei zu halten, da von der Oberfliche her
durch Diffusion der Sauerstoff kaum so weit in die Tiefe dringt. Man impft
die fliissige Substanz und 148t dann moglichst schnell erstarren.®) Die Me-
thode gestattet, das Verhalten der an der Oberfldche gebliebenen und der im
Innern der Gelatine eingelagerten Organismen zu vergleichen. WEICHSEL-
BAUMY) iiberschichtet fliissige Ndhrmedien mit Agar; PasTEurRs Methode, mit
Ol zu iiberschichten, ist nicht zu empfehlen, da Ol immerhin betrichtliche
Mengen von Sauerstoff passieren 148t.5) — Die Methoden der Uberschichtung
sind leicht auszufithren, werden aber léstig, wenn die im iiberschichteten
Nihrboden entwickelten Kolonien iibergeimpft werden sollen. Gelatine kann
man nach leichtem Erwirmen des Reagenzglases in toto herausgleiten lassen,
Agarrohrchen mu8 man aber zertritmmern, nachdem man vorher ihre AuBen-
seite durch Waschen mit desinfizierenden Mitteln keimfrei gemacht hat.e)

GroBer Beliebtheit erfreut sich mit Recht die Methode, die iiber dem
Kulturboden lagernde. O-haltige Atmosphédre durch ein anderes indiffe-

1) Meth. z. Herstell. v. anaérob. Rollglaskult. usw. (ibid. I, 1898, 23, 1090).

2) BeveriNck, M. W., Bildung u. Verbrauch von Stickoxydul durch Bakt. (ibid.
I, 1910, 23, 30).

3) Hrssg, Kult. in hoben Schichten fester Nihrboden (D. Med. W. 1885, Nr. 14);
LiBor1us, Beitr. z. Kenntnis d. Sauerstoffbediirfn. d. Bakt. (Ztschr. f. Hyg. 1886, 1, 115).

4) Beitr. z. Kenntnis der anaéroben Bakt. d. Menschen (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 32, 401).

5) PasTevR (C. R. Acad. Sc. Paris 1863, 56, 418); FErmMI u. Bassu, Untersuchungen
ither Anaérobiosis (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1904, 335, 719).

6) SanreLicE, Unters. iih. anaérobe Mikroorg. (Ztschr. f. Hyg. 1893, 14, 346); ein
besonderes Verfahren beschreibt Burri: Z. Isolier. d. Anaéroben (Zbl. f. Bakt. 11, 1902,
8, 5633).
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rentes Gas zu ersetzen. Nachdem C. FRANKEL?) u. a. gezeigt haben, da
Kohlensdure und Leuchtgas schiadlich auf die Mikroorganismen wirken,
kommt von leicht herstellbaren Gasen in erster Linie Wasserstoff in Betracht.
Um dieses vollig rein zu erhalten, leite man es aus dem Krppschen Apparat
zunéchst in eine Waschflasche mit alkalischer Bleilosung, welche Schwefel-
wasserstoffspuren absorbiert, hiernach durch Silbernitratlosung (Tilgung des
Arsenwasserstoffs) und schliefllich durch alkalische Pyrogallollosung, welche
die letzten O-Spuren zuriickhilt.?) Manleitet das Gas nach dem Impfen durch
- die in breite Reagenzgliaschen, Kolben oder dgl. eingefiillte
Néhrlosung oder in die noch fliissige Gelatine nach

C. FrANKELS Angaben (a.a. O., 8. 765): jedes Rohrchen
—— oder dgl. ,,wird mit einem gut schlieBenden, doppelt
7 durchbohrten Kautschukpfropfen versehen, der zwei

A rechtwinklig umgebogene Glasrohren trigt, von denen
die eine bis auf den Boden des Reagenzglases durch die
Néahrlosung hindurchreicht, wihrend die andere unmittel-
bar unter dem Kautschukstopsel abschneidet. An beiden
Glasrohren ist vorher das wagrechte Stiick in einem
dinnen Halse ausgezogen worden. Die Fortsetzung des
langeren Rohrchens enthilt auBerdem einen Bausch ste-
rilisierter Watte und trigt an ihrem Fnde einen kurzen
Gummischlauch. Dieser letztere wird nun mit dem Wasser-
stoffentwicklungsapparat in Verbindung gebracht, das
— Gas streicht zundchst durch das im Reagenzgefd befind-
e el oo liche Nahrsubstrat, durchstrémt darauf das Reagenzglas
nismen in H. selbst und entweicht durch das zweite kurze Rohrchen.

Ist die Luft vollstindig verdringt, so wird zunéchst das kurze, hierauf
das zufithrende Rohr an dem ausgezogenen Halse abgeschmolzen, und der
Nihrboden dann, wenn es sich um Gelatine oder Agar-Agar handelt, an den
Wandungen des Reagenzglases in der von EsmarcH angegebenen Weise
ausgebreitet. Nach einiger Zeit kommen die Kolonien in gleichmiBiger Ver-
teilung tiber die Nahrschicht zur; Entwicklung“ (vgl. Fig. 18). Fucms?) ver-
fahrt so, daB das Reagenzrohr nach der Impfung umgekehrt und von unten
her H in dasselbe eingeleitet wird; nach einigen Minuten wird das Rohrchen
von unten mit einem Gummistopfen fest verschlossen. Der Borkinsche Appa-
rat besteht im wesentlichen aus einer Glocke und einem unter sie genau
passenden Drahtgestell, das eine Reihe von Petrischalen aufzunehmen ver-

—

1) Die Einwirkung der Kohlensiure auf d. Lebenstitigkeit d. Mikroorg. (Ztschr. {.
Hyg., 1888, 5, 332).

2) Frinker, C., Ub. d. Kult. anaérober Mikroorg. (Zbl. f. Bakt. 1888, 3, 735, 763,
besonders 768). MERESCHKOVSKY gewinnt chemisch reines H-Gas auf elektrolytischem
Wege (Zbl. f. Bakt. II, 1904, 11, 796).

3) Ein anaérober Eiterungserreger. Dissertation. Greifswald 1890.
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mag. Die Glocke steht in einer Schale, in welche so viel Paraffinum liquidum
eingegossen wird, daB die Glocke hermetisch abgeschlossen ist; in ihr
Inneres wird vom Kippschen Apparat her H zugeleitet.

Diese Methode ist nicht nur fiir Reagenzgldser usw. passend, sondern
auch fiir flache Schalen in geeigneter Weise modifiziert worden, woriiber man
die Arbeiten von KirasaTo') und GABRITSCHEWSKY?) nachlese.

Als Gas, mit welchem man, die gewShnliche Atmosphéire verdriingt,
kommt neben H noch Wasserdampf in Betracht: der mit Organismen ge-
impfte Nahrboden wird bei niederem Druck gekocht — etwa bei 30 oder
40° C (GrUBER®) u. a. — oder man fiilllt die Reagenzgliser bis zu 2/, ihrer
Hohe mit Nahrlosung und erhitzt bei unvermindertem Atmosphiirendruck
ihre obersten Schlchten bis zum Sieden; die am Grunde liegenden Orga-
nismen bleiben -—— von empfindlichen Formen abgesehen — dabei unbe-
schidigt.!) Wo reiner Stickstoff zur Verfiigung steht (Bravkrs Pneumo-
thoraxbehandlung), kann auch N verwendet Werdenﬁ)

Bei einer dritten Gruppe von Methoden sucht man den Sauerstoff durch
Absorption zn entfernen. NENckr®) und BucHNER?) benutzten zuerst die
Eigenschaft alkalischer Pyrogallollosung, O zu absorbieren, zur Beobachtung
und Ziichtung von Hefen und Bakterien. Dienach der Wirkung des Pyrogallols
iibrigbleibende Atmosphére besteht aus N, CO, und kleinen Mengen CO, die
bei dem Absorptionsvorgang entstehen (nach Boussineavrr 0,4—3,4 % des
Volumens des absorbierten Sauerstoffs). Die Absorption des Sauerstoffs er-
folgt am schnellsten bei Anwendung folgender Mischung:

10 cem 12,6 9%ige Kalilauge und

10, 5 9%ige Pyrogallollosung.
Soll vor allem die Bildung des CO vermieden werden, so nimmt man

: 6 cem 60 %ige Kalilauge und

1, 25 9ige Pyrogallollosung.
Diese Mischung absorbiert den Sauerstoff bedeutend langsamer.®) Man ver-
wendet die sauerstoffabsorbierende Losung entweder in der Weise, daB man
ste in einen irgendwie geformten, luftdicht versehlieBbaren Rezipienten schiit-
tet, der gleichzeitig die KulturgefdBe in sich aufnimmt — oder Watte mit ihr

1) Ub. d. Tetanushaz. (Ztschr. f. Hyg. 1889, 7, 225, 227).

2) Z. Technik der bakteriol. Untersuchungen (Zbl. f. Bakt., 1891, 10, 249).

3) Meth. d. Kult. anaérob. Bakt. (Zbl. f. Bakt. 1887, 1, 367).

4) RevscueL, Fr., Einfachste Meth. d. Anaérobenziicht. (Miinch. Mediz. Wochensshr.
1906, 1208).

5) Jaiser, Ub. d. Verwendung v. N z. Anaérobenziichtung usw. (Zbl. f. Bakt. 1,
Orig., 1916, 78, 309).

6) Die Anagrobiosefrage (Arch. ges. Phys." 1884, 33, 9; vorher hereits in Journ. f.
prakt. Chemie 1879, 19, 337).

7) Ub. eine neue Meth. f. Kult. anaérob. Mikroorg. (ZbL f. Bakt. 1888, 4, 149).

8) Nach OmrriaNsk1, W., Ein einfach. App. f. Kult. v. Anaéroben im Reagenzglas,
(ibid. II), 1902, &, 711).
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durchtrinkt und diese in die Kulturgefd8e einfithrt. BucHNER benutzte ca.
3 em weite Rohrehen, in welehe unten die Pyrogallollosung eingegossen wird ;
ein kleines Drahtgestell am Grunde (Abb. a. a. O.) gestattet, die Reagenz-
glagkultur hineinzusetzen. Ebenso gestattet ein
von OMELIANSKI (a. a. O0.) konstruierter Apparat,
anaérobe Organismen in den iiblichen Reagenz-
gligern zu ziichten. In den bréiten FuBteil des
Glases 4 (Fig. 14) werden je 10 ccm der Kali-
lauge und der Pyrogallollésung gegossen, das
Reagenzrohr wird eingesetzt und nach Aufsetzen
des Glischens B etwas Quecksilber in den Kra-
gen C eingegossen. Die Absorption des Sauer-
stoffs, die erst nach 1%4—2 Stunden vollstindig
beendet ist, 148t einen betridchtlichen negativen
Druck in dem Gldschen entstehen; man gieBe
daher vor dem Offnen erst das Quecksilber ab.
Natiirlich kann man mit Hilfe gut schlieBerder
groBerer Glasdosen, Exsikkatoren oder dgl. die
duBere Herrichtung des Versuchs beliebig vari-
ieren. Uber die Benutzung von Petrischalen vgl.
GABRITSCHEWSKY (a. a. 0.), BLUCHER, ARENS?),
Kxorr u.a. Die einfache Einrichtung des letzt-
genannten Autors besteht aus zwei Innenschalen
(nach PETRrI), deren untere die Absorptionsfliissig-

Fig. 14. OMELIANSKIS Apparat zur

Auaérobenziichtung. Fig. 15. KNorRrS Doppelschale zur Anaérobensziichtung.
a u. b Petrischalenhilften, ¢ Nihrboden, d Absorptions-
keit und deren obere (IHVGI'S ge- flitssigkeit, ¢ Plastilin, f Glasplatte.

stellte) die Kultur aufnimmt;
beide Schalen werden mit Plasti-
lin aneinandergekittet (Fig.15).
Wer Platten verschiedener Grofe
zur Verfiigung hat, verféhrt so,

i i ig. e f Fig. 16. Doppelschalen filr Avnaérobenziichtung nach
W].O 2m1t‘; F 8 16 mp Ohlen OGATA-TAKANOUCHI. 4 Absorptionsfiissigkeit, B fillssiges
wird.?)

Paraffin.
1) Arexs, Meth. z Plattenkultur d. Anagroben (Zbl. f. Bakt. 1894, 15, 15); BLicuzr,
Eine Methode zur Plattenkultur anaérober Bakterien (Ztschr. £. Hyg. usw. 1890, 8, 499).
2) KNoRR, Bacillus teras, Ein aus Erde isolierter Anaérobier (Zbl. f. Bakt. 1918, 1,
Orig., 82, 225); Oaata u. TaraNouchr, Einfache Plattenkulturmethode usw. (ibid. T,
Orig. 1914, 73, 75).
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Sehr bequem ist die Anwendung des WrieHT-BURRISchen Verschlus-
ses; Reagenzgliser werden, wie aus Fig. 14 ersichtlich, mit einem dreifachen
VerschluB versehen: iiber dem geimpften Néhrboden (NV) sitzt zunichst ein
Stopfen von steriler, trockener, nicht hygroskopischer Watte (W), dariiber
folgt ein mit alkalischem Pyrogallol getrankter Stopfen aus hygroskopischer
Watte (P) und schlieflich ein Gummistopfen (). Der Stopfen P wird mit
1 cem einer 20 %igen Pyrogallussdure und 1 ecm einer 20 %igen Kalilauge
getrankt.t)

Mit Sicherheit wird derjenige, der lingere Zeit Kulturen im O-freien
Raum wachsen lassen und beobachten will, nur dann auf zuverlissige Fern-
haltung des Sauerstoffs rechnen kénnen, wenn auf alle Kautschuk- und Hahn-
dichtungen usw. verzichtet und der Nahrboden im Innern zugeschmolzener
Glasrohren gehalten wird.

Um eine Impfung im O-freien Raume bewerkstelligen zu konnen, kon-
struierte KURSTEINER (a. a. O.)
Reagenzgliser von der in Fig. 17
dargestellten Form. Durch Neigen
des Glases 148t man einen Teil der
beimpften Losung in die noch sterile
iiberflieBen. Beidem in Fig. 18 dar-
gestellten Doppelglas 146t sich das
Experiment natiirlich nur einmal,
bei dem andern (Fig.rechts) mehrere
Male ausfithren?). Die von KURsTEI-
~ER empfohlene Reagenzglaskoppe-
lung diirfte nicht nur bei Anaéroben-
kultur, sondern auch bei andern
Aufgaben der Mikroorganismen-

erforschung gute Dienste tun.
Fig. 17. WRIGHT-BURr!l- Fig.18. KURSTEINERS gekoppelte
Besondere Bea.chtung VEI- scher Verschlu8 (nach  Eprouvetten zur sanerstofffreien

dient noch NIKIFOROFFS M0~ KURSTEINER). lmpfung (nach KURSTEINER).

difikation der Methode zur Kultur der Anaéroben im hingenden Tropfen.?)
Man lege das Deckglaschen nach Einfettung und Impfung derart auf den Ob-
jekttrager, daB dessen Vertiefung (s. o. S. 54) nicht ganz verschlossen wird.
Dann ,,taucht man eine Platindse in starke wisserige Pyrogallussiurelosung
ein und bringt ein Tropfchen der letzteren unter das Deckgléschen, indem man
mit der Ose die zwischen dem Rande des Deckglischens und demjenigen des

1) Wricut, J. H., A methpd for cultivation of anaérobic bact. (Zbl. {. Bakt. 1, 29,
1901, 61). Burri, R., Z. Isolier. d. Anaéroben (ibid. II, 1902, 8, 533). KURSTEINER, J..
Beitr. z. Untersuchungstechnik obligat anaérober Bakt. usw. (ibid. II., 1907, 19, 1).

2) KURSTEINER a. a. O. 1907.

3) Beitrag z. d. Kulturmeth. d. Anagroben (ibid. 489). Vgl auch Braarz, Neue Vor-
richt. z. Kult. v. Anaéroben im hiingend. Tropfen (ibid. 1890, 8, 520).

0 Uyuu

L 2 3.
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Augschliffs freigelassene Stelle betupft; er verbreitet sich dann durch Kapil-
laritét der Tropfchen als dimner Halbring da, wo Deckglischen und Aus-
schliff sich beriihren. Nach der Pyrogallussdure bringt man in derselben Weise,
aber von der entgegengesetzten Seite des Deckglaschens her, nachdem man das-
selbe geniigend weit verschoben hat, ein Tropfchen Kalilgsung ein. Nachdem
beide Reagentien vorsichtig eingefiihrt sind, verschiebt man das Deckglas-
chen so weit, bis es jetzt nach gewohnlicher Weise den Ausschliff des Ob-
jekttragers vollsténdig schlieBt.” Die-eingefiihrte Menge der beiden Reagen-
tien geniigt vollkommen, um den Kulturraum unter dem Druckglas sauer-
stofffrei zu machen und zu erhalten.

AuBer Pyrogallol + KOH wirken noch Mangansulfat -+ Na OH, Ferro-
sulfat 4+ Na OH, Natriumhydrosulfit (SO,Na,) und andere!) sauerstoff-
abgorbierend.

Einige Autoren empfehlen, reduzierende Verbindungen dem Néhr-
medium selbst zuzusetzen: Xirasaro und WrvYL2) nehmen ameisens
saures Natron (0,3—0,5 %), TRENKMANN?) nimmt Schwefelnatrium (1—10 %
tropfenweise zugesetzt). Ein eigenartiges Verfahren fand Tarozzi?): seine
Beobachtung, daB anaérobe Organismen bei Gegenwart von freiem Sauerstoff
gut gedeilien, wenn frische tierische oder pflanzliche Gewebsstiicke (Leber,
Niere usw.) in die Nahrlosung gebracht werden, ist bereits von verschiedenen
Autoren’) wiederholt und bestéitigt worden.

~ Das Wesentliche und Wirksame sind dabei die reduzierenden Substanzen,
die in den Organstiicken usw. enthalten sind. Auch Gerstenkdrner und andere
Pilanzensamen, getrocknete tierische und pflanzliche Organe, selbst Holz-
kohle, Steinkohle und Koks tun &dhnliche Dienste, wenn auch mit den drei
letzteren (z. B. 0,01—2 g Steinkohle auf 10 cem Bouillon) sich nur méBig
starke Kulturen gewinnen lieBen.$)

Prunr?) setzte zu demselben Zweck zu jedem Rohrchen Bouillon 1 g
Platinschwamm oder je einen Tropfen Hepin (Behring-Werke) zu.

SchlieBlich wére noch des Verfahrens zu gedenken, daf man die Orga-
nismen ein geringes, in den Kulturen verbliebenes Quantum Sauerstoff lang-

1) A. MevYER, Prakt. d. hotan. Bakterienkde., Jena 1903, 14b.

2) Z. Kenntn. d. Anadroben 1 (Ztschr. f. Hyg. 1890, 8, 41).

3) Methode d. Kult. anaérober Bakt. usw. (Zbl f. Bakt.. 1887, 1, 367).

4) Tarozzi, G., Sulla biol. di alc. germi anaérobi e su di un facile mezzo di culturadei
medes. (Rif. med. 1905, 21, 1486, ferner Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1904, 38, 619).

b) WRzOSEK, A., Beob. iib. d. Beding. des Wachstums d. obligat. Anaéroben in an-
aérober Weise (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1906, 43, 17); Baxpini, P., Ric. sulla coltiv. degli
anadrobi (Giorn. Accad. medic. Torino 1906, 12); Harras in M. Med. Wochenschr. 1906,
Nr. 46 u. a.

6) WrzosEk, A., Weitere Unters. iib. d. Ziicht. von obligat. Anaéroben in anaérober
Weise (Zbl. . Bakt. I, Orig., 1907, 44, 607), dort Literaturangaben.

7) PrunL, E., Die Ziicht. anagrober Bakt. in Leberhouillon usw. (Zbl. {. Bakt. 1, Orig.,
1907. 44, 378).
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sam verbrauchen laBt. Handelt es sich um Pilze, welche auch in O-hal-
tiger Atmosphiére gedeihen, so 1Bt man sie in einem luftdicht verschlogsenen,
fast bis zum Rand mit Néhrlosung gefilllten Gefal zunéchst aérob leben, bis sie
«den disponiblen Sauerstoff verbraucht haben und hiernach sich anaérob wei-
ter entwickeln. Bakterien, welche streng anaérob sich entwickeln, gedeihen
nach KEprowsk1 ) selbst auf der Oberflache der Ndhrboden unter sauerstoff-
haltiger Atmosphére, wenn gleichzeitig mit ihnen O-verbrauchende Bakterien
ausgesidt werden und zur Entwicklung kommen,

Je nach den Mitteln, welche im Laboratorium zur Verfiigung stehen, und
nach den Aufgaben, welchen die Versuche dienen sollen, wird man die eine
oder andere der angefithrten Methoden zur Anwendung bringen oder mehrere
von ihnen miteinander kombinieren. Rtzicka?) z. B. verbrennt ca. ¢/, des
Sauerstoffgehaltes eines KulturgefdBes mit einem Wasserstoffflimmechen und
148t den Rest von Pyrogallol resorbieren. _

Was die Notwendigkeit aller dieser MaBnahmen fiir das. Gedeihen einer
Bakterienkultur betrifft, soist zu erwigen, daf nach Burrr und KirsTEINER®)
die iiblichen Methoden der Anaérobenziichtung nur die Bestimmung haben,
durch Beseitigung des Sauerstoffs den allerersten Generationen der jungen
Kultur, die weitere Entwicklung moglich zu machen, da sich spiter die Bak-
terien selber die erforderlichen Verhiltnisse schaffen: Versuche mit Bacillus
putrificus zeigten, daf Beseitigung des
WricHT - BurRrIschen Verschlusses an
24stiindigen Kulturen ihr Wachstum
keineswegs zum Stillstand bringt, son-
dern ihm, unverminderte Fortsetzung
gestattet.

b) Kultur unter willkiirlich
zusammengesetzter Atmo-
sphire.

Um Organismen unter einer Atmo-
sphire von bekannter Zusammensetzung
zu kultivieren und diese zur spiteren =
Analyse gut zugénglich zu halten, ver- - - e

- o Fig. 19. Apparat zur Kultur unter beliebig
fahrt SOHNGEN*) folgendermaﬁen: Der zusammengesetzter Atmosphiire.

1) Ub. d. Beding., unter welchen anagrob. Bakt. auch bei Gegenw. v. Sauerstoff
existieren konnen (Ztschr. f. Hyg. 1895, 26, 366).

2) Neue einf. Meth. z. Herstellung sauerstofffreier Luftatmosph. usw. (Arch. f. Hyg.
1906, 58, 327).

3) Burgi, R., u. KURSTEINER, J., Experim. Beitrag z. Kenntn. d. Bedeutung des
Sauerstoffentzugs {. d. Entwickl obligat. araérober Bakt. (Zbl. . Bakt. 1I, 1908, 21, 289).

4) S6uNGEN, N. L., Ub. Bakt., welche Methan als Kohlenstoffnahrung u. Energie-
quelle gebrauchen (Zbl. £. Bakt. 11, 1906, 15, 513); vgl. ferner Beyrrinck, M. W., Wir-
kung u. Verbrauch von Stickoxydul durch Bakt. (Zbl. f. Bakt. II, 1910, 25, 30, 54).
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Apparat besteht, wie Fig. 19 zeigt, aus zwei verbundenen Kolben von je
ca. 300 ecem Inhalt. Der eine, in welchem die Kultur vor sich gehen soll (4)
wird mit Kulturflissigkeit ganz gefiillt und geimpft, dann wird, durch den
GaszulaBhahn B so viel von einer bekannten Gasmischung zugelassen, daB
die Losung nur noch ca. 1 e¢m hoch steht und alles iibrige durch ein Ver-
bindungsrohr in den Kolben D hiniibergepreBt ist. Man schliet hiernach den
Mittelhahn C und den Gaszufuhrhahn BY).

¢) EinfluB der Luftverunreinigungen aut Kultur
und Organismen.

Die Laboratoriumsluft enthélt allerlei Verunreinigungen — geformte und
ungeformte. Von den geformten sind die freischwebenden Bakterien, Pilze,
Hefen und Algen die wichtigsten, die sich irgendwo von ihrem Substrat los-
gelost haben und von minimalen Luftstromungen fortgetragen werden; sie
bedrohen unsere Kulturen mit Verunreinigung und ,,Luftinfektion®., Durch
feste Wattestopsel werden sie aber im allgemeinen recht gut ferngehalten —
wie schon frither auseinanderzusetzen war. Anders steht es mit den unge-
formten Verunreinigungen der Laboratoriumsluft. Nachdem namentlich
O. Ricarrr?®) gezeigt hat, wie tiefgreifend die verdorbene Laboratoriumsluft
auf Wachstums- und Gestaltungsprozesse der htheren Pflanzen wirken kann,
wire zu erwigen, ob dhnliche Stérungen auch an Mikroorganismen aui-
treten konnen. Allerdings diirfte man derartige Giftwirkungen eher noch
seitens der von den Mikroorganismen selbst produzierten Verunreinigungen
erwarten; man denke an die Produktion von Schwefelwasserstoff, Trimethyl-
amin, Indol, Merkaptan, Arsenverbindungen u. dgl. Unsere Kenntnis von
der Wirkung solcher Gase auf die Mikroorganismen ist noch sehr unvoll-
kommen. — Die typischen Verunreinigungen der Laboratoriumsluft sind auf
unverbraucht, ausstromendes Gas und namentlich auf die Verbrennung der
N-haltigen Verunreinigungen desLeuchtgases®) zuriickzufithren: durch dieseent-
stehen betrichtliche Mengen salpetriger Séure.*) AuBerdem sind in den Ver-
brennungsproduktenschwefligeSéure und Schwefelsiurenachgewiesen worden.

Die Wirkung aller dieser Stoffe auf die Entwicklung der Kulturen bleibt
im wesentlichen noch zu erforschen.

Die Wirkungen des Tabakrauches hat Morisca®) untersucht.

1) Einen ,,Apparat f. d. Kult. v. Bakt. bei hohen Sauerstoffkonzentrationen usw.
beschreibt A. MevEr (ZbL f. Bakt. II, 1906, 16, 386).

2) Uber den EinfluB verunreinigter Luft auf Heliotropismus und Geotropismus
{Sitzungsber. Akad. Wiss. Wien, Math.-naturwiss. K1. I, 1906, 115, 265).

3) Erismany, Unters. iib. d. Verunreinigung d. Luft durch kiinstl. Beleucht. (Ztschr.
{. Biol. 1876, 12, 315); ScuirriNg, Handb. d. Gasbeleuchtung 90.

4) v. BiBra, Diss., Miinchen 1892,

5) Mociscr, H., Ub. d. Einfl. d. Tabakrauchs auf d. Pfl. (Sitzungsber. Akad. Wiss.
Wien, Math.-naturw. KL, Abt. I, 1911). Tassinari, Exper. Unters. iib. d. Wirkung des
Tabakrauchs auf die Mikroorg. im allgemeinen usw. (ZbL f. Bakt.} 1888, 4, 449).
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Soll eine Kultur geliftet werden, so muB man dafiir sorgen, daB der mit
Hilfe einer Wasserstrahlluftpumpe eingesogene Luftstrom erst durch ein
Wattefilter geht und dabei keimfrei wird.?)

6. Temperatur.

Aus den verschiedensten Grimden diirfen wir uns nicht immer damit be-
gniigen, unsere Kulturen bei gewohnlicher Zimmertemperatur zu halten; vor
allem gibt es zahlreiche Lebewesen, die iiberhaupt erst bei hoherer Temperatur
zu wachsen anfangen. Ferner gehort es zu den Aufgaben der wissenschaft-
lichen Erforschung eines Organismus, festzustellen, welche Temperaturen er
noch ertragen kann, ohne sein Wachstum einzustellen, wo sein Temperatur-
optimum liegt, welche Temperaturkardinalpunkte seine verschiedenen Wachs-
tums- und Gestaltungsprozesse bestimmen, welchen EinfluB die Temperatur
auf seine Atmungstitigkeit, auf seine Ernihrungsanspriiche, iiberhaupt seinen
ganzen Stoffwechsel usw. hat, ob der Organismus bei verschiedenen Tempera-
turen ungleiche Wuchsformen entwickelt?) u. dgl. m. Es ist daher unbedingt
notwendig, die Organismen unabhéngig von Wetter und Jahreszeit bei plan-
miBig gewdhlten Warmegraden — und zwar bei konstanter Temperatur —
kultivieren zu konnen. Wir bedienen uns hierzu der Thermostaten.

Thermostaten oder Brutschrinke sind doppelwandige Késten aus Kup-
fer- oder Stahlblech, deren Inneres zur Aufnahme der KulturgefiBe usw.
dient. Zwischen ihre beiden Winde wird Wasser eingefiillt und unten je nach
Konstruktion des Apparats mit Gasbrenner, Petroleumlampe oder Kerze an-
geheizt. Die Hauptsache ist der Thermoregulator oder die Vorrichtung,
welche die Konstanz der Temperatur sichert. Es sind schon zahlreiche, zum
Teil sehr sinnreiche Regulatoren dieser Art ausgesonnen und beschrieben wor-
den. Ich beschrinke mich darauf, die Quecksilberthermoregulatoren und die
SaToriussche Einrichtung zu beschreiben. Auch mit der letzteren habe ich
seit Jahren gute Erfahrungen gemacht.

Die in Fig. 20 dargestellten Quecksilberthermoregulatoren sind nur an-
wendbar, wenn mit Gas geheizt werden kann. Der Artmannsche Regulator
(Fig. 20a) wird mit seinem quecksilbergefiillten FuB (d) in den Wasserraum
des doppelwandigen Brutschrankes eingelassen und das Gas in der Richtung
der Pfeile durch den Apparat durchgeleitet, ehe es zum Brenner kommt. Der
Flamme wird das Gas durch den offenen Hahn e und bei @ voriiber zugefiihrt,

so lange, bis die Temperatur im Thermostaten hoch genug gestiegen ist, und
das Quecksilber die Offnung bei a schlieBt. Dureh die Schraube s wird es er-

1) Komphzwrtere Vorrichtungen beschreibt z. B. Kocn, A., Verschlisse u. Liiftungs-
einricht. f. reine Kult. (Zbl. f. Bakt. 1893, 13, 252).

2) Wenn Organismen bei ungleichen Temperaturen verschiedene Wuchsformen ent-
wickeln, so ist die Wirkung der ersteren wohl meist eine indirekte; bei Anderungen der
Temperatur werden vor allem die Transpirationsverhiltnisse der Orgamsmen, die fiir deren
Gestaltung bedeutsam sind, wesentlich geindert.
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moghicht, das Quecksilber so weit in die Rohre zurtickzudrangen bzw. in ihr
absinken zu lassen, daB gerade bei der gewiinschten Temperatur die Queck-
silbersdule die Gaszufuhr bei ¢ unterbricht. Dann strémt nur weniger Gas.
zur Flamme (durch e); diese wird kleiner, das Quecksilber sinkt, und der Weg
firs Gas wird bei a wieder frei. Durch Drehung des Hahnes bei e kann man
die Gaszufuhr so regulieren, daB die Sperrung bei a eine hinreichende Verklei-
nerung der Heizflamme herbeifiihrt.
Der (modifizierte) REicHERT-
sche Regulator, dessen oberer Teil in
Fig.20b dargestellt ist, besteht aus
zwel Stiieken, dessen oberes F-for-
miges mit einem seiner Schenkel bei
B in das andere eingefiigt wird.
Steigen die Temperatur und das
Quecksilber hinreichend, so wird der
Ausgangsporus dieses Schenkels ver-
schlossen, und das Gas strémt nur
noch auf dem Wege abc—d zur
Flamme. A4 ist der mit Quecksilber
gefiillte I'ull des Regulators. Alles
itbrige erkléirt sich nach dem Ge-

sagten aus der Figur von selbst.
Die von SarToRIUS (Gottingen)
a b konstruierten Thermostaten haben
Fig. 20. Quecksilber-Thermorcgulatoren. den Vorzug, daB jede beheblge Heiz-
flamme zum Betrieb des Apparats ausreicht: bei allzu hoher Temperatur im
Thermostaten wird nicht die Heizflamme verkleinert, sondern die iiber-
schiissige Warme abgeleitet. Rechts unten (Fig.21) steht die Petroleum-
lampe, welche die im Rohre s enthaltene Luft kriftig anheizt und Wirme
in das von s ausgehende Rohr CC gelangen 148t, das den Wasserraum des
Thermostaten (W) durchzieht. Steigt die Temperatur zu hoch, so tritt die
Kapsel K in Tétigkeit. Diese ist so konstruiert, da8 sich bei Voluménderung
nur ihre obere konvexe Fléche hebt oder senkt. Ein auf der Kapsel ruhender
vertikaler Stift ibertrigt die Bewegungen der Kapselwand auf den Hebel A, der
beim Steigen den Deckel d vom Rohr s wegzieht, so daB die heiBe Luft oben
abstromt, anstatt von C aus den Thermostaten zu heizen. Allm#hlich tritt
Abkiihlung ein, der Hebel senkt sich. Die Klappe schlieBt sich wieder, und
das Rohr C wird wieder geheizt. Beim Einstellen des Thermostaten verfihrt
man in der Weise, daB man das verschiebbare Gewicht ¢ so einstellt, daB
der Deckel bei der gewiinschten Temperatur gerade schwebend iiber dem

Heizrohr gehalten wird.

Steht kein Thermostat zur Verfiigung, so kann man sich zur Not mit
einem doppelwandigen Trockenschrank begniigen: der Raum zwischen den
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beiden Wanden wird mit Wasser gefilllt und das Ganze angeheizt, bis die ge-
wiinsehte Temperatur erreicht ist; um diese zu erhalten, geniigt weitere Hei-
zung mit einem kleinen Brenner,

dessen Flamme man mit einem

Glimmerzylinder schiitzt.

Flammenlose Thermostaten
konstruierten Borrax» und He-
GENBART unter Verwertung unge-
loschten Kalks: mit 1,1 kg (und
2,6 kg Wasser) wird der Thermo-
stat fiir 12 Stunden auf Brut-
temperatur gebracht.?)

Sollen Organismen kiirzere oder
lingere Zeit hindurch besonders hohen
Temperaturen ausgesetzt werden, so
hilft Mevers Apparat?): die Kultur-
gefafle werden in ein Wasserbad ge-
taucht, das von einem doppelwandigen
Metallmantel umschlossen ist; letzteren
fiillt man mit Fliissigkeiten, deren
Siedepunkt der gewiinschten Tempera-
tur entspricht:

fiir 60° Chloroform
70° Methyl-Athylalkohol 3 : 7
750 Athylalkohol
80° Athyl-Propylalkohol 7 : 4

90° dass. 1: 8 Fig. 21. Thermostat nach SARTORIUS.
97—100° Wasser

136° Xylol fiir 180° Anilin

150° Anisol 200° Naphthalin

161° Kumol 300° Diphenylamin.

Ein RiickfluB8kiihler sorgt dafiir, daB8 die siedende Fliissigkeit sich nicht vermindere.

Als Notbehelf kénnen da, wo Thermostaten fehlen, die ,,Thermos*-
Flaschen verwertet werden. Fs handelt sich bei diesen iiberall im Handel
erhiltlichen Flaschen um doppelwandige GefaBe; der zwischen den Winden
liegende Raum ist evakuiert und erhdlt die Temperatur des in die Flasche
gefiilllen Mediums um so linger konstant, je vollkommener die Evakuation
ist. Bei einer vergleichenden Priifung verschiedener Fabrikate (1914) fand
KrirscEEWSKY3) die als ,,Globus® sich bezeichnenden besonders tauglich:
eingefiilltes Wasser von 37—38° behielt seine Temperatur 4 Stunden und
lieB sie in 24 Stunden nur um 4° sinken. Reagenzglaskulturen, die in mit

1) Ub. einen mit Kalk heizh. Thermostaten (Wien. Med. Wochenschr. 1915, 1631).

2) Niheres bei MEYER, A., Prakt. d. bot. Bakterienkde., Jena 1903, 129.

3) KRITSCHEWSKY, Apparate vom Typus ,,Thermos* als Thermostate (ZblL f. Bakt.
I, Orig., 1914, 73, 77).
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warmern Wasser gefiillten Thermosflaschen eingestellt werden, genieBen dhn-
liche Temperaturverhéltnisse wie im heizbaren Thermostaten.

In manchen Fillen wird es sogar geniigen, die Reagenzglaskulturen in
Rock- und Westentasche mit sich zu fihren und ihnen auf diesem Wege eine
Temperatur von 20—25° zu sichern.

Die beschriebenen Vorrichtungen und Manipulationen kdénnen natiirlich
nur Temperaturen schaffen, welche hoher liegen, als die Zimmertemperatur;
will man tiefer liegende Grade herstellen, so 188t man die KulturgefiBe ent-
weder dauernd von Leitungswasser umspiilen, oder man bringt sie im His-
schrank unter. Thermoregulatoren fiir niedere Temperaturen konstruierten
7. B. BaBus') und Kuxn1zE.?)

7. Licht.

Das Verhiltnis der Mikroorganismen zum Licht ist ein sehr verschiede-
nes. Die chlorophyllhaltigen unter ihnen brauchen es, da sie nur bei Belich-
tung Kohlensdure zu verarbeiten imstande sind; dabei ist aber ihre Abhén-
gigkeit vom Licht insofern anders als die der hoheren Pflanzen, als sie bei
geeigneter Erndhrung auch im Dunkeln Chlorophyll bilden kénnen. Auf
viele farblose Organismen — Bakterien — wirkt Belichtung entwicklungs-
hemmend, unter Umstdnden so stark, dafl man geradezu von einer Sterilisa-
tion durch Licht sprechen kann (s. o. 8.49). Pilzen gegeniiber sind Licht
und Dunkelheit insofern von gro8tem EinfluB, als bei Lichtabschluf Wachs-
tum und Organbildung bei ithnen; oft ganz anders ausfallen als im Hellen.
Darin ist aber wiederum nicht ein spezifischer Einflul, sondern eine mittel-
bare Wirkung des Lichtes zu suchen, durch welehes die Transpirations-
verhiltnisse ganz wesentlich beeinfluft werden. Belichtung und Ver-
dunkelung sind fiir den Forscher oftmals die einfachsten Mittel, um be-
stimmte Erscheinungen, Wuchsformen usw. an den kultivierten Organismen
hervorzurufen. '

Das Technische bedarf keiner besonderen Ausfiihrlichkeit. Dunkelzim-
mer kann man durch Schrinke mit gut schlieBenden Tiren oder noch kleinere
Behilter jederzeit leicht ersetzen; die Richtung, in welcher die Lichtstrahlen
die Organismen treffen sollen, reguliert man durch lokale Umbhiillung des
KulturgefiBes mit lichtdichten Materialien; zur Abblendung der von unten
oder der seitlich einfallenden Strahlen bedient man sich mit Vorteil des zur
Verpackung der photographischen Platten gebrauchten schwarzen Papiers.
Bei Versuchen iiber die Wirkung konstanter Belichtung wird meist keine
andere Lichtquelle als eine Gas- oder Glithlampe erforderlich sein.

Fiir monochromatisches Licht sorgen die in pflanzenphysiologischen La-
boratorien seit langem iiblichen SExEBIERschen doppelwandigen Glocken,

1) Ub. einige Apparate z. bakteriol. Unters. (Zbl. f. Bakt. 1888, 4, 19).

2) Ein Thermostat fiir niedrige Temp. (ibid. II, 1907, 17, 684). Uber LAUTEN-
scarAGERs Modell vgl. ferner Gruyws, G. (ibid. I, Orig., 1902, 31, 430).
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die z. B. mit Kaliumbichromat bzw. Kupferoxydammoniaklésung fiir rotes
bzw. blaues Licht gefiillt werden. GroBe Auswahl in Farbentonen steht bei
Verwendung von Anilinfarben zur Verfiigung. MEiNroLD bediente sich folgen-
der Farben'):
fiir rot: Neutralrot in H,O

rotgelb: Methylorange in H,0

orangegelb: Safranin in CuSO0,-Losung

gelb: Bismarckbraun in konz. CuSO,-Lsung

blaugriin:  Berliner Blau in Oxalsiurelésung

hellblau: Sturegriin + Methylgriin in CuS0,-Losung

dunkelblau: Paramethylblau in CuSO,

violett: Methylviolett + Methylenblau in CuSO,

Stehen nicht geniigend SENEBIERsSche Glocken?) zur Verfiigung, so taucht
man die beimpften Reagenzglagkulturen u. 4. in hinreichend hohe, mit
farbigen Losungen beschickte Standgliser; der vom Tageslicht getroffene
obere Teil der letzteren wird mit schwarzem Papier zugebunden. In manchen
Fallen kann man sich damit helfen, daB man die feuchte Kammer an allen
dem Lichte zugénglichen Teilen mit farbigem Glas bedeckt oder mit farbigem
,,Gelatinepapier’ einkleidet. Dieses ist in verschiedenen Farben erhéltlich; eine
der kiuflichen Sorten entspricht in der Tonung einer Kaliumbichromatlosung.
Auch gliserne KulturgefiBe irgendwelcher Art kann man mit derartigem
,,Papier“einhiillen oder kann sie mit gefiirbter fliissiger Gelatine anstreichen.
Monochromatisches Glas wird in Jena (ScmorT) hergestellt.

-Billig und schnell herzustellen sind PriNesEEIMS Gelatinefarbfilter.s)
MiBratene (noch nicht entwickelte) photographische Platten werden aus-
fixiert-und gewdssert und sind hiernach mit geséttigter wasseriger Losung ge-
eigneter Farbstoffe oder Farbstoffmischungen (Safranin, Bismarckbraun,
Tropaeolin, Naphtholgriin, Malachitgriin, Berliner Blau, Gentianaviolett) zu
hehandeln.

Eine besondere Art der Lichtwirkung ist die von TAPPEINER und seinen Schiilern
studierte photodynamische, die von fluoreszierenden Losungen ausgeht.4) In ver-
diinnten Lésungen fluoreszierender Stoffe (Eosin u. a.) starben Mikroorganismen bei
Belichtung sehr viel friither ab, als bei Lichtabschluf.

Bringt man z. B. zu einem Tropfen aus einer Paramaezienkultur einen Tropfen Lésung
folgender Chloride (1 : 20 000)

1) Nacer, Ub. flissige Strahlenfilter (Biol. Zbl. 1898, 18, 649). MzeisHoLD, Th.,
Reitr. z. Phys. d. Diatomeen (Beitr. z. Biol. d. Pfl. 1911, 9, 353).

2) Eine den Zwecken des Mikrobiologen dienende Form hat ihnen BaAr gegeben:
Ub. d. Einfl. d. Lichtes auf die Samenkeimung msw. (Sitzungsber. Akad. Wiss. Wien,
Math.-naturw. Kl., 1912, 121; vgl. auch Bucura in Zbl. f. Bakt. 11, 1914, 41, 345).

3) PrivcsariM, Ub. d. Herstellung v. Gelatinefarbfiltern f. physiol. Versuche (Ber.
d. D. Bot. Ges. 1919, 37, 184); Berliner Blau loslich (GRUBLER) muB zu geschmolzener
Gelatine zugefiigt werden.

4) Vgl. namentlich TAPPEINER, H. v., u. JODLBAUER, A., Die sensibilisierende Wir-
kung fluoreszierender Substanzen, Leipzig 1907.

Kitster, Mikroorganismen, 8. Aufl. 6
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bei hellem Tageslicht bei triibem Tageslicht

so totet Akridin nach 30 Minuten nach 1056 Minuten
Phenylakridin , 28 " - 90 "
Rheonin’) » 23 ' " 90 »
Akridinorange?) ,, 15 ,, w16,

8. Verdunstung und Transpiration, Schiittelvorrichtungen
und stréomende Néhrbdden.

Alle Kulturen miissen so eingerichtet sein, daB auch bei Anwendung
fester Nihrboden den Organismen eine geniigende Menge Wasser in diesen®)
erhalten und die iber ihnen liegende Atmos’phétre wasserdampfreich bleibt.
Bei Besprechung der verschledenen Formen, die einer Kultur gegeben werden
konnen, war schon von den Mitteln, durch welche man diese Ziele erreicht,
die Rede. Es hat sich nun herausgestellt, daB der Grad der Luftfeuchtigkeit
und die davon abhidngige Wasserdampfabgabe seitens der Organismen auf
deren Wachstumstétigkeit und ihre Wuchsformen von gri 8ter Bedeutung sind.

Den Grad der Transpiration der Organismen von Fall zu Fall beurteilen
und regulieren zu kdnnen, wire sehr wiinschenswert, ist aber nicht leicht. Die
Transpiration ist abhingig von dem Wasserdampigehalt der die Organismen
umgebenden Atmosphére, sowie von der Temperatur der Organismen und
ihrer Umgebung; sie wird beeinflufit in erster Linie von Licht und Dunkelheit.
insofern, als Licht die Transpiration férdert, ferner von Luftbewegungen, welche
immer neue, noch nicht mit Wasserdampf gesittigte Luftschichten in die
nichste Néhe der H,0-abgebenden Organismen bringen, und von manchen
andern Faktoren. Der Feuchtigkeitsgehalt eines Luftraums, der beispiels-
weise unter einer Glasglocke liegt, wird bestimmt durch die Wassermenge.
die innerhalb der Glocke vorhanden ist und bei geniigend hoher Temperatur
verdunsten kann, und von der unter der Glasglocke herrschenden Temperatur,
welche bald die Verdunstung fortschreiten, bald den Dampf sich wieder kon-
densieren 146t. Ungleichmdfige Erwirmung, wie sie durch Besonnung oder
durch die Néhe eines geheizten Ofens zustande kommt, oder lokale Abkiih-
lung durch ein nahes Fenster fithren sofort zu ungleichma Biger Wasserdampf-
verteilung innerhalb des Kulturraums, auf welche z. B. Pilze sehr drastisch
reagieren konnen.

Will man Organismen in dampfgeséttigtem Raum kultivieren, so wird
man das Kulturgefil moglichst klein wéhlen und seine Wénde durch an-
gelegtes benetztes Filtrierpapier feucht halten; will man den Organismen
eine moglichst trockene Atmosphédre geben, sie aber nicht unbedeckt lassen,
30 wird man sich durch Einsetzen kleiner, mit Chlorkalzium gefiillter Gefd Be

1) Tetramethyltriamidophenylakridin.

2) Tetramethylphenyldiamidoakridin.

3) Uber das Minimum an Wassergehalt, das Organismen erfordern, vgl. z. B.
Worr, L., Ub. d. Einfl. d. Wassergehaltes d. Nahrbodens auf d. Wachst. d. Bakt. (Arch.

£. Hyg. 1899, 84, 200).
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zi helfen suchen. Kommen die Gefahren einer Luftinfektion nicht sonder-
lich in Betracht, so bedeckt man die Schalenkulturen mit Scheiben, die die
Kultur nur halb decken, oder verwendet Glasdeckel mit eingeschliffenem Loch.
Soll durch Luftbewegung im abgeschlossenen Raum die Transpiration ge-
steigert werden, so stilpt man {iber die Kultur eine an der Spitze oder an der
Seite tubulierte Glasglocke und fithrt durch diese eine Achse ein, an deren
Ende ein Fliigelrad befestigt ist. Die Achse wird durch einen Motor (Anschluf3
z. B. an einen Akkumulator) in Drehung gebracht. — Selbst bei einer sonst
nur miBig feuchten Atmosphire wird z. B. bei Kultur eines Pilzes iiber der
Pilzdecke doch stets eine besonders wasserdampireiche Luftschicht lagern.
Die Transpiration der Organismen voéllig zu unterdriicken, wird aber trotzdem
schwer sein, da auch im dampigesittigten Raum die Eigenerwidrmung der
atmenden Organismen immer wieder kleine Temperaturdifferenzen und damit
Destillationsprozesse herbeifithrt. BEyERINCK!) schldgt vor, Petrischalen
oder irgendwelche Dosen, in welchen Organismen auf festen Nahrboden kul-
tiviert werden, verkehrt, d. h. mit dem Deckel nach unten, auf einen méBig
warmen Thermostaten oder dgl. zu legen; der Teil der Dose, der diesem auf-
liegt, bleibt etwas wirmer als der die Organismen tragende Teil. —

Ebenso wie die Atmosphire wird man fiir besondere Zwecke auch die
Nghrlosung in Bewegung halten miissen. Bei offenen, vor Luftinfektion nicht
geschiitzten Algen- usw. Kulturen geniigt eine Rithrvorrichtung, bei geschlos-
senen Kulturen ist ein mit der Hand oder besser elektrisch betriebener
Schiittelapparat notwendig.?), Bei der Wirkung dieser Behandlung auf die
Organismen sind offenbar verschiedenartige Faktoren im Spiel: einmal die
bessere Luftversorgung, die sich in fliissigen Nahrmedien durch Schiitteln und
Erschiittern erreichen 14Bt, ferner die gleichmiBigere Verteilung der von den
Organismen gelieferten Stoffwechselprodukte und der mechanische Effekt
der StoBe, welche die Entwicklung aufhalten und modifizieren ; LUCET nimmt
an, daB beim Schiitteln auch bestimmte Stoffe (Kndotoxine) besonders leicht
aus den Zellen heraugdiffundieren.?) Ein Beispiel fir die Wirkung besserer
O-Versorgung ist wohl mit Karstens Sceletonemakulturen gegeben: in be-
wegtem Wasser erlangen die Diatomeen ihre normale Ausbildung, in stehen-
dem bleiben gewisse Differenzierungen aus?), wéhrend z. B. bei Rays Ver-
suchen mit Sterigmatocystis es sich in erster Linie um eine Hemmung
der Entwicklung durch rein mechanische Faktoren handeln diirfte, wenn
der Pilz sklerotienartige Agagropilenkugeln mit dicken Zellwéinden und

1) Verfahren z. Nachweise d. Siureabsond. bei Mikrobien (Zbl. f. Bakt., 1891, 9, 781).

2) Vgl. z. B. BopiN u. CasTEX, Appareil pour I'agitation continue d. cult. (Ann. Inst.
PasTEUR 1904,.18, 263), SarTORY, A., Etudes expér. de l'infl. de I'agitation s. 1. cham-
pign. infér. Thése. Paris; 1908 (betrifft Aspergillus niger).

3) Lucer, A., De linfl. de I’agit. sur le dével. du Bac. anthr. cult. en mil. liquide (C.
R. Aca@. Se. Pari; 1911, 152, 1512). ‘

4) Die Formverand. v. Sceletonema costatum usw. {Wissensch. Meeresunters., Abt.
Kiel, 1898, 3, 13).

6*
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einer Art Pseudoparenchym entwickelt.!) DaB sich durch Schiittelkul-
turen noch manche beachtenswerte Resultate erzielen lassen werden, ist
nicht zweifelhaft.

Soll in stromendem Wasser kultiviert werden, so kann man sich bei Sii8-
wasseralgen leicht dadurch helfen, dafi man das Kulturgefd 8 —notigenfalls mit
Gaze verbunden — unter den Wasserleitungshahn stellt. Schwieriger ist die
Aufgabe zu losen, wenn mit bestimmten Néhrlosungen und besonders mit
sterilem Néhrlosungsmaterial gearbeitet werden soll; WrLEMINSKY?) hat
einen Apparat beschrieben, welcher das gestattet.

9. Nachweis und Wirkung der Stoffwechselprodukte.

Von unermeflicher Mannigfaltigkeit sind die Stoffwechselprodukte, die
von dem Mikroorganismus in den Nahrbdden der Mikroorganismen nach-
weishar werden und die weitere Entwicklung der Mikroben wesentlich beein-
flussen konnen.

DaB die Stotfwechselprodukte, die in alternden, selbst schon in mehr-
tigigen Kulturen nachweishar werden, von den lebenden Mikroorganismen
ausgeschieden worden sind, darf keineswegs immer ohne weiteres angenom-
men werden ; moglicherweise handelt es sich bei jenen um Stoffe, die aus toten
Zellen exosmiert sind oder durch Einwirkung der lebenden Zellen auf die
von toten Anteilen gelieferten Stoffe entstanden sind. Tatsache ist, daB
auch in lebhaft vegetierenden Kulturen von geringem Alter neben lebenden
Anteilen sich betréchtliche Mengen toten Materials finden konnen, die stets
als Herkunftsort der in den Kulturen nachgewiesenen Stoffwechselprodukte
zu beriicksichtigen sind.

Das Studium der Stoffwechselprodukte kann auf verschiedenen Wegen
in Angriff genommen werden und durch Verwertung der an Kulturen be-
obachteten Erscheinungen geférdert werden : entweder wir richten die Kultur—
durch geeignete Wahl von Néhrstoffen oder charakteristisch reagierenden Bei-
mengungen — derart ein, dal wir wihrend der Entwicklung der Mikroorganis-
men bereits iiber Entstehung und Qualitat der Stotfwechselprodukte informiert
werden — oder wir trennen frither oder spiter den Nahrboden von den Orga-
nismen und suchen mit den iblichen Hilfsmitteln des chemischen Labora-
toriums zu ermitteln, was fiir Stoffe sich in dem Nahrsubstrat finden. Die
Trennung der Substrate von den Lebewesen wird, wenn es sich um relativ
grofizelliges Material handelt, mit einem Papierfilter bewerkstelligt wérden
konnen. Bedient man sich einer Filterkerze (s. 0. 8.50), so ist zu beachten,
daB die adsorbierende Kraft der Kerzensubstanz die Flissigkeit nicht immer

1) 8. le dével. d'un champignon dans un liquide en mouvement (C* R. Acad. Sc.
Paris 1896, 123, 907).

2) Ub. Ziicht. v. Mikroorg. in stromenden Nahrb. (ZbL-{f. Bakt. I, Orig., 1906, 42,
280, 376). Vorher stellte WiENER (Apparat z. Ziicht. v. Mikroorg. in bewegl. fliiss. Medien,
ibid. I, 1903, 34, 594) dhnliche Versuche an.
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unverdndert durchs Filter laufen 1a8t.") Das gewonnene Filtrat ist wegen der
Empfindlichkeit gewisser Stoffwechselprodukte gegeniiber physikalischen
Agentien (Thermo- und Photolabilitdt) mit Vorsicht zu behandeln.?)

Bei der nachfol