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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:



inleitung 3

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.)
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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).



Organische N#hrlgsungen 25

&

¢) 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.



Anorganische Hydrogele 33

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).
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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.).
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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
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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).
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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 nachfolgenden Aufzihlung der verbreitetsten Stoffwechselpro-
dukte werden wir namentlich auf diejenigen Mittel und Wege eingehen, welche
Anwesenheit und Wirkung der Stoffwechselprodukte von der Kultur selber
abzulesen gestatten. —

Hinsichtlich der Reaktion der von den Organismen ausgeschiedenen
Stoffe und der Einwirkung der Organismen
auf die Reaktion des Nahrbodens lassen sich
Sdurebildner und Alkalibildner unter-
scheiden. Besonders die Sdurebildner spiclen
eine groBe Rolle, und zu ihrem Nachweis
sind verschiedene Methoden beschrieben wor-
den. Entweder wir mischen zu dem Nahy-
boden Stoffe, welche bei Séurewirkung eine
Farbenénderung erfahren (Indikatoren), oder
wir setzen dem Substrat wasserunldsliche
Stoffe zu, die mit Siure wasserldsliche Ver-
bindungen geben. An das zweite Prinzip
kniipft BEvErINcks®) Methode an. Nach
dem Vorschlag dieses Autors benutzen wir
einen Kreidegelatinendhrboden: die mit be-
liebigem Nahrmaterial hergestellte Gelatine
(oder auch Agarmasse) wird mit feiner, ge-
schlemmter Kreide zu einem undurchsich- Fig. 2. Nachweis sturebildender Orga-
tigen, milchweien Brei angeriihrt; selbst in ?;?Iﬁi3’3232n%?ffxﬁgquﬁi’bh‘,’ﬁ;‘f)’ﬁfﬁf&?ﬁ
einer Schicht von nur 1 mm Dicke muB die iy rer orsinivas weehe dis Bottian
Nihrgelatine undurchsichtig bleiben. Nach ~ des Néhrbodens nicht verindern.
dem Erstarren trigt man die zur Untersuchung bestimmten Organismen auf
die Gelatineplatte auf oder iibergieBt sie mit der zur Prifung vorliegenden
organismenhaltigen Fliissigkeit. Uberall, wo sich siurebildende Bakterien usw.
entwickeln, entstehen durch Losung der Kreide durchsichtige Diffusionsfelder.
BryerINCK macht darauf aufmerksam, daB die Methode sehr empfindlich ist
und selbst den Nachweis von Bernsteinsdure gestattet. Fig.22 zeigt oben den
Durchschnitt durch eine verkehrt liegende Gelatinedose, unten die Fliche

1) Nach Porrer verlieren manche Fermente bei Beriihrung mit einer Kollodium-
membran ihre Wirksamkeit (Biochem. Ztschr. 1910, 23, 301).

2) Einen namentlich fiir mykologische Untersuchungen geeigneten Apparat zur Unter-
suchung der Stoffwechselprodukte beschreibt ScnouTeEN (Eine modif. Meth. u. ein neuer
App. {. Enzymunters. Zbl. f. Bakt. II, 1907, 18, 94), vgl. auch das unten zu Fig. 25 u. 26
Gesagte.

%) Verfahren zuin Nachweise der Siureabsonderung bei Mikrobien (Zbl. f. Bakt.
1891, 9, 781).
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derselben Gelatinekultur, auf der sich Saurebildner entwickelt haben. Die
Kultur @ gehort einem alkalibildenden Organismus an, der das Séurediffu-
sionsfeld der danebenliegenden sidureerzeugenden Kolonie S teilweise neutra-
lisiert. AuBer diesen Beziehungen der Organismen zueinander lassen sich
bei aufmerksamer Musterung noch manche andere von den Kreidegelatine-
platten ablesen.?) — In dhnlicher Weise wie Kreide kann man auch die Kar-
bonate von Magnesium, Baryum, Mangan, Zink u. a. verwerten. BeYERINCK?)
hat das Verhalten verschiedener Mikroben gegeniiber Zinkkarbonat unter-
sucht : Milchsédurebakterien werden durch dieses in ihrem Wachstum leicht
gehemmt. Die Essigsiurebakterien widerstehen ihm. Die Essigdtherhefe
wird durch dasselbe geférdert. 4

Von Indikatoren kommen besonders Phenolphtalein und Lakmus in Be-
tracht. Will man mit ersterem arbeiten, so verdiinnt man eine 0,5 %ige Lo-
sung (in 50 %igem Alkohol) auf 1/,, ihrer Konzentration und setzt von dieser
Losung 0,7—0,8 ccm zu 5 cem Néhrlosung.®) Beliebter ist Lakmus. Bucs-
NERY) hat zum ersten Male die Verwendbarkeit des letzteren dargetan:
siurebildende Organismen, die auf alkalischem blauen Nahrboden ausgesit
werden, rufen lokale Rotfirbung hervor. PrTRUScHEY®) benutzte besonders
Lakmusmolke und gibt ausfithrliche Anweisung zu deren Herstellung. Da
sich verschiedene Mikroorganismen auf Lakmusnéhrboden als Alkali- bzw.
Saurebildner sehr verschieden verhalten, dient Lakmusmolke oder dgl. so-
wie der Grad der Reaktionsinderung innerhalb gegebener Zeit als diagnosti-
sehes Hilfsmittel. Typhus z. B. ist als schwacher Saurebildner gekennzeich-
net. — P. KaurMax~é) empfiehlt zur Unterscheidung der Séure- und Alkali-
bildner einen aus Jequiritysamen (Abrus precatorius) hergestellten Néhr-
boden: Alkalibildner rufen Griinfirbung, Séurebildner Entfirbung hervor.

Alkalisch wirkende Stoffe, die von den Organismen gebildet werden,
weist man schlieBlich mit Hilfe eines fuchsingefdrbten Néhrbodens nach.
Fuchsin wird dureh-basische Verbindung entfirbt; Zusatz von Séure stellt
die rote Farbe wieder her. Uber die vielfiltigeVerwendung, welche die Anilin-
farben bei der Herstellung von Nahrboden finden, wird spater bei Behand-
lung der Bakterien noch besonders ausfithrlich zu berichten sein.

Kreide, die man zum Nahrboden gibt, gestattet nicht nur den Nachweis

1) Sit man auf glukosehaltiger Gelatine mit Maische etwa Hefen, Essigsdure- und
Milchsiurebakterien gleichzeitig aus, so diffundiert der von den Hefen gebildete Allcohol
allmihlich durch die Gelatine vorwarts und veranlalt schnelle VergroBerung der von den
Hssigsidurebakterien gebildeten Glukonsiurefelder, wihrend die Diffusionszonen der Milch-
siurebakterien keine Zunahme ihrer Ausdehnungsschnelligkeit erfabren (BEYERINCK).

2) BEYERINCK a. a. O., 785.

3) ZILLIECKY, R., Biochem. u. differentialdiagnostische Unters. einiger Bakt. mittels
Ph.-Nahrbioden (Zbl. {. Bakt. Orig., 1902, 32. 752).

4) Zur Kenntnis des Neapeler Cholerabazillus usw. (Arch. f. Hyg. 1885, 3, 361).

5) Bakteriochemische Untersuch. (Zbl. f. Bakt. 1889, 6, 657; 1890, 7, 1).

6) Uber einen neuen Nihrboden f. Bakterien (Zbl. f. Bakt. 1891, 10, 65).
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der Saurebildung, sondern auch die Bindung entstandener Séure, die man mit
Kalziumkarbonat, Magnesia usta u. dgl. auch nachtraglich durch Aufstreuen
auf das Nihrsubstrat — oder einen Teil der Kulturfliche — erreichen kann.
Soll die Reaktion eines Nahrbodens dauernd gauer bleiben, so hilft man sich
«urch Beigabe von Weinstein, Harnsdure oder anderer schwer 16slicher saurer
Verbindungen.

Ob ein Mikroorganismus Oxysduren produziert, 148t sich bei Erndhrung
mit Manganioxyd dartun?): dieses wird bis zur Schwarzfirbung des glukose-
haltigen Nahrbodens diesem zugesetzt. Das Manganioxyd wird durch Oxy-
séuren reduziert, es bildet sich um die Oxysédure liefernden Mikroben ein heller
Hof. —

Eine Methode, welche sehr kleine Mengen Alkohol (0,001—0,002 vol.
proz.) in Néhrlésungen nachzuweisen gestattet, beschreibt KLOCKNER: in ein
Reagenzglas von 180 mm Lénge und 24 mm Durchmesser werden 5 cem der
Fliissigkeit gebracht; in den durchbohrten Stopsel des Rohres wird ein 80 cem
langes, 3 mm (auswendig!) breites Rohr gesteckt, dessen unteres Ende gerade
durch den Stopsel reicht. Dann wird iiber einem Drahtnetz das Gefafl lang-
sam erwirmt; StoBen und starkes Schiumen der Flissigkeit ist zu vermeiden.
Ist Alkohol in ihr, so schlagen sich im Rohre runde, 6lartige Tropfen nieder; je
héher der Alkoholgehalt, um so weiter reichen die Tropfen im Rohre herunter.)

Vermutlich ist es Chinon, welches nach BEYERINCK in neutralen Me-
dien eine Schwirzung von Ferro- und Ferrisalzen hervorruft.®) BEYERINCK be-
obachtete solche Wirkungen bei Kultur von Pilzen (Actinomyces chromogenes)
und Bakterien (Acetobacter melanogenum) auf eisenhaltigen Nahrboden. Die-
selbe Substanz bedingt auffallende Verdnderung der Gelatine: diese wird
durch die Mikroorganismen gegerbt, d. h. sie verliert ihre Loslichkeit im
kochenden Wasser und ihre Peptonisierbarkeit bei Trypsineinwirkung.

Die Bildung von Schwefelwasserstoff!) weist BeysriNck da-
durchnach, daB er zu (alkalischem) Fleischagar oder -gelatine vor dem Plat:en-
gieflen so viel Bleiweil (Bleikarbonat) zusetzt, dal eine gleichmifBig weile,
undurchsichtige Masse entsteht. GieBt man auf solche Nahrboden z. B. eine
Probe von Grabenwasser aus, so machen sich diejenigen Kolonien, welche
Schwefelwasserstoff entwickeln, durch ihre braune Farbe den ungefarbten
Kolonien gegeniiber auffallend (Bildung von Schwefelblei). Besonders mar-

1) SéunceN, Umwandl. v. Mn-Verbind. unter d. Einfl. mikrohol. Prozesse (Zbl. f.
Bakt. I1, 1914, 40, 545). :

2) KLSCRNER, A., Ub. d. Nachw. kleiner A.-Mengen in girenden Fliissigkeiten (Zbl.
1. Bakt. II, 1911, 31, 108); seine Methode ist eine Modifikation der dlteren PASTEURschen
Tropfenreaktion (PASTEUR, Examen critique d’un écrit posthume de CLAUDE BERNARD
sur la fermentation 1879, 90).

3) Bryerinok, M. W., Ub. Pigmentbildung bei Essigbakt. (Zbl. f. Bakt. II, 1911,
29, 169); Ub. Streptothrix chromogena (ibid. 1900, 6, 2).

4) Schwefelwasserstoffbildung in den Stadtgriben und Aufstellung der Gattung
Aérobacter (Zbl. £. Bakt. I1, 1900, 6, 193).
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kant wird die Erscheinung, wenn man auf dltere Kulturen sterilisierte Glas-
platten auflegt und dadurch die Verfliichtigung des ‘Schwefelwasserstoffs
hemmt. — Vom Indol und seinem Nachweis wird spiter bei Besprechung
der Bakterien die Rede sein. /

Bei der Benutzung des Lakmus und anderer Indikatoren ist wohl zu
beachten, daB Farbenverinderungen und schlieSlich Entfdrbung auch durch
die reduzierende Wirkung der Organismen zustande kommen konnen.
Nach Brrrine?) 1a8t sich diese entfarbende Wirkung bei Ziichtung von Bak-
terien an Lakmusagar leicht beobachten, an Lakmusgelatine fast gar nicht
und an Lakmusbouillon nicht gut erkennen. MULLER benutzte zum Nach-
wels der reduzierenden Wirkung der Organismen neben Indigkarmin haupt-
séchlich essigsaures Rosanilin und Methylenblau, besonders auf Agar. Zu be-
achten ist, daB Agar beim Kochen kréftig zu reduzieren vermag. Mit Aéro-
biose und Anaérobiose hat die reduzierende Wirkung der Mikroben nach
MULLER nichts zu tun.?)

Kine Methode zur quantitativen Priiffung der reduzierenden Wirkung
hat WicHERN beschrieben.3)

ScrEEURLEN und KLETT benutzen selenigsaure Salze.!) Dem Rezepte
KvrerTs folgend, setzt man zu einem Agar- oder Gelatinershrchen zwei Trop-
fen einer 2 %igen Losung von Natrium selenosum: durch die Reduktions-
tatigkeit der Organismen entsteht rotes metallisches Selen. Zu &hnlichen
Zwecken dienen auch Kalium- und Natrium tellurosum-Losungen (1:50000),
die unter dem EinfluB reduzierender Mikroben schwiérzliche Massen metalli-
schen Tellurs ausfallen lagsen.?)

Bei Kultur auf Manganioxyden:

Kalziummalat . . . . . 29
Mangansulfat . . . . . 19
nebst den iiblichen Nahrmitteln
tritt Reduktion zu Manganoverbindungen ein.$)

W. H. Scuvrrze und KrRAMER haben zwei Agarmischungen beschrieben,
mit deren Hilfe sich reduzierende und oxydierende Wirkungen von Mikro-
organismen nachweisen lassen.?) Beim Studium der Reduktionswirkungen

1) Beitr. z. Atiol. des Milzbrandes (Ztschr. f. Hyg. 1889, 7, 171, 177). )

2) MLLER, F., Ub. reduz. Eigenschatten v. Bakt. (Zbl f. Bakt. 1899, 26, 51); Uber
Reduktionsvermégen d. Bakt. (ibid. 801).

3) WicHERN, Quantit. Unters. iib. d. Reduktionswirkung d. Typhus-Coligruppe
(A. f. Hyg. 1910, 72, 1). ‘

4) ScHEURLEN, Die Verwendung der selenigen u. tellurigen Siuren in d. Bakt. (Ztschr.
f. Hyg. 1900, 33, 185); Krerr, Zur Kenntn. d. reduz. Eigensch, der Bakt. (ibid. 137).

5) King, W. E. u. Davis, L., Potassium tellurie as an indicator of microbial life
(Coll. Res. Labor, Parke, Davis & Co., 1915; vgl. Zbl f. Bakt. I, Ref. 1917, 66, 263).

6) SoungeN, Urawandl. v. Manganverbind. usw. (Zbl. f. Bakt. II, 1914, 40, 515).

7) Scaurrze, W. H.,, Ub. eine neue Meth. z. Nachw. v. Reduktions- u. Oxydations-
wirkungen der Bakt. (Zbl f. Bakt. I, Orig., 1911, 56, 544); Kramxr, G., Beitr. z. sofort.
Nachw. v. Oxyd.- u. Reduktionswirkungen d. Bakt. usw. (ibid. I Orig., 1912, 62, 3%4).
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bediene man sich einer 1 %igen wisserigen Paranitrosodimethylanilinlésung
und einer alkalischen -Naphthollosung: 1g Substanz wird mit 100 g Wasser
zum Kochen gebracht; -sie schmilzt, wenn konzentrierte Na OH tropfenweise
zugesetzt wird, und geht dabei zum Teil in Losung; beim Erkalten fillt von
dem geldsten ein Teil wieder aus; zu der Flissigkeit wird so lange Na O H trop-
fenweise zugesetzt, bis sie ein klares, fast ungetriibtes, leicht bréunliches Aus-
sehen zeigt. Paranitrosodimethylanilinlosung und «-Naphthollésung werden
zu gleichen Teilen gemischt — die erste ist der zweiten zuzusetzen —, der
Niederschlag wird abfiltriert und je ein Teil mit zwei Teilen fliissigen Agars
gemischt. Solcher Agar ist vor Gebrauch stets frisch herzustellen, da er an
der Luft nachdunkelt. Mikroorganismen, welche reduzierend wirken, farben
sich auf dem Agar sofort griin — man priife vorher die Brauchbarkeit des.
Agars durch Auftragen eines Reduktionsmittels (Titantrichlorid).

Unabhéngig von den Mikroben geht reduzierende Wirkung auch von
manchen sterilen Néhrboden aus (Ndhrbouillon, Néhrgelatine); Néhragar
reduziert nicht. — .

Zur Herstellung eines Oxydaseagars verwenden ScrEurtzi und Kra-
MER eine 1—2 %ige Losung von Dimethylparaphenylendiaminchlorhydrat
(MeroK) und eine alkalische o-Naphthollosung (s. 0.). Zu je 2 Teilen der
ersteren kommt ein Teil der zweiten; die erstere ist stets der zweiten zuzu-
setzen. Die Mischung. wird filtriert und ein Teil der Losung mit 3 Teilen
flissigen Agars vermischt. Man priift vor Gebrauch durch Auftragen eines
Oxydationsmittels (z. B. Ferrizyankali). Oxydierende Mikroben farben den
Agar nach kurzer Zeit dunkelblau.

Beide Agarmischungen sind in der hier beschrlebenen Form zu linger
wihrender Kultur der Mikroorganismen leider nicht zu verwenden, da sie
sich an der Luft auch ohne Mitwirken von Organismen verfarben. —

Kinige weit verbreitete Fermente sind aufler den reduzierend und oxy-
dierend wirkenden die nachfolgend genannten. — Die wichtigsten sind die
proteolytischen oder eiweiBlosenden, weil ihre Wirkung bei der Her-
stellung und Beurteilung von Gelatinekulturen von Belang ist: Gelatine wird
durch sie verfliissigt. Dabei handelt es sich anscheinend ganz allgemein um
tryptische Fermente, d. h. um solche, die das Maximum ihrer Wirkung bei
alkalischer Reaktion erreichen.

Gelatineverfliissigende Organismen gibt es unter den Protozoen, Bak-
terien, Pilzen und Algen.t) Namentlich bei der Bestimmung von Bakterien
1st eine der wichtigsten Fragen die, ob der fragliche Organismus zu den gela-
tineverfliissigenden gehort oder nicht. Die Erndhrung der Organismen, die
Reaktion des Néhrsubstrats, die Temperatur und andere Faktoren sind von

1) Zahlreiche Literaturangaben bei Frrmi und BuscacrLioni, Die proteolytischen
Enzyme im Pflanzenreich (Zbl. f. Bakt. II, 1899, 5,24) und Czarex, Biochemie der Pflan-
zen, 2, Aufl., 2, 1920, 130.
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groBem EinfluB auf die Geschwindigkeit des Verflissigungsprozesses. BEyE-
RINCK') zeigte, da bei sporenbildenden Bakterien (z. B. Urobacillus) die
Verfliissigung erst nach der Sporenbildung auffallig wird ; aus den toten Zellen-
teilendiffundierenrelativ grofie Mengen von Trypsin heraus, derlebende Plasma-
belag hilt den grofiten Teil von diesem zuriick. Ahnliches gilt fiir die Hefen.

Die Verflissigung der Gelatine durch proteolytische Fermente benutzten
verschiedene Autoren?) dazu, um an den Verdnderungen steriler Gelatine-
massen (Zusatz von Karbol, Thymol oder dgl.) den Gehalt irgendwelcher
Flissigkeiten (Néhrfliissigkeiten von Pilzen usw.) an tryptischen Fermenten
7z Iessen.

Bursewirscu®) stellte fest, daB Gehalt der Nahrboden an Pepton die
Wirkung proteolytischer Fermente auf Gelatine hemmt.

Verfliussigte Gelatine gibt (durch Verdunstung) mehr Wasser ab als feste;
daraus erklart sich, daB unter den Kolonien verflissigender Organismen die
Oberfliche der Gelatine konkav einginkt: Kolonien, die unter dem Mikro-
skop ,,wie Konkavlinsen wirken und die dementsprechend bei tiefer Ein-
stellung glinzen und bei hoher dunkel erscheinen®, gehoren verfliissigenden
Organismen an (GUNTHER?)) und unterscheiden sich somit dureh ihr Licht-
brechungsvermogen von den nichtverfliissigenden, welche ein mehr oder
minder flaches Polster auf der Gelatineoberfléche darstellen und als Konvex-
linse wirken.

Der Abbau der Gelatine erfolgt bis zur Albumose (Gelatinose) oder bis
zum Pepton; nur im ersten Fall kann das Verflissigungsprodukt durch Form-
aldehyd wieder zum Yrstarren gebracht werden.

Bei hoher Temperatur ist die Spaltung der Gelatine eine energischere
als bei tiefer.®)

Dieselben Organismen, welche Gelatine verfliissigen, konnen, wie Errk-

1) BevErNck, M. W., Anhiufungsvers. mit Ureumbakt. usw. (Zbl. {. Bakt. II, 1901,
7, 33, 45) sowie: Weitere Beob. iib. d. Octosporushefe (ibid. 1897, 3, 449, 521).

2) Literatur bei Fermi und BuscacrioNI (s. o.); Fermi, Alte u. neue Meth. z.
Nachw. d. proteol. Enzyme (ZblL f. Bakt. 1906, 16, 176; Verwendung der Alkali-
albuminate), MavritaNo, La protéolyse chez I’Asperg. niger (Ann. Inst. Pasteur 1900,
14, 60) u. a. :

3; Umwandl. d. EiweiBstoffe durch d. nied. Pilze usw. (Jahrb. f. wiss. Bot. 1903,
38, 147).

4) Einfithrung in das Studium der Bakteriologie, 6. Aufl., Leipzig 1906, 227.

5) Uber verflissigte Gelatine, die bei 10° wieder erstarrt, vgl. Conri, Sulla possi-
bilith di far crescere in infissione solida alcune specie di batteri liquefac. (Riv. d’ig. e
san. pubbl. 1891, Nr. 18). Uber die Wirkung von Formalin auf verfliissigte Gelatine vgl.
TrraBoscHr. Osserv. relative alla fluidificaz. d. gelatina usw. (vgl Ref. in Zbl. f. Bakt. I,
1906, 38, 486). Ferner: MavrosaNNIs, A., Formol als Mittel zur Erforschung der Gela-
tineverfliiss. durch d. Mikroben (Ztschr. f. Hyg. 1903, 45, 108). Bocorusorr, W. L.,
Quelques faits au sujet de I'action de la formaline sur la gélatine liguéfiée par des staphy-
locoques (Rousski Wratch 1907, 259; vgl. Bull. Inst. PASTEUR, 1907, 5, 429). Zur Chemie
der verflissigten Gelatine vgl. MesgrNITZKY, P., Ub. d. Zersetzung der Gelatine durch
Microc. prodig, (Biochem. Ztschr. 1910, 29, 104).
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MAN?) zeigt, auch Kasein spalten. Es handelt sich beidemal offenbar um das-
selbe Enzym, dessen Nachweis mit Hilfe des Ersgmanschen Milchagars leicht
gelingt. Man sterilisiert getrennt Magermilch und Agar (Bouillonagar oder
dgl.) und mischt, nachdem beide etwas abgekiihlt sind, im Verhéltnis 1:3
bis 1:6. Erhitzt man beide zusammen, so fillt Kasein grobflockig aus;
andernfalls entsteht ein brauchbares, gleichmi8ig trithes Substrat, das nach
Aussaat kaseinspaltender bzw. gelatineverfliissigender Bakterien an den Ko-
lonien eine Aufhellungszone bekommt. Trigt man auf dem Agar einen Strei-
fen (gefarbte) Gelatine auf, so kann man sich davon tiberzeugen, da8 in glei-
chem Schritt mit der Kaseinspaltung auch die Gelatineverfliissigung fort-
schreitet; die flissige Gelatine wird vom Agar resorbiert.

Einen Mikroorganismus, der selbst koaguliertes Eiweifl zu 13sen vermag,
beschrieb Maassex.2) Die Zusammensetzung des Nahrbodens beeinflufit
Fermentproduktion und Gelatineverfliissigung.?)

Wird Mileh durch Mikroorganismen zum Gerinnen gebracht, so beruht
diese Verdnderung auf der durch entstandene Siure veranlaften Kasein-
fallung (,,Quarg’) oder auf der ohne Sduerung eintretenden, durch ein Fer-
ment (Lab) bedingten Féllung (,,Bruch*). Labbildende Pilze und Bakterien
sind weit verbreitet; alle peptonisierenden Mikroorganismen diirften auch
Labbildner sein. (Vgl. CzarEk a.a. O. 1920, 136, 137.) Eine Methode,
proteolytische und kaseinfillende Wirkung nebeneinander zu beobachten,
hat Ersemax beschrieben: auf Milch- oder Kaseinagar entsteht eine auf-
gehellte Zone rings um die Organismen, welche das Kasein 16sen: rings um
diese Zone bildet sich bei laberzeugenden Mikroben eine dunklere, in der
Kaseinfallung eingetreten ist.4)

Fiir den Nachweis diastatischer Fermente benutzte WENT?) bei Unter-
suchung eines Pilzes (Monilia sitophila) einen mit Stiarkekleister angeriihrten
Agar: in der Nahe des Pilzes wird die Agarplatte etwas aufgehellt; nach Zu-
satz von Jodjodkalium werden die vom diastatischen Ferment betroffenen
Stellen rotbraun, die andern blau. Nach Ersrmaw (a. a. O. S. 846) erfihrt der
Néahrboden an denselben Stellen eine schwache Einsenkung. Starkelosende
Bakterien sind offenbar weit verbreitet (vany SENUSS), EIJRMAN). — ,,Stéarke-
gallert (s. o.) wird durch manche Mikroorganismen verfliissigt.

1) Uber Enzyme bei Bakterien und Schimmelpilzen (Zbl f. Bakt. 1901, 29, 841).
Weitere Literatur zitiert bei Evkman, Milchagar als Medium z. Demonstration d. Erzeu-
gung proteol. Ferm. (ibid. II, 1903, 10, 53). :

2) Fruchtéitherbildende Bakterien (Arb. a. d. Kais. Gesundheitsamt 1899, 15, 500).

3) Zuckerzusatz hemmt die Verfliissigung (AverBacH, A.f. Hyg. 1897, 31, 311;
vgl. CzaPEK a. a. O. 1920, 131).

4) EwkMan 1901 a. a. 0. — Uber Einteilung der Mikroben nach ihrem Verhalten der
Milch gegeniiber vgl. Brrrr, U., La coagulabilitd al calore delle culture in latte come ele-
mento di diagnosi bacteriologica (Soc. med. chir. Bologna 1906; auch 1907).

5) Sitzber. Kgl. Akad. Wiss. Amsterdam 1901.

6) Habilitationsschrift. Leiden 1890.
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Diastatische sowie invertierende Fermente weist BEYERINCK!) mit
Hilfe der Leuchtbakterien nach. Gibt man zu Kulturen, die nicht mehr leuch-
ten, Stirke und Rohrzucker, so tritt zunéchst noch keine Reaktion ein; iiber-
trigt man gleichzeitig mit den Substanzen einen Organismus, welcher dia-
statische oder invertierende Enzyms liefert, so beginnt die Kultur unter dem
EinfluB der gebildeten Zuckerarten (Maltose, Glukose) sofort wieder zu
leuchten. :

Sehr gering scheint die Zahl der Organismen zu sein, welche Agar ver-
flissigen konnen. Wir werden sie bei Besprechung der Algen und Bakterien
kennen lernen; bei letzteren wird auch der Serumverfliissiger zu ge-
denken sein. '

Bei der Gelegenheit sei der milchweiBlen Tritbung des Agars Erwihnung ge-
tan, die bei Kultur einiger pathogener Bakterien?) beobachtet worden ist: offenbar handelt.
es sich bei dieser Erscheinung um eine durch Siiureproduktion hervorgerufene Eiwei3 fallung.

Verfliissigung von Mannan beobachtete SawamuRra?®).

Zelluloselésende Enzyme sind zweifellos bei Bakterien und Pilzen
sehr verbreitet. Dadfiir spricht nicht nur die Zellulosezerstorung toter Pflan-
zenteile im Boden, sondern auch die Wirkung der auf Pflanzen vegetierenden
Parasiten; zelluloselosende Bakterien und Pilze (4spergillus-Arten) sind aus
dem Magen der Boviden (Pansen) isoliert worden. ITErRson?) weist die Pro-
duktion zelluloseldsender Enzyme durch Kultur auf Filtrierpapier nach, dessen
Fasern allméhlich von den Organismen zerstort werden..— Mit Hilfe der Diffu-
sionsmethode (Ersrman) 1Bt sich diese Gruppe der Enzyme bisher nicht
nachweisen.

Blutverdauende Enzyme weist Elykman mit Hilfe des Blutagars
nach (a. a. 0. 8. 845). Gewdohnlicher, auf 55° C abgekiihlter Agar wird mit
einzelnen sterilen Bluttropfchen gut gemischt. Auf den damit gegossenen
tritben Platten rufen manche Bakterien lokale Aufhellung hervor. Sind die
um die Kolonien sich bildenden Hofe vollig klar, so liegt Hédmopepsie
vor, d. h. Verdauung des Himoglobins und des Erythrozytenstromas;
sind die Hofe nur transparent, so handelt es sich um Haémoglobinopepsie,
d. h. um Verdauung des Blutfarbstoffes ohne Zerstérung des Stromas.5)
Diese Erscheinungen werden nur auf festen Boden beobachtet; Himolyse,
d. h. Austreten des unveréinderten Blutfarbstoffes ist nur in fliissigen
Nihrmedien zu beobachten.

1) Die Bakt. d. Papilionazeenknéllchen (Botan. Ztg. 1888, 46, 726).

2) Liemany, Uber einen neuen pathogenen Streptococcus (Zbl. f. Bakt. 1300, 28, 293).

3) On the liquefaction of mannan by microbes (Bull. Coll. Agric. Tokyo 1903, 5,
259; Zbl f. Bakt. II, 1904, 11, 21).

4) Die Zersetzung d. Zellulose durch agrobe Mikroorganismen (Zbl. {. Bakt. 11, 1904,
11, 689). Vgl. auch Gziiss, Biol. Erschein. hei d. Kultivierung v. Ustilage Maydis (Ber. d.
D. Bot. Ges. 1902, 20, 212).

5) Barrrnieis, Ub. Blutversinderungen durch Bakt. (Zbl. f..Bakt. I, Orig., 1914,
74, 201); s. auch LobpE.
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Lipasen werden in der Weise nachgewiesen, daf man mit Eryrxmax
{a. a. O. 8. 847) auf den Boden einer Petrischale eine diinne. Schicht Fett,
%. B. Rindertalg, ausbreitet und dariiber nicht zu heiflen Agar ausgieBit, ohne
daB das Fett schmilzt. Unter den Kolonien verschiedenartiger Mikroorganis-
men tritt eine auffallige Veriinderung des Fettes ein: es wird undurchsichtiger,
briichig und feucht und bleibt, wenn man die Agarschicht aus der Schale lost,
an jener haften. EITRMAN zeigte, daB es sich bei dieser Verinderung des Fettes
um die Wirkung fettspaltender Fermente handelt.

SchlieBlich lassen sich noch elastinspaltende Fermente durch die
Diffusionsmethode nachweisen. Eisxman?) digeriert feingeschnittene Kalbs-
lunge, Nackband oder Arterienwénde tagelang bei 37° abwechselnd mit ver-
dimnnter Kalilauge und verdiinnter Essigsdure. Das erhaltene Elastinpulver
wird als wisserige Suspension diskontinuierlich bei 80—90° C sterilisiert;
nach Absetzen der groberen Teilchen gewinnt man eine gleichmiBig triibe
Fliissigkeit, die zu einem Elastinagar sich verarbeiten 1a8t. Bacillus pyo-
cyaneus und einige andere Mikroben geben auf solchem Nahrboden emnen deut-
lichen Aufhellungshof.

Katalase, d. h. das Ferment, welches H, 0, zerlegt und aus ihm Sauer-
stoff frei werden laBt, entsteht in den Kulturfliissigkeiten, auf welchen Mikro-
organismen wachsen, oft in erstaunlicher Menge; man fiberzeugt sich von
seiner Gegenwart, indem man zu der gebrauchten Néhrlosung H,0, (z. B.
Mzrcks Perhydrol) triufelt.?) Organismen der verschiedensten Art lassen
Katalase entstehen. —

Bei der letzten Gruppe von Stoffwechselprodukten, die wir noch zu nen-
nen haben, handelt es sich um Stoffe, tiber deren chemische Natur bisher so gut
wienichts bekanntist, und von welehen wir nur wissen, daBsie entwicklung-
fordernd und entwicklunghemmend auf die betreffenden Lebewesen
einwirken. Die Erforschung dieser Verbindungen, die fiir viele erndhrungs-
physiologische Fragen von grofter Bedeutung zu werden verspricht, steckt
zurzeit noch in-den ersten Anfingen, und ihre Wiederaufnahme ist dringend
erwiinscht.®) Nikrmrinsky4) machte die iiberraschende Entdeckung, daB
bei Kultur von Aspergillus in der Nahrlosung Stoffe entstehen, welche
jene fiir das Wachstum des Pilzes nur giinstiger machen. Ahnliche Beobach-
tungen machte RarN5) an Bakterienkulturen: neben wachstumhemmenden,

1) Uber Enzyme bei Bakterien und Schimmelpilzen (ZblL f. Bakt. 1, Orig.,
1904, 35, 1).

2) Uber den quantitativen Nachweis der Katalase vgl. z. B. Jorxs, A., Ub. Bak-
terienkat. (Arch. f. Hyg. 1908, 67, 134).

3) Vgl. KtisTER, E., Ub. chem. Beeinflussung der Organismen durcheinander. Leipzig
1909. ‘
4) Uber die Beeinflussung einiger Schimmelpilze durch ihre Stoffwechselprod. (Jahrb.
. wiss. Bot. 1904, 40, 1).

5) Uber d. Einfl. d. Stoffwechselprod. auf d, Wachst. d. Bakt. (Zbl. f. Bakt. 2. Abt.,
1906, 16, 417).
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die sich durch Kochen zerstoren lassen, entstehen auch wachstumfordernde,
die durch Kochen nicht veriindert werden.?)

Wachstumhemmende thermolabile Stoffwechselprodukte sind ferner in
den Néhrlosungen verschiedener Schimmelpilze nachgewiesen worden?): ge-
brauchte Nihrlosungen sind fiir die Keimung frischer Aussaaten wenig ge-
eignet; durch Kochen werden soleche Lisungen verbessert.

Die wachstumhemmende Wirkung gebrauchter Néhrboden macht sich
nicht nur denjenigen Spezies gegeniiber bemerkbar, welche die Stoffwechsel-
produkte geliefert haben, sondern auch bei Kultur anderer Arten auf gebrauch-
ten Néhrsubstraten. Um die Einwirkung verschiedener Arten aufeinander
zu studieren, séit man sie nebeneinander auf Petriplatten aus und beobachtet
das Verhalten der Organismen an den Seiten, welche sie einander zuwenden.
Die Mannigfaltigkeit der Wirkungsweisen ist zumal bei Pilzen eine sehr groBe.

Sehr wertvoll bei der Untersuchung der von Mikroorganismen jeder Art
ausgeschiedenen Stoffwechselprodukte sind die Kollodiumséckehen, die man
leicht herstellen und als Kulturbehalter verwenden kann. Reagenzgliser
werden inwendig mit Kollodiumlgsung ausgegossen; KuLLERMAN 168t hierfiir
10 g SchieBbaumwolle in 150 cem Hisessig und 50 cem absolutem Alkohol.
Man dreht das Reagenzglas, damit seine Innenwand gleichméBig benetzt wird,
gieBt die tiberschiissige Fliissigkeit ab und 148t den haftengebliebenen Inhalt
— die Offnung der Eprouvette bleibt nach unten gewandt — einige Minuten
bis eine Stunde trocknen; je linger das Kollodiumhéutchen trocknet, um so
geringer ist spiter seine Permeabilitdt. Die Dauer des Trocknens ist also den
Zwecken, zu welchen man die Kollodiumhiutchen verwenden will, anzu-
passen. Ist der Film trocken, so gieBt man Wasser in das Reagenzglas und holt.
ihn vorsichtig heraus.?) Auch enzymatische Bestandteile gebrauchter Néhr-
losungen vermogen durch die Kollodiumhéute zu permeieren.

Bei Kultur in Kollodiumhéutchen und iberhaupt in Membranen irgend-
welcher Art wird man sich freilich stets erst vergewissern miissen, ob die ge-
rade vorliegende Art der kultivierten Mikroorganismen nicht selbst intakte
Hiutehen zu durchdringen vermag.?)

Es ist nicht schwer, den Nachweis dafiir zu erbringen, daB unter dem Ein-
fluB der von benachbarten Mikroorganismen gelieferten Stoffwechselprodukte

1) Uber wachstumfordernde Stoffe, die durch Pressung aus den' Zellen der Mikro-
organismen gewonnen werden kénnen, vgl. ABDERHALDEN u. KoEnLER, Wirkung v. Hefe-
extrakt auf nied. Organismen (Pfliigers Arch. 1919, 176, — fordernde Wirkung auf Protv-
zoen wie Griinalgen).

2) KUSTER, E., Keimung u. Entwickl. v. Schimmelpilzen in gebrauchten Nahrlosun-
gen (Ber. d. D. Bot. Ges. 1908, 26a, 246; s. auch LuTz, Dissertation Halle 1909).

3) Vgl. z. B. KerLErMAN, K. F., An improved method for making collodion tubes
for dialysing (Journ. appl. micr. 1902, 5, 2038); The permeability of collodion tubes (Zbl.
f. Bakt. II, 1912, 34, 56; dort Literaturangaben).

4) Nach HeyMaws (Sur la perméab. des filtres, des ultrafiltres et des membr. dialys.

aux microbes; ultra-diapédése microbienne, Bull. acad. méd. Belgique, sér. IV, 26, 1912)
sollen die Bakterien durch eine Art Diapedese die Héutchen passieren kénnen.
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nicht nur formative Prozesse sich anders abspielen als an unbeeinflulten In-
dividuen, sondern daB auch die chemischen Leistungen der Organismen unter
der gegenseitigen chemischen Beeinflussung andere werden. Hieraus ergibt
sich die Notwendigkeit, die zur Untersuchung vorliegenden Organismen nicht
nur in Reinkulturen, sonderm auch in Mischkulturen, d. h. in der Gegell-
schaft einer oder mehrerer anderer, willkiirlich gewédhlter Arten zu kultivie-
ren (,,cultures pures mixtes). Je ahnlicher wir hinsichtlich der Mischung ver-
schiedener Mikrobenarten unsere Kulturen den in‘der freien Natur tatigen
Mikrobengesellschaften machen, um so besser werden wir das Verhalten der
Mikroben an ihren natiirlichen Standorten, an welchen sie in der iiberwiegen-
den Mehrzahl der Falle unter dem EinfluB der von zahlreichen anderen Arten
gelieferten Stoffwechselprodukte stehen, beurteilen lernen. So hoch der Wert
der Reinkultur fiir die Erforschung einer Mikrobenspezies auch zu veranschla-
gen ist, so wird sie doch in sehr vielen Fallen eine Erginzung durch das Misch-
kulturverfahren erfordern.')

Die Schwierigkeiten, die solchen Iorschungen im Wege stehen, sind
nicht geringe; es steht aber zu erwarten, daB gerade durch sie Resultate ge-
wonnen werden konnen, die filr reine wie fiir die angewandte Biologie der
Mikroorganismen von groBtem Wert sind. —

Zum Schluf sei noch darauf hingewiesen, daB unter dem Einfluf der
Mikroorganismen der osmotische Druck der Nahrlosungen steigt®);
die Erscheinung diirfte wenigstens dann, wenn in der Nahrlosung organische
Verbindungen von hohem Molekulargewicht vorliegen, allgemein eintreten.

Mit den Verdnderungen, welche die Nahrlosungen wihrend der Ent-
wicklung der Mikroorganismen hinsichtlich ihrer Leitfdhigkeit erfahren,
ist dem Forscher ein bequemes Mittel an die Hand gegeben, sich von dem
Eintreten bestimmter Verdnderungen im Néhrmedium zu iiberzeugen; wel-
cher Art diese Verdnderungen sind, 148t sich freilich aus dem Ergebnis der
Leitfihigkeitspriifung nur sehr unvollkommen erschliefen.®)

10. Giftwirkungen.

Von Giftwirkungen sprechen wir, wenn irgendwelche Stoffe durch ihre
chemischen Qualitdten die Entwicklung der Organismen hemmen oder diese
toten, und ferner auch, wenn Stoffe, welche fir Wachstum und Fortpflanzung
eines Organismus entbehrlich sind, diesen in seiner Entwicklung fordern; Wir-
kungen der zweiten Art gehen nur von sehr verdiinnten Losungen bestimmter

1) Beitrige zu dieser Frage z. B. bei Caxtant: Uber d. Verwertung v. Bakt. als Niihr-
bodenzusatz (ibid. 1900, 28, 748); ferner NExck1, Uber Mischkulturen (Zbl f. Bakt. 1892,
11, 225). Weitere Angaben im Speziellen Teil (Pilze, Bakterien).

2) Einige Angaben bei CHABRIE, Consid. d’ordre chim. s. ’action des ferments solubles
ete. (C. R. Soc. biol. 1898, 105); Uscrinskr, Ub. d. Verind. einiger phys.-chem. Eigensch.
d. Nihrmedien ete. (Zbl. f. Bakt. I, 1903, 33, 88).

3) Vgl. Oker-BroyM, M., Die elektr. Leitfahigkeit im Dienste der Bakteriol. (Zbl. 1.
Bakt. I, Orig. 1912, 63, 382; dort auch ein verbessertes WiderstandsgefiB8 beschrieben).
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Stoffe aus. Unsere Kenntnis von den Wirkungen der ,,Gifte” auf die Orga-
nismen ist nicht zum geringsten Teil durch Experimente an kiinstlich kulti-
vierten Mikroorganismen gewonnen worden.

Als Gifte kommen vor allem drei Gruppen von Verbindungen in Betracht:
Schwermetallsalze, Séuren und Laugen. Alle Giftwirkungen setzen in erster
Linie eine bestimmte chemische Kigenart des betreffenden Stoffes voraus;
Jede Reaktion des Organismus, die den Charakter einer Giftwirkung tragt,
hat aber des weiteren einen geeigneten Losungszustand des Giftstoffes und
einen bestimmten Zustand der Plasmahaut und des lebendigen Zelleninhaltes
iiberhaupt zur Voraussetzung.

Was den Losungszustand der Giftstoffe betrifft, so ist zundchst daran
zu erinnern, daB nach der Dissoziationstheorie die Molekiile der Elektrolyte
beim Losen in Ionen zerfallen, derart, daf in einer Losung unverinderte Mole-
kiile neben Ionen vorliegen, und zwar um so mehr von letzteren, je verdiinnter
die Losung ist. Es hat sich nun gezeigt, dal unzerlegte Molekel und Ionen
ganz verschieden auf lebendige Zellen wirken, und daB insbesondere die Gift-
wirkungen im allgemeinen in erster Linie Ionenwirkungen sind. Ausfiihrliche
Untersuchungen sind z. B. mit Sublimat (HgCl,) angestellt worden: den Un-
tersuchungen von Paur und Kronia!) verdanken wir die Erkenntnis, daf die
Gittwirkung von Quecksilbersalzlosungen nicht mit ihrem Gesamtquecksilber-
gehalt, sondern dem Gehalt an Hg-Ionen steigt: stark dissoziierte Hg-Ver-
bindungen sind demnach stérkere Gifte als schwach dissoziierte, ferner erklart
sich hieraus, daB durch Zusatz von Chloriden zu HgCl,, deren Cl-Ionen die
Dissoziation des Sublimats zuriickhalten und somit nur verhaltnisméBig wenig
Hg-Ionen aus den Sublimatmolekeln freiwerden lassen, die Giftigkeit der
Sublimatlésungen vermindert wird.?) — Sduren und Laugen wirken ebenfalls
um so giftiger, je stirker ihre Dissoziation ist, — jene wirken durch die H-
Tonen, diese durch die OH-Ionen.

Das Gesagte bezieht sich auf die zellentétende und entwicklunghem-
mende Wirkung der Gifte, die entwicklungférdernde ist besonders fiir
Schwermetallsalze festgestellt worden: sehr verdiinnte Losungen von Kupfer-
oder Zinksulfat u. v. a. regen Pilze zu besonders tippigem Wachstum an, in-
dem sie ihre Tatigkeit zur Asgimilation der dargebotenen N&éhrmaterialien
steigern®), wihrend konzentriertere Losungen hemmend oder tétend wirken.
Man hat die anregende Wirkung den Ionen, die entwicklunghemmende den
unzerlegten Molekiilen zugeschrieben.4)

1) Ub. d. Verhalten d. Bakt. zu chem. Reagentien (Ztschr. f. physik. Chemie 1896,
21, 414); Die chem. Grundlagen d. Lehre v. d. Giftwirkung u. Desinfektion (Ztschr. . Hyg.
1897, 25, 1).

2) Hieriiber sowie liberhaupt iiber alle einschligigen Fragen gibt besonders HOBER,
R., Physik. Chemie d. Zelle u. d. Gewebe (4. Aufl., Leipzig 1914. 474ff.) Aufschluf3.

3) PrivosuE, Ub. d. Einfl. d. Nahrstoffmenge auf d. Entwickl. d. Pilze (Ztschr. {.
Bot. 1914, 6, 577).
4) RICHTER, A., Zur Frage der chemischen Reizmittel (Zbl. . Bakt., II, 1901, 7, 417).
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11, Mikrobiochemische Analyse, Auxanogramm.

DaB unter Umstdnden schon duBerst geringe Mengen irgendeings im Néhr-
boden enthaltenen Stoffes geniigen, um einem Organismus Wachstum und
Vermehrung zu gestatten, ihn zu Wachstumsleistungen und Stoffwechsel-
vorgingen besonderer Art anzuregen oder auch ihn zu vergiften, wurde schon
wiederholt hervorgehoben. Hierauf beruht die von BEYERINCK verschiedenen
Zwecken angepaBte Methode der ,mikrobiochemischen Analyse‘.!)

Der Sauerstoffnachweis mit Hilfe sauerstoffempfindlicher beweglicher
Bakterien und inshesondere mit Hilfe der Leuchtbakterien ist fiir den
Pflanzenphysiologen besonders wertvoll.?)

Nichst diesem Nachweis ist das bekannteste ,,mikrobiochemische® Ver-
fahren der Arsennachweis durch Penicillium brevicaule. Gosio wies nach,
dafl dieses bei Gegenwart von As-Verbindungen einen auffalligen Knoblauch-
geruch (nach Didthylarsin) entwickelt.?) 5 g der auf As gepriiften Substanz
werden mit 10 g zerkleinerten Kartoffeln zu einem Néhrboden verrieben:
nach 12—24 Stunden macht sich der charakteristische Geruch bemerkbar.
MaasseN konnte nachweisen, dafl auch bei Gegenwart von Tellurverbindun-
gen dhnlich riechende Gase entstehen, wihrend die Gegenwart von Selen-
verbindungen sich durch einen merkaptanihnlichen Geruch kundgibt.

Sehr viel wichtiger ist es, mit BEYErINck z. B. den Gehalt eines Trink-
wassers an organischer Substanz dadurch nachzuweisen, dafl man in ein be-
stimmtes Quantum der sterilen Flissigkeit minimale Mengen Bakterien aus-
sit und nach gegebener Zeit durch die tbliche Zéhlung die Entwicklung,
die dag Aussaatmaterial gefunden hat, zu bestimmen sucht. Die von Brvye-
RINCK selbst anerkannten ,,Hauptschwierigkeiten‘* des Verfahrens sind nicht
gering. —

Die von demselben Verfasser beschriebene auxanographische Methode
ist leicht zu handhaben®) und schon den verschiedensten Zwecken dienstbar
gemacht worden. Ein ,,Auxanogramm‘ erhélt man, wenn man durch Zusatz
bestimmter Stoffe auf einem plattenformigen Kulturboden die Entwicklung
des Organismus fordert bzw. hemmt und dadurch die Abhéngigkeit der Orga-
nismen von bestimmten Stoffen gleichsam zur graphischen Darstellung bringt.
Sét man z. B. Weinhefe auf kaliumphosphathaltiger Gelatine aus und trigt
Tropfen von Asparagin- und Glukoselosung auf, so daB sich die Diffusions-

1) Qual. u. quant. mikrobioch. Analyse (Zbl. f. Bakt. 1891, 10, 723).

2) BEYERINCK, M. W., Les bact. lumineuses et lcurs rapports avec ’oxygéne (Arch.
néerl. 1889, 23, 416). MoriscH, Ub. Kohlensiure-Assimilationsversuche usw. (Bot. Zeitg.
1904, 62, 1). Leuchtende Pfl. Jena 1904, 103.

8) Vgl. Asa, Ub. d. Feinheit d. biol. Meth. beim Nachweis d. Arseniks (Zbl. {. Bakt.
11, 1898, 4, 806); ABEL u. BUTTENBERG, Einwirk. v. Schimmelpilzen auf Arsen usw.
(Ztschr. £. Hyg. 1899, 82, 449); MaasseN, Die biolog. Methode Gosios z. Nachw. d. Arsens
usw. (Arb. a. d. Kais. Gesundheitsamt 1902, 18, 475).

4) L’auxanographie ou la méthode de hydrodiffusion dans la gelatine appliquée aux
rech. microbiol. (Arch. Néerland. 28, 367).

Kaster, Mikroorganismen, 3. Aufl. 7
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felder tiberschneiden, so erhilt man diesen entsprechende linsenformige Auxa-
nogramme. Ringformige entstehen, wenn nur am Rande eines Diffusions-
feldes die fiir den betreffenden Mikroorganismus vorteilhafte Konzentration
vorliegt. Durch Auftragen von antiseptisch wirkenden Stoffen, von Metallen
usw, kann man die Entwicklung der Organismen hemmen; es resultieren
steril bleibende Stellen in der Gelatineplatte oder Wachstumsfelder, die an der
dem Gifte zugewandten Seite runde Ausschnitte zeigen.!) — Phospho-
reszierende Auxanogramme wurden von BEYERINCK u. a. hergestelit.

Die mikrobiochemischen Methoden diirften sich noch fiir manche neue
Zwecke anpassen und auch den Aufgaben der angewandten Biologie dienst-
bar machen lassen.

12. Konservierung von Kulturen.

Die Konservierung von Kulturen fiir Demonstrationszwecke muB verschieden ge-
handhabt werden je nach Art des Nihrbodens und der auf ihm geziichteten Organismen.
Fiir viele Organismen gibt es wohl noch keine Konservierungsverfahren, welche das charak-
teristische Aussehen der Kulturen usw. festhielten. Fiir derbe Pilze geniigt es unter Um-
standen, sie samt ihrer Gelatineunterlage im Trockenschrank eintrocknen zu lassen, zar-
tere Objekte auf Gelatine behandelt man mit Formalin. Gelatineplatten und Rollkul-
turen mit Bakterien iibergieBft man mit Sublimat (1—0,1 %) und ]a8t sie nach AbgieBen
der Losung eintrocknen, Scuirr?) nimmt eine Mischung aus gleichen Teilen Alkohol
und Glyzerin mit Sublimatzusatz ; nach 1—2 Tagen wird die Fliissigkeit wieder abgegossen.
Hasrives?®) iibergieBt die Kulturen mit einer diinnen Schicht klaren Glyzerinagars.

Auf die Details dieser Spezialtechnik kann hier nicht eingegangen werden. Ich be-
gniige mich mit dem Hinweis auf einige einschliigige Abhandlungen.*)

1) Von weiterer Literatur z. B. Brearixng, Uber Desinfektion, Desinfektionsmittel u.
Desinfektionsmethoden (Ztschr. f. Hyg, 1890, 9, 395).

2) Kleine Beitrige zur bakteriologischen Technik (Zbl. f. Bakt., 1889, §, 337).

3) Hasrings, E. G., A method for the preservation of plate cult. for museum and
demonstr. purposes (Zbl. f. Bakt. IT, 1912, 34, 432).

4) Sovka u. Kr4L, Vorschliige u. Anleitungen zur Anlegung von bakteriologischen
Museen (Ztschr. f. Hyg., 1888, 4, 143); KrAL, Weitere Vorschl. u. Anleit. z. Anleg. von
bakteriolog. Mus. (ibid. 1889, 5, 497); PavL, TH., Ein Verfahren, Dauerpriparate von
Bakterienkulturen herzustellen usw. (Zbl. f. Bakt. I, 1901, 29, 25). Weitere Literatur
z. B. bei FRIEDBERGER in Handb. d. pathog. Mikroorganismen, 19038, 1, 475. -
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B. Spezieller Teil.

Als Mikroorganismen werden herkémmlicherweise diejenigen einfachsten
Lebewesen bezeichnet, die erst unter dem Mikroskop fiir das menschliche
Auge wahrnehmbar werden, vor allem die einzelligen Vertreter des Tier- und
Pflanzenreichs. Einzellig sind unter den Tieren die Protozoén, unter den
Pflanzen die meisten Bakterien, die Flagellaten, viele Algen und Pilze und
die Myxomyzeten, wenigstens in den ersten Stadien ihrer Entwicklung. Wir
werden es also bei unseren Betrachtungen mit Vertretern der verschiedensten
Verwandtschaftskreise der Organismenwelt zu tun haben; denn beim Stu-
dium simtlicher genannter Organismengruppen spielt die Moglichkeit, ihre
Vertreter in kiinstlichen Kulturen zu ziichten und zu beobachten, eine grofe
Rolle. Die Methoden der kiinstlichen Ziichtung sind aber nicht nur bei den
einzelligen Vertretern der genannten Gruppen, sondern mit gleichem Erfolge
auch bei ihren vielzelligen Verwandten anwendbar, so daB es eine gewalt-
same Beschrinkung unseres Stoffes bedeuten wiirde, wenn wir bei den nach-
folgenden Erdrterungen uns durchaus mit der Behandlung der Einzeller be-
gniigen wollten. .

Aufgabe des ,,Speziellen Teiles' wird es sein, die genannten Gruppen
tierischer und pﬂanzhcher Lebewesen der Reihe nach zu besprechen und da-
bei das fiir sie im allgemeinen Giiltige und das fiir einzelne Unterabteilungen
oder Gattungen Ermittelte auszufithren.

Die Prot 0zoén (ausschheﬁhch der Flagellaten) sind bisher nlchtmRem-
kultur geziichtet worden; sie bediirfen der Erndhrung durch gleichzeitig mit
ihnen kultivierte Bakterien.

Die Flagellaten verhalten sich hinsichtlich ihrer Kultivierbarkeit sehr
verschieden: manche kommen hinsichtlich ihrer Emahrungsanspruche den
Algen oder Bakterien, andere den Protozoén gleich.

Die Myxomyzeten (oder Myzetozoén) miissen wie die Protozoén
mit Bakterien ernihrt werden.

Alle folgenden Gruppen lassen sich in Reinkulturen halten:

die Algen — auf organischen wie anorganischen Nihrboden,
die Pilze — durchweg auf organischen,
die Bakterien — fast ausschlieBlich auf organischen Nahrboden.

Bei jeder Gruppe wollen wir einige Worte iiber Vorkommen und Fund-
orte der betreffenden Organismen sagen und allgemeine Bemerkungen iiber
ihre Erndhrungsphysiologie, iiber Methoden ihrer Kultur, iiber Reaktion und
Konzentration der Nihrboden, iiber besondere Stoffwechselprodukte usw.
geben — und hiernach einige morphologisch oder biologisch gut gekennzeich-
nete Untergruppen oder einzelne Gattungen kurz behandeln. —

7
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Im ,,Anhang® soll gezeigt werden, daB die durch die Mikrobiologie
und die Kultur der Mikroorganismen gewonnenen Erfahrungen auch bei For-
schungen auf anderen Gebieten der Naturwissenschaften sich verwerten
lassen werden.

1. Amdben, Ziliaten.

LaBt man Aufglisse von Erde, Heu, Stroh, trockenem Laub u. dgl. bei
Zimmertemperatur oder bei 20—25° stehen, so vermehren sich die am Mate-
rial haftenden Amo6ben und Ziliaten schon innerhalb der ersten 24 Stunden
selir reichlich. Sie werden als Material fiir die ersten Versuche geniigen.

Ernihrung, kiinstliche Kulturen. — Fiir die kiinstliche Kultur
der Protozoén von allergrofter Wichtigkeit ist, daB sie sich nicht auf osmoti-
schem Wege von den in der Nahrlosung gebotenen Stoffen zu erndhren ver-
mogen. Bei Kultur auf kiinstlichen Substraten kommen diese fiir die Proto-
zoén nicht direkt als ,,Nahr*‘béden in Betracht, sondern nur als Unterlage
und Aufenthaltsort; die Erndhrung der Organismen geschieht durch Auf-
nahme fester Teilchen, inshesondere durch Versehlingen von lebenden Bak-
terien.!) Solche miissen also als Futtermaterial den Protozoén verabfolgt
und gleichzeitig mit ihnen kultiviert werden. Reinkulturen sind bisher fiir
wenige Ziliaten gelungen, die sich auch mit toten Bakterien, ja auch mit
den Partikeln zerriebenen Eiweiffmaterials erndhren lassen.?) Fir die
anderen mul unser Bemiihen vorliufig darauf gerichtet bleiben, Bakterien-
arten zu finden, die fiir bestimmte Protozoén als geeignetes Futter-
material sich empfehlen, bei den gleichzeitig mit den Protozoén ausgesiten
Bakterien wenigstens von Reinkulturen auszugehen (OEHLERs ,,gereinigte
Ziliatenzucht‘‘®) und ein Prévalieren der Bakterien iiber die Protozoén zu ver-
hindern. Es scheinen zwar im allgemeinen bestimmte Protozoén keineswegs
an bestimmte Bakterienarten gebunden zu sein; doch kénnen ohne Zweifel
manche von diesen durch storende Stoffwechselprodukte fiir die Protozoén-
kultur ungeeignet werden. WULKER hilt ein Stabchen der fluorescens-Gruppe
und mehrere Stamme des Bact. coli fiir besonders geeignet.t)

Da sich Protozoén nur ausnahmsweise in Reinkulturen halten lassen,
sind wir auch iiber ihre Ernahrungsphysiologie im einzelnen noch keines-
wegs unterrichtet: GewiB werden sich manche schitzenswerte Aufschliisse
dadurch gewinnen lassen, daB wir mit BEYERINCK (a. a. O.) bestimmte Pro-

1) Uber die Erndhrung von Amsben u. Ziliaten mit Hefen vgl. z. B. BEYERINCK,
Kulturversuche mit Amében auf festem Substrat (Zbl. f. Bakt. I, 1896, 19, 257, 1898, 21,
101); MovuTon, Rech. s. la digestion chez les amibes (Ann. Inst. Pasteur 1902, 16); OEHLER,
Amdbenzucht auf reinem Boden (Arch. f. Protistenkde. 1917, 37, 175). Vgl. ferner OgHLER
a.a. 0. 1916, 36, 175; 1919, 40, 16.

2) OxmLER, Flagellaten- u. Ziliatenzucht auf reinem Boden (Arch. {. Protistenkde.
1919, 40, 16).

3) Vgl. Arch. f. Protistenkde. 1920, 41, 34.

4) WULKER, (., Die Technik der Amébenziichtung (Zbl. . Bakt. 1, Ref., 1911, 50,
577); dort zahlreiche weitere Literaturangaben.
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tozoén mit verschiedenen erndhrungsphysiologiseh wohlerforsehten Bakterien
kombinieren und die Resultate unserer Kulturen vergleichen. In Misch-
kulturen ist es freilich noch schwerer als in Reinkulturen, die Bedingungen
konstant zu halten und die Einflisse, die von Stoffwechselprodukten aus-
gehen, zu kontrollieren.

DaBl es Protozoén gibt, welche auch ohne Aufnahme fester Partikel aus-
kommen, hat GRUBER!) durch seine Versuche mit algenfithrenden Organis-
men erwiesen. PRINGsHEIM °) kultivierte griines Paramaecium bursaria rein in

Ca(NOyg)y - « « . o . .. 0,02 9%
MgS80,(+7H,0) . . .. 0,002 %
KHPO, ... ... .. 0,002 9%
NaCl . ......... 0,02 %
FeSO, ... ...... Spur

Fitterungen mit Stérke, festem EiweiB u. a. stellte ME1SSNER3) an. OEHLER
erzielte durch Fiitterung mit bakterienfremden gekérnten Eiweiiverbindun-
gen nur bescheidene Erfolge (a.a. 0. 1919).

Die Aufschliisse, die wir uns von Reinkulturen fiir die Protozoénfor-
schung versprechen diirfen, sind von allergroBter Bedeutung. Wooprurr
gelang es, seine Paramézien (P.awrelia) mehr als 3000 Teilungen machen zu
lassen, ohne dafB es zur Kopulation gekommen wire.4) Die Verbesserung der
Kulturmethoden, welche diese Resultate ermoglichte, 148t uns tiber die phy-
siologische Bedeutung der Sexualitdt der Paramézien ein ganz anderes Urteil
gewinnen als z. B. die viel diskutierten Ergebnisse Mauras’.5) Auch kann
ich mich nicht dazu entschlieBen, die ,,Depressionszustinde’, die in Pro-
tozoénkulturen zeitweilig sich bemerkbar machen, fiir ,,physiologisch* zu
halten (R. HErrwie); vielmehr handelt es sich bei ihnen offenbar um die
Folgen irgendwelcher schwer kontrollierbarer Verdnderungen in der Kultur-
fliissigkeit, die sich freilich nicht immer leicht werden ausschlieBen lagsen,
solange die Kulturen neben den Protozoén noch die verschiedensten Lebe-
wesen anderer Art beherbergen. OEHLERS ,,gereinigte Ziliatenzucht‘* (s. o.)
verspricht hieriiber wertvolle Aufschliisse zu bringen.

Die Protozoén von den gleichzeitig mit ihnen kultivierten Lebewesen auf

1) Ub. grine Amében (Ber. Naturf. Ges. Freiburg i. Br. 1899, 11, 59).

2) PriNGsHEIM, Die Kultur v. P. burs. (Biol. Zbl. 1915, 85, 375).

3) Beitr. zur Ernihrungsphysiologie der Protozoén (Ztschr. fiir wiss. Zool., 1888,
46, 498); Tsusrrant (Uber die Reinkultur der Amoben, Zbl. f. Bakt. 1898, 24, 666) u.
OEHLER haben auch mit toten (abgekochten) Bakterien positive Kulturresultate erzielt.

4) Woobrurr, L. L., Two thousend generations of Paramaecium (Arch. f. Protisten-
kunde 1911, 21, 263); vgl. auch StaTkEwrrscH, Zur Methodik d. biolog. Unters. iiber die
Protisten (ibid. 1904, 5, 17); Woopru¥rF, Dreitausend und 300 Generationen v. P. ohne
Konjugation oder kiinstl. Reizung (Biol. Zbl. 1913, 33); Wooprurr u. ErRDMANN, Voll-
stind. period. Erneuerung des Kernapparates ohne Zellverschmelzung bei reinlinigen
Paramiizien (Biol. Zbl. 1914, 34).

b) Vgl. z. B. Rech. expér. sur la multipl. des Tnfusoires ciliés (Arch. zool. exp. Ser.
11, 1888, 6).
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chemischem oder mechanischem Wege zu trennen, ist schon verschiedenen
Forschern gelungen. Neuerdings gaben MuseravE und CrEcc!) eine Reihe
von Methoden zur Isolierung (nicht aber zur Reinziichtung!) von Amdben
an; am einfachsten ist es, in enzystierten Kulturen die Bakterien durch Hitze
oder chemische Mittel wie Formaldehyd zu vernichten: die widerstandsfahi-
gen Amobenzysten bleiben am Leben.

Reaktion und Konzentration der Nahrbdden. — BEYERINCK
ziichtet Amoben auf neutralem oder schwach alkalischem N#hrboden, des-

gleichen VanLkampr?), der aber zuweilen auch mit sauren Boden gute Br-
folge erzielte.

Uber den EinfluB von Alkalizusatz finden sich verschiedene Angaben in
der Literatur; beachtenswert scheint LoBs Beobachtung®), daB sehr schwa-
cher Zusatz von NaOH (gegen /509 %) die Lebensdauer der Protozoén zu

verlingern und diese gegen die Wirkung von Zyankali und anderer Gifte zu
schiitzen vermag.

An steigende Konzentrationen von Chlornatrium, Kahummtrat u. a.
passen sich Protozoén im allgemeinen leicht an*), ebenso lassen sich marine
Ziliaten leicht in (mit Leitungswasser) verdimntem Meerwasser kultivieren.
Ubertragung von Protozoén in Losungen von hohem osmotischen Druck (1 9%,
KNO;, 5 9% Rohrzucker) fithrt zu spontanem Zerfall der Zellen in mehrere
(lebende) Stiicke®) oder zu Deformationen, ,, Krimpfen‘ (KORENTSCHEWSKY).5)
Den EinfluB der Konzentration der Nahrlosung auf die Form der Amében,
namentlich auf das Auftreten der Schwimmformen, haben v. WASIELEWSKT
und HirscrFELD studiert.”)

Beziehungen zum Sauerstoff. — PorTER studierte ein anadrobes
Protozoon (Spirostomum ambiguwm) und beschreibt den EinfluB der Sauer-
stoffzufuhr autf dessen Zellbeschaffenheit.®) Unter den parasitisch lebenden
werden sich gewiB noch zahlreiche anaérobe Arten finden lassen.?)

1) The cultivation and pathogenesis of Amoebae (Philipp. Journ. of Se. 1906, 1, 909).

2) Beitr. z. Biol. u. Entwicklungsgeschichte von Amoeba limax, einschlieBlich der
Ziichtung auf kiinstlichen Néhrboden (Arch. f. Protistenkde. 1905, 5, 167).

3) Ub. d. physiol. Wirkung v. Alkalien u. Siuren in starker Verdiinnung (PFLUGERS
Archiv 1898, 73, 422).

4) Vgl. besonders MassarT, Sensibilité et adaptation des organismes a la concen-
tration des solutions salines (Arch. de Biol. 1889, 9, 515). Weitere Literaturangaben bei
v. ForTH (5. Anm. 7).

5) FISCHER, A., Untersuch. iib. Bakterien (Jahrb. f. wiss. Bot., 1895, 27, 154).

6) Vgl. pharmakol. Unters. iib. d. Wirkung v. Giften auf einzell. Organismen (Arch.
f. experim. Pathol., 1902, 49); DErGEX, s. u. (a. a. 0. 205).

7) v. WasteLewskI u. HirscHrELD, Untersuch. iib. Kulturamében (Abh. Heidelberg.
Akad. Wiss., Math.-naturw. Kl1. 1910, 1).

8) Die Wirkung erhohter Sauerstoffspannung auf die lebendige Substanz (Zeitschr,
{. allg. Physik, 1904, 3, 363).

9) Vgl. NicLEr, K., Entwicklungsgesch. Studien iiber Amoben (Arch, f. Protisten-
kunde 1909, 15, 1).
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Giftwirkungen. — Literatur iber den EinfluB verschiedener Gifte
(Séuren, Metallsalze u. a.) auf Protozoén findet man z. B. bei v. Forra.L)

Stoffwechselprodukte. — Manche Amében scheiden peptische Fer-
mente aus; kultiviert man sie mit einem die Gelatine nicht verfliissigenden
Bakterium (Bact. coli), so wird die Gelatine durch Tétigkeit der Amdben ge-
16st. Sarcina-Wiirfel zerfallen unter Einwirkung der Améoben in ihre Tejl-
stiicke.

Amdében. Die meistenVersuche, Protozoén zu kultivieren, beziehen sich auf Amdben.2)
VAHLKAMPF hat betont, daB ein spezifischer Nahrboden fiir besondere Protozoénarten
nicht erforderlich sei und die Ermittlung eines solchen nicht einmal angestrebt werden
kann, da die Organismen von Bakterien leben und nicht direkt die im Nahrboden ge-
botenen Stoffe aufnehmen. Solange keine Methoden zur bakterienfreien Reinkultur der
Amoben gefunden worden sind, spielt in der.Tat die Spezifitit des Nahrbodens nur eine
mittelbare Rolle; vielleicht gelingt es aber doch einmal, diejenigen Stoffe, welche sich die
Amgben mit Hilfe ihrer proteolytischen u. a. Fermente aus Bakterien usw. herstellen, ihnen im
Nahrboden unmittelbar zu bieten und sie dadurch von lebendem Fiitterungsmaterial un-
abhingig zu machen. Das Anwachsen junger Kulturen 186t sich durch hohe Tempera-
turen (ca. 26°) fordern, da diese der Entwicklung der Bakterien giinstig sind (NAGLER).
Geeignete Nahrboden erhalt man durch Abkochen von Stroh (ca. 20—30 g in 1 1), Heu,
Hanf, Gartenerde; ZAuBITZER (2. a. O.) empfiehlt neben anderen verschiedene Pepton-
priparate, z. B. Somatose (0,5—1 %) und Pepton (0,6-—1%), Peptonwasser, HEYDEN-
wasser (Nahrstoff HEYDEX 0,6—1 %,). Diese und andere Fliissigkeiten verarbeitet man
mit Agar oder Gelatine; auch andere feste Nithrboden wie Kartoffeln (z. B. Gorixt) sind
mit Erfolg benutzt worden.?) Gram-negative Bakterien sind kleinen Amében zutrig-
licher als gram-positive (OEHLER). Nahrlosungen eignen sich nach BEYERINCK nur
dann zur Kultur von Amoben, wenn diesen Gelegenheit gegeben ist, sich in einer Kahm-
haut anzusiedeln. Derselbe Autor zeigte, dal manche Amében Gelatine verfliissigen. —
Enzystierte Amben leben in feingetrockneten Kulturen bis 6 Jahre 1&ng.4)

Vauvkampr verfihrt bei der Herstellung von Amébenkulturen in der Weise, da3 er
von der Kahmhaut, die sich anf Strohinfus bildet, eine kieine Menge in das Kondensations-
wasser eines schrig erstarrten Agars iibertragt. Auf diesem vermehren sich auBer den
Amoben auch alle anderen dem Strohinfus entstammenden Mikroorganismen; man ge-
winnt gute Amobenkulturen, wenn man 2—3 Tage nach der Impfung von den héchst
gelegenen Stellen des Agars Organismen in ein neues Agarreagenzglischen iibertrigt, da die
Améoben am Agar hinaufkriechen und die Mehrzahl deranderen Organismen hinter sich lassen.

Die in Erde anscheinend hiufige ArQoeba nitrophila, die BEYERINCK in Gesellschaft

1) Vergleich. chemische Physiol. der nied. Tiere, Jena1903, 630. AuBer der dort zitierten
Literatur vgl. auch MuserRAVE u. CLEGG a. a. O.; DEGEN, Unters. iib. d. kontraktile
Vakuole u. d. Wabenstruktur des Protopl. (Botan. Ztg. 1905, 63, I, 163); TroMas,
Action of var. chem. subst. upon cult. of Amebae (Bur. gov. lab. Manila, 1905); Moriscu,
H., a.a.0. 1910,s. 0. S.76, Anm. 5. Uber den EinfluB fluoreszierender Losungen vgl. Raass
Untersuchg. (Zeitschr. £. Biol. 1900, 39, 524 und 1903, 44, 16) und das oben (8. 81) Gesagte.

2) Die Literatur ist auBerordentlich umfangreich. Zusammenstellung bei G. WLKER
a. a. 0. 1911, ferner ARNDT (Arch. f. Protistenkde. 1914, 84, 39), DoBeLL (ibid. 139),
HoauE (ibid. 1914, 35, 1564) u.v. a,

3) Gorini, Kult. d. Amében auf fest. Substr. (ibid. 19, 7856); Zausirzer, H., Studium
iiber eine dem Strohinfus entnommene Amobe (Marburg, Dissertation).

4) Noc in C. R. Soc. Biol. Paris 1914, 76, 166,
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der nitritaufbauenden Bakterien fand, kultivierte dieser Forscher auf gereinigtem Agar,
dem 0,2 9% NH,; NaHPO, + 4 H,0 und 0,5 9, Chlorkalium zugesetzt waren. Die Reaktion
soll neutral oder schwach alkalisch sein.

Rhizopoden. — Die Kultur einer aus dem Enddarm der Lacerta stammenden Art
(Chlamydophrys?) kultivierte BRever auf Agar.l)

Ziliaten. Aus Infusen von Pferdemist, alten Pflanzenblittern, Heu usw. gewinnt
man leicht verschiedene Ziliatenformen, wie Colpidium colpoda, Colpoda cucullus, Stylo-
nichta mytilus, Chilodon cucullulus usw.; die fiir Laboratoriums- und Unterrichtszwecke
oft begehrten Paramizien erhdlt man, wenn man Kiemen oder Stiicke vom Fuf} der
Teichmuschel (Anodonta) einige Tage in Wasser liegen 1a8t. Marine Ziliaten in groBer Aus-
wahl stellen sich meist ein, wenn man Stiickchen von Meeresalgen (Fucus oder dgl.) bei
Zimmertemperatur in Meerwasser liegen 14Bt. Man liBt Ziliaten sich meist in den ge-
nannten Flissigkeiten weiter entwickeln; Stentoren (Stemtor coeruleus) vermehren sich
reichlich, wenn man angefaulte Salatblitter in die Kulturgliser wirft.?) Versuche mit
festen Nahrboden liegen nur wenige vor. Immerhin kommen auch diese fiir viele Ziliaten
— Colpidium u. a. — als Substrate in Betracht. Von marinen Ziliaten hielt ich neben anderen
namentlich Cryptochilum nigricans auf Meerwasser-Agar -+ Fucusdekokt (F. serratus) in
iiberaus fruchtbaren Kulturen. — Bei der Kultur in Fliissigkeiten sieht man die Entwick-
lung der Ziliaten leider nicht stetig fortschreiten, sondern es treten ,Depressionen” ein,
auf die sogar volliges Aussterben der Kulturen folgen kann. Das ist offenbar eine Folge
schlechter Ernahrungsverhiltnisse (s. 0.) und insbesondere eine Wirkung der Stoffwechsel-
produkte®); um dieser zu begegnen, rit StarkEwiTscut), insbesondere bei Ziichtung der
empfindlichen Paramizien die Kultur periodisch mit frischem Wasser zu durchspiilen;
auch Umrithren der Kultur tut gute Dienste (Verbesserung der Sauerstoffverhaltnisse?),
ferner Neutralisation des Wassers und Zusatz geringer Mengen von Kalziumphosphat. Um
den Paramézien frische Nahrung zuzufiihren und die allzu stark zersetzte alte entfernen
zu kénnen, hatte sich BALBiaNI so geholfen, dafl er fein zerschnittene Blitter in einem
Sackchen in die Kulturfliissigkeit hineinhéingen lieB und die Fiillung des letzteren von Zeit
zu Zeit erneuerte.

Uber Kultur der Ziliaten in kolloidalen Medien, welche die Bewegung der Organismen
verlangsamen, sieche besonders STATKEWITSCH a. a. O.

Auch die im Kloakeninhalt des Frosches heimischen Ziliaten (Opaline ranarum,
Balantidium minutum u. a.) diirften der kiinstlichen Kultur zuginglich sein. Nyctotherus
wurde von WALKER geziichtet.5)

Die Kultur der Ziliaten auf sterilem Material gelang bisher nur fiir Colpoda Steinii;
Ernahrung mit toten Bakterien oder zerriebenem FEiwei8.%)

1) BreuEr, Fortpfl. u. biol. Erscheinungen einer Chl.-Form auf Agarkulturen
(Arch. f. Protistenkde. 1916, 37, 65). Vgl auch Goopgy, ibid. 1914, 35, 80.

2) ProwazEK, Beitr, z. Kenntnis d. Regen. u. Biol. d. Protoz. (Arch. f. Protistenkde.
1904, 3, 44).

3) Vgl z. B. BaLpiang, E., Etudes s. action des sels sur les infusoires (Arch. d’anat.
micr. 1898, 2).

4) a. a. 0., auch CargiNs, Studies on the life history. of ProtozoaI. The lifecycle
of Paramaectum caudatum (Arch. f. Entwckl.-Mech., 1902, 15, 139).

5) WALKER, E. L., The cultiv. of the paras. flagellata and ciliata of the intestinal
tract (Journ. med. res. 1908, 18, 487).

6) OruLER, Flagellaten- und Ziliatenzucht auf reinem Boden (Arch, f. Protistenkde,
1919, 40, 16).
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Piroplasmen. Die Aufgabe, Piroplasmen (z. B. Piroplasma canis) zu kultivieren,
ist bisher noch nicht gelést. Die Beobachtung einzelner Stadien gelingt in physiologischer
Kochsalzlosung?) (0,6—0,8 %,).

2. Flagellaten.

Flagellaten finden sich iiberall in Tiimpeln und faulenden Wasseran-
sammlungen; wegen der kultivierbaren Formen (s. u.) wird man den in der
Nihe von Mistablagerungen usw. nicht seltenen saftiggriinen Pfiitzen, welche
meist Euglenen in groBer Menge enthalten, seine Aufmerksamkeit schenken
miissen. Auf farbige marine Flagellaten wird man bei Strandwanderungen
durch die griinlichen Anfliige aufmerksam gemacht, die sie auf dem Sande
oft entstehen lassen. ,

Erndhrungsweise. — Der Grund, aus welchem wir die Flagellaten ge-
trennt von den ihnen nahe stehenden Protozoén behandeln, liegt in ihrer Er-
nahrungsweise. Manche von ihnen gleichen diesen darin, daB sie sich
,.tierisch® ernihren und in Reinkulturen daher nicht halten lassen; andere
leben saprophytisch, indem sie ihre Nahrung auf osmotischem Wege auf-
nehmen, und noch andere stellen sich ihren Bedarf an organischer Substanz
mit Hilfe agsimilierender Chromatophoren selbst her. Solche Formen ver-
mitteln den Ubergang zu den autotroph lebenden Algen. — Die Versuche,
Flagellaten auf kiinstlichen Néhrsubstraten zu ziichten, sind bisher nur bei
wenigen Formen gegliickt, neuerdings auch bei den als Blutparasiten lebenden
Trypanosomen.

Uber das in botanischen Girten gelegentlich auftretende Chromophyton
Rosanoffic vgl. Movr1scr?), iiber dasVerhalten der physiologisch interessanten
Anthophysa vegetans in eisenhaltigem Leitungswasser und seine Beziehungen
zu Mn vgl. ADLER.?)

FrANCE teilt einiges iiber den EinfluB der Ziichtung auf das reizphysio-
logische Verhalten der Flagellaten und {iber reizphysiologisch verschiedene
Rassen mit.)

Bass, PEREKROPOFFS) u. a. bringen die Malariaparasiten auf Dextrose-
Blut (0,1—0,4 ccm 50 % Dextrose [MERcK] auf 10 cem Blut der Malaria-
patienten) nach Defibrinierung.

1) Vgl. z. B. DESELER, Br., Beitr. z. Ziichtung v. P. in kiinstl. Néhrboden. (Ztschr.
£ Hyg. 1910, 67, 115); Mivasima, M., Cultiv. of a bovine P. etc. (Phil. Journ. of Sci. 1907,
2, 83; Nahrbouillon mit !/,—7,  defibrinierten Blutes).

2) Leuchtende Pflanzen, 2. Aufl. Jena 1912, 2ff,

3) Uber Eisenbakterien in ihrer Beziehung zu den therapeutisch verwend. natiirl.
Eisenwissern (Zbl. f. Bakt., IT, 1904, 11, 215); dort weitere Literaturangaben.

4) Franck, R., Exper. Unters. iiber Reizbeweg. u. Lichtsinnesorgane d. Algen (Zeit-
sohr. f. d. Ausbau d. Entwicklungslehre 1908, 2).

5) Bass, Neue Gesichtspunkte in der Immunitétslehre usw. (Arch. f. Schiffs- u.
Tropenhyg. 1912, 16, 117); Bass a. Jonns, The cultivation of malarial plasmodia (Journ.
exp. med. 1912, 16, 567); PEREKROPOTT, Ub. Kult. d. Plasmedien des trop. Fiebers (Mal.
tropica) (Arch. f. Protistenkde. 1914, 34, 139).
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Peridineen (Dinoflagellaten). Als kultivierbar ist bisher erst eine Form, Glenodinium
Colmii, erkannt worden. Es I5Bt sich meist leicht gewinnen, indem man Fucusmaterial
im Laboratorium in Glasdosen oder dgl. einige Tage oder Wochen stehen 18t und
von dem zerfallenden Algenmaterial eine Probe in geeignete Néhrlosungen iibertrigt.
Als solche empfieblt KsTER Fucusextrakt. Die Peridineen vermehren sich in diesem
sehr schnell.!)

“Ochromonas ist von MEVERY) (a.a.O. 59ff.) kultiviert worden. Anorganische Er-
néhrung fithrt zu tieferer Farbung der (gelblichen) Chromatophoren als organische. Ver-
schiedene Zuckerlosungen (Glukose, Saccharose, Maltose u. a.) wurden erfolgreich zur
Kultur benutzt. In Pepton ging O. granulosa zugrunde. Kultur in N-freier Niahrlosung
fordert die Leukosinbildung. ,,Haufige, besonders mit Ochromonas granulosa angestellte
Versuche zur Erlangung von Reinkulturen aus wenigen Exemplaren gelangen nie, da die
Form nach derUbertragung sich nie vermehrte, sondern regelmiBig schnell zugrunde ging.
Dagegen traten hiufig die beiden Ochromonasarten (granulosa und variabilis) in solchen
Mengen auf, daB sie von selbst eine fast villige Reinkultur bildeten, wobei aber immerhin
das Vorhandensein von anderen Formen zwischen den genannten Arten nicht als ausge-
schlossen betrachtet werden konnte* (a. a. O. 80).

Prowazekia wurde von OEHtER$) rein, d. h. bei Ernéhrung durch tote Ba.ktenen
oder EiweiBipulver kultiviert.

Monas. M. amoebina kultivierte MEYER (a. a. O. 54) in organischen Losungen, z. B.
in Traubenzucker, M. minima fand sich in einer Peptonkultur.

Euglenen. Von allen Flagellaten auf dem Wege kiinstlicher Ziichtung am genauesten
erforscht ist die von ZuMstEIN?) untersuchte E. gracilis. Das fiir diese Art von ihm Mit-
geteilte diirfte auch fiir manche andere Euglenen seine Giiltigkeit haben. E. gracilis ver-
mag auf Knopscher Nahrlosung (0,05—0,8) zu gedeihen; besser ist das Wachstum auf
einer der beiden folgenden Lisungen:

0,0 g Pepton 1,00 g Pepton

0,6 ,, Traubenzucker 0,4 ,, Traubenzucker
0,2 ,, Zitronensiure 0,4 ,, Zitronensiure
0,02,, Mg8O0, -+ 7H,0 0,02 ,, MgSO, + 7H,0
0,056,, KH,PO, 0,05 ,, KH,PO,

100 ccm Wasser. 0,05 ,, NH,NO,

98 cem Wasser.

Die Zitronenséiure wird nach ZuMsTEIN selbst in hohen Konzentrationen (1-—29) gut
vertragen und gestattet bei Kultur in leicht faulenden Fliissigkeiten ( Erbsenwasser u. dgl.)
den AusschluB der Bakterien; doch geht aus PriNgsHEIMs Beobachtungen hervor, dafl
sich verschiedene Stimme derselben Spezies gegeniiber Sauren verschieden verhalten.
PrinasaEM gelangte zu Reinkulturen am schnellsten durch AgarplattenguB (Agar + 0,19,
Aspa.mgm) Weiterziichten auf 0 1% Ammonphosphatagar oder 0,59, Fleischextrakt-

1) XKistER, E., Eine kult1v1e1bare Peridinee (Arch. f. Protistenkde. 1908, 1i,
351); GRIESSMANN, Ub. marine Flagellaten (Arch. f. Protistenkde. 1913, 32, 1; Diss.
Heidelberg).
© 2) MEYER, Hans, Untersuch. iiber einige Flagellaten. Dissert., Basel 1897.

3) OEHLER, Flagellaten- u. Ziliatenzucht auf reinem Boden (Arch. f. Protistenkde.
1919, 49, 16; vgl. auch THORNTON u. G. SMITH, Proc. Roy. Soc., Ser. B., 1914, 88, 151).

4) Zur Morph. u. Phys. d. Euglena gracilis Kugss (Jahrb. £, wiss. Bot. 1900, 34, 149;
daselbst weitere Literaturangaben).
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1osung,) — Stellt man eine am Licht gehaltene Kultur griiner Euglenen in organischer
Nahrlosung ins Dunkle, oder {ibertrigt man die Euglenen aus einem ziemlich erschopiten
Nihrmedium in ein an organischer Substanz sehr reiches (z. B. Erbsenwasser oder Fleisch-
extraktgelatine), so wird die grime Euglenaform in die farblose Astasiaform iibergefiihrt.
Mitteilungen iiber die Wirkung verdiinnter Amidoséuren bei THORNTON u. SMITH (a. a. 0.).
Auch N - Mangel bewirkt Verblassen der Chromatophoren (PringsHEIM). — Mitteilungen
iiber kultivierbare marine Flagellaten (auch blaugriine) bei ScHULLER.2)

Darm- und Blutbewohnende Flagellaten (Cercomonas, Bodo, Trichomonas, Mono-
cercomonas) kultivierte WALKER und KUHN in bakterienhaltigen Mischkulturen.3)

Trypanosomen.?) Die Aufgabe, Trypanosomen, typische Blutparasiten, auBerhalb
des Tierkorpers zu kultivieren, wurde vor einigen Jahren von Mc NEAL und Novy gelost.
Die Tr. wachsen auf Agar und defibriniertem Tierblut, welche die genannten Autoren?) im
Verhiltnis von 5 : 1, spiter 2: 1 zu mischen vorschlugen. Das Hémoglobin scheint eine fiir
das Gedeihen der Tr. wesentliche Bedeutung zu haben, seine Zersetzung (in Himatin?)
hindert ihre Entwicklung; am geeignetsten ist Kaninchenblut. Uber Isolierung und Einzell-
kultur vgl. z. B. OEnLER und HENNINGFELD.)

Relativ leicht kultivierbar ist T'r. Lewis:, das Rattentrypanosoma. Der Nihragar,
den Mc NeaL und Novy benutzten, enthilt 1-—3 %, Pepton und defibriniertes Blut im an-
gegebenen Verhiltnis. Die Verfasser impfen das Kondenswasser und bewahren die Kul-
turen bei Zimmertemperatur oder bei 34—37° C auf. Nach einem weiteren Rezept nehmen
dieselben Autoren

2 Teile Agar,
1 Teil Rattenblut,

1 Teil einer Losung, welche 1 9, Glykokoll und 1 9, asparaginsaures Natrium
enthilt.

Nach dem Erkalten wird defibriniertes Kaninchenblut zum Kondensationswasser
zugefiigt. Das Maximum der Entwicklung erreichen die Kulturen nach 812 Tagen:
dann muf iibergeimpft werden.

1) PrinesnimM, Kulturvers. mit chlorophyllfihrenden Mikroorganismen II (Beitr. z.
Biol. d. Pfl. 1913, 12, 1); LinsBavEr fand Zitronensiure besonders giftig (Not. iib. d. Saure-
empfindlichkeit d. Eugl., Ost. bot. Ztschr. 1915, 65, 12).

2) ScHOULLER, J., Ub. d. Emshrungsbeding. einiger Fl. d. Meerwassers (Wiss. Meeres-
untersuch., Abt. Kiel. N. F. 1910, 11, 347).

3) WaLkER, E. L., The cultiv. of the paras. flagellata and ciliata of the intest. tract.
(Journ. med. res. 1908, 18, 487). KinN, Ub. Bau, Teilung u. Enzystierung v. Bodo edax
Kress (Arch, f. Protistenkde. 1915, 85, 212). Vgl. auch OEHLER a. a. 0. 1919 (Bodo).

4) Zusammenfassende Arbeiten: LAVERAN u. Mesnir, Trypanosomes et trypanoso-
miages, Paris 1904; Nocar u. MAYER, M., Trypanosomen als Krankheitserreger (Handb.
d. pathog. Mikroorganismen, Ergiinzungsband, Jena 1906/1907, 1).

5) Cultiv. of Trypanosoma Lewisi (Contrib. to med. research. to V. C. Vaughan,
Juni 1903; vgl. Ztschr. f. wiss. Mikr. 1904, 21, 372); On the cultiv. of 7'r. Bruce: (Journ.
of inf. dis. 1904, 4, 1); The life history of 7'r. Lewisi and Brucei (ibid. 1904, 1, 517); Pro-
WAZEK, Stud. iib. Siugetiertrypan. (Arb. Kais. Ges.-Amt 22, H. 2, 351); NocuT u. MaYER,
2.8.0,; MaTnts, S. une modific. du milieu de Novy-Mc NEAL pour la cult. des Tr. (C. R.
Soc. Biol., 1906, 61, 550).

6) OsuLER, Ub. d. Gewinn. reiner Tr.stimme durch Einzelleniibertragung (Zbl. {.
Bakt. I, Orig., 1913, 67, 569); HENNINGFELD, Ub. d. Isolierung einzelner Tr. (ibid. 1914,
73, 228).
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Fiir T'r. Br scer (Naganakrankheit der Rinder, Esel, Pferde u. a.) empfehlen Mc¢ NeAL
und Novy
Extrakt von 1256 g Rindfleisch in 1000 g Wasser

Agar . . . . ..o 20 ,,
Pepton . . . . .. . . .. .. 20 ,,
Kochsalz . . . . . . . .. .. 4,
Na, CO; (Normallosung). . . . . 10 cem.

Bei 55— 60 werden 2 Teile defibrinierten Kaninchenblutes mit 1 Teil Agar vermischt.
Temperaturoptimum bei 259

Leicht kultivierbar sind ferner die Trypanosomen der Vogel, wie Mc NrAL und
Novy zeigten.') Auch die Froschtrypanosomen wurden bereits erfolgreich in Kultur ge-
nommen.?)

3. Myxomyzeten (Myzetozoén).

Schleimpilze (Myzetozoén, Myxomyzeten) lassen sich nicht so leicht ge-
winnen wie Vertreter der anderen Hauptgruppen der Mikroorganismen. Man
durchsuche in Zersetzung begriffenes Pflanzenmaterial, alte Blitter, faunlen-
des Stroh, moderndes Holz usw. nach dem weitverbreiteten Chondrioderma
difforme, nach Didymium u.dgl. Uber die Standorte der hiufigsten einhei-
mischen Schleimpilze in Wald und Feld geben die iiblichen Kryptogamen-
floren Aufschlufl. An zersetztem Holz usw. kann man im Laboratorium Myze-
tozoén sich entwickeln sehen.

Ernahrungsweise. — Die Myzetozoén leben offenbar in erster Linie
von Bakterien, wenigstens ist ihre Kultur ohne Bakterien noch nicht ein-
wandsfrei gelungen %) Die Sachlage ist bei den Schleimpilzen somit eine dhn-
liche wie bei den Protozoén; doch ist es keineswegs ausgeschlossen, daf auch
osmotische Nahrungsaufnahme bei den Schleimpilzen eine groBe Rolle spielt;
tir Dictyostelium mucoroides hat es PorTs (s. u.) durchaus wahrscheinlich ge-
macht, dal eine extrazelluldre Verdauung der Futterbakterien stattfindet,
d. h. daB von den Schleimpilzen proteolytische Fermente ausgeschieden und
die Produkte der Proteolyse von ihnen aufgenommen werden.

Néahrboden. — Die Schleimpilze (samt den unerldflichen Bakterien)
konnen in Nahrlosungen und auf festen Nahrboden kultiviert werden. Vor-
ziigliche Néhrlosungen sind Dekokte von Maiskérnern, trockenen Viciasten-
geln, ferner Dekokte von Heu, Holz, Lohe, Kiefernadeln, Eicheln, Polyporus
w.a.m. Auf 29 igem Agar, der z. B. mit Maiskornerdekokt hergestellt ist,

1) On the trypanosoma of birds (Journ. of infect. diseases 1905, 2, 286); TuIROUX,
Rech. morphol. et expér. sur Trypanosoma paddae (Ann, Inst. Pasteur 1906, 19, 65).

2) Lewis, J., u. WirLiams, H. V., The results of attempt to cultivate trypanosomes
from frogs (Soc. f. exp. Biol. and Medic., Febr. 1905); Bovet, G., Culture du Trypanosome
de la grenouille (Ann. Inst. Pasteur, 1906, 20, 564); MaTHISs, a. a. O.

3) Vgl. Napsox, Ports (s.u.) und Pixoy, Réle des bact. dans le dével. de cert. Myx.
(These Paris 1907; auch Ann. Inst. Pasteur 1907, 21, 622); Nécessité d’une symbiose micro-
bienne pour obtemr la culture des Myxomye. (Bull. Soc. mye. de France 1902, 18). Anderer
Ansicht ist BRErELD (s.u.). — Uber Erndhrung mit Hefe vgl. Curzazcz, Physarum leuco-
phacum ferox. cine hefefressende Amobe (Zbl. f. Bakt., IT, 1902, 8, 431).
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wachsen viele Myxomyzeten vortrefflich. Vicigagar kann man sich so her-
stellen, daB man verflissigten Agar in Petrischalen oder dgl. auf trockenc
Stengelstiicke von Vicia aufgieBt und hiernach sterilisiert: bei der Sterili-
sation diffundieren hinreichende Mengen von Néhrstoffen in den Agar. Auch
als feste Niahrboden kommen die soeben gemannten Objekte in Betracht;
Drcernt) kultivierte Aethalium septicum auf Loschpapier, das mit Lohe-
dekokt durchtrinkt war. Wichtig ist, daB man nicht allza N-reiche Nihr-
bdden den Schleimpilzen bietet, da auf diesen die Bakterien zu iippig sich
entwickeln. Hirron beobachtete Forderung der Plasmodien durch Rohr-
zucker + Ammoniumphosphat?) (Badhamia). — Von festen Nahrbsden wur-
den weiterhin bereits erprobt: Lohe fiwr Aethalium septicum (CONSTANTINE-
ANv)3), Mist fiir Dictyostelium, Stereum-Fruchtkorper fiir Badhamia (LISTER)?),
Mohrriiben fiir- Licea (CrENKOWSKY)?) u.a.m. Uber organische Nahrlosung
von bekannter Zusammensetzung finden sich einige Angaben z. B. bei CoNsTAN-
TINEANTU a.a. 0., welcher auch Bimsstein mit verschiedenen Lidsungen durch-
trankte und auf ihm Schleimpilze ziichtete.

Keimung, Schwirmer. — Nach CoNstaNTINEANU keimen alle Myze-
tozoénsporen bereits in reinem Wasser.®) Saure (H-Ionen) lockt die Schwir-
mer an, Alkali (OH-Tonen) stoBt sie ab.?)

Plasmodien- und Fruchtbildung. — Zahlreiche Angaben bei Cox-
STANTINEANU: unter dem EinfluB von Feuchtigkeit bilden Aethalium, Bad-
hamia und Leocarpus stets Zysten, wihrend Trockenheit bei Aethalium fast
stets Fruktifikation, bei Amaurochaete, Badhamia, Leocdrpus u. a. Enzystie-
rung bewirkt. Friihzeitige Fruchtbildung bei einem Teil des Plasmodiums
ruft man hervor, indem man die Nahrstoffe durch Wasser entzieht (Didy-
meum u. a.) oder Nahrungsaufnahme durch Trockenheit verhindert (4etha-
liwm). Bei Physarum didermoides wird durch seine Stoffwechselprodukte die
Fruchtbildung beschleunigt, das Plasmodium von Didymium effusum enzy-
stiert sich unter ihrem EinfluB. — KrEBs zeigte, dal man Plasmodien von
Didymium ohne Sporenbildung jahrelang kultivieren kann, wenn man dafiir
sorgt, daB das Plasmodium stets rechtzeitig auf ndhrstoffreiches Substrat
iibertragen wird.?)

1) a. a. O. (oben S.103, Anm. 1).

2) Journ. Quekett Micr. Club 1914, 12, 381.

3) Ub. d. Entwicklungsbedingung. d. Myxomyzeten (Ann. Myecol. 1906, 4, 495, auch
Dissertation Halle 1906).

4) Notes on the plasmodium of B. (Ann. of Bet. 1888, 2, 1).

5) Z. Entwicklungsgesch. d. Myxomyz. (Jahrb. f. wiss. Bot. 1863, 3, 325).

6) pE Bary, Die Myzetozoén (Schleimpilze) 1864. Vgl. ferner LisTeR, On the culti-
vation of mycetozoa from spores (Journ. of Bot. 1901); JanN, Myxomyzetenstudien 4: Die
Keimung der Sporen (Ber. d. D. Bot. Ges. 1905, 23, 489).

7) Kusawo, S., Stud. on the chemotactic a. oth. relat react. of the swarmsp. of M.
(Journ. Coll. Agricult., Tokyo 1908, 2, 1).

8) Einige Ergebnisse der Fortpﬂanzungsphysmlogle (Ber. d. D. Bot. Ges. 1900,
18, 201).
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Dictyostelium mucoroides, ein auf Pferdemist nicht seltener Myxomyzet, ist besonders
durch die trefflichen Untersuchungen von Porrs!) gut bekannt. Auf sterilisiertem Mist,
Viciastengel- und Maiskoérnerdekokten und Agar von diesen leicht kultivierbar. Extrazellu-
lire Verdauung der — nach Ports — unerlidBlichen Bakterien (s. 0.). Gute N-Quellen:
Ammoniumnitrat, Asparagin, Legumin, Kasein, Nuklein, Harnsiure; gute C-Quellen:
Zucker, Glyzerin. Pepton und Leuzin liefern gleichzeitig C und N. Von Mineralstoffen
wurden geboten K, PO, und MgSO,. — Bei Nahrungsmangel Fruchtbildung. Noch nicht
geniigend erklirt ist die Erscheinung, daf} die Amében in dicht geschlossenen Deckeldosen
absterben (PotTs).

Die sorgfiltigen Untersuchungen Pixoys (1907 a.a. O.) haben von neuem die Ab-
hiingigkeit der Myxomyzeten von Bakterien dargetan. Bakterienfrei fand P. nur diejenigen
Kulturen, aus welchen die Bakterien bereits verschwunden waren; eine weitere Entwick-
lung ist solchen Schleimpilzkulturen nicht moglich. — Nach Pinoy werden die Bakterien
durch das Zusammenleben mit Schleimpilzen wesentlich veréindert (Verlust der Fluore-
szenz bei Bac. fluorescens var, liquefaciens, Anderungen im Verflissigungsvermogen). Bei
demselben Autor Angaben iiber Kultur der Myxomyzeten mit Pigmentbakterien.

Napsox?), der die Bedeutung der Bakterien fiir die Entwicklung der Myxomyzeten
erkannte, kultivierte Dictyostelium mit Bakterien, gibt aber gleichzeitig an, auch bak-
terienfreie, alleridings abnorm wachsende Reinkulturen gewonnen zu haben. Nachdem
Porrs sich um bakterienfreie. Kultur der Myxomyzeten vergebens bemiiht hat, verdient
die Napsonsche Beobachtung ihrer prinzipiellen Wichtigkeit wegen erneute Nachpriifung.

4. Algen.

Versuche mit Algen kann man mit den weitverbreiteten Griinalgen be-
ginnen, die auf feuchten Mauern und Steinen, auf feuchter Gartenerde, an
Baumstémmen usw. die wohlbekannten griinen Uberziige bilden (Pleuro-
coceus, Stichococcus, Chlorococcum, Hormidvum usw.), oder mit den fidigen
Bewohnern unserer Timpel (Cladophora, Oedogonium, Spirogyra). Zyano-
phyzeen liefert feucht gehaltener Sand oder Gartenerde, alte Blumentdpte
usw., die auch allerhand Diatomeen zu beherbergen pflegen. Bei der Gewin-
nung kleiner Planktonformen bediene man sich der Zentrifuge.

Erndhrungsweise. — Die Algen als chlorophyllhaltige Organismen
sind zur Assimilation der Kohlensdure befihigt und kommen somit bei kiinst-
licher Kultur mit Zufuhr von anorganischen Stoffen aus. Algen, welche neben
den Produkten ihrer Assimilationstétigkeit noch organische Ernéhrung for-
dern oder als farblose Parasiten oder Saprophyten auf diese véllig angewiesen
sind, gehoren zu den Ausnahmen.

N#ahrboden. — Die Algen wachsen, ihrem natiirlichen Vorkommen ent-
sprechend, vorziiglich in Nahrlgsungen, doch vortrefflich auch auf allerhand
festen — starren und gelatinosen — Nahrboden (Gips, Ton, Bimsstein, Sand,

1) Zur Physiol. d. D. m. (Flora 1902, 91, 281, auch Dissertation Halle 1902). Ferner
BreEFELD, D. m., ein neuer Organismus aus d. Verwandtschaft d. Myxomyz. (Abh.
SENCKENBERG. Naturf. Ges. 1869, 7, u. Unters. Gesamtgeb. Mykologie 1884, 6).

2) Des cultures du Dictyostelium mucoroides BREF. et des cultures pures des Amibes
en général (Extr. Scripta Botanica fasc. 15).
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Kieselsiuregallert, Gelatine, Agar); die Widerstandsfihigkeit vieler griimer
und blauer Algen gegen hohe Temperaturen ist grof genug, um das Platten-
gieBen mit Gelatine und sogar mit Agar (nach Abkiihlung des letzteren auf
ca. 40°) zuldssig zu machen.') Manche Algen verfliissigen Gelatine, einige
Diatomeen auch den Agar. — lm allgemeinen wird man mit Kultur in Dosen
und Glasschalen oder aut Tellern, mit Petrischalen und Reagenzglisern zu
arbeiten haben.

Anorganische Nahrung. — Der Befihigang der Algen zur Assimi-
lation der Kohlenséure entspricht es, daB man in erster Linie anorganische
Nihrlosungen zu ihrer Kultur verwendet. Nihrlosungen wie die von Knor
oder ToLLENS (s. 0. S8:47) sind gute Néhrmedien. Moruisca empfiehlt:

1000 g Wasser

0,2 , KNO,
0,2 , K,HPO,
0,2 , MgSO,
0,2 , CaS0,

und legt Wert auf das Dikaliumphosphat, das der Losung schwach alka-
lische Reaktion gibt.
Brverinck?) kultiviert in
100 g Wasser
0,06 , NH,NO,
0,02 , KH,PO,
0,02 , MgSO0,
0,01 , CaCl,
Spur FeSO,.
ARTARI?) nimmt
NH,NO, 0,25 %
K,HPO, 0,19
MgSO, 0,025 ¢,
FeCl, Spuren
oder dhnliche Kombinationen.
KieBs benutzte Knopsche Losung nach folgendem Rezept?):
4 Teile Ca(NO,),
1 Teil KH,PO,
1 .. KNO,
1 ., MgRO,
auf 0,2—1 % verdiinnt.
Von den genannten enthalten die Knxopsche Losung, die TorLENssche

1) PrinesuEmM, Kulturvers. m. chlorophyllfithr. Mikroorganismen, I: Die Kultur
v. Algen in Agar (Beitr. z. Biol. d. Pfl. 11, 305). Vgl. auch Tiscrurkin, Ub. Agar-Agar-
Kult. einiger Algen u. Amoben (Zbl. f. Bakt. II, 1897, 3, 183).

2) Notiz tiber Pleurococcus vulg. (Zbl. {. Bakt. II, 1898, 4, 785).

3) Der Einflufl der Konzentrationen der Nihrlosungen auf die Entwicklung einiger
griiner Algen (Jahrb. f. wiss. Bot. 1906, 4§, 177).

4) Beding. d. Fortpflanz. bei einigen Algen und Pilzen, Jena 1896, 8.
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und BeveriNcks Mischung Ca, das fiir die meisten Algen iiberfliissig zu sein
scheint. Moriscn und BENECKE!), die die Anspriiche der Algen an Mineral-
stoffe eingehend gepriift haben, konstatierten Ca-Bediirfnis nur fiir Spirogyra
und Vaucheria; nach PrinesrrmM ist Ca fiir Zyanophyzeen unentbehrlich.
Ob auf die an Ca-freien Lokalititen vorkommenden Algen Kalzium bei
kiinstlicher Kultur sehiidigend wirks, ist wahrscheinlich, bedarf aber noch der
niheren Untersuchung. K ist unentbehrlich und mag als Kaliumphosphat
oder Kaliumnitrat geboten werden; K-freie Na-Kulturen wachsen sehr
schwach oder gar nicht. Mg (als MgSO0, oder MgCl, geboten) ist unentbehr-
lich, doch machen sich die Folgen Mg-freier Ziichtung wie bei hoheren
Pflanzen oft erst sehr spit geltend (Benrcks). Uberraschende Beobachtun-
gen iiber den hohen MgS0,-Gehalt (bis 209;), den manche Algen bei aus-
gezeichnetem Wachstum ertragen, stammen von O. Ricurer.?) Gute P-
Quellen sind Kalium- und Ammoniumphosphat, gute N-Quellen KNO,,
NaNO;, Ca (NO,), und Ammoniumphosphat, — letzteres liefert N und P
gleichzeitig. — N-frei kultivierte Algen fallen durch das gesteigerte Langen-
wachstum der Zellen auf (,,Etiolement aus Stickstoffhunger*) und die Re-
duktion ihrer Chloroplasten (z. B. bei Vaucheriakeimlingen). N-Mangel bei
Gegenwart von P steigert die Produktion von Geschlechtsorganen, Keim-
linge von Vaucherien bedecken sich tiber und iiber mit solchen (BENEckE).
— 8 wird als MgSO, gegeben.

Reaktion der Nahrldsung. — Im allgemeinen gilt der Satz, daB die
Algen in alkalischer Flissigkeit besser gedeihen als in saurer (Moriscu, Be-
NECKE, KLEBS a. a. O.), insbesondere gegen freie Séuren sind Algen sehr emp-
findlich?®); iibrigens sind auch Algen bekannt, die noch in schwachsaurer Lo-
sung gut wachsen (Hormidium, BENECKE).

Konzentration. — Es geniigt fiir sehr viele, vielleicht fiir die meisten
Sifwasseralgen schon eine sehr geringe Konzentration der Nihrlosung (z. B.
0,1—0,5 %), andererseits wird von vielen selbst sehr hohe Konzentration
gut vertragen (FamintziN, A. RicHTER, ARTARI u.a.).%) Die optimale Kon-
zentration liegt bei verschiedenen Arten natiirlich sehr ungleich hoch. Aw-
TARI gibt an, daB Stichococcus am besten in einer Losung wiichst, welche 0,5
bis 19, der Stickstoffquelle und 1—29, Glukose oder Rohrzucker enthilt,

1) BexeckE, Uber Kulturbedingungen einiger Algen (Botan. Ztg. 1898, 46, 83).

2) RicaTER, O., Anwendung selektiver Nihrbdden bei der Reinzucht v. Algen
(Akad. Anzeiger, Wien, Math.-naturw. Kl. 1919, 12. Juni).

3) Uber den EinfluB geringer Mengen H,PO, auf das Wachstum der Spirogyra vgl.
Micvra, Ub. d. Einfl. stark verdiinnter Siuren (Dissert. Breslau 1888). ‘

4) FaminTzIN, A., Die organischen Salze als ausgezeichnetes Hilfsmittel zum Studium
der Entwicklungsgeschichte der niederen Pflanzenformen (Mel. biol. Acad. imp. Sc.,
St. Petersbourg, 1871, 13); Ricmter, A., Uber die Anpassung der SiiBwasseralgen
an Kochsalzlosungen (Flora 1892, 75, 4); Artari, A., Der EinfluB der Konzentrationen
der Nihrlosungen auf die Entwicklung einiger griiner Algen I und II (Jahrb. f. wiss. Bot.
1904, 40, 593 und 1906, 43, 177, vgl. ferner 1909, 46, 443), GERNECK s. u,
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wihrend Scenedesmus caudatus schwache Liosungen (0,125—0.062% Glu-
kose, 0,062—0,031 9%, Stickstoffquelle) bevorzugt.

Die Meeresalgen vertragen bei allméhlicher Gewohnung sehr hohe Kon-
zentrationen von NaCl; nach GeErNEck ertrigt Chlorococcum noch konzen-
trierte KNOy-Losung (ca. 309,). Was fiir hohe Konzentrationen von MgSO,
Chlorella u. a. ertragen (nach O. RicHTER), war bereits mitzuteilen. Das
Nonplusultra stellt in ihrer Widerstandsfahigkeit die besonders von Tro-
porEesco!l) studierte Dunaliella dar; ich kultivierte sie jahrelang in einer mit
NaCl gesdttigten Knorpschen Nahrlosung, in der bereits seit langem groBe
Kochsalzkristalle ausgefallen waren. — Auf die Widerstandsféhigkeit der
Zyanophyzeen hochkonzentrierten Losungen gegeniiber machte Cavara?)
aufmerksam.

Licht. — Als chlorophyllhaltige Organismen beanspruchen die Algen
im allgemeinen zu normalem Gedeihen Licht — natiirliches oder kiinstliches;
doch kann durch Zufuhr organischer Nahrung (s. u.) manchen Algen auch im
Dunkeln Fortentwicklung moglich gemacht werden. ComBEs stellte fiir Cysto-
coccus humicola und Chlorella vulgaris ein niedriges Belichtungsoptimum fest. ?)

Stichococcus bacillaris wichst nach Napson in blauem Lichte erheblich
besser als in rotem; bei Zusatz organischer Stoffe zum Ndhrboden (Pepton,
Glukose) ist der Unterschied nicht so deutlich wie bei rein anorganischer Er-
nidhrung.) Nachpriifung und Erweiterung der Napsonschen Krgebnisse
wiren erwiinscht. Uber die Entwicklung der Diatomeen in monochroma-
tischem Licht vgl. MEingHOLD (8. u.); auf den EinfluB verschiedenfarbigen
Lichtes auf die Férbung der Oszillarien sind Garpukov, MaeNUs, SCHIND-
LER und Borrscw5) eingegangen. ,,Chromatische Adaption, d.h. An-
nahme einer zu der des auffallenden Lichtes komplementidren Farbe wurde
tiir Phormidium foveolarum festgestellt (BorgscH).

Wirkung organischer Nahrung. — Fiir die griinen Algen und
iiberhaupt fir die assimilierenden ist organische Nahrung offenbar iiber-
fliissig. Ein anderes ist es, daB von vielen organische Nahrung verwertet

1) Organisation et développ. du D. ete. (Beih. z. Bot. Zbl. I, 1905, 18, 215).

2) Resist, fisiol. del Microcoleus chtonoplastes Thur. etc. (N. giorn. bot. ital. N.' S
1902, 9, 59).

3) ComBES, Infl. de Péclairement s. le dével. des algues (Bull soc. bot. France 1912,
59, 750).

4) NapsoN, G. A., Uber den EinfluB des farbigen Lichtes auf die Entwicklung des
Stichococcus bacillaris NaEc. in-Reinkulturen (Bull. jard. imp. bot. St. Petersbourg 1910,
10, 137; vgl. Zbl. £. Bakt. IT, 1911, 31, 287).

5) Gaipukov, N., Ub. d. Einfl. farbigen Lichtes auf die Firbung lebender Oszill.
(Anh. Abhandl. Akad. Wiss. Berlin 1902); Weit. Unters. iib. d. Einfl. farb. Lichtes auf die
Farben der O. (Ber, d. D. Bot. Ges. 1903, 21, 484); MagNUs, W., u. SCHINDLER, B., Uber
den EinfluB d. Nahrl. auf d. Farb. der Oszill. (ibid. 1912, 30, 314); Borgscs, Die Firb.
v. Zyanophyzeen u. Chlorophyzeen in ihrer Abhéingigk. vom N-gehalt d. Substr. (Jahrb.
f. wiss. Bot. 1913, 52, 145); 'gb d. Einwirk. farbigen Lichtes auf d. Fiarbung d. Zyano-
phyzeen (Ber. d. D. Bot. Ges 1919, 37, 26).

Ktater, Mikroorganismen, 8, Aufl, 8
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werden kann. Die Wirkung organischer Ernéhrung auf die Algen ist bei ver-
schiedenen Iformen sehr versechieden. Zunéchst sind diejenigen zu nennen,
welche organische Substanzen durchaus verschméhen: nach Bryrrinck!)
gehoren zu diesen gewisse Zyanophyzeen, nach v. DELpENs Untersuchungen
ein ulothrixédhnlicher Organismus.?) Solche Lebewesen miissen auf sorgfaltig
ausgewaschenem Agar kultiviert werden. Eine weitere Gruppe stellen die-
jenigen Algen dar, welche zunichst, wenn sie in Kultur genommen werden,
den Vertretern der vorigen Gruppe gleichen, sich aber nach und nach an orga- .
nische Nahrung gewohnen. Nach BryErinck (1898 a. a. O.) gehort Pleuro-
coccus hierher. Drittens gibt es Algen — und sie sind offenbar selir zahlreich
—, die von vornherein organische Nahrung nehmen: viele einzellige Griin-
algen wieCystococcus humicola,Stichococcus bacillaris, Chlorella vulgarisu.a.?),
die Desmidiazeen und Diatomeen (s.u.). Nach MaTrucHOT und MoLLIARD*)
fordert schon 0,039 Glukose die Entwicklung der Algen, Arrari®) gibt
dasselbe bereits fiir 0,005%, an. Das Optimum liegt fiir Chlorella communis
bei 29%,. .

Eine letzte Gruppe von Algen wird von denjenigen Formen gebildet,
tiir welche organische Nahrung notwendig ist. Es handelt sich um Algen, die
BeyERINCK (a. a. O.) als Peptonorganismen erkannt hat, und die bei Amido-
oder Nitraternahrung nur kitmmerlich gedeihen; bisher hat sich dergleichen
nur. fiir die aus einigen Flechten isolierten Gonidien nachweisen lassen.

Welche Erscheinungen ruft die organische Erndhrung an Organismen
hervor, die auch ohne diese auskommen? Uber den EinfluB auf Wachstum
und Fortpflanzung vergleiche man namentlich KreBs’ Untersuchungen. Er-
scheinungen weiterhin, die namentlich fiir den Habitus der Kultur von Be-
deutung sind, beobachtete Bevrrinck (1898 a.a. O.) an Pleurococcus vul-
garis: die Zellenanhdufungen in den stark geférderten Kulturen fithrten da-
zu, daf die oberen Schichten als trockenes Pulver auf den unteren lagen und
leicht von diesen abgeschiittelt werden konnten. Wichtig ist der Einfluf auf
die Chlorophyllbildung. Von verschiedenen Seiten ist festgestellt worden,
daf organisch ernahrte Algen blaB und sogar farblos werden konnen. Kin-
gehende Angaben verdanken wir z. B. AwrTar1®) Scenedesmus caudatus

1) Ub. oligonitrophile Mikroben (Zbl. f. Bakt. II, 1901, 7, 561).

2) Mitgeteilt von BEYERINCK, Notiz iiber Pleurococcus vulgaris (ibid. I1, 1898, 4, 785).

3) Kulturversuche mit Zoochlorellen, Lichenengonidien u. and. nied. Algen (Bot.
Ztg. 1890, 48, 725). )

4) Variations de structure d’une algue verte sous l'influence du milieu nutritif (Rev.
gén. de Bot. 1902, 14, 193).

5) a. a. O., 1904, 40, 608.

6) Uber die Bildung des Chlorophylls durch griine Algen (Ber. d. D. Bot. Ges. 1902,
20, 201); REpais, S. la cult. pure d’une algue verte; formation de chlorophylle & I’obscurité
(C. R. Acad. Sc. Paris 1900, 130, 793); Bovirsac, R., 8. la cult. du Nostoc punctiforme en
présence du glucose (ibid. 1898, 126, 880); Sur la végét. du N. p. en présence de différents

hydrates de carbone (ibid. 1901; 133, 55); MENDREKA, Etude s, L. algues saprophytes
(Bull. soc. bot. Gengve, 2. sér., 1912, 4, 133) u. a. m. )
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wichst in 0,5 9%, Glukose griin, in 3—5 9, farblos weiter; Sc. acutus wird
nach BEYERINCK in 12 9%, Maltose farblos; iiber das dhnliche Verhalten ge-
wisser Flagellaten (Buglena) s.o. S. 106. Stichococcus wurde von ARTARI in
folgender Nahrlosung geziichtet:

Traubenzucker . . . . . . . . 1 %
KH,PO, . ... ...... 0,3 %
MgSO, . . ... ... ... 0,19
CaCl, . . . . . ... ... . 019
e, L, . . . . . . . oL Spuren') und
von der Stickstoffquelle. . . . 0,6 %.

Bei Ernéhrung mit Pepton, Asparagin und weinsaurem Ammonium bleiben
die Kulturen auch im Dunkeln schon griin, bei Leuzin- und besonders Kali-
salpeterernihrung werden sié farblos; ans Licht gebracht ergriinen die Kul-
turen wieder.”) Auf 0,59, Dextrin oder 0,25% Glyzerin (nebst 0,899
Ca(NOj),) sah O. RicaTtEr?) seine Chlorella im Licht farblos oder nahezu
farblos wachsen — auffallenderweise auch auf rein mineralischen Losungen
(1% MgSO, + 7H,0 nebst 0,899, Ca(NO,),).

Dieselbe Reduktion der Chromatophoren wie bei griinen Algen tritt bei
organischer Erndhrung in den Diatomeenzellen ein.*)

Von Rezepten fiir organische Nidhrlosungen und Néhrboden fiir Algen
mogen auBer dem schon angefithrten ArTARISchen noch einige von BEYE-
RINCK®) empfohlene genannt werden:

I. Gelatine (durch Pankreas ver- II. Rohrzucker . . . . . . . . 1 9.
flissigt) . . . . . . . . .. 1 % Agparagin . . . . . . .. 0,2 9
Salpetersaures Ammoniak . . 0,6 % Pepton . . . . .. ... 0,89
Phosphors.: Kalium . . . . . . 0,6 % Gelatine . . . . . . . .. 8 %
Gelatine . . . . . . ... .. 8 % Wasser . . . . . . . .. 90 %
Wasser . . . . .. .. ... 9 9%

II1. Malzextrakt. . . . . . . . . . 89 9

Glukose. . . . . . . . .. .. 29 9%

Pepton . . . . . .. .. ... 0,05 %

Asparagin . . . . . . . .. - 0,06 9

Gelatine . . . . . . . .. .. 8§ 9%

Reinkulturen. — Will man den Entwicklungsgang einer Alge ermit-
teln und vor den Irrtiimern und Verwechslungen, durch welche selbst hervor-
ragende Algenkenner sich zu der Meinung vom ,,Pleomorphismus® der Algen
fithren lieBen, sich mit Sicherheit bewahren, so muB man Reinkulturen an-
legen, in welchen nur eine Algenspezies enthalten ist. GewiBheit hiertiber

1) Im Original durch Druckfehler anders angegeben.

2) Ausfiihrlicher Bericht bei Onrmanys' (Morph. u. Biol. d. Algen, Jena 1905,
2, 1651f.).

3) RicHTER, O., a. a. 0. 1919,

4) Mmwsorp, Tu., Beitr. z. Phys. d. Diat. (Beitr. z. Biol. d. Pfl.-1911, 10, 353).

B) Over gelatine culturen van eencellige groenwieren (Verh. Prov. Utrechtsch Ge-
nootsch. Kunst en Wentensch. 1889, 35; vgl. Zbl. f. Bakt. 1890, 8, 460).

8*
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ist nur moglich, wenn man nur ein Exemplar in die im @ibrigen sterile Néhr-
l6sung ausgesit hat. Die Systematik der niederen Algen verdankt solchen
,,Reinkulturen‘* schon manche Klidrung. Handelt es sich aber darum, die
physiologischen, insbesondere die erndhrungsphysiologischen Eigentiimlich-
keiten einer Alge zu erforschen, so wird es notig sein, nicht nur fremde Algen-
arten, sondern auch Bakterien oder sonstlge Mikroorganismen von den Kul-
turen fernzuhalten und diese absolut rein anzulegen.')

BrvEeriNck?), dem wir die ersten Algenreinkulturen verdanken, hat eine
Methode beschrieben, Algen zu isolieren und rein zu kultivieren, die schon
vortreffliche Resultate geliefert hat und fiir viele Zwecke sich durch keine
bessere hat ersetzen lassen. BryERINCK stellt mit Grabenwasser — das be-
reits hinreichende Mengen von Nahrstoffen enthilt — eine 10 %ige Gelatine
her und setzt ihr vor dem Erstarren ein Tropfchen der algenhaltigen Fliissig-
keit zu: die Gelatine wird in Schalen gegossen und erstarrt in diesen. Auf
diesen Nahrboden, die den Bakterien nur sehr langsame Entwicklung még-
lich machen, bilden sich — allerdings recht kleine — Algenkolonien, von
welchen man durch Uberimpfen reine Kulturen gewinnen kann.

BrYERINCK isolierte und kultivierte zunéchst Scenedesmus acutus, Chlo-
rella vulgaris, Chlorosphaera viridis, Gonidien aus Flechten u. a., KrUGER
isolierte spéter die biologisch interessanten Chlorothecaformen, die in farb-
loser und griiner Farbe sich ziichten lassen, MaTRUCHOT und MorLiARD
Stichococcus,; weiterhin arbeiteten ARTARI, CHARPENTIER, (GRINTZESCO u. a.%)
mit den gleichen Methoden. Es steht zu erwarten, da diese noch zu vielen
wertvollen Aufschliissen fithren werden.

Wie man bei frei beweglichen, schnell wandernden Algen zu Reinkulturen
kommen kann, wird bei Besprechung der Diatomeen geschildert werden.

Unentbehrlich sind Reinkulturen namentlich dann, wenn organische
Nahrmaterialien den Algen geboten werden sollen. Genfigt aber anorganische
Ernahrung, s0 stort die Einschleppung von Bakterien vielfach nicht. Kuess?)

1) Die griinen vertikalen Linien, die Chlorella vulgaris an den Winden der Glasgefi e
entstehen 1aBt, werden nach Compes (8. 1. lignes vert. dessinées p. le Chl. vuly., Bull. soc.
bot. France, 1912, 59) nur in bakterienhaltigen Kulturen sichtbar; in reinen bleibt die Alge
auf Oberfliiche und GefiBboden beschriinkt.

2) Kulturversuche usw. a. a. O.

8) KrUGER, W., Beitr. z. Kenntnis d. Organismen d. Saftflusses d. Laubbiume
(ZorFs Beitr. 1894, 4, 69); TiscauTkiN, Ub. Agar-Agarkult. einiger Algen u. Am&ben (Zbl.

. {. Bakt. II, 1897, 3, 183); MaTrRUCHOT, L., u. MoLLIARD, M., Variations de structure d’une
algue verte sous l'infl. du milieu nutritif (Rev. gén. de Bot. 1902, 14, 113); ArTaRI 8. 0.
CHARPENTIER, P. Q., Rech. sur la phys. d’une algue verte (Ann. Inst. Pasteur 1903, 17.
369); Alimentation azotée d’une algue: le Cystococcus humicola (ibid. 321); RADAIS s. 0.
GRINTZESCO, J., Rech. expér. sur la morphol. et physiol. d. Scenedesmus acutus MEYEN
(Bull. Herb. Boissier 1902, 2. sér., 2, 219); Chlorella vulgaris BEYEr (Rev. gén. Bot. 1903,
15, 1). Weitere Literaturzitate z. B. bei GERNECK, Z. Kenntnis d. nied. Chlorophyzeen
(Beih. z. Bot. Zbl. II, 1907, 21, 221).

4) Die Bedingungen der Fortpflanzung usw. Jena 1896, 176, 1821f.
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fand es ausreichend, die gewiinschten Algen — zundchst noch neben anderen
Formen — in 0,2—0,4 %jiger Knopscher Losung sich vermehren zu lassen und
dann mit einer feinen Glaspipette unter dem Mikroskop den gesuchten Orga-
nismus herauszuheben; sind mehrere Algen in die Pipette gestiegen, so ver-
teilt man das Material in einem reinen Tropfen der Kulturflissigkeit und
sucht abermals die gewiinschte Spezies-von den anderen zu trennen. Die iso-
lierten Algen kultiviert man auf Sand, Gips, Ton, Backsteinen oder auf steri-
lisiertem Lehm, Baumrinde oder gelatinierenden Boden. KreBs empfiehlt
(a. a. 0.) 0,5%igen Agar, der mit verdiinnter KNopscher Néhrlosung her-
gerichtet wird. Derselbe  Autor machte mit Kieselsduregallerte gute Er-
fahrungen. In allen Fillen wird zu beachten sein, dafl mit dem in der Luft
schwebenden ,,Staub* auch Algenkeime (Hormidium, Protokokkoideen) eine
bisher ,,reine Algenkultur verunreinigen kénnen. Wenn es moglich ist, bei
der Kultur von dickwandigen Zygo- oder Oosporen auszugehen, dirfte die
desinfizierende Vorbehandlung mit giftigen Losungen (z. B. Formalin in ge-
eigneten Verdiinnungen) die Arbeit des Isolierens wohl erleichtern.

Das Fernhalten der Bakterien gehdrt selbst bei Anwendung anorgani-
scher Medien zu den grofiten Schwierigkeiten und ist wohl oft genug iber-
haupt unmoglich, da die Bakterien zu fest an den gallertigen Membranen
der Algen oder gar in diesen sitzen. Fir marine Algen haben BENECKE,
Krurxer und KEpiNG') gezeigt, daB Azotobacter stéindig an ihrer Ober-
fliche anzutreffen ist; manche Siifwasseralgen verhalten sich anscheinend
dhnlich.?)

Ob die von STROHMEYER®) ermittelten Beziehungen zwischen der Assimilations-
tatigkeit griiner (SiiBwasser-)Algen und dem Keimgehalt des Wassers bei der Kultur
griiner Algen nutzbringend gemacht werden konnen, ist meines Wissens noch nicht niher
untersucht worden. STROHEMEYER gibt an, daBl griine Algen das sie umgebende Wasser bei
Belichtung vollig keimfrei machen konnen (Enteromorpha nach 22 Stunden, Spirogyra
nach 30 usf.).

Beziehungen zum Sauerstoff. — Dall Algen lange Zeit ohne Sauer-
stoff auskommen und bei Zuckererndhrung und O-Abschluf§ kriftige Girung
veranlassen konnen, ist fiir verschiedene Formen sichergestellt. Die Be-
obachtungen von BEYERINCK (a. a. O.) iiber anaérobe Existenz kiinstlich ge-
ziichteter Algen beziehen sich auf Chlorosphaera limicola, CHARPENTIER?) sah
Cystococcus bei Glukoseernihrung lebhaft giren, Parrapin®) und Prrra-

1) Vgl. BENECKE, W., u. KEUTNER, J., Ub. stickstoffbind. Bakt. aus der Ostsee
(Ber. d. D. Bot. Ges. 1903, 21, 333); KEpiNc, Weitere Unters. iib. stickstoffbind. Bakt.
(Wissenschaftliche Meeresuntersuch. Abt. Kiel, N. F. 1906, 9, 275).

2) REINKE, J., Symbiose von Volvoxr und Azotobacter (Ber. d. D. Bot. Ges. 1903, 21,
481); iiber Oszillarien siehe spiter im Abschnitt ,,Bakterien®,

3) STROHMEYER, O., Die Algenflora des Hamburger Wasserwerks. Leipzig 1897,

4) Rech. s. la physiol. d’une algue verte (Ann. Inst. Pasteur 1903, 17, 369).

5) Ub. norm. u. intramol. Atm. d. einzell. Alge Chl. sacch. (Zbl. f. Bakt. 11, 1903,
11, 146).
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scHEVSKY?) arbeiteten mit Chlorothecium saccharophilum. Angaben iiber
anaérob lebende Chlorella und Scenedesmus bei GrinTzESco (a. a. O.).

Giftwirkungen. — Giftwirkungen auf Algen, die iiber Leben und Tod
der Zellen entscheiden oder charakteristische Verinderungen in der leben-
den Zelle veranlassen, sind schon wiederholt beschrieben worden; die in
Yrage stehenden Mitteilungen haben wohl ihr toxikologisches Interesse, sind
aber fiir die Lehre von der Kultur der Algen im allgemeinen belanglos. Um
80 wichtiger sind die seit Niarri?) oft wiederholten Beobachtungen iiber die
Giftigkeit der Metallsalze, inshesondere des Kupfers. Die ,,0ligodynamische
Wirkung des letzteren besteht darin, daB selbst sehr weitgehende Verdim-
nungen — 1 Teil Cu und 10 Millionen Teile Wasser — vermutlich nach all-
mahlicher Speicherung des Giftstoffes in den Algenzellen diese toten. Besonders
empfindlich sind die Spirogyren. Es ergibt sich daraus die Lehre, dafl Wasser,
welches aus kupfernen Kesseln destilliert worden ist oder langere Zeit in
kupfernen Leitungsrohren gestanden hat, fiir Spirogyrakulturen u. dgl. nicht
tauglich ist; die ‘Beobachtung von MarrucHOT und Morriarp®), daB
Stichococcus dureh Kupfersulfatlosung, deren Konzentration geringer ist als
0,0005 %, insofern gefordert wird, als er ganz besonders schwache Mineral-
salzldsungen noch verarbeiten kann, verdient nihere Prifung. An Spirogyra
und Mougeotia genuflexa ruft Leuchtgas rhizoidenihnliche Auswiichse her-
vor; Cladophora bildet unter Einwirkung desselben Gases Aplanosporen oder
Zysten.t) o

Stoffwechselprodukte. — Welche Wirkungen die Stoffwechsel-
produkte der in Kulturen heranwachsenden Algen auf-ihre weitere Entwick-
lunghaben, ist eine bisher kaum in Angriff genommene Frage. HARDER®)
beobachtete in Nostoc-Kulturen wachstumhemmende thermolabile Stoff-
wechselprodukte. — Uber Gelatine und Agar-verfliissigende Algen (Scene-
desmus) s. u. '

Physiologische Rassen, Mutation. — Die Lehre von der Pleo-
morphie oder dem Polymorphismus der niederen Algen, nach welcher ein
und dieselbe Spezies bald als Tetraspora, bald als Chlorococcum, Scenedesmus,
Raphidium usw. erscheinen kann (Borzr)®), darf nach den Ergebnissen der

1) Uber Atmungskoeffizienten der einzelligen Alge Chl. sacch. (Ber. d. D. Bot. Ges.
1904, 22, 323).

2) Ub. oligodyn. Erschein. in leb. Zellen {Denkschr. d. Schweiz. Naturforsch. Ges.

1893); IsrRAEL u. KriNeMANN, Oligod. Erschein. an pflanzl. u. tier. Z. (ViIrcaows Arch.
{. pathol. Anat. 1897, 147, 143).

3) Variations de struct. d’une algue verte sous l'influence du milieu nutritif (Rev.
gén. de Bot. 1902, 14, 113).

4) Wovxcickl, Z., Beob. iib. Wachstums-, Regenerations- u. Propagationserschei-
nungen bei einigen fadenformigen Chlorophyzeen in Labor.-Kulturen u. unt. d. Einfl. d.
Leuchtgases (Bull. internat. de acad. sc. Cracovie 1909, Nr. 8, 588).

5) HarDER, Erndhrungsphysiol. Unters. an Zyanoph., hauptsiichlich dem endophy-
tischen Nostoc punctiforme (Ztschr. {. Bot. 1917, 9, 145).

6) Literatur bei KLEBs a. a. 0. 1896, 169fa
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modernen, mit Reinkulturen arbeitenden Algenforschung als erledigt be-
trachtet werden. Ebenso sicher ist neben dem negativen das positive Ergeb-
nis, daB viele Algenarten in mehreren physiologisch deutlich unterschiedenen
Formen oder ,,Rassen‘’ auftreten, und daB solche Rassen in Kulturen sozu-
sagen vor unseren Augen entstehen und ineinander iibergehen konnen. Die
Unterschiede der Rdssen einer Spezies liegen zunéchst in ernéhrungsphysio-
logischen, hiernach aber auch in morphologischen und entwicklungsgeschicht-
lichen Merkmalen. Kin interessantes Beispiel fiir ernihrungsphysiologisch
unterschiedene Rassen sind die besonders von BEYERINCEK (a. a. 0.), ARTARI,
CuopAT und WAREN?) studierten Flechtengonidien von Xanthoria, Physcia,
Cladonia u. dgl. und die entsprechenden freilebenden Algenformen. ARTARI
operierte insbesondere mit freilebendem Chlorococcum infusionum und mit
Vertretern derselben Art, die den Flechten entnommen waren: in Uberein-
stimmung mit BEvyeriNcks Resultaten lie§ sich zeigen, daf die Flechten-
gonidien Peptonorganismen sind, die freilebend aufgefangenen als Nitrat-
organismen kultiviert werden wollen. Die Mannigfaltigkeit der in Flechten
auftretenden physiologischen Rassen der Gonidien 1a8t sich zurzeit noch
nicht annéhernd abschétzen (WAREN). — Merkwiirdig ist, daB auch bei frei-
lebenden Algen am némlichen Standort ein und dieselbe Algenspezies in mehre-
ren erndhrungsphysiologisch verschiedenen Rassen angetroffen werden kann.
ARrTARI 7. B. macht a. a. O. auf verschiedene Rassen von Scenedesmus cau-
datus aufmerksam, die sich ineinander iiberfiithren lassen. Weitere Beispiele
sind bei KrRF¢ER und SCHNEIDEWIND, bei GERNECK u. a. zu finden.?)

Eine weitere Gruppe von Rassen sind diejenigen, welche sich entwick-
lungsgeschichtlich voneinander unterscheiden; durch sie wird es erkldrt, das
stich Vertreter der ndmlichen Spezies bei kiinstlicher Kultur recht verschieden
verhalten konnen. KrEBs unterscheidet (a. a. O. S. 157{f.) bei Hydrodictyon
Netze mit starker und solche mit schwacher Neigung zur Zoosporenbildung;
GERNECK (a: a. 0. 8.2351f.) findet vier Rassen von Chlorococcum infusionum,
die sieh durch Zellen- und Schwirmergrofe, Ol- und Fettgehalt und iiber-
dies durch ihr Verhalten zu Brevyrrincks und ToLrensscher Nihrlgsung
unterscheiden u. dgl. m.

SchlieBlich mag noch auf die von BeyErinck aus Schlamm, Fizes usw.

1) BeveriNck, Kulturversuche mit Zoochlorellen, Lichenengonidien u. a. nied. Algen
(Bot. Zeit. 1890, 48, Nr. 45—-48); Arrari, Zur Frage iib. d. Ernéhr. d. Flechtengonidien
mit organ. Verbind. (Sitzungsber. Kais. Naturforscher-Ges. Moskau 1898); Z. Erniihrungs-
phys. d. griinen Algen (Ber. d. D. Bot. Ges. 1901, 19, 7); Z. Frage d. physiol. Rassen einiger
griiner Algen (ibid. 1902, 20, 172); Cropar, Matér. pour la flore cryptogamique suisse
4, fasc. 2, 186—238 (Monogr. d’algues en culture pure); WAREN, Reinkult. v. Flechten-
gonidien (Finska Vetensk.-Soc. Forbandl. 1918—19, 61, Atd. A, Nr. 14).

2) Kri6ER u. SCHNEIDEWIND, Sind niedere chlorophyllgriine Algen imstande, den
freien Stickstoff der Atmosphiire zu assimilieren und den Boden an Stickstoff zu be-
reichern? (Landwirtsch. Jahrb. 1900, 29, 771); Gerywck, Zur Kenntn. d. nied. Chloro-
phyzeen (Beih. z. Bot. Zbl. II, 1907, 21, 221).
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isolierte sonderbare Chlorella variegata®) hingewiesen sein, die, auf festen Nahr-
boden kultiviert, gleich einer panachierten Pflanze griine neben farblosen
Zellen entwickelt: die Alge bildet zundchst farblose Kolonien, die aber (auf
Bierwiirze) nach 2—3 Wochen griin werden; der Rand der Kolonien bleibt
im allgemeinen farblos, in der Mitte ist die Kolonie griin, oder es treten griine
Sektoren oder unregelmifBige Gruppen auf.

Von degenerativer Rassenbildung kann man vielleicht dann sprechen,
wenn z. B. unter dem Einfluf langer Ziichtung die Organismen gewisse Eigen-
schaften verlieren. BEYERINCK gibt an, daB Scenedesmus acutus durch fort-
gesetzte Kultur seine Fahigkeit, Gelatine zu verflissigen, einbiifit.2)

Formative Effekte. — Aufgabe der nachfolgenden Zeilen ist aus-
schlieBlich, auf die Moglichkeit, durch bestimmte Kulturbedingungen be-
stimmte Wachstums- und Gestaltungsprozesse an den Algen gesetzmiBig
hervorrufen zu kénnen, aufmerksam zu machen und diese besonders durch
die Untersuchungen von KrEBs gewonnene Erkenntnis3) durch einige wenige
Beispiele zu erldutern. — Besonders die Sehwirmsporen- (Zoosporen-) und
Gametenbildung ist' nach entwicklungsmechanischen Gesichtspunkten hin oft
untersucht worden. Im allgemeinen 148t sich sagen, daBl Verdunkelung und
Ubertragen der Objekte in reines Wasser oder eine Nihrlosung, deren Kon-
zentration geringer ist als die des urspriinglichen Mediums, Zoosporenbildung
veranlassen. Offenbar ist die Herabsetzung des osmotischen Zellsaftdruckes
dabei von maBgebender Bedeutung.4) Uber den EinfluB der chemischen Zu-
sammensetzung des Nahrmediums auf die Zoosporenbildung stellten auBer
KrEBs Ta. FrRANK und FrEUNDS) Untersuchungen an. — An Oedogonium
treten bei Kultur in ndhrsalzarmer Losung und bei kréiftiger Belichtung Fort-
pflanzungsorgane auf; auch bei den Konjugaten ist die Bildung der ge-
schlechtlichen Fortpflanzungszellen von der Belichtung abhéngig (s. u.). —
Uber die Rhizoidbildung unter bestimmten #uBeren Bedingungen (Kontakt
mit festen Korpern, Kultur in Zuckerlosungen, giftige Gase u. a.) vgl. Borgz®)
und WoYocrckt (s. 0.). — Zerfall fadenférmiger Algen in einzelne Zellen als
Folge bestimmter Kulturbedingungen studierten besonders KrEss (a. a. 0.),
BENECKE?), GERNECK (2. a. 0.); bei Hormidium z. B. tritt nach KrEss bei

1) Chlorella variegata, ein bunter Mikrobe (Rec. trav. bot. Néerland. 1904, 1, 14,
vgl. Zbl. f. Bakt. 11, 1905, 14, 338).

2) Bericht iiber meine Kulturen niederer Algen auf Néhrgelatine (Zbl. f. Bakt. 1893,
13, 368).

8) Ub. d. Beding. d. Fortpfl. usw. 1896; Ub. Probleme d. Entwickl. TIT (Biol. Zbl.
1904, 24, 449).

4) KuEBs, 1904 a. a. O., 49711,

5) Franxk, TH., Kultur u. chemische Reizerscheinungen der Chlamydomonas tingens
(Bot. Ztg. 1904, 62, 163); FreuxDp, H., Neue Vers. iib. d. Wirkungen d. Auflenwelt auf d,
ungeschl. Fortpfl. d. Algen (Flora 1907, 98, 1; auch Dissertation Halle a. S., 1907).

6) Ub. d. Rhizoidbildung bei einigen fadenférmigen Chlorophyzeen. Upsala 1894.

7) Mechanismus u. Biol. d. Zerfalls d, Konjugatenfiiden in die einzelpen Zellen (Jahrb,
f. wiss. Bot. 1898, 32, 453).
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Mangel an Nahrsalzen sowie bei Mangel an Feuchtigkeit Zerfall ein. BENECKE
zeigte, dafl Turgorsteigerung die Faden der Konjugaten zum Zerfall bringt.
— Auf die Wuchsform — d. h. ob z. B. regelméflige Fdden oder sog. Pal-
mellen entstehen, reich verzweigte Faden oder schwach verzweigte usw. —
sind Belichtung sowie Konzentration und Aggregatzustand des Nédhrmediums
von EinfluB. — Uber die Gallertbildung unter dem EinfluB duBerer Bedin-
gungen vgl. GERNECK (a. a. O.), ebendort Angaben iiber ,,Involutlonsformen
die in erschopften Kulturen aufzutreten pflegen. — Auf einige weitere ,,for-
mative Effekte’ bestimmter Kulturbedingungen wird bei Besprechung der
einzelnen Familien zu verweisen sein.

Zyanophyzeen. Blaualgen sind leicht zu beschaffen: in Gartenerde, Schlamm usw.
sind sie iiberall verbreitet; auf feuchten Mauern und Steinen, auBilen an verwahrlosten
Blumentopfen, auf feuchter Erde sind sie anzutreffen. Oszillarien auf durchniftem
sumpfigen Erdreich, an Inundationsgebieten usw.; auf feucht gehaltenem reinen Sand
siedeln sich in Laboratorien und Gérten gern Nostokazeen und Oszillarien an. Moriscu
(s. 0.) kultivierte Oszillarien auf der gewohnlichen Algennéhrlésung bei schwach alkalischer
Reaktion. BEYERINCK ziichtete Nostokazeen und Chrookokkazeen nach Impfung einer
0,020/, Losung von K,HPO, mit Erde!) — ohne weiteren N-Zusatz (,oligonitrophile
Organismen”). Anspruchsvoller sind Oszillarien. Sie wachsen gut auf einer Losung von
folgender Zusammensetzung?):

Ca(NO,), . . . ... 0,075—0,1 9 CaSO, . . ..... \
K,HPO, . . .. .. 0,02 Fe,(PO,), . . ... j Spuren.
MgSO, . . . . ... 0,02

Nostoc beansprucht nur 0,05 % Ca (NO,),, Calothriz stellaris wichst optimal auf 0,025 9

(MagrTENS). Ahnliche Lésungen verwandte fiir Oszillaren BorEscH; nach seinen wie
nach Maexvus’ und ScHINDLERS Beobachtungen (s. o. S. 113) tritt bei Stickstoffverarmung
des Nihrbodens eine gelbliche Verfirbung der Algen ein (,,Stickstoffchlorose” — Schwin-
den des Chlorophylls und Phykozyans). Beim Isolieren der Oszillarien kann man die un-
gleiche Schnelligkeit, mit der verschiedene Arten vom Impfstrich sich entfernen, verwerten.
Manche Oscillaria- und Phormidium-Arten kriechen auf Agar stets nach rechts, andere
stets nach links.?) Von starren Nahrboden sind fiir Blaualgen Gipsplatten und reiner Quarz-
sand empfohlen worden; PriNGsHEIM kultivierte sie auf Kieselgallert. Uber rein hetero-
trophe Kulturder Zyanophyzeen vgl. Liesk£4), iiber Nostoc-Kulturen namentlich HArDER.%)

1) BEYERINCK, Ub. oligonitrophile Mikroben (Zbl. f. Bakt. ITI, 1901, 7, 561); GLADE,
Z. Kenntn. d. Gattung Cylindrospermum (Beitr. z. Biol. d. Pfl. 1914, 12, 295).

2) PrinesuEmM, Kulturvers. m. chlorophyllfiihr. Mikroorganismen III (Beitr. z. Biol.
d. Pil. 1913, 12, 49); MakrTENS, Wachst. v. Blaualgen in mineral. Nihrlos. (ibid. 439).
FecuNeRr, Die Chemotaxis der Oszillarien u. ihre Bewegungserscheinungen iiberhaupt
(Ztschr. f. Bot. 1915, 7, 289).

3) Scamip, G., Hilfsm. z. Untersuch. verschied. O.- u. Ph.-Arten (Ber. d. D. Bot. Ges.
1919, 37, 473). Vgl auch PierxER, A., Phototaxis der Oszillarien. Diss. Berlin1915 und NiE~-
BURG, W., Perzeption d. Lichtreizes bei d. Oszillarien usw. (Ztschr. f. Bot. 1916, 8, 161.)

4) Li1ESKE in Ztschr. {. Bot. 1916, 8, 133.

5) HarpER, Erniihrungsphysiol. Unters. an Zyanoph., hauptsiichlich d. endophyt.
Nostoc punctijorme (Ztschr. 1. Bot. 1917, 9, 145); Ub. d. Beweg. d. Nostokazeen (ibid. 1918,
10, 177) u. a. Ub. d. Reaktionen freibewegl. pflanzl. Organismen auf plotzl. Anderungen
der Lichtintensitat (ibid. 1920, 12, 353).
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Die in Cycas, Gunnera und Azolla endophytisch lebenden Blaualgen (Nostoc puncti-
forme, Anabaena Azollae) hat PrinesuEM!) kultiviert; ersteres wird durch Zusatz organi-
scher Substanz deutlich gefordert; die Nostoc-Gonidien aus Peltigera (auch aus den
Zephalodien) ziichtete Linkora?), die von Collema sollen auf Kieselgallert bei elektr.
Licht freudig wachsen.?)

Diatomeen (Bazillariazeen). Reinkulturen von beweglichen Formen gewinnt man
dadurch, daB man das Ausgangsmaterial auf Agar aussiit; die Diatomeen bewegen sich
schnell vorwérts und lassen die ihnen zunéchst noch anhaftenden Verunreinigungen bald
hinter sich; am Rande ihres Verbreitungsbezirkes hebt man ein Stiickchen Agar ab und
iibertragt es samt den darauf befindlichen Diatomeen auf eine neue Kulturplatte.
Namentlich hat sich O. RicaTer*) um die Erforschung der Diatomeen mit Hilfe kiinst-
licher Ziichtung sehr verdient gemacht. Wir folgen hier im wesentlichen seinen Angaben.
— Diatomeen erfordern schwach alkalische Reaktion des Niahrsubstrats; auller den iib-
lichen Mineralbestandteilen lieben sie noch geringen Zusatz von Kieselsiure, die frei-
lich dann, wenn man keine besonderen Vorsichtsmafregeln anwendet, schon aus dem
Glase der GefiBe in die Nahrmedien gelangt. Marine Diatomeen beanspruchen auch Na.
O. RiceTErR empfiehlt

10 % Gelatine (bzw. 1,8 9% Agar) 1000  Teile destill. Wasser
0,01 % K,8i,0, 18 g Agar (auszuwaschen)
0,02 9, CaCl, sowie 0,2 , CaCl,

0,2 , KNO,
0,05 , MgSO,
0,01 , K,8i,0,
Spur FeSO,.

Avien fand, daB geringer Zusatz von Meerwasser (1% oder weniger) zu den anor-
ganischen Nihrlosungen das Wachstum der Diatomeen sehr férdert — vermutlich durch
geringe Mengen bestimmter organischer Stoffe (Thalassiosira).b)

Ubrigens enthiilt auch Gelatine an sich schon alle zur Erndhrung der Diatomeen
notigen Stoffe und kann nach Neutralisation und Klérung direkt als Nahrboden verwendet
werden. Die Diatomeen scheiden ein proteolytisches, Gelatine verfliissigendes Enzym aus
und koénnen auch Agar verfliissigen. — Ihren N-Bedarf decken die Diatomeen nach
0. RicHTER aus Ammoniumverbindungen und Nitraten ; sehr geeignet sind ferner Asparagin
und Leuzin, weniger Albumin und Pepton. Zusatz von Kohlehydraten fordert die Ent-
wicklung der DiatomeenS), fiihrt aber zur Riickbildung ihrer Chromatophoren. — Farb-

1) PringsnemM, Z. Phys. endophytischer Zyanophyzeen (Arch. f. Protistenkde. 1918,
38, 126).

2) Lingora, Kult. mit Nostoc-Gonidien d. Peltigera-Arten (Ann. soc. zool.-bot.
Fennicae Vanamo, Bd. 1, 101).

3) Unuir, vgl. Bot. Zbl. 1915, 129, 379.

4) Reinkulturen v. D. (Ber. d. D. Bot. Ges. 1903, 21, 493); Zur Physiol. d. D., I. Mit-
teilung (Sitzungsber. Akad. Wiss. Wien 1906, 115, I, 27). IIL Mitteilung, Die Biol. d. Nitz-
schia putride BENECKE (Denkschr. Akad. Wiss. Wien 1909, 84). Vgl. ferner MeIxuorp, Tx.,
Beitr. z. Phys. d. Diat. (Beitr. z.' Biol. d. Pfl. 1911, 10, 353). Eine Methode, Diatomeen
von der Oberfliche des von ihnen bewohnten Schlammes abzuheben, beschreibt KENDALL
(Trans. americ. micr. goc., 34, 1915, 53; vgl.. Journ. R. Mier. Soc. 1915, 621).

5) Journ. Marine biol. assoc. 1914, 10. 417.

6) Vgl O. RICHTER a. a. O.; ferner KarsTEN, Ub. farblose Diatomeen (Flora 1901, 89,
404); BENECKE, Ub. farblose Diatomeen derKieler Fohrde (Jahrb. f. wiss. Bot. 1900, 35,535).
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lose Diatomeen (Nutzschia putrida) fordern selbstverstindlich organische Nahrung; sehr
gut wichst die genannte Spezies z. B. auf Meerwasseragar + Fucusdekokt. Legt man
eine Probe von faulendem Tang auf geeigneten Agar, so wird man sehr bald von der Impi-
stelle aus sich Nitzschien verbreiten sehen; ausfiihrliche Angaben iiber ihre Erndhrungs-
physiologie bei RicHTER a. a. O. 1909. — Ein der Diatomeenentwicklung sehr giinstiges
Licht erhielt RicuTER dadurch, da8 er seine Kulturen unter SENEBIER sche, mit Leitungs-
wasser gefiillte Glocken stellte.

Chlorophyzeen. Bei ihrer Formenmannigfaltigkeit, ihrer weiten Verbreitung und
ihrer Anpassungsfihigkeit an die verschiedensten kiinstlichen Substrate sind sie von allen
Algengruppen hinsichtlich ihrer Ernéhrungsphysiologie und Kultivierbarkeit am besten
erforscht, und viele der Angaben, die ich oben zusammengestellt habe, sind bisher nur an
Griinalgen gewonnen worden und in erster Linie auf diese zu beziehen. Ich verweise daher
auf das oben iiber anorganische und organische Ernidhrung, iiber Rassenbildung usw. Ge-
sagte. — Die ausfiihrlichsten Untersuchungen verdanken wir BEYERINCK (a. a. O.) und
Ki1EsBs (a. a. O. 1896), seinen Schiilern ArTari, SENN!), FREUND, ferner Tu. FRANK,
GERNECK, sowie den schon genannten franzosischen Forschern. Reinkulturen, die auch
von Bakterien frei sind, liegen z. B. fiir Chlamydomonaden, Protokokkazeen und Hor-
midiumformen vor; bei den iibrigen handelt es sich um ,Reinkulturen”, die auBer der
zur Untersuchung gewihiten Alge wenigstens keine andere Algenspezies enthielten.

Chlamydomonaden sind besonders von KLEBs und Tr. FrRaNK, ARTARIZ), OGATA3)
und JacoBseN kultiviert worden. Vertreter der Gruppe sind in Tiimpeln und Grében weit
verbreitet, der rote Haematococcus pluvialis tritt in Regenpfiitzen gelegentlich auf; viele
Formen konnen, wie JACOBSEN gezeigt hat, aus Gartenerde leicht gewonnen werden: man
fiille, umn reichliche Vegetationen zu erhalten, Bechergliser mit je 1 1 Wasser und gebe
3 g Fibrin (MERck) und ca. 300 g Erde zu; nach 10 Tagen sind in den Kulturen Chloro-
gonium euchlorium, Sphondylomortum quaternarium, Chlamydomonas variabilis, Poly-
foma wvella u. a. reichlich zu finden. Bei Verwendung kleinerer Gliser und kleinerer Becher
oder Schlammproben schiittete JACOBSEN noch eine ca. 2—3 cm hohe Schicht pasteuri-
sierter (d. h. mit siedendem Wasser iibergossener) Gartenerde hinzu; auf diese Weise blieben
die Chlamydomonaden vor der stérenden Einwirkung der Fiulnisbakterien bewahrt.4)
— Zur Herstellung einer anorganischen Nahrfliissigkeit 16st-JacoBsEN in Wasser

NH,NO, . . . . .. 0,02 9,
K,HPO, . . . . .. 0,02 9,
MgSO, . . . . . .. 0,01 %
Gewiiss. Agar . . . . 1,6 9
Letztere kultivierte JACOBSEN in

Pepton (Wirrg) . . . 19

K,HPO, . . . . .. 0,02 9%
Agar . . . . . . .. 1,5 %

1) Uber einige koloniebildende einzellige Algen (Bot. Zeitg. I, 1899, 52, 39).

2) Untersuch. iib. Entwickl. u. System. einiger Protokokkazeen (Bull. Soc. imp.
Natur., Moscou 1892; auch Dissertation Basel 1392). Z. Phys. d. Chlamydomonaden.
Vers. n. Beob. an Chl. Ehrenbergii Gorosc. u. verw. Formen (Jahrb. f. wiss. Bot. 1913,
52, 410).

3) Uber die Reinkulturen gewisser Protozoén (Infusorien) (Zbl. f. Bakt. 1893, 14, 165).

4) Jacossgn, H. (., Kulturversuche mit einigen niederen Volvokazeen (Ztschr. f.
Bot. 1910, 2, 1456).
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Noch besser gedeiht Polyfoma auf einem Agar, den man auf folgende Weise gewinnt:
zu 450 cem Leitungswasser werden 2 g Fibrin und 50 ¢ Erde zugesetzt; dieses Gemisch la8t
man im Brutschrank bei 35° C faulen; die stinkende Fliissigkeit wird dann abfiltriert,
sterilisiert und zu Agar (1,59,) verarbeitet (Plattenkulturen). Organische Nahrung
(Zucker, Aminosiuren) férdern das Wachstum sehr.

Zur Anreicherung seiner Kulturen an Volvokazeen, darunter auch an Carteria ovata,
bediente sich JacoBsEXN einer Losung, welche 2 9 Kalziumazetat, 0,05 %, K,HPO, und
0,05 9% NH,CI enthielt. Auch die Ca-Salze der Propion-, Butter-, Milch- und Apfelsiure
gaben bei Kultur der Carteric gute Resultate.

Haemalococcus isolierte PringsuemM!) durch AgarplattengieBen (0,1 %KNO,, 0,02%
MgS80,, 0,02 K,HPO,). Zum Weiterziichten eignet sich 29, Agar -+ 0,19, Asparagin.
Auch Zucker, Fleischextrakt, Erdabkochung férdern die Entwicklung. Der rote Farbstoff
Himatochrom entsteht bei Mangel an assimilierbaren N-Verbindungen (Kultur auf Erd-
ausziigen).?)

Uber Protokokkazeen stellten namentlich BEyErINcK und ArTari Untersuchungen
an3): das Chlorococcum infusionum gehort zu den Bewohnern unserer Tiimpel, tritt spontan
in Aquarien usw. auf und laft sich leicht in den iiblichen N#hrlosungen kultivieren, tiber
Rassen vgl. GERNECK (a. a. O.); eigenartige Chlorellen gewann O. Ricurer durch selek-
tive Kultur auf 10 %, Gelatine 410 %, Mg SO, (+ 7 H, 0).*) Pleurococcus vulgaris, eine
schnellwachsende Alge, die auf Zaunen, Déchern, Mauern, Biumen griine Anfliige bildet
und nach BEYERINCK unmittelbar nach der Isolierung aus der Natur gut ausgewaschenen
Agar beansprucht®); P. Beyerinckii Awrrari (Chlorella vulgaris BEYERINCK) wurde von
BrYERINCK ©) und Arrart kultiviert; iiber Ohlorella variegata s. o. Uber Qloeocystis, Dacty-
lococcus und Chlorosphaera vgl. ARTARI (a. a. 0.), iiber Chlorotheca besonders KrUGER
(a.a.0.), iiber Scenedesmus BEYERINCK, ARTARI, SENN, iiber Eremosphaera MOORE"), iiber
Apiocytium, Chlorotetras, Chlorosarcina, Stichococcus und viele bereits genannte Gattungen
vgl. GERNECK (a. a. O.) usf. Uber Algen aus Flechten (,Gonidien”) und aus Hydra
viridis sieche BEYERINCK und ARTARIL. {ber die aus Schwimmen isolierten Zoochlorellen
s. LimpErGER.}) Die Algen aus Paramaectum bursaria fand PrincsueiM auBerhalb des
Wirtes unkultivierbar, ebenso HaperranpT die der Convoluta Roscoffensis.?) — Uber Hy-
drodictyon — Kulturbedingungen, Schwirmsporen- und Gametenbildung — vgl. KrEBS.

1) PrincesuriM, Kulturvers. m. chlorophyllfithrenden Mikroorganismen IV (Beitr.,
Biol. d. Pfl. 1914, 12, 413).

2) RercHENOW, Unters. an Haemaiococcus pluvialis nebst Bemerk. iib. andere Flagel-
laten (Arb. Kais. Gesundh. Amt 1909, 33); Jacossen, Die Kulturbeding. v. H. pluv.
(Fol. microbiol. 1912, 1).

3) AuBer der oben zitierten Dissertation vgl. auch die oben genannten Arbeiten
Artagrts und die p. 116 zusammengestellten Arbeiten anderer Autoren.

4) RiCHTER, O., a.a. 0. 1919.

b) Notiz iiber Pl vulgaris (Zbl. f. Bakt. II, 1898, 4, 785).

6) Bericht iib. meine Kulturen nied. Algen auf Nihrgelatine (ibid. 1893, 13, 368);
eine Chlorella bildet die Hauptmasse der sog. , PRIESTLEY schen Materie” und hat einiges
Interesse fiir die Geschichte des Dogmas der generatio aequivoca (BEYERINCK a. a. 0. 1898).

7) Eremosphacra viridis and Excentrosphaera (Bot. Gaz. 1901, 32, 309).

8) LimBERGER, Ub. d. Reinkultur der Zoochlorella aus Euspongilla vsw. (Sitzungs-
ber. Akad. Wiss. Wien, Math.-naturw. KL. Abt. 1, 1918, 127, 395).

9) PrincsuElM, Die Kultur v. Paramaecium burs, (Biol. Zbl, 1915, 35, 875), dort
einige weitere Literaturangaben.



Chlorophyzeen, Konjugaten 1256

Coclastrum microporum') mag als torfbewohnende, kalkfeindliche Alge genannt sein.
SENN kultivierte sie in kalkfreier Knopscher und besonders in OrnLmanns Ca-frejer
Losung?):

Magnesiumsulfat . . . . . 2 g
Mononatriumphosphat . . 4,
Kalisdlpeter ....... 4,
Destilliertes Wasser . . . . 990 ,

Die so gewonunene 19,ige Losung wird auf 0,1 oder 0,2 %, verdiinnt.

Microthamnion Kiitzingianum tritt spontan hier und da in Laboratorien auf und ist
leicht zu kultivieren (vgl. Morisch)3); iiber Conferva, verschiedene Ulotrichazeen, Oedo-
gonium und Stigeoclonium vgl. besonders KLESBS (a. a.0.), ebendort Angaben iiber Vaucheria
und Botrydium.

Konjugaten. Sie sind gegen Kultur im Laboratorium sehr empfindlich, sclange die
ihnen gebotenen Nihrlosungen nicht mit sehr reinem, besonders sorgfiltig destilliertem
Wasser hergestellt oder die in jhnen enthaltenen Spuren von Metallsalzen durch Adsorp-
tion unschidlich gemacht worden sind. In Leitungswasser kann man an sonnenfreien
Standorten Spirogyren monatelang und jahrelang lebendig und in Wachstum erhalten,
vorausgesetzt, da keine oligodynamischen Giftwirkungen die Kultur vernichten. Schon
NiezLr stellte fest, daB die kleinen Formen (varians, longata, Webert u. a.) relativ wider-
standsfahig sind.

Spirogyren lasgen sich im Zimmer bei Kultur in verdiinnten Nihrlésungen, z. B. von
folgender Zusammensetzung halten:

NH,NO; . . . . . . .. 0,01 %
CaCl,. . . . . ... .. 0,005 %
K,HPO, . . . . .. .. 0,005 9%,
MgSO,+ 7H,0 . . . . 0,006 %
Fe,Cl; . . . . . .. .. 1 Tropfen der offiz. Losung auf

1500 cem Néhrlosung

Kopulation tritt bei Verwendung N-haltiger Nihrlosungen nicht ein, wohl aber, wenn man
die Algen in Wasser oder N-freie Losungen iibertriagt?), man vergleiche auch die Angaben
von KLEBSs iiber Kopulation der Spirogyren in Kultur. Diesem Autor gelang es, Spirogyren
sogar auf Agar zu kultivieren. Mit verfliissigtem Agar (40°) Spirogyra auf Platten zu
gieBen, gelang PRINGSHEIM®); ebenso verfuhr derselbe mit Zygnema und Mesocarpus;
Kultur der beiden letzteren in Erdabkochung -+ 0,19 KNO,.

Fiir die Desmidiazeen gelten éhnliche Vorschriften. KLEBS konnte namentlich Cos-
martum botrytis in WassergefiBen iiber Lehm an kiihlen Plitzen des Laboratoriums Jange
in Enthcklung erhalten. Besonnung regt Kopulation an, die auch durch Zusatz von

1) SexN, 1899 a. a. O.; vgl. auch Ravss, Le C. proboscideum; Bomut, Etude de
Planctologie expér. (Beitr.). Kryptogamenfl. d. Schweiz 1915, 5, 1; und SENN (Ztschr.
{. Bot. 1916, 8, 690).

2) Vegetative Fortpflanzung der Sphagnazeen nebst ihrem Verhalten gegen Kalk.
Braunschweig 1898 (Baseler Dissertation).

3) Die Ernéhrung der Algen (SiiBwasseralgen 1.) a. a. O.

4) BENECKE, W., Ub. d. Ursachen d. Periodizitit im Auftreten der Algen usw. (Inter-
nat. Rev. ges. Hydrobiol. 1908, 1, 533).

5) PrinesuEIM, Kulturvers. m. chlorophylifiihr. Mikroorganismen I (Beitr. z. Biol.
d. Pfl. 1912, 11, 305, 317).
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Zuckerlosung (2—4 9 Maltose oder Saccharose) befordert wird. PrINGSHEIM beobachtete
Zygotenbildung (Closterium) in erschopften Nihrlosungen. In Objekttragerkulturen
wurden verschiedene Desmidiazeen von ANDREESEN!) beobachtet. PriNosurm kulti-
vierte zahlreiche Arten auf Kieselsiuregallert, dem

KNOy . . . o oo 01 9
KHPO, . . . . . . .... 0,029
MgSO, . .. ....... 0,029

zugesetzt worden war, in iippigem Flor; Hauptbedingung ist nach ihm die Reinheit des
verwendeten Wassers. B

Rhodophyzeen. Mit der einzelligen Rotalge Porphyridium stellte ARTARI (. a. O.)
einige Kulturen auf Torf und Lehm an; Losungen sind nach diesem Autor minder ge-
eignet.2)

Die Methoden, welche bei der Kultur umfinglicher mariner Rot- und Braunalgen
angewandt worden sind®), diirfen deswegen hier nicht ganz unerwihnt bleiben, weil eben
diese Methoden auch bei der Beschaftigung mit marinen Mikroorganismen wertvoll werden
konnen. :

Da fiir viele Kulturzwecke sich Meerwasser nicht als salzreich genug erweist, haben
AvLEN und NiLsox, Drews und K1riiaN neuerdings das natiirliche Wasser durch Zusatz von
Salzlosungen geeigneter zu machen versucht. DrEws und Kiriiaw kultivierten Rotalgen
und Braunalgen in filtriertem Seewasser (BErkerFELD-Filter), zu welchem pro Liter 2 cem
von Lésung A und 1 cem von Lésung B zugesetzt worden warent):

A NaNO; . . . ... ,. 2¢g B. Na,HPO,. . . ... ... 4 g
KNO, .. ... ... 2, CaCl, . ... ... ... 4,
NH,NO, . . . . . .. 1, FeCl; cryst. pur. . . . . . 2,
Aqua dest. . . . . . . 100 , HClcone. . . . . .. .. 2,

Aq. dest. . . . . . .. L. 80 ,,

Um auf Objekttrigern, die in das Kulturwasser versenkt worden sind, Algenkeim-
lingen Ansiedlung und normale Entwicklung zu erméglichen, behandelt Sauvageau die
Glasplatten mit FluBsiure, damit sie rauh werden.?)

5. Pilze.

Pilze, mit welchen der Anféinger seine ersten Versuche machen kann, er-
hélt man ohne weiteres, indem man angefeuchtetes Weibrot, zuckerreiche
Friichte oder dgl. im Laboratorium der Luftinfektion aussetzt. Dabei finden
sich stets einige Mucorarten und Penizillien ein. Zahlreiche weitere leicht
kultivierbare Pilze erhdlt man, wenn man welke Blidtter, frischen Pferde-

1) ANDREESEN, A., Beitr. z. Kenntn. d. Phys. d. D. (Flora 1909, 99, 373). Privgs-
HEIM, Die Kultur d.. Desmidiazeen (Ber. d. D. Bot. Ges. 1919, 36, 482). Uber Zygoten
in Kulturen s. auch CoMERE, Variat. morph. du Cosmarium punctulatum (Bull, soc. bot.
France 1907, 54, XLII).

2) Vgl. ferner KurreratH in Bull. Soc. Roy., Bot., Belgique 1913/14, 82, 286; s. auch
Bull. soc. bot. France 1915, 62, 86,

8) Vgl OrrManns, Morph. u. Biol. d. Algen 1905, 2, 385.,

4) Kiriawn, Beitr. z. Kenntn, d. Laminarien (Ztschr. f. Bot. 1911, 3, 433); dort
.weitere Literaturangaben.

b) Sauvacrav (C. R. Soc. Biol, Paris 1908, 64, 700).
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Lebensweise der Pilze. — Die Pilze leben saprophytisch oder para-
sitisch, d. h. sie beziehen an ihren natiirlichen Standorten ihren Bedarf an
organischen Stoffen von organischen, toten oder lebenden Substraten. Von
den als Parasiten, insbesondere als Pflanzenparasiten lebenden Pilzen kénnen
zurzeit erst einige und auch diese nur in einigen Stadien ihrer Entwicklung auf
totem Material kultiviert werden. Fiir die kiinstliche Ziichtung auf toten Sub-
straten kommen somit in erster Linie die saprophytisch lebenden Pilze in Be-
tracht; fiir die iibrigen ist aber die Hoffnung nicht aufzugeben, daB auch
ihre Kultur auf toten Substraten spiter gelingen wird: wenn zahlreiche
Pilze in der Natur stets nur auf lebendigem Substrat vorkommen, so ist das
Wesentliche dabei offenbar nicht die Vitalitit ihres Nahrbodens, sondern
der Umstand, daB fir die Entwwklung jener Pilze uns unbekannte Stoife
erforderlich sind, die in der Natur nur in lebenden Organismen und noch dazu
nur in den Geweben bestimmter Gattungen vorkommen. Es spricht nichty
gegen die Annahme, dafl es spéter gelingen wird, diese Stoffe zu gewinnen
und den Pilzen darzubieten und damit ihre kiinstliche Kultur einzuleiten.

Agchenbestandteile. — Pilze beanspruchen S, P, K und Mg, — Ca
ist fiir viele Arten fiberfliissig; Moriscr und Benrcke haben hieritber Unter-
suchungen angestellt.l) Die Verwendbarkeit verschiedener P-Verbindungen
hat Dox gepriift.?) Ob das Eisen wirklich vollig entbehrlich ist, oder ob
die geringen Quantititen, die als Verunremlgungen beim Anfertigen einer
Nahrlésung nicht auszuschlieBen sind, geniigen, um das Eisenbediirfnis der
Pilze zu decken, mag dahingestellt bleiben. Die eisenspeichernden Pilze
werden durch Fe-Verabfolgung (bis 0,59 Ferrosulfat fiir Citromyces sidero-
philus) in ihrer Entwicklung gefordert.?) Sind die genannten notwendigen
Substanzen nur in allzu geringen Dosen vorhanden, so kann zwar Wachs-
tum und spérliche Myzelbildung eintreten, aber die Sporenbildung bleibt aus.
ScHosTARKOWITSCH z. B. sah, daB Fumago in Peptonldsung ein diirftiges steri-
les Myzel bildete; wurden die notigen Salze hinzugefiigt, so trat reichliche
Sporenbildung ein; wurde von K, Mg und P ein Element dem Pilz nicht ge-
boten, so bildeten sich wohl Konidientréiger, aber keine reifen Konidien. Auch
andere Beobachtungen zeigen, dag fiir die Sporenbildung gréBere Mengen von
Aschenbestandteilen erforderlich sind als fiir die Bildung vegetativen Myzels.
Die Abhingigkeit der Sporenbildung bei Aspergillus von den gebotenen

1) Mowuiscs, s. u. 130if., BENECKE, Die z. Ernidhr. d. Schimmelp. notwend. Metalle
(Jahrb. f. wiss. Bot. 1895, 28, 487; auch Ber. d. D. Bot. Ges. 1894, [105]), Bedeut. d. K u.
Mg f. Entwickl. u. Wachst. d. 4sperg. usw. (Bot. Ztg. 1896, 54, 97), ferner GUNTHER, E.,
Beitr. z. mineral, Nahrung d. Pilze, Dissertation Erfangen 1897. Vgl. auch Hors, S., Haben
die hoheren Pilze Kalk notig? (Mora 1910, 101, 447; Fusarium roseum u. a. gedelhen nicht
ohne Ca) und WEIR, J. R., Benétigt der Pilz Coprinus Kalksalze usw. (ibid. 1911,108, 87).

2) Dox, A. W,, Phosph agsim. of Aaperg nig. (Journ. biol. chem. 1911; vgl. Buil.
Inst. Pasteur 1912, 10, 77).

8) Liesks, Unters. iib. d. Phys. d. eisenspeichernden Hyphomyz. (Jahrb. f. wiss.
Bot. 1911, 50, 328).
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Aschenbestandteilen ist neuerdings von franzdsischen Autoren wiederholt ge-
prift worden.?) Ich begniige mich mit dem Hinweis auf BERTRANDS Unter-
suchungen, nach welchen bei Gegenwart von Zn (s. u.) und Fe (1 :100000)
Aspergillus keine Sporen bildet; Sporenbildung tritt aber ein, wenn gleich-
zeitig Mn zugefiigt wird. — Ob die einzelnen, zur Pilzentwieklung notwen-
digen Stoffe auf bestimmte Wachstumsvorgénge spezifischen EinfluB haben,
und ob sich durch Mangel an dieser oder jener Substanz spezifische Bildungs-
abweichungen erzielen lassen, bedarf noch weiterer Erforschung; Mangel an
K veranlaBt nach MorLiarp und Courin?) bei der Konidienbildung von
Aspergillus miger teratologische Bildungen u. dgl. m. Uber die Einwirkung
von K und Mg auf die Keimung vgl. unten 8. 138; nach Kossowroz hat Mg
besonderen EinfluB auf die Pigmentbildung der Hefen.®)

Bei der Anfertigung einer Nihrlgsung geniigt die Beigabe von ca. 0,2%,
Magnesiumsulfat und Kaliumphosphat, um alle Bediirfnisse der Pilze an
Aschenbestandteilen zu decken. BREFELD*) setzt zur Nahrlésung 0,25—0,5 %,
Zigarrenasche zu.

Kohlenstoffernihrung. — Ein Universalrezept fiir Pilznidhrlosungen
gibt es nicht, da die Anspriiche der Pilze hinsichtlich der C- und N-Quellen
zu weit auseinandergehen. Zu den im folgenden gegebenen Bemerkungen
vergleiche man auch das im Allgemeinen Teil (8. 191f.) Gesagte.

Was zunichst die Kohlenstofferndhrung betrifft, so kommt Kohlensiure
tir Pilze, soweit bisher bekannt, niemals in Betracht; vielmehr sind stets
organische C-Verbindungen erforderlich. An erster Stelle zu nennen sind die
Kohlehydrate (Zuckerarten); mit 2—3 oder mehr Prozent Trauben- oder
Rohrzucker®) wird man selten fehlgreifen; neben den genannten sind aber
auch bald diese, bald jene anderen Zuckerarten — Mono-, Di- und Trisaccha-
ride — hervorragend brauchbar. Von Polysacchariden kommen z. B. Inulin,
Glykogen, Dextrin in Betracht, von wasserunloslichen Stirke und Zellulose;
jene wird als Kleister oder auch in Form fester Korner dem Pilz dargeboten;
fiir Zellulose erbrachte ITErson®) den Beweis, daB Filtrierpapier gerade
dann, wenn es nur mit anorganischen N#hrlosungen (s. 0. S. 17) getrinkt

1) BErTRAND, G., Sur le rdle capital du manganése dans la formation des conidies
de I’ Aspergillus niger (C. R. Acad. Sc. Paris 1912, 154, 881; dort weitere Literaturzitate).
Die abweichenden Angaben anderer Autoren fithrt B. auf die Verwendung unreinen Ma-
terials zuriick.

2) Sur les formes tératol. du Sterigmatocystis nigra prive de potassium (C. R. Acad.
Sc. Paris 1903, 136, 1695).

3) Unters. iib. d. Verhalten der H. in mineral. Nihrlosung (Ztschr. £, d. landw. Ver-
suchswesen Osterreichs 1903, 6, 27).

4) Meth. z. Unters. der Pilze (Landwirtsch. Jahrb. 1875, 4, 151, 163).

5) Es gibt ibrigens weit verbreitete Schimmelpilze, welche Rohrzucker nicht inver-
tieren und verarbeiten konnen (Mucor stolowifer, Thamnidium elegans) u. a.; vgl. RITTER,
Ub. d. Verhiltn. d. Schimmelpilze z. Rohrz. (Biochem. Ztschr. 1912, 42, 1).

6) Die Zersetzung der Zellulose durch aérobe Mikroorganismen (Zbl. f. Bakt. 1T, 1904,
11, 689).
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ist, fiir viele Pilze einen besseren Néhrboden. abgibt als Zuckerlosungen.
Nichst den Kohlehydraten kommen die mehrwertigen Alkohole in Be-
tracht; man versuche z. B. auf 5—109, Glyzerin oder Mannit die Pilze zu
kultivieren; auch Sorbit, Erythrit usw. sind manchmal tauglich. Von den
aliphatischen Sduren kommen etwa Apfelsdure, Zitronensiure, Wein-
sdure u. a. und die Alkalisalze dieser Sduren als gute C-Quellen in Betracht;
sehr viel geringere Bedeutung kommt den aromatischen Sduren zu (z. B.
Chinasgure), auf welchen nur einzelne Pilzarten gut wachsen.t) — Will man
Fette als Kohlenstoffnahrung verabfolgen, so fertige man nach R. H.
ScaminT?) folgende Nihrlosung an:

Kaliumnitrat . . . . . 0,26 g
Magnesiumsulfat . . . 0,25 ,,
Kalziumnitrat . . . . . 1,00 ,,
Monokaliumphosphat . 0,256 ,
Ammonijumnitrat . . . 0,50 ,
Destilliertes Wasser . . 11

und gebe auf je 100 cem Losung 1 g Mandeldl.

Manche Pilze kommen sogar mit Paraffin als C-Quelle aus.?)

Weitere kohlenstoffliefernde Verbindungen sind die organischen N-Ver-
bindungen, auf die sogleich einzugehen sein wird.

Stickstofferndhrung. — Die Zahl der Pilze, welche elementaren N
zu assimilieren befihigt sind, ist keineswegs gering ; eine Reihe von Arbeiten,
die in den letzten Jahren erschienen sind, lassen hieran nicht zweifeln. Nach
StanELY) wachsen verschiedene Pilze (Hormodendron cladosporioides, Bispora
moniliodes, Macrosporium commune, Alternaria tenuis, Graphium penicillioides
var. Ungert) auf Kieselgallertndhrboden:

KH,PO, . . . . . .. 1 g
MgSO,. . . . . . .. 0,2 ,
Dextrose . . . . . . . 50
FeSO, . . . . . . .. Spuren
NaCl. . . . ... .. "
Wasser . . . . . . .. 11

1) Vgl z. B. Diako~ow, Intramol. Atmung u. Gértitigk. d. Schimmelpilze (Ber. d.
D. Bot. Ges. 1886, 4, 2). WaTerMaN, Ub. einige Fakt., welche d. Entwickl. v. Penicillium
glaucum beeinflussen (Zbl. f. Bakt. IT, 1915, 42, 639). Ravin, Nutrition carb. des pl. &
l’aide des acides organ. libres et combinés (Ann. Sc. nat., Bot. 1914, 18, 163).

2) Aufnahme und Verarbeitung von fetten Olen durch Pflanzen (Flora 1891, 72, 300).
Vgl. auch Bacamanw, EinfluB der suBeren Bedingungen auf die Sporenbildung von
Thamnidium elegans LiNg (Bot. Zeitg. 1895, 58, I, 107); Birrex, A fat destroying fungus
(Ann. of Bot. 1899, 13, 863; bezieht sich auf einen perithezienbildenden Pilz); Ranx, O,,
Die Zersetzung d. Fette (Zbl. f. Bakt. II, 1906, 15, 53, 422); Roussy, A., Sur la vie des
champ. en milieu gras (C. R. Acad. Sc. Paris 1909, 149, 482). Onrta, K., Ub. die fettzehren-
den Wirkungen d. Schimmelp. usw. (Biochem. Ztschr. 1911, 31, 177). StapzL, O.,
Uber einen neuen Pilz Cunninghamella Bertholletiae Diss. Kiel 1911 u. a. m.

8) Vgl Ramx, O., EinParaffinzersetzender Schimmelpilz (Zbl. f. Bakt. IT,1906,16,382).

4) StamEL, G., Stickstoffbindung durch Pilze bei gleichzeitiger Ernéhrung mit ge-
bundenem Stickstoff (Jahrb. £ wiss. Bot. 1911, 49, 579).

Ktster, Mikroorganismen, 3. Aufl. 9
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deren N-Gehalt ungeféhr 0,0001 % betrug. Eine weitere Reihe von Pilzen
wachsen nach STAHEL auf den genannten Substanzen und auf Agar (1,5%),
dessen N-Gehalt 0,0259, betrug. Die Befdhigung zur N-Assimilation wird
weiterhin fiir Penveillium glaucum, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Ma-
crosporium commune, Alternaria tenuis u. a. angegeben.?)

Bei der Kultur der auf N-Verbindungen angewiesenen Pilze kommen in
erster Linie Nitrate und Ammoniakverbindungen als N-Quelle in Betracht?):
Mucor racemosus, Cladosporium herbarum u. a. assimilieren Nitrat-N sehr
loicht und bevorzugen ihn; Aspergillus niger, Botrytis cinerea und Pens-
cillium-Arten wachsen auch auf Ammoniumverbindungen sehr gut oder so-
gar besser als auf Nitraten; Rhizopus nigricans, Mucor mucedo und Tham-
nidium elegans lehnen Nitrate ab.

Nitritesind nichtso giftig,wie manlange meinte ; essind bereits mehrere Pilze.
bekannt geworden, die den Nitriten ihren N-Bedarf entnehmen. RaciBorski
fing nitritassimilierende Pilze mit Hilfe der elektiven Methode, indem er Liosun-
gen von 5 %, Saccharose und 2 9, Natriumnitrit der Luftinfektion aussetzte.?)

Ammoniaksalze sind fiir viele Pilze eine ideale Stickstoffnahrung. —
Man nehme ca. % 9% Ammoniumnitrat, Ammoniumsulfat oder Ammonium-
phosphat. Nach Rirter (s. 0.) wird Ammonium aus seinen Mineralsalzen
desto besser aufgenommen, je schwicher die frei werdende Sdure ist (Ammo-
niumechlorid, -sulfat, -phosphat). Wahlt man organische Ammoniumsalze, so
wird im allgemeinen die sonst erforderliche Zugabe von Kohlehydraten oder dgl.
tiberfliissig, da weinsaures, essigsaures, apfelsaures Ammonium aueh C zu liefern
vermogen. Moriscr?) z. B. ernéhrte Pilze mit 2 9%, essigsaurem Ammoniak. Die
ungleiche Nahrwirkung der verschiedenen Ammoniaksalze hingt, wie CzaPEx
zeigted), von der elektrolytischen Dissoziation und vom Néhrwert des Anions ab.

1) Vgl. auch TerNETZ, CH., Ub. d. Assim. des atmosph. N. durch Pilze (Jahrb. f.
wiss. Bot. 1907, 44, 3563), FrouLIcH, H., Stickstoffbindung durch einige auf abgestorbenen
Pfl. hiufige Hyphomyz. (Jahrb. f. wiss. Bot. 1908, 45, 256), LipmaN, CH., B., Nitrogen
fixation by yeasts and other fungi (Journ. biol. chem. 1911, 10, 169).

2) LaureNT; E., Rech. s. la valeur comparée des nitrates et des sels ammoniacaux
comme aliment de la levure etc. (Ann. Inst. Pasteur 1889, 3, 362), RiTTER, G., Ammoniak
und Nitrate -als -Stickstoffquelle f. Schimmelpilze (Ber. d. D. Bot. Ges: 1909, 27, 582).
BrENNER, W., Die Stickstoffnahrung der Schimmelpilze (Zbl. f. Bakt. II, 1914, 40, 555).

8) Racrsorski, Uber die Assimilation der Stickstoffverbindungen durch Pilze (Bull.
Acad. Sc. Cracovie Oct. 1906, 733); vgl. auch LAURENT a. a. O., WINOGRADSKY und OME-
v1ansk1, Uber d. Einfliisse organischer Nihrstoffe auf d. Arbeit d. nitrifiz. Mikroben (Zbl.
f. Bakt. IT, 1899, 5, 329) und oben 21, Anm. 7.

4) Die mineral. Nahrung d. nied. Pilze (I. Abhandl.) (Sitzungsber. Akad. Wiss. Wien,
Math.-Naturw. K. I, 1894, 103, 5564). ‘

b) Biochemied. Pfl. 1. Aufl. 2,105: ,,So wirken die wenig dissoziierten Ammoniaksalze
der Essigséiurereihe, deren Ammon iiberdies geringe Nahrwirkung besitzt, bei 4 spergillus sehr
schlecht. Das gleiche gilt von jenen anorganischen Ammoniaksalzen, die sehr stark dis-
goziiert sind, wo aber nur die NH,-Tonen verarbeitet werden, hingegen Anionen, welche
schon in starker Verdiinnung schéidlich wirken (Cl, in m&8igem Grade auch 8O,), unbenutzt
zuriickbleiben. *
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Von dem Néhrwert der Amidoverbindungen, der Albumosen, Peptone
usw., die fiir viele Pilze gleichzeitig als C- und N-Quellen wirken kénnen, gilt
das oben 8. 22 Gesagte. Sie alle, wie Asparagin, Leuzin, Pepton, gehoren zu
den besten Pilznéhrstoffen. Auch Somatose (ca. 2 %) u. &. sind geeignet.

Néhrboden, Form der Kulturen. — Pilze lassen sich auf fliissigen
wie auf festen Substraten leicht gut kultivieren. Unentbehrlich fiir die Praxis
der Pilzziichtung sind neben den organischen Nahrlosungen von bekannter
Zusammensetzung allerhand Extrakte, wie Pflaumensaft, Datteldekokt, Bier-
wiirze, Malzextrakt, Honig, Himbeersaft, Dekokte von Erbsen oder Mais-
kornern, Dekokte von Holz, Rinden, Friichten. Ebenso wie die Losungen
von bekannter Zusammensetzung wenden wir auch diese als fliissiges Nahr-
substrat an oder verarbeiten sie zu Gelatine und Agar oder trinken mit ihnen
WeiBbrot, reinen Sand u. a.m., auch nihrlosungdurchtrinkte Schwimme
wurden zur Pilzkultur empfohlen.!) Von festen Nihrbéden kommen
weiterhin namentlich Obst und sterilisierter Pierde- und Wildmist in Be-
tracht, ferner Eier, Mohrriiben, Kartoffeln, Filtrierpapier, Pappe, Malz, Holz,
kleine Zweigstiicke usw. usw.

Beliebte Formen, die man Pilzkulturen geben kann, sind Reagenzglas-
und Petrischalenkulturen; weiterhin bedient man sich mit Vorteil irgend-
welcher Deckeldosen verschiedenen Formats, der ERLENMEYER-Kolben usw.;
Keimungen, Verhalten kleiner Pilzindividuen u. dgl. beobachtet man in der
feuchten Kammer. Von der Form der letzteren, welche BREFELD bevorzugte,
war oben (8. 54) die Rede.

Auf flilssigen Medien bilden die Pilze entweder mehr oder minder feste
,,Decken'’, die manchmal hart und fest wie Leder oder Horn werden konnen,
— oder sie wachsen submers und bilden zarte flutende Flocken oder schwe-
bende kugelihnliche Aggregate. Ubrigens bestehen selbst in relativ jungen
Kulturen die Myzelmassen keineswegs aus lauter lebendigen Zellen: die
Myzelzellen von Aspergillus niger leben nach K6uLER bei Kultur auf Nihr-
losungen im allgemeinen nur 4—5 Tage; Unterdriickung der Sporenbildung
hat keinen lebenverlingernden EinfluB.2) Diese Tatsachen sind zu beriick-
sichtigen, wenn man die Herkunft der in gebrauchten Pilznéhrlosungen auf-
tretenden Stoffe zu beurteilen hat (s. o. 8. 84 und weiter unten ,,Stoffwechsel-
produkte‘*).

Im allgemeinen wachsen Pilze auf reichlich gebotenem N#hrsubstrat
besser als auf spérlich vorhandenem, doch sind auch Beispiele fiir das Gegen-

1) FaLck, Beding. u. Bedeut. d. Zygotenbild. bei Sporod. grandis (Beitr. z. Biol. d. Pfl.
1901, 8, 213).

2) Kourer, P., Beitr. z. Kenntn. d. Reproduktions- u. Regenerationsvorgiinge bei
Pilzen u. d. Beding. des Absterbens myzelialer Zellen von A. niger (Flora 1907, 97, 216);
vgl. auch Pantanerri, Zur Kenntn. d. Turgorregulationen bei Schimmelpilzen (Jabrb.
f. wiss. Bot. 1904, 40, 303) und Mux~k, M., Die Hexenringbildung bei Schimmelpilzen
(Zbl. f. Bakt. 11, 1912, 32, 353); 14 Tage alte Hyphen von Hypocrea rufa fand M. bereits
abgestorben.

9%
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teil bekannt.l) WEHMER meint, daBl die Gr68e, in der die Kulturen angelegt
werden, auf die Gestaltungsvorginge mitbestimmend wirken kann?); so
bringt der genannte Autor die bei Penicsllium luteum besonders kriftig ge-
bildeten Koremien mit der GroBe des KulturgefiBes in Zusammenhang und
die fruchtdhnlichen Bildungen von Citromyces-Decken mit der GroBe der
Gérungsbottiche, in welchen sie auftreten. Beobachtungen dieser und &hn-
licher Art verdienen weitere Priifung; vielleicht liegen Erscheinungen vor,
die mit der Wirkung wachstumhemmender oder wachstumférdernder Stoff-
wechselprodukte zusammenhéingen.

Untersuchungen iiber den Festigkeitsgrad des Nahrbodens und seinen
Wassergehalt, die optimales Pilzwachstum gestatten, sind nur gelegentlich
angestellt worden. Farck z. B. (a.a.0.) gibt an, daB Sporodinia grandis
selbst auf 70 %iger Gelatine ihr Wachstum noch fortsetzt.

Aussaat. Ob man bei der Anlage einer nenen Kultur von einer Spore
oder einem Myzelflockchen ausgeht, ist in vieler Beziehung und bei vielen
Pilzen keineswegs gleichgiiltig fiir die Entwicklung der Tochterkultur.
ArpEL und WOLLENWEBER geben an, daf Fusarium-Kulturen, die aus einer
Spore erzogen worden sind, erheblich frither zur Konidienbildung kommen
als die durch Ubertragen einer Myzelflocke gewonnenen.®)

Was die Masse des ausgesdten Materials betrifft, so erhélt man zuweilen
verschiedene Resultate, je nachdem man einzelne Zellen oder reichliche
Mengen von solchen aussit. Uber ,,quantitative‘* Aussaat vgl. auch das im
Allgemeinen Teil (8.66) Gesagte. Bereits BREFELD) erkannte, dal Alkohol-
hefen in Objekttragerkulturen sich anders als in ,,Massenkulturen* verhalten
und die Erscheinung der Gérung sich nur in letzteren studieren laBt. Die
modernen Untersuchungen bestatigen seine Erfahrungen (s. unter ,,Stoff-
wechselprodukte ). Die groBe Bedeutung der Einzellkultur, fiir die zuerst BRE-
FELD eintrat, schlieBt nicht aus, daB nach wie vor neben ihr noch Massen-
kulturen angelegt und studiert werden miissen. Ubrigens sind die Pilze die-
Jenigen Mikroorganismen, fir welche zuerst Isolierung und Kultur einzelner
Zellen gefordert und erreicht worden ist (BREFELD).

Konzentration. — Eine optimale Néhrljsungskonzentration fiir Pilz-
kulturen im allgemeinen anzugeben, ist nicht nur wegen der verschieden-
artigen Anspriiche verschiedener Arten5), sondern auch wegen der grofen

1) Vgl. BacuMANN, J., Mortierella van Tieghemi (Jahrb. f. wiss. Bot. 1899, 34, 279).

2) Kleinere mykol. Mitteil. (Zbl. f. Bakt. 11, 1897, 3, 149).

3) ArpEL, O., u. WOLLENWEBER, H., Die Kultur als Grundlage zur besseren Unter-
scheidung systematisch schwieriger Hyphomyzeten (Ber. d. D. Bot. Ges. 1910, 28, 435).
Den strikten Nachweis, daB auch sehr kleine Myzelstiicke und sogar einzellige Zellen
des Myzels, auch Sporangientriiger (Phycomyces) und Konidientréiger (Aspergillus, Peni-
cilliwm) zur Reproduktion geniigen, hat P. K6HLER erbracht (a. a. O.).

4) Uber Alkoholgiirung (Landwirtsch. Jahrb. 1874, 3, 65), Meth. z. Unters. d. Pilze
(ibid. 1875, 4, 167).

6) Vgl. z. B. KLEBS, Bedingung der Fortpflanzung bei einigen Algen und Pilzen, Jena
1896, 4601f.
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Anpassungsfahigkeit der Pilze an die verschiedensten Konzentrationen ganz
unmdglich. Man wird zungchst mit Konzentrationen zwischen 2 und 20 9%,
Rohrzucker seine Versuche beginnen. Uber das Wachstum von Schimmel-
pilzen auf hoch konzentrierten Losungen steliten EscueNsacEN, v. MAYEN-
BURG u. a.!) Versuche an: selbst ein osmotischer Druck, der dem von 20 %,
KNO; (oder 17 9% NaCl) entspricht, 1aBt noch Pilzwachstum zu; Kiess
kultivierte Hurotium repens auf 100 %iger Rohr- und Traubenzuckerlosung,
RaciBorskr (1905) sah nicht nur auf konzentrierter Rohrzuckerlosung,
sondern selbst noch auf gesittigter Losung von Chlorlithium, welche den
hochsten uns bekannten osmotischen Druck erreicht, eine Torula sich ent-
wickeln.

Der Grad der Konzentration ist, wie schon BrErFELD betont hat, von
grofitem EinfluB auf die Wuchsform eines Pilzes?) und die Entwicklung seiner
Fruktifikationsorgane?), freilich sind neben diesem Faktor noch viele andere,
insbesondere die chemische Zusammensetzung, von maBgebender Bedeutung.
Beobachtet man in ndhrstoffreichen Kulturen besondere Effekte der hohen
Konzentration, so bleibt zu untersuchen, ob der reiche Gehalt an bestimmten
Stoffen von hohem Niahrwert oder lediglich der osmotische Druck der
Losungen ohne Ricksicht auf die chemische Qualitit der Stoffe das Aus-
schlaggebende ist (vgl. KLEBs 1900 a. a. 0.).

Wenn Pilze auch in hochkonzentrierten Losungen ihr Wachstum foct-
setzen, so geht daraus hervor, daB sie auch in diesen noch ihre Zellen
turgeszent zu erhalten vermdgen. Das geschieht nicht durch Aufnahme
osmotisch wirksamer Stoffe von auflen, sondern durch eigene Produktion
solcher Stoffe. v. MAYENBURG (a. a. O.) machte es fiir Aspergillus niger
wahrscheinlich, daB dabei ein Kohlehydrat entsteht (vgl. auch RaciBorski
1905 a. a. O.).

Uber den FinfluB plotzlicher Konzentrationsinderungen duBerten sich
HSCHENHAGEN (a. a. 0.), KosINSKY?) u. a. —

In hochkonzentrierten Liosungen ist das Wachstum der Hyphen im
allgemeinen langsamer, die Zellenwiinde sind stirker, die Zellen kleiner als

1) EscuENHAGEN, Einfl. v. Losungen verschied. Konzentration auf d. Wachst. von
Schimmelpilzen, Leipzig 1889; Ractsogrskr, Ub. d. Einfl. #uf. Beding. auf die Wachs-
tumsweise v. Basidiobolus (Flora 1896, 82, 107); Errfra, L., Hérédité d’'un caractére
acquis chez un champignon pluricellulaire (Bull. Acad. roy. Belgique, Cl. des Sc. 1899, 81);
v. MAYENBURG, Losungskonzentration u. Turgorrelation bei den Schimmelpilzen (Jahrb.
f. wiss. Bot. 1901, 36, 381); PanTaNELLTI 1904, a. a. O.; Racisorskr, Ub. d. ob. Grenze
des osmotischen Druckes der lebenden Zelle (Bull. intern. Acad. Se. Cracovie 1905, 461).

2) Uber die Wachstumsweise des Mucor racemosus in 15 9% KNO, oder 6—8 9,
NaCl vgl. RirTER, Uber Kugelhefe und Riesenzellen bei einigen Mukorazeen, (Ber. d. D.
Bot. Ges. 1907, 25, 255).

3) Beispiele z. B. bei Bacumaxx, Einfl. d. #uB. Beding. auf die Sporenbildung von
Thamnidium elegans LINK (Bot. Zeitg. 1895, 53, 107); Kr.Ess, Zur Physiol. d. Fortpfl. einiger
Pilze IIT (Jahrb. f. wiss. Bot. 1900, 35, 80) u. a.

4) Die Atmung bei Hungerzustéinden usw. (Jahrb, f, wiss. Bot. 1902, 37, 137).
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bei Kultur in schwicheren Ldsungen. — Schon geringe Konzentrations-
schwankungen rufen Deformationen der wachsenden Hyphenspitzen hervor.

Temperatur. — Die GroBe der Sporen und ihre Oberflichenbeschatfen-
heit werden durch die Temperatur in hohem MafBe beeinfluit; Mancin
empfiehlt fiir die Diagnose einer Pilzspezies diejenigen Verhiltnisse zu ver-
werten, die beim Temperaturoptimum in Frscheinung treten.?)

Uber die geringe Widerstandsfahigkeit der Pilzmyzele gegeniiber tiefen
Temperaturen haben sich namentlich Maximow, BarTETZKO und RicHTER
geduBert.?) Nach BarTrrzKO Werden die Hyphen in unterkiihlten Lésungen
weniger geschidigt als in gefrierenden; RicHTER beobachtete, daBl Asper-
gillus-Myzel am Leben bleibt, wenn es nach dem Auftauen in optimale Tem-
peratur (30—34° C) gebracht wird. Uber den EinfluB der Temperatur auf
Wachstum und Stoffwechsel der Pilze vgl. z. B, KuNsTMANN und SALMEN-
LINNA, iber die Temperaturgrenzen R. THIELE.?)

Thermophile Pilze findet MierEg*) in erhitztem Heu, in Laub- und Diin-
gerhaufen.

Reaktion des Ndhrbodens. — Pilze lieben im allgemeinen saure
Reaktion des Ndhrbodens.?) Das ist insofern vorteilhaft, als Bakterien meist
alkalische Reaktion vorziehen und daher im allgemeinen sauren Nihrbéden
fernbleiben, so daB die Pilzkulturen vor Verunreinigung durch unwill-
kommene Bakterien einigermafBen gesichert bleiben. Viele der fiir Pilz-
kulturen oben empfohlenen Nahrboden sind an sich schon sauer — Pflaumen-
saft, Most, Gelatine usw. —; alkalische N#hrmedien werden vor der Be-
nutzung sauer gemacht, z. B. durch sparsamen Zusatz von Phosphorséure®),
von der noch 19, gut vertragen wird, oder Salpetersdure oder organischen
Sduren (Zitronensiure u. a.).

Mit der Vorliebe der Pilze fiir saure Medien steht es selbstverstindlich
durchaus nicht in Widerspruch, daB bestimmte Séuren schlecht vertragen
werden (Essigsdure, Buttersiure u. a.).

1) Mawncin, Sur la nécessité de préciser les diagnoses des moisissures (Bull. soc. bot.
France 1908, 55, 17; vgl. auch C. R. Acad. Sc. Paris 1908, 147, 261).

2) Maximow, N., Zur Frage iiber das Erfrieren d. Pfl. (Soc. imp. Nat. Petersh.
1908, vgl. Bot. Zbl. 1909, 110, 597); BarteTZKO, H., Unters. iib. d. Erfrieren v.
Schimmelpilzen (Jahrb. f. wiss. Bot. 1910, 47, 57); RiCHTER, A., Zur Frage iiber den Tod
v. Pil. infolge niedr. Temp. (Jahrb. f. Bakt. II, 1910, 28, 617).

3) KunstMaxN, Uber d. Verhéltnis zw. Pilzernte und verbrauchter Nahrung. Diss.
Leipzig 1895; SaimenuinNa, Uber d. Entwickl. v. 4sp. niger bei verschied. Temp.
{Finska Vet.-Soc. Forhandl. 1916/17, 59, Afd. A, No. 9); THiELE, R., Die Temperatur-
grenzen d. Schimmelpilze. Diss. Leipzig 1896.

4) Mieue, H., Die Selbsterhitzung des Heues. Jena 1907. Thermoidium sulfureum
n. g. n. sp., ein neuer Wirmepilz (Ber. d. D. Bot. Ges. 1907, 25, 510).

5) Ein Versuch, die vorteilhafte Wirkung der Siuren zu erkliren, bei BurkewiTsch,
Umwandl. d. EiweiBstoffe durch die nied. Pilze usw. (Jahrb. f. wiss. Bot. 1903, 38, 147).

6) Uber die Wirkung der Phosphorsiure vgl. WenMER, Entsteh. . phys. Bedeut. der
Oxalsdure im Stoffwechsel einiger Pilze (Bot. Ztg. 1891, 49, 233).
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Eine Reihe von Pilzen iiberraschen durch ihre Widerstandsféhigkeit
stark sauren Medien gegeniiber; selbst freie Sdure ist vielen zutréglich
(Zitronensiure, Essigsdure, Weinsdure). In sauren Losungen, in Zitronensaft
u. dgl. siedelt sich nach WenMER?) auBer Aspergillus niger und Penicillium
lutewm noch Citromyces Pfefferianus an, der selbst 10—12 % Weinséure noch
vertrigt. Aspergillus niger wichst nach NikrtiNsky?) noch auf 309, Wein-
sdure u. dgl. m. Cephalosporium acremonium wichst noch aufn=H,50,.%)
Anderseits fehlt es nicht an Pilzen, welche gegen saure Reaktion sehr emp-
findlichsind : Gegenwart freier Siureruftabnorme Zellen- und Membranformen
hervort); die Saprolegniazeen sind nach KrLEBs duBerst sdureempfindlich
und werden schon durch 0,005 % Weinsdure geschiddigt.5) — Auf Schimmel-
pilze, welche auch bei schwach alkalischer Reaktion der Néhrlosung gut ge-
deihen, machte WEHMER (a. a. O0.) aufmerksam.

Die Entwicklung der Pilze veréindert die urspriingliche Reaktion des
Néhrbodens nicht wenig (s. unter Stoffwechselprodukte).

Verhalten zu Sauerstoff, Garung. — Die Pilze sind durchweg
aérobe Organismen in dem Sinne, daB sie bei Sauerstoffzufuhr gedeihen und
solche meist geradezu fordern. Einige konnen bei O-Abschluf kultiviert wer-
den, wie die Hefen, Mucor, Dematium u. a.; in dem Ndhrmedium muf} ihnen
algdann ein vergirbarer Zucker geboten werden. Mucor racemosus, welcher
kriftig Gérung anregen kann, entwickelt bei aérober Lebensweise ein schlauch-
térmiges, einzelliges Myzel, bei anaérober Ziichtung ein septiertes, vielzelli-
ges®); auch Dematiummyzel nimmt bei O-Zufuhr und O-AbschluB verschie-
dene Formen an.

Giftwirkungen. — Gegen Gifte sind Pilze im allgemeinen recht wider-
standsfihig, jedenfalls sehr viel weniger empfindlich als Algen. Von zahl-
reichen Forschern wurden insbesondere Untersuchungen iiber die Wirkung
der Gifte auf Hefen und Schimmelpilze angestellt. Es sind zwei Gruppen
von Giftwirkungen zu unterscheiden: relativ hohe Konzentrationen téten
die Zellen der Pilze oder hemmen doch ihre Entwicklung, — hinreichend
verdiinnte Losungen regen anderseits das Wachstum der Versuchsobjekte
an und steigern die Ernte an Trockensubstanz in iiberraschendem MaBe.

1) Beitrige zur Kenntnis einheimischer Pilze II. Jena 1895.

«2) Uber die Beeinflussung einiger Schimmelpilze durch ihre Stoffwechselprodukte
(Jahrb. f. wiss. Bot. 1904, 40, 1).

3) Zerrnow, Ein in n-Schwefels. wachs. Fadenpilz ’7bl f. Bakt. I, Orig., 1915,
75, 369).

4) WruMER, Ubergang ilterer Vegetationen v. Aspergillus fumigatus in Riesenzellen
(Ber. d. D. Bot. Ges. 1913, 31, 257); Boas, Jodbliuende stiirke- u. zellulosedhnl. Kohle-
hydrate bei Schimmelpilzen usw. (ibid. 1916, 34, 786).

5) Kiens, Zur Physiologie d. Fortpfl. einiger Pilze II (Jahrb. f. wiss. Bot. 1899,
33, 513); Rumsorp, Ub. d. Einwirkung des Siure- und Alkaligehaltes des Nahrbodens,
auf d. Wachstum d. holzzersetz. u. holzverfirb, Pilze usw. (Naturwiss. Ztschr. f. Forst-
u. Landwirtsch. 1911, 9, 429; Beobachtungen an Ceratostomella u. Graphium).

6) Vgl. Kress, Beding. d. Fortpfl. einiger Algen und Pilze. Jena 1896.
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Was die anregende Wirkung verdiinnter Giftlosungen betrifft, so gelang
es zuerst RauLiN’), den Nachweis zu erbringen, daf Zinksulfatlosung —
hinreichend verdiinnt — das Wachstum der Pilze fordert.

Die Ravrinsche Nihrlosung, die auch heute noch zur Kultur von Pilzen verwendet
wird, kann ihrer iiberm#8ig komplizierten Zusammensetzung wegen kaum empfohlen
werden und im Grunde nur historisches Interesse beanspruchen. RAULIN nimmt?)

1500 Teile Wasser ferner 0,6 Teile Kaliumkarbonat
70 , Kandiszucker 0,25 ,, Ammoniumsulfat
4 , Weinsiure 0,07 , Zinksulfat
4 , Ammoniumnitrat 0,07 , Eisensulfat
0,6, Ammoniumphosphat 0,07 , Kaliumsilikat
0,4,  Magnesiumkarbonat

Ravwin gibt an, um wieviel die Ernte sinkt, wenn einer der Bestandteile der Losung fort-
gelassen wird.

Die hochste stimulierende Wirkung wurde bei einer Dosis von 0,0001 n
7Zn80, gefunden (35°). Auch nach 85 Generationen lie8 sich ein schidigender
EinfluB des Zn bei Verabfolgung in der genannten Konzentration nicht
erkennen.?)

Weitere Untersuchungen im Sinne Ravrins und PrerrErs stellten
zahlreiche Autoren*) auch mit anderen Substanzen an. Wie Zinksulfat

1) Etudes chim. s. la végét. (Ann. Sec. nat., Bot., ser. V, 1869, 11, 91).

2) Modifizierte R.sche Losung bei LAURENT a. a. O.

3) ArcicHOVSKY, V., Zur Frage iiber den Einfluf von Zn SO, auf eine Reihe von
Generationen von Asp. nig. (Zbl. f. Bakt. IT, 1908, 21, 430). Vgl. auch JaviLiier, M., Sur
Vinfl. favorable de tres petites doses de zinc sur la végétation de Sterigm. nigra v. TIEGH,
(C. R. Acad. Sc. Paris 1907, 145, 1212; ferner ibid. 1908, 146, 365). Uber die Wirkung
des Zn auf die Enzymabscheidung vgl. JAVILLIER, Infl. de la suppression du zinc du milieu
de culture de 1’Aspergillus niger sur la’ séerétion du sucrase par cette mucédinée (C. R.
Acad. Sc. Paris 1912, 154, 383). REeesg, H., Einfl. d. gebrauchten Nihrlosung, des Zn
und des Mn auf d. Wachst. v. Asperg. niger (Dissert. Kiel 1912). — Uber zinkhaltiges
Glas und seine Wirkungen s. o. p. 11.

4) Ricuarps, Die Beeinflussung des Wachstums einiger Pilze durch chem. Reize
(Jahrb. f. wiss. Bot. 1897, 80, 665); Oxo, N., Zur Frage der chem. Reizmittel (Zbl. f. Bakt.
11, 1902, 9, 154; daselbst weitere Literaturangaben); CLARK, J. F., On the toxic effect delet.
agents on the germin. and developm. of cert. filament fungi (Bot. Gaz. 1899, 28, 289);
Puwst, C., Die Widerstandsfihigkeit einiger Schimmelpilze gegen Metallgifte (Japrb. f.
wiss. Bot. 1902, 37,J205); Lz REvarD, Du chémauxisme des sels de cuivre ' solubles sur le
Penicill. gl. (J. de Bot. 1902, 16, 97). GossL, Ub. d. Vork. des Mn in der Pfl. u. iib. seinen
Einfl. auf Schimmelpilze (Beih. z. bot. Zbl. 1905, 18, I, 119); BERTRAND et JAVILLIER,
Infl. du manganése sur le dével. de I'Aspergillus niger (C. R. Acad. Sc. 1911, 152, 225),
BErTRAND, Extraord. sensib. de I’4sp. nig. vis-a-vis du mang. (ibid. 1912, 154, 616; vgl.
auch ibid. 1912, 154, 381); REESE, 1912 a. a. O; BuroMsky, Die Salze Zn, Mg und Ca,
K u. Na u. ihr Einfl. auf d. Entw. v. Asp. niger (Zbl. f. Bakt. 11, 1912, 36, 54), WEHMER,
Versuche iib. d. hemmende Wirkung v. Giften auf Mikroorganismen (Chem. Zeit. 1914,
38, 114ff.), Zerrvow, Ein in n-Schwefels. wachsender Fadenpilz (Zbl. f. Bakt. I, Orig.,
1915, 75, 369). Le RENARD, Infl. du milieu s. la résistance du Penicille crustacé aux
subst. tox. (Ann. Sc. nat., Bot. 9 sér. 16, 277).
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0,066 9, Manganchlorid, 0,2 %, Eisensulfat usw. nach RicraRDS), sowie orga-
nische Gifte, z. B. Morphin (RicEARDS); manche Reizmittel steigern nur das
vegetative Wachstum und hemmen die Sporenbildung.

Durch gleichzeitige Verabfolgung von zwei verschiedenen Reizmitteln
(Zn und Mn) 148t sich die fordernde Wirkung, wie das Gewicht der Ernte
zeigt, noch weiter steigern als durch eines der beiden Mittel.!)

Hingichtlich ihrer entwicklunghemmenden und t6tenden Wirkung ver-
halten sich die Gifte verschiedenen Pilzen gegeniiber sehr ungleich. Gewisse
graduelle Unterschiede in der Giftwirkung scheinen freilich allen Pilzen
gegeniiber gleichmiBig zur Geltung zu kommen; so wirkt z. B. Sublimat
noch in sehr schwacher Loésung tétend, wihrend Mangan (Mangansulfat)
nur schwache Wirkung entwickelt. CuSO, wird — je nach den Kultur-
bedingungen — in 9 % und noch hoéheren (bis 20 %,) Konzentrationen
vertragen (CLARK, Purst, ZETTNOW). Nach Pursr (a.a. O.) ist fiir Peni-
cillium noch Entwicklung méglich bei folgenden Konzentrationsverhéltnissen.

1 Gramm-Molekiil Entwicklung Sporenbildung
MnSO, . . . . . . ... ... R in 0,41 0,41
Zn80, oder CuSO, . . . . . . . . .. 0,75 0,75
Feo(SO,)s « v o v e e e 5 5
Pb(NOpy o « « v o v e e e 5 200
NiSOp « v o oo e 10 10
CdSO, oder Co8O; . . . . . . . o 100 100
HgCy, . . . . . . . . o o o 0. 500 500
HgCly © o v oo e 2000 2000
TISO, . . . . . . .o 2000 10 000

Dabei ist aber zu beachten, daBl die Wachstumsgrenzen durch die weit-
gehende Akkommodationsfiéhigkeit der Pilze verschoben werden konnen; be-
sonders Penicillium ist sehr anpassungsfihig; seine Plasmahaut scheint fiir
Cu-Salze vollig oder nahezu undurchlassig zu sein. Dazu kommt, daBl nach
Iwanorr?) die neben den Giftstoffen verabfolgten Nahrstoffe iitber den Grad
der Giftwirkung mit entscheiden: bei Erndhrung mit Glyzerin und Ammo-
niumnitrat ist Mangan am wenigsten giftig, giftiger wirken Kobalt, Nickel,
Kupfer; bei Asparaginernihrung ist dagegen die Reihenfolge Mangan, Kup-
fer, Kobalt, Nickel. Gelatine wirkt als ,,Schutzstoff, und bei gleicher Kon-
zentration der verabfolgten Gifte wirken diese bei Verwendung fliissiger
Nahrsubstrate starker als bei Kultur der Pilze auf gifthaltiger Gelatine.®)

1) BERTRAND et JAVILLIER, Infl. combinée du Zn et du Mn sur le dével. de I'Asp.
nig. (C. R. Acad. Sc. Paris 1911, 152, 900; s. auch ibid. 1911, 152, 1337); RExsE a. a. O.
fand dasselbe. '

2) Uber die Wirkungen einiger Metalisalze u. einatomiger Alkohole auf die Entw. von
Schimmelpilzen (Zbl. f. Bakt. 1I, 1904, 13, 139).

3) Vgl. WEnMER, Versuche iib. d. hemmende Wirkung v. Giften auf Mikroorganis-
men V (Chem, Zeitg. 1916).
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Von der Giftwirkung der freien S#uren war schon vorhin die Rede (s.
auch unten ,,Stoffwechselprodukte’).

Als fungizide Mittel bezeichnet man diejenigen Gifte, die als Schutz der hoheren
Pilanzen gegen parasitische Pilze praktische Anwendung finden: es handelt sich bei ihnen
im wesentlichen um verschiedene Kupferpréparate und um Schwefel. Man iiberspriiht die
Pflanzen mit ,Bordeaux-Briithe” (in 11 Wasser 20 g CuSO, und 20 g gebrannter Kalk) oder
beizt mit CuS80,-Losung die Getreidekdrner, um anhaftende Brandsporen zu téten. Die
Bordeaux-Brithe wird dadurch wirksam, daB sich kleine Mengen des Cu(OH), in kohlen-
siurehaltigem Regenwasser usw. 16sen, oder auch von den Pilzzellen selbst, Stoffe produziert
werden, welche das Kupferhydroxyd losen, — Schwefel wird vermutlich dadurch wirksam,
daB kleine Mengen SO, entstehen.

Keimung.!) — Die Sporen der Pilze keimen im allgemeinen nur dann,
wenn auBler Wasser ihnen in diesem noch bestimmte Stoffe geboten werden.
Auf reinem Wasser vermag nach CLARK u. a. z. B. Botrytis zu keimen; nach
BiscExn?) keimen Botrytis, Erysiphe und Fusicladium zwar auf Wasser, bil-
den aber Infektionsschléuche erst unter der Einwirkung bestimmter chemi-
scher Reize. Bei vielen der in der Literatur vorliegenden Angaben iiber Kei-
mung in ,reinem’‘ Wasser bleibt leider die Frage offen, welchen Grad von
Reinheit der Autor fiir ausreichend gehalten hat (s. 0. S. 6). Die Wirkungen,
welche von den Reizmitteln ausgehen und die Sporen zur Keimung bringen,
lassen sich zurzeit noch nicht néher analysieren: Moriscu?®) stellte fest, daB
Aspergillus niger nicht keimt, wenn Mg fehlt; doch zeigte Duaear?) fiir Mg
und X, daB sich auch ihnen gegeniiber verschiedene Arten verschieden ver-
halten; derselbe Autor konnte durch Zusatz von geringen Mengen Alkohol
und auch Ather Sporen zur Keimung bringen (Aspergillus flavus); fiir Ather
konstatierte TowNsEND®) an Mucor und Penicillium &hnliches: CrLArk
(a. a. 0.) fand, daB freie Sauren (ca. 0,5%,) bei Aspergillus Keimung hervor-
rufen usw. usw. Die bisher ermittelten Wirkungen sind untereinander so
verschieden, dafl es vorldufig nicht moglich scheint, ein allgemeines Gesetz
aus den Beobachtungen abzuleiten oder iiber die Stoffumsatzprozesse, die
der Keimung vorausgehen miissen, Schliisse zu ziehen. Jedenfalls sind die
Sporen vieler Pilze schon fiir sehr geringe Dosen bestimmter Stoffe empfind-
lich; das beweist unter anderem Duacars Versuch, nach welchem Wasser,
das mit Paraffin in Berithrung gekommen ist, Keimung hervorrufen kann;
dabei ist zweifellos nicht das chemisch so indifferente ,, parum affine’, sondern
seine Verunreinigungen das MaBgebende. Der Versuch erinnert daran, wie
vorsichtig man bei Beurteilung der ,,Reinheit” eines Wassers sein mub.

1) Von ilterer Literatur vgl. etwa Horrmanw, K., Uber Pilzkeimungen (Bot. Ztg.
17, 209), Unters. iib. d. Keimung d. Pilzsporen (Jahrb. f. wiss. Bot. 1860, 2, 267), und be-
sonders DE Bary, Vgl. Morph. u. Biol. d. Pilze 1884,

2) Uber einige Eigenschaften d. Keimlinge parasit. Pilze (Bot. Ztg. 1893, 51, I, 53).

3) S. 0. 125, Anm. 1.

[4) Phys. studies with refer. to the germin. of certain fungus spores (Bot. Gaz. 1901,
3, 38).

5) Some notes upon the germination of spores (ibid. 27, 124).
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NEecEr!) sah die Keimung von Sporen kriftig geférdert, wenn neben die
sporenhaltigen Wassertropfen Rinden-, Holz- oder Blattstiickchen gelegt
wurden; offenbar handelte es sich um gasférmige, durch die Luft iibertrag-
bare Stoffe, welche hier die Keimung anregten. FeErcUson?2) und Dvccar?)
f6rderten die Pilzkeimung, indem sie in die Kulturflissigkeit ein Myzelstiick-
chen der betreffenden Spezies legten (Agaricus, Coprinus und anderer Basi-
diomyzeten). Die Resultate ihrer ,tissue culture method* erinnert an die
Wirkung von Narbenstiickchen auf die Keimung der Pollenkérner. — Von
besonderen Féllen erwdhne ich noch die Wirkung des Magensaftes auf die
Sporen, bei der wohl proteolytischen Fermenten die Hauptrolle zukomint
(z. B. Zygoten von Basidiobolus lacertae nach LoEWENTHAL)Y); nihere Nach-
prifung wire gewifl erwiinscht.

Weiterhin verspricht schone Resultate eine Fortsetzung derjenigen
Studien, welche sich mit dem EinfluB von Entwicklungszustand, Alter und
Vorbehandlung der Sporen auf ihre Keimung befassen. NrGEr (a.a.0.)
z. B. beobachtete, daBi unreife, dém Askus entnommene Sporen leichter
keimen als spontan entleerte. Sporen von Ustilago Maydis keimen nach
BreFELD in Wasser nur dann, wenn sie eine Ruheperiode durchgemacht
haben; bei 8 Jahr alten Sporen von U. Panici miliacer dagegen war wieder
Nihrlosung notwendig. HECkES) zeigte, dafl Ustilagosporen, deren Membran
Cu gespeichert hat, nicht keimen konnen; — wird das Kupfer mit verdiinnter
Séure ausgewaschen, so sind die Sporen wieder keimfihig. Ertxssons) giht
an, daB Uredo- und Azidiensporen besser keimen, wenn sie niedrige Tem-
peraturen durchgemacht haben, und Dopaek sah Ascobolus-Arten mit 100 %,
der aufgesdten Sporen keimen, wenn die Kulturen sogleich nach der Aussaat
15-—20 Minuten auf 65—70° erhitzt worden waren.?) Mitteilungen iiber den
EinfluB des Lichtes, der Temperatur usw. bei KLEBAEN und DiETEL.8)

Wie lange bleiben Sporen iiberhaupt keimfdhig? Die Sporen vieler
Saprophyten bewahren ihre Keimfahigkeit bei trockener Aufbewahrung sehr

1) Uber Forderung der Keimung v. Pilzsporen durch Exhalationen v. Pflanzenteilen
(Naturwiss. Wochenschr. f. Land- u. Forstwirtsch. 1904, 2, 484).

2) A prelim. study of the germination of the spores of A. campesiris and other
basidiom. fungi (Bull. No. 16, Bur. of PL. Industry U. S. Dpt. Agricult. Washington 1902).

3) The principles of mushroom growing and mushr. spawn making (ibid. Bull. No. 85.
Washington 1905).

4) BrereLp 1875, a. a. 0., LoewENTHAL, W., Beitr. z. Kenntn. des Bas. lacertae
Eipawm (Arch. f, Protistenkde. 1903, 2, 364) u. a.

5) Beizversuche zur Verhiitung d. Hirsebrandes (Ustilago Crameri u. U. Panici milia-
cei) (Ztschr. f. landw. Versuchsw. Osterr. 1902, 5).

6) Uber die Forderung der Pilzsporenkeimung durch Kilte (Zbl. f. Bakt. 11,1895,
1, 557).

7) Dopcr, Meth. of cult. ete. of the Ascobolaceae (Bull. Torrey bot. Club 1912,
39, 139).

8) KreranN, Wirtwechselnde Rostpilze, Berlin 1904. Dierkr, P., Vers. iiber die
Keimungsbeding. d. Teleutosp. einiger Ured. (Zbl. f. Bakt. II, 1911, 31, 95).
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lange. Besonders fiir Aspergillus liegen zahlreiche Angaben vor. So kann
Aspergillus glaucus 16 Jahre lebend bleiben, fiir 4. flavescens fand HaNsEN?)
die Grenze bei ungefihr 8 Jahren. Andere Arten derselben Gattung,
ebenso Mucor mucede, M. racemosus u. a. bleiben 6 Jahre lang keimfihig.
Kin seltener Pyrenomyzet (Aniziopsis stercoraria) keimt noech nach 21 Jahren
(HanseN). Andere Pilze kommen ihm hierin gewiB gleich. Auch WEenmMER
stellte fiir Aspergillus u. a. einige Daten zusammen.?) Hefesporen bleiben
ebenfalls jahrelang keimfiahig. Phycomyces steht in dem Rufe. daB seine
Sporen schnell absterben; bei trockener Aufbewahrung halten sich aber
auch sie viele Monate lang lebendig. Wie entscheidend der Wassergehalt des
Plasmas fiir die Keimfihigkeit und die Lebensdauer der Sporen ist, zeigen
KurzweLys Versuche?): exsikkatortrockene Phycomycessporen bleiben, in
absolutem Alkohol aufbewahrt, iber zwei Jahre keimféhig. Die Sporen vieler
parasitischer Pilze verlieren durch Aufenthalt in trockener Luft ihre Keimkraft.
Formative Effekte. — Wenn man den EinfluBf duBerer Bedingungen
auf Wachstum und -Organbildung bei den Pilzen priifen will, was fiir Fak-
toren kommen dabei erfahrungsgemiB in erster Linie in Betracht? Vor
allem die chemische Zusammensetzung des Nahrsubstrats, — nicht nur
deswegen, weil von ihr Wachstum und Gedeihen des Pilzes iiberhaupt ab-
hingen, sondern weil verschiedene Nihrstoffe einen Pilz zu ganz verschiedenen
Wachstumsleistungen anregen konnen. Fiir Sporodinia grandis z. B. stellte
KieBs fest, daB Kohlehydraterndhrung zur Zygotenbildung, Pepton-
ernihrung zur Bildung von Sporangien fiihrt4); reiche Zuckerernihrung fin-
det bei Penicillium und Aspergillus die Perithezien-, bei Mucor-Arten die
Zygotenbildung.5) RaciBorski (a. a. 0.) beobachtete, daB Basidiobolus ra-
narum in Glukose u. a. eine Art Palmellenform, in Galaktose u. a. Zygosporen
bildet. Auch die Form der vegetativen Myzelanteile fillt bei verschiedener Fir-
nahrung verschieden aus: Mucor racemosus bildet bei Peptonernéhrung
diinne Haupthyphen mit spitz endigenden Seitendsten, bei Zuckererndhrung
dicke Haupthyphen mit stumpf endigenden Seitendsten; Riesenzellen ent-
stehen in Pflaumensaft + 39, Zitronensiure und andern sauren Medien.6)
Den EinfluB der Konzentration auf die Fruktifikation der Pilze hat
neuerdings BezssoNor (s. u.) durch Schimmelpilzkulturen dargetan.

1) Biologische Untersuchungen iiber Mist bewohnende Pilze (Bot. Ztg. 1897, I,
55, 111).

2) Kleinere mykol. Mitteil. (Zbl. {. Bakt. 11, 1897, 3, 102), Uber d. Lebensdauer ein-
getrockneter Pilzkulturen (Ber. d. D. Bot. Ges. 1904, 22, 176).

3) Widerstandsfahigk. trockn. pflanzl. Organismen gegen giftige Stoffe (Jahrb. . wiss.
Bot. 1903, 38, 291, 329).

'4) Zur Physiol. d. Fortpfl. einiger Pilze III (Jahrb. f. wiss. Bot. 1900, 35, 80).

5) Brzssonor, Ub. d. Wachst. d. Aspergillazeen u. a. Pilze auf stark zuckerhaltigen
Nihrb, (Ber. d. D. Bot. Ges. 1918, 36, 646).

6) Vgl RiTTER,G., Uber Kugelhefe und Riesenzellen bei einigen Mukorazeen (Ber.d. D.
Bot. Ges. 1907, 25, 255); WEnMER, Ubergang alterer Vegetationen v. Aspergillus fumi-
gatus in Riesenquellen unter Mitwirkung angehéufter Saure (ibid. 1914, 31, 257).
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Ferner ist die Transpiration von Bedeutung. Im dampfgesattigten
Raume kultiviert, produzieren die Pilze reichlich Myzel, aber die Fruktifikation
bleibt entweder vollig aus oder bleibt zum mindesten unvollkommen. Auf
Pilze, die ihren ganzen Entwicklungsgang submers durchmachen, hat dieser
Faktor natiirlich keine Wirkung. Uber reichliche Sporangienbildung bei Sporo-
dinia und reichliche Konidienbildung bei Sporodesmium und Botrytis cinerea
unter dem EinfluB geférderter Transpiration vgl. KLEBs (a.a. 0. 1900, S. 44)
und REIDEMEISTER (8. u.). Fruktifikationsorgane, die bei sehr sechwacher Tran-
spiration gebildet werden, bleiben in vielen Fillen hinsichtlieh ihrer Struktur
und Differenzierung hinter den -, typischen® zuriick. Bei der Beurteilung
des Wasserdampfgehaltes iiber einer Pilzkultur und der Intensitdt ihrer Tran-
spirationstatigkeit beriicksichtige man die oben (8. 82) angefiihrten Punkte.

Alle duBeren Faktoren, welche auf irgendeinem Wege die Transpiration
der Pilzzellen beeinflussen, gewinnen indirekt EinfluB auf die von der Tran-
spiration abhéingigen Gestaltungsprozesse; hochstwahrscheinlich ist der Ein-
fluf des Liechtes nur ein mittelbarer im angefiihrten Sinne. Namentlich
Brerrrp!) hat die Beziehungen zwischen Licht und Fruchtbildung vieler Pilze
dargetan. DaB die Fruchtkorper mancher Pilze im Dunkeln gleich etiolierten
hoheren Pflanzen abnorme Formen annehmen, ist bekannt.

Fir Botrytis stellte KrLrin?) fest, dal die Sporen ausschlieBlich in der
Nacht gebildet werden. .

Uber den EinfluB der Temperatur auf die Myzelform u. a. hat Zikes?)
einige Angaben zusammengestellt (Penicellium, Aspergillus, Hefen u. a.).

Ein sehr wirksames Mittel, die Organbildung zu beeinflussen, insbeson-
dere Fruktifikation hervorzurufen, besteht im Entzug der Nahrung.
Wird der Nahrstoff von dem heranwachsenden Organismus verbraucht, oder
wird dieser in ein néhrstoffarmes oder gar -freies Medium iibertragen, so wird
die Fruktifikation eingeleitet, Gemmen sind bei Mucor ein Zeichen fiir Nah-
rungsmangel; Nectria cinnabarina u. a. bilden Konidien, sobald die Nahr-
stoffe verbraucht sind4); an Hefen ruft man Askosporenbildung hervor, in-
dem man sie auf ein ndhrstofffreies Substrat iibertragt (s. u.). Die Reaktion
auf den Entzug der Nahrung tritt aber nur dann prompt ein, wenn der
Pilz vor dem Entzug der Nahrung gut ernahrt worden ist: hungerndes Myzel
wird durch vélliges Entziehen der Néhrstoffe nicht zum Fruktifizieren ange-
regt, sondern zum Hungertod gebracht.

1) Vgl. Botan. Untersuch. H. III, IV u. VIII, 1877, 1881, 1889; ferner KvEBs, Z.
Phys. d. Fortpfl. einiger Pilze III (a. a. 0.) und LakoNn, Beding. d. Fruchtkérperbildung
bei Coprinus (Ann. mycol. 1907, 5, 155).

2) Uber die Ursachen der ausschlieBlich nichtlichen Sporenbildung von B. cinerea
(Bot. Ztg. 1885, 43, 6).

8) Zikes, H., Ub. d. gestaltbild. Einfl. d. Temperatur auf Garungsorganismen
(Allg. Ztschr. f. Bierbr. u. Malzfabrik. 1915, 43, 15).

4) WERNER, C., Die Beding. der Konidienbildung bei einigen Pilzen. Dissertation
Basel 1898.
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Die hier angefiihrten Mittel, einen Pilz zu besonderen Gestaltungs-
leistungen anzuregen, kommen beim Experimentieren in erster Linie in Be-
tracht. Gleichwohl kénnen auch andere Mittel und Faktoren sich als wirksam
erweisen oder vielleicht in diesem oder jenem Fall schneller und bequemer
zum Ziele fithren konnen als jene. Man wird z. B. an die Wirkung der sauren
und alkalischen Reaktion zu denken haben und an die chemische Wirkung
von Stoffen, die weder die Reaktion bestimmen noch als Nihrstoffe bezeich-
net werden kdnnen, vielmehr den wachstumanregenden Reizmitteln und den
Stotfwechselprodukten der Organismen selbst angehoren.

Hexenringe. — Eine ganz alltdgliche Irscheinung bei Pilzkulturen
ist die Bildung der sog. Hexenringe: die bei Kultur auf Agar- oder Gelatine-
platten sich bildende Myzelscheibe ist nicht homogen, sondern zeigt deut-
liche konzentrische Zonen, die dadurch zustande kommen, daB die Myzel-
bildung abwechselnd dicht und minder dicht ist, oder die Sporen-, Stroma- oder
Sklerotienbildung abwechselnd spérlich und reichlich erfolgt. Das Phénomen
der Ringbildung, das zuerst bei den Fruchtkérpern verschiedener Basidio-
myzeten die Aufmerksamkeit auf sich lenkte, ist schon fiir zahlreiche kultivier-
bare Pilze beschrieben und untersucht worden?), bedarf aber trotzdem noch
sehr der ndheren Erforschung.

DaB die Bildung eines Ringes mit dem Wechsel von Tag und Nacht
zusammenhéngt, 146t sich bei Beobachtung von Penicillium-, Aspergillus-,
Acrostalagmus- und andern Kulturen leicht beobachten. REIDEMEISTER hat
gezeigt, daB die Sklerotienringe der Botrytis cinerea, von der Transpiration
des Pilzes abhéngig sind?), und Mu~Nk konnte nachweisen, daf die Konidien-
tagesringe der zuerst genannten Pilze auch bei Dunkelkulturen gebildet
werden, wenn die Wirkungen der téiglichen Belichtung durch periodisch ge-
steigerte Transpiration oder Temperatur ersetzt werden.?)

1) Vgl z. B, MiLBURN, Uber Anderungen der Farben bei Pilzen und Bakt. Diss. Halle
1904. HutcHINSON, Uber Form u. Bau der Kolonie niederer Pilze (Zbl. f. Bakt. IT, 1906, 17,
4171£). Moz, Uber die Beding. d. Entstehung der durch Sclerofinia fructigena erzeugten
Schwarzfiaule der Apfel (ibid. 176). FrEEMAN, O, L., Untersuch. iib. d. Stromabildung der
Xylaria hypoxylon in kiinstl, Kult. (Ann. mycol. 1910, 8, 192) u. v. a. (s. u.). — Auch para-
sitisch lebende Pilze bilden auf ihrem lebendigen Substrat manchmal sehr deutliche Ringe
(vgh z. B. Abbildung von Vermicularia trichelle bei DIEDICKE, Blattfleckenkrankh. des
Efeu. Zbl. f. Bakt. IT, 1907, 19, 168). Die Ringe der Monilien (M. cinerea), die auf dem
natiirlichen Substrat der Parasiten sichtbar werden, sind zuweilen erstaunlich scharf aus-
gepragt.

2) REIDEMEISTER, Die Beding. d. Sklerotien- u. Sklerotienringbildung von Botr. cin.
auf kiinstl. Nihrboden (Ann. mye. 1909, 7, 19).

3) Muxk, M., Beding. d. Hexenringbildung bei Schimmelpilzen (Zbl. f. Bakt. II 1912,
32, 3563); Theor. Betracht, iib. d. Ursachen d. Periodizitat usw. (Biol. Zbl. 1914, 34, 621).
— Bei Penicillium lutewm bilden sich nach Kwiscuewsky (Tagesringe bei P. l., Land-
wirtsch. Jahrb. 1909, 38, Erg.-Bd. 5, 341) die Ringe nur in weilem und blauem Lichte;
sie bleiben im roten Lichte und bei Dunkelheit aus. Vgl auch MULLER, R., Eine
Diphtheridee und eine Sireptuthric mit gleichem hlauen Farbstoff ete. (Zbl. f. Bakt. I,
Orig., 1908, 46, 195).
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Munk hat auf die Ahnlichkeit
zwischen den Konidienringen vieler
Schimmelpilze und den IiEsEcaNG-
schen Diffusionsringen’) aufmerksam
und den Versuch gemacht, die Dif-
fusions- und Xonzentrationsverhilt-
nisse zu analysieren, dieim Nihrboden
unter dem EinfluB eines sich ausbreiten-
den Pilzmyzelszustande kommen. Auf
alle Fille ist die Ahnlichkeit zwischen
Lresecanas Diffusionsringen und den
»»Hexenringen* der Schimmelpilze sehr
sinnfillig und gewiB nicht bedeutungs-
los®); Fig. 23 und 24 sollen die Uber-

Fig. 23. LIESEGAN@sche Diftusionsringe: Silber-
nitrat auf Kaliumbichromatgelatine. Nach einer
pbotographischen Aufnahme LIESEGANGS.

einstimmungen zwischen diesen und jenen veranschaulichen. Bei kiinftigen
Untersuchungen wird, wie ich glaube, namentlich zu priifen sein, inwieweit
die Diffusion der von den Organismen ausgeschiedenen Stoffwechselpro-

dukte, welche vor der Kolonie her im Nihrboden sich zentrifugal verbreitep,
zonenartig wechselnde Existenzbedingungen fiir die Pilze schaffen, oder die

1) Vgl. Lisgaang, R., Uber die Schichtungen bei Diffusionen. Diisseldorf 1907.
Uber die Bedeutung d. hydrolyt. Spaltung d. Gelatine f. d. Schichtenbildung d. Silber-
chromats (Ztschr. f. Chem. u. Industr. d. Koll. 1907, 2, Nr. 3).

2) KtstER, Ub. Zonenbildung in kolloidalen Medien, Jena 1912,
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in den lebenden Zellen und Zellenreihen des Pilzes selbst sich verbreitenden

Stoffe nach Art der von LigseEeane gewéhlten Chemikalien die Zonenbildung
veranlassen.?)

Der Abstand der Ringe voneinander fillt bei verschiedenen Kultur-
bedingungen sehr verschieden aus. Nach MiLBurn hat der innerste Ring
von Hypocrea rufa bei Kultur auf 2—5 9%, Glukose einen Durchmesser von
ca. 3 em; bei 10 %, Glukose ist er nur 1 cm weit (MILBURN, s. 0.).

Stoffwechselprodukte. — Von den mannigfaltigen Stoffwechsel-
produkten der Pilze sind zunichst diejenigen zu nennen, welche die Reaktion
des Nihrbodens in dem einen oder anderen Sinne beeinflussen.

Urspringlich saure Nihrboden konnen durch alkalisch reagierende
Stoffwechselprodukte neutralisiert und alkalisch gemacht werden, oder der
Grad ihrer Aziditdt kann infolge der Sdureproduktion des Pilzes noch steigen.
Wer den EinfluB der Reaktion auf die Entwicklung der Pilze beobachten will,
muf} sich sténdig iiber die Beeinflussung der Reaktion durch den Pilz infor-
mieren. ‘Durch Einlegen schwer loslicher saurer Stoffe, wie Weinstein, kann

man die Reaktion sauer erhalten; zum Neutralisieren dient z. B. Kalzium-
karbonat.

Der EinfluB der Pilze auf die Reaktion des Niahrbodens ist verschieden
je nach der Spezies und der jeweiligen Ernédhrung. Zuckererndhrung fiihrt
im allgemeinen zu Séurebildung, Erndhrung mit Pepton zu Produktion von
Ammoniak. Verbraucht ein Pilz bei Erndhrung mit Ammonsalzen das Am-
mon, so kann es zu starker Ansduerung des Kulturmediums kommen; ander-
seits kann bei Nitraternihrung der Nahrboden allméhlich an Alkaleszenz ge-
winnen. Bleibt die Reaktion des Néhrbodens sauer (durch Sdureproduktion
seitens des Pilzes oder durch kiinstlichen Zusatz von Séure), so wird die Bil-
dung von Ammoniak gefordert; verzogert wird sie, wenn der Nahrboden al-

1) Ich méchte in diesem Zusammenhang auch auf einige von BEvErINcK (Uber die
Absorptionserschein. bei d. Mikroben [Zbl. f. Bakt. II; 1911, 29; 161]) veroffentlichte Be-
trachtungen aufmerksam machen. DaB die in einem Nihrboden enthaltenen Nihrstoffe
von den Mikroorganismen restlos (oder nahezu restlos) aufgenommen werden kénnen und
das Wachstum der letzteren erst merklich spéter einsetzen kann, demonstriert der ge-
nannte Forscher z. B. durch Kultur von Oidium lactis auf glukosehaltigem, aber N-freiem
Agar- oder Gelatinemedium. Wird irgendwo assimilierbarer N — z. B. einige Kuristalle
von Harnstoff oder eines Ammonsalzes — aufgetragen, so erfolgt zunichst Verbreitung
der letzteren durch Diffusion; ist eine absorbierbare Verdiinnung des Harnstoffes erreicht,
so folgt eine , Absorptionsperiode, wihrend welcher die Zellen zunichst speichern, viel-
leicht auch schon wachsen, was mit der Moglichkeit des Nachweises innerhalb der Zellen
der nicht mehr frei diffundierenden Substanz einhergeht. Schlieflich tritt die Periode des
Hauptwachstums ein, wobei die Substanz schnell verschwindet.” Mit der vorangehenden
Absorption der Nahrstoffe hingt es zusammen, daB das von kriftig wachsenden Organis-
men erfiillte Diffusionsfeld keine diffuse, sondern eine vollig scharfe Grenze hat —
vorausgesetzt, daB die Organismen dicht genug in der Gallert ausgesiit waren. So
vermag die voriibergehende Absorption der Nihrstoffe nach BEveriNck Hexenringe
Zu erzeugen.
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kalische Reaktion annimmt.!) Die Produktion von Alkali?) oder Siduren?)
kann so stark werden, daB die Pilze an ,,Selbstvergiftung® zugrunde gehen.

Unter den Sauren spielt die namentlich von Schimmelpilzen gebildete
Oxalsiure eine besondere Rolle. Als leicht dissoziierbare Siure wirkt sie
selbst in geringen Mengen schon giftig auf viele Mikroorganismen; Asper-
gillus niger, welcher reichlich Oxalséure bildet, vertrigt nach NIKITINSKY?)
bis 1,59, freie Séaure. Die Bildung von Oxalsédure durch Pilze ist abhingig
von den Ernghrungsverhiltnissen ; WEsMERS) hat die Bildung der Siure durch
Aspergillus in ihrer Abhéngigkeit von der Erndhrung erforscht: gebundene
Oxalsiiure tritt in Zuckerkulturen bei N-Ernahrung mit Kalium-, Natrium-,
Kalziumnitrat, Ammoniumphosphat oder -oxalat oder Pepton auf; Erndhrung
mit Ammoniumnitrat fithrt zur Bildung freier Oxalsdure, wihrend in Chlox-
ammonium- und Ammoniumsulfatkulturen keine Oxalsdure entsteht. —
Zitronensaure bilden Penicillium luteum, Citromyces Pfefferianus u. a. (WEH-
MER). Milchsdure ist als Stoffweehselprodukt nur fiir Rhszopus chinensis be-
kannt.s)

Uber die Priifung der Saureproduktion der Pilze mit Hilfe von Marmor-
platten, die von den Hyphen korrodiert werden, vgl. Kunzg.?)

Die von den Pilzen, insbesondere den Schimmelpilzen, gelieferten Fer-
mente sind sehr mannigfaltig: diastatische, invertierende und proteolytische
sind die wichtigsten. Von den Fermenten der Hefen wird spater zu sprechen
sein. Wichtig ist, daB die Produktion der Fermente z. B. der Diastase quanti-
tativ von der Erndhrung beeinflut wird8); gewisse andere Fermente werden
iiberhaupt nur bei bestimmter Erndhrung und manche sogar nur dann ge-
bildet, wenn der Korper, der von ihnen gespalten werden soll, in dem Néhr-
boden vorhanden ist.’) WexNT hat den wichtigen Nachweis erbracht, daB die

1) Vgl. z. B. BurkewirscH, W., Umwandlung der Eiweillstoffe durch die niederen
Pilze usw. (Jahrb. f. wiss. Bot. 1903, 38, 147), MED1scH, M., Beitr. z. Phys. d. Hypocrea rufa
(PErs.) (ibid. 1910; 48, 591).

2) Boas, Selbstvergiftung bei Aspergillus niger (Ber. d. D. Bot. Ges. 1919, 37, 63).

3) WEnMER, Selbstvergiftung in Penicillium-Kulturen als Folge der N-Ernéhrung
(Ber. d. D. Bot. Ges. 1913, 31, 210).

4) Ub. d. Beeinfl. d. Entwickl. einiger Schimmelpilze durch ihre Stoffwechselprodukte
(Jahrb. 1. wiss. Bot. 1904, 40, 1).

5) Entsteh. u. physiol. Bedeut. d. Oxals. im Stoffwechsel einiger Pilze (Bot. Ztg.1891,
49, 233); daselbst weitere Literatur. Errving, Ub. d. Bildung organ. Sauren durch dsp.
niger (Finska Vetensk.-Soc. Forhandl. 1918/19, 61 Afd. A, No. 15).

6) Sa1ro, K., Ein Beispiel von Milchs.-Bildung durch Schimmelpilze (Zbl. {. Bakt. II,
1911, 29, 289).

7) Ub. Sdureausscheidungen bei Wurzeln u. Pilzhyphen und ihre Bedeutung (Jahrb.
f. wiss. Bot. 1906, 42, 357). .

8) Karz, Regul. Bild. v. Diastase durch Pilze (ibid. 1895, 81, 599). Kyuix, Ub.
Enzymbildung u. Enzymregulation bei einigen Schimmelpilzen (Jahrb. f. wiss. Bot. 1914,
53, 465). FraxcescEELLY, Unters. iib. d. Enzyme usw. (Zbl. f. Bakt. II, 1915, 43, 305).

9) Went, Ub. d. Einfl. d. Nahrung auf d. Enzymbildung durch Monilia sitophila
(ibid. 1900, 36, 611).

Kitster, Mikroorganismen, 3. Aufl. 10
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Fermentproduktion eines Pilzes in seinen verschiedenen Entwicklungsphasen
verschieden sein kann.?) Uber den Nachweis von Enzymen durch bestimmte
Kulturmethoden s. 0., itber die Korrosion fester Stdrke durch Pilze vgl.
Brrrines.?) Katalase entsteht in Pilzkulturen je nach Spezies und Kultur-
bedingungen in wechselnden Mengen, nicht selten auferordentlich reichlich.3)

Eine eigenartige Wirkung freier Sauren auf Aspergillus oryzae u. a.
duBert sich darin, daB in den N&hrlosungen ein mit Jod sich blduendes Koh-
lenhydrat nachweisbar wird.?%)

Eine dritte Gruppe von Stoffwechselprodukten sind die von vielen
Pilzen ausgeschiedenen, meist gelben, griinen und roten Farbstotfe, deren
Produktion quantitativ und qualitativ von den Kulturbedingungen abhéingts),
insbesondere von der Reaktion des Néhrbodens. Auffallende Bilder liefern
die Kulturen, in welchen die Reaktion des Nihrbodens an verschiedenen
Stellen ungleich ist, z. B. die Kulturen derjenigen Pilze, die nur bei Be-
rithrung verschiedener Kolonien oder vorzugsweise bei Berithrung mit art-
fremden Pilzkolonien Pigment erzeugen u. dgl. m. Nicht selten konnen von
der nimlichen Pilzspezies mehrere Farbstoffe gebildet werden; je nach den
Kulturbedingungen wird der eine oder der andere von ihnen besonders auffallig.

Ferner muB noch auf die wachstumhemmende und wachstumférdernde
Wirkung gewisser Stoffwechselprodukte (vgl. 8. 93) hingewiesen werden, die
teils von Produkten der erwihnten Art, teils noch von besonderen, nicht

1) WenT, F. A, F.C.,Onthecourse of the formation of diastase by Aspergillusniger (Kon.
Akad. Wetensch. Amsterdam 1918, 21, 479); starke Diastaseproduktion nach der Keimung.

2) Ub. Stérke korrod. Pilze u. ihre Beziehungen zu Amylotrogus Roze (Flora 1900
87, 288); daselbst weitere Literaturangaben.

3) Dox (The catalase of molds, Journ. americ. chem. soc. 1910, 32, 1357) ermittelte
die Quantitiat der von Pilzen gelieferten Katalase in der Weise, dafl er b cem Nahrlosung,
auf welcher die Pilze zwei Monate sich entwickelt hatten, mit 10 ccm Wasser verdiinnte
und 2 cem Perhydrol zusetzte. Nach 8 Minuten hatten geliefert:

Nahrlosung von Penicillium Duclauai . . . . . . 25,3 ccme Sauerstoff
' o Aspergillus glaucus . . . . . . . 21,1 ccm »
" » Pen lutewm . . . . . . . . .. 0,2 cem ey
. , Aspomiger . . . . .o ... 0,0 ccm .

4) Boas, Jodblauende stéirke- u. zelluloseihnl. Kohlehydrate bei Schimmelpilzen
als Folge d. Wirkung freier Sduren (Ber. d. D. Bot. Ges. 1916, 34, 786). LAPPALAINEN,
Biochem. Studien an Asp. niger (Finska Vetensk. -Soc. Forhandl. 1919—20,62, Afd. A, Nr.1).

5) Einige Literatur bei MizBurx, Ub. Anderungen der Farben bei Pilzen u. Bakt.
Dissertation (Halle 1904); Bessky, Ub. d. Beding. d. Farbbildung bei Fusarium (ebenso;
auch Flora 1904, 93, 301). DoBErt, H., Beitr. zur Kenntnis eines pigmentbildenden
Penicillinms (Diss. Halle 1909); SeLIBER, G., Sur le virage du pigment de deux champ.
(C. R.Acad. Sc. Paris 1910, 150, 1707); Mitt. ib. d. Farbst. von Fusarium Heidelbergianum
n. sp. und Cephalosporium subsessile n. sp. MEDISCH, M., Beitr. z. Phys. d. Hypocrea rufa
(Pers.) (Jahrb. {. wiss. Bot. 1910, 48, 591). Navmany, K. W., Die Beding. {. d. Pigment-
bildung durch Epicoccum purpurascens (EiiReENB.). Berlin 1910 (vgl. Hedwigia 51, 135).
BreENNER, W., Farbstoffbildung bei Penicillium purpurogenum (Svensk bot. tidskr. 1918,
12, 91); in zuckerhaltigen Losungen bildet Aspergillus niger cin fluoreszierendes Pigment
(vgl. KrLockER in Zbl. f. Bakt. II, 1916, 46, 22b).
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néher bekannten und oft nur aus ihrer Wirkung auf das Wachstum erschlosse-
nen Stoffen ausgeht.

DalB die von einem Pilze oder einem anderen Organismus gelieferten
Stoffwechselprodukte nicht nur auf die ndmliche Spezies, sondern auch auf
andere Arten wachstumhemmend oder wachstumfordernd einwirken konnen,
geht aus vielen gelegentlichen Beobachtungen hervor, bedarf aber noch néhe-
rer Hrforschung: Farck beobachtete z. B., daB Coprinus seine Nahrboden
fiir Schimmel- und Bakterieninfektion unzugénglich macht?); MoLLIARD gibt
an, daB die Perithezien von Ascobolus furfuraceus in Reinkulturen spéiter ge-
bildet werden als in Kulturen, die mit Bakterien verunreinigt sind.?) Sar-
TORY isolierte einen Aspergillus, der nur in Mischkulturen unter dem Einfluf
des Bac. mesentericus Perithezien bildet®) u. a. m.

Wachsen zwei getrennte Myzelscheiben einander entgegen, so wird unter
geeigneten Erndhrungsbedingungen das Wachstum mancher Pilze bei einer be-
stimmten Annéherung der beiden Myzelspitzen rapid verlangsamt; die Stoff-
wechselprodukte eilen dabei durch Diffusion den wachsenden Myzelspitzen vor-
aus?), und die beiden Myzelplatten halten sich zuweilen gegenseitigim Schach,
so daB die zwischen ihnen liegenden Streifen des Nahrsubstrates dauernd un-
bewachsen bleiben konnen. In anderen Féllen kommt es noch zur Berithrung
der beiden Myzelscheiben, deren Randhyphen dabei mancherlei formative Wir-
kungen der gegenseitigen Beeinflussung erkennbar werden lassen; in noch
anderen Fillen wird einer der beiden Pilze von dem anderen itherwachsen.)

Nikrminsky$) stellte fest, daB durch die Produktion von Séuren (z. B.
bei Darbietung anorganischer Ammonverbindungen, deren Ammoniak auf-
genommen wird) oder durch Umschlagen der Reaktion ins Alkalische (Ent-
stehung von Ammoniumkarbonat) die Ndhrboden fir Pilze ungeeignet wezx-

1) Die Kultur d. Oidien u. ihre Riickfithrung in die héh. Fruchtform d. Basidio-
myzeten (Beitr. z. Biol. d. Pfl. 1902, 8, 307).

2) Morriarp, M., Role des bactéries dans la production des périthéces des Ascobulus
(C. R. Acad. Sc. Paris 1903, 136, 899). Vgl. auch NEcER, Keimunghemmende Stoffwechsel-
produkte (Naturwissensch. Wochenschr. 1918, 17, 141).

3) Sarrory, De linfl. d’'une bactérie s. la production des périthéces chez un ..
(C. R. Soc. Biol. 1916, 79, 174).

4) Vgl. Fovron, K. F., Chemotropism of fungi (Bot. Gaz. 1906, 41, 81). LirsrcaNg,
R. E., Gegenseitige Wachstumshemmung bei Pilzkulturen (Zbl. f. Bakt., IT, 1920, 51, 85).

5) Vgl. namentlich Harpkg, R., Ub. d. Verhalten von Basidiomyz. u. Askomyz.
in Mischkult. (Naturwiss. Zbl. f. Forst- u. Landwirtsch. 1911; auch Dissert. Kiel 1911).

6) Uber d. Beeinfl. einiger Schimmelpilze durch ihre Stoffwechselprodukte (Jahrb. f.
wiss. Bot. 1904, 40, 1). Vgl. auch Lurz, Ub. d. Einil. gebraucht. Nihrlss. auf Keimung
u. Entwickl. einiger Schimmelpilze (Ann. Mycol. 1909, 7, 91; auch Dissert. Halle 1909).

7) Man hat versucht, die Bildyng der Stoffwechselprodukte auch vom teleologischen
Standpunkt aus zu deuten: Pilze bilden Sduren und schliefen dadurch im Kampf ums Da-
sein und ums Substrat andere Mikroben aus, die Hefe produziert Alkohol, den gewisse
andere Organismen nicht vertragen — allerdings mehr als ihr selbst bekdémmlich ist. Sol-
chen Erklédrungsversuchen gegeniiber wird Skepsis angebracht sein.

10"
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wicklung der Pilze erfahren, und von der Keimung neuer Aussaaten auf ge-
brauchten Nahrlosungen war schon oben (8. 94) die Rede.

Wirpiers machte die Beobachtung, daB Bierhefen, die in einer mit den
notwendigen Mineralstoffen versehenen Zuckerlosung ausgesit werden, sich
nur bei Aussaat groBerer Mengen entwickeln?); er fand, daf Extrakt aus Hefe-
zellen einen Stoff enthilt, der auch geringen Aussaatmengen auf gezuckerten
Mineralsalzlgsungen tippiges Wachstum gestattet, und weiterhin, daf in Most
u. dgl. der erforderliche Stoff von vornherein enthalten ist; WiLpIERS nannte
den Stoff, den wir vielleicht zu den wachstumanregenden Stoffwechselpro-
dukten rechnen diirfen, ,,Bios*.?) Nach DEvroos Untersuchungen handelt es
sich um einen N-haltigen Stoff, der sich im Lezithin vorfindet. —

Die Pilze von den Stoff-

T‘ T wechselprodukten, die sich in
den Nahrlosungen befinden, zu

trennen, ist im allgemeinen nicht
schwer. Sollte die Wirkung ge-
brauchter Losungen auf neue
Aussaaten geprift werden, so
leisteten mir U-f{6rmig ge-
kriimmte Eprouvetten gute
Dienste (Fig.25) : in einem Schen-

U kel wurde die Aussaat vorge-
nommen; der andere wurde erst
—  besét, wenn hinreichende Mengen

wig- 2. . 26. von Stoffwechselprodukten in
der Losung vermutet wurden; wenn Gefahr bestand, daf submerse Hyphen
des zuerst ausgesiten Pilzes von dem einen Schenkel in den andern sich ver-
breiteten, wurde der Weg durch einen lockeren Pfropf Glaswolle verlegt;
diese Form des Verschlusses gentigt fiir sehr viele ¥élle. Handelte es sich
darum, den Einfluf gebrauchter Néhrlosungen auf bereits entwickelte Pilze
zu priifen, so bediente ich mich W-férmiger Rohren (Fig.26). Die Néhrlosung
steht in diesen nur so hoch, daB zwei getrennte Kulturriume verfiighar
werden; beide werden mit verschiedenen Pilzspezies besét, und spédter 148t
man durch geschicktes Neigen der gekoppelten Kulturen ein Quantum der
einen Niahrlosung zu der anderen iiberflieBen.

Y7

1) Ub. BreFELDS Beobachtung s. o. 8. 132, Anm. 4.

2) Die wichtigsten Arbeiten iiber die Biosfrage sind in La Cellule erschienen: Wir-
pIERS, Nouv. subst. indispensable au devel. de la levure (1901, 18, 311); AManD, A, Le
,,bios” de W. ne joue pas le role d’un contrepoison (1903, 20, 223), La disparition du bios
de W. d. L. cultures de levure (1904, 21, 327), Devroo, R., Purification du bios de W.
(1906, 23, 359), Ik, M., Uber WirpiErs’ Bios (Zbl. f. Bakt I1, 1907, 18, 193). —
Uber die Forderung der Hefeentwicklung durch Gwrungsprodukte vgl. TuiBavuT,
Fr., Einflu} d. alkohohsohen Giirungsprod. auf Hefe u. Gérverlauf (Zbl. f. Bakt. 11,
1902, 9, 743).
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Sehr zweckmiBig fand ich es ferner bei Untersuchung der Keimung
von Pilzsporen auf gebrauchten Ndhrmedien, die Myzelien in Petrischalen
auf Agar sich entwickeln zu lassen, dann die Agarmassen umzudrehen und
auf der Kehrseite die Neuaussaat vorzunehmen. Irrtiimer und Verwechs-
lungen, welche die den Agar durchwachsenden Hyphen des zuerst ausgesiiten
Pilzes veranlassen kdnnten, lassen sich bei mikroskopischer Kontrolle leicht
ausschlieSen.

Rassenbildung. — Namentlich an den auf vegetativem Wege sich
schnell vermehrenden Schimmelpilzen ist die Frage nach der Entstehung
neuer Rassen oder Modifikationen und den Griinden ihrer Entstehung oft ge-
priift worden. Die chemische Zusammensetzung des Nahrsubstrats, seine os-
motischen Eigenschaften, Temperatur und Licht') haben EinfluB auf die
Entstehung neuer Formen. Unter diesen finden wir alle Ubergiinge von in-
konstanten, d. h. schon bei der nachsten Generation zuriickschlagenden und
dauernd konstant bleibenden. — Uber die Verwertung der Isoliermethoden
im Dienst dieser Fragen vgl. ScaouTex.?) Die neuen Rassen unterscheiden
sich von den Stammformen durch morphologische, durch GréBen- und Far-
benmerkmale, durch den Ausfall bestimmter Fahigkeiten (asporogene Hefen,
s. u.) und chemisch-physiologische Leistungen besonderer Art.

Saccharomyzeten (Hefen). — Wegen ihrer grofien Bedeutung fiir die Praxis sind
die Hefen in den letzten Dezennien mehr als die Vertreter der meisten anderen Pilzgruppen
kultiviert und auf dem Wege der kiinstlichen Kultur nach verschiedenen Gesichtspunkten
hin gut erforscht worden. Material fiir Hefekulturen gewinnt der Anfinger besonders
aus obergirigen Bieren oder aus der kiuflichen Prefhefe; Hefen lassen sich ferner von siilen
Friichten?) — auch getrockneten (Rosinen)— isolieren, von den Narben und Nektarien
der Bliiten abimpfen?) (,Nektarhefen”) und aus allerhand girenden Fliissigkeiten
(girenden Gurken, Sauerkrautbriihe u. a.) gewinnen usw. ; biologisch interessante Formen
kommen im Schleimfluff der Biume vor®); chromogene Arten (Torula-Hefen) lassen sich
im Laboratorium aus der Luft auffangen, von Nektarien isolieren (HILKENBACH) usw.%)

1) Vgl z. B. Brocnwitz, Entstehung neuer Arten v. Schimmelpilzen durch starke
Lichtreize (Ber. d. D. Bot. Ges. 1914, 32, 100, s. auch 526); HAENICKE, Vererbungsphys.
Unters. an Arten v. Penicillium u. Aspergillus (Ztschr. {. Bot. 1916, 8, 225); dort zahl-
reiche Literaturangaben.

2) Réinkulturen aus einer unter d. Mikroskop isolierten Zelle (Ztschr. f. wiss. Mikr.
1905, 22, 10).

" 3) Literatur z. B. bei Lupwic, Ros. Ep., Etude de quelques levures alpines. Thése
Genéve 1918.

4) HiukenBacH, Nektarhefen. Neue Beitr. z. Kenntn. d. wilden Hefen in d. Natur.
Diss, Kiel 1911. — Auch auf vegetativen Pflanzenorganen siedein sich Hefen an, zumal in
den Tropen (KrUYFF, E. pE, Unters. iiber auf Java einheim. Hefenarten, Zbl. f. Bakt. IT,
1908, 21, 20); iiber die N-assimilierende Torula Wiesner: vgl. ZIKEs (s. u.).

5) Literatur z. B. bei RosE, L., Beitr. z. Kenntnis der Organismen im Eichenschleim-
flul (Dissertation, Berlin 1910).

6) PrinosHEIM u. Bikwsky, Ub. Rosahefe (Beitr. z. Biol. d. Pfl, 10, 1). Kazno,
Rote Hefen (Chem.-Ztg. 1912, 35, 1307); WirLL. Beitr. z. Kenntn. d. sog. schwarzen H.
(Zbl. f. Bakt. IT, 1913, 39, 1); Grossiisch, Ub. eine farblose stark roten Farbstoff er-
zeug. Torule {ibid. 1915, 42, 625).
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Leicht kultivierbare Formen von Hefen finden sich ferner im Darm sehr vieler
Insekten.!)

Hefen wachsen auf festen wie auf fliissigen Nihrboden. Auf festen Substraten bilden
die Hefen polster- oder tropfen- oder krustendhnliche Kolonien; zuweilen entstehen —
zumal auf besonders fester (16 %) Gelatine — koremiumartig (s. u. S. 158) in die Hohe
strebende zapfenartige Gebilde.?) Die Hefen beanspruchen dabei aufler den allgemein
erforderlichen Mineralbestandteilen®) (darunter vielleicht auch Ca) Koklenstoffnahrung
in Form von Zuckern oder organischen Siuren (oder deren Salzen) und Stickstoffnahrung
in Form von Ammoniumsalzen, Asparagin oder Pepton.*) Leicht herstellbare Nahrlosun-
gen sind z. B. verdiinntes Malzextrakt, Mohrriiben- und Kartoffelextrakte, Hefewasser,
Bouillonpeptoniésung oder die von LEBERLE-WiLL empfohlene Fliissigkeit®):

CaHPO, ... ... .. 05 g Pepton . . . . ... ... 20 g
K;HPO, . .. ... .. 4,65 ,, Wasser . . . . . . . . .. 11
MgS8O, . . . .. .. ... 2,1 ,

Die Zuckerarten, welche von den Hefen (event. auch Invertierung) verarbeitet werden
konnen, sind fiir die verschiedenen Saccharomyces-Arten verschieden; fiir die meisten
kommen in erster Linie Glukose und Livulose (letztere nach Invertierung) in Betrachtf);
auch den mehrwertigen Alkoholen gegeniiber verhalten sich verschiedene Arten verschie-
den. BEYERINCK®) unterscheidet:

‘ es werden assimiliert nicht assimiliert
1. Glukosehefen Glukose, Liavulose Sacch., Lakt., Malt.,
(S. apiculatus u. a.) Dextrin
2. Saccharosehefen Gluk., Liv., Sacch. Lakt., Malt., Dextrin
(8. fragrans u. a.)
3. Maltosehefen Gluk., Liv., Malt. (z. T. Lakt., Dextrin
(8. cerevisiae, ellips. u. a.) auch Sacch.)
4. Laktosehefen Gluk., Liv., Sacch., Lak- | Maltose, Dextrin
(S. Kefyr, tyrocola u. a.) tose
6. Polysaccharosehefen Gluk., Lav., Sacch., Malt., | Laktose
(8. acetaethyl.®), Mycoderma Dextrin
sphoeromyces)

1) Genauere Untersuchung dieser biologisch interessanten Arten wiire sehr erwiinscht.
-— Mit den in Rhynchoten (,,Pseudovitellus®‘) auftretenden Hefen (,,Cicadomyces* u. a.)
sind bisher nur wenige Kulturversuche angestellt worden; vgl. Svwg, K., ,,Pseudovitellus*
u. dhnl. Gewebe d. Homopteren sind Wohnstéitten symbiotischer Saccharomyzeten
(Sitzungsber. Ges. Wiss. Prag 1910); von spiteren Arbeiten namentlich BucuNER, P.,
Studien an intrazellularen Symbionten I (Arch. f. Protistenkde. 1912, 26, 1).

2) Zmkrs,Ub. abnorme Koloniebildungen bei Hefen u. Bakt. (Zbl.f. Bakt. 11,1916,46,1).

3) Uber die Bedeutung des Mg fiir die Pigmentbildung mancher Hefen s. o.

4) Vgl auch ArTaRLa.8.0.,1909(s. 0. S. 112 Anm.4), betrifft Pichia membranaefaciens.

b) WiLt, Beitr. z. Kenntnis d. Gattung Mycoderma (Zbl. {. Bakt. 1I, 1910, 28, 1).

6) Eingehende Untersuchungen bei LAURENT, Rech. physiol. s. 1. levures (Ann. Soc.-
helge de Microse. 1890, 14, 29); BeYERINCK, Schizosacch, octosp. eine achtsporige Alko-
holhefe (ZblL f. Bakt. 1894, 16, 49); vgl. auch nichste Anm.

7) Ub. Nachweis u, Verbreitung d. Glukose usw. (Zbl. f. Bakt. II, 1895, 1, 221). B.
benutzt die Hefen zum auxanographischen Nachweis verschiedener Enzyme; in der zitier-
ten Arheit detaillierte Angaben iiber Herstellung der Auxanogramme.

8) Uber die Kultur dieser Art vgl. auch 86 oben.
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Hefewachstum ohne Gérung') erhilt man auf N-reichem Nihrboden (z. B. 2,59
Pepton - 0,4 Monokaliumphosphat), auf welchem die Hefen — auch ohne jede Verab-
folgung vonZucker — sich gut entwickeln. Organische N-Verbindungen vermégen nicht den
C-Bedarf der Hefen zu decken. BarTHELS Versuche®) iiber das Wachstum der Hefen
u. 2. in Erde haben mehr skologisches Interesse als Bedeutung fiir die Ziichtungsmethodik,

Der Aggregatzustand des Nahrbodens ist von Einflul auf die Art des Hefe-
wachstums. Auf Fliissigkeiten bilden manche Arten schwimmende Hiute, andere hiufen
in ihnen ein Sediment an; iiber das unterschiedliche Verhalten der als Bodensatz die
»Untergirung” veranlassenden Unterhefen und der im Schaum der girenden Fliissigkeit
aufsteigenden, die ,Obergérung” bedingenden Oberhefen vergleiche man die Handbiicher
der Girungsphysiologie.?) Auf festen Néhrboden entstehen charakteristische zusammen-
héingende Kolonien; solche, die nicht von einer Zelle, sondern von vielen sich ableiten
(man trage einen Tropfen hefehaltiger Fliissigkeit auf Gelatine auf), erreichen eine ansehn-
liche Grofle; nach LINDNER, der sie als Riesenkolonien bezeichnet, kann ihr zuweilen
recht charakteristisches Aussehen bei der Bestimmung mancher Arten und Rassen unter-
stiitzen. Gelatine wird im allgemeinen von den Hefen nur sehr schwach verfliissigt.
Eine Reibe von Hefen scheint auch auf N-freien Medien ihr Fortkommen zu finden. Zrxes*)
kultivierte auf (gereinigtem) Agar 4 29 Glukose + 0,02% KH,PO, eine Reihe von
SproBpilzen ( Willia anomala, W. saturnus, Mycoderma-Arten, Pichia farinosa und nament-
lich die auf Laurusblittern gefundene Torula Wiesneri). — Die Anspriiche der Hefen
an Temperatur sind verschieden (Brennereihefen bei 24° Brauereihefen bei 15°, die
Erreger mancher Bierkrankheiten bei 5° optimal). Uber einige Extreme vgl. CHABORSKIL.Y) —
Sauerstoff. Die Bediirfnisse nach Sauerstoff sind bei verschiedenen Hefen ungleich.
Gewisse Arten (8. mycoderma) sind obligat agrob, S. cerevisiae . a. ,temporar” anaérob®),
indem sie wenigstens eine Zeitlang ohne freien Sauerstoff nicht nur leben, sondern auch
sich vermehren kénnen. Zur anaéroben Entwicklung bediirfen die Hefen aber eines ver-
girbaren Zuckers. Zuckerfreie Nahrboden, die bei aérobem Leben die Entwicklung der
Hefen zulassen, geniigen nicht fiir anaérobe Existenz.”) Gute Durchliiftung der Kulturen
fordert das Wachstum. — Konzentration. Die fiir Hefewachstum vorteilhafte Konzen-
tration der Néhrlosungen entspricht einem ca. 5 % Monesaccharidgehalt, doch sind auch
hohere Konzentrationen nicht schiidlich.!) WenmMERY) beschrieb eine aus Heringslake

1) Iwanowskr, Ub. d. Entwickl. d. Hefe in Zuckerlésungen ohne Girung (Zbl. f.
Bakt. II, 1903, 10, 151); PRokorNY, Hefenahrung u. Girung. Gibt es eine Hefeentwickl.
ohne Zuckervergirung (Zbl. f. Bakt. II, 1920, 50, 23). Uber den gestaltenden Einflufl
der Temperatur auf Hefen vgl. z. B. Likes (1915, s. o.).

2) BarTrEL, Kult. v. Gérungsorganismen in steril. Erde (Zbl. f. Bakt. 11, 1918, 48,
340). .

3) z. B. Larars Handb. d. techn. Mykol., 2. Aufl.,, Jena 1904 u. ff. LiNDNER, P,
Mikroskop. Betricbskontrolle in den Garungsgewerben, 5. Aufl., Berlin 1909.

4) Zixes, H., Uber cine den Luftstickstoff assim. Hefe: Torula Wiesners (Sitzungs-
ber. Akad. Wiss. Wien I, 1909, 108). 4

5) CuaBORsSKI, Rech. s. L. levures thermophiles et cryophiles, Thése Genéve 1918.

" 8) z. B. BEverixNck, Ub. d. Butylalkoholgirung u. d. Butylferment (Verh. Akad.
Wetensch. Amsterdam 1893, 2. Sect., Deel 1).

7) Vgl. Cauptakow, Unters. iib. alkoholische Girung (Landw. Jahrb. 1894, 23,
391, 489). .

8) Literatur in Larars Handbuch 1906, 4, 290 und Zixkes, Einfl. d. Konzentr. d.
Wiirze auf die Biol. d. Hefe (Zbl. {. Bakt. II, 1919, 49, 174).

9) Zur Bakteriologie u. Chemie der Heringslake I (Zbl. f. Bakt. II, 1897, 3, 209).
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gewonnene,, Salzhefe", die dem osmotischen Druck einer 24 % Na Cl-Losung widersteht. —
Licht hemmt die Entwicklung der Hefen.!) Rote Strahlen fordern die Sporenbildung
mehr als blaue.?)

Will man Hefekulturen lange aufbewahren, so ist dafiir zu sorgen, dafl das Austrocknen
der Gelatine und ihrer Umwandlungsprodukte langsam vor sich gehe; WirL fand die Tempe-
ratur von 5—8° C und feuchte Luft als giinstigste Bedingungen fiir das Leben der Kulturen.®)

Sporenbildung willkiirlich hervorzurufen, gelang E. Cur. Hansex.t) Seine Ver-
suche zeigen, daB die Hefen durch Nahrungsmangel®) zur Sporenbildung gefiihrt werden,
daB hohe Temperatur den Vorgang fordert, und kriftig vegetierendes Zellenmaterial be-
sonders prompt reagiert. Hansex kultiviert die Hefen bei Zimmertemperatur in Bierwiirze,
Most oder in Peptonzuckerlésungen von folgender Zusammensetzung:

Pepton . . . . . . .. 1 9 Pepton . . . . . . . .. 1 9
Dextrose . . . . . . . 5 9% oder Maltose . . . ... ..bh %
Kaliumphosphat (prim.) 0,3 % Kaliumphosphat (prim.) . 0,3 %
Magnesiumsulfat . . . 0,2 9 Magnesiumsulfat . . . . 0,6 9.

Man impft von den beiden letzteren Néhrlosungen in Bierwiirze oder dgl. iiber, laflt die
neue Kultur 24 Stunden bei 25° stehen und siit hiernach das Zellenmaterial auf feuchte
Gipsblscke aus. Bei Luftzutritt und bei einer Temperatur von ca. 259 tritt alsdann Sporen-
bildung ein. Das Temperaturmaximum liegt fiir die Sporenbildung tiefer, das Minimum
hoher als fiir die Sprossung.®) Frisch keimende Sporen kénnen durch Nahrungsentzug so-
gleich wieder zur Sporenbildung gebracht werden. Wegen technischer Einzelheiten iiber
die Gipsblscke, die HaNSEN in der Form breiter Kegelstiimpfe anfertigt, iiber die Ton-
wiirfel, auf welchen ErtoN die Hefen zur Sporenbildung bringt, u. a. m. muf} die Original-
literatur”) verglichen werden. — Nach Goropkowa kann man 8. cerevisiae auf zucker-
armem Agar leicht zur Sporenbildung bringen:

Agar . . . . .. 1 9%

Pepton . . . . . 1 9

Fleischextrakt . . 1 9

Chlornatrium . . 0,6 9

Glukose . . . . 0,256 %.
Bei 289 erscheinen die Sporen nach 2—3 Tagen.®)

1) BucHTa, Einfl. d. Lichtes auf die Sprossung d. Hefe (Zbl. {. Bakt. 11, 1914, 41,340).

2) Purvis a. WARWICK, The infl. of spectral col. on the sporulation of Saccharomyces
(Proc. Cambridge phil. soc. 1907, 14, 30).

3) Wirr, H., Beob. iib. d. Lebensdauer v. Hefen in Gelatinekult. (Zbl. f. Bakt. IT,
1911, 31, 436).

4) Rech. s. L. phys. et la morph. d. ferments alcooliques II. Les ascospores etc.
(C. R. trav. labor. Carlsberg 1883, 2); Neue Unters. iib. d. Sporenbild. bei d. Saccharom.
(Zbl. {. Bakt. IT, 1899, 5, 1).

5) Vgl. die von KrLEBs gegebene Analyse (Z. Phys. d. Fortpfl. einiger Pilze IIl.
Aligem. Betracht. Jahrb, f. wiss. Bot. 1900, 35, 15, 16; ferner Probl. d. Entwickl. Biol.
Zbl. 1904, 24, 449).

6) Vgl. Hansen (C. R. Labor. Carlsberg 1902, 5, 64).

7) z. B. ErioN, H., Ziicht. v. Askosp. auf Tonwiirfeln (Zbl. f. Bakt. 1893, 13, 749);
WicaMany, N., Ub. d. Askosporenziicht. auf Ton (ibid. 1893, 14, 62); BowmniLy, Zur
bakteriol. Technik (ibid. IT, 1899, 5, 287).

8) GoroDpROWa, A, A., Uber das Verfahren, rasch die Sporen von Hefenpilzen zu ge-
winnen (Bull. jard bot. St. Petersbourg 1909, 8, 169).
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Rassenbildung usw. — Das bekannteste, von E. Cur. Hansen!) eingebend
behandelte Beispiel fiir eine Mutation im Sinne pE Vries’®) ist die Ober- und Unterhefe.
Die beiden physiologisch wohl unterschiedenen Formen sind insofern nicht selbstindig,
als die eine aus der anderen sich entwickeln kann: in einer Reinkultur der Unterhefeform
konnen sich Oberhefezellen, in einer Reinkultur der Oberhefeform Unterhefezellen bilden;
beide Formen konnen in dem nimlichen Nahrsubstrat nebeneinander fortleben und sich
vermehren. Ob irgendwelche ZuBeren Faktoren bei der Entstehung der neuen Form ur-
sichlich beteiligt sind, ist noch génzlich unklar.

Eine andere Art der Rassenbildung liegt- bei der Entstehung asporogener Formen
vor, d. h. solcher Zellen, welche die Fihigkeit, Sporen zu bilden, verloren haben. Fiir
die asporogenen Hefen konnte HaNSEN zeigen, daB die konstant sporenlose Form allmahlich
aus der typischen hervorgeht, und da8 sich an jeder beliebigen Zelle kiinstlich diese , Trans-
formation” hervorrufen liBt, indem man sie bei hoher Temperatur (zwischen dem Maxi-
mum fiir Sporenbildung und dem fiir Sprossung) kultiviert.’) HaNsEN erzielte Rassen,
die schon seit ca. 17 Jahren asporogen fortgeziichtet werden und sich somit als konstant
asporogen erwiesen haben. Die asporogenen Hefen unterscheiden sich von den sporula-
tionsfihigen durch ihren Mangel an Glykogen, ihr Unvermogen, Gelatine zu ver-
fliissigen w. a. m. Uber asporogene Rassen von Schizosaccharomyces octosporus vgl.
BEYERINCK.4)

Wichtige Arten. -— Als bekannteste Vertreter der Hefen sind zu nennen 8. cere-
visine (Bierhefen, zahlreiche Rassen bekannt), den man aus obergirigen Bieren leicht ge-
winnen kann, 8. ellipsoideus (Weinhefen), der in girenden Obst- und Traubenweinen tatig
ist, und 8. Pastorianus mit wurstformigen Zellen, der in ,kranken* Bieren anzutreffen ist.
PreBhefe ist iiberall kiuflich zu erhalten. Die Institute fiir Gérungsgewerbe — z. B.
das Berliner (Berlin N 65) — haben Bierhefen der verschiedensten Provenienz in Rein-
kulturen vorratig.5) Als Bezugsquelle fiir Weinhefe (8. ellipsoideus) ist die staatl. Versuchs-
anstalt zu Geisenheim a. Rh. zu nennen®), in welcher die verschiedensten Formen fiir
Trauben-, Obst- und Schaumweinbereitung vorritig gehalten werden.

" 8. apiculatus.’) — Eine durch die Zitronenform der Zellen gekennzeichnete Hefe-
form, die auf Narben, Nektarien und auf reifen zuckerhaltigen Friichten hiufig auf-
tritt, Wachst auf den iiblichen Hefendhrboden allerdings nur langsam heran.
Methoden zur Sporenerzeugung wurden bisher nicht gefunden. Gelatine wird ver-

1) Oberhefe und Unterhefe. Studien iiber Variation und Erblichkeit (Zbl. f. Bakt:
11, 1906, 15, 353). :

2) Die Mutationstheorie, Leipzig 1901.

3) Compt. Rend. Laborat. Carlsberg 5.

4) Weitere Beob. iib. d. Octosporushefe (Zbl. f. Bakt. II, 1897, 3, 449).

5) Vgl besonders LINDNER, P., 1909, a.a. O.

6) Vgl. BERRENS, J., Die Reinhefe in der Weinbereitung. Ein historischer Riick-
blick (Zbl. f. Bakt. IT, 1897, 8, 354); daselbst zahlreiche Literaturangaben; WORTMANN,
Bericht iiber die Tatigkeit der mit der pflanzenphysiologischen Versuchsstation verbunde-
nen Hefereinzuchtstation (Berichte der Geisenheimer Versuchsanstalt 1898/99); Uber
einige in den Dominenkellereien zu Ebersbach im Herbst 1896 nach Verwendung von Rein-
hefe ausgefiihrte Girversuche (Weinbau u., Weinhandel 1897, 15).

7) MULLER-THURGAU, Saccharomyces apiculatus (Larars Handb. d. Technischen
Mykologie 4, 315); WiLL, Vergleich. morphol. u. physiol. Unters. an vier Kulturen der
Gattung Pseudosaccharomyces KLOCKER. (Saccharomyces apic., REEN) (Zbl. f. Bakt. II,
1915, 44, 225); dort weitere Literaturangaben,
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fliissigt. — Eine merkwiirdige Abart fand LiNDNER in Schildldusen (8. apiculatus var.
parasiticus).')

8. Mycoderma. — Die in dieser Sammelart vereinigten Hefeformen sind in Bier, Obst-
weinen usw. weit verbreitet. Man fordert ihre Entwicklung durch Luftzufuhr.?) Auf
fliissigen Nihrboden (Wiirze, Pflaumensaft, Obstweinen usw.) bilden die Mykodermahefen
charakteristische Kahmhsute. Uber das variable Aussehen der auf festen Béden heran-
wachsenden |, Riesenkolonien” vergleiche man LinpNER und MrIssNEr?); Néheres iiber die
Kolonieform (auch iiber die ,rhizoiden Anhinge®, die in die Néhrgelatine vordringen)
ferner bei Hurcuinsox?); vielleicht sind die Mykodermahefen zum Studium der Rassen-
bildung u. dgl. besonders gut geeignet. — Betr. die Trennung von den Essigsiurebak-
terien siehe unter diesen.

8. Kefyr. —v. FrREUDENREICH") kultiviert ihn auf Milchserumgelatine, in Fleischbriihe,
Milchzuckerbouillon, in Milch und auf Kartoffeln am besten bei 229,

S. Ludwigii. — In Schleimfliissen der Biume gefunden. Uber seine Kultur vgl.
E. Cur. HansEex.)

8. (Torula) giutinis. — Als , Rosahefe werden seit F. Conn’) eine Reihe von klein-
zelligen, hefedhnlich sprossenden Organismen bezeichnet, die unter dem Sammelnamen
8. glutinis zusammengefafit sein mdgen. Die Rosahefe tritt spontan auf Stirkekleister,
Kartoffeln und vielen anderen Substraten auf. Coux kultivierte sie auf festen (Kartoffeln)
und fliissigen Nahrboden (weinsaurem Ammonium), sie wéchst ebensogut auf den iiblichen
zuckerhaltigen Gelatinenihrboden, oftmals bei Peptonernihrung.”) Uber die Riesen-
kolonien vgl. LINDNER a. a. O.

Schizosaccharomyces oclosporus erhilt man nach BEyEriNck?) aus Wasser, in welchem
man Korinthen oder Feigen abgewaschen hat. Gelatine wird stark verfliissigt. Sch.
octosporus sowie den interessanten Sch. Pombe erhilt man nach Berastin'?) dadurch, daB
man asiatische Korinthen mit 10 9 Bierwiirze -~ Milchsiure (8—11 9, Normalsiure) iiber-
gieBt und einige Tage bei 85° C stehen liifit; sobald Gérung eintritt, giet man Platten mit
Wiirzeagar.

Mukorazeen. — Auf Pferdemist, der unter éiner Glasglocke gehalten wird, auf feuch-
tem WeiBbrot, das der Luftinfektion im Laboratorium ausgesetzt war, u. dgl. siedein

1) LINDNER, P., Ub. eine in Aspidiotus Neris paras. leb. A.-Hefe (Zbl. f. Bakt. IT, 1895,
1, 782). :
2; WINOGRADSKY (Arb. d. Petersburger Naturf. Ges. 1884, 14, 132) z. B. macht An-
gaben iiber den EinfluBl der O-Zufuhr auf die Wuchsform der Hefen.
3) LINDNER a. a. O.; MEISSNER, Morph. u. Phys. d. Kahmhefen usw. (Landwirtsch.
Jahrb. 1901, 30, 497).
4) Uber Form u. Bau der Kolonien niederer Pilze (Zbl. f. Bakt. II, 1906, 17, 65).
5) Bakteriol. Unters. iiber den Kefir (Zbl. f. Bakt. II, 3, 47); BEvERINCEK, Sur le
Kéfir (Arch. néerl. sc. exactes et natur. 1889, 23, 428). | Kefyrkorner” liefern die Apotheken.
6) Uber die im Schleimflusse lebender Biiume beobachteten Mikroorganismen (Zbl. {.
Bakt. 1889, 5, 632). Uber die Organismen der Schleimfliisse vgl. besonders Lupwias Ar-
beiten (zusammenfassender Bericht im Zbl f. Bakt. II, 1896, 2, 337) und RosEs Disser-
tation (s. 0.). -
7) Conn, F., Unters. iib. Bakt. (Beitr. z. Biot. d. Pfl. 1872, 1, Heft 2, 127, 187).
8) PringsHEIM, E., u. BiLEwsky, H., Uber Rosahefe (Beitr. z. Biol. d. PfL. 1910,
10, 118).
9) Weitere Mitteilungen iiber die Octosporushefe a. a. O.
10) Wochenschr. f. Brauerei, 24, Nr. 8.
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sich stets Mukorazeen an (Mucor mucedo, M. racemosus, M. stolonifer [= Rhizopus nigri-
cans ], Pilobolus crystallinus, Thamnidium elegans, seltener Syncephalis). Thre kiinstliche
Kultur auf sterilem Mist, auf Pflaumensaftnahrboden usw. gelingt leicht. Bei Verwen-
dung der Abfille von Pferden, die vorzugsweise mit Heu ernahrt worden sind, kann man
auf besonders reichliche Pilobolus-Vegetation rechnen. Fiir Sporodinia u. a. empfiehlt
BrEFELD namentlich rohe, geschiilte Bananen; der auf Collybia parasitierende Mucor
fusiger wichst vortrefflich auf kalt gewonnenen Ausziigen von Collybia-Fruchtkorpern. )
Kulturen von Mucor geben Gelegenheit zur Beobachtung interessanter Parasicen?) (Chaeto-
cladium, Parasitella, Piptocephalis); in Pilobolus findet man den parasitisch Jebenden,
kleine Gallen erzeugenden Pleotrachelus. Uber Mucor racemosus, die Bedingungen seiner
Fortpflanzung, seine anaérobe Entwicklung vgl. Kuess®), iiber M. stolonifer ScrosTAKO-
wrTscr?), iber Thamnidium BAcaMANN®), iber Sporodinia grandis, welche auf modernden
Hutschwimmen vorkommt, besonders Kress.?) Die letztgenannte Form wird dadurch
interessant, daBl man bei ihr jederzeit leicht Zygosporen erhalten kann; Rhizopus nigri-
cans bildet nach Brzssowor®) auf 489 Zuckerlosung reichlich Zygoten. Wegen der
s,,heterothallischen* Mukorazeen, d. h. derjenigen, welche erst nach dem Zusammentreffen
der Hyphenspitzen der zwei geschlechtlich verschieden veranlagten ,Rassen” zur Zygo-
sporenbildung schreiten, vgl. BLARESLEE.Y) — Der Grofe seiner Fruchthyphen wegen
wird Phycomyces nitens fiir allerhand physiologische Experimente benutzt und in vielen
pflanzenbiologischen Laboratorien auf den iiblichen Nihrboden®) stindig auf Lager ge-
halten; in der Natur begegnet man ihm selten.

Entomophthorazeen. — Empusa wurde von BREFELD (s. u.) zuerst in Kultur ge-
nommen. SHELDON kultivierte sie auf Bouillonagar.!%) Racreorski!!) sah Empusa auf
Peptonagar wachsen, wenn neben der Aussaat eine sterilisierte Fliegenleiche lag.

1) BrREFELD & u. S.50 Anm. 5 (Heft 14).
2) BURGEFF, Sexual. u. Paras. bei Mukorineen (Ber. d. D. B. Ges. 1920, 38, 318).
3) Beding. d. Fortpil. bei einigen Algen u. Pilzen, Jena 1896.
4) Einige Versucheiiberdie Abhingigkeitd. M. prol.v.d. 4uB.Beding.(Flora 1897,84,88).
5) Einfl. d. 4uBl. Beding. auf die Sporenbildung v. Thamnidium elegans (Bot. Ztg,
1895, 53, I, 107). :
6) Zur Physiol. d. Fortpfl. einiger Pilze. 1. Sporodinia grandis (Jahrb. f. wiss. Bot.
1898, 32, 1).
7) S.o.p. 140. Anm.
8) Besonders: Sexual reproduction in the Mucorineae (Proc. Americ. Acad. of Arts
and Seci. 1904, 40, 205;) Zygospore formation a sexual process (Science N. S. 1904, 19,
864), Zygospore germinations in the Muc. (Ann. myco!. 1906, 4, 1), OrBAN, GR. Unters.
iib. d. Sex. von Phycomcyes nitens. Diss. Bonn, vgl. Beih. z. Bot. Zbl. 1918, 36, Abt. I.
Uber ringformige Anordnung der Zygosporen, iiber eine durch Kultur erbaltene asporo-
gene Rasse (Zygorrhynchus Vuilleminii), iiber den EinfluBl der Erndhrung auf Zygosporen-
hildung u. a. vgl. Namysrowski, B., Studien tiber Mukorazeen (Bull. intern. Acad. Se.
Cracovie, CL des sc. math. et nat., Ser. B., Sc. nat. 1910,477).
9) Einige Ratschlige bei WEVRE, A. DE, Rech. expér. s. 1. Ph. nit. Kunze (Rec. inst.
bot. Bruxelles 1908, 4, 155); vgl. auch oben S. 140,
10) Cultures of E. (Journ. appl. Microsc. 1903, 6, 2212).
11) Ub. Schrittwachst. d. Zelle (Bull. Acad. Sec. Cracovie 1907, 898). Uber negative
Ergebnisse mit E. elegans (auf Portherio chrysorrhoea) vgl. MAIMONE, Parasit. u. Ver-
mehrungsformen v. E. eleg. n. sp. (Zbl. {. Bakt. 11, 1914, 40, 98).
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Basidiobolus ranarum ist aus dem Darm der Frosche meist leicht zu isolieren. Raci-
BoRSKI') kultivierte den Pilz auf verschiedenen Substraten; seine Ziichtung macht keinerlei
Schwierigkeiten. Besonders iippig ist das Wachstum in Peptonlésung; unter dem Ein-
fluB bestimmter Substanzen (Zucker u. a.) sah RACIBORSKI ein auffilliges Palmellastadium
zustande kommen. Auch Zygosporen sind in kiinstlichen Kulturen oft anzutreffen.

Chytridiazeen. — Das in Timpeln und Griben weit verbreitete Rhizophidium
pollinis fingt man ein, indem man frischen oder getrockneten Pinuspollen auf das Wasser,
in dem man Zoosporen vermutet, aufstreut. 2—3 Tage nach dem Ausstreuen sind die Pollen-
korner zum Untersuchen fertig. Auch RA. sphaerotheca wiichst gut auf demselben Substrat.?)

Monoblepharideen. — Morphologisch interessante Wasserbewohner, die fiir selten
gelten, indessen doch ziemlich verbreitet zu sein scheinen.’) LacrrmErM?!) konnte ver-
schiedene Formen aus Zweigstiicken, die mit Flechten oder Pyrenomyzeten besetzt waren
und den Winter {iber in Wasser gelegen hatten, sich entwickeln sehen. Woronin®) kulti-
vierte sie, indem er Zweige von Alnus u. dgl., Koniferennadeln oder -zapfen in Schalen mit
Wasser brachte; binnen 3-—8 Tagen entwickelten sich auf den genannten Objekten neben
anderen Pilzen auch Monoblepharideen.

Saprolegniazeen. — Achlya- und Saprolegnia-Arten sind fast immer leicht dadurch
zu erhalten, dafl man in Leitungs- oder Sumpfwasser tote Fliegen, Stiicke von Mehl-
wiirmern, Ameiseneier u. dgl. einlegt. Nimmt man unverletzte Fliegenleichen, so gelingt
es, die gleichzeitige Entwicklung von Bakterien einzuschrinken. Auf die im Wasser vor-
handenen Zoosporen wirken die genannten Objekte stark anziehend. Schon vor Ablauf
der ersten Woche sieht man an der Fliege usw. ein kriftiges Saprolegniazeenmyzel sich
entwickeln.®) Zum Zweck der Isolierung verfihrt Horn') in der Weise, daB er ein Myzel-
stiickchen auf Peptonagar (1 9, Agar, 1 9 Pepton) iibertrigt; auf diesem fiillt das schnell
wachsende Myzel bald ansehnliche Flachen aus; die duBersten Enden des Myzels liegen
bakterienfrei vor, so daB man durch ihre Ubertragung auf neue Nihrboden reine
Kulturen gewinnen kann; besonders empfehlenswert ist Dekokt von gelben Erbsen (auf
20 ccm je 1 Erbse). Gegen Sturen sind Saprolegnien #duferst empfindlich (s. 0.). Angaben

1) Ub. d. Einfl. iuBerer Beding. auf die Wachstumsweise des Basidiob. ranarum (Flora
1896, 82, 107). . ’

2) Zorr, Uber einige niedere Algenpilze 1887 ; MULLER, Fr., Unters. iib. d. chemo-
taktische Reizbarkeit der Zoosporen v. Chytridiazeen u. Saprolegniazeen (Jahrb. f. wiss.
Bot. 1911, 49, 421).

3) Corxu, Monographie des Saprolegniées 1872; MinpEN, Uber Saprolegniineen (Zbl.
f. Bakt. II, 1902, 8, 805).

4) Mykol. Studien IT, Untersuch. iiber die M. (Bih. till. K. Svenska Vet. Akad. Handl.
25, Afd. 111, Nr. 8). :

5) Beitr. z. Kenntn. d. M. (Mém. Acad. imp. Sc. St. Petershourg 1904, Sér. VIII)
CL phys.-math. 16, 1, vgl. Bot. Ztg. 19086, 64, 81).

6 ) pE Bary, Spezjes der Saprolegnieen (Bot. Ztg. 1888, 42, 597); Maurizio, A.,
Studien iiber Saprolegnieen (Flora 1896, 82, 14); ScHOUTEN, 8. L., A pure culture of Sapro-
legniaceae (K. Akad. Wetensch. Amsterdam 1901, 601, a_}lch Reinkulturen mit een onder
het mikroskoop geisoleerde cell. Utrecht 1901); MiNpEN, Ub. Saprolegniineen (Zbl. {. Bakt.
11, 1902, 8, 805); Craussen, P., Ub. Eientwickl. u. Befrucht. bei Saprolegnia monoica (Ber.
d. D. Bot. Ges. 1908, 26, 144); MickE, M., Z. Kenntn. d. Eientw. u. Befr. von Achlya poly-
andra DE Bary (ibid. 1908, 26a, 367).

7) Experimentelle Entwicklungsinderungen bei Achlya polyandra pE Bary (Diss.,
Halle 1904; auch Ann. Mycol. 1904, 2, 207). 8. auch OBEr, P., Res. on the condition of
the forming of oogonia in Achlye (Ann. Mycol. 1910, 8, 421).
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iiber den EinfluB #uBerer Bedingungen auf die Form der Hyphen, Querwandbildung, die
Fruktifikation usw. finden sich namentlich bei Kress!) und Hory (a. a. 0.). Ahnlich
wie Saprolegnia 138t sich Leptomitus auf Gelatine (+ 0,1 9, Pepton und 0,6 %, Rohrzucker)
kultivieren und rein gewinnen.2) Uber Aphanomyces vgl. RoTHERT.?)

Peronosporazeen. — Phytophthora infestans wichst nach BrererD?) bei kiinstlicher
Ernihrung (kalt gewonnenes Extrakt aus getrockneten Scheiben junger Kartoffelknollen,
event. + Bierwiirze) ,wie Unkraut, fast so iippig wie sie auf den Kartoffeln wichst".
MaTrucHOT und MoLIIARD haben Phyfophthora auf lebenden Kartoffelstiicken und kiinst-
lichen Nihrboden kultiviert®), HiMMELBAUR kultivierte Ph. cactorum, Ph. fagi und Ph.
suringae — letztere sah er schone Hexenringe entwickeln.5)

Zahlreiche Beitrige zur Kenntnis der hoheren Pilze (Askomyzeten, Basidiomyzeten
einschl. Uredineen und Ustilagineen) verdanken wir BREFELD ), der Vertreter aller Gruppen
auf kiinstlichem Substrat kultiviert hat, freilich insofern mit wechselndem Erfolg, als er
bei vielen Pilzen nur die einfache Fruktifikationsform der Konidienbildung an den kulti-
vierten Exemplaren eintreten sah und bei anderen nur steriles Myze) zu erzielen vermochte.
Besonders zu betonen ist, dal BREFELD nicht nur Saprophyten, sondern auch typische
Pflanzenparasiten auf kiinstlichen Substraten zu ziichten vermochte.

Exoaszeen. — BrEFELD (a. a. O. Heft 9, 142) erzog in kiinstlichen Nihrlosungen
aus Askosporenhefe weiteres Hefenmaterial, aber kein Myzel (Taphrina rhizophora,
Exoascus deformans).

Ascoidea rubeseens, vgl. BeerrLp a. a. O. 94. KrEss®) kultivierte den Pilz auf
Pflaumensaft-Agar u. a. (Konidien- und Askusbildung).

Perisporieen.®) -— Penicillium und Aspergillus sind artenreiche und weitverbreitete
Gattungen der Perisporieen, die sich leicht kultivieren lassen und tiberdies als Verunreiniger
der Pilzkulturen eine grofle Rolle spielen. Penccillium glaucum, eine sehr formenreiche

1) Zur Phys. d. Fortpfl. einiger Pilze II. Saprolegnia mizta (Jahrb. f. wiss. Bot. 1899,
33, 513).

2) TroMmsporrF, Ub. d. Wachstumsbeding. d. Altwasserpilze L. u. Sphaerotilus
(Zbl. f. Bakt. IT, 1918, 48, 62; dort weitere Literatur).

3) Die Sporenentwicklung bei 4. (Flora 1903, 92, 293).

4) Botan. Unters. iiber Hefenpilze. Leipzig 1883, 5. Heft, 10; ferner 14. Heft des-
selben Werkes, 1908, 41.

5) Sur la culture pure du Ph. infestans DE BARY, agent de la maladie de la pomme de
terre (Bull. Soc. mye. France 1900, 16, 209).

6) Uber die Formen der Ph. omnivora DE Bary (Verhandl. Zool.-bot, Ges. Wien 1912,
62 [192)).

7) Bot. Unters. iiber Schimmelpilze 2. Heft, Leipzig 1874 (behandelt Penicillium);
3. Hett, Leipzig 1877 (behandelt Coprinus, Amanite, Agaricus, Gasteromyzeten, Cla-
varieen, Tremellineen); 4. Heft, Leipzig 1881 (Verschiedene Phykomyzeten und Asko-
myzeten); 5. Heft, Leipzig 1883, Bot. Unters. iiber Hefenpilze (Ustilagineen); 6. Heft,
Leiprzig 1884, Bot. Unters. iib. Myxom. u. Entomophth. (Myxomyzeten, Conidiobolus);
7. Heft, Unters. aus d. Gesamtgebiet d. Mykol., Leipzig 1888 (Pilakreen, Aurikularieen,
Tremellineen, Dakryomyzeten); 8. Heft, Leipzig 1889 (Tomentelleen, Thelephoreen,
Hydneen, Agarizineen, Polyporeen); 9. Heft, Miinster 1891 (Hemiasci, Exoasci); 10. Heft,
Miinster 1891 (Pyrenomyzeten, Hysteriazeen, Diskomyzeten); 11. u. 12. Heft, Miinster 1895
(Ustilagineen); ferner 14. Heft, Miinster 1908 (Kultur der Pilze).

8) Zur Physiologie d. Fortpflanz. einiger Pilze ITI (Jahrb. £. wiss. Bot. 1900, 35, 92, 98).

9) Austiihrliche Mitteilungen iiber die nachfolgend genannten Gattungen bei WEH-
MER in Larars Handb. d. techn. Mykol.,, Jena 1906, 4, 192ff.
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Sammelspezies!), ist in der Laboratoriumsluft iiberall vorhanden und wichst auf feuchtem
WeiBbrot, Friichten und auf allerhand kiinstlichen Nahrboden. Niheres {iber Morphologie
und Entwicklung der Konidien und Perithezien bei BREFELD?); dieser erhielt solche nach
Aussaat auf ungesiuertem grobem, allerdings nicht sterilisiertem Brot, das gut anschlieBend
auf eine Glasplatte aufgelegt wurde : nach 6 Tagen bedeckt man die Kultur mit einer zweiten
Glasplatte, an der alsbald die Fruchtkérper wahrnehmbar werden. Bezssoxor®) beobach-
tete reichliche Perithezienbildung nach Kultur auf zuckerreichen Substraten (100 cc H,O
+ 95 g Rohrzucker oder 42 9 Zucker und Gelatine). Als P. avellaneum wird von
Traom und TURESSON eine Art beschrieben, die auf den verschiedensten N#hrboden
leicht Perithezien entwickelt.?) Wie WAcHTER gezeigt hat, sind manche Arten aus
dem Formenkreise des P. glaucum befihigt, Koremien, d. h. biumchenshnliche Ge-
bilde mit weillichem Stiel und grinem sporentragendem Kopf zu bilden®); An-
wendung sehr verdiinnter Nihrlosungen und Kultur auf Apfeln. ist fiir ihre Bildung
forderlich. Scmirerrszxy empfiehlt Kultur auf Zitronen®), Boas (P. Schreggii) AusschluB
der ultravioletten Strahlen.”) Ganz #hnliche Myzeldochte werden auch von anderen
Pilzen gebildet.®) — Mit P. glaucum oft verwechselt wird das in Laboratorien ebenfalls
weit verbreitete P.luteum, das auf denselben Substraten, auch auf Zitronenscheiben,
Dattelextrakt usw. sehr hiufig auftritt; der sterile Myzelrand fillt durch seine gelbe Fir-
bung auf. Perithezien hiufig; ,Neigung” zur Koremienbildung. Andere P.-Arten treten
auf faulenden Siidfriichten auf (P. ifalicum, P. olivaceum). Uber Rassenbildung bei P.
s. HAENICKE (1916, s. 0.). Uber P. brevicaule s. o. S. 97; iiber Kultur von Penicillium auf
Holz (Produktion von Hadromase) vgl. CzaPEK.?) -— Aspergillus- Arten®) lassen sich eben-
falls aus der Laboratoriumsiuft auffangen und als verbreitete Saprophyten leicht auffinden.
A. glaucus (Eurotium herbariorum, E. repens) findet sich auf allerhand modernden organi-
schen Stoffen, auf Schwarzbrot, auf eingemachten Preifielbeeren u. a.; Konidien griin,
die hiufigen Perithezien goldgelb; sie entstehen'!) z. B. auf Brot jederzeit, wenn man die

1) Vgl. Troms, Ca., Culture studies of species of Penicillium (Departm. of Agric. B.
of Anim. Ind., Bull. No. 118, Washington 1910); WzstLing, Ub. d. griinen Spezies d.
Gattung P. (Ark. f. Bot. 1912, 11); WortsE, Unterscheidung einiger P.-Spezies nach
physiol. Merkmalen (Zbl. {. Bakt. II, 1918, 48, 97).

2) Bot. Unters. iiber Schimmelpilze, 2. Heft, Miinster 1874, 41. Ferner von dem-
selben yWerk 14. Heft, 1908, 60.

8) Ub. d. Wachst. d. Aspergillazeen u. a. Pilze auf zuckerhaltigen Niahrboden (Ber.
d. D. Bot. Ges. 1918, 36, 646; s. auch ibid. 225).

4) Mycologia. 1915, 7, 284.

5) WicnTER, W., Ub. d. Koremien des Penic glaucum (Jahrb. f. wiss. Bot. 1910,
48, 521); vgl. auch Fiscuzr, H., Uber Coremium arbuscula n. sp. (Ber. d. D. Bot. Ges. 1909,
27, 502).

6) Vgl Ref. Zbl. f. Bakt. II, 1915, 43, 227,

7) Boas, Ub. ein neues Cor.-bild. P (Mykol. Zbl 1914, 5, 73).

8) WEnMER, Coremium silvaticum mn. sp., nebst Bemerk. z. System. d. Gattung
Penicillitum (Ber. d. D. Bot. Ges. 1914, 32, 254).

9) Z. Biol. d. holzbewohn. Pilze (Ber. d. D. Bot. Ges. 1899, 17, 166).

10) Systematische Analyse der zum Formenkreis des 4. glaucus gehérigen Pilze bei
MaxgIN, L., Qu'est-ce que 1’Asp. gl. ete.? (Ann. Sec. nat. Bot. II, sér. IX, 10, 303); WgH-
MER, Monogr d. Pilzgattung Asp., Genf 1903; WaTermaN, D. Selekt. bei d. Nahrung
v. A. niger (Fol. Microbiol. 1913, 2, 135).

11) Vgl. KrEss, G., Bedingung d. Fortpflanzung bel einigen Algen und Pilzen, Jena
1896, 4774f.
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Kulturen bei einer Temperatur von 28—29° hilt. A.niger (verzweigte Sterigmen! =
Sterigmatocystis nigra) ist zeitweilig in Laboratorien hiufig; er bevorzugt saure Nahr-
boden und hat ein hohes Temperaturoptimum (40°); man kann ihn gewohnlich leicht er-
halten, wenn man Gallipfelinfuse im Thermostaten halt. A. flavus und A. fumigatus,
jener mit gelben, dieser mit griinen Konidiendecken, haben ebenfalls nohes Temperatur-
optimum. Uber den im Pansen des Rindes auftretenden A. cellulosae s.Horrre.') Uber
Perithezienbildung auf Zuckerlosungen s. Brzssonor (s. 0.). Uber degenerierende, alte
A.-Ziichtungen, die sich morphologisch und physiologisch von normalen unterscheiden,
8, ScaraMM und WEHMER.2) — Citromyces Pfefferianus (Angaben iiber seine Morphologie
bei WEHMER a. a. O.) siedelt sich auf sauren Boden wie Zitronensaft an; Zucker wird
von ihm in freie Zitronensdure umgesetzt.

Tuaberazeen. — Die Triiffelpilze sind insbesondere auf ihre Keimung hin schon wieder-
holt untersucht worden, doch leider oft in unzulinglicher und unwissenschaftlicher Art.
Neuerdings beschiftigte sich MaTrRUcHOT mit Tuber melanosporum und T'. uncinatum
(Myzelkultur, Sklerotiumbildung auf Kartoffel 4 Nihrlosung).?)

Pezizazeen. — Viele Vertreter dieser Familie haben sich kiinstlicher Ziichtung zu-
ginglich gezeigt.?) Sclerotinia sclerotiorum ist seit DE BarY®) auf Mohrriiben, auf kiinst-
lichen Substraten (Pflaumensaftagar usw.) oft kultiviert worden: man infiziert mit einem
Stiickehen des Sklerotium die Nihrboden, auf welchen nach 8—14 Tagen neue Sklerotien
in Hexenringen zur Ausbildung kommen. Sklerotien in feuchten Sand gelegt bilden nach
einigen Monaten Apothezien.

Pyronema confluens ist auf sterilisierter Erde leicht zu kultivieren: man streut auf der
im Autoklaven (7 Atm.) behandelten Erde Sporen aus, bedeckt den Topf mit einem Glas
und stellt ihn an einen warmen, hellen Platz. Nach 6—7 Tagen erscheinen die Frucht-
korper®). Auch auf Gelatine und Agar laBt sich P. leicht kultivieren. CrLAUSsEN setzt in
eine Petrischale ein kleines GlasgefaB, fiillt dieses bis zum Rand mit Agar von folgender

Zusammensetzung: Agar . . . . . ... 2 %
Inulin puriss. . . . . 2 %
KH,PO, . . . . .. 0,06 %
NH,NO, . . . . .. 0,06 %
MgSO, . . . . . .. 0,02 %
Fe,(POy)y. . . . . . 0,001 9
HO........ 95 %

und den freibleibenden Raum der Petrischale mit demselben, aber inulinfreiem Agar bis

1) Horrrx, Ub. einen bisher unbek. in Zelluloselss. im Verdauungstraktus vorkomm.
Asp. (Zbl. £. Bakt. I, Orig., 1919, 83, 531). .

2) SomramMm (Mykol. Zbl. 1915, 5, 20) und WEnMER (Zbl. {. Bakt. I1, 1907, 18, 393
u. 1919, 49, 145).

3) 8. la culture artific. de la truffe (Bull. Soc. Mycol. 19, 267).

4) Vgl. BREFELD, Untersuch. aus d. Gesamtgebiet d. Mykol. Heft 4, 9 u. 10.

5) Uber einige Sklerotinien u. Sklerotienkrankheiten (Bot. Ztg. 1886, 40, 377). Vgi.
BrEFELD a. a. O. 4. Heft, 112.

6) Kosarorr, P., Beitr. z. Biol. von Pyr. confl. (Arb. Kaiserl. Biol. Anst. f. Land- u-
Forstwirtsch. 1906, 5, 126); CLausseN, P., Zur Entwicklungsgeschichte der Askomyzeten
Pyr. confl. (Ztschr. f. Bot. 1912, 4, 1). Vgl auch Scemipr, E. W., Oedocephalum glome-
rulosum Harz, Nebenfruchtform zu Pyronema omphalodes (BurL.) Fekr. (Zbl. f. Bakt.
1910, II, 25, 80).
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zu gleicher Hohe. In der Mitte wird P. (Sporen oder Myzel) ausgesit; nach wenigen Tagen
fruktifiziert er auf dem inulinfreien Teil des Substrats sehr reichlich.

Ascobolus findet man z. B. auf Pferdemist; er 1iBt sich auf den iiblichen Pilznihrboden
kultivieren.l) Uber 4scophanus, Boudiera und Thelebolus vgl. TERNETZ, CLAUSSEN,
RaMrLow.2) — Botrytis cinerea wichst auf den iiblichen Nihrboden; wenn man Blitter
von Kriutern oder Weinbeeren einige Tage unter der Glasglocke hélt, kann man mit
Bestimmtheit auf die Entwicklung des Pilzes rechnen. B. Bassiana, die Erregerin der
Muskardine cder Kalksucht des Seidenspinners, kultivierte z. B. BravvErir3).

Hysteriazeen. — Lophodermium pinastri (Schiittepilz) wichst auf verschiedenen
Nahrboden, auf Nihrgelatine, auf sterilisierten Nadeln verschiedener Kieferarten (Pinus
silvestris, P. strobus), zuweilen. auf Brot mit Pflaumendekokt oder Kiefernholz.4)

Sphaeriazeen, — Arten von Sordaria und Chaetomium®) sind auf Mist, auf faulenden
Pflanzenteilen u. dgl. anzutreffen und zumeist auf den iiblichen Nahrboden leicht zu
kultivieren (auf Mist, Mistdekokt, Viciastengeln mit Agar, auf Pﬂaumenqaft usw.). Vgl
besonders BrereLD, 9. Heft, 31.

Xylaria hypoxylon sowie die in Gewdchshdusern nicht seltene tropische X. Cookes
kultivierte Morisce®) auf Pflaumensaft, auf Brot u. a.

Hypokreazeen. — Am eingehendsten auf dem Wege kiinstlicher Kultur erforscht
ist Nectria, mit der sich BREFELD (a. a. O. 10. Heft) und WeRNER") beschéiftigt haben. Letz-
terer kultivierte den Pilzerfolgreich auf fliissigen und festen Néhrboden (Pflaumensait, Agar,
Kartoffeln, Brot, Kastanien usw.). Uber Polystigma rubrum und die Keimung seiner Sper-
matien vgl. BREFELD (a. a. O. 9. Heft, 31). Derselbe Forscher brachte Claviceps purpurea
auf kiinstlichen Nahrboden zur kriftigen Myzel- und Konidienbildung (Sphacelia-Form);
Sklerotien wurden niemals beobachtet (a. a. O. 8. Heft, 16).

Uredineen, — Alle Sporenformen lassen sich auf kiinstlichen Substraten zur Keimung
bringen. Lebenstihige Kulturen sind jedoch noch nie erzielt worden.

Ustilagineen. — Besonders BREFELD (a. a. O. 5., 11., 12. Heft) hat gezeigt, daB die
Sporen der Ustilagineen nicht nur in kiinstlichen Néhrlosungen keimen, sondern daB
sich in diesen die Zellen der Brandpilze in Form von Hefen unbeschrinkt vermehren
konnen Malzextrakt Pflaumensaft und #hnliche Losungen eignen sich zur Kultur dm

1) Uber den EinfluB der Bakterien s. 0. S. 147.

2) TERNETZ, Cu., Protoplasmabewegung u. Fruchtkorperbildung bei Ascophanus
carneus (Jahrb. f. wiss. Bot. 1900, 35, 278); CraussEN, Z. Entwicklungsgesch. d. Asko-
myzeten, Boudiera (Bot. Ztg. 1905, 63, I, 1); Ramrow, Z. Entwicklungsgesch. v. Th.
stercoreus (ibid. 1906, 64, I, 85); Beitr. z. Entwicklungsgesch. d. Askoboleen (Mykol. Zbl.
1914, 5, 177).

8) Vgl. Rev. gén. de Bot. 1914, 26, 81.

4) Tusev¥F, [Kultur parasitischer Hysteriazeen (Naturwiss. Ztschr. f. Land- u. Forst-
wirtsch. 1910, 8, 408).

5) Zorr, W., Zur Entwicklungsgeschichte der Askomyzeten (Chaetomium) (Nova acta
1881, 42, Nr. 5); Orrmanws, Ub. d. Entwickl. d. Perithezien in der Gattung Ch. (Bot. Ztg.
1887, 45, 193).

6) Leuchtende Pflanzen, 2. Aufl. Jena 1912, 43ff. Vgl. ferner HARDER, R., Beitr.
z. Kenntn. v. Xylaria hypoxy,on (Naturwiss. Zbl. f. Forst- u. Landw. 1909, 7, No. 8);
FreeMaN, D. L., Unters. . d. Stromabildung der Xyl. hyp. in kiinstl. Kult. (Ann.
Myecol. 1910, 8, 192). ;' BRoNsaRT, Vergleich. Unters. iiber 3 Xyl.-Arten (Zbl. {. Bakt. 11,1919,
49, 51).

7) Die Beding. der Konidienbildung bei einigen Pilzen. Dissertation, Basel 1898,
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Brandpilzhefe. Ustilago Jensenit geht in Kulturen zu normaler Myzelbildung iiber, wenn
eine besonders sauerstoffreiche Atmosphire ihm geboten wird und der Nahrboden alka-
lische Reaktion hat.!) Kwier site die Sporen auf 59, Malzextrakt 4 109, Gelatine
aus ; die Sporidien, die sich nach 2—3 Tagen bildeten, wurden durch PlattengieBen isoliert.*)
Sporenbildung konnte in kiinstlichen Kulturen bisher niemals mit Sicherheit, beobachtet
werden.

Tremellineen, Aurikularieen. — FEinige Angaben bei BREFELD (a. a. O. 7. Heft).
Pilacre Petersiz wurde bis zur Fruchtbildung namentlich auf Buchenholzsiigespinen und
Bierwiirze kultiviert (BREFELD, a. a. O. 14. Heft).

Exobasidieen. — BrErELD, kultivierte E. Vaccinit auf kiinstlicher Nahrlosung bis zur
Konidienbildung (a. a. O. 8. Heft).

Thelephoreen. — Von Stereum erhielt BREFELD (ibid.) auf kiinstlichen Nahrboden
nur steriles Myzel; Coniophora cerebella bildet auf festen Néhrboden von der iiblichen
Zusammensetzung3), auf Holz u. a. reichliches Myzel; Cyphella wurde von MOLLIARD?)
kultiviert.

Klavarieen, — Einige Angaben bei BREFELD (a. a. O. 3. Heft).

Hydneen, — BREFELD (a. a. 0.) konnte nur einige von ihnen zur Keimung bringen, und
auch von diesen nur steriles Myzel ziichten. Bis zur Fruchtbildung kamen Duacars Kul-
turen (8. w.) von Hydhum coralloides.

Agarizeen. — BREFELD (a. a. 0.) brachte die Angehorigen zahlreicher Gattungen auf
seinen Nihrlosungen zur Keimung, Myzel- und Oidienbildung, viele sogar zur Fruchthii-
dung, Besonders gut kultivierbar sind die mistbewohnenden Coprinusarten®): C. ephe-
merus, ephemeroides, lagopus, plicatilis, stercorarius u. a.), die auf sterilisiertem Pferdemist,
Kuhfladen, Mistdekokt 4 Agar nach Aussaat von Sporen oder kleinen Myzelteilen sich
schnell entwickeln. Sklerotien bringt man auf feuchtem Sand unter eine Glasglocke.
Agaricus melleus (Hallimasch) kam in Morisca’ Kulturen$) bis zur Fruchtkérperbildung;
MoriscH site in Erlenmeyer-Kolben auf Brot aus und sah jedesmal Fruchtkérperbildung
eintreten, wenn das Substrat nach iippiger Entwicklung der Rhizomorphen allmihlich
an Feuchtigkeitsgehalt verlor, ohne vollstindig einzutrocknen. Parasitisch lebende Arten
der Gattung Nyctalis kultivierte BRerELD auf kalt gewonnenem Russula-Extrakt und
Bierwiirze bis zur Anlage von Fruchtkiorpern. — Speziell bei der Kultur von Agarizeen
erzielten FEreUusoN und Ducear gute Erfolge mit der ,,tissue culture method« (s. a.
S.139); Ducear ziichtete verschiedene Agaricusarten (4. campeéstris u. a.), Coprinus, Pleu-
rotus usw. bis zur Fruchtbildung.

1) His, E., Ursachen der Myzelbildung bei Ustilago Jensenti (Rostr.) Dissertation,
“Tibingen 1912.

2) K~1Ep, Unters. iib. d. Antherenbrand ( Ustilago violacea PERS.) (Ztschr. f. Bot. 1919,
11, 257).

3) Vgl. z. B. HARDER a. a. O.; WEHMER, Hausschwammstudien (Mykol. Zbl. 1912,
1, 2). Hier wird auch iiber die Fihigkeit des Pilzes, die Wattestopsel seiner Kulturen
zu durchwachsen und durch die Stipsel benachbharter fremder Kulturen in diese einzu-
dringen, berichtet.

4) Observ. s. le Cyphella ampla LEev. obtenu en culture pure (Bull. Soc. myc. France
1903, 146).

b) Vgl. auBer BREFELD noch HaNsEN, E. CHg., Biol. Unters. iib. Mist bewohn. Pilze
{Bot. Ztg. 1897, 535, 111); Farck, Die Kultur d. Oidien u. ihre Riickfiihr. in die hobere
Fruchtform b. d. Basidiom. (Couns Beitr. z. Biol. d. Pfl. 1902, 8, 307).

6) Leuchtende Pflanzen, 2. Aufl. Jena 1912, 40.

Kiister, Mikroorganismen, 3. Aufl 11
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Weitere Mitteilungen iiber Kultur von Angehorigen des Pleurotus-, Tricholoma-.
Collybia-Kreises u. a. finden sich noch mehrfach in der Literatur.!) — Uber die Anlage von
Champignonkulturen im girtnerischen Sinn und die Behandlung von Champignonbrut.
liegt reichliche Literatur vor.2)

Polyporeen. — BrEFELD (a. a. O.) brachte Merulius-, Daedalea-, Trametes-, Poly-
porus-Arten w. a. zur Keimung und Myzelbildung und beobachtete Oidien- und Chlamydo-
sporenproduktion. Uber die ,,Schnallenbildung bei Hymeno- und Gasteromyzeten
und die Bedingungen ihrer Entstehung vgl. Kxi1Ep.3) Fistulina hepatica wichst (nach
BREFELD, a.a. 0., H. 14) vortrefflich auf Nahrlosungen, die aus Fruchtkorpern der
gleichen Spezies hergestellt sind. DuceAR (a. a. O.) brachte Daedalea bis zur Frucht-
bildung. Uber die Hetercthallie kultivierbarer Basidiomyzeten und die Abhingigkeit.
der Fruchtkérperbildung von dem Zusammenwirken mehrerer Myzelien haben neuer-
dings KntEps Arbeiten AufschluB gebracht.?)  GroBes praktisches Interesse be anspruchen
die Versuche, Merulius lacrymans (Hausschwamm) kiinstlich zu kultivieren. Poreck?)
war der erste, der kiinstliche Kulturen von Hausschwamm (oder éhnlichen Holzbewohnern ?)
anlegte (Aussaat von Sporen auf Holzscheiben). Auf kiinstlichen Nahrlosungen erzielte
v. TuBEUF®) schone Kulturen: zu 50 g folgender Losung:

1000 g Wasser
10 , Ammoniumnitrat
5 ,, Kaliumphosphat
1 ,, Magnesiumsulfat
2 ,, Milchséure
wurden 10 g Filtrierpapier gegeben; der Pilz verwertet die Zellulose des letzteren. AuBerdem
legte TuBeUF Kulturen mit 4,4 ¢ Wasser

25 ,, Malzextrakt oder

Fleischextrakt
10 , Zitronensdure
0 , Gelatine

1) VgL den Bericht der Kommission d. D. Bot. Ges. iiber die Hebung der Produktion
v. Speisepilzen (Ber. d. D. Bot. Ges. 1919, 87, 177); zahlreiche Beitrége seitens franzosischer
Autoren, z. B. CosTaNTIN u. MaTRUCHOT, Cult. d'un champ. lignicole (C. R. Acad. Sc.)
Paris 1894, 119, 752; MatrUcHOT, Rech. biol. 5. . champ. (Rev. gén. de Bot. 1897, 9, 81.)
Ders. in Rev. gén. bot. 1914. 25 bis, 503, C. R. Acad. Se. Paris 1914, 1588, 724 (Tricholoma )
Youxa in Bot. Gaz. 1914, 57, 524 (Clitocybe) u. v. a.

2) Vgl. z. B. WeNDISCH, Die Champlgnonkultur in ihrem ganzen Umfange. 3. Auil,
Berlin 1905; GriN, Der Champignon und seine Kultur, Erfurt 1899 u. a.; MaTrRUCHOT,
S. L cult. nouv. & partir de la spore de la 1épiote élevée (Lepiota procera SCOP ) (C. R. Acad.
Sc. Paris 1912, 155, 226).

3) Ub. d. Beding. d. Schnallenbild. b. d. Basidiomyzeten. (Flora 1918 111, 380.)

4) Kn1rp, Ub. morphol. u. physiol. Geschlechtsdifferenzierung (Verhandl. Phys.-
med. Ges. Wiirzburg 1919).

b) Vgl. MOLLERS Arbeit (s. Anm. 12).

6) Beitr. z. Kenntn. d. Hausschwamms Merulius lacrymans (Zbl. {. Bakt. 1T, 1902, 9,
127); Uber gelungene Kulturversuche des Hausschwammes (M. lacrym.) aus seinen Sporen
(Hedwigia 1903, 42, [6]). Weitere Literatur: MareNkoviG, B, Mit d. Sporenkeimung
zussmmenhingende Versuche mit Hausschwamm (Naturwiss. Ztschr f.Land-u.Forstwirtsch.
1904,2, 100) ; MOLLER, A., Hausschwammforschungen, Jena1907—1912; Mzz, C., Der Haus-
schwamm. Dresden 1908; WEnMER, C., Hausschwammstudien (Mykol. Zbl. 1912, 1, 21f.).
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an. Wie alle holzzerstorenden Pilze, bevorzugt auch Merulius feste Nihrboden. In den
iiblichen kleinen KulturgefaBien bildet er keine Fruchtkorperl), wohl aber auf Holz, das
man in grofen feuchten Kammern zu halten hat. Mit Boletus-Arten und dhnlichen sind
bisher noch keine positiven Kulturresultate zu gewinnen gewesen.

Gasteromyzeten. — Angaben iiber Nidulariazeen machte BREFELD (a. a. O. 3. Heft).
Cyathus striatus und Crucibulum vulgare kultivierte Etpam?) auf Pferdemistdekokt u. dgl.
bis zur Myzelbildung, ersteren sogar bis zur Anlage der Fruchtkorper. Relativ leicht
kultivierbar ist Sphaerobolus stellatus, der schon oft in Gewichshiusern an Orchideen-
kiisten usw. beobachtet worden ist. Ebp. Fiscuer?) kultivierte ihn auf ausgekochtem
Sigemehl; ein mit diesem gefiillter Blumentopf wurde in Wasser gestellt, so dafl das Sub-
strat immer hinreichend feucht blieb. Duacar?) kultivierte ein Lycoperdon bis zur Frucht-
korperbildung.

Flechten. — Mit der Kultur der flechtenbildenden Pilze hat sich zuerst A. MOLLER be-
schiftigt.’) Es gelang ihm, auf geeigneten Nihrlosungen Flechtenpilze ohne Algen zur
Entwicklung zu bringen und selbst Spermatien (Collema) keimen zu sehen. TOBLER
kultivierte Xanthoria parieting, Parmelia acetabulum, Pertusaria vulgaris u. a. m. und
arbeitete mit festen Kultursubstraten: Pappelborkeextrakt und Bierwiirze (3 9)-Gelatine
bzw. -Agar, Tontellerchen, die mit Erde eingerieben und sterilisiert worden waren, Blumen-
erde, die beim Sterilisieren eine das Flechtenwachstum begiinstigende harte Oberflichen-
kruste bildete. ToBLER ging von Askosporen, Soredien und Thallusstiicken aus; die bio-
logische Synthese der Flechte gelang, wenn die Pilze auf Bierwiirzegelatine oder -agar
kultiviert und dann zugleich mit Algenmaterial auf Schiefer- oder Tonstiickchen iiber-
tragen wurden.®)

Fungi imperfecti. — Fiir die imperfekten Pilze muB an dieser Stelle noch mehr
als bei den friiheren Gruppen eine beschrinkte Auswahl geniigen. Oidium lactis, der
,Milchschimmel”, ist jederzeit auf saurer geronnener Milch leicht zu erhalten; auf feucht
gehaltenen Klumpen von Prefbefe bildet er oft dichte Uberziige, auBerdem treffen wir
ihn in der Butter, auf sauren Gurken usw.”) Seine Kultur gelingt leicht®); er verschmiiht
iibrigens als N-Quelle Nitrate und Nitrite und bevorzugt Ammonsalze und Harnstoff.

1) Uber eine Ausnahme berichtet R. HarpER (Naturwiss. Ztschr, f. Land- u. Forst-
wirtsch. 1909, 7, 428).

2) Die Keimung der Sporen u. die Entstehung d. Fruchtkorper bei den Nidularieen
(ConNs Beitr. z. Biol. d. Pil. 1877, 3, 2. Heft, 221). LEININGER, Ber. d. D. B. G. 33, 281.

3) Z. Entwicklungsgesch. d. Gasteromyzeten (Bot. Zeitg. 1884, 42, 433).

4) The principles of mushroom growing and mushr. spawn making (Bur. Plant.
Industr. Bull. Nr. 85, Washington 1905):

b) Kultur der flechtenbildenden Askomyzeten ohne Algen {Dissertation, Miinster
i. W. 1887); Uber die sogen. Spermatien der Askomyzeten (Bot. Zeitg. 1888, 46, 421).
Von #lteren s. BorNET, Rech. s. les gonidies des lichens (Ann. sc. nat., Bot. V sér., 17,
1873) u. TrEUB, M., Lichenenkultur (Bot. Ztg. 1873, 31, 721).

6) ToBLER, F., Das physiol. Gleichgewicht v. Pilz u. Alge in d. Flechten (Ber. d. D.
B. Ges. 1909, 27, 421), Z. Ernshrungsphys. d. FL (ibid. 1911, 29, 3), Z. Biol. v. FL u.
Flechtenpilzen I, I1 (Jahrb. f. wiss. Bot. 1911, 49, 389).

7) Néhere Angaben z. B. bei LinpnER, P., 1909, a. a. O.

8) Vgl. z. B. FaLcg, Die Kultur d. Oidien u. ihre Riickfiihrung in die hohere Frucht-

form bei d. Basidiomyzeten (Beitr. z. Biol. d. Pfl. 1902, 8, 307); iiber die Form der Kulturen
siehe HuTCHINSON a. a. O.

11*
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Rohrzucker, Maltose und Milchzucker sind als C-Quelle untauglich, brauchbar sind Glukose,
Lévulose, Azetate, Propionate, Butyrate.l)

Fusarium und andere Pilze kultivierten AppEL und WoLLENWEBER auf gekochten
Vegetabilien bis zur hoheren Fruktifikationsform. Fusarium entwickelte seine Sporen
besonders gut auf Stengeln von Kartoffel, Lupine, Pferdebohne usf.; die Farbstoffe, be-
sonders die der plektenchymatischen Myzele traten auf Knollen besonders deutlich hervor.?)

Fusarium aquaeductuum, der an seinem Moschusgeruch und seinen mondsichelihn-
lichen Konidien (,,Selenosporium*!) kenntliche , Moschuspilz*, wurde von KrrasaTo u. a.%)
kultiviert. Der Pilz wichst auf Heuinfus, Bouillon, Gelatine, Agar, Kartoffeln, Reis, Brot
usw. usw. Auf den letztgenannten stirkehaltigen Biden bildet er ein rotliches Myzel, das
nach KrrasaTo binnen kurzer Zeit ziegelrot wird. Besonders rein ist der Moschusgeruch
in Bouillon und in Getreideinfusen (Weizen, Hafer, Roggen).

Mykorrhiza, — Isolierung und Kultur der Mykorrhizapilze sind in der neuesten Zeit
von verschiedenen Autoren erfolgreich in Angriff genommen worden. Wurzelbewohnende
Pilze gewann TerNETZY) von Vaccintum oxycoccus; der , Oxycoceuspilz soll sich in N-
freien Nahrlosungen wie 9 100 /. Dextrose

0,1°/, KH,PO,
0,02/, MgSO,
4—0,1%/, CaCO;
NaCl
FeR8O,

kultivieren lassen (s. 0.). Pexkro kultivierte Mykorrhizapilze der Fichte, sowie den in
den Alnus- Wurzelknollen vegetierenden Actinomyces (Wiirze + Kaliumkarbonat u.
Dikaliumphosphat.?)

Die in den Wurzeln der Orchideen lebenden Pilze gewann Burcrre®) in der Weise,
daB er aus sorgfiltig gereinigten Wurzelstiicken mit einer sterilisierten Kapillare ein diinnes
Zylinderstiick herausstach und mit einem in der Kapillare verschiebbaren Glasfaden das
ausgestochene Stiickchen aus der Rohre herausbeforderte, nachdem diese samt ihrem In-

Spuren {

1) Nach Beverinck, M. W., Uber die Absorptionserscheinung bei den Mikroben (Zbl.
f. Bakt. II, 1911, 29, 161).

2) Arper, O., u. WoLLENWEBER, H. W., Die Kultur als Grundlage zur besseren
Unterscheidung systematisch schwieriger Hyphomyz. (Ber. d. D. Bot. Ges. 1910, 28, 435);
Grundlage einer Monogr. d. Gattung F. (Arb. Biol. Anst. 1910, 8, 1—207).

3) Krrasato, S., Uber den Moschuspilz (Zbl. {. Bakt. 1889, 5, 365); LAacERHEIM, G. V.,
Zur Kenntnis des Moschuspilzes Fusarium aquaeductuum LAGERH. usw. (ibid. 1891, 9,
655) u. a.

4) Assimil. d. atmosphir. Stickstoffs durch einen torfbewohn. Pilz (Ber. d. D. Bot.
Ges. 1904, 22, 267). — Den Wurzelpilz der Erikazeen — einen zwingenden Beweis dafiir,
daB der gewonnene Pilz tatsiichlich der gesuchte Mykorrhizabildner sei, konnte Verf.
allerdings nicht erbringen — kultivierte Cm. TernErz (Ub. d. Assim. des atmosph. N
durch Pilze, Jahrb. f. wiss. Bot. 1907, 44, 353) in der Weise, dal 2—4 mm lange Stiickchen
der Erikazeenwurzeln in 19, HCl und dann in sterilisiertem H,O gewaschen und hierauf
auf den Nihrboden gelegt wurden (Rhododendronblitter oder Torfdekokt und 29, Agar).

5) PExLo, Die pflanzl. Aktinomykosen (Zbl. f. Bakt. 11, 1910, 27, 451), Beitr. z. Los.
d. Myk.-Problems (Ber. d. Bot. Ges. 1909, 27, 239) {ib. symb. Bakt. d. Aphiden (ibid.
1912, 30, 416).

6) Burcerr, H., Die Wurzelpilze der Orchideen, ihre Kultur und ihr Leben in der
Pflanze. Jena 1909.
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halt tief in den Niihrboden hineingestoBen worden war. Die besten Resultate erhielt Verf.
mit gewohnlichem Agar und Regenwasser, dem eine Spur Stirke zugesetzt war; zu stark
saure Reaktion der Nihrboden ist sorgfiltig zu vermeiden.

Die,, RuBtaupilze*, welche Blédtter der verschiedensten Pflanzen mit einem schwar-
zen Belag iiberziehen (Fumago, Hormodendron, Cladosporium, Pleospora, Dematium, Co-
niothecium), stellen der Kultur auf Pflaumensaft u. a. keine Schwierigkeiten entgegen.')
Einige von ihnen sind als Kulturverunreiniger héiufig anzutreffen (Cladosporium, Dema-
tium).?)

Actinomyces odorifer (Cladothriz odorifera) hat sein Interesse durch die Fihigkeit,
den charakteristischen Erdgeruch zu erzeugen. Nach RuLrmann?) ist der Mikroorganismus
aus Erde zu isolieren; er lafit sich auf den verschiedensten Substraten, Semmel, Erbsen-
brei, Bouillon mit Milchzucker (19)), auf Gelatinenihrboden usw. usw. leicht kultivieren.
Sarzmann?) stellte fest, inwiefern die Produktion des spezifischen Duftstoffes in kiinst-
lichen Kulturen durch die Ernihrung beeinfluit wird; Mitteilungen iiber heubewohnende,
thermophile 4.-Arten bei MieuE.?)

Streptothriz-Arten, welche an den Wurzeln vieler héherer Pflanzen vorkommen, iso-
lierte BEYERINCK.®) Str. chromogena, die nur sehr geringes N-Bediirfnis hat, wiichst z. B. in

0,05 % KH,PO,

0,05 9% MgSO0,

1 9% Glukose,
jedoch auch in Fleischbouillon oder Malzwiirze. Von ihren Stoffwechselprodukten war
oben (8. 142) schon die Rede.

Achorion, ein nagel- und haarbewohnender Pilz, wiichst auf den {iblichen bakterio-
logischen Nihrboden (s. u.).

Uber die Aérophilie bzw. Aérophobic der einzelnen Arten?) liegen noch keine aus-
reichenden physiologischen Untersuchungen vor.

Kultur parasitischer Pilze auf lebenden Pflanzen. Die groBe Schar von
Pilzen, welche als Pflanzenparasiten in der Natur vorkommen, sind, wie aus BREFELDs
Beobachtungen hervorgeht, mit ihrer Entwicklung, ja nicht einmal mit ihrer Vermehrung
an ihr spezifisches lebendiges Substrat gebunden, das in der Natur als , Wirtspflanzen*
sie aufnimmt; allerdings ist es bisher bei den meisten Formen noch niemals gelungen,

1) Scuosraxowrrsch, Ub. d. Beding. d. Konidienbild. bei RuBtaupilzen, Diss..
Basel 1895 (auch Flora 1895, Ergénzungsband). NEGER, Experim. Unters. iib. Ruitau-
pilze (Flora 1917, 10, 67).

2) Uber letzteres vgl. auch LiNnpaU in Larars Handbuch d. techn. Mykol. 19086, 4,
274). Cladosporium ist nach LAURENT (s. 0.) typischer Nitratorganismus.

8) Chemisch-bakteriol. Unters. v. Zwischendeckenfiillungen mit besond. Beriick-
sicht. von Cl. odorifera (Dissertation, Miinchen 1895); Weitere Mitteil. iib. Cl. odorifera
(Zbl. £. Bakt. II, 1896, 2, 116); Weitere Mitteil. iib. Cl. dichofoma u. Cl. odorifera (ibid.701).

4) Chem..physiol. Unters, iib. d. Lebensbeding. v. zwei Arten denitrifiz. Bakt. iib. d.
Streptothriz odorifera (Dissertation, Konigsberg 1902); wihrend des Druckes erscheint
Ligsk®, Morphol. u. Biol. d. Strahlenpjlze (Actinomyzeten) Berlin 1921,

5) Uber die Selbsterhitzung des Heus. Jena 1906.

6) Uber Chinonbildung durch Streptothriz chromogena u. Lebensweise dieses Mikrobens
(ZbL. £, Bakt. II, 1900, 6, 2).

7) NeeBE and UxNa, Die bisher bekannten neuen Favusarten (Zbl. f. Bakt. 1893,
13, 1) u. a.
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bei Erndhrung mit den iiblichen Saprophytensubstraten ihren ganzen Entwicklungsgang
zu beobachten. Die als Pflanzenparasiten lebenden Pilze verhalten sich in dieser Be-
ziehung ebenso, wie es fiir viele Saprophyten festgestellt und oben bereits erwihnt worden
ist: verschiedene Gestaltungsprozesse der nimlichen Pflanze setzen verschiedene Ernih-
rungs- und Kulturbedingungen voraus; die Bedingungen, unter welchen Claviceps Koni-
dien bildet, konnte BREFELD in kiinstlichen Kulturen dem Pilze bieten, die Bedingungen
aber, unter welchen er Sklerotien bildet, lieBen sich bisher bei kiinstlicher Ziichtung noch
nicht realisieren. Es spricht aber nichts gegen die Annahme, daB es spiiter gelingen wird,
auch diese Bedingungen noch zu finden und dem Pilze bei Ziichtung auf kinstlichem Sub-
strat zu bieten. So wie bei Claviceps liegen die Verhéltnisse auch bei verschiedenen anderen
Pflanzenparasiten. Wollen wir sie kultivieren und besonders mit dem ,typischen” Verlauf
ihrer Phasenfolge, so bleibt uns vorliufig nichts anderes iibrig, als sie auf ihrem spezifischen
lebenden Substrat zu ziichten. Als eine Methode der kiinstlichen Kultur kann das Ver-
fahren freilich nicht mehr angesprochen werden. Es darf aber hier nicht. vollig iitbergangen
werden, um so weniger, als gerade diese Art der Kultur auf viele wichtige Fragen der
Pilzkunde und Pflanzenpathologie Antwort zu geben vermag: einmal lassen uns Kultur-
versuche mit lebendigen Pflanzen den Entwicklungsgang der hetertzischen Pilze erkennen,
und anderseits kann oft nur durch kiinstliche Infektionen von Fall zu Fall entschieden
werden, ob ein auf Pflanzen gefundener Pilz pathogen ist odersich erst sekundér aufden durch
andere Faktoren getoteten Pflanzenteilen eingefunden und als Saprophyt breit gemacht hat.

Die Infektion der Versuchspflanzen wird erreicht, indem man Sporen, Keimlinge
oder Myzel des fraglichen Pilzes auf jene iibertrigt. Das Aussaatmaterial wird entweder
trocken oder mit Wasser aufgetragen oder auch mit organischen Nahrlosungen, wenn man
dem Pilz zuniichst eine Phase saprophytischer Ernihrung moglich machen will. Als all-
gemeine Regel hat zu gelten, daBl man die Versuchspflanzen vor der Infektion auf etwaige
Besiedlung durch irgendwelche fremde Pilze zu priifen und nur solche Exemplare zum
Versuch heranzuziehen hat, die keinerlei Anzeichen einer spontanen Infizierung erkennen
lassen. Zweitens hat man nach der Infektion dafiir zu sorgen, daBl die Pflanzen nicht noch
spontan anderweitige Infektion auBer der beabsichtigten erfahren. Man stellt daher die
Pflanzen unter Glocken und samt diesen in geeignete Gewiichshduser — damit ist schon
gesagt, daB die Versuchspflanzen in Topfe zu setzen sind; fiir fast alle Falle diirften Topf-
exemplare ausreichen. Man hat verschiedene Hilfsmittel ersonnen, welche das infizierte
Pilanzenmaterial vor weiteren Pilzbesiedlungen bewahren helfen, und ich verweise auf
Tusevurs Schilderung der in Dahlem (bei Berlin) eingerichteten Versuchshduser (s. u.).
Einfache Kulturkiisten, in welchen die geimpften Pflanzen untergebracht werden kénnen,
hat z. B. Marsaarr, Wagp?) bei Schilderung seiner Uredineenversuche beschrieben. Ist
die Benutzung von Freilandpflanzen unerlifBlich, so muB man die geimpite Stelle durch
einen geeigneten Glaszylinder schiitzen oder wenigstens mit einer wasserdichten Pergament-
papierdiite einbinden. —

Diejenigen Pilze, welche ihre Wirtspflanzen durch Schwirmsporen infizieren, be-
diirfen natiirlich einer nassen Aussaat. Chytridiazeen (z. B. Synchytrium tarazact) be-
handelt Lip1?) folgendermaBen. Die frischen, von Synchytrium befallenen Blitter werden

1) MagsuALL WARD, On pure culture of a Uredinee (Puccinia dispersa ErIEss.) (Zbl.
f. Bakt. IT, 1903, 9, 161).

2) Beitrage zur Kenntnis der Chytridiazeen. Dissertation, Bern 1901 (Hedwigia,
1901, 40, 1).. Daselbst Hinweise auf die altere Literatur und beachtenswerte technische
Details,
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in frisches Wasser gelegt; nach einigen Stunden treten zahlreiche Schwirmer aus, die das
Wasser rotlich firben und eine Art roten Niederschlags bilden. Mit dem zoosporenhaltigen
Wasser werden die Versuchspflanzen bespriiht, oder sie werden stundenlang in das Wasser
eingetaucht.

-Wenn man mit Peronosporazeen infizieren will, ist die Versuchspflanze mit Wasser
zu liberspriihen; dann werden die Konidien, welche bei manchen Gattungen Zoosporen
produzieren, bei anderen direkt keimen, iibertragen und die geimpften Pflanzen unter
Glasglocken gestellt. Uber Keimung und Keimlinge vgl. b Bary.!)

Mit Exoaskazeen sind ebenfalls schon erfolgreiche Impfungen ausgefiihrt worden.
SaprBECK?) rief auf Erlen durch Infektion mit Bxoascus epiphyllus Hexenbesen hierver; die
Sporen werden in die Knospen eingeschoben. Uber die Pfropfung von Hexenbesenreisern
auf gesunde Unterlage vgl. namentlich HEINRICHER.?)

Die Meltaupilze oder Erysipheen wurden von NEGER?) ausfiihrlich studiert. Man
iiberspriiht die Versuchspflanzen oder zerreiBit iiber ihnen die meltautragenden Pflanzen-
stiicke. Die Konidien schweben in dichten Wolken herab und lassen sich auf die be-
netzten Pflanzenteile nieder. Bei allzu dichter Aussaat der Sporen kommen oft Botrytis
oder Acrostalagmus cinnabarinus auf, welche die Meltaurasen vernichten. Die Keimfihig-
keit der Konidien priift man im hingenden Tropfen.

Uber die Inféktion mit Uredineen findet man niheres besonders bei TuBEUF,
Ep. Fiscuer, KLEBAHN u. a.5) Die Teleutosporen werden im Herbst gesammelt, in auf-
gehingten Gazesiickchen oder auf dhnliche Weise im Freien iiberwintert und spiter vor
der Infektion der Versuchspflanzen zur Bildung der Sporidien angeregt. Letztere erhilt
man im allgemeinen binnen eines Tages, wenn man die teleutosporentragenden Blitter usw.
benetzt und im feuchten Raum unterbringt oder die Teleutosporen direkt in einem Tropfen
Wasser auf die Versuchspflanze legt. Im ersten Fall muBl man die Sporidien auf die be-
netzte Oberfliche der Versuchspflanze iibertragen. Fiir Infektion der Léirchen mit Me-
lampsora gibt KLEBARN (a. a. O. 87) eine Vorrichtung an, bei deren Anwendung die Spori-
dien von selbst auf das zZur Infektion bestimmte Organ auffallen. — Azidiosporen trigt
man auf die benetzte Unterseite der Blitter auf, da die Keimschliuche durch die Spalt-
offnungen ins Blattgewebe vordringen. Will man sich erst von der Keimfihigkeit der
Sporen iiberzeugen, so bringt man sie zundchst in Wasser zur Keimung. Uredosporen
iibertragt man durch Abreiben oder Abdriicken des Ausgangsmaterials auf das zur Infektion

1) Rech. s. le développ. de quelqu. champignons parasites (Ann. Sc. nat. Bot. Ser. IV,
1863, b); ferner EBERHARDT, A.,, Contrib. 4 Pétude de Cystopus candidus (Zbl. f. Bakt,
11, 1904, 12, 621).

2) Kiitische Unters. iib. die durch Taphrinaarten hervorgebrachten Baumkrankheiten
{Jahrb. d. wissensch. Anstalten zu Hamburg 1890, 8).

3) HuiNricHER, E., Eroascus cerasi (Fuck.) Sapes. als giinstiger Reprisentant
hexenbesenbild. Pilze usw. (Naturw. Ztschr. f. Land- u. Forstw. 1905, 3, 344).

4) Beitriige zur Biol. der Erysipheen, II. Mitteilung (Flora 1902, 90, 221).

5) v. TuBguUF, Pflanzenkrankheiten durch kryptogame Parasiten verursacht, Berlin
1895; Beschreibung des Infektionshauses und der iibrigen Infektionseinrichtungen auf
dem Versuchsfelde der Biologischen Abteilung in Dahlem (Arb. der Biol. Anst. d. K. Ge-
sundheitsamtes 1901, 2, 161); weitere Einrichtungen auf dem Versuehsfelde der Biol. Abt.
in Dahlem (ibid. 364); Ep. FisCHER, Entwicklungsgeschichtliche Untersuchungen iiber
Rostpilze (Beitr. z. Kryptogamenflora d. Schweiz, Bern 1898, 1) u. a. Arbeiten dess. Autors;
Kresanw, Die wirtswechselnden Rostpilze, Berlin 1904, 84 ff. ; daselbst weitere Literatur-
angaben; MarsHALL WARD, s. 0.
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bestimmte Pflanzenorgan. BrErELD fingt Sporidien, Uredo- und Azidiosporen in sehr
stark verdiinnter Bierwiirze auf und verstdubt die Fliissigkeit mit dem Pulverisator iiber
den Wirtspflanzen.

Ustilagineen. — BrEFELD!) gelang es, auf verschiedene Weise mit Sporen sowie mit.
Ustilagohefen, die in kiinstlichen Nahrlgsungen herangezogen worden waren, seine Ver-
suchspflanzen zu infizieren. Es wurden Keimlinge entweder mit Hefe enthaltender Fliissig-
keit bespriiht, oder es wurden gekeimte oder ungekeimte Korner in die mit Hefen ver-
mischte Erde eingelegt. Spéter berichtete BREFELD iiber die erfolgreich durchgefiihrte
Bliiteninfektion?): die Sporen werden auf Narbe und Fruchtknoten von Bliiten aufgetragen,
die sich zu Offnen im Begriff sind. Nach BrREFELD konnen die Ustilagineen nur junges,
noch weiches Wirtsgewebe infizieren, wihrend die Infektion durch Uredo- oder Azidio-
sporen der Uredineen meist an entwickelten Pflanzenorganen erfolgt.

Myzelinfektion fithrt man beim Arbeiten mit den baumzerstérenden Askomyzeten
und Basidiomyzeten so aus, dafl man Rinden- oder Holzteilchen auf die zur Infektion
bestimmten Pflanzen iibertrigt. Man okuliert sozusagen ein Stiickchen der kranken Rinde
auf oder schneidet einen schmalen Holzkeil aus der erkrankten Stelle zurecht und fiithrt
ihn nach Aufspaltung eines gesunden Astes in diesen ein (TUBEUF).

Kultur von Pilzen aul Tierkorpern, — Empusa muscae kultivierte BREFELD?) auf
lebenden Fliegen, Entomophthora radicans auf lebenden Kohlraupen.?) Uber die Kultur der
zu Cordyceps gehorigen Isariakonidienform vgl. z. B. GrarpS); die Konidien wachsen auch
auf kiinstlichen Substraten.

6. Bakterien.

Bei der Allgegenwirtigkeit der Bakterien hat der Anfinger mit dem
Beschaffen seines Ubungsmaterials keine Schwierigkeiten. Wir fangen Bak-
terien aus der Luft auf, ndem wir geeignete Nahrboden kurze Zeit unbedeckt
lassen. Wir gewinnen Bakterien aus Sumpf- oder Leitungswasser, aus
Schlamm, Gartenerde oder dgl. und stellen mit ihnen unsere ersten Ver-
suche an. Die KrArsche Bakteriensammlung, aus welcher Bakterien aller
Art in frischen Kulturen bezogen werden konnen, befindet sich (unter Lei-
tung des Prof. PRiBrAM) im sero-therapeutischen Institut zu Wien (IX, 2,
Zimmermanngasse 3).%)

Aschenbestandteile. — Die Frage, was fiir Aschenbestandteile fur
die Entwicklung der Bakterien unerlaBlich sind, hat groBes theoretisches
Interesse, aber geringe praktische Bedeutung, da die bescheidenen Mengen
erforderlicher Aschenbestandteile bei der iiblichen groben Arbeitsweise
durch Glas, Wasser und unreine Chemikalien reichlich genug in die Néhi-
l6sung kommen. BrNEckE?) stellte fest, daB K, Mg, 8 und P unerldBlich

1) Unters. aus d. Gesamtgebiet der Mykol,, 11. Heft, 1895, 181f.

2) Dass., 13. u. 14. Heft.

3) Unters iib. d. Entwickl. der Empusa muscae und E. radicans (Abh naturforsch.
Ges., Halle 1871, 12).

4) Uber die Entomophthoreen u. ihre Verwandten (Bot. Zeitg. 1877, 35, 345).

b) L'Isaria densa (Link) FrIEs, champignon parasite du hanneton commun (Bull.
scientif. France et Belgique, 1895, 24).

6) Katalog, erschien in Wien 1919.

7) Unters. iiber d. Bedarf d. Bakt. an Mineralstoffen (Botan. Zeitg. I, 1907, 65, 1).
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gind. Ob Fe zu den unentbehrlichen Elementen gehort oder nicht, steht noch
dahin. Bei der Herstellung von Néhrlosung aus reinen Chemikalien sorge
man fiir einen Gehalt von etwa 0,1 9, K.HPO, und 0,02 % MgS0,. Uber
die spezifische Rolle der einzelnen Elemente ist noch nicht viel bekannt;
CacrEs Untersuchungen zeigen, daB die Gasproduktion des Bacterium col
commune abhiingig ist von der Gegenwart des Mg oder Ca%); Mg fordert
nach den iibereinstimmenden Untersuchungen verschiedener Autoren die
Pigmentbildung (5. u.), Ca den Stoffwechsel verschiedener Bodenbewohner
u. dgl. m.

gIn der Praxis bedient man sich meist Losungen, welehe neben den un-
erlaBlichen Aschenbestandteilen auch noch andere, insbesondere Na Cl, ent-
halten. A. MryEr?) empfiehlt z. B.

1000 g Wasser

1 n KH2PO4
0,1, CaCl,
0,3 , MgSO0, + 7H,0
0,1 , NacCl
0,01, FeyCls.
Kohlenstoffnahrung. — Den Bakterien kommt hinsichtlich ihver-

C-Ernadhrung eine besondere Vielseitigkeit zu. Kohlensiure wird von den
nitrifizierenden Bakterien verarbeitet, sowie von gewissen marinen Schwefel-
bakterien. Fiir die nitrithildenden Mikroben kommen kohlensaure Salze als
C-Quelle in Betracht. Kaserer®) und SOHNGEN?) machten mit Boden-
bakterien bekannt, welche Methan als Kohlenstoffquelle verwerten. Bak-
terien, welche amorphe Kohle als einzige Kohlenstoffquelle verwerten sollen,
fand PorTER.%)

Die Vertreter der tibrigen Bakteriengruppen beanspruchen als C-Quelle
dieselben organischen Verbindungen, die oben bei Behandlung der C-Er-
nihrung der Pilze zu nennen waren; vor allem sind die Kohlehydrate und
neben ihnen die mehrwertigen Alkohole auch fiir die Bakterien auBer-
ordentlich wertvoll; immerhin gibt es nicht wenig Formen, welche als streng
,,saccharophobe® besser mit Sduren erndhrt werden.®) Die Anspriiche der
Bakterien an die Quantitit der ihnen gebotenen Kohlehydrate sind auBer-
ordentlich verschieden: saccharophil nennt CzarEK?) diejenigen Bakterien,

1) Cacug,Rolle der MgNH, PO, bei der Zuber. v. Nihrb. (Zbl. {. Bakt.I, 1906,40, 255).

2) Praktikum der botan. Bakterienkunde. Jena 1903, 15.

3) Ub. d. Oxyd. des Wasserstoffs u. d. Methans durch Mikroorg. (Zeitschr. f. land-
wirtsch. Versuchswesen Osterr. 1905, 8, 789).

4) Ub. Bakt., welche Methan als Kohlenstofinahrung u. Energiequelle gebrauchen
(Zbl. . Bakt. II, 1905, 15, 513).

5) PorTEr, C., Bact. as agents in the oxyd. of amorphous carbon (Proc. Roy. Soc. B.
1908, 80, 239; vgl. auch Zbl. {. Bakt. II, 1908, 21, 647).

6) Vgl z. B. Koun, E., Zur Biol. d. Wasserbakt. (ibid. II, 1905, 15, 722).

7) CzapEk, F., Z. Kenntn. d. Stoffwechselanspr. b. Bakt. usw. (Chiari-Festschr.
1908, 157).
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die noch in Néhrlosungen mit mehr als 15 %, Glukose gut wachsen, saccharo-
phob diejenigen, die nach vorangegangener Kultur in stark verdiinnter
Losung (4,490 Glukose) schon bei.einem 12 9, ibersteigenden Glukosegehalt
in ihrem Wachstum gehemmt werden. — Micrococcus aquatilis wichst noch in
2 :10000 000000 % Glukose (CzarEk). Besonders wichtig werden die Zucker-
arten fiir die Anaéroben (s. u.) als reduzierbare, O liefernde Substanzen, sowie
als Verbindungen, deren Spaltung ihnen Energie liefert.

Gute Néhrstoffe fiir Bakterien tiberhaupt fand Maassen?) in folgenden
Sauren: Apfelsiure, Zitronensdure, Fumarsaure, Glyzerinséure, Bernstein-
séure, Milchsdure, Schleimsdure, Weinsiure, Essigsdure usw. — in abstei-
gender Reihenfolge ihres Nahrwertes aufgezéhlt. Manche Bakterien greifen
Sduren erst an, wenn ihnen gleichzeitig andere C-Verbindungen (z. B. Glyzerin).
geboten werden.

DaB Paraffin auch von Bakterien angegriffen und assimiliert werden kann
(vgl. oben 8.129), haben die Untersuchungen von GrREIG-SmitTH dargetan.?)

Als Benzolbakterien hat man diejenigen Bakterien bezeichnet, die auf
Benzolderivaten gedeihen und sie als Nahrstoffe verwerten.s)

Stickstoffnahrung. — Auch hier bewdhrt sich die erndhrungs-
physiologische Vielseitigkeit der Bakterien. Die Leguminosenknéllchen
und verschiedene andere Bodenbewohner {fixieren den elementaren
Stickstoff der Atmosphére. Andere Mikroben verarbeiten Nitrite, Nitrate,
anorganische oder organische Ammoniumsalze, Amidoverbindungen oder
Pepton. Wie bei Besprechung der Pilze sind auch hier die Amidoverbindun-
gen und Pepton als besonders wertvolle Nahrstoffe zu nennen.

Finzelheiten miissen auf die Besprechung der verschiedenen Bakterien-
gruppen verspart bleiben.

Reaktion. — Die alte Regel, da Bakterien auf alkalisch reagierendem
Nahrboden zu ziichten sind, besteht im allgemeinen durchaus zu recht, darf
aber nicht dahin verstanden werden, daB saure Nahrboden ein fiir allemal
Bakterienvegetation ausschléssen. Die Essigsdurebakterien gind neben ande-
ren sdurezehrenden Bakterien bekannte Beispiele fiir besonders séureliebende
Organismen.

Nahrboden, welche nicht von vornherein alkalisch reagieren, alkalisiert
man mit Sodalésung oder Na OH. Auf 100 cem neutralisierter Traubenzucker-
gelatine setzt man mit WERKER?) 1 com n — Nay, CO;. Man priife mit blauem
Lakmuspapier, das bei Benetzung keine Rotung mehr zeigen darf. Ist beim
Alkalisieren die Alkaleszenz zu stark geworden, so setzt man Phosphor-,
Milch- oder Salzsiure zu.

o 1) Beitr. z. Ernihrungsphysiol. d. Spaltpilze. Die organ. Siuren als Nihrstoffe u.
ihre Zersetzbarkeit durch d. Bakt. (Arb. k. Gesundheitsamt 1896, 12, 340).

2) GrEIG-Smith, Destruction of Paraffin by Bac. prodig. and soil-organisms

{Proc. Linn-Soc., New South Wales, 1914, 3. 538, vgl. Journ. R. Micr. Soc. 1915, 173).

3) WaonEeRr, Ub. Benzolbakt. (Ztschr. f. Gérungsindustrie 4, 289).
4) WURKER, Sitzungsber. phys.-med. Sozietit Erlangen, 41, 248.
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Der Grad der Alkaleszenz, welcher den verschiedenen Bakterienarten
optimales Wachstum gestattet, ist sehr verschieden; besonders dann, wenn
man z. B. bei wasseranalytischen Untersuchungen auf einer Kulturplatte
Mikroben der verschiedensten Art ziichten will, ist die Frage nach der Alkali-
sation des Nihrbodens nicht leicht zu beantworten; um vergleichbare Resul-
tate zu erhalten, muf man vor allem den Nahrboden stets den gleichen Grad
der Alkaleszenz geben.!) Prarn stellt den Neutralitdtspunkt mit Lakmus
fest und gibt noch 0,15 9%, kristallisiertes Soda zu. Andere Bakteriologen
neutralisieren unter Benutzung von Phenolphtalein.

Die Anagroben scheinen einen starken Grad von Alkaleszenz zu ver-
tragen.?)

Die Reaktion der Nihrbdden bleibt wihrend der Entwicklung der
Bakterien durchaus nicht die gleiche. Vor allem spielt bei sehr vielen For-
men die Produktion von Séure (Essigsédure, Milchséure, Oxalsdure u. a.) eine
wichtige Rolle. Die Milchsdure hat deswegen besondere Bedeutung, weil sie
bei Frndhrung mit Zucker oder mehrwertigen Alkoholen von sehr vielen
Bakterien und auch von solchen gebildet wird, welche gegen Sduren sehr
empfindlich sind (s. u.); vgl. auch das spéter unter ,,Stoffwechselprodukten*
Gesagte. — Entwicklungsfahig auch auf sauren Néhrboden sind aufler den
Séuregirungserregern z. B. Bac. botulinus, Bac. prodigiosus, der Tuberkel-
bazillus u. a.).3)

Konzentration. — Uber die optimalen Konzentrationen der Nihr-
substrate geben die oben zusammengestellten Rezepte Auskunft. Gleich den
Pilzen koénnen sich auch Bakterien an hohe Konzentrationen anpassen.
A. Fiscuert) fand fir den Heubazillus die Grenzkonzentration fir das
Wachstum bei 8 % NH,Cl, 12 9% NaCl, 14 % KCl, 21 9% KNO,; LEwaN-
powsky5) kultivierte Bacillus mesentericus bei 80 % NaCl. Uber den Ein-
fluB der Konzentration auf die Bewegung der Bakterien macht FiscHEr
(a. a. 0.) Mitteilungen; den EinfluB der Konzentration auf die Ernéhrung
der Mikroben behandelt RUBNERS); iiber die Permeabilitét des Bakterien-
plasmas fir osmotisch wirksame Stoffe stellte Fiscmer (a.a. 0.) Unter-
suchungen an: Plasmolyse in 15 9%, Rohrzucker geht nach 10 Minuten zuriick.

1) Vgl. PraLL, Beitr. z. Kenntn. d. Niahrb. £ d. Bestimm. d. Keimzahl im Wasger
(Arb. k. Gesundheitsamt 1902, 18, 436); DueLMaN, M., D, Einfl. der Reakt. d. Niihrb,
auf d. Bakterienwachst. (ibid. 1897 13, 374); Husse, W., Ub. d. Einfl. d. Alkaleszenz des
Niahrb. auf d. Wachst. d. Bakt. (Ztschr. f. Hyg. 1893, 15, 183).

2) Nach MaTzuscurra (Zur Physiol. d. Sporenbildung d. Bazillen usw., Dissertation,
Halle a. S. 1902) hort ihr Wachstum erst bei 10—159, Soda auf.

3) Vgl z. B. ScuLUTER, Wachst. d. Bakt. auf saur. Nahrb. (Zbl. f. Bakt. 1892, 11,
589); PROSKAUER u. BECK, Beitr. z. Erndhrungsphys. d. Tuberkelbaz. (Ztschr. f. Hyg.
1894, 18, S.128) wu. a.

4) Unters. iib. Bakt. (Jahrb. f. wiss. Bot. 1895, 27, 1), dort.weitere Literatur.

5) Ub. d. Wachst. v. Bakt. in Salzlss. v. hoh. Konzentr. (Arch. f. Hyg, 1904, 49, 47).

6) Bez. zw. Bakterienwachst. u. Konzentr. d. Nihrl. (N- und S-Umsatz) (Arch. f.
Hyg. 1906, 57, 161).
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Was den Wassergehalt gelatindser Nahrmedien betrifft, so gilt, daB bei
35 9%, Trockensubstanz starkes Wachstum authort, bei 57—609, das Wachs-
tum tberhaupt sistiert wird.

Empfehlenswerte Nahrbdden. — Bakterien werden in Néhrlosun-
gen und auf festen Substraten kultiviert, insbesondere auf Gelatine, Agar
und Gelatine-Agarmischung. Solange kein Grund vorliegt, bei einem Bak-
terium besondere Ernédhrungsanspriiche zu vermuten, wird man seine Ziich-
tung mit Hilfe eines der ,iiblichen** beginnen. Einige der erprobten, seit
vielen Jahren gebrduchlichen Néhrboden nenne ich im folgenden.

Eine einfache Nébrlésung von bekannter Zusammensetzung gab 1858

PasTeuUR?) an. 100 g destilliertes Wasser,
10 ,, reinster Kandiszucker,
1 , weinsaures Ammonium,
Asche von 1 Teil Hefe;

spiter empfahl F.Conn?) eine ,normale Bakterien-Nahrflissigkeit
die von organischen Verbindungen nur weinsaures Ammonium als N- und
C-Quelle enthielt:

20 ccm Wasser,

0,1 g phosphorsaures Kalium,

0,1 , schwefelsaure Magnesia,

0,01 , dreibasisch phosphorsaurer Kalk,
0,2 , weinsaures Ammoniak.

Die ‘Uscurnskysche Fliissigkeit®) enthilt:

Wasser . . . . . . .. 1000 g
Glyzerin . . . . . . . 30—40
Chlornatrium . . . . . —~7
Chlorkalzium . . . . . 01 ,
Magnesiumsulfat . . . 0,2—0,4
Dikaliumphosphat . . . 2—2,6 ,
Ammonijum lacticum . 6—7
Natrium asparaginicum. 34 ,

C. ¥riAnkELY) gibt folgende Modifikation an:

Wasser . . . . . . .. 1000 g
Kochsalz . . . . . . . 5,
Kaliumbiphosphat . . . 7,
Ammonium lacticum . 6,
Asparagin . . . . . . 4,

verdiinnte Natronlauge bis zu deutlich alkaliecher Reaktion.
1) Vgl C. R. Acad. Sc. Paris 1861, 52, 346; auch MAYER, A., Unters. iib. d. alkohol.
Gérung 1870 u. a.
2) Conn, Unters. ith. Bakt. (Beitr. z. Biol. d. Pfl. 1872, 1, 127, 195).
3) Uber eine eiweiBfreie Nihrl. f. pathogene Bakt. usw. (Zbl. f. Bakt. 1893, 14, 316).
4) Beitr. z. Kenntn. d. Bakterienwachst. .auf eiweiBfr. Niihrlos. (Hyg. Rundsch.
1894, 770, 772).
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Weitere Modifikationen finden sich bei A. MEYER?'), der auch folgende
Nihrlosungen anfiihrt:

Zu einer mineralischen Nahrlésung (s. 0. S. 16ff.) werden pro 100 ccm

. 1 g Asparagin
1 g Asparagin oder { ; & g?; ii:f;n oder } oder 11 , Glyzerin und
" 0,56 g Rohrzucker
zugesetzt.
Durch ihre Einfachheit iiberrascht eine der eiweiBifreien Nihrlosungen
LLOWENSTEINs?): Ammoniumphosphat . . . 0,6 9
Glyzerin . ........ 14 9

Sogenanntes Peptonwasser enthilt in 1 1 Wasser 10 g Pepton und
10 g Kochsalz.

Unentbehrliche Hilfsmittel des Bakteriologen sind seit langer Zeit orga-
nische Produkte meist animalischer Provenienz, die in Form von Losungen
Verwendung finden oder mit Gelatine oder Agar zu ,,festen” Ndhrboden
verarbeitet werden. Hinsichtlich der Konzentration, in welcher die Gallerten
herzustellen sind, gllt das im Allgemeinen Teil Gesagte; aus Worrs Unter-
suchungen wissen wir, daB Bakterien erst auf Nahrboden, die etwa 60 %
Trockensubstanz enthalten, ihr Wachstum einstellen.3)

7 den beliebtesten Néhrmedien gehort Kocns Niahrgelatine:

in Fleischwasser (s. 0. 25)
10 % Gelatine
1 % Pepton (z. B. WirTE)
0,6 % Kochsalz.

bta.tt 10 % Gelatine kann man hier wie bei den spiter angegebenen
Gelatinerezepten auch ca. 1,5 % Agar nehmen (,,Nihragar®). Ahnliches
leistet Liebig-Peptongelatine:

10 9 Gelatine

1 9% Pepton

1 % Ligsigs Fleischextrakt
0,6 9% XKochsalz.

Neben Liesies Extrakt leisten auch Macers Praparate gute Dienste.
~_ Der ,,Ragitagar” (nach Marx)#) enthélt Agarpulver, Pepton und ,,ge-

1) Praktikum der botan. Bakterienkunde. Jena 1906, 24.

2) LOweNSTEIN (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1913, 68, 591), LockEMANN, Welche Nihrst.
sind f. d. Wachstum d. Tuberkelbazillen unbedingt notwendig? (ibid. 1919, 83, 420).

3) Wour, L., Ub. d. Einfl. d. Wassergehaltes d. Niahrb. auf d. Wachst. d. Bakt.
(Dissert. Wiirzburg 1899). WEeicERT, R., Ub. d. Bakterienwachstum auf wasserarmen
Nahrboden (Zbl f. Bakt. I Orig., 1904, 86, 112). — KuFrERATH, Action de la gélatine
a div. concentrations s. 1. bactéries et L levures (Zbl. f. Bakt. II, 1915, 42, 557). —
Bakterien, die sich nicht auf, sondern in Gelatine entwickeln, verhalten sich ganz dhnlich;
vgl. Jorxs, A., Ub. d. Wachst. d. Bakt. in und auf Nihrbéden hoherer Konzentr. (Arch.
f. Hyg. 1907, 63, 123).

4) Magx, Z. Vereinf. d. Nihrbodendarst. mittels Ragitpulver (M. med. Wochenschr.,
1910, Nr. 7); die Priparate liefert MERCK-Darmstadt.
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koérnte Bouillon“ von Macer, ,,Ragitbouillon® nur die beiden letzten Be-
standteile.

Heypex-Nahrstoff, Nutrose, Tropon, Somatose und &hnliche
EiweiBpriparate verwendet man in 0,5—1 9, Losung.

Traubenzucker - Ndhrgelatine oder Milchzucker- Néhrgela-
tine enthalten auBer Pepton und Fleischwasserstoffen noch 0,3—0,5 %
Trauben- oder Milchzucker. Bei reichlicherem Zusatz von Zucker werden
von den Bakterien oft allzu groBe Mengen Séure gebildet, welche die Ent-
wicklung der Kultur hemmen konnen.

Glyzerinagar enthélt auBer den Substanzen des Fleischwasseragars
4—6 %, Glyzerin.

Mileh und Blut werden nach Sterilisation bzw. steriler Entnahme aus
dem Tierkdrper als Nahrlosungen verwendet. Molken stellt man sich her,
indem man zu 11 Milch ca. 1 EBloffel Labessenz zusetzt und nach Ausfallen
des Kises die Masse aufkocht; hiernach wird die klare Masse durch ein Tuch
abgeseiht. Blut?) wird ferner zu Blutagar verarbeitet, indem man es mit
Agar vermischt oder auf erstarrtem Agar auftrigt. Auf wichtige Gesichts-
punkte, welchen bei Verwendung des Blutes als Néhrboden Rechnung zu
tragen ist, hat Bass aufmerksam gemacht (s. o. 8. 105, Zichtung der Malaria-
plasmodien). Vom Serum war schon oben die Rede (vgl. S. 40).

Namentlich fiir pathogene Bakterien hat man sich weiterhin mensch-
licher oder tierischer Organe und Organbreie usf. — Leber-, Gehirn-, Pla-
centabreie usw., Ascitesfliissigkeit — als Kulturmedien bedient. CANTANIZ)
konserviert allerhand eiweiBreiche Medien (Eiter, Urin, Sperma usw.) in Gly-
zerin (zu gleichen Teilen mit. jenen gemischt); auch wenn die ersteren keim-
haltig sind, werden sie im Glyzerin allmihlich steril. Hiernach werden die
,,Glyzerolate* den Nshrmedien zugesetzt (0,5—0,75 cem auf ein Reagenzglas).
Wie sich von selbst versteht, sind solche Beimengungen nur bei Kultur von
Bakterien zuldssig, welche Glyzerin vertragen. Von weiteren Néhrboden,
die nur bei Kultur bestimmter Mikrobengruppen Anwendung finden, wird
spéter zu sprechen sein.

Isolierung, Anreicherung, elektive Kultur. — Am vielseitig-
sten in ihrer Anwendbarkeit ist die alte Kocusche Methode des Platten-
gieBens, die freilich nicht fiir ein Universalmittel gelten darf, da es nicht an
Mikroben fehlt, die auf Gelatine nicht wachsen oder der unerldflichen hohen
Temperatur eines verflissigten Gallertsubstrats nicht widerstehen.

Wenn auf einer Platte” auBer den zur Untersuchung vorliegenden
Mikroben noch andere Organismen sich entwickeln — Pilze oder Bakterien,

1) Szasz, Billiger Nihrboden (Bouillon) aus Blutkuchen (Zbl, f. Bakt. I, Orig., 1915,
75, 489; s. auch 1916, 77).

2) CaNTANI, A, Ub. eine praktisch sehr gut verwendb. Methode, albuminhaltige
Nihrboden f. Bakt. zu bereiten (Zbl. f. Bakt. I Orig., 1910, 53, 471). PorrE, K., Ub.
Glyzerolatnihrb. (ibid. 1911, 58, 474).
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— g0 kann man die fremden Eindringlinge durch Betupfen mit Silbernitrat
(Hollenstein) beseitigen, vorausgesetzt, daB der Néhrboden Chlornatrium
enthilt, welches an der behandelten Stelle unlésliches Chlorsilber entstehen
1a8t. Andernfalls verbreitet sich das Silbernitrat durch Diffusion in der Gela-
tineplatte und wird auch den Kolonien, welche erhalten bleiben sollen,
geféhrlich.t)

Geht man von einem Bakteriengemisch aus, in welchem die gesuchte
Spezies nachweislich oder vermutlich nur spérlich enthalten ist, so schickt
man der Isolierung zweckméBigerweise eine ,,Anreicherung’ voraus, d. h.
man bringt das Bakteriengemisch unter Bedingungen, die gerade der ge-
wiinschten Spezies giinstig sind. Beim Nachweis des Choleravibrios z. B. tun
. Anreicherungsmethoden gute Dienste: Proben von dem vibrionenhaltigen

Material bringt man in Peptonwasser; im Thermostaten (379) bilden die
Chclerabakterien an der Oberfliche der Fliissigkeit bald ein Hautchen, aus
dem sie dann mit groBer Sicherheit als Reinkulturen gewonnen werden
konnen, Handelt es sich um Bakterien, die erndhrungsphysiologisch beson-
dere Eigentiimlichkeiten aufweisen, und welche optimal unter Bedingungen
gedeihen, welche andern Mikroben tiberhaupt keine Entwicklung gestatten,
so kann Anreicherung an sich schon zu Reinkulturen fithren. Diese Methode
. der sog. elektiven Kultur kann dann, wenn es sich um weitverbreitete
Formen handelt, gleichzeitig zum Einfangen und Fortziichten der gewiingeh-
ten Organismen dienen. Impft man mehrmals iiber, so bleiben etwaige Ver-
unreinigungen mit fremden Organismen mehr und mehr zuriick.

Die Widerstandsfahigkeit der Sporen gegen hohe Temperaturen ist seit
RoBErTs?) oft zum Isolieren bestimmter Bakterienarten benutzt worden;
vgl. das unten iiber Heubazillen und Buttersdurebakterien Gesagte.

Die Bewegungsfihigkeit der Bakterien hat man unter Verwendung eines
leicht passierbaren Filters zur Isolierung lebhafter von trigen Arten verwer-
tet: in kommunizierende Rohren wird 10—20 em hoch Sand und Néhrflissig-
keit eingefiillt ; einer der beiden Schenkel wird beimpft, in dem anderen wer-
den die Ankémmlinge nach Passage des Filters abgehoben; die schnellsten
Formen gehen natiirlich zuerst durchs Ziel.s)

Man hat ferner Bakteriengemische im Filterpapier aufsteigen lassen und
beobachtet, daB verschiedene Arten ungleich hoch steigen und sich durch
ein der Kapllla.ranalyse ahnliches Verfahren voneinander trennen lassen.
Triagt man auf ein Filtrierpapier einen Tropfen Typhus und Koli enthaltende
Néhrlosung auf, so findet sich dieser im Zentrum, jener an der Peripherie

1) HivrNer u. STORMER, Stud. iib. d. Bakterienflora d. Ackerbodens usw. (Arb.
biolog, Abt. d. k. Gesundheitsamtes 1903, 3, 445).

2) Philos, Transact. R. Soc. 1874.

3) CarNoT & GARNIER, De ’emploi des tubes de sable comme méthode génerale de

I'étude d’isolement ete. (C. R. Soc. Biol.1902, 860; vgl. auch CarNor & WEiLL HALLE in
C. R. Acad. Sc. Paris 1915, No. 4).
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besonders reichlich.l) Ebenso wie hier handelt es sich auch bei der Fillung
der Bakterien durch wasserunlosliche Mittel (Kaolin, Tierkohle usw.) um
Adsorptionswirkungen?), nach E1sENBERG®) werden grampositive Bakterien
wesentlich stérker adsorbiert als gramnegative.

Conrapis Oltupferverfahren dient zur Isolierung von Diphtheriebazillen.
Mikroben mit lipoidreicher Hiille lassen sich durch Kohlenwasserstoffe aus-
schiitteln.4) Fir die Untersuchung der Diphtherieabstriche macht man diese
Erfahrung in der Weise nutzbar, da man jene in NaCl-Losung abspiilt
(87°) und mit einigen cc Petroldther (Pentan 4 Hexan) ausschiittelt. Nach
Entmischung der Flussigkeit befinden sich die Diphtheriebakterien im Petrol-
ather bzw. an der Grenzschicht beider Medien. Mit einem mit Olivendl benetz-
ten Impfinstrument werden sie herausgeholt — die in der wisserigen Salz-
lésung suspendierten Keime gleiten an der Olschicht ab.5)

Impfung. — Das Impfen macht bei den Bakterien im wesentlichen
dieselben Manipulationen nétig, wie bei allen anderen Mikroorganismen.
Man streicht die bakterientithrende Impfplatinnadel auf dem Nahrboden zur
Strichkultur ab oder sticht mit der Nadel in den Néhrboden hinein (Stich-
kultur). Letztere Methode ist besonders niitzlich, wenn man das Verhalten
der Mikroben in tieferen Schichten und an der Oberfliche des Substrats ver-
gleichen will. Man darf nieht mit zu geringen Aussaatmengen eine Stichkul-
tur anlegen, damit auch in die Tiefe noch Individuen in ausreichender Menge
eingefithrt werden. Will man im Innern eines Néhrbodens (im Reagenzglas)
die Mikroben anndhernd gleichmiBig verteilen, so schiittelt man die noch
flissige Gelatine (oder Agar) gut durch und laBt dann erstarren.

Form der Kolonien. — An den Kolonien, welche die Bakterien auf
geeigneten Néhrboden bilden, lassen sich allerhand unterschiedliche Eigen-
timlichkeiten wahrnehmen, die in hohem Mafle von den jeweils gebotenen
Bedingungen, der Art des Nihrbodens usw. abhiingen, zum Teil aber auch
als charakteristisch fiir die betreffenden Spezies betrachtet werden diirfen.
— Kolonien, welche innerhalb der Agarmasse sich entwickeln, fallen durch

1) FRIEDBERGER, E., Eine neue Methode (Kapillarsteigmethode) z. Trennung v.
Typhus u. Koli usw. (M. Med. Wochenschr. 1919, Nr. 48, S. 1372).

2) Sarus (Biochem. Ztschr. 1917, 84); Micuarrts (Berl. klin. Wochenschr. 1918,
Nr. 30, 710) w. a.

3) EsexBEre, Ub. spezif. Adsorption v. Bakt. (Zbl f. Bakt. I, Orig., 1918 8l,
72); PurtER, Unters. iib. d. kapillare Steigvermogen d. Bakt. in Filtrierpapier (Ztschr. f.
Hyg. 1920, 89, 71).

4) Lanae & NirscHE, Eine neue Methode d. Tuberkelbazillennachweises (D. med.
W. 1909, 85, 435; s. auch Ztschr. f. Hyg. 1910, 67, 151).

) Conrapt, Ub. ein neues Prinzip d. elektiven Ziichtung u. s. Anwend. bei Di-
phtherie (M. Med. Wochenschr. 1913, 60, 1073). Ruopovi, Uber Conradis elektive Aus-
schiittelung d. Diphth.-bakt. (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1913, 71, 233). Bedenken gegen die
Zuverliissigkeit der Methode fiir klinische Zwecke sind von verschiedenen Seiten geiiuBlert
worden.
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ihre lingenférmige Gestalt auf: der sprode Agar spaltet sich an der Stelle, an
welcher Bakterien sich entwickeln, und diese fiillen den Spalt.?)

Welche Iaktoren die Richtung des Spaltes bedingen — die Richtung
des stirksten Wachstums der Organismen, die Spaltbarkeit deg Geles, der
mechanische Widerstand, den die festen Wande des KulturgefiBes dem
Agar ete. entgegensetzen —, bedarf noch néherer Untersuchung. Auf alle
Falle wird die Form der im Gel wachsenden Kolonien bestimmt durch die
physikalischen Bedingungen, die in jenem verwirklicht sind; das geht schon
aus der Ahnlichkeit der linsen- oder wetzsteinformigen Luftblasen, die in
gallertigen Me-
dien sich bil-
den, mit den
Tiefenkolonien
hervor.?) Lang-
sam wachsende
Kolonien ver-
harren nach
Orsos in der
primiren Kugelform; schneller wachsende gehen allmihlich zur Ellipsoid-
oder ,,Saturnusform* iiber (vgl. Fig. 27): die Aquatorebene der letzten ent-
spricht der Spaltungsebene im Gel. Treten zwei Spaltungen auf, so ent-
steht nach Orsos eine ,,Triphyllos*- oder Dreiblattform
{Fig. 28), kompliziertere Formen kommen bei noch zahl-
reicheren Spaltungen zustande. Oberflichlich wachsende
Kolonien breiten sich als Hiutchen, Scheiben, oblaten-
artige Gebilde, als Knopfchen, kleine Polster usw. aus,
oder sie gleichen reichverzweigten Dendriten, bilden lange
Auslaufer, lockenihnliche Formen usw. Bei den kegel-
oder hiigelihnlich auf der Oberfliche des Substrats
liegenden gibt das Profil Unterscheidungsmerkmale ab, . ]
die von TrawiNsk1®) nidher untersucht worden sind: es Kalisron (nach Omsds).
lassen sich Kolonieformen mit gewiinschter Profillinie, vertieftem Zentrum,
mehr oder minder breitem Randsaum, konzentrischen Abstufungen usw. usw.

Fig. 27. Saturnformige Kolonien (Bact. fyphs) (nach ORSOS)-

1) Vgl. Hurcainso¥, Uber Form und Bau der Kolonien niederer Pilze (Zbl. f. Bakt.
11, 1906, 17, 65); vgl. ferner Duxman, E. K., Ub. d. Einfl. physik. Beding. auf. d. Charakter
von Kolonien auf Gelatineplatten (ibid. II, 1903, 10, 382); Armac1a, Einfl. d. Nihrb. anf
d. Morph. d. Kol. usw. (Arch. f. Hyg. 1906, 59, 159) und besonders Orsos, Fr., Die Form
der tiefliegend. Bakt.- u. Hefekol. (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1910, 54, 289).

2) Vgl S. 186.

3) FeiseNrErcH u. TRaAwiNskr, Ub. d. Bedeut. d. Kolonietypus f. d. Bestimm. u.
Differenz, d. Bakt.-Arten der Coli-Typhusgruppe (Ost. Sanititswesen, 1916, auch Wien,
ALFR. GOLDEN, 1916). — TrawifskI, Ub. d. Vorkomm. v. Bakt. der Typhus-Koligrappe
im Darminhalt gesunder Schweine usw. (Ztschr. f. Hyg. 1917, 83, 117). Russ u. TRawNsKki,
Ub. d. Vorkomm. v. Bakt. der Koli-Typhusgruppe im Pferdemist (ibid. 1918, 85, 33, 781f.).
— GYORGY, P., Beitr. z. Systematik der Paracoli-Bazillen (Zbl. f. Bakt. 1., 84, 1920, 321).

Kister, Mikroorganismen, 3. Aufl. 12
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Fig. 29. Profil von Bakterien-Kolonien, an drei Beobachtungstagen; schematisiert.
Nach RUSS u. TRAWINSKI.

unterscheiden (Fig. 29). Uber das Zustandekommen einer geschichteten, ober-
flachlich wachsenden Bakterienkolonie veranschaulichen die in Fig.30 dar-
gestellten frithesten Entwicklungsphasen einer Einzellkultur: man beachte
das Zerbrechen der jungen Bakterienkette (¥ig.30d) und das Dickenwachs-
tum der Kolonie.?) Welche Faktoren die spezifischen Unterschiede verschie-
dener Bakterienkolonien zustande kommen lassen, ist erst sehr unvoll-
kommen geklirt. Die Ober-

a 2”3 26 3 2.3 flaiche einer scheibenftrmi-
- == - =N P en Bakterienkolonie ist ent-

l 4 g . 3 .
weder ganz gleichméBig und
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3 . Lol stacheligoderhaarigu.dg!.m.
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A i/’ s "\‘:{// N - ~=on\\, Impfstich entlang sich Orga-
: 777 | nismen entwickeln und an
m der Oberfliche in besonders
= kraftiger Vegetation ein
_ g ; ;
Fig. 30. Fntstehung einer Kolonie des Bacillus sublilis; na‘gelkopfa’hnhehes PO]StQT
nach SCHUBERT. zustande kommt. —

1) Scuusert, Ub. Koloniebildung der Bakt. (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1920, 84, 1)-
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Von allergroSter Bedeutung bei Bestimmung einer Bakterienspezies
und Beurteilung ihrer physiologischen Eigentiintlichkeiten ist die Frage, ob
Gelatine verfliissigt wird oder nicht. Bleibt die-Verbreitung der Bakterien
und die Verfliissigung der Gelatine auf enge Zonen beschriinkt, so entstehen
Locher und Gruben in der Gallerte. Bei kriftiger Verfliissigung werden die
Bakterien iiber die ganze Oberfliche der Gelatine verschleppt. Die Kolo-
nien gewisser verflilssigender Féulnisbakterien, welche in diinner Gelatine
sich vorwirts bewegen kénnen, bilden auf der Oberfliche der Gelatine ver-
fliissigende Ausldufer (,,schwirmende Inseln) und dringen ins Innere des
Nahrbodens mit schraubig gewundenen Bakterienmassen vor (,,Spirulinen).
GUNTHER') macht darauf aufmerksam, daB von den Kolonien beweglicher
Mikroben dann, wenn die Gelatine -voriibergehend (z. B. durch Besonnung)
weich oder fliissig wird, einzelne In-
dividuen sich entfernen konnen;
wird die Gelatine wieder fest, so
bleiben jene Individuen an ihren
Ort gebannt und entwickeln kleine
»,sekundére** Kolonien. BeyERrINCK
kultivierte Leuchtbakterien, welche
nur bei oberflichlichemm Wachstum
verfliissigen, in der Tiefe der Gela-
tine diese aber unter der Einwirkung
des O-Mangelsunverflissigtlassen.?)

Sehr merkwiirdig wirken die
Spannungen derGelatinendhrboden.
Auf diesen beruht die von Jacos-
SEN3) u. a. studierte ,,Elastiko-
tropie* des Bacterium Zopfii, das :
sich bei seiner Verbreitung im Fig 3 Eultor von 5 Zupsi in vardinater Golating
festen Niahrboden von den Druck- Objekttragers in Spannung gebracht ist. Am Rand

A A der Schale ist links unten die radiale Stellung an-
und Zugspannungsverhaltnissen in gegeben, welche der Bazillus beim introckuen der
letzterem leiten 1i8t. Solche Span- '
nungen kommen in Gelatine beim Erstarren, beim Eintrocknen und bei kiinst-
lichen Deformationen der erstarrten Masse zustande. Fig. 31 veranschaulicht
ein von JACOBSEN angestelltes Experiment und die Wirkung des Eingriffs
auf die Wachstumfiguren des Bact. Zopfis.

Kultur in Kollodiumséckechen. — Bei manchen pathogenen Or-
ganismen, die der Kultur auf gewdhnlichen Néhrbioden besonders schwer

1) Einfihr, in d. Stud. d. Bakt., 6. Aufl. 1906, 226.

2) BEvERINCEK, 8. Leuchtbakt. d. Nordsee usw. (Fol. microbiol. 1916, 4, 15).

8) Uber einen richtenden Einfl. beim Wachstum gewisser Bakterien in Gelatine
(Zbl. {. Bakt. 1906, 17, 53); SErGENT, E., Des tropismes du Bact. Z. KurtH (Ann. Inst.
Pasteur 1907, 21, 842).

12*
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zugénglich sind, hat man sich mit dem Kollodiumséckchenverfahren geholfen,
das der Schule des Institut Pasteur entstammt. Es werden kleine Kollo-
diumséckehen (s. o. 8. 94) mit Nahrflissigkeit gefiillt, im Autoklaven sterili-
siert, geimpft und verschlossen; dann werden sie in die Leibeshohle des Ver-
suchstieres eingelegt. Bei verschiedenen Bakterien hat man mit Hilfe dieser
Methode wiberraschende Kulturresultate erzielen konnen.?)

Ultramikroorganismen. — Die untere Grenze der mikroskopisch
wahrnehmbaren Teilchen liegt nach Az bei 0,21 . Es gibt Organismen,
welche hart an dieser Grenze liegen, und es liegt daher die Vermutung nahe,
daB noch kleinere Lebewesen existieren konnten?), deren Gegenwart hoch-
stens bei Untersuchung mit dem Ultramikroskop nachgewiesen werden kann.
Die Moglichkeit ist zuzugeben; doch sind bisher ,,ultravisible* oder ,,Ultra-
mikroorganismen®, die nur unter dem Ultramikroskop sichtbar und bei der
gewohnlichen mikroskopischen Untersuchung nicht wahrnehmbar wiren,
nicht mit Sicherheit bekannt geworden: manche Autoren rechnen die Er-
reger der Pocken, des Scharlachs, des Pappataccifiebers, der Maul- und Klauen-
seuche, der Masern u. a. zu den ultravisiblen Organismen. Kulturversuche
sind bisher bei den hypothetischen Erregern der Peripneumonie an Rindern
gelungen, vielleicht auch bei den Pocken u. a.?) Vgl. das oben 8. 51 (filtrier-
bares Virus) Gesagte.

Beziehungen zum Sauerstoff, Atmung und Gédrung. — Die
Vorganﬂe der Atmung und Garung erreichen bei keiner Pflanzengruppe
eine solche Mannigfaltigkeit, wie bei den Bakterien; da ihre Anspriiche an
freien Sauerstoff, sauerstoffhaltige oder vergirbare Stoffe beim Anlegen der
Kultur und bei der Wahl eines geeigneten Nihrbodens von groBter Bedeu-
tung sind, miissen wir hier auf die Atmungs- und Gérungsphysiologie der
Bakterien wenigstens kurz eingehen.

Viele Bakterien beanspruchen freien Sauerstoff, wir bezeichnen sie als
obligat aérob; die Herstellung der Kulturen macht — was die tiber ihnen
liegende Atmosphire betrifft — keine besonderen Umstinde. Der Sauer-
stoff wird zur Oxydation von Kohlehydraten verwendet, zur Oxydation von
schwefliger Sdure zu Schwefel- und Schwefelsdure (Schwefelbakterien s. u.),
zur Oxydation von Eisenoxydul zu Eisenoxyd (Eisenbakterien s. u.), zur
Verbrennung von Wasserstoffgas zu Wasser. Als Beispiele obligat aérober

1) MercaNikoFr, Roux et SarimsEeni, Toxine et antitoxine cholérique (Ann. Inst.
Pasteur 1898, 10, 257); Nocarp et Roux, Le microbe de la péripneumonie (ibid. 1898,
12, 240); Levapirs, Cult. du spirille de la fidvre récurr. afric. de 'homme (C. R. Acad.
Se. Paris 1906, 142); Levaprrt u. Mc IntosH, Contrib. & I'étude de la cult. de Treponema
pallidum (Ann. Inst. Pasteur 1907, 21, 784).

2) Betrachtungen iiber die Dimensionen kleinster Lebewesen bei ERRERA, S. la
limite de petitesse des organismes (Rec. Inst. bot. Univ. Bruxelles 1903, 6, 73).

3) Vgl. den zusammenfassenden Bericht bei UNGERMANN, Filtrierbare Krankheits-
erreger (Jahresk. f. #rztl. Fortbildung 1915). Mouscr, H., Ub. Ultramikroorganismen
(Bot Ztg. 1908, 66, I, 131) bezweifelt die Existenz der Ultravmlblen
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Bakterien mogen die Essigbakterien, der Heubazillus, Sarcina lutea u. a.
gelten.

Anaérobe Bakterien sind diejenigen, welche ohne freien Sauerstoff sich
entwickeln. Wie man den Sauerstoff der Luft von Kulturen fernhalten
kann, wurde oben auseinandergesetzt (8. 671f.). Jede anaérobe Entwicklung
setzt die Gegenwart gewisser Verbindungen im Néahrsubstrat voraus, die
entweder von den Mikroben reduziert werden oder ohne Sauerstoffentzug
von diesen gespaltet werden konnen. Die ersteren geben ihren Sauerstoff
an die Organismen ab, die anderen werden bei ihrer Spaltung zur Quelle
der erforderlichen Energie fiir die Mikroben. Als reduzierbare Substanzen
kommen anorganische und organische Verbindungen in Betracht. Als an-
organische sind die Sulfate zu nennen; von organischen O-Quellen sind die
Zuckerarten weitaus die wichtigsten und néchst ihnen die Salze organischer
Sduren (Weinséure, Milchsédure, ameisensaure Salze). Is entstehen bei der
Reduktion organischier Verbindungen Séuren, welche die Reaktion des Néhr-
bodens wesentlich verdndern konnen (s. 0.).

Ziweitens gewinnen anaérobe Mikroben ihre Energie durch Spaltung
bestimmter Verbindungen. Spaltung anorganischer Stoffe liegt bei der
Tétigkeit salpeterspaltender Organismen (s.u.) vor. Die Hauptrolle unter
den spaltbaren organischen Stoffen spielen wiederum die Zuckerarten: bei
Alkohol- und Milchgduregdrung entstehen aus diesen Endprodukte, die in
ihrer Summe ebengoviel Sauerstoff enthalten wie das Ausgangsmaterial.

Die Mikroben, welche anaérob sich entwickeln kénnen, zeigen unter-
einander verglichen alle moglichen Abstufungen in ihrem Verhalten zum
Sauerstoff; das Ende der Reihe bilden die sog. obligaten Anaéroben, deren
Entwicklung durch Zutritt von freiem O sofort unterbrochen wird (vgl. jedoch
auch das oben S.74 Gesagte), withrend bei den fakultativen Anaéroben Ent-
wicklung bei O-Zutritt und O-Abschluf moglich ist. —

Fiir die Beurteilung mancher an Bakterienkulturen auftretenden Er-
scheinungen ist die Kenntnis der BEYERINCEschen Atmungsfiguren?) wichtig:
die Bakterien suchen stets diejenigen Orte auf, an welchen die ihnen giin-
stigste Sauerstoffspannung anzutreffen ist; da aber die Angpriiche ver-
schiedener Bakterienformen ungleich sind, tritt eine Sonderung ein, so daB
es sogar gelingt, bestimmte Arten rein oder nahezu rein wegzufangen. Das
letztere gelang BryErINck?) mit Spirillen. — Hine besondere Art der At-
mungsfiguren sind nach demselben Autor die Emulsions- und Sediment-
figuren?); in diinnen Schichten der Nahrlosungen bilden die meisten beweg-
lichen Bakterien merkwiirdige Ansammlungen: entweder es entstehen séulen-
oder leistenartige Gruppen, welche die Fliissigkeitsschicht in ihrer ganzen

1) Beverinck, Ub. Atmungsfig. bewegl. Bakt. (Zbl. f. Bakt. 1, 1893, 14, 827). Die
Leuchtbakt. d. Nordsee usw. (Fol. microbiol. 1916, 4, 15). '

2) Not, iib. d. Nachw. v. Protozoen u. Spirillen in Trinkwasser (ibid. 1894, 15, 1).

3) BEYERINCK, Emulsions- und Sedimentfiguren bei bewegl. Bakt. (ibid. II, 1897, 8, 1).
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Dicke in Anspruch nehmen, oder plattenformige, die auf dem Boden liegen.
Aus den ersteren, den Emulsionsfiguren, gehen iibrigens durch Absetzen die
anderen hervor.t) —

Daf Sauerstoffzufubr einen besonderen formativen Effekt haben kann,
wies MaTzuscHITA (2. a. O.) fiir die Anaéroben nach: sowohl fakultative wie
obligate Anaéroben bilden nach Kultur im O-freien Raum bei nachtriglichem
Luftzutritt Sporen.

Grenauen Bericht itber die Atmungsphysiologie der Bakterien hat neuer-
dings BENECKE erstattet, auf dessen Werk hier verwiesen sei.?)

Temperatur. — Die aus Luft oder Wasser aufgefangenen Mikroben
konnen bei Zimmertemperatur kultiviert werden; die pathogenen Formen,
die in Warmbliitern parasitisch leben, haben ihr Wachstumsoptimum bei
37°. Eine Reihe von Mikroben macht noch hohere Temperaturanspriiche
und gedeiht erst bei 40, 50 und 60° optimal; viele haben ein niedrigeres
Optimum, wachsen aber auch bei jenen hohen Temperaturgraden noch gut.
Fir die Kultur derjenigen Organismen, deren Optimum hoher liegt, als
Zimmertemperatur betrigt, bedarf es eines Brutschrankes oder Thermo-
staten (8. 77).

,»Thermophile’ Bakterien erhdlt man npicht nur aus heiBen Quellen,
sondern besonders leicht auch aus Mist, Heu wu. a.: frisch gemihtes Gras
‘wird im Laboratorium etwa 50 cm hoch geschichtet; nach 6 Tagen lassen
sich aus ihm zahlreiche thermophile Pilze und Bakterien gewinnen; d#hnliche
Erfolge gewihrleistet diirres Heu, das man nach Befeuchtung in den Thermo-
staten (45°) bringt.?) Kocn und HorFmaNN haben fir eine Reihe thermo-
philer Lebewesen gezeigt, dafl ihre Abhéngigkeit von hohen Temperaturen
nur eine bedingte ist, insofern, als sie bei Kultur auf den iiblichen Nihr-
medien zwar solche verlangen, in der freien Natur aber auch bei erheblich
bescheideneren Wirmegraden gedeihen.4)

1) Uber diese und #hnliche Erscheinungen, z. B. Schicht- oder Niveaubildungen
in hoch geschichteten Nihrbiden vergleiche . B. noch JeeauNow, Bakteriengesellschaf-
ten (Zbl f. Bakt. 11, 1896, 2, 11, 441, 739); JEcuNOow, Lois du mouvement de la foule
microbienne (ibid. II, 1907, 18, 1; daselbst weitere Literatur); Leamann, K. B., und
Curcrop, H., Beitrige zur Kenntnis des Bakterienniveaus von BEYERINCK und der Bak-
terlengesellschaften von JeEguNow (ibid. 1904, 14, 449); E1sENBERG, 'Ub Niveaubildung
bei aérophilen Sporenbildnern u. denitrif. Bakt. (ibid. 1918; 82, 209) u. die dort zitierte
Literatur. — Abweichende Erklirung gibt Boracarpr, Ub. d. Bakterienplatten, Diss.
Bern 1912 (vgl. Kolloid-Ztschr, 1917, 20, 282).

2) BENECKE, W., Bau u. Leben d. Bakt. Leipzig u. Berlin 1912.

3) Mieug, Selbsterbitzung des Heus. Jena 1906, dort weitere Literaturangaben;
Georerviten, P., Bac. thermophilus Jivoini n. sp. usw. (Zbl. 1. Bakt. IT, 1910, 27, 150};
J. BEaress in Larars Handb. d. techn. Myk. 1907, 1, 601; N&GRE, L., Les bact. thermo-
philes (Bull. Inst. Pasteur 1912, 10, 385), NoAck, Beitr. z. Biol. d. thermoph. Organismen
(Jahrb. f. wiss. Bot. 1912, 51, 593).

4) Kocn, A. u. Horemany, C., Ub. d. Verschiedenheit der Temperaturanspriiche
therizophiler Bakt. im Boden u. in kiinstl. Nihrsubstr. (Zbl. f. Bakt. 1T, 1911, 31, 433).
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Die Bakterien passen sich leicht an Temperaturen an, die ibrem ur-
spriinglichen Optimum — nach unten oder oben — recht fern liegen?); aller-
dings verlteren die Mikroben bei Kultur unter abnormen Temperaturver-
hiltnissen oder nach voriibergehender Einwirkung hoher Temperaturgrade
(z. B. 50—55%) zuweilen die eine oder die andere ihrer Figenschaften wie die
Fihigkeit, Pigment- oder Trimethylamin zu bilden; pathogene Mikroben
konnen ihre Virulenz einbiiBen.

Die maximale Temperatur, die von Bakterien ertragen wird, wechselt
selbst bei der nimlichen Spezies insbesondere mit dem morphologischen
Zustand und dem Alter der Kulturen: Kolikulturen von 5—6 Stunden Alter
gehen bei Erhitzung auf 53° nach 25 Minuten bereits zugrunde, 8—9 Stunden
alte sind widerstandsfihiger.?) Genaue Angaben iiber die Bestimmung der
Totungszeit von Sporen oder vegetativen Zellen bei A. MeYER.3) Einige fiir
die Technik der Sterilisation wichtige Angaben wurden oben (8. 45 ff.) bereits
zusammengestellt. ScrHuT jr. erbrachte den Nachweis, daBl beim Kochen
unter erniedrigtem Druck Bakterien schon innerhalb der physiologischen
Temperaturgrenzen zugrunde gehen?); die zellenzerstorende Wirkung des
Kochens beruht vielleicht darauf, daf bei hohen Temperaturen sich Wasser-
dampfblasen im Innern der Zelle bilden.

Licht und andere strahlende Energieformen. —- Nicht nur
direkte Besonnung, sondern auch zerstreutes Tageslicht wirken entwicklung-
hemmend und totend auf Bakterien, auch dann, wenn die Wirmestrahlen
durch Vorschalten eines Alaunkristalls oder emer Wasserschicht oder
Ferrophosphatlosung®) ferngehalten werden. Namentlich ultraviolettes
Licht (vgl. oben 8.49) ist wirksam.5) Die desinfizierende Wirkung des
Lichtes ist vielleicht insofern nur eine indirekte, als das eigentlich wirk-
same Agens das bei Belichtung gebildete Wasserstoffsuperoxyd ist.?)
Der entwicklunghemmende Einfluf des Lichtes wird erhdht, wenn man
dem Niahrboden sehr geringe Mengen sensibilisierender Farbstoffe (z. B.
Eosin s. o. S. 81) zusetzt (nach MrTTLERS), z. B. 1:10000); derselbe Autor

1) DieupoxxE, Beitr. z. Kenntn. d. Anpassungsfihigkeit d. Bakt. an urspriinglich
ungiinst. Temperaturverh. (Arb. Kais. Gesundheitsamt, 1894, 9).

2) Scnuwrrz, J. H. u. Rirz, H., D. Thermoresistenz junger u. alter Koli-Baz. (Zbl. {.
Bakt. I, Orig., 1910, 54, 283).

3) Prakt. d. bot. Bakterienkde., Jena 1903, 127ff.; vgl. auch oben 8. 79 (Erzielung
konstanter Temperaturen iiber 1009).

4) Ub. d. Absterben d. Bakt. beim Kochen unter erniedr. Druck (Ztschr. f. Hyg.
1903, 44, 323).

5) Vgl. ZsiaMmoNDI in WIEDEMANNS Annalen 49, 531.

6) TrieLE, H. und Worr, K., Ub. d. Abtotung d. Bakt. durch Licht (Arch. . Hyg.
1906, 57, 29 und 1907, 60, 29). AYERS a. JOBNsON, Destruct. of bact. in milk by ultra-
violet rays (Zbl. f. Bakt. 11 1914, 40, 109).

7) Vgl. DIEUDONNE a. a. O.

8) Experimentelles iib. d. hakterizide Wirkung d. Lichtes auf mit Kosin, Erythrosin
und Fluoreszein gefirbte Nihrboden {Arch. f. Hyg. 1905, 53, 80).



184 B. Spezieller Teil. 8. Bakterien

stellte Untersuchungen iiber den hemmenden Einfluf der Belichtung der
Niahrboden vor der Infektion an. —

Rontgenstrahlen haben auf Bakterienkultur nur geringen oder gar
keinen EinfluB; Kathodenstrahlen dagegen wirken sehr stark auf sie: 100
Entladungen bringen Bact. coli mit Sicherheit zum Absterben.!)

Sporenbildung.-— Sporenbildung tritt nicht ein, wenn die Bedin-
gungen dem Wachstum der Bakterien anhaltend giinstig bleiben; plétzliche
Hemmung des Wachstums nach vorausgegangener guter Ernihrung veran-
laBt jederzeit vollstdndige Sporenbildung. Solche wachstumshemmende
Stoffe, welche die Sporenbildung férdern, fand O. ScErEIBER?) in kohlen-
sauremn Natrium, Magnesiumsulfat, Chlornatrium und destilliertemm Wasser.
,-Brschopfte’® Nahrboden, auf welchen Sporenbildung eintritt, sind wohl
weniger solche, in welchen alle Nahrstoffe verbraucht sind, als diejenigen, welche
durch wachstumhemmende Stoffwechselprodukte untauglich geworden sind.

Involutionsformen. — UberméBig vergroBerte, blasig aufgetriebene,
verschnorkelte und verkriippelte Bakterienzellen bezeichnet man seit NiguLr
als Involutionsformen. Sie treten in alten Kulturen auf, und auch bei ihrer
Entstehung spielen die Stoffwechselprodukte zweifellos eine groBe Rolle. —
Allgemein bekannt sind die volumindsen Involutionsformen der Essig-
bakterien, die bei allzu hoher Temperatur oder in iiberméBig saurem Substrat
gebildet werden.

Stoffwechselprodukte. — Wegen der Stoffwechselprodukte der
Bakterien ist vor allem auf das im ,,Allgemeinen Teil* Mitgeteilte zu ver-
weisen. Von den vielen, z. T. fiir die Erkenntnis ihrer Physiologie und die
Interessen der angewandten Biologie hochst bedeutungsvollen Stoffwechsel-
produkten der Bakterien sind hier nur diejenigen zu nennen, deren Nach-
weis oder deren Wirkungen in irgendwelchem Zugammenhang mit den Kultur-
methoden stehen.

Alkali- und besonders Saurebildung in Bakterienkulturen sind ganz
alltidgliche Erscheinungen. Wird Zucker in einem Nahrsubstrat geboten oder
ein mehrwertiger Alkohol wie Glyzerin, Mannit oder dgl., so. entstehen
fast allgemein durch die Tétigkeit der Mikroben Sauren, iiber deren Nach-
weis und deren Bindung das frither Gesagte gilt. Schon 1 9%, Trauben-
zucker, ja selbst noch geringere Dosen fithren bei vielen Bakterien zu einer
so starken Sduerung des Substrats, daB diese zugrunde gehen®), wihrend

1) GrOBER u. PauwLr, Unters. ith. d. biol. Wirkung der Kathodenstrahlen (Deutsche
mediz. Wochenschr, 1919, Bd. 45 Nr. 81, S. 841). Vgl. ferner Kuznirzry, Ub. biolog.
Sirahlenwirkung, bes. der «-Strahlen (Ztschr. f. Hygz. 1919, 88, 261).

2) Ub. die phys. Beding. d. endog. Sporenhild. usw. Diss. Basel 1896; BucunER,
H., Ub. d. phys. Beding. d. Sporenbild. b. Milzbrandbazillus (Zbl. {. Bakt. I, 1896, 20,
806); MaTzUscHITA, Z. Phys. d. Sporenkild. d. Baz. usw. {Diss. Halle a. S. 1902).

8) Vgl. PETRUSCHKY, J., Bakterio-chemische Untersuch. (ZbL f. Bakt. 1889, 6, 625,
657; 1890, 7, 1, 49). Ferner Smits, Tr., Ub. d. Bedeut. d. Zuckers in Kulturmedien f.
Bakt. (Zbl f. Bakt. I, 1895, 18, 1).
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andere Organismen, wie bekannt, selbst starke Aziditat vertragen konnen.
Auf die Séurebildung folgt spéter vielfach Umschlagen .der Reaktion ins
Alkalische. Ammoniakbildung bzw. Produktion von Ammoniumkarbonat
spielt in Bakterienkulturen eine um so groflere Rolle, je kriftigere EiweiB-
zersetzung in ihnen vor sich geht. Besonders reichlich bilden die Harnstoff-
bakterien kohlensaures Ammoniak. Mitteilungen tiber den EinfluBl der Re-
aktion auf das Aussehen der Kultur werden bei Besprechung der differential-
diagnostischen Néhrboden zu geben sein.

Von weiteren Zersetzungsprodukten, die sich vom Eiweil ableiten, ist
vor allem das Indol zu nennen. Zu seinem Nachweis bedient man sich
meist der SaLrowskI-Kirasaroschen Nitrosoreaktion: Morris') empfiehlt,
in 5%iger Peptonnahrbouillon die zur Priifung vorliegenden Mikroben beim
Temperaturoptimum wachsen zu lassen; man setzt alsdann zu je 10 cem
Nihrlosung je 1 cem 0,029 ige wiisserige Kaliumnitritlosung und’ dann einige
Tropfen konzentrierte Schwefelsaure zuZ); bei Agarkulturen gieBt man zuerst:
die Nitritlosung auf, gieBt diese nach einigen Minuten wieder ab und setzt
dann H,S0, zu. Ist Indol vorhanden, so tritt Rotfirbung ein (Bildung von
Nitrosoindol). — Die von MorEeLLI vorgeschlagene Methode des Indolnach-
weises zeichnet sich vor allem dadurch aus, daB die Kulturen durch ihre
Anwendung nicht zerstért werden. Oxalsdure wird heifl bis zur Séttigung
in H,O gelost, Filtrierpapier damit getréinkt, und ein Streifchen von diesem
in die Atmosphére der Kultur gehéingt: ist Indol vorhanden, so firbt sich
das Papier rot.®) Die sehr empfindliche Errricm-BonmEesche Paradi-
methylamidobenzaldehydreaktion4) arbeitet mit einer Mischung des genann-
ten Aldehyds (4 cc) -+ 96 % Alkohol (380 cc) und konz. HCl 80 ce. Von
dieser werden 5 cc zu 10 ce der Niahrlosung zugefiigt, hiernach 5ece ge-
sattigter wasseriger Kaliumpersulfatlosung (K,;8,04): bei Indolgegenwart
Rotféirbung binnen 5 Minuten. — Die Indolprobe 148t sich auch zur Diagnose
verschiedener Mikroben verwenden: manche bilden erst spiter Indol, an-
dere schon nach wenigen Tagen u.dgl. m.

Uber reduzierende Wirkung, die nach OBERSTADTS) auf die Titig-
keit der von Bakterien ausgeschiedenen Stoffwechselprodukte zuriickzufiihren
sind, vgl. oben §S. 88.

1) Mogris, M., Stud. iib. d. Prod. v. Schwefelwasserstoff, Indol u. Merkaptan bei d.
Bakt. (Arch. f. Hyg. 1897, 30, 304, 309).

2) KrrasaTo, Die negat. Indolreakt. d. Typhusbaz. usw. (Ztschr. f. Hyg. 1889, 7,
515, 518); STEENSMA, F. A., Ub. d. Nachw. v. Indol u. d. Bild. v. Indol vortiusch. Stoffen
in Bakterienkult. (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1906, 41, 295); TerLE, H. u. HuBER, E., Krit.
Betracht. iib. d. Meth. d. Indolnachw. usw. {ibid. 1911, 58, 70).

3) Morkr.Lr, G., Ub. ein neues Verfahren z. Nachweis v. Indol auf Nihrsubstraten
(Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1909, 50, 413).

4) BonME (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1906, 40, 129). PriNncsaEM, Zur Verbilligung u.
Verschirfung der Indolreaktion (ibid. 1918, 82, 318).

b) OBERSTADT, Beitr. z. Kenntn. d. reduz erkungen d. Bakt. (Ztschr. {. Hyg.
1918, 75, 1).
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Uber farbige Stoffwechselprodukte — Pigmente — vgl. das S. 146
Gesagte.

Das von ErRpMANN und WINTERNITZ)‘ studierte Proteinochromogen
gibt mit Chlor oder Brom eine rotviolette Farbung (Proteinochrom); Bak-
terienkulturen, die auf 5 %, Peptonnéhrbouillon erwachsen sind, werden mit
Chlorwasser auf diese Substanz gepriift.

Viele Bakterien produzieren reichliche Mengen verschiedener Gase,
unter welchen CO,, H, H,S, CH, und N die wichtigsten sind. Zur Priifung
auf etwaige Gasentwicklung bedient man sich eines Gérungskolbchens.
Kultiviert man Bakterien in Gelen, so entstehen bei reichlicher Gasbildung
im Néhrboden deutlich sichtbare Luftblasen (z. B. in zuckerhaltigen Kulturen
des Bact. coli und anderer Garungserreger); diese sind niemals kugelig, son-
dern deutlich glatt-linsenférmig infolge irgendwelcher minimaler Spannungs-
unterschiede, die im Innern des Gels herrschen.?) Schwefelwasserstoff wird
namentlich bei Peptonernahrung reichlich gebildet.?) — ConNiNeHAM kulti-
viert Gasbildner in einem U-formigen, einseitig kapillar ausgezogenen
KulturgefaB, um die in dem Kapillarrohr sich sammelnde Gasmasse quan-
titativ schitzen zu konnen.?) — Anleitung zur Analyse des von Bakterien
gelieferten Gases gibt A. MEYER.%) Feste Nihrboden werden, wenn in ihnen
gasbildende Mikroben sich entwickeln, von den Gasblasen zerrissen.

Von den Fermenten, deren Wirkung auf das Aussehen einer Bakterien-
kultur den groBten EinfluB hat, sind die proteolytischen, gelatineverfliissi-
genden am weitesten verbreitet. Seltener sind Bakterien, welche Agar ver-
flissigen, wie der marine Bac. gelaticus.®) Auch Serum kann verfliissigt
werden.")

Ausfiihrlich ist dber Fermente und ihren Nachweis durch bestimmte
Kulturmethoden schon im ,,Allgemeinen Teil* berichtet worden.

1) Ub. d. Proteinochrom, eine klin. u. bakt. bish. nicht verwert. Farbenreakt. (M.
med. Woch. 1903, 982).

2) Vgl. Harsonek, E., Gestalt u. Orientierung von Gasblasen in Gelen '(Koll.-Ztschr.
1914, 15, 226)

3) Uber den Nachweis mit Monrschem Salz (SO, FeSO,(NH,),) vgl. BEYERINCK,
Ub. Spirillum desulfuricans als Uvs. v. Sulfatredukt. (Zbl. £. Bakt. II, 1895, 1, 1); Stac-
N1TTA-BALISTRERI (Verbreitung der Schwefelwasserstoffbildung unter den Bakt., Arch.
f. Hyg. 1893, 16, 10) nimmt Eisensaccharat; MorRIs (Stud. iib. d. Produkt. v. Schwefel-
wasserstoff, Indol u. Merkaptan bei Bakt., Arch. f. Hyg. 1897, 3@, 304) gibt auf 1 1 Néhr-
losung 1 g Bleizucker (Bleiazetat).

4) Ind, Journ. Med. Res. 1914, 50, 735,

5) Praktikum der botan. Bakterienkunde, Jena 1903, 110.

6) Grax, H. H., Hydrol. des Agars durch ein Enzym (Bergens Mus. Aarbog 1902,
No. 2). Vgl. auch Pavek, K., Bakt. u. and. Stud. iib. die Barszcz genannte Girung der
roten Riiben (Bull. Acad. Sc. Cracorie, 1905, janv.; betrifft Bact. belae viscosum) und
BiERNACKI, Bact. Nenckii, BIERN., ein neuer, den Agar verfliiss. Mlkroorg (Zbl. {. Bakt. II,
1911, 29, 166).

7) Vgl. REMLINGER, P., S. un bac. liquéfiant rapidement le sérum coagulé (C. R.

Soc. Biol. 1911, 70, 168).
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Stoffwechselprodukte, welche wachstumhemmend oder
wachstumférdernd wirken, und deren chemischer Charakter noch un-
bekannt ist, kommen bei den Bakterien unzweifelhaft in der gleichen Ver-
breitung vor wie bei den Pilzen, sind aber noch fiir beide Organismengruppen
gleich schlecht erforscht. Die Beobachtungen, die an alternden Bakterien-
kulturen wahrgenommen werden, sind wohl nicht zum geringsten Teil auf
die Vergiftung des Nahrbodens durch Stoffwechselprodukte zuriickzufithren.
Selbst frisch angelegte Bakterienkulturen verhalten sich verschieden —jenach- ,
dem, ob das Saatmaterial einer alten oder jungen Stammkultur entnommen
wurde: je dlter diese ist, um so langsamer wiichst zuweilen die Neukultur.?)

RanN?) stellt fiir einige Organismen fest, daB Nahrlosung, welche die
Stoffwechselprodukte des betreffenden Bakteriums enthilt, bei erneuter
Aussaat sein Wachstum besser fordert als frische Néhrlosung. Der fragliche
Stoff wird durch Kochen nicht zerstért und geht nicht durchs Tonfilter;
neben diesen wachstumfordernden Stoffen kommen noch andere Stoff-
wechselprodukte zustande, welche gerade im entgegengesetzten Sinn wirken.
Sie werden durch Erhitzen (60—100°), sowie durch Belichtung zerstort, so
daB man alte Néhrlosungen durch Kochen wieder brauchbar machen kann.
Auch Ersrmaw beobachtete, daB die Bakterien thermolabile, wachstum-
hemmende Stoffe produzieren.?)

Diese wenig erforschten Substanzen haben nicht nur groBe theoretische
Bedeutung, sondern werden zweifellos auch fir die Praxis der Mikroorganis-
menkultur die groBte Bedeutung gewinnen. Bei der Aussaat von Bakterien
m neu angelegte Kulturen iibertragt man nicht nur Organismen, sondern
auch ein Probechen von den wachstumfordernden Substanzen:; vielleicht
héingt es damit zusammen, daB bei reichlicher Aussaat die Kulturen - -
ceteris paribus — oft besser angehen als bei spérlicher.

Die bekannte Erscheinung, dafl Ausstriche auf schrig erstarrtem Nahr-
boden auch dann an dem unteren Ende zu iippigeren Vegetationen fiithren
als an dem oberen, wenn an letzterem reichlicheres Aussaatmaterial abge-
streift worden ist, wird auf die Wirkung wachstumhemmender Stoffe zuriick-
zufithren sein, die cben, wo der Nihrboden nur in diinner Schicht vorhanden
ist, ihn schneller vergiften als unten.4) Die Bezichungen zwischen Mikroben-

1) Vgl z. B. LockeEMANN, G., Beitr. z. Biol. der Tuberkelbazitlen (D. med. Woch.
1918, Nr. 26, S. 712; Nr. 36, S. 992).

2) Uber thermolabile Stoffwechselprodukte als Ursache der natiirlichen Wachstums-
hemmung der Mikroorganismen (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1904, 37, 436); Uber natiirliche
Wachstumshemmung der Bakterien (ibid. T, Orig., 1906, 41, 367); daselbst weitere Litera-
turangaben.

3) Ub. d. EinfluB der Stoffwechselprodukte auf d. Wachstum der Bakt. (Zbl. f.
Bakt. II, 1906, 16, 417).

4) Betrachtungen und experimentelle Mitteilungen iiber die Schnelligkeit, mit der
sich Bakterien vermehren, z. B. bei A. Gopoy (Ub. d. Vermehrung der Bakt. in d. Kulturen.
Mem: Inst. Oswaldo Cruz 1909, 1, 87; cf. Bull. Inst. Pasteur 1910, 8, 782).
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masse und der des Néhrsubstrats macht sich auch in anderer Weise bemerk-
bar (unterschiedliches Verhalten bei Kultur in kleinen und in gerdumigen
Behéltern usf.).t)

Die problematischen Stoffe wirken aber nicht nur auf diejenigen Orga-
nismen, welche sie produziert baben, sondern auch auf andere hemmend
oder fordernd (EIJKMAN u.a.), ja, es scheint, als ob die Produkte des einen
den andern zur Produktion besonderer Stoffe anregen konnten (NENck).
Bleiben fiir die Zukunft gerade auf diesem Gebiete noch viele an Reinkulturen
beobachtete Erscheinungen zu erforschen, so ist die Zahl der Aufgaben,
welche ung die ,,Mischkulturen® stellen, womdglich noch gréBer. Nrxcki?)
beobachtete, daB bei gleichzeitiger Aussaat von zwei Mikroben Stoffwechsel-
produkte entstehen, die in beiderlei Reinkulturen nicht gebildet werden?),
daB manche Zersetzungsvorgénge schneller vor sich gehen, in anderen Féllen
-die Organismen sich gegenseitig hemmen. Lopz*) isolierte einen ,antago-
nistisch‘‘ wirkenden Mikrokokkus, der die verschiedensten neben ihm aus-
gesdten Mikroben selbst in einer Entfernung von 3 und mehr Zentimeter
noch zu hemmen vermochte; der ,,antagonistisch wirkende Stoff ist nach
Lovx dialysierbar. Canrani, NEISSER u. a. beobachteten®), daB man das
Wachstum gewisser Bakterien durch Zusatz anderer Mikroben férdern kann:
Influenza wichst nach Neissgr in den Kolonien des Xerosebazillus, seiner
,2Amme®, iippig heran. PrixesmeiM®) sah, daB Influenzabazillen durch
Bac. mesentericus getordert, bei starker Entwicklung des letzteren durch
seine Stoffwechselprodukte stark geschadigt, ja, getotet werden.

Den EinfluB wachstumhemmender Stoffe auf die Sporenbildung demon-
striert deutlich ein Versuch pE JAGERs; dieser Autor beobachtete, daB Bak-
teriensporen in derselben Nahrlosung, in der sie gebildet werden, wieder
keimen konnen, wenn man die Losung kocht. Offenbar handelt es sich um
giftige, thermolabile Stoffwechselprodukte, welche die Bildung von Sporen
veranlassen, und nach deren Zerstorung die Nihrlosung fir das Wachstum
der Bakterien wieder geeignet wird.")

DaB manche Stoffwechselprodukte selbst nach energischer Erhitzung

1) LockeMANN a. a. 0., 1918,

2) Ub. Mischkulturen (Zbl. f. Bakt. 1892, 11, 225).

3) Oben (S. 145) war zu erwiihnen, daB gewisse Pilze bei verschiedener Ernihrung
ganz ungleichartige Fermente produzieren.

4) Experiment. Untersuch. iib. Bakterienantagonismus I (Zbl. f. Bakt. I Orig., 1903,
33, 196).

b) Vgl. z, B. Canrani, A, Uber die Verwertung von Bakt. als Niahrbodenzusatz
(ZblL. . Bakt. 1900, 28, 743; auch Zeitschr. f. Hyg. 1901, 36, 87). — NkissEr, M., Uber
d. Symbiose d. Influenzabaz. (Deutsche mediz. Wochenschr. 1903, 463).

6) PrivgsuEiM, E. G., Ub. d. gegenseitige Schidigung wnd Forderung v. Bakt.
(Zbl. f. Bakt. IT 1920, 51, 72), iib. Symbiose bei Bakt. (Naturwiss. 1919, 8). Vgl. auch
Worr in Zbl £, Bakt. I, Orig., 1920, 84, No, 4).

7) ds JagER, Over nieming van Bacillensporen in dezelfde vloeistoff waarin ze
zijn outstaan (Nederl. tijdschr. voor Geneesk, 1907, ser. II),
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(120°) auf die Wachstumform der Mikroben (Bac. mycoides) groBen EinfluB
haben konnen, haben Napsox und Apamovic gezeigt.t)

Giftwirkungen. — DaB Bakterien im allgemcinen gegen Sduren sehr
empfindlich sind (Giftwirkung der H-Ionen), wurde schon (8.170)2) hervor-
gehoben. Laugen (OH-Ionen) sind sehr viel weniger giftig; es gibt Bakterien,
welche iiber 0,19% KOH noch vertragen.®) Die {hemmende und tétende
Wirkung der Schwermetallverbindungen, die in der Lehre von der Des-
infektion (Sublimat-Kupfersalzlosungen)4) eine hervorragende Rolle spielt,
duBert sich auch bei Verwendung reiner Metalle; dal sie sich besonders
anschaulich auf auxanographischem Wege erweisen 148t (Auflegen von
Metall auf die Gelatineplatte), wurde bereits von verschiedenen Autoren
geschildert.5) Nach Barré) gind grampositive Bakterien den von Metallen
(Ag, Ng, Cu usw.) ausgehenden oligodynamischen Wirkungen gegeniiber
weniger widerstandsfahig als die gramnegativen. Uber Metalle als desinfi-
zierendes Mittel hat Saxwr?) berichtet; iiber die Verwendbarkeit seiner
Befunde fiir die mikrobiologische Technik liegen noch keine Erfahrungen
vor. Ob sehr verdiinnte Losungen auch auf Bakterien wachstumfordernde
Wirkung haben konnen, bedarf noch weiterer Erforschung. Uber die Wir-
kung des Eosins vgl. NoecucHL8) DaB sich Bakterien an Gifte gew6hnen
konnen, zeigte z. B. ErFroNT.9)

Der Umstand, daB viele Substanzen nur bestimmte Bakterien in ihrer
Entwicklung hemmen, fiir andere Arten ungiftig sind, ist fiir die Herstellung
diagnostischer Néhrboden (s. u.) wertvoll.

Diagnostische Nédhrbdden. — Diese geben dem Forscher ein be-

1) Napsow, G. A. u. Apamovic, S. M., Uber die Beeinflussung der Entwicklung des
Bacillus mycoides. Frteer durch seine Stoffwechselprodukte (Bull. jard. imp. bot.
St. Pétersbourg 1910, 10, 154; vel. Zbl. f. Bakt. II, 1911, 31, 287).

2) Vgl. besonders LiNoELSHEIM, Beitr. z. Atiol. des Milzbrandes (Ztschr. f. Hyg.
1890, 8, 201).

8) Literatur oben 8. 171; ferner z. B. Kirasato, Ub. d. Verhalten d. Typhus- und
Cholerabaz. zu siure- und alkalihaltig. Niahrb. (ibid. 1888, 3, 404).

4) v. LinpEeN, Die entwicklunghemmende Wirkung v. Kupfersalzen avf Krankheit
erregende Bakt. (Zbl. f. Bakt. I, 85, 1920, 136).

5) Einige Literatur stellte CzAPEK zusammen (Biochemie d. Pfln. 1905, 2, 909, Vgl
auch MESSERSCHMIDT in Ztschr. f. Hyg. 1918, 82).

6) Bair, Verhalten grampos. u. gramneg. Bakt. zu oligodyn. Wirkungen (Wien.
Klin, Wochenschr. 1919, Nr. 29).

7) Saxr, Ub. d. Verwend. der keimtotenden Fernwirkung des Silbers f. d. Trink-
wassersterilisation (Wien. Klin. Wochenschr. 1917, 965).

8) Noaucar, H., On tHe iphibitory infl. of eosin upon sporulation (Journ. exp.
med. 1908, 10, 30). :

9) Infl. des comp. du fluor s. L levures de biéres (C. R. Acad. Sc. Paris 1894, 118,
1420; auch 119, 169); Konn E., Weitere Beob. iiber saccharophobe Bakt. (Zbl. f. Bakt. II,
1906, 17, 446; stellte die Anpassungsfihigkeit der saccharophoben Bakterien an Zucker fest).
EngmaN, C., Unters. iib. d. Reaktionsgeschwindigkeit d. Mikroorganismen (Fol. Micro-
biologica 1912, 1).
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quemes Mittel an die Hand, auch ohne Zuhilfenahme des Mikroskops be-
stimmte Bakterienspezies an' ihrem Verhalten den Néhrbdden gegeniiber zu
erkennen. Namentlich fiir die Untersuchung und Unterscheidung der Typhus-
und Kolibakterien haben sich diese Néhrboden gut bewihrt.?)

Nachdem Prorxowsk1®) Typhus und Koli durch Kultur auf Harnagar
-+ Hamatoxylin (Boamer) differenziert hat, sind gefiarbte Nahrboden viel-
fach verwendet worden. Fiir Dricarski- ConraDpis Lakmusagar®) kommen
zu 1000 g- Fleischwasser

10 g Pepton WiTTE

10 ,, Nutrose
5 ,, Kochsalz
30 , Agar

130 ccm KuBkL-TiEmMannsche Lakmuslosung, ferner
16 g Milchzucker
10 cem Kiristallviolettlésung (0,1 9, frisch bereitet).

Die Alkaleszenz soll der einer 0,04 %igen Sodalosung gleichkommen. Nu-
trose fordert das Wachstum der Typhusbakterien; Kristallviolett hemmt die
Entwicklung der Luftkeime. Die Kolikolonien werden auf diesem Néhr-
boden nach 14—16 Stunden (379 rot und undurchsichtig, die Typhus-
kolonien blau, tautropfenartig. Auch Koli kann blaue Kolonien bilden,
wenn die von ihm gebildete Séure zur Neutralisierung des Nahrbodens nicht

ausreicht.?)
Expos Fuchsinagar?®) erhilt man durch Zusatz von

1 9% Milchzucker

0,5 9% alkohol. Fuchsinlgsung

2,5 9% Natriumsulfitlosung (10 9)
1 9% Sodalésung (10 9%).

zu 3 %jigem Nihragar. Durch das Natriumsulfit wird das Iuchsin reduziert
und entfirbt. Typhuskolonien wachsen auf Exposchem Boden farblos, Koli-

kolonien schén rot.)
RoruprrerRr?) benutzte die entfirbende Wirkung des Bact. coli auf

1) Zusammenfassender Bericht z. B. bei Kartur u. Brasivs. Vgl Unters. iib. d. Lei-
stungsfihigkeit dlterer u. neuerer Typhusnahrbiden (ZhL f. Bakt. I, Orig., 1909, 52, 586).

2) Ub. die Differenz v. Koli- u. Typhusbaz. auf Harnnahrsubst. (Zbl. {. Bakt. I, 1896,
29, 686; vgl. auch I, 1917, 79, 257).

3) v. DricaLskr - Conrapy, Uber ein Verfahren z. Nachweis der Typhusbazillen
(Ztschr. f. Hyg. 1902, 39, 283). Vgl. GiNTurr, Einfiihrung, 6. Aufl., 532.

4) Wourin, Ub. d. Wachst. v. B. coli auf Lakmusmannitagar (Zbl. f. Bakt. 1918,
81, 497). ’

5) Ub. ein Verfahren z Nachweis des Typhusbazillus (Zbl. f. Bakt. I, 1904, 35, 109);
Marscnary, F., Die Bedeutung des Exposchen Nithrbod. f. d. bakteriol. Typhusdiagnose
(ibid. 1905, 38, 347) u. v. a.

6) MERcK bringt ,,Expo-Tabletlen in den Handel (Soda, Natriumsulfit u. Fuchsin):
auf je 100 cc neutralen Agar eine Tablette.

7) Differential-diagnostische Untersuch. m.gefiirbten Nithrboden (ibid. 1,1898,24,513).
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Safranin und besonders Neutralrot. Zu 10 cem Agar werden 3—4 Tropfen
einer wisserigen konzentrierten Neutralrotlosung zugesetzt; unter dem Ein-
flu der Kolibakterien stellt sich kraftige Fluoreszenz des Nahrbodens ein.
Der RoruBErGER-SCHEFFLERsche Nahrboden enthilt?)

0,3 9% Traubenzucker

1 cem konzentrierte Neutralrotlosung
100 ,, Nahragar.

Der Glukosezusatz beschleunigt den Eintritt der Reaktion betrichtlich.
HerLer?) nimmt Gelatine. — Die Wirkung der Kolikulturen auf Neutralrot-
boden beruht auf Reduktion und gleichzeitiger Ammoniakbildung.?)

Malachitgriin wurde zur Differentialdiagnose zuerst von LOFrFLER,
dann von Lexrtz und Tietz, sowie von PADLEWSKI u. a. verwendet. Der
vom letztgenannten Autor?) empfohlene Nihrboden wird folgendermafBen
hergestellt: zu 3 %igem Nihragar (Fleisch oder Liebig) kommen 2 %, Pepton,
3% Ochsengalle und 19, chemisch reiner Milchzucker; in Kélbchen wird
der Nahrboden fraktioniert sterilisiert, und zu je 100 ccm werden bei 60—65°

rugesetzt
1 9 ige wisserige Malachitgriinlésung (Héchst) . . . . . 0,6 cem
Galle . . . . . . . . . .. .. 0,5 ,
10 9 ige wisserige Losung von schwefelsaurem Natrium
(pur. pro anal) . . . . . . . ... ... ... 0,75—1,00 cem

Ohne Sterilisation wird der Agar in Petrischalen gegossen. Nach dem K-
starren nimmt er ein durchsichtig gelbes Aussehen an. Der Gallegehalt for-
dert das Wachstum der Typhusbakterien, deren Kolonien zuerst farblos
bleiben, dann goldgelb und durchscheinend aussehen, wihrend die Sdure-
bildner griin wachsen.

Metachromgelb IIRD (A.-G. fiir Anilinfabrikation Berlin) hemmt bei
saurer Reaktion des Nihrbodens kokken- und sporenbildende Bakterien sehr
stark oder vollstindig. Ruhr, Typhus und Koli bleiben von ihm unbeein-
flu3t.)

Auch Chinablau, Kongorot u. a. Farbstoffe sind zu diagnostischen Nahr-

1) ScuEFFLER, W., Das Neutralrot als Hilfsmittel z. Diagnose des Bact. cols (ibid. 1,
1900, 28, 199); OrpExoP, A., Eine Modifik. des R.-Scu.schen Neutralrotbodens (ibid. T,
1904, 35, 120) u. v. a.

2) Die RoTHBERGERSCHE Neutralrotreaktion auf Gelatine bei 37" (Zbl. f. Bakt. 1,
1905, 38, 117).

3) Vgl. Guerrer, M., Etude de la réaction du rouge neutre au point de vue chimique
(C. R. Soc. Biol. 1911, 70, 511)."

4) PapLEwsK], L., Eine neue Anwendungsmethode des Malachitgriinagars zum Nachw.
v. Baz. d. Typhusgruppe (Zbl. f. Bakt. 1, Orig., 1908, 47, 540; vgl. auch MEcELE, ibid.
1909, 52, 616). KNoORR, Z. Praxis u. Theorie des Malachitgriinnikrbodenverfahrens f. d.
Nachw. d. Typhus- u. Paratyphusbakt. im Stahl (ibid. 1917, 79, 114).

6) GassNER, Metachromgelb als Hemmungsmittel f. Kokken- u. Sporenbildner usw.
{Zbl. 1. Bakt. I, Orig., 1917, 80, 120; s. auch 219, 253 und 1918, 81, 477).
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substraten verarbeitet worden. — Uber die Regeneration (s. o. 8. 39) farb-
stoffhaltiger Niahrboden vgl. z. B. Zrprrr.?)

Weitere diagnostische Nihrbdden enthalten Gifte, welche von ver-
schiedenen Mikroorganismen den minder widerstandsfihigen in seiner Ent-
wicklung hemmen, den andern zum Wachstum kommen lassen. Rorn?) z. B.
gibt zu Fleischwasser ca. 159, Koffein, das nur den Typhusbazillus zur An-
reicherung kommen 188t und nicht die Kolibakterien. Petrolather tétet bei
15stiindiget Einwirkung die Kolibakterien®), ohne Typhus und Paratyphus
zu schidigen.

Methylviolett wird durch Koli, nicht durch Typhus reduziert.%)

Noch zahlreiche andere Substanzen hat man zu diagnostischen Nihr-
boden verwendet, so z. B. auch die aus Pflanzen (Saliz, Populus, Citrus,
Arbutus) gewonnenen Glykoside.)

Die Anfertigung kompliziert zusammengesetzter diagnostischer Nihr-
béden erleichtern die Bram-Tabletten (s. o. S. 40, 41).

Variabilitdt, Rassenbildung. — Werden Bakterien mehr oder
minder lange Zeit unter Bedingungen gehalten, welche ihrer Entwicklung
nicht giinstig sind, so tritt degenerative Veréinderung ein: bei allzu langem
Aufenthalt auf kiinstlichen Nahrbdden, nach Zusatz von Giften u.a. ver-
lieren z. B. pathogene Mikroben den natiirlichen Grad ihrer Virulenz, den
sie aber unter optimalen Lebensbedingungen, d. h. bei Passage durch einen
geeigneten TierkOrper, wieder erwerben. Um degenerative Verdnderungen
handelt es sich wohl auch, wenn Bakterien z. B. ihre Fahigkeit, Gelatine zu
verfliissigen, verlieren, oder wenn Bac. prodigiosus infolge fortgesetzter
Kultur auf Agar kein Pigment mehr bildet; nach Uberimpfen auf Kartoffel
werden seine Kulturen wieder farbig.8) Auch allzu hohe Temperatur macht
denselben Mikroorganismus farblos; bei niedrigerer Temperatur kehrt sein
normales Aussehen wieder zuriick.?)

Versuche mit Bacillus prodigiosus, Staphylococcus pyogenes und Myxo-
coccus sp. haben gezeigt, daB unter dem EinfluB verschiedenartig variierter
Kulturbedingungen (Zusatz von Cu-, Co-, Cd-, Cr-Salzen u. a. m.) nicht nur

1) Wiedergewinnung v. gebrauchten, gefidrbten Agarnihrboden auf kaltem Wege
ohne Filtration (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1918, 80, 472).

2) Vers. {ib. d. Einwirk. d. Trimethylxanthins auf d. Bact. typhi u. coli (Arch.. f.
Hyg. 1904, 49, 199); vgl. auch Garmrcexns, N., Uber die Erhshung der Leistungsfihig-
keit des Exposchen Fuchsinagars durch d. Zusatz v. Koffein (ZblL f. Bakt. I, 1905,
39, 634).

3) Brenasr, Ub. elekt. Beeinfl. des Bact. coli (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1914, 74, 348;
s. auch Berl. Klin. Wochenschr. 1916, Nr. 20).

4) Botgz, Nouv. faits rél. & I'emploi du violet de methyle comme moyen de diff. etc.
(C. R. Soc. Biol. 1916, 79, 888).

5) Massi, V., Modo di vegetare del bact. coli su alcuni terreni di cultura con glucosidi
(Riv. di ig. e di san. pubbl. 1911, 22, 101; vgl. Bull. Inst. Pasteur 1911, 9, 971).

6) MicuLa, System d. Bakt., 1, 226.

7} Theoretisches bei DErro, Theorie d. direkten Anpassung, Jena 1904, 97.
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»Modifikationen®, d. h. nicht vererbbare Abweichungen vom urspriing-
lichen Typ, sondern auch konstant bleibende Mutationen erzielt werden
konnen.!)

Die Kultur eines in den Formenkreis des Bact. coli gehorigen Organis-
mus auf Expo-Agar fithrte zu der Beobachtung, daB neben den farblosen
Kolonien der zur Laktosevergérung nicht befshigten Mikroben rote An-
héufungen von Bakterien heranwachsen, also Organismen, welche Laktose
vergiren. Die Bakterien, welche die rcten knopfihnlichen Sekundir-
kolonien bilden, behalten ihr neu erworbenes Girvermigen auch dann,
wenn sie auf laktosefreiem Medium weiterkultiviert werden. Die Frage,
ob bei derartigen Erscheinungen von ,Mutation“ im Sinne pE VRIES’
oder von Klonumbildungen zu sprechen ist, kann hier nicht diskutiert
werden.?) ‘
" Bei wiederholtem Uberimpfen von einer Gelatinekultur auf die andere
erleiden viele Bakterien eine deutliche Verdnderung, deren auffilligstes
Symptom in ihrer Asporogenitét liegt. Asporogene Rassen, d. h. solche,
welche keine Sporen mehr bilden, sind besonders beim Milzbrandbazillus
(Bacillus anthracisy beobachtet worden.?) Zusatz von Giften (Kalium-
biechromat4), Phenol)®) beschleunigt ihr Erscheinen. — DaB bei wiederholtem
Uberimpfen ganz allgemein das Vermégen zu reichlicher Sporenbildung ver-
loren geht, beruht nach BEvErINCES) darauf, ,,da8l man ohne bestimmte Fiir-
sorge stets mehr vegetative Stédbchen wie Sporen iiberimpft und viele dieser
Stabchen das Vermogen zur Sporenbildung vollstéindig verlieren. Wird das
iibergeimpfte Material zuvor pasteurisiert, so dafl nur Sporen zur Aussaat
kommen, so bleibt die Sporenbildung und deshalb die ibergeimpfte Kultur
vollig konstant.

Ob die asporogenen Rassen der Bakterien ohne weiteres mit den der
Hefen gleichzusetzen sind, scheint fraglich. Bei jenen liegt vielleicht doch
nur eine ,,Abschwichung* vor, die fiir die sporenlosen Hefen in Anbetracht

1) Worr, Fr., Ub, Modifikationen u. exper. ausgeloste Mutationen v. Bac. prodig.
u. and. Schizophyten (Ztschr. {f. ind. Abstammungs- u. Vererbungslehre 1909, 2, 90).

2) Literaturnachweise und Kritik z. B. bei Burri, R., Ub. scheinbar plotzliche Neu-
erwerbung eines bestimmten Garvermégens durch Bakt. der Koligruppe (Zbl. f. Bakt. 11,
1910, 28, 321), PrinesmemM, H., Variab. nied. Organismen. Berlin 1910; BENECKE,
Bau u. Leben d. Bakt. Berlin u. Leipzig 1912, 214ff. LenMsxn, E., Bakterienmutationen,
Allogonie. Klonumbildungen (Zbl. f. Bakt., Abt. I, Orig., 1916, 77, 289); vgl. ferner bes.
BaxrTuLEIN, Uber bakterielle Kausalitit (Zbl. f. Bakt. 1918, 81, 369). — Uber die
Entstehung nicht siiurefester Tuberkelbazillen in der Kultur vgl. Dostar u. WaIN-
BAOH (Wien. Med. Wochenschr. 1920, Nr. 23 24).

3) Vgl z. B. BEHRING, Beitr. z. Atiol. d. Milzbrandes (Ztschr. f. Hyg. 1889, 7, 174);
Fiscuer, A., Vorlesungen iiber Bakterien. 2. Aufl., S. 50, Jena 1903.

4) CHAMBERLAND u. RoUX, Atténuation de la virule de la bact. charb. etc. (C. R.
Acad. Se. Paris 1883, 96, 1088, 1090).

5) Roux, Bactéridie charbonneuse asporogene (Ann. Inst. Pasteur 1890, 4, 25).

6) Anhdufungsversuche mit Ureumbakterien (Zbl. f. Bakt. II, 1901, 7, 45).

Kuster, Mikroorganismen, 8. Aufl. 13
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ihres von HANsEN konstatierten, schon 17 jéhrigen iippigen Wachstums sich
kaum annehmen 148t.1)

Myxobakterien.?) Thre Verbreitung ist offenbar auch in Deutschland viel groBer,
als bisher gewohnlich angenommen wurde. QUEnL, der die Umgegend von Berlin nach
ihnen durchforschte, spricht von dem groBen Reichtum des Kaninchenmistes an Myxo-
bakterien, THAXTER nennt fiir Nordamerika Myxococcus rubescens, Chondromyces auranti-
acus und M. virescens als hiufigste Formen, QuenL fiir Deutschland nichst M. rubescens
Polyangium fuscum, M. virescens und M. coralloides.

Wie Baur und QUEHL feststellten, liegt das Temperaturminimum fiir Myxobakterien
bei 17—20° C, das Temperaturoptimum ziemlich hoch — etwa bei 35° C. Hilt man Ka-
ninchenmist u. dgl. gut benetzt im Thermostaten bei 359 C, so werden die anderen Otga-
nismen, deren Keime der Mist birgt, in der Entwicklung gehemmt, und die Myxobakterien
gewinnen die Oberhand. Sie konnen dann isoliert und auf andere Nihrboden {ibergeimpft
werden. ,

Als kiinstliche Nahrboden sind Mist, Mistagar, Peptonagar und -besonders Kartoffel-
extraktagar (THAXTER) geeignet; Mist darf nach Vamre3) nur im Dampftopf sterilisiert
werden. Die Friichte stehen zuweilen in Hexenringanordnung.

Heubazillen. Unter den aus Heu isolierbaren Bakterien?) ist Bacillus subtilis der
bekannteste. Dank der Resistenz seiner Sporen leicht rein zu gewinnen durch Kochen
eines Heuinfuses: Optimum 36°, agrob, verfliissigt Gelatine. Auf fliissigen Nahrboden
Kahmhaut. Nach Erschépfung des Substrats Bildung von Sporen, deren Keimung
gut zu beobachten ist Wéchst auf den iiblichen Niahrboden wie Kartoffel, Gelatine,
Agar.5) :

Kartoffelbazillen begegnen dem Bakteriologen sehr hiufig auf mangelhaft sterili-
sierten Kartoffeln: die Sporen der Kartoffelbazillen sind gegen Hitze sehr resistent. Am
hiufigsten ist Bacillus mesentericus vulgatus, der auf Kartoffeln schleimige weiBle Kolonien
bildet; B. mesentericus fuscus ist ihm #hnlich, bildet aber gelbe oder braune Kolonien.5)
Aérob, verfliissigt Gelatine.

Wasserbakterien, eine bunte Schar von Mikroben, die namenttich als Bewohner und
Verunreiniger des Trinkwassers eine grofe praktische Bedeutung haben. Bei seiner Unter-
suchung handelt es sich in erster Linie um Ziichtung der in der Volumeneinheit des Wassers
vorhandenen Keime. Man fingt Proben des Wassers in trocken sterilisierten Gefillen

1) Fiir die asporogene Rasse des Gasphlegmonenbazillus zeigte Passint (Ub. fiulnis-
erregende anasrobe Bakt. etc., Ztschr. f. Hyg. 1905, 49, 185, 144), daB beim Uber-
impfen von Zuckeragar auf Eiweiinihrboden die Asporogenitéit ihr Ende findet. Vgl
auch GRASSBERGER (a. a. 0.). )

2) TuAXTER, On the Myxobacteriaceae, a new order of Schizomycetes (Botan. Gaz.
1892, 389); Further ohservations on the M. (ibid. 1897, 395); Notes on the M. (ibid. 1904,
105); BaUR, E., Myxobakterienstudien (Arch. f. Protistenkde. 1904, 5, 92); QuenL, A.,
Untersuch. iib. die Myxobakterien (Zbl. f. Bakt. II, 1306, 16, 9).

3) Vanvrg, C., Vergleich. Unters. iib. d. Myxobakt. u. Bakteriaceen (Zbl. f. Bakt. II.
1909, 25, 178); genaue Angaben iiber Herstellung der Nihrboden.

4) Uber die Bakterienflora des Heus vgl. MienE, Die Selbsterhitzung des Heus,
Jena 1906.

5) Literatur bei Zopr, Die Spaltpilze, 3. Aufl. 1885, 74; BrEFELD, Bot. Unters. iib.
Schimmelpilze, 4. Heft, Leipzig 1881.

6) Weiteres iiber Kartoffelbazillen z. B. bei Friicee, Mikroorganismen, 2. Aufl
1886, 321.
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auf und entnimmt den Wasserproben sobald wie moglich das Material zum PlattengieBen.
Da Bakterien der verschiedensten Art auf einer Platte nebeneinander zur Entwick-
lung gebracht werden sollen, miissen Bedingungen angestrebt werden, welche méglichst
vielen Arten die Entwicklung ermdglichen; bei vergleichenden Untersuchungen mufl
namentlich der Grad der Alkaleszenz stets derselbe sein; vgl. z. B. das oben (S. 171) ge-
gebene Rezept. HEssE und NIEDNER') benutzen HEYDEN-Agar von folgender Zusammen-

setzung: 1000 ccm destill. Wasser
12,6 g Agar
7,5 , HEYDEN-Nihrstoff.

Bodenbakterien werden in Bodenextrakt geziichtet (Boden mit gleichem Vol.

Wasger 15 Std. zu kochen); auf 1 1 Extrakt kommen ca. 12 g Agar. LipMaN und BrownN
kultivierten auf

Wasser . . . . . . . .. 1000 cc
Agar . . . ... ... 20 g
Pepton ......... 0,05 .,
Dextrose . . . . . . . . 10 .
MgSO, . . . ... ... 0,2 ,,
K,HPO, . . . . .. . .. 0,6 ,

JoiL CoxN auf einem #hnlichen 19/, asparaginsaures Natrium enthaltenden Agar.?)

Uber die Wasservibrionen (Anreicherung, Isolierung) vgl. Kocm.3) Unter den
Wasserbakterien befinden sich verschiedene, die auch bei der folgenden Gruppe einzu-
reihen sind.

Pigmentbakterien lassen sich ebenso leicht aus der Luft auffangen (Sarcinu lutea, sel-
tener S. aurantiaca), wie aus Wasser isolieren (,, fluoreszierende” Balkterien); der bekannteste
Vertreter der Gruppe ist der Bac. prodigiosus, der Pilz der ,blutenden Hostie”, der
auf Gebick, Kartoffeln u. a. gelegentlich auftritt. Wichst aérob, besonders auf Kartoffeln
mit prichtiger Farbung. Auf diesem Substrat bildet B. prodigiosus reichlich Trimethyl-
amin; auf eiweiBhaltigen festen Nihrboden bleibt die Bildung des letzteren aus.) Uber
die Bedeutung bestimmter Nahrstoffe, des Lichtes und anderer Faktoren®) fiir die
Pigmentbildung haben verschiedene Autoren sich geduflert. Mg spielt nach ihren iiber-
einstimmenden Angaben eine besondere Rolle®): nach BenckEs Untersuchungen (s. o.)
sind bescheidene Dosen von Mg fiir das Wachstum der Bakterien unerliflich, Pigment-
bildung aber setzt groBere Mengen von Mg voraus als Wachstum. Trumm gibt an
(a. a. O.), da8 Bacillus syncyaneus, der die Erscheinung der blauen Milch hervorruft, bei
Ernghrung mit zitronensaurem Ammoniak nur Synzyanin, in Asparaginljsung nur
Fluoreszin, in milchsaurem Ammonium beides bildet. Weiterhin haben einige Autoren

1) Die Methodik der bakteriolog. Wasserdiagnostik (Ztschr. f. Hyg. 1898, 39, 454).
. 2) LIpMAN a. BRowN, Media for the quantit. estimation of soil bact. (Zbl. f. Bakt.
11, 1910, 25, 447), JorL ConN, Cult. media for use in the plate meth. of counting soil bact.
(ibid. 1916, 44, 719). : ‘
3) Kocn, R., Ub. d. augenblickl. Stand der bakt. Choleradiagnose (Ztschr. f. Hyg.
1893, 14, 319, 338).
4) AckERMANN, D. u. Scmtrze, H., Ub. Art u. Herkunft d. fliicht. Basen v. Kulturen
des Bact. prod. (Arch. f. Hyg. 73, 145).
5) Vgl. z. B. KrusE, Allgem. Mikrobiologie 1910.
6) Vgl. z. B. THuMM, Beitrige z. Kenntn. d. fluoresz. Bakt. (Arb. bakteriol. Inst.
Karlsruhe 1895, 1).

13*
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auf die Bedeutung von 8 und P aufmerksam gemacht (0,001 ¢, Magnesiumsulfat oder
0,001 Natriumphosphat nach Jorpaw).!) Vgl ferner LEPIERRE, BoEgHOUT und OTT
DE VRIES?) u. a.

Die griinen Kristalle, die Bacillus chlororaphis im Nahrsubstrat ausfallen 148t (,,Chlo-
roraphin“), entstehen am reichlichsten hei Kultur auf folgendem Medium?):

Wasser . . . . . . . .. 100 g
Asparagin. . . . . . . . 0,7
Glyzerin . . . . . . .. 2,6 ,
Kaliumphosphat . . . . . 01 ,
Magnesiumsulfat . . . . . 0,6
Chlorkalzium . . . . . . 0,04
Eisensulfat . . . . . . . 0,01 ,

Uber farblose Rassen,‘ insbesondere des Prodigiosus, s. o. Die Farbstoffe der Pig-
mentbakterien verhalten sich auf den Néhrboden verschieden: das ,Bakteriofluoreszin*
ist wasserloslich und verbreitet sich im Néhrboden durch Diffusion, , Prodigiosin® ist un-
loslich in Wasser. Naheres iiber die Biologie der Pigmentbakterien bei BEYERINCK, NI-
coLLE?!), BENECKE (a. a. 0. 1912) u. a.

Fiulnisbakterien, eine auBerordentlich reichhaltige Gruppe von Organismen, welche
Proteinstoffe tierischer oder pflanzlicher Provenienz zersetzen. Wir verschaffen uns solche
aus Fleischsaft, aus rohem Eiweil oder aus Wasser, in welchem reife gelbe Erbsen ge-
wéssert worden sind. Die Fliissigkeiten werden der Luftinfektion ausgesetzt und aérob
oder anaérob der weiteren Entwicklung iiberlassen. Zum Isolieren und Kultivieren isolierter
Formen sind Fleischgelatine, Wiirzegelatine usw. geeignet, Gelatine wird verfliissigt;
manche Faulnisbakterien kénnen nur Albumosen und Pepton verarbeiten, keine Albu-
mine. Ubrigens kommen zahlreiche Faulnisbakterien auch mit Amidoverbindungen aus.
Die hiufigste Form ist Proteus wulgaris.®) Bac. botulinus, der Verderber animalischer
Lebensmittel, wichst auch auf sauren Boden (nicht-neutralisierter Nihragar -+ 0,1"/0(,
Essigsiiure); saure Gelatine ist fiir Kultur nicht geeignet.®) Uber ,schwirmende Inseln”
und ,,bplruhnen“ der Proteuskulturen s. 0. 8. 179. Uber Zoogloea ramigera s. Brocm.”)

1) The production of fluorescent pigment by bacteria (Botan. Gaz. 1899, 27, 19).
daselbst weitere Literaturangaben. Vgl. auch NiEDERKORN, Vergleich. Unters. iib. die
verschied. Varietiten des Bac. pyocyaneus und des B. fluorescens liguefaciens (Dissertation.
Freiburg i. S. 1898).

2) LerierrE, Fonction fluorescigéne des microbes (Ann. Inst. Pasteur 1895, 9, 643);
bestreitet den Einflull der Phosphate, den GEssarD [a. a. O. 1892, 6, 801] betont hatte;
BoekHOUT u. OTT DE VRIES, Ub. einen neuen chromog. Bac. (ibid. II, 1898, 6, 497);
Bac. fuchsinus entwickelt seinen charakteristischen Metallglanz am besten auf 1 9, Pepton
und 0,5 9, Natriumtartrat.

3) LassEUR, Pn., Le Bac. chlororaphis. — Infl. du fer sur la production de la
chlororaphine (C. R. Soc. Biol. 1911, 70, 154). Vgl. auch 8. 208, Anm.

4) BevEriNcK, Die Lebensgeschichte einer Pigmentbakterie (Bot. Zeitg. 1891, 49,
750); MarsHALL WARD, A violet bacillus (Ann. of Bot. 1898, 12, 59); NicoLLE, Grundz.
d. allg. Mikrobiolog. 1901, 83; HerFERAN, M. Compar. a. exper. study of bacilli produc.
red pigment (Zbl. f. Bakt. II, 1904, 11, 311).

5) HansEN, G., Ub. Faulnisbakt. u. deren Beziehungen z. Septicaemie. Leipzig 1885.
Spitere Literatur bei Sarus, G., Z. Biol. d. Fiulnis (Arch. f. Hyg. 1904, 51, 97).

6) RirrER, L., Ub. Botuhsmus (D. Med. Wochenschr. 1919, Nr. 47, 8. 1300).

7) BrocH, Beitr. z. Unters. iib. d. Zoogl. ramig. (Zbl. f. Bakt. 11, 1918, 48, 14).
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Fettspaltende Bakterien. — SOn~NGEN nahm zur Anreicherung fettspaltender Or-
ganismen einen Nihrboden von folgender Zusammensetzung:

Leitungswasser . . . . . 100 cem
fein verteiltes Fett . .. . 0,5 g
CaCO; . . . . . . . .. 0,5,
K,HPO, . . . . . . .. 0,5 ,
MgNH,PO, . . . . . . . 0,1,

Als Fett bewihrte sioh namentlich der (bei 55° schmelzende) Riickstand der Margarine-
bereitung (suif pressé).') Fettspaltende Mikroben fand S6HNGEN sehr reichlich in Humus
(10 000 Bakterien auf 1 g) oder Milch (180—20 000 auf 1ccm). Bei 18—25 ¢ C entwickelten
sich bei Aussaat von Erde fettspaltende Mikrokokken, Fluoreszenz - Bakterien und
B. punctatum agrob, bei 30—37° C Bact. lipolyticum «, , y und . Im AnschluB an Ewk-
MaNs Lipasennachweis (s. o. S. 93) .kleidet SomNGEN?) Reagenzgliser innen mit diinner
Schicht sterilen Fettes aus und fiillt sie mit einer den Fettspaltern zutriglichen Losung,
in der sie keine Sdure bilden; nach 2—3 Tagen Verseifung des Fettes.

Fiicesbakterien, — Aus menschlichen Fices leicht zu isolieren ist das in ihnen stets
vorhandene Bacterium coli commune. Man verteilt eine Probe des Stuhls in Nihrgelatine
und gieBt Platten. Wichst auf Kartoffeln, in Nahrbouillon usw., bringt Milch zum Ge-
rinnen, gedeiht noch bei 46°.3) -Auf zuckerreichen Nihrboden geht — wegen zu starker
Sauerung des Substrats (s. 0.) — B. coli bald zugrunde; Trauben- und Milchzucker werden
unter Gagbildung (CO, und H) vergoren. Gelatine wird nicht verfliissigt; auf pepton-
reichen Boden Indolentwicklung, Uber das Verhalten auf ,diagnostischen” Nahrboden
und die Unterscheidung von Typhus s. o. S. 189.

Essigbakterien. — Hauptfundgrube sind die Hobelspiine, welche in Essigfabriken das
Essiggut iiberrieselt ; vorzugsweise reichlich tritt auf ihnen Bacterium acefi auf (BEYERINCKS
Schnellessigbakterien).4) L&8t man alkoholhaltige Fliissigkeiten wie Bier an der Luft
stehen, so bildet sich auf ihnen (besonders im Thermostaten bei 30—35°) eine aus Bact.
rancens bestehende Kahmhaut (Bieressighakterien). Alle Arten sind aérob. Auf Bier lassen
sich Essigbakterien leicht kultivieren; bei gleichzeitiger Aussaat von B. aceti und B. rancens
gewinnt letzteres den Vorsprung. Umgekehrt entwickelt sich B. acet: iippig auf folgender
Nahrlosung, die BEYERINCK aus

100 g Leitungswasser
3, Alkohol
0,05 ,, Ammonphosphat und
0,01 ,, Chlorkalium

herstellt. Die im Leitungswasser enthaltenen Stoffe sind fiir das Gedeihen der Bakterien
von groBer Bedeutung, so daB jenes nicht ohne weiteres durch destilliertes Wasser
ersetzt werden darf. B. rancens entwickelt sich auf dieser Nahrlssung nicht. —
Uber die Anspriiche der Bakterien auf N- und C-Versorgung vgl. besonders Hovzr.

1) StmnceN, N. L., Fat-splitting by bact. (Kon. Akad. Wet. Amsterdam 1910, 667).

2) SouncEN, Ub. fettspalt. Mikroben usw. (Folia microlioe. 1912, 1, 199). — Weiteres
iib. Physiologie und Methodik bei Rann, Die Zersetz. d. Fette (Zbl. f. Bakt. II, 1906,
15, 53, 122). )

3) Vgl. z. B. NEUMANN, G., Nachweis des B. c. in d. AuBenwelt unter Zuhilfen. d.
Errkmavschen Meth. (Arch. £ Hyg. 1906, 59, 174).

4) Uber die Arten d. Essigbakt. (Zbl. f. Bakt. LT, 1898, 4, 209).
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HenNEBERG!) nennt neben anderen auch Hefewasser (7 Teile Hefe in 100 Teilen
Wasser ausgekocht), verschiedene zuckerhaltige Medien (Bierwiirze, Bierwiirzegelatine,
Traubenzuckergelatine) usw. JawkE fand eine Néhrlosung von folgender Zusammen-

setzung zusagend®):  Wagger . . . . . . . . . 100 ¢
KHPO,. .. ...... 0,04 g
(NH,),HPO, . . . . . . . 01 ,
MgSO, (+79,,0) . . . . 004,
Glyzerin . . . . . . . .. 0,5 ce
Bernsteinggure . . . . . . 01 g

Auf zuckerhaltigen Losungen (Rohrzucker, Traubenzucker), welchen Pepton oder Aspara-
gin als N-Quelle beigegeben ist, produzieren verschiedene Essigbakterien sehr reichlich
Schleim und Zellulose. Besonders Bact. zylinum, welches ebenfalls in Essigfabriken an-
zutreffen ist, zeichnet sich durch Bildung kriftiger. Zellulosedecken aus.?) Uber "Bac-
terium Pasteurianum, welches BrYERINcK auf Biergelatine kultivierte, und an dessen
Kolonien er , Ausliufer entstehen sah, deren Individuen mit Jod nicht die fiir die Spezies
charakteristische Blaufarbung gaben, vgl. die zitierte Abhandlung. — Die Involutions-
formen der Essigbakterien zeichnen sich durch ihre GroSe und Formenmannigfaltig-
keit aus. Infolge der Kultur auf kiinstlichen Nahrboden geht das Sauerungsvermogen
der Essigbakterien zuriick.

Zur Trennung der Essighakterien von den Mykodermahefen benutzt BerasTex?) fol-
gendes Verfahren. 6 sterile Glischen werden mit 100 cm des Bieres beschickt, das zur
Gewinnung der Mikroorganismen vorliegt; es werden zu den Bierproben

0, 5, 10, 15, 20, 25 9% Normalessigsiure zugesetzt
l l l l l |  und
bei 40, 35, 30, 25, 20, 159 C gehalten.
In den schwach gesiuerten Proben entwickeln sich besonders die Essigsiurebakterien,
wihrend die gegen hohe Temperaturen empfindlichen Hefen in den stark geséiuerten zur
Entwicklung kommen.

Einen farbstoffbildenden Biermikroben der Essigbakteriengruppe fand BEYERINCK
in Bier und auf Eichenlohe (Acetobacter melanogenum).®)

Milchsiurebakterien. — Sind in der Brennereimaische zu finden (Bac. acidificans
longissimus), in der Milch (Bact. lactis acidi und Bacillus acidy lactici)®), im Yoghurt (Bacte-

1) Weitere Unters, iib. Essigbakt. (ibid. 14). Vgl auBerdem Hawsen, E. Cur., Rech.
s. L bact. acétifiantes (Ann. de Microgr. 1894, Trav. labor. Carlsberg 3 u. 5); HovYER,
D. P., Bijdrage tot de Kennis van de Azijnbakterien (Proefschrift Leiden 1898; Zbl. f.
Bakt. II, 1898, 4, 867); Etudes s. 1. bact. acétif. (Arch. Néerl. 2, 1898).

2) Jank®m, Stud. iib. d. Essigsiurebakt.-Flora v. Lagerbieren des Wiener Handels
(Zbl. £. Bakt. IT, 1916, 43, 1).

3) Uber einen eigenartigen Vertreter des Xylinum-Formenkreises (,, M. edusonvyces')
vgl. Linpav u. Livpner (Ber. d. D. Bot. Ges, 1913, 31, 243, 364).

1) Methode z. Trennung des Mycoderma v. d. Essigbakt. im Bier durch Anhiufung
(Wochenschr. f. Brauerei, 33).

5) BEvERINCK, M. W., Ub. Pigmenthild. b. Essigbakt. (Zbl. f. Bakt. 1T, 1911, 29, 169).
S6HNGEN, Umwandl. v. Mn-Verbind. unter d. Einfl. mikrobiol. Prozesse (ibid. 11, 1914,
40, 545, 549).

6) Zusammenfassender Bericht iiber Milchbakterien z. B. bei H. WEIGMANN in
Laragrs Handb. d. techn. Mykol. 1905, 2, 48ff. -— ORLA - JENSEN. The lactic acid bac-
teria (Mém. acad. Sc. et Lettres Copenhague, Sect. Sc., 8. gér. T. 5, Nr. 2, 1919).
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rium caucasicum liefert chem. Laborat. Dr. E. Klebs, Miinchen). Fakultativ anaérob,
verfliissigen Gelatine im allgemeinen nicht. Zur Reinkultur geht man von spontan sauer
gewordener Kuhmilch aus und giet Platten mit Gelatine, welche girfihigen Zucker ent-
hélt (Traubenzucker, Milchzucker). BEYERINCK kocht 20 g Hefe in 100 ccm Leitungs-
wasser und stellt mit 5—10 9, Traubenzucker und 8 9, Gelatine den Néhrboden her?);
wird gleichzeitig Schlemmkreide beigegeben, so machen sich die siurebildenden Kolo-
nien der Milchsiurebakterien durch Aufhellung der Kreidemischung auffillig (s. o. S.55).
Andere brauchbare Nihrboden stellt man sich aus Milch her, z. B.

100 g Molke (s. 0.)

% ,, NaCl
1, Pepton (WirTE)
0, Gelatine.

Uber die Anspriiche, welche verschiedene Milchssurebakterien an die Temperatur
stellen, vgl. BEYERINCK. Bacillus aromaticus wird von diesem Autor durch Aussaat von
Bickerhefe in Malz (anaérob bei 15—18 %) und Uberimpfung in sterilisierte Milch (25—30 °)
gewonnen. Aziditdt 3—b cem Normalsdure auf 100 cem Milch.?)

Buttersiurebakterien, weit verbreitéte Organismen, welche aus Kohlehydraten
Buttersiure oder andere Verbindungen der Butylreihe bilden.3) Anaérob. Bacillus butyricus
(Clostridium butyricum, Granulobacter saccharobutyricus) a6t sich aus Erde, Mist, Milch
und Kise u. a. gewinnen. Sporen nach dem Clostridiumtypus.

Eine ,,normale Buttersiuregirung” richten wir uns mit BEYERINCK?) folgendermaﬁen
ein. Man bringt in ein Kochkolbchen destilliertes Wasser mit 5 9% Glukose und 5 %, fein
gemahlenem Fibrin, 148t den Brei sich absetzen und kocht kréftig, bis alle Luft entfernt
ist. Wahrend des Kochens infiziert man mit Gartenerde und stellt noch heiff das Kolb-
chen in den Thermostaten (359). Durch das Erhitzen werden alle Keime aufier den Sporen
des Qranulobacter saccharobutyricus und einigen anderen (Heubacillus usw.) abgetotet.
Das Buttersdurebakterium dringt bald alle anderen zuriick. Will man die Clostridium-
form erhalten, so verfihrt man nach BEYERINCK ebenso mit folgender Losung:

5 9 Glukose oder Rohrzucker,
3 9, prizipitiertes Kalziumkarbonat,
0,05 9% Natriumphosphat,
0,05 % Magnesiumsulfat,
0,05 9% Chlorkalium.
Es entwickeln sich Klostridien mit reichlich Granulose.

Zur Isolierung verfihrt BEYERINCK nach folgender Methode: Man lost 59, Rohr-
zucker und 59, Gelatine in Leitungswasser und impft ein Reagenzglas mit einer Spur
der Girungsmasse, ~ falls Sporen in dieser vorhanden sind, kann man die heile Gelatine

1) Verfahr. z. Nachw. d. Sdureabsond. bei Mikrobien (ZblL f. Bakt. 1891, 9, 782).
Vgl. auch KaLiscHER, O., Z. Biol. d. pepton. Milchbakt. (Arch. f. Hyg. 1900, 87, 30);
BoEkHEOUT u. DE VRIiES, Ub. ein d. Gelatine verfliiss. Milchsiurebakt. (Zbl. f. Bakt. II,
1904, 12, 587).

2) BeveriNCk, M. W., Fermentation lactique dans le lait (Arch. néerl. sc. exactes
et nat. 2 sér. 1908, 13).

3) Vgl. Beverinck, Uber die Butylalkoholgirung u. d. Butylferment (Verhandl.
akad. Wiss, Amsterdam, 2. Sekt., 1. deel, 1893); ScHATTENFROH u. GRASSBERGER, Ub.
Buttersauregarung (Arch. f. Hyg. 1900, 87, 54 und folgende Binde).

4) Ub. d. Binricht. einer norm. Buttersiuregir, (Zbl f. Bakt. IT, 1896, 2, 699).



200 B. Spezieller Teil. 6. Bakterien

impfen; auBerdem impft man mit einem sauerstoffbediirftigen Organismus, der keine
Sdure erzeugt (Heubacillus oder dgl.); — letzterer entwickelt sich an der Oberfliche,
Granulobacter in den tieferen Schichten.

Zu den Buttersiurebakterien gehort auch das N-fixierende Clostridium Pasteurianum;
s. nichsten Abschnitt.

Stickstoitbindende Bakterien.--- Im Boden sind bereits verschiedene Bakterien ge-
funden worden, die als Stickstoffbinder erkannt worden sind; wir beschrinken uns auf die
Behandlung der am weitesten verbreiteten und am besten erforschten Arten.

In jedem fruchtbaren Boden des Festlandes wie im Meere zu finden ist das aérobe
grofizellige Azotobacter.

A. chroococcum?) erhilt BEYERINCK dadurch, daBl er von

100 g Leitungswasser,
2 ,, Mannit,
0,02, K,HPO,
eine diinne Schicht in einen Erlenmeyer bringt, mit 0,1—0,2 Gartenerde infiziert und bei
27—30° C. stehen liBt. Es ist empfehlenswert, das alkalische K,HPO, zu nehmen. Azofo-
hacter gehort zu BEYERINCKS oligonitrophilen Organismen; 10 mg KNO, pro 1 der Nahr-
lésung hemmen seine Anreicherung bereits. In Reinkulturen zeigt sich, dafl Mengen wie
0,1 % KNO,; gut von ihm assimiliert werden. Solche erhielt BEYERINCK z. B. durch
ﬁberimpfen von den Bakterienhiuten aus der Gartenerdekultur auf einen Nidhrboden,
der neben den genannten Stoffen 2 9} Agar enthilt.

Von manchen fremden Bakterien, in deren Gesellschaft 4zofobacter aufzutreten pflegt;
1Bt sich dieses oft schwer trennen. Anderseits erleichtern die ,,symbiotischen’ Be-
ziehungen des Azofobacter zu makroskopischen Organismen unter Umstéinden seine Ge-
winnung: H. FiscHER?) iibergieBt Oszillarienrasen mit Mannit, BENEcKE und KEUTNER?)
fanden ihn an Meeresalgen haften.

Auf Reinkulturen der oben geschilderten Art erweist sich das Stickstoffbindever-
méogen des A. als sehr gering; will man kriftig N-assimilierende Kulturen erzielen, so bedarf
es eines Zusatzes von Humus — in Form von Bodenextrakt, als freie Siaure oder in Form
von K-, Na- oder Ca-salzen. KrzEMiNIEWSKI?) kultiviert z. B. auf

Mannit . . . . . . . . .. 1,6 9%
KHPO, .. . .. .... 0,05 9%

1) Uber oligonitrophile Mikroben (Zbl. f. Bakt. 1I, 1901, 7, 561).

2) Uber Stickstoffbakterien (Verh. naturhist. Vereins Rheinlande usw. 1905/06, 62,
135); Uber Symbiose v. A. m. Oszillarien (Zbl. f. Bakt. II, 1904, 12, 267).

3) Uber stickstoffbindende Bakt. aus d. Ostsee (Ber. d. D. Botan. Ges. 1903, 21, 333).

4) KrzEMINIEWSKI, S., Unters. iiber Azofob. chrooc. BEis. (Bull. Acad. sc. Cracovie
1908, 929); vgl. ferner Kocn, A. w. SE¥DEL, S., Versuche iib. d. Verlauf d. Stickstof{-
bindung durch Azofobacter (Zbl. f. Bakt. I[, 1911, 31, 570), Kaserers Mitteilungen
(Z. Kenntn. d. Mineralbedarfs v. 4zof., Ber. d. D. Bot. Ges. 1910, 28, 208 und Ztschr. land-
wirtsch, Versuchsw. Osterreich 1911, 14, 97), der den hdchsten N-Gewinn auf folgende
Weise erzielte: 2 g Aluminiumsuifat und 0,5 g Eisenchlorid werden in Wasser gelost, mit
Na,HPO, gefillt und abgesaugt; mit Wasser wird die Masse (ohne Auswaschen) aufge-
schwemmt, und durch Zusatz von 8 g Kaliumsilikat (in Wasser gelost) zur Lisung ge-
bracht; Dampfung bei 2 Atm. und Auffilllung auf 11 Zu je 50 cc der Lisung kommen
50 cc mit: Dextrose 1g, Gips 0,1 g, MgSO, 0,01 g, MnSO, 0,01 g. Krzrmimewskr, H.,
Der Einfl. d. Mineralbestandt. d. Nihrlos. auf d. Entwickl. d. A, (Bull. Acad. sc. Cracovie
1908, 376). Movrir, T., Ein Beitr. z Kenntn. d. Entbind. der durch A. fix. Stickst.
(Bot. Gaz. 1915, 163; vgl. Bot. ZbL 1916, 131, 24).
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und setzt zu je 150 cc der Nihrlosung 5 cc eines heill gewonnenen, wisserigen Erdextraktes
(3 g Erde) — oder z. B. auf

Glukose . . . . . . .. .16 09

KHPO, . . .. . .. .. 0,05 9,

und fiigh zu 150 ce Néhrigsung ca. 0,1 g Na- oder Ca-Humat. Die Fihigkeit zur Pigment-
bildung kommt nach OMELIANSKI und SSEWEROWA!) verschiedenen Rassen des A. in
verschieden hohem MaBe zu. Reichliche Pigmentproduktion (braun) erfolgt auf Dextrin-
néhrbiden (s. 0.). Benachbarte Kolonien bilden auf den einander abgewandten Seiten
stirker Pigment als auf den benachbarten.?)

Den kosmopolitischen, namentlich in Kulturboden verbreiteten Bacillus astero-
sporus kultiviert BRepEMany auf MEYERS D-Gelatine?)

Wasser . . . . . . . .. 500 cc
Pepton (Wirte) . . . . . 6g
Fleischextrakt . . . . . . ig
Kochsalz . . . . . . .. lg
Dextrose . . . . . . .. dg
Gelatine . . . . . . .. 30 g.

~ Das N-Bindungsvermégen des B. asterosporus wird, wenn es ihm bei der Kultur ver-
forengegangen ist, durch Bodenpassage regeneriert, d. h. er wird auf feuchtem Boden
ausgesit; auf diesem bildet er Sporen und diese blziben wochenlang auf dem austrocknen-
den Material. — In den Formenkreis des B. asterosporus gehoért nach BREDEMANN auch
das von WINOGRADSKY kultivierte Clostridium Pasteurianum.*)

Dieviel hesprochenen Wurzelknollchen der Leguminosen beherbergen Stickstoff
assimilierende Bakterien, die anscheinend zwei verschiedenen Arten angehoren, dem Rhi-
zobium Beijerinckis (Kungdllchen der Lupinen und Sojabohne) und Rk. radicicola (Erbsen,
Wicken, Bohnen, Lotus u. a. m.). Beide lassen sich aut kiinstlichen Nihrboden kultivieren;
das erstere wichst nur auf Agar, das andere auch auf Gelatine. BEYERINCK®) wiischt
die Knollchen, brennt ihre Oberfliche ab und zerreibt sie. Zur Isolierung des Rh. radicicola
dient das Kocusche Plattenverfahren. Als Nahrboden empfiehlt sich nach BEYERINCK
ein Absud von Papilionazeenblittern, Erbsenstengeln oder Fabastengeln, dem 7 % Gela-
tine zugesetzt werden. AuBerdem kann man !/, % Asparagin und '/, % Rohrzucker
zugeben, ersteres ist besonders bei Kultur auf Agar vorteilhaft. Schwach saure Reaktion
(ca. 0,6 cem normale Apfelsiure auf 100 cem Nahrlosung) ist erforderlich. LouN1s arbeitet
mit Bodenextraktagar, der 0,06 9 K, HPO, und 1 9 Mannit enthdlt.®) Weitere Mit-
teilungen iiber Kultur und geeignete Niahrbéden bei Maz£®) u. a.

1) OMEeLIANSKY, W. L. u. Ssewgrowas, O. P., Die Pigmentbildung in Kulturen des
A. chrooc. (ZbL f. Bakt. I1, 1911, 29, 643).

2) KRZEMINIEWSKI a. a. O.

3) BrEDEMANN, G., Unters. iib. d. Variation u. d. Stickstoffbindungsvermégen des
B. a. A, M. usw. (Zbl. £ Bakt. IT, 1908, 22, 44).

4) WiNoGRADSKY, Rech. s, Iassimil. de 1’azote libre de I’atmosph. par les microbes
(Arch. sc. biol., St. Petersbourg 1895, 3, No. 4, 297); Cl. Pasteurianum, seine Morph. u.
seine Eigenschaften als Buttersiureferment (Zbl. f. Bakt. II, 1902, 9, 43).

" b) Die Bakt. d. Papilionazeenknollchen (Botan. Zeitg. 1888, 46, 763).

6) Lonwis, Landwirtsch.-bakt. Prakt. 1911,

7) Mazgk, Fixation de ’azote libre par le bacille des nodosités des Légumineuses (Ann.
Inst. Pasteur 1897, 11, 44); weiBe Bohnen werden 1, Stunde lang gekocht, aber so,
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Uber die kiinstliche Erzeugung von Bakteroiden in den Kulturen der
Leguminosen &uflern sich besonders ausfithrlich Hivrner und ST6RMER; Zusatz von
Traubenzucker (19)) oder anderen Zuckerarten, Bernsteinsiure und verschiedenen anderen
organischen Siuren usw. (siche auch NEUMANN a. a.0.) filhren zur Bakteroidenbildung.
Dabei reagieren die Bakterien aus den Knollchen verschiedener Leguminosen auf Zugabe
verschiedener Zuckerarten nicht vollig gleich: Bakterien aus Robinia sind besonders Rohr-
zucker gegeniiber empfindlich, die der Sojabohne gegeniiber Lavulose.!)

Nitrilikationsbakterien, — Die Nitrifikationsmikroben, welche einerseits Ammoniak
in Nitrit (Nitritbildner Nitrosococcus und Nitrosomonas), anderseits Nitrit in Nitrat (Nitrat-
bakterien Bacillus nitrobacter) oxydieren, sind im Boden weit verbreitet. Ihr Stoff-
wechsel kennzeichnet sie als besondere Gruppe: sie verarbeiten die Kohlensiure der Luft
als C-Quelle, schopfen N aus Ammoniak bzw. Nitriten und bediirfen auerdem nur noch der
Mineralsalze zu ihrer Ernéhrung. Uber die Wirkung organischer Verbindungen (Kohle-
hydrate, Albuminosen, Amidokorper usw.) gehen die Meinungen auseinander: Wino-
GRADSKY und OMELIANSKI?) nahmen an, daB schon geringe Mengen (0,1 % Dextrose usw.)
das Wachstum hemmen, wihrend BEYErRINCK?) findet, daB die Nitratbakterien organische
Nahrung gut vertragen, aber durch sie ihres Nitrifikationsvermdgens verlustig gehen und
zu scheinbar gewdhnlichen Saprophyten werden.

Den Nitritbildner gewinnt man, indem man eine Losung folgender Zusammen-
setzung mit: einer Bodenprobe infiziert:

Destill. Wasser . . . . . . 1000 g
Ammon. sulf. . . . . . .. 2,
Natr. chlor. . . . . . . . . 2,
Kal. phosph. . . . . . .. 1,
‘Maga.sulf. . . . . .. .. 0,6 ,
Ferr.sulf. . . . . . . . .. 0,4 ,

und wiederholt in gleiche Losungen tiberimpft. Zu je 50 cem der Losung werden ca.
0,5 g Magnesiumkarbonat zugesetzt. Um die Bakterien zu lebbafter Entwicklung
anzuregen, kann man, sobald die Losungen keine Ammoniakreaktion mehr geben,
zu je 50 cem Nahrlosung noch 1 cem 10 9%iger Ammoniumsulfatlésung zusetzen.
Die 3. oder 4. Umsaat ist gewohnlich so rein, daB man sie als Ausgangsmaterial
zu einer Reinkultur benutzen kann.

dafB die einzelnen Samen nicht platzen und das Stirkemehl nicht in den Dekokt kommt.
Dieses enthélt 5 %, N; zugefiigt werden ca. 2 %, Saccharose, 1 9%, NaCl, Spuren doppelt-
kohlensaures Natrium. S. auch Mazk, Les microbes des nodosités des 1ég. (ibid. 1898,
12,1); bE Rosst, G., Ub. d. Mikroorganismen, welche die Wurzelknolichen d. Legum.
erzeugen (Zbl. f. Bakt. II, 1907, 18, 289); ZrerEL, H., Beitr. z. Morph. u. Biol. d. Knéllchen-
bakt. d. Leg. (Zbl. £ Bakt. IT, 1911, 32, 97; 2 9 Sanatogen oder dgl., 19, Glukose
mit Apfelsdure angesiuert).

1) HiLtNER u. S1ORMER, Neue Unters. iib. d. Wurzelknéllchen d. Leguminosen u.
deren Erreger (Arb. biolog. Abteil. d. K Gesundheitsamtes 1903, 3, 151).

2) WiNOGRADSKY, S., Contrib. & la morph. d. org. de la nitrific. (Arch. sc. biol.

1892, 1). WINOGRADSKY, S. u. OMELIANSKI, V., Ub. d. Einfl. d. org. Subst. auf d. Arbeit
d. nitrifiz. Mikroben (Zbl. £. Bakt. IT, 1899, 5, 182) und OmEeL1ANSKI, Ub. d. Isol. d. Nitri-
fikationsmikr. aus d. Erdboden (ibid. 537). MEvEruOF, Unters. iib. d. Atmungsvorgang
nitrifiz. Bakt. (Arch. ges. Phys. 1916, 164, 353; 165, 229; 166, 2, 40).

3) BryeriNck, Ub. d. Nitratferment u. iib. phys. Artbildung (Fol. microbiol. 1914,
3, 91).
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WinocrapsKY fiillite die Methode der Kieselsauregallertkulturen ein!); iiber
die Herstellung des Sols s. 0. 8. 32. WiNoGRADSKY und OMELIANSKI halten sich folgende

Losungen vorritig: 1. Kal, phosphor . . . . . . . lg
Ammon.sulf. . . . . . .. 3,
Magnes. sulf. . . . . . . . 0,5 ,
Destill. Wasser . . . . . ., 1000 ,,

2, Ferrum sulf. . . . . . . . 2%

3. Gesittigte Kochsalzlosung,

4. ,Magnesiamileh”, d. h. Aufschwemmung von allerfeinster
kohlensaurer Magnesia in Wasser.

Zu 50 cem des.Sols kommen 2,5 cem der ersten und 1 com der zweiten Losung.
Von der NaCl-Losung kommt auf jede zu gieBende Platte oder in jedes Reagenzglas eine
Platindse oder ein kleiner Tropfen, von der Magnesiamilck so viel, daB die Gallerte ein
milchiges Aussehen annimmt. Die Magnesia kann man durch 0,1%ige Sodalésung er-
setzen, doch scheinen dann die Nitritbildner schlechter zu wachsen. Entweder setzt
man nun bei der Impfung eine Ose aus der Kultur dem Kieselsiuresol zu und gieBt die
Fliissigkeit in die Petrischale aus — oder man trigt einen bakterienhaltigen Tropfen auf
die erstarrte Platte auf; benutzt man zum Verteilen einen stumi)f gebogenen Glasstab, so
wird ein Aufreilen der Gallerte verhindert.

Durch folgendes Verfahren gelingt es nach OMELIaNSK1, sehr stattliche Kolonien
heranzuziichten. Man schneidet an zwei gegeniiberliegenden Stellen des Schaleninhalts
zwei kleine Segmente heraus und fiillt die Locher wiederholt mit (immer 2 Tropfen) 109,
Ammoniumsulfatlésung; die von der Magnesiamilch getriibte Masse wird dabei klar. Die
makroskopisch sichtbaren Kolonien erleichtern dann das Uberimpfen; wiederholte Uber-
impfung ist durchaus erforderlich, wenn man zu vollig reinen Kulturen gelangen will, —
Die Nitritbildner lassen sich auch in Reagenzglisern (auf schriig erstarrter Oberfliche)
kultivieren.

BrYERINCK?) berichtet iiber die Kultur der Nitrifikationsbakterien auf Agar und
gibt auch eine besondere Salzlosung an, die OMELIANSKI (a. a. O.) fiir wenig vorteilhaft
halt. Jedenfalls ist das Wachstum der Bakterien auf Kieselgallerte sehr viel besser als
auf Agarplatten.

Vorziiglich hingegen wachsen die Nitritbakterien auf OMELIANSKIs Magnesiagips-
platten.®) Aus Gips und kohlensaurer Magnesia (99 : 1) rithrt OMELIANSKI mit Wasser
eine teigige Masse an, die vor dem Festwerden in Streifen und Kreisplatten — fiir Reagenz-
gliser und Petrischalen — zerlegt wird. Mit Nahrlosung (s. o. erstes Rezept) werden die
Gipsplatten sterilisiert und geimpft. Damit die Impffliche ganz glatt ausfillt, giele man
den Gips auf eine Spiegelscheibe aus. Derselbe Forscher benutzte aulerdem dicke Papier-
scheiben?) — also einen vorzugsweise aus Zellulose bestehenden Niihrboden — zur Kultur

1) WINOGRADSKY, 8., Rech. s. 1. organism. de la nitrific. IV u. V. (Ann. Inst. Pasteur
1891, 5, 92, 577). BEYERINCK u. v. DELDEN, Ub. eine farbl. Bakt., deren Kohlenstoff-
nahrung aus d. atmosph. Luft herriihrt (Zbl. . Bakt. IT, 1903, 10, 33, 38). BEYERINCK,
Ub. d, Nitratferment usw. (Fol. microbiol. 1914, 3, 91; Herstellung d. Kieselgallertplatten
aus dem kduflichen pulverisierten Na-Silikat).

2) Kulturvers. m.- Amoben auf fest. Substr. (Zbl. f. Bakt. 1896, 19, 257/58).

3) Magnesiagipsplatten als neues festes Substrat fiir die Kultur der Nitrifikations-
organismen (Zbl. f. Bakt. II, 1899, 5, 652).

4) Kleinere Mitteilungen iiber Nitrifikationsmikroben, I. Die Kultur des Nitrit-
bildners auf Papierscheiben (ibid. 1902, 8, 785).
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der Nitritbildner: dicke Paketchen von Filtrierpapier werden zusammengeniht und in
Petrischalen mit der iiblichen Nihrlosung benetzt; kleine Kolonien werden 10—15 Tage
nach der Impfung sichtbar. Die Fliissigkeit soll in der Schale bis zu halber Hohe des Papier-
péckchens stehen; ist alles Ammoniak in ihr geschwunden, so setzt man einige Tropfen
Ammoniumsulfatlésung (10 %) zu. — Reine Magnesiaplatten fertigte sich PErorrr an.t)

MaxriNorF schlieflich versuchte, Nahrboden mit geringem Gehalt an organischen
Substanzen zu verwenden, und teilt mit, da das Wachstum der Nitritbildner durch diese
wesentlich geférdert werde. Folgende Losung wurde hergestellt?):

NaCl . . ... ... .o 2g
K,HPO, . . . . . . .. 1,
MgSO,. . . . ... .. 0,5 ,
FeSO, . . . . . . . .. 0,4 ,
trockene Blatter . . . . 2,0 ,
(oder trockener Boden . 160—250 g)
Dest. Wasser . . . . . . 1000 cc.
Mit dieser Losung werden

Gips . . . . . ... .. 300 g
MgCO, . . . . . . ... 30 ,
MgNH,PO, . . . . . .. 3,

durchmischt uhd aus dem Brei Platten gegossen. Nach MAKRINOFF iiben die organischen
Substanzen seiner Materialien, in flissigen Medien angewandt, hemmenden Einfluf} aus,
auf festem Substrat wirken sie fordernd.
Die von WinoGraDsKY stammende Methode der ,,negativen Platten” (s. 0. S. 63)
lieferte bei der Isolierung der Nitritbakterien keine befriedigenden Resultate.) —
Die Nitratbakterien sind leichter zu erhalten. Zuerst muB man auch fiir sie eine
Reihe Uberimpfungen ausfithren in folgender Losung: :

Destill. Wasser . . . . . 1000 g
Natr. nitros. (MERCK) . . 1,
Natr. carbon. (ustum) . . 1,
Kal. phosphor. . . . . . 0,5 ,,
Natr. chlor. . . . . . . 0,6 ,,
Ferrum sulf. . . . . . . 04,
Magnes. sulf. . . . . . . 0,3 ,4

Die Kultur auf Kieselgallerte gibt gute Resultate, es geniigt aber folgender, von
WiNoGrADSKY?) empfohlener Nahragar:

Leitungswasser . . . . . 1000 g
Agar . . . ... ... 15 ,
Natr. nitros. . . . . . . 2,
Natr. carbon. (ustum) 1,
Kal. phosphor. . . . . . Spuren.

1) PeroT1I, R., Di una modif. al metodo d’isolamento dei microorg. della nitri-
ficazione (Atti R. Accad. Lincei 1905, 14, 228).

2) MARRINOFF, J., Magnesia-Gipsplatten u. Magnesiaplatten mit org. Subst. usw.
(Zbl. f. Bakt. I, 1909, 24, 415).

3) Hierither wie itber FRaANKLANDS Verdiinnungsmethode s. OMELIANSKI a. a. O.

4) WINOGRADSKY, 8., -Uber den EinfluB der organischen Substanzen auf die Arbeit
der nitrifizierenden Mikrobien (Zbl. f. Bakt. IT, 1899, 5, 329, 333).

B) Z. Mikrobiol. d. Nitrifikationsprozesses (Zbl f. Bakt. II, 1896, 2, 41b).
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Sobald die Reaktion auf salpetrige Siure nicht mehr eintritt, kann man Natriumnitrit
zusetzen, die Kolonien wachsen dann stattlich heran.

Beim Wachstum im Boden sind die nitratbildenden gegen geléste organische Sub-
stanzen erheblich weniger empfindlich als in Fliissigkeiten: vielmehr kann organische
Nahrung, wie die Humusstoffe, in Sand oder Boden ihre Entwicklung sogar férdern.’)

Uber die in Gesellschaft der Nitratbakterien regelmiBig auftretenden Mikroben vgl.
BERSTEYN.?)

Denitrifikationsbakterien. — DaB Nitrate von Mikroben reduziert werden, ist eine
verbreitete Erscheinung; das Produkt kann dabei sehr verschieden ausfallen: viele Bak-
terien liefern Nitrite, selten (.1zofobacter nach BEYERINCK und vAN DELDEN) entstehen
Ammoniumverbindungen ; unter Denitrifikation versteht man die Reduktion von Nitraten
mit Bildung freien Stickstoffs. Denitrifizierende Bakterien sind in Mist, auf Pflanzenteilen,
im Meerwasser usw. anscheinend allgemein verbreitet. Am einfachsten ist es, sie aus
Boden zu gewinnen.

Geeignete C-Quellen sind nach BeyeriNck?®) Bouillon, die Salze der organischen
Sauren (K, Na, NH3; Zitronen-, Wein-, Apfelséiure); mit 5 0, Kalium-Natriumtartrat und
2 9% KNO,; erhielt BeyeriNck sehr formenreiche Denitrifikatorenflora, darunter Bac.
pyocyaneus, dessen Anreicherung auch durch Harnséure und Asparagin gelingt, sowie nach
Gartenerdeaussaat auf

Leitungswasser . . . . . 100 Teile
Athylalkohol . . . . . . 0,5 ,
KNO, . . ... .. .. 1,
K,HPO, . . . . . . .. 0,05 ,,

bei 87° und bei LuftabschluB. »
Weiterhin erwihnt BEYERINCE seine Kulturen bodenbewohnender Denitrifikatoren in

Mannit 2 9 (oder Glyzerin)
KNO, 1 %
K,HPO, 0,06 9% — bei 870
und mehrere andere Rezepte.
ITERSON4) beobachtete ferner, daBl die denitrifizierenden Bakterien sich gut mit

Zellulose (Filtrierpapier) ernihren lassen:

Leitungswasser . . . . . 100 Teile
Papier . . . . . e 2 ”
KNO, . . . .. ... 0,26,
KHPO, . . . . .. .. 0,06 ,

geimpft wird mit einigen ccm Kapalwasser und Moder; Optimum der Entwicklung bei 35°
(etwa binnen 12 Tagen). — Die Girraysche Nahrlosung®) schlieBlich enthalt:

1) BazarREwWsKI, Beitr. z. Kenntn. d. Nitrifikation u. Denitr. im Boden. Géttingen,
Dissertation, 1906. CoremAaN, Upters. iib. Nitrifikation (Zbl. f. Bakt. IT, 1908, 20, 401).

2) Ub. einige in d. Kult. z. Reinziichtung d. Nitratbildner regelmiBig auftretende
Bakterienarten (Arb. bakter. Inst. techn. Hochsch. Karlsruhe 3, H. 1).

3) BeyEeriNCck, M. W. u. MingMaN, D. C. J., Bildung u. Verbrauch v. Stickoxydul
durch Bakt. (ibid. II, 1910, 25, 30); vgl. auch ITErsoN, Anhiufungsversuche mit dinitrifiz.
Bakt. (Zbl. {f. Bakt. II. 1904, 12, 106).

4) ItrRrsON, Zersetzg. v. Zellulose d. aérobe Mikroorg. (Zbl. f. Bakt. II, 1904, 11, 689).

5) GiLTaY u. ABERSON, Rech. s. un mode de dénitrif. (Arch. néerl. sc. nat. 1892, 23).
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1000 g Wasser,

2 ,, Kali- oder Natronsalpeter,
5 ,, Zitronensiure,

2, Magnesiumsulfat,

2

2 ,, Monokaliumphosphat,
0,2 ,, Chlorkalzium,
Spur Eisenchlorid.

Uber denitrifizierende Bakterien des Meeres gibt z. B. BAUR!) einige Daten. 1 kg
frisch gesammelte (daher noch glykogenhaltige) Miesmuscheln werden in 1—2.1 Seewasser
gekocht und der filtrierten Fliissigkeit 2 9, Pepton und 0,25 % Kalziumnitrit zugesetzt.
Dieses ist dem Kaliumnitrit vorzuziehen, weil bei Verwendung des letzteren durch das
entstehende Kaliumkarbonat die Fliissigkeit stark alkalisch wird. Nach Tnfektion mit
Wasser- oder Schlickproben gibt sich die Gegenwart denitrifizierender Mikroben durch
Schaumbildung zu erkennen. Aus der Muschelbouillon kann man Gelatine und Agar -—
die erstere ist zu neutralisieren — herstellen. Die Kolonien denitrifizierender Bakterien
umgeben sich mit einem Hof von Kalziumkarbonat und mit feinen Gasblischen.

In der freien Natur verhalten sich iibrigens die denitrifizierenden Mikroben offen-
bar ganz anders als auf den iiblichen Nahrmedien. Wihrend sie bei Kultur in Fliissig-
keiten fast den gesamten disponiblen N frei werden lassen, verwenden sie ihn im Boden
— falls dieser nicht zu naf8 ist — fast ausschliefilich zur EiweiBsynthese.2)

Sulfatreduzierende Bakterien. Bakterieh, welche schwefelsaure und schweflig-
saure Salze reduzieren und Schwefelwasserstoff frei werden lassen (Desulfuration), finden
sich im Schlamm siiBer und mariner Gewisser, auch in sulfathaltigen Mineralwissern.
v. DELDEN isoliert solche durch Uberimpfen von Schlamm in folgender Losung:

Leitungswasser . . . . . 100 g
KHPO, .. ... . .. 0,05 ,,
Natriumlaktat . . . . . . 0,5 ”
Asparagin . . . . . . . . 01 ,
Gips oder MgSO, 4 7TH,0. 0,1
Ferrosulfat . . . . . . . Spur

und beschreibt die Methoden der Reinkultur.?)

Harnstoffbakterien konnen aus der Laboratoriumsluft leicht aufgefangen wer-
den. Man kultiviert sie aérob auf den iiblichen Néhrboden, z. B. auf Peptongelatine, der
man nach MiQurrd) 2—b ©, Harnstoff zugefiigt hat. BEYERINCK®) nimmt
1000 g Leitungswasser,

50 ,, Harnstoff,
10, Natriumazetat,
0,25 , KH,PO,.

1) Uber zwei denitrifizierende Bakterien aus der Ostsee (Wissenschaftl. Meeres-
unters. N. F. Kiel 1902, 6, 9). — Daselbst sind auch noch weitere Nahrboden angegeben.

2) Kocn, A., u. PerrIT, H.,, Ub. d. verschied. Verlauf d. Denitrifikation im Boden
n. in Fliissigkeiten (Zbl. f." Bakt. II, 1910, 26, 335).

3) BeYERINCK, Ub. Spirillum desulfuricans als Ursache v. Sulfatreduktionen (Zbl.
f. Bakt. II, 1895, 1, 1, 1900,-6, 648); vaN DELDEN, Beitr. z. Kenntn. d. Sulfatreduktion
durch Bakt. (ibid. 1I, 1903, 11, 81, 113).

4) Larars Handb. d. techn. Mykol. 1904, 3, 71.

5) Anhiufungsversuche mit Ureumbakt. (Zbl. f. Bakt. II, 1901, 7, 46). Ferner
VIEHOEVER, Bot. Unters. harnstoffspaltender Bakt. usw. (Zbl. f. Bakt. II, 1913, 39, 209).
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Durch die Titigkeit der Bakterien wird Harnstoff in Kohlensiure und Ammoniak zersetzt;
dabei fallen in der Niahe der Harnstoffbakterienkolonien eine Menge Kristalle (Kalzium-
karbonat und -phosphat) aus. BeEyERrINCK kultiviert die Bakterien ferner auf einer Gela-
tine, die mit einem Dekokt von PreBhefe (20 g in 100 cem Wasser) und 2—3 9, Harnstoff
hergestellt ist. Wo sich harnstoffspaltende Mikroben entwickeln, entsteht an der Ober-
fliche des Nahrsubstrats ein irisierendes Hiéutchen aus amorphem Niederschlag von Kal-
ziumphosphat!) (NEwroxs Farbenringe, ,,Iriserscheinung”).

Schwefelbakterien. — Bakterien, welche H,S zu Schwefel und diesen zu H,SO,
oder doch wenigstens Thiosulfate zu Tetrathionséiure und Schwefelsiure oxydieren konnen,
finden sich wohl in allen natiirlichen Gewé#ssern, die H,S enthalten, und lassen sich aus
diesen leicht gewinnen. Die Bildung dieses Gases fordert man, indem man der Wasser-
probe gleichzeitig mit dem bakterienhaltigen Schlamm etwas Kalziumsulfat zusetzt. So-
bald durch die Wirkung reduzierender Organismen des Schlammes die Bildung von H,S
aus Gips vor sich geht, entwickeln sich binnen wenigen Wochen die Schwefelbakterien —
die beweglichen Beggiatoaformen, die festsitzenden Thiofriz und Purpurbakterien (s.u.)
— zu iippigen Vegetationen. Uber die Lebensbedingungen der ersten Formengruppen ist
noch nicht viel bekannt, da es noch nicht gelungen ist, sie auf kiinstlichen Medien rein zu
ziichten. Zu beachten ist, dafl die oxydierenden S-Bakterien natiirlich ausgesprochenes
Sauerstoffbediirfnis haben, und’ daf sie hochstwahrscheinlich organische Nahrung ver-
schmihen. Reines Beggiatoamaterial ist wohl nur in Schwefelquellen anzutreffen.
WiNoGRADSKY beschreibt eine Einrichtung, mit welcher es gelingt, durch stindigen Wasser-
zufluB zur Bakterienkultur und Durchleitung von Schwefelwasserstoff eine Art ,.kiinst-
liche Schwefelquelle” zu konstruieren, in der sich die Beggiatoen gut halten.?) — Eine
besondere Gruppe von Schwefelbakterien wurde in neuerer Zeit von NATHANSOHNZ),
BEYERINCK?) und JACOBSENS) niiher erforscht. Es handelt sich bei dieser um Bakterien,
die im Meeresschlamm (Neapel, hollandische Kiiste) und SiiBwasser offenbar weit ver-
breitet sind und Thiosulfate oxydieren kénnen (Thio-, Thionsdurebakterien). NATHAN-
sonN kultivierte sie in einer 0,1—1 %igen Losung von Natriumthiosulfat (Na,S,0,)
in Meereswasser, sowie in folgender Losung:

3 9 NaCl,

0,25 9 MgCl,

0,1 % KNO,,

0,6 % Na,HPO,
nebst Zusatz von Magnesiumkarbonat. Die Bakterien wachsen auf Agar; sie bediirfen zu
ihrer Entwicklung der CO, der Luft oder Karbonate; organische C-Verbindungen konnen

1) Vgl. S6rNGEN, N. L., Ureumspaltung bei Nichtvorhandensein v. Eiweill (Zbl. f.
Bakt. II, 1909, 23, 91).

2) Nahere Angaben bei WINOGRADSKY, S., Uber Schwefelbakterien (Bot. Ztg.
1887, 45, 493, besonders 537). Von demselben Autor: Beitr. z. Morph. und Physiol. der
Bakterien (1888, Heft 1). Uber Rohkulturen auch MoriscH, Zwei neue Purpurbakterien
mit Schwebekorperchen (Rot. Ztg. 1906, 64, 223) und Neue farblose Schwefelbakt. (Zbl.
{f. Bakt. II, 1912, 33, 5b).

3) Eine neue Gruppe von Schwefelbakterien (Mitt. zool. Stat. Neapel 1902, 15, 655).

4) Ub. d. Bakt., welche sich im Dunkeln mit Kohlens. als Kohlenstoffquelle er-
niahren kénnen (Zbl. f. Bakt. II, 1904, 11, 593).

5) JacosseEN, D. Oxyd v. elementarem Schwefel durch Bakt. (Folia microbiol.
1912, 1, 487).
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sie offenbar nicht ausnutzen. —~ BEYFRINCK erhielt dhnliche Bakterien in reichlicher
Menge. wenn er folgende Mischung:

0,6 9% Na,S,0, + 5H,0,

0,1 9% NaHCO,,

0,02 % X,HPO,,

0,01 9% NH,CI,

0,01 9% MgCl,

mit Grabenwasser oder Schlamm impfte.
Die Oxydation des Schwefelwasserstoffs demonstriert JacopsEx durch Kultur in

0,06% K,HPO,,

0,06% NH,C],

0,029 MgCl,,

2 9% CaCO, (MgCO,),

B % NaCh,

Spur  FeCl,
und Zufiigung von H,S (1—2 mg auf 100 cem); 50 mg auf 1 1 titen die meisten Thio-
bakterien. Vgl. auch den nichsten Abschnitt.

Purpurbakterien. — Wie Moviscu!) gezeigt hat, sind siidwasserbewohnende wie
marine Purpurbakterien leicht zu erhalten, wenn man Flufl- oder Meerwasser mit organi-
schen Stoffen versieht, wie Heu, gekochten Hiihnereiern, frischen Rinderknochen,
Schnecken, Regenwiirmern oder faulendem Seegras, toten Seesternen, Muscheln, See-
fischen usw. Die Purpurbakterien entwickeln sich nicht sonderlich schnell, lieben kriftige
Belichtung und haben nur geringes Sauerstoffbediirfnis; viele bediirfen des freien Sauer-
stoffs vielleicht {iberhaupt nicht. Hieraus wird verstéindlich, warum die Purpurbakterien
in ausgegossenen Platten nicht wachsen. Hat man eine an Purpurbakterien reiche Roh-
kultur gewonnen, so impft man von der roten Fliissigkeit in fliissigen Agar oder Gelatine
(Reagenzgliser) von folgender Zusammensetzung:

1000 g Wasser,

0,5, MgSO0,,
0,5, K,HPO,,
10 ,, Pepton,
18 ,, Agar,
Spur FeSO,
oder besser noch in 1000 g FluBwasser,
18, Agar,
(oder 100, Gelatine),
5, Pepton,

5, Dextrin oder Glyzerin.

Man schiittelt die Kulturen gut durch, impft event. zur Verdiinnung in andere
Glischen iiber und iiberldft sie an sehr hellen Plitzen des Laboratoriums der weiteren
Entwicklung. Nachdem Kulturen in der Gallerte sichtbar geworden sind, zertriimmert
man die Gliischen zum Freilegen und Uberimpfen der roten Kolonien. AuBerdem kultiviert

1) Die Purpurbakterien nach neuen Untersuchungen, Jena 1907. — Uber die Kultur
»»griiner* Bakterien (Chlorobium limicola) vgl. Napsox (Ref. Zbl. f. Bakt. I, 1915, 42, 76);
. auch o, S. 196.
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Mowriscr die Purpurbakterien auf Objekttrigern, indem er aus einem Pepton-Dextrin-
Agarrohrchen nach gehériger Verdiinnung des Bakterienmaterials 1—3 Tropfen auf einen
sterilisierten Objekttriger ausgiet, sie mit einem sterilisierten groBen Deckglas (3 : 4 em)
bedeckt und das Priparat mit Terpentinharz verschlieBt.

Eisenbakterien sind solche, welche in ihren Membranen Eisenoxydhydrat speichern.
Letzteres gewinnen sie wahrscheinlich durch Oxydation des Eisenoxyduls. Das ocker-
gelbe Eigenoxydhydrat macht sie zumeist leicht wahrnehmbar. NaumavN gewinnt sie-
durch Auslegen reiner Glasplatten in die Gewisser.!) Aérob. Verschiedenartige Eisen-
bakterien, darunter die weit verbreitete Leptothriz ochracea,lassensichnachWINOGRADSKY?)
leicht vorritig halten und reichlich vermehren, wenn man auf Pflanzenteile, die in Zer-
setzung begriffen sind — etwa ausgekochtes Heu, alte Baumblitter usw. —, Brunnen-
wasser aufgieBt und etwas (frisch gefilltes) Eisenoxydhydrat zusetzt. Nach 8—10 Tagen
bilden sich umfangreiche Flocken und Rasen verschiedener Eisenbakterien.

BiiseEN?) kultivierte Cladnthriz dichofoma, indem er Biischel von ‘Bakterienmaterial
in sehr verdiinnte Fleischextraktlosung iibertrug; auch Reinkulturen auf Fleischextrakt-
gelatine gelangen ihm. HOrLicH nahm zu demselben Zweck Fleischextraktgelatine.
Die Reinkultur von Leptothriz (Chlamydothriz) ochracea erreichte MoLiscH?) in der Weise,
daB er zu Leitungswasser (Moldau bei Prag) 0,05 9, Manganpepton zufiigte; dieses (MERCEK,
pE HazN-Seelze bei Hannover) enthilt suer 4 % Mn Pepton, Zucker und etwas Alkalien;
3—4 Tage nach der Impfung zeigen sich (im Dunkeln wie bei diffusem Licht) braune
Flockchen aus L. ochracea, Antophysa, Cladothriz u. a. Impft man mit verunreinigtem

Leptothrizmaterial 2 9%, Peptonlosung, so entstehen nach 1—3 Tagen zahlreiche Schwarmer,
die man auf

Leitungswasser . . . . 1000 g
Manganpepton . . . . . 0,6 ,,
Agar . . . . . . . .. .10,

aussiien kann. Auf diesem Wege gelangte Moriscr zu Reinkulturen. Steht kein geeignetes
Leitungswasser zur Verfiigung, so bedient man sich naeh Moriscu einer Abkochung von
Torf (in destill. H,0); hierzu pro 1 0,25 g Manganpepton und 100 g Gelatine. Temperatur-
optimum 23— 25° C. Lieske®) empfiehlt ferner folgenden einfachen Nihrboden:

Destill, Wasser . . . . 1000 cm
Agar . . . . .. ... 10 ¢
Manganazetat . . .. . 0,1

1) NAUMANN, Eine einf. Meth. z. Nachw. bzw. Einsammeln d. Eisenbakt. (Ber. d.
D. Bot. Ges. 1919, 37, 76).

2) Uber Eisenbakterien (Bot. Ztg. 1888, 46, 261); daselbst Hinweise auf die &ltere
Literatur.

3) BserN, M., Kulturversuche mit Cladothria dichotoma (Ber. d. D. Bot. Ges.
1894, 12, 147); Horuich, K., Kultur u. Entwicklungsgesch. der Cl. dick. Conn (Osterr.
Monatsschrift f. Tierheilkunde 1901, 25, 4); Linpr, Z. Kenntn. v. Cladothriz dichot.
(Zbl. £. Bakt, 11, 1913, 39, 369); ZikEs, Vergleich. Unters. iib. Sphaerotilus natans u. Clado-
thriz dichot. usw. (ibid. 1915, 43, 529); Sphaerotilus gedeiht auf denselben Biden wie
Cladothriz.

4) Mouiscu, H., Die Eisenbakterien. Jena 1910. 28if. Dort zahlreiche weitere
Literaturangaben; Brussorr, Ub. eine stibchenform., kalkspeichernde Eisenbakterie
usw. (Zbl. f. Bakt. II, 1918, 48, 193). .

6) LiEskE, Z. Ernéhrungsphys. d. Eisenbakt. (Zbl. f. Bakt. II, 1919, 49, 413).

Kuster, Mikroorganismen, 3. Aufl. 14
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und stellt fest, daB der Organismus auch auf rein anorgamschen Sulsiraten wichst;
Manganbikarbonat, gesiittigte Losung auf das 10fache verdiinnt,

Natrinmbikarbonat . . 0,001%,
Ammoniumsulfat. . . . 0,001,
Kaliumphosphat . . . . Spur,
Magnesiumsuifat . . . . Spur.

Welche Umstinde die Herstellung von Reinkulturen (auch auf organischem Substrat)
so auffallend erschweren, ist unklar.
Zur Kultur des Spirophyllum ferrugineum filllt Ligsge') Erlenmeyer-Kolben etwa

2 em hoch mit H,0 destill. . . . . . . 1000 ¢
(NH),80, .. .... 1,6 ,
KCl . ... ..... 0,05 ,,
MgSO, . . . .. ... 0,05 ,,
KHPO, . . ..... 0,05 ,,
CaNOy)y - - « . . . . 0,01,

Die Kolben werden sterilisiert, bleiben mindestens 3 Tage an der atmosphérischen Luft
stehen, damit die Losung geniigende Mengen O und CO, aufnehmen kann; dann gibt man
im sterilen Raum zu jeder Kultur ca. 0,06 g grober Eisenfejlspane, die separat sterilisiert
worden sind (1 Stunde ca. 160°). Dann wird mit Roh- oder Reinkulturmaterial geimpft.
Aufenthalt der Kulturen in einer Atmosphire mit 1 %, CO, ist vorteilhaft. Temperatur-
optimum 6°. Licht entbehrlich. Aérob. Organische Ernihrung wirkt wachstumhemmend.

Methanbakterien. — Sie vermogen CH, zu oxydieren und mit ihm als einziger
C-Quelle auszukommen. Um den Bacillus methanicus zu gewinnen, impft S6HNGEN?) eine
rein mineralische Néhrlosung

Wasser . . . . . . .. 100 g
CaSO, .. ... ... 0,01 ,,
NHO ... .. ... 0,10,
MgNH,PO, . . . . .. 0,06 ,,
K,HPO, ... .. .. 0,05 ,,

mit Kapalwasser, Kloakenschlamm oder dergl. und li8t {iber der Nihrlésung ein Gemisch
von 1!/; Methan und 2/, gewthnlicher Atmosphiire bei 300 stehen. Von der Rohkultur
kommt man nach Aussaaten auf Agar zu Reinkulturen.

Wasserstoifbakterien. — Impft man eine mineralische Nihrlosung — z. B. nach

Kaserzrs Rezept’) NaHCO, . ...... 01 9
KH,PO, . ...... 0,06 %,
NH,O . . 01 9
MgSO, - . . ... .. 0,02 9,
FeCl, . . . ..... 0,00001 % —

mit Erde und liBt iiber der Losung Knallgas stehen, so entwickeln sich in der Xultur

1) LieskE, R., Beitr. z. Kenntn. d. Phys. v. Spir. ferr., einem typischen Eisen-
bakterium (Jahrb. f. wiss. Bot. 1911, 49, 91).

2) SOuNGEN 1906 a. a. O.; s. auch GigrioLr, J, u. Masox1, G., Nuove osservazioni
sull’ assorbimento biologico del metano ete. (Staz. sperim. agr. 1909, 42, 589).

8) Vgl. Kasergr, Ub. d. Oxyd. des H und des CH, durch Mikroorganismen (Zeitachr.
landwirtsch. Versuchswesen Osterreich 1905, 8, 789), Oxyd. des H durch Mikroorg. (Zbl.
f. Bakt. II, 1906, 16, 681).
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Bakterien, welche H und O zu H,;0 zu kondensieren imstande sind. Wasserstoffbakterien
sind von verschiedenen Autoren beobachtet worden, doch gehen die Meinungen iiber
die Zusammensetzung dieser Flora noch weit auseinander.!)

Leuchtbakterien. — Bacterium phosphoreum, welches das Leuchten des Schlacht-
viehfleisches und toter Seefische hervorruft, ist namentlich von letzteren leicht zu ge-
winnen.?) Schlachtviebfleisch bringt Moriscu dadurch zum Leuchten, da8 er ein Stiick
davon bis etwa zur halben Hohe mit 3 9, Kochsalzljsung tibergieSt und unter einer Glas-
glocke bei 9—12°% C stehen li8t; nach 1—3 Tagen tritt Leuchten ein. Als kiinstliches
Nihrsubstrat benutzt man mit BEvyERINck Seefischdekokt - 0,5 9, Asparagin, 1 %
Glyzerin, 1 % Pepton und 8 % Gelatine oder mit Moriscu Fleischsaftgelatine, welche
10 9 Gelatine, 1 % Pepton, 3 % NaCl und event. noch 0,6 9 Glyzerin enthélt. Der Zu-
satz des Chlornatriums ist seiner osmotischen Wirkung wegen wichtig; nach MorLiscr
rufen auch Kalisalpeter und Chlorkalium starkes Leuchten hervor. Erhebliche Steigerung
zeigt das Leuchten unter dem EinfluB von Schimmelpilzen (Aspergillus, Rhizopus, Peni-
cillium).3) — Die einheimischen Leuchthakterien sind an niedere Temperaturen ange-
paBt, B. phosphoreum geht schon bei 309 zugrunde. — Uber die Empfindlichkeit der Leucht-
bakterien gegeniiber Sauerstoff, dessen Gegenwart fiir die Lichtproduktion unerléBlich
ist, hat besonders BEYERINCK Versuche angestellt.

Zellulosezerstorende Organismen, — Die Organismen der Zellulosegérung stu-
dierte zuerst OMELIANSKL?Y) Sie lassen sich z. B. aus Pferdemist, Boden und Schlamm
jederzeit leicht gewinnen und anaérob in folgender Losung kultivieren:

Destill. Wagser . . . . . . . . .. 1000 g
Kaliphosph, . . . . . . . .. . .. 1,
Magp. sulf. . . . . . ... ... 0,6 ,
Ammon. sulf. (oder Ammon. phosph.) 1,
Natr. chlor. . . . . . . . . . ... Spuren.

Die Zellulose wird in Form von Filtrierpapierstreifchen verabfolgt. Die der Géarung der
Zellulose vorausgehende ,, Inkubationszeit* betriigt nie weniger als eine Woche und zuweilen
mehr als einen Monat. Die Papierstreifen werden zuniichst welk und fleckig und zerfallen
allméhlich. Von agrob lebenden Zellulogezerstérern war oben S. 205 (ITErsoN) die Rede.

1) Vgl. namentlich auch Nikrewski, M., Beitr. z. Kenntn. d. H-Oxyd. Mikroorg.
(Bull. Acad. Sc. Cracovie, 1906, 911), Ub. d. H-Oxyd. durch Mikroorg. {Jahrb. f. wiss.
Bot. 1910, 48, 113) und Lesepzrr, A. J., Ub. d. Assim. des C bei H-Oxyd. Bakt. (Ber.
d. D. Bot. Ges. 1909, 27, 598). . )

2) Uber diesen und die nachfolgend erwihnten Punkte vgl. bes. Morisch, H., Leuch-
tende Pfl, 2. Aufl., Jena 1912, und Photogene Bakt. (Larars Handb. d. techn. Mykol
1907, 1, 623; daselbst weitere Literaturzitate). Von anderen Autoren besonders hervor-
zuheben BEYERINCK, Photobacteria as a reactive in the investigation of the chlorophyll
function (Kom. Akad. van Wetensch., Amsterdam 1901), Die Leuchtbakt. d. Nordsee
im August u. Sept. (Fol. microbiol. 1916, 4, 15). — GERRETSEN, Ub. d. Ursachen d.
Leuchtens d. Leuchtbakt, (Zbl. f. Bakt. II, 1920, 52, 953; Einfl. d. NaCl u. Peptons).

3) FRIEDBERGER, E. u. Dogpxgr, H., Ub. d. Einfl. v. Schimmelpilzen auf d. Licht-
intens. in Leuchtbakterienkult. (Zbl. f. Bakt. I Orig., 1906, 43, 1); Uber Fortdauer des
Leuchtens in Mischkulturen vgl. Napson, Z. Phys. d. Leuchtbakt. (Bull, jard. bot. St.
Petersb., 1908, 8, 144).

4) Uber die Géirung der Zellulose (Zbl f. Bakt. II, 1902, 8, 193); KELLERMAN a.
Mo Bern, Fermentation of cellulose (Zbl. {. Bakt. II, 1912, 34, 485; s. auch 1913, 39, 502);
LouNis a. Locaneap, Ub. Zellul.-Zersetzung (ibid. 1913, 37, 490).

14*
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— SOHNGEN (8. 0. S. 87, Anm. 1) trénkt Filtrierpapierscheiben mit Mangansulfat- und
Kaliumpermanganatlésung; nach dem Trocknen werden die braunen Papiere mit steriler
Loésung anorganischer Salze betupft und beimpft: das Manganoxyd wird zu oxysaurem
Mn-Salz verwandelt, was an der Bildung heller Hofe erkannt wird.

Prézipitierte Zellulose, die den Néhrbioden beigemischt wird, erhilt Scares?) durch
Lésung von b g Filtrierpapier in 100 em konz. H,80, + 60 cm Wasser (nach Abkiihlung der
Mischung auf 60—65°%); nach Losung der Zellulose wird sie durch schnelles Einschiitten
kalten Wassers gefillt.

Zwei aérobe, auf Filtrierpapier kultivierbare Zellulosezerstorer isolierte MERKER von
Helodea (Micrococcus cytophagus und M. melanocyclus, der letztere bildet auf Filtrierpapier
schwarze konzentrische Ringe.)?)

Pektinzerstorende Organismen. — WinoGraDsky?) kultivierte sie auf sterilisierten
Flachsstengeln, die mit nicht sterilisierten infiziert wurden. Reinkultur auf Kartoffeln,
auf peptonhaltigen Zuckerlosungen, Dekokten von Flachs, Ritben usw., welch letzteren
die Organismen ihren Pektingehalt entziehen.

Chitinspaltende Bakterien. — BENECKE!) gewinnt reines Chitin aus den Panzern
der Nordseekrabbe (Crangon wvulgaris), die kurze Zeit mit kalter verdiinnter Salzsiure,
ca. 1 Tag mit 20 %iger Natronlauge, dann mit heilem Wasser, Alkohol und Ather be-
handelt werden. Um fein verteiltes Chitin zu gewinnen, 16st man es in bei 0° gesiittigter
HCI und fallt es mit Wasser aus. Die elektiven Rohkulturen, von welchen BENECKE aus-
ging, wurden mit 0,03 9, Dikaliumphosphat und 0,03 9, Magnesiumsulfat in 1,5 % iger
NaCl-Losung auf ungefilltem Chitin angesetzt und mit eiver (Jse Plankton geimpft. Die
Reinkulturen enthielten in 114 9, Gelose (s. 0. 8. 39) dieselben Salze und auBerdem pulver-
formlges Chitin. Den von ihm isolierten chitinzerstérenden Spaltpilz nennt BENECKE
Bacillus chitinovorus.

Pathogene Baktierien. — Bei der groBen praktischen Bedeutung der pathogenen
Bakterien haben diese seit vielen Jahren das Interesse der Bakteriologen ganz besonders
in Anspruch genommen. Von den vielen Methoden, die fiir ihre Kultur in Anwendung
kommen, und der Literatur, die sich mit ihnen befaft, soll hier keine auch noch so sum-
marische Ubersicht gegeben werden, um so weniger, als gerade dieses Kapitel der Mikro-
biologie fortwéhrend neue Bearbeitungen in der medizinischen Lehrbuchliteratur erfihrt.
Im folgenden will ich nur einige besonders wichtige pathogene Arten erwihnen und
solche, die als geeignete Studienobjekte fiir physiologische u. a. Fragen sich erwiesen
haben, und verweise fiir alle Einzelheiten auf die medizinisch-bakteriologischen Nach-
schlagewerke.®)

Fast fiir alle Arten pathogener Bakterien sind bereits Methoden der kiinstlichen
Ziichtung gefunden worden. Im allgemeinen sind Néhrgelatine, Néhragar sowie Serum
gute Nahrboden fiir die kultivierbaren pathogenen Mikroben ; ihr Wachstumsoptimum liegt

1) Scarss, New meth. of precipitating cellulose for cellul. agar (Zbl. f. Bakt. II,
1916, 44, 661).
2) MERKER, E., Parasitische Bakterien auf Blittern v. Hlodea (Zbl f. Bakt. II,
1911, 31, 578).
3} Sur le rouissage du lin et son agent microbien (C. R. Acad. Sc. Paris 1895, 121, 742).
4) Ub. Bac. chitinovorus, ein. chitinzersetz. Spaltp. (Bot. Ztg. 1905, I, 63, 227).
5) Die neuesten Darstellungen des Stoffes bei KoLLE u. WassErRMaNN, Handbuch
der pathog. Mikroorganismen, 2. Aufl. Jena 1912—13, 1—6 und LEEMANN-NEUMANN,
Atlas u. Grundriff der Bakteriologie 1919/20. 6. Aufl.
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im allgemeinen bei Bruttemperatur (37°). Uber die Kultur pathogener Bakterien in
Diingerstoffen vgl. ALmqQuist.?)

In hygienischen Instituten werden meist zahlreiche pathogene Bakterien in kiinst-
lichen Kulturen vorritig gehalten.

" Milzbrand (Bac. anthracis) gewinnt man aus Milz, Leber oder Herz der an Milz-
brand verstorbenen Tiere (Schafe, Rinder, Pferde). Die Ermittlung seiner Kulturbedin-
gungen gehort zu den Taten R. Kocms.?) Milzbrand wichst auf iiblicher Nihrgelatine
und -Agar und auf Kartoffeln in Form langer Faden. Agrob, verfliissigt Gelatine; Optimum
bei Bruttemperatur. Auf erschopftem Nihrboden Sporenbildung; {iber asporogene Rassen
s. 0. S. 193.

Rauschbrand (Bac. Chauvoet). Befillt Rinder. Anaérob leicht kultivierbar auf
den iiblichen Medien. Gasbildung. Verfliissigung der Gelatine. Optimum bei Brut-
temperatur.

Eitermikrokokken (insbesondere Staphylococcus pyogenes aureus, St. p. albus)
wachsen auf den iiblichen Néhrboden, besonders schnell bei Bruttemperatur. Farbstoff-
produktion.

Cholera (Vibrio cholerae). Wichst auf dem iiblichen Nihrboden, in Peptonlésung
(1 %), auf Kartoffeln. Bei der Choleradiagnose spielt DievponNis Blutalkaliagar eine
groBe Rolle.?) Mischt man defibriniertes Rinderblut zu gleichen Teilen mit n-KOH, so
entsteht eine lackfarbige Blutalkalilssung. Nach Sterilisation werden 30 Teile von dieser
mit 70 Teilen gewohnlichem neutralen (Lakmus-)N&hragar gemischt. Impfung (wegen
der wachstumhemmenden Wirkung des NH,) nach 24 Stunden. Choleravibrionen wachsen
auf diesem Nihrboden trotz seiner starken Alkaleszenz {0,69, freies Alkali) sehr gut,
die Entwicklung der gewthnlichen Darmbakterien wird gehemmt. Herstellung chloro-
phyllhaltiger (Solutio spirituosa Merck) Nahrboden nach SeirrerT u. BAMBERGER.Y)

Influenza (Bac. influenzae). Aérob bei Bruttemperatur auf Blutagar, d. h. solchem,
dessen Oberfliche mit frischem Blut(von Menschen, Kaninchen oder besonders von
Tauben) bestrichen ist. Uber den Einfluf fremder Bakterien auf das Wachstum des
Influenzabazillus s. o. S. 188.

Tuberkulose (Bac. tuberculosis); seine Isolierung und Kultur auf kiinstlichen Nahr-
boden (Kocu) gehort zu den schwierigeren Aufgaben des Bakteriologen. Man isoliert
aus Sputum oder tuberkuldsen Organen auf Serum oder Glyzerinserum; zum Uberimpfen
aus Reinkulturen geniigen 6—8 9 Glyzerin enthaltender Nihragar, Nahrbouillon, Kar-
toffelnghrbouillon®) u. a. — Die Tuberkelbazillen wachsen auf Serum sehr langsam, auf
Gehirnnahrboden schneller; agrob. Optimum 37°.

Typhus (Bac. typht); zu gewinnen aus Milz, Lymphdriisen usw. frischer Typhus-
leichen, schwieriger (Begleitung des Bact. coli) aus Fices. Wichst aérob und anaérob bei
Zimmertemperatur und besser bei 379 selbst bei schwachsaurer Reaktion des Nihrbodens

1) Kult. v. path. Bakt. in Diingerstoffen (Zeitschr. f. Hyg. 1906, 52, 179).

2) KocH, R., Atiologie d. Milzbrandkrankheit usw. (Comns Beitr. z. Biol. d. Pfl.,
1876, 2).

3) DiEUDONNE, A., Blutalkaliagar, ein Elektivnihrboden fiir Choleravibrionen (Zbl.
{. Bakt. I, Orig., 1909, 50, 107); Escu (D. med. Wochenschr. 1910, 559).

4) SEIFFERT u. BaMBERGER, Der Chemismus elektiver Cholerandhrboden (Arch.
f. Hyg.. 1916, 85, 265); s. auch Zziss, Beitr. z. biol. Wirk. d. Chlorophylls auf Mikro-
organismen (Zbl. f. Bakt, I, 1920, 85, 291),

5) JurewrtscH, W., Kartoffelndhrbouillon z. Zichtung d. Tuberkelbaz. (Zbl. f.
Bakt. I, Orig., 1908, 47, 664).
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auf Kartoffel. Nihragar, Nihrgelatine usw., letztere wird nicht verfliissigt. Uber An-
reicherung der Ty.bakterien u. a. durch Bolus!) vgl. Kunw, iiber differentialdiagnostische
Nahrbsden s. o, 8. 1891f.

Diphtherie (Bac. diphtheriae); die Bakterien werden mit sterilem Wattebausch
von der verdichtigen Stelle abgehoben und zunschst auf LorrLERschem Blutserum (3 Teile
Rinder- oder Hammelserum, 1 Teil neutralisierte Kalbfleischbouillon, 1 9, Pepton, 1 Y
Traubenzucker, 0,5 % Na Cl) kultiviert. Das Serum wird bei 1000 sterilisiert. Zum Weiter-
kultivieren des gewonnenen reinen Materials dienen besonders Néahragar und Glyzerinagar.

Gonorrhoe (Micrococcus gonorrhoeae). Trippereiter wird in fliissigem Serum wieder-
holt verdiinnt, die endgiiltige Verdiinnung auf 40° erwiirmt und mit fliissigem, sterilem
Agar gleicher Temperatur vermischt. Auf solchen Blutserumagarplatten entwickeln sich
die Kolonien des Gonorrhoekokkus nach ca.24 Stunden (WEerTHEIMsche Methode).
Optimum 379,

Spirochiten, Syphilis. — Mit den schwer kultivierbaren Spirochéten hat zuerst
MUnLENS?) positive Erfolge erzielt: Sp. dentium kann auf einem Pferdeserumagar (2 Teile
Agar, 1 Teil Pferdeserum, bei 50 ¢ zusammenzugieBen und schnell zum Erstarren zu bringen)
rein kultiviert werden. ScHERESCHEWSKY ziichtete Sp. pallida auf erstarrtem Pferde-
serum, indem er kleine Stiickchen syphilitischer Gewebe in dieses brachte; allerdings
wurden auf diesem Wege nur Mischkulturen gewonnen.?) MiinLExs?) gelang die Trennung,
indem er ein kleines Quantum spirochiitenhaltiger Fliissigkeit in einem Reagenzglas bei
500 in noch fliissiges Pferdeserumagar iibertrug und kriftig schiittelte; neben Misch-
kolonien bildeten sich auch reine Spirochitenkolonien, von welchen die Abimpfung gelang.
Noaucst kultivierte Spirochiten und infizierte Affen mit seinem Kulturmaterial.

1) Kunn, Weitere Mitteil. iib. d. Nachweis v. T., Ruhr u. Cholera durch d. Bolus-
verfahren (Med. Klinik 1916, 941).

2) Mimuens, Ub, Ziichtung v. Zahnspirochiten u. fusif. Baz. auf kiinstl. (festen)
Nahrb. (D. med. Wochenschr. 1906, No. 20).

3) SCHERESCHEWSKY, J., Ziichtung der Sp. pallida; ScHAUDINN (D. med. Wochen-
schrift 1909, No. 19; auch No. 29).

4) MtuLexs, Klin. Jahrb. 1910, 23.
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Anhang.

Wir haben uns in den vorhergehenden Abschnitten mit den Protozoén
und denjenigen Organismengruppen, welche der Botaniker als Thallophyten
bezeichnet, beschiftigt. Wenn wir uns auf diese beschréinkt haben, so trugen
wir dem Sprachgebrauch Rechnung, der im allgemeinen nur Vertreter jener
Gruppen als Mikroorganismen gelten 1a8t. Wir dirfen aber nicht unerwihnt
lassen, dafl dieselben Methoden, von welchen oben die Rede war, auch auBer-
halb des bisher behandelten Organismenkreises anwendbar sind oder doch
‘vielleicht anwendbar werden konnen: die Archegoniaten z. B. (Moose, Farne)
liefern uns mit ihren Sporen isolierte Zellen, welche zur kiinstlichen Kultur
nach Mikroorganismenart chne weiteres geeignet sind. Auf diese und &hnliche
Objekte und einige der einschligigen Fragen will ich im folgenden noch ganz
kurz eingehen.

1. Sporen der Archegoniaten (Bryophyten, Pteridophyten). —
Sporen von Moosen, Filizineen und Equisetazeen lassen sich nicht nur auf
Lehm, Torf u. dgl., sondern auch auf kiinstlichen anorganischen und organi-
sehen Néhrlosungen, auf Agarmischungen u. dgl. leicht zur Keimung bringen ;
Laubmoose liefern in Gelatine- oder Agarkulturen stattliche beblitterte
Pflanzchen.?)

2. Pollenkorner. — Die Mikrosporen der Phanerogamen verhalten sich
den soeben genannten Gebilden dhnlich: auch sie keimen leicht auf kiinst-
lichen Nihrsubstraten. Bei manchen Pflanzen geniigt Wasserzufuhr, um die
Pollenkorner zur Keimung zu bringen; andere platzen in reinem Wasser
und bleiben nur in den Losungen osmotisch wirksamer Stoffe entwicklungs-
fahig. Noch andere (Gramineen) keimen nur, wenn die Wasserzufuhr eine
ganz geringe ist, und werden am besten auf ein angefeuchtetes Deckglas
aufgetragen und in der feuchten Kammer beobachtet. Als empfehlenswertes
Kultursubstrat nennt Jost?) Agar mit ungefihr 1 %, Rohrzucker. Wenn auf
Zuckerlosungen oder Agarboden kein Wachstum zu erzielen ist, so ver-
reibe man auf einem Deckglas etwas Narbenschleim und sée auf diesem
die Pollenkorner aus. RENNER®) verfuhr in der Weise, daf er neben die
Aussaatstelle etwas H,0 auftrug und das Deckglas auf hohlgeschliffenen

1) Literatur zitiert Laace, A., Beding. d. Keimung von Farn- und Moossporen
(Beih. z. Bot. Zbl. 1907, 1, 21, 76). Vgl auch Mivoss1, M., Ub. d. Kultur der Schisto-
stega osmundacea ScHIyp. (Botan. Magaz. 1912, 26, 304). Uber die physiologischen An-
spriiche der Moospflanzen berichtet namentlich SErvETTAZ, Rech. expér. s.jla dével
et la nutrition des mousses en milieux stérilisés (Ann. sc. nat., bot., 1913, 9. sér., 17, 111).

2) Jost, Zur Phys. des Pollens (Ber. d. D. Bot. Ges. 1905, 33, 504); Uber die Selbst-
sterilitit einiger Bliiten (Bot. Ztg. 1907, 65, 77).

8) RENNER, Z. Biol. u. Morph. d. ménnl, Haplonten einiger Oenotheren (Ztschr.
f. Bot. 1919; 11, 8. 306).
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Objekttrager brachte (Versuche mit Oenothera). Um das Platzen der Korner
oder Schlduche zu verzogern, stellte sich RENNER ,,gelinde Exsikkatoren‘
her, indem er 10—20°%, Rohrzuckerldsung statt des Wassers neben -seine
Kultur auftrug.

Richtend auf das Wachstum der Pollenschléuche wirken Kohlehydrate
(Mryosn1') und Diastage (Liprorss).?)

3. Isolierte Zellen hoherer Pflanzen und Tiere. — Bei vielen Thallo-
phyten stellt der spontane Zerfall eines vielzelligen Pflanzenkdrpers in seine
einzelnen Zellen einen einfachen Vermehrungsmodus dar, der bei hoheren
Gewdchsen ginzlich fehlt. Bei Moosen gelingt es wohl noch, sehr kleine
Stiickchen eines Thallus (Marchantiazeen) oder die Blattchen, Stamm-
stiickchen, Kapseln zur Bildung eines Protonema anzuregen. Bei den
Phanerogamen bedarf es stets groBerer Abschnitte, wenn Regeneration ein-
treten soll; einzelne Zellen sind unter giinstigen Lebensbedingungen nur zu
bescheidenem Wachstum beféhigt.?)

DaB es kiinftigen Forschungen gelingen wird, Kulturbedlngungen aus-
findig zu machen, welche isolierten Pflanzenzellen die Wirkungen, die nor-
malerweise von ihrer Nachbarschaft ausgehen, ersetzen und ihnen den Fort-
gang ihrer normalen Entwicklung moglich machen, ist nicht zu bezweifeln.

Fiir die Zellen der Tiere scheint dieses Problem der Losung schon néher
zu sein.

Maximow gelang es, auf diesem schwer zuginglichen Forschungsgebiet
Resultate zu erzielen. Entziindliche Neubildungen des Bindegewebes lieB er
in Fremdkoérper einwachsen, welche zur Isolierung der Zellen von ihrem
Mutterboden fithrten und gleichzeitig eine Untersuchung auf dem heizbaren
Objekttisch gestatteten — und ferner fithrte er Fremdkorper in das Versuchs-
tier ein, die geradezu als Nahrboden fiir die Zellen des Bindegewebes wirkten.
Versuche der ersten Art wurden mit deckglasdhnlichen oder mit dickeren
Glasplattchen angestellt, die in geeigneter Weise paarweise miteinander ver-
bunden wurden und zwischen sich einen feinen Spalt fir Einwanderung und
Verbreitung der Bindegewebszellen frei lieBen. Neben den ,,Glaskammern*
kamen ,,Zelloidinkammern® zur Verwendung, kleine, aus dem k&uflichen,
knorpeligen Zelloidin geschnittene Blockechen von 8 : 4 : 2 (oder 3) mm, die
14 Stunde in physiologischer Kochsalzlosung gekocht wurden; mit dem Ra-
siermesser wurden parallel zur ‘groBten Flache der Stiickchen zwei nicht
vollig durchgehende Schnitte gemacht; in diese Spalte traten spéter die
Bindegewebszellen ein. AuBerdem fertigte Maximow Zelloidinrdhrehen von
ca. 7 mm Lénge an, indem er eine Stahlnadel oder dgl. wiederholt in Zelloidin-
losung eintauchte und das Zelloidin an ihr trocknen lief. Diese Rohrchen

1) Ub. Reizbeweg. d. Pollenschiiuche (Flora 1894, 78, 76).

2) Ub. d. Chemotropismus d. Pollenschliuche (Ber. d. D. Bot. Ges. 1899, 17, 236).

3) HaBErLANDT, Kulturversuche mit isol. Pflanzenzellen (Sitzungsber. Akad. Wiss.
Wien 1902, I, 111, 69).
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wurden bei einigen Versuchen (durch Eintauchen) mit geschmolzenem
Fleischpeptonagar gefiillt. In solechen Zelloidinkammern sah Maximow
manchmal ,,echte Reinkulturen von gewissen Zellarten* sich hilden. ,,Selbst-
verstindlich sind die Verinderungen, welche die verschiedenen, als isolierte
selbstindige Elemente in den Fremdkoérper einwandernden Zellen durch-
machen, nicht identisch mit denjenigen, welche sie im Gewebe selbst bei
der Entziindung und Narbenbildung erleiden. Im Innern des Fremdkérpers
sind die Elemente frei geworden von den ihre Entwicklung beeinflussenden
und oft hemmenden Wirkungen der Nachbarzellen; sie entfalten hier, wo
sie, wie z. B. in den Agarkammern, von reichlichem N&hrmaterial umgeben
sind, ungestdrt die ihnen innewohnenden Fahigkeiten zur progressiven Ent-
wicklung, hypertrophieren, erreichen manchmal ganz aulerordentliche
GroBen und konnen sich sogar vermehren‘?) (a.a. O. 8. 242).

Nachdem es schon Harrison gelungen war, Gewebe des Froschembryos
in Lymphe zu ziichten?), haben neuerdings Burrows, CarrEL und deren Mit-
arbeiter®) sich eingehend mit der Kultur tierischer und menschlicher Gewebe
beschéaftigt: als Kulturmedien dienen Blutplasma der betreffenden Tier-
spezies — rein oder mit Zusatz von 0,1 ¢, oxalsaurem Natrium, verdiinntes
Plasma (1:2 Wasser), Plasmaagar, Ringersche Losung*); normale und
pathologische Gewebe wurden bereits in vitro zum Wachsen gebracht. Uber
die Kultur farbloser Blutzellen (Leukozyten) hat HaBERLANDT3) berichtet:
109% Gelatine mit RiNgErscher Losung. Glas wirkt giftig auf Blutzellen.®)

Von besonderem Interesse ist die Frage, ob auch isolierte, d.s. vom
andern Geschlecht dauernd getrennte Sexualzellen ', kultiviert”, d.h. am
Leben erhalten und zur Teilung gebracht werden kénnen. Uber die Befahi-

1) Experimentelle Unters. iib. d. entziindliche Neubildung von Bindegewebe (5.
Supplementheft d. Beitr. z. pathol. Anat. usw., Jena 1902).

2) HarrisoN, R. Gr., Outgrowth of the nerve fiber as a mode of protoplasmie
mouvement (Journ. exp. zool. 1910, 9).

3) Vgl. z. B. CARREL, A., Die Kultur der Gewebe auflerhalb des Organismus (Berl.
Klin. Wochenschr. 1911, 1364); CARREL, A. u. Burrows, M. T\, Cultiv. of tissues in
vitro and its technique (Journ. exp. med. 1911, 13, No. 3); INcEBRRITSEN, R., Infl. of
heat on different sera as culture media for growing tissues (ibid. 1912, 15, 897); CARREL, A.,
On the permanent life of tissues outside of the organism (ibid. 1912, 15, 516); WL, G. C.,
Some obsgerv. on the cultivation of tissues in vitro (Journ. med. research 1912, 26, 159)
u. v. a. Die jiingste Behandlung des Themas bei CARREL, Neue Meth. z. Stud. des Weiter-
lebens v. Gew. in vitro (ABDERHALDEN’s Handb. d. biochem. Meth. 1912, 6, 519).

4) Diese ist nach“folgendem Rezept herzustellen:

HO . .. ..... 100 g
NaCl. .. .. ... 0,6
NaHCO, . . . ... 0,01
CaCly. . . . . ... 0,01
K .00 L 0,0075 ,,

5) HABERLANDT, L., Kulturversuche an Froschleukozyten (Ztschr. f. Biol 1918,
69, 2756). “
6) DEETIJEN im Arch. f. Anat. u. Phys. (Phys. Abt.), 1906, S. 401.
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gung der Eier vieler Tiere, unter bestimmten Kulturbedingungen zu Embry-
onen sich entwickeln zu konnen (,,kiinstliche Parthenogenese’), existiert be-
reits eine umfangreiche Literatur, deren Inhalt schon wiederholt zusammen-
fassend dargestellt worden ist; die Samenzellen haben bisher einer dhnlichen
»Kultur® uniiberwindliche Schwierigkeiten entgegengestellt. Vielleicht be-
deuten die von LoEB und BancroFr erzielten Erfolge?) einen ersten Schritt
zur Liosung dieser Frage: die genannten Forscher iibertrugen lebende Sper-
matozoén von Vogeln in Eigelb, Eiweil, Hithnerserum oder RincERsche
Losung (1/,- bis */,,-Normal) und sahen namentlich an dem Kopf der Sper-
matozoén auffallende Verdnderungen sich abspielen.

4. Hohere Pflanzen und Tiere als intakte Individuen in vitro zu kul-
tivieren, gelang verschiedenen Autoren. Hanwn1e2) arbeitete mit herauspri-
parierten Embryonen von Kruziferen, die er in mit Embryosacksaft gefiillten
Glasrohrehen heranwachsen liefl; auch Lisungen von bekannter Zusammen-
setzung (Asparagin, Leuzin, Zucker usw.) erwiesen sich als geeignet. Als
fester Néhrboden diente z. B.

Gelatine . . . . . . 10 %
Rohrzucker . . . . 10 %
Agparagin . . . . . 0,01%,

hierzu Mineralsalze.

DaB es gelingen konnte, isolierte Ovula hoherer Pflanzen in geeigneten
Néhrlosungen am Leben zu erhalten und gleichzeitig ausgesite Pollenkérner
unber dem Mikroskop keimen und die Schliuche mit den Samenanlagen in
Beziehung treten zu lassen, erscheint keineswegs ausgeschlossen. Nach
van TigeueMs Angaben sind ihm solche Versuche tatséchlich bereits ge-
lungen ; neuere Untersuchungen hieriiber liegen leider nicht vor.?)

Keimlinge und Pflanzen in vorgeriickten Stadien der Entwicklung
kultivierte z. B. MoLL1arp.%) ScEMIDT bediente sich hierzu der Gasgliihlicht-
zylinder als Kulturgefifie: an einer Seite werden die Rohren mit einer
Kollodiumsehicht geschlossen (AufgieBen iiber Hg); dann werden sie mit
Sand gefiillt und in ein ebenso gefiilltes Becherglas eingestellt. Nach Steri-
lisation und Beimpfung werden die Rohren mit Watte verschlossen. Das
AufgieBen von neuer Nihrlosung erfolgt durch das Becherglas; die Kollo-
diumschicht dient als Bakterienfilter.?)

1) Lozs, J. u. Baxcrorr, F. W. (Journ. exp. zool. 1912, 12, 381).

2) Hanwie, E., Zur Phys. pflanzl. Embr. (Bot. Ztg. 1904, 45).

3) vax TIEGHEM, Ann. sc. nat. Bot. sér. V 1869, 12, 323; vgl. hierzu STRASBURGER,
Uber Befruchtung und Zellteilung, Jena 1877, 53, b4.

4) MorLriarp, M., Action morphog. de quelques subst. organ. etc. (Rev. gén. de
Bot., 1907, 19, 241).

5) Scamipt, E. W., Zur Methodik v. Infektionsversuchen an hoheren Pfl. (Zbl. f.
Bakt. 11, 1910, 25, 426); ebendort ein Verfahren, hohere Pflanzen auf Knop-Agar steril
zu erziehen. Vgl ferner PErrI, L., Nodosititenbildung auf d. Rebenwurzeln durch die
Reblaus in sterilis, Mittel (ibid. 1909, 24, 146).
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Kleine lebende Pflanzen sterilisierten Mamrrii und Porraccr') mit
H,0, (2,4% H—15 Minuten). TuBEUF sterilisierte Samen von Cuscuta
durch Schiitteln in 19%iger Sublimatlosung oder 96 9%igem Alkohol und
nachfolgendes Abwaschen mit sterilisiertem Wasser (1912 a. a. O.).

Dags lebende Substrat, auf das in der Natur die Parasiten Anspruch
machen, 148t sich im Versuch durch totes Material ersetzen. MoOLLIARD
kultivierte Cuscuta monogyna monatelang auf organischen Nahrmedien. Die
Samen wurden auf feuchter Watte zum Keimen gebracht und dann in mine-
ralisecher Néhrlosung + 5 —109, Glukose weiterkultiviert. Bei Kultur in
5 % Glukose - 19, Pepton (oder Asparagin) erschienen sogar (ohne Kontakt-
reiz) Haustorien.?) Versuche mit Cuscuta glomerata stellte TuBEUF an.?)
Derselbe Forscher kultivierte Viscum album und V. cruciatum mehrere Jahre
hindurch auf Agarboden und andern Medien. Kinen zusammenfassenden
Bericht iiber die Sterilisation lebender Pflanzen hat GrAFEe') unlingst ge-
geben. Samen von Orchideen brachte Burerrr®)auf Agar (mineralische Néhr-
16sung + 0,33°%, Rohrzucker) zum Keimen, die jungen Pflénzchen nach Zu-
figung des erforderlichen Pilzes (s.0.p.164) zu freudigem, viele Monate an-
haltendem Wachstum.

- Dafl auch Metazoén als intakte Organismen nach Art der Mikroben
sich kultivieren lassen, lehrt das Wachstum der Aelchen auf Nahrlosungen®)
und Agar.”) ,,Kultur von Arthropoden (Tyroglyphus longior) auf Fleisch-
wassgr - Peptonagar beobachtete Linirp™): Die Milben verzehrten die
auf dem Agar sich entwickelnden Bakterien.

Die Kultur der Hydatinen (Hydatina senta), Polypen (Hydra u. a.), wie
sie zu tierphysiologischen Zwecken betrieben wird, steht der Aquarinm-
technik wohl naher als den Ziichtungsverfahren des Mikrobiologen.

1) Mamerus, E.ePorraccr, G., Metodo di sterilisazione di piante vive per esperienze
di patologia e di fisiologia (Rendic. Accad. Lincei 1910, 19, 569).

2) Cultures saprophytiques de Cuscuta monogyna (C.R. Acad. Sc. Paris 1908,147, 685).

3) v. TuBEUF, Versuche mit Mistelreinkulturen in Erlenmeyerkdlbchen (Naturwiss.
Ztschr. f. Forst- u. Landwirtsch. 1912, 10, 138).

4) Grarg, V., Das Sterilis. lebender Pfl. (ABpERHALDEN’s Handb. d. biochem.
Arbeitsmeth. 1912, 6, 139).

5) Burarrr, H., Die Wurzelpilze der Orchideen usw. Jena 1909, 62 ff,

6) Ports, Notes on the free-living Nematodes I (Quart. Journ. micr. Sei. 1910, 55);
KricER, Fortpfl. u. Keimzellbindung v. Rhabditis abermns n. sp. (Ztschr. f. wiss. Zool.
1913, 105).

7) KUSTER, Anleitung usw., 2. Aufl, 8. 205; Brruiner u. Boscr (Ub. d. Ziichtung
des Riibennematoden (Heterodera Schachtit) ScamipT auf Agar. Biol. Zbl. 1914, 34,
349) siten Samen von Beta, Avena usw. zugleich mit Nematoden auf Agar aus und be-
obachteten die Vorginge der Infektion. HiLcERMANN u. WEISSENBERG, Nematodenziich-
tung auf Agarplatten (Zbl. f. Bakt., Abt. I, Orig., 80, 467; 10 g alkal. Nahrbouillon,
90 g Leitungswasser, 1,b g Agar). — Uber Mikrofilarienkultur vgl. Werrmax u. Jouns,
Artif. cult. of filariae embryos (Journ. americ. med. assoc., 1912, 59, No. 17) und BacH,
Ub. d. Mikrofilarienkulturen usw. (Zbl. f. Bakt. I, Orig., 1913, 70, 50).

8) LinairDp, Eine Agar-Agar fressende Milbe (Zbl. f. Bakt., Abt. T 1920, 84, 8.539).
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Azetamidin, N-Quelle 22
Azolla, Blaualgen 122
Azotobacter chroococcum,
Kultur 200
| — auf Algen 117

Nahr-
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Bacillus acidificans, Kul-
tur 198

— acidi lactici, Kultur 198

— anthracis, Kultur 213

- — Sporen 193

— aromaticus, Kultur 198

— asterosporus, Kultur 201

— botulinus 171, 196

— hutyricus, Kultur 199

—— Chauvoei, Kultur 213

— chitinovorus 212

— chlororaphis, Kultur 196

— diphtheriae, Kultur 214

— fluorescens, Protozoén
100, 110.

— gelaticus,
186

— influenzae, Kultur 213

~—- — Mischkultur 188

— mesentericus 147,171,
188, 194

— methanicus, Kultur 210

— mycoides 189

— nitrobacter 202

— prodigiosus 171, 192, 195

— putrificus 75

— pyocyaneus 205

— subtilis, Hitzeresistenz 62

— — Wirkung der Meer-

wassersalze 19

— syncyaneus,Pigment 195

— tuberculosis, Kultur 213

— typhi, Kultur, Differen-
tialdiagnose 213

Bacterium aceti, Kultur 197

— betae- viscosae, Agarlo-
sung 186

— coli, Kultur 169, 186, 197

— caucasicum, Kultur 199

— lactis acidi, Kultur 198

— lipolyticum, Kultur 197

— Pasteurianum, Kultur
198 :

— phosphoreum, Kultur
211, s. auch Leucht-
bakterien

— punctatum, Kultur197

— rancens,! Kultur 197

— xylinum, Kultur 148

— Zopfii, Elastikotropie
179

Badhamia, Kultur 109

Agarlésung
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Bakterien, Adsorption 50,
175

— Alkalibildung 184

— anaérobe 171, 181

— Anreicherung 174

— Aschenbestandteile 168

— asporogene 193

— Atmung 180

—— Atmungsfiguren 181

— Beeinflussung durch Al-
gen 117

— Bewegung 62, 175, 179

— Chemotaxis 63

— chitinzerstorende 212

— degenerative Verinde-
rungen 184

— denitrifizierende 205

— Desinfektion 49 [189

— diagnostische Nahrboden

—— Elastikotropie 179

— elektive Kultur 174

— Fallung 176

—— Fermente 186

— fettspaltende 197

— Gérung 180

— Qasbildung 186

— Giftwirkungen 189

— griine 196, 208

— Hitzeresistenz 62

— Impfen 63, 176

— Indol 185

— Involutionsformen 184

— Isolieren 62, 174

— Kohlenstoffnahrung
1691f.

— Kollodiumséckehen-
methode 179

— Kolonien, primére, se-
kundéare 179

— Kolonienform 176#f.

-— Konzentration des Nihr-
bodens 170

— Licht 183

— Mischkulturen 188

— Modifikationen 193

-— Mutation 8. Rassenbildg.

-— Myzomyzeten, Eméh-
rung 108ff.

-— Nihrboden 1721f.

— nitrifizierende 200ff.

— pathogene 312

— pektinzerstorende 212

Sachregister

-— phosphoreszierende, s.
Leuchtbakterien

— Pigmentbildung 186, 196

— Protozoén, Ernshrung
100

— Rassenbildung 192 [170

— Reaktion der Nahrboden

—- reduzierende Wirkung
185

— Réntgenstrahlen 184

— saccharophobe 169

— Sauerstoff, Beziehungen,
zu 180

— Siurebildung 184

— Sporenbildung 45, 175,
184

— Sterilisieren 46

— stickstoffbindende 200

— Stickstoffernahrung 170

— Stoffwechselprodukte
93, 184

— sulfatreduzierende 206

— Temperatur 175, 182

— thermophile 182

— Variabilitat 192

— Verfliissigung der Nahr-
boden 89

— zellulosezerstorende 211

Bakteriofluoreszin 196

Bakteroiden,Rhizobium 202

Bakterienharpune 67

balanced solutions 18

Balantidium, Kultur 104

Ballonfilter, Filterkerzen 50

BarBERs Isolierverfahren
61

Baryumkarbonat, Nachweis
der Saurebildung 86

Basidiobolus, Keimung 139

— Kultur 155

— Sporenbildung 140 [206

Basidiomyzeten, Keimung

— Kultur 1611£f., 168

Bazillariazeen s. Diatomeen

Beggiatoa, Kultur 207

Benzolbakterien 170

Bergkristall, Kulturgefife 9

Berkefeldsche Kerzen 50

Bernsteinsiure, C-Nahrang
20

Bewegung, kiinstliche Ver-
langsamung 104

Bewegungsvermogen der
Mikroben, erleichtert das
Isolieren 62

Bieressigbakterien 197

Bierhefe s. Saccharomyces
cerevisiae

Bierwiirze 27

biochemische Analysen 97

biologische Methoden der
Isolierung 62ff.

Biomalz, Analyse 27

Bios der Hefen 148

Biorisieren 48

Bispora, Kultur 129

Blaualgen s. Zyanophyzeen

blaue Milch 195

Bleikarbonat, Nachweis von
Schwefelwasserstoff 87

Bleinitrat, Wirkung auf
Pilze 137

RBleiweif} s.: Bleikarbonat

Bliiten, Gehalt an Hefen
149

Blut, Nihrboden 174

— Verdauung 92

Blutagar, Nachweis der
Hamolyse 92

— Nihrboden 174

Blutparasiten 107

Blutserum, Nahrboden 40

— Sterilisation 40

Bodenbakterien, Kultur159

Bodo, Kultur 107

— in Filtrierkerzen 51

Boletus, Kultur 163

Bolus, Adsorption von Bak-
terien 50

— zum Kliren 36

Bordeaux-Briithe 138

Borsdure, Nachweis im
Fleisch 25

BorkinNscher Apparat 70

Botrydium. Kultur 125

Botrytis, Fruktifikation 141

— Haftorgane 55

— Hexenringe 142

— Keimung 138

— Kultur 160

— N-Assimilation 130

— als Unkraut 167

Boudiera, Kultur 160

Bouillon, Herstellung 25



Brandpilze s. Ustilagineen
Braunalgen, Kultur 126
Brauereihefen 151
Brennereihefen 151
Brot, gefarbtes 44
— Niahrboden 43
Brutschrinke 781f.
Bryophyten, Kultur 25
Burris Tuscheverfahren 57
Buttersiurebakterien, Kul-
tur 199

Cadmiumsulfat,
auf Pilze 137

Carteria, Kultur 124

Cercomonas, Kultur 107

Chaetocladium auf Mucor
165

Chaetomium, Kultur 160

CuAMBERLAND-Kerzen 50

Champignon, Kultur 162

CHAPOTEAU-Pepton 23

chemotaktische Mikroben,
Isolierung 63 .

Chilodon, Kultur 104

Chinablau fiir N#hrboden
191

Chinon in Kulturen, Nach-
weis 87

Chitin, Gewinnung 212

— N-Quelle 23, 212

— Spaltung durch Bakte-
rien 212

Chlamydomonaden, Kultur
123

Chlamydomonas, Kultur1 23

Chlamydophrys, Kultur 104

. Chlamydothrix, Kultur 209

Chlorlithium, Pilzkultur127

Chlorella, Kultur 113ff.,
116, 118, 124

-— Mischkultur 206

— Panaschierung 120

Chloride, Nachweis in Was-
ser 7

Chlorobium, Kultur 208

Chlorococcum, Kultur
110£f., 113, 119, 124

Chlorogonium, Kultur 123

Chlorophyll, Nihrboden213

Chlorophyzeen, Kultur 123

Chlororaphin 196

Wirkung

Sachregister

Chlorosarcina, Kultur 124
Chlorosphaera, Kultur 116,
117, 124
Chlorotheca,

124
Chlorothecium, Kultur 118
Chlorotetras, Kultur 124
Cholera, Kultur 175, 213
Chondrin, Nahrboden 41
Chondrioderma, Kultur 108
Chondromyces, Kultur 194
chromatische Anpassung,

Oszillarien 113
Chromophyton 105
Chrookokkazeen,

121
Chytridiazeen, Kultur 156,

166
Cicadomyces, Kultur 159
Citromyces,  fruchtartige

Bildungen 132
—- Kultur 127,132, 159
— Saurebildung 145
Cladonia, Gonidien 119
Cladophora, Kultur 110
— Vergiftung durch Leucht-

gas 118 . ‘(165
Cladosporium, Kultur 130,
Cladothrix, Kultur 165, 209
Claviceps, Kultur 160, 166
Clitocybe, Kultur 162
Closterium, Kultur 126
Clostridium butyricum,

Kultur 199
— Pasteurianum 200
Coelastrum 125
Couns Nahrlosung 172
Collema, Keimung 163
— Gonidien 122
Collybia, Kultur 162
— Mucorgewinnung 155
Colpidium, Kultur 104
Colpoda, Kultur 104
Conferva, Kultur 125
Coniophora, Kultur 161
Coniothecium, Kultur 165
Convoluta, Algenkultur 124
Coprinus, Keimung 139
— Kultur 161
— Sklerotien 29, 161 [147
— Stoffwechselprodukte
Cordyceps, Kultur 168

Kultur 116,

Kultur

223

Cosmarium, Kultur 125
CroNesche Nihrlosung 18
Crucibulum, Kultur 163
Cryptochilum, Kultur 104
cultures pures mixtes 95
Cuscuta, Kultur 219
Cyathus, Kultur 163
Cycas, Blaualgen 132
Cyphella, Kultur 161
Cystococcus, Kultur 113.
114, 117

Dactylococcus, Kultur 124
Daedalea, Kultur 162
Dampfitopf 46
Dampftrichter 38
Dauerpasteurisierung 48
Deckglas zum Fernhalten
des Sauerstoffs 68
Deckglasaquarium 55
DEFRESNE-Pepton 23
Dematium, Kultur 135, 165
Denitrifikation durch Bak-
terien 205
Depressionszustinde
Protozoén 101, 104
Desinfektion 49
Desmidiazeen, Kultur 125
destilliertes Wasser, Ent-

bei

giftung 8
— Herstellung 11
—- Reinheit 7
Desulfuration durch Bak-
terien 206 [206
desulfurierende Bakterien
Didthylarsin in Pilzkulturen
97 [189
diagnostische = Nahrboden

Diapedese durch Kollodi-
umhiéutchen 94

Diastase, Bildung durch
Mikroorganismen 91

—, — — Pilze 145

— Wirkung auf Pollen-
schlduche 216

Diatomeen, Chromatopho-
ren 115

— Isolierung 122

— Kultur 122

— Verunreinigungen
Agars 38

Dictyostelium, Kulturl 08f.

des
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Didymium, Kultur 1081f.
differential - diagnostische
Nahrboden 189
Diffusionsmethode, Nach-
weis von Stoffwechselpro-
dukten 91ff.
Diffusionsringe 143ff.
Digestor 47
Dimethylparaphenylendia-
minchlorhydrat, Nach-
weis oxydierender Mikro-
organismen 39
Dinoflagellaten, Kultur 106
Diphtherie, Isolierung 176
— Kultur 214
DRIGALSKT - CONRADISCHER
Agar 190
DricaLski-Spatel 64
Dulzit, C-Nahrung 20
Dunaliella, Kultar 113
Durchliiftung von Kulturen
7

Eier, Alkalialbuminate 42
-— Chemisches 26
— Néhrboden 42
Eivgmans  Diffusionsme-
thoden 91ff.
Einzellkultur,Gewinnung 57
Eisenbakterien,Atmung 180
— Kultur 209
Eisensaccharat, Schwefel-
wasserstoffnachweis 186
Eisensulfat, Wirkung auf
Pilze 137
Eiterbakterien, Kultur 213
Eiweil} - Ndhrboden, s. Al-
bumin, Pepton, Ver-
fliissigung durch Mikro-
organismen 36, 89f.
Elastikotropie 179
Elastin, N-Quelle 23
— Spaltung durch Mikro-
organismen 93
elektive Kultur 63
Embryonen, pflanzliche
Kultur 218
Empusa, Kultur 155, 168
Emulsionsfiguren 181
Expos Agar 190
Enteromorpha, EinfluB auf
Bakterien 117
Entomophthora,Kultur 168

Sachregister
Entomophthorazeen, Kul-
tur 1565
entwicklungférdernde und
-hemmende Stoffwechsel-
produkte, Allgemeines
9311,
— — — —, Bakterien 187
— — — —, Pilze 146
Eosin, photodynamische
Wirkung 81
— Wirkung auf Bakterien
183, 189
Equisetazeen, Sporen 215
Eremosphaera, Kultur 124
Erfrieren der Pilze 134
Erikazeen, Mykorrhiza 164
erschopfte Nahrboden 184
Erysiphe, Keimung 138
Erysipheen, Kultur 167
Esmarcrsche Rollkulturen
53
Essigiatherhefe, S.
charomyces
Essigbakterien,
gramme 85
— Kultur 197
Essigsdure,
129
Etiolement, s. Algen 112
Eucheuma, Agargewinnung
36
Euglena, Kultur 106
Eurotium, s. Aspergillus
Exoascus, Exoaskazeen,
Kultur 157, 167
Exobasidieen, Exobasidium,
Kultur 161

Sac-

Auxano-

C-Quelle 20,

Ficesbakterien197 [196

Faulnishakterien, Kultur

Farblosungen fiir mono-
chromatische Beleuch-
tung 82

Farbstoffe, Bildung durch
Pilze 141, 146

— Bildung durch Bakterien
186, 196

Farne, Sporenkeimung 215

Fermente, Allgemeines 89

— Bakterien 186

— EinfluB von Kollodium 85

— Pilze 145

Ferrisalze, Verdanderung
durch Chinon 87

Ferrophosphatlésung, Ab-
halten der Wirmestrah-
len 183

Ferrosalze,  Verénderung
durch Chinon 87

Ferrosulfat, Sauerstoffab-
sorption 74

feste Nahrboden,
meines 28ff.

Fett, C-Quelle fiir Pilze 129

— Spaltung durch Bak-
terien 184

feuchte Kammern 52ff.

Fibrin, N-Quelle 23

Filizineen, Sporen 215

Filtrierkerzen 50

— als starrer Nahrboden 31

— Nahrboden 50, 205

— 8. auch Zellulose

Filtrierpapier,  Filtration
von Nghrlésungen 50

Fistulina, Kultur 162

Flagellaten,darmbewohnen-
de 107

~— Erndhrung 105

— griine 106

— Kultur 105 ff.

— pathogene 107

Flechten, Kultur 163

— Synthese 163, s. auch
Gonidien

Fleisch, Herstellung von
Néhrlosungen 25

Fleisch, Priifung auf Verun-
reinigungen 25 [25

Fleischwasser, Herstellung

Allge-

flissige Nahrmedien, s.
Nihrlosungen
fluoreszierende  Bakterien
195

— Farbstoffe, photodyna-
mische Wirkungen 82

Fluoreszin 195

Formalin, Desinfektion 49

— Wirkung auf Gelatine 35

Frinkers Nihrlésung 172

Frosch liefert darmbewoh-
nende Mikroorganismen
155

Friichte als Nahrboden 413



Fuchsin, Nachweis der Al-
kalibildner 86
Fuchsinagar 190
Fucus, Nahrboden fiir Pro-
tozoén und Peridineen
104, 106 .
Fumago, Kultur 127, 165
Fungi imperfecti, Kultur163
fungizide Mittel 138
Fusarium, Kultur 132, 164
Fusicladium, Keimung 138

Garung, Bakterien 180

— Hefen 150

— Pilze 135

Gallen an Pilobolus 155

gallertartige Nahrboden
301f.

Gasbildung durch Bakterien
169, 186

Gasteromyzeten,Kultur163

(elatine, Abbau durch Fer-
mente 90

— Allgemeines 341f.

— Chemisches 34

-— Farbenfilter 81

— Filtration 36

— Formaldehydzusatz 35

— Gerbung 87

— Herkunft 34

— Kliarung 35

— Kombination mit Agar
39, 40

—- Reaktion 36, 39

— reduzierende Wirkung 88

-~ Schmelzpunkt 35, 39

-— Spannungen 179

— Sterilisation 35

— Verdnderung durch Chi-
non 87

— Verfliissigung 36, 89ff.

— Verunreinigungen 36

— Wirkung des Kochens 35

— — N-Quelle 24

Gelatinepapier, farbiges 81

Gelatinose 90

Gele als Nahrboden 301f.

Gelidium, Agargewinnung
36

Gelose 39

Gesteine als starre Nihr-
boden 31

Sachregister

Gewebe, tierische oder
pflanzliche, Verwendung
bei Anaérobenkultur 74

— Kultur 216£f.

Giftwirkungen,
nes 951f.

— Bakterien 189

— Pilze 1351f.

Girraysche Niahrlosung 205,
206

Gips, Verunreinigungen 29

-— Zusatz zu Bakterienkul-
turen 203

Gipsplatten, starrer Nahr-
boden. 30

Glas, Gehalt an wasserlos-
lichen Stoffen §ff.

— Giftwirkung 10, 11

— Priifung auf Alkali, K u.
Mg 9

— Reinigung 49

— Zinkgehalt 11

— Zusammensetzung 9

Glaskapillare, Tmpfen 64

Glasschalen fiir Kulturen 53

Glenodinium, Kultur 106

Glimmerplatte zum Fern-
halten des Sauerstoffes 68

Globulin, N-Quelle 23

Gloeocystis, Kultur 124

Glukonsiure 86

Glukose, Bakterien 162

— C-Quelle 20

Glukosehefen 150

Glutaminsiure,N-Quelle 22

Glutin, N-Quelle 23

Glykogen, C-Nahrung 20

Glykokoll, N-Quelle 22

Glykoside als C-Quelle, All-
gemeines 20

— Zusatz zu

192

Glyzerin, C-Nahrung 20

Glyzerinagar 174

Glyzerolate 174

Gonidien, Kultur 119, 124

Gonorrhoe, Kultur 214

Gracilaria, Agargewinnung
36

Grammatophora im Agar 39

Granulobacter saccharobu-
tyricus, Kultur 199

Allgemei-

Néhrboden

Kiister, Mikroorganismen, 3. Aufl

225

Graphium, Kultur 129
Griinalgen s. Chlorophyzeen
Gunnera, Blaualgen 122

Hadromase, Produktion
durch Pilze 1568
Haematococcus, Kulturl 23,
124
Himatoxylin,
Nighrboden 190
Himoglobinopepsie 92
Hamolyse 92
Hiamopepsie 92
hiingender Tropfen,
tur b4, 73
Harn, Néahrlosung 27
Harnséure, Ansiuerung des
Nihrbodens 87
— N-Quelle 22
Harnstoff, C- und N-Quelle
20, 22
Harnstoffbakterien, Kultur
206
Hausschwamm s. Merulius
Hefen, Auxanogramm 97
— Bier 149
— Gérungsvermdgen 150
—- Gewinnung 149
— Konzentration des Nihr-
bodens 151
— Koremien 150
— Kultur 1491f.
— Licht 152
— Nahrung fiir Schleim-
pilze 108
— Pigmentbildung 128
— Rassen 153
— Sauerstoffbediirfnis 151
— Sporenbildung 152
— — in Mischkulturen 206
— Stickstofferndhrung 143,
144, 150
— Temperatur 151
Hefewasser 198
HeiBluftsterilisation 15
HeiBwassertrichter 37, 38
Hepin, Anaérobenkultur 74
HrragUus-Gefille 8
heterothallische Pilze 153,
162
heterotrophe
19

gefirbte

Kul-

Organismen

13
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Heubazillen 194
Hexenringe 142, 159, 212,
194
HeypEN - Nahrstoff,
Quelle 23, 174
Himbeersaft, Niihrboden 28
Hochdrucksterilisator 47
holder process 48
Hollenstein, Reinhalten von
Bakterienkulturen 175
Honig, Nihrboden 28
Hopfenharz, Wirkung auf
Mikroben 28
Hormidinm, Kultur 110£f.,
117, 120
Hormodendron, Kultur 129,
165
Huminsiure als C-Quelle 20
Hydatina, Kultur 219
Hydneen, Kultur 161
Hydnum, Kultur 161
Hydra, Algen 124

N-

— Aquariumkultur 219

Hydrodictyon. Zoosporen
119

— Kultur 124

Hydrogele als Nahrboden
341t

Hypocrea, Hexenringe 144

Hypokreazeen, Kultur 160

Hysteriazeen, Kultur 160

Jenaer Glas 101f.
Jequirity-Samen 86

Impfen, Allgemeines 64

— Bakterien 176

— quantitatives 63ff., 132

Impfkasten 65

Indigkarmin,  Reduktion
durch Mikroorganismen
88

Indikatoren, Zusatz zum
Niahrboden 86£f.

Indol, Bildung in Kulturen
84, 185

— Nachweis 185

Influenza, Kultur 213

Infusorienerde, Filterkerzen
50

Insekten, Gehalt an Hefen
150

Kartoffelbazillen,

Sachregister

Inulin, C-Nahrung 20

Invertin, Bildung durch
Mikroorganismen 92
Involutionsformen, Algen
131

— Bakterien 184

Iriserscheinung 207

Isaria, Kultur 168

Isolierkammer nach Scuovu-
TEN HOff.

Isoliermethoden 55 ff.

Isoliernadeln nach Scrou-
TEN 59

Isolierung, Bakterien 62,

174 £,

Kahmhaut 197
Kakes, Nihrboden 44
Kaliumbichromat, mono-
chromatische  Béleuch-
tung 81
Kaliumpermanganat-Salz-
sdure, Desinfektion 50
kalkfreie Nahrlosung 125
Kalziumkarbonat zum Siu-
rebildnernachweis 86
—zum Binden entstande-
ner Sauren 87
Kalziumnitrat in Gelatine36
Kalziumsulfat s. Gips
Kampfer, Wirkung
Pilze 63
Kapillaranalyse, Bakterien
175
Kapillaren zum Impfen 64
— zur Isolierung 55ff.
Kapillarhebermikroskopier-
tropfenflasche 56
Karbonate, C-Nahrung 19
Kultur

auf

194

Kartoffeln, Nahrboden 43

Kasein, N-Quelle 23

— Spaltung durch Mikro-
organismen 91

Katalase, Bildung durch
Mikroorganismen 93

~— Bildung durch Pilze 146

Kathodenstrahlen, Wirkung
auf Bakterien 184

KEDROWSKIS  Anaéroben-
methode 75

1
i
I

; Keimung der Pilze 1381f.

Kerzenfiltrierapparat 50

Kieselalgen s. Diatomeen

Kieselgallert, Herstellung
321t

— Kulturen 124, 203

Kindermehle, Nihrmedium
28

Klavarieen, Kultur 161

Kx~orsche Nihrlésung 111

Kobaltsulfat, Wirkung auf
Pilze 1371f.

Kocnsche Platten 581f.

Koffein fiir Nihrboden 192

Kohle, als C-Nahrung 19,
169

Kohlehydrate,
Allgemeines 20

— C-Quelle fiirBakterien1 69

— Wirkung auf Pollen-
schlduche 216

— Entfirben 39

Kohlensdure, C-Nahrung 19

Kohlenstoffernihrung, All-
gemeines 13, 19

— Bakterien 169

Kollodiumséickchen, Durch-
lassigkeit fir Bakterien
94

— Herstellung 94

— Kultur von Bakterien
180

— Nachweis von Stoff-
wechselprodukten 94

— Wirkung auf Fermente

85

Kolonie, Form 86, 176ff.

Kondenswasser auf Agar
39

Kongorot fiir Nihrboden
191

Konjugaten, Kultur 120,
125.

Konservierung von Kul-
turen 98

Kontaktreize, Wirkung auf
Algen 120

— — Pilze 55

Konzentration des Niahr-
bodens, Allgemeines 13
— Bakterien 171

C-Quelle,

| — — Pilze 132, 1334f., 140



Koremien 133, 150, 158

Krampfe der Protozoén 102

KrAische Sammlung 168

Kreidegelatine, Nachweis
der Saurebildner 85, 199

Kiristallviolett, Wirkungauf
Bakterien 190

K{URSTEINERS
gléser 73

Kugelrohre fiir Anaérobe 69

Kulturen, Allgemeines 44 ff.,
51

— Konservierung 98

Kupfer, Hinderung der
Sporenkeimung 138

— in destilliertem Wasser
7, 8

— Wirkung auf Algen 60,
118ff.

Kupferoxydammoniak, mo-
nochromatische Beleuch-
tung 81

Kupfersulfat, Wirkung auf
Pilze 1371.

Reagens-

Lab, Bildung durch Mikro-
organismen 91
Laboratoriumsluft, Wirkung
auf Mikroorganismen 76
Lavulan, Nihrboden 41
Lakmus, Reduktion durch
Mikroorganismen 87
— Zusatz zu Ndhrbéden 86
Lakmusagar 190
Lakmusmolke 86
Laktosehefen 150
Laugen, Giftwirkungen 96
Leguminosen, Wurzel-
knollchen 201
Leitfihigkeit der
16sungen 95
Leocarpus, Kultur 109
Lepiota, Kultur 162
Leptothrix, Kultur 202
Leuchtbakterien, Kultur 92,
211
Leuchtgas, Wirkung auf
Mikroorganismen 76
Leukozyten, Kultur 217
Leuzin, N-Quelle 22
Licea, Kultur 109
Lichenin, Nahrboden 41

Néahr-

Sachregister

Licht, Allgemeines 80

— monochromatisches 80 ff.

— Wirkung auf Bakterien
48, 183

— — Pilze 141

Lichtfilter 81

Licmophora im Agar 39

Liesic-Peptongelatine 173

LiesEcancsche Ringe 143

Linpxers Tropfchenmetho-
de 57

Lipasen, Bildung durch Mi-
kroorganismen 93

Lohe, Niahrboden 109

Lophodermium, Kultur 160

Liftung einer Kultur 77

Lycoperdon, Kultur 163

Macrosporium, Kultur 129,
130
Macoe1-Priaparate 173
Magnesia usta, Neutrali-
sieren des Nihrbodens 87
Magnesiagipsplatten 203
Magnesiaplatten 207
Magnesiumkarbonat, Nach-
weis der Sdurebildner 86
— Klérung 36
Makkaroni, Nahrboden 44
Malachitgriinagar 191
Malaria, Plasmodien 105
Maltose, C-Nahrung 20
Maltosehefen 150
Malzextrakt 27
Manganchlorid,
auf Pilze 137
Manganioxyd. = Nachweis
von Oxydsiuren 87, 88
Mangankarbonat, Nach-
weis der Siurebildner 86
Manganpepton 209
Mangansulfat fiir
stoffabsorption 74
— Wirkung auf Pilze 1371f.
Mannan, Verfliissigung
durch Mikroorganismen
92
Mannit, C-Nahrung 20
Marchantiazeen, Regenera-
tion 216
Marmor, Korrosion durch
Pilze 145

Wirkung

Sauer-

Kister, Mikroorganismen, 5. Aufl.
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MARTIN - Pepton 23

Massenkulturen, Pilze 132

mechanische Methoden der
Isolierung 56ff.

Medusomyces 198

Meeresalgen, Kultur 126

— Symbiose mit Azotobac-
ter 112

— Verhalten in konzen-
trierten Losungen 126

Meerwasser, Analyse 1511

— Filtration 16

— karbonatfreies 16

— kiinstliches 151f,

— fiir Meeresalgen 126

— physiologische Wirkung
18

— Wirkung auf Diatomeen
122

Melampsora, Kultur 167

Merkaptan in Pilzkulturen
97

Merulius, Kultur 162

Mesocarpus 125

Methanbakterien,
210

Methan, C-Nahrung 20

Methylenblau, Reduktion
durch Mikroorganismen
88

Metachromgelb fiir Nahr.
boden 191

Metalle, Wirkung auf Bak-
terien 189

Methylviolett zu Nahrbisden
191

Micrococeus aquatilis 170

— cytophagus 212

— gonorrhoeae, Kultur 214

— melanocyclus 212

— prodigiosus, Kultur 195

Microthamnion, Kultur 125

Mikroaquarium 55

mikrobiochemische Analyse
97, 206

Mikrofilarien, Kultur 219

Milben auf Agar 219

Milch, Analyse 25

— Gewinnung 91

— Nihrboden 174

— Peptonisierung 26

— Sterilisation 48

15%

Kultur
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-— Verdnderung durch
Mikroorganismen 91 {26

— Verhalten bei Erhitzung

Milchagar, Nachweiskasein-
spaltender Mikroorganis-
men 91

Milchsgure, Bildung durch
Bakterien 198

— — Pilze 45

Milchsaurebakterien, Auxa-
nogramme 85

— EinfluB des Zinkkarbo-
nat 86

Milchzucker, C-Nahrung 20

— = Néhrgelatine 174

Milchschimmel s. Oidium

Milzbrand, Kultur 213

Mischkulturen, Leuchtbak-
terien 211

— Influenza 213

—- Stoffwechselprodukteds,
188

Mist, Analyse 43

— Néhrboden 42

Modifikationen bei Bakte-
rien 193

Mohrriibe, Nihrboden 43

— Sterilisation 46

Monrsches Salz 186 [111

MoriscrscheNahrlésung 17,

Molken, Nihrboden 174

Monas, Kultur 106

Monilia, Fruktifikation 142

— sitophila, Fermente 91

Monoblepharideen, Kultur
156

Monocercomonas,
107

Moose, Kultur 215

— Regeneration 216

Morphin, Wirkung auf Pil-
ze 135

Moschuspilze, Kultur 164

Most, Nahrlosung 27

Mougeotia, Vergiftung durch
Leuchtgas 118

Mucor, Gewinnung 155

—— Keimfihigkeit 140

— Keimung 138

— Kultur 155

— N-Assimilation 130

— Parasiten 155

Kultur

Sachregister

— Sauerstoff 135

Mukorazeen, Kultur 155

Muskardine 166

Mutation. bei Bakterien 192

Mycoderma, Kultur 1501f.

— Trennung von Kssig-
bakterien 198

Mykorrhiza, Gewinnung der
Pilze 164

Myxobakterien, Kultur 194

Myxococeus, Kultur 194

Myxomyzeten, Kultur 108

— Erpshrung 108

— Keimung 109

— Plasmodien 109

— Fruchtkoérper 109

Myzel, Aussaat 139

Myzetozoen s. Myxomyze-
ten

Nihragar 173

Niahrboden,  Allgemeines
12 ft.

— autolytische  Verinde-
rungen 51

— feste 28

— filtrieren 50

— fliissige 14

— gallertartige 31

— organisierte 41

— starre 30

— Sterilisation 50

Nahrgelatine 173

Néhrlésungen, anorganische
1411,

— organische 19ff.

Naganakrankheit 108

Nagelkultur 178

Narben, Gehaltan Hefen149

Natrium, ameisensaures,
Anagrobenkultur 74

Natriumhydrosulfit, Sauer-
stoffabsorption 74

Natriumselenit, Reduktion
durch Mikroorganismen
88

Natriumtellurit, Reduktion
durch Mikroorganismen
28

Nectria, Fruktifikation 141

negative Platten 63

Nektar als Nahrboden 27

Nektarhefen 149

Nematoden, Kultur 219

NESSLERS Reagens 7

Neutralisation der Nahrbo
den 86

Neutralrotagar 190

Nzwronsche Farbenringe
i. Bakterienkulturen 207

Nickelsulfat, Wirkung auf
Pilze 137£f. :

Nidulariazeen, Kultur 163

NigirororFs Anaéroben-
kultur 73

Nitratbildner, Kultur 204

Nitrate als N-Quelle, All-
gemeines 21

— fiir Pilze 130

Nitratorganismen 21

Nitrifikationsbakterien
200 1.

Nitritbildner, Kultur 202

Nitrite als N-Quelle, All-
gemeines 21

— fiir Pilze 130

Nitritorganismen 21

Nitrosococcus, Kultur 202

Nitrosomonas, Kultur 202

Nitzschia, Kultur 123

normale Bakteriennihrfliis-
sigkeit 172

Normalglas 10

Nostoe, Kultur 121 {f.

— Stoffwechselprodukte
118 ‘

Nostokazeen, Kultur 121 £f.

Nutrose. N-Quelle 23

—- Nahrboden fir Bakte-
rien 174

Nyectalis, Kultur 161

Nyectotherus, Kultur 104

Oberflichenspannung, Wir-
kung auf Mikroorganis-
men 55

Obergirung 151 ff.

Objekttischaquarium 55

Objekttrager fiir Kulturen

541f,
— angeitzte, fiir Algen-
kultur 126
Oblaten, Nahrboden 44
Obstweine, Nihrlosung 27



Ochromonas, Kultur 106
Oedogonium, Kultur 110,
120, 125 [125
OenLmaNnsche Nihrlosung
Ole, Fette, C-Nahrung 20
Oltupfer 176
Oidium, Hexenringe 144
— Kultur 163 '
oligodynamische Wirkungen

1181, 189 (21
oligonitrophile Organismen
OmELiaNskische  Rohren

fiir Anagrobe 72
Oospora s. Oidium
Opalina, Kultur 104
Orchideen, Mykorrhiza 164
— Ziichtung in Reagens-

glisern 219
Organbreie als Néhrboden

174
organische Niahrboden 41 ff.
— Nahrlosungen 19ff.
organisierte Nahrboden 41
osmotischer Druck in Nghr-

l6sungen 95
Ogszillarien, Kultur 121
— chromatische Anpas-

sung 113
Ovula, Kultur 218
Oxalsgure, Pilzkulturen 145
Oxydaseagar;Herstellung 89
oxydierende, Mikroorganis-

men, Nachweis 893ff.
Oxysiuren, Nachweis 87
Ozon, Desinfektion 50

Panachure hei Mikroben 120

Papier, Nihrboden 128

Paraffin, Auskleidung von
Glasgefiflen 8

— C-Quelle 20, 129

-— Reinigung 8

— Verunreinigungen 138

Paramaecium, Kulturen
101 ff.

— Kultur der Algen 124,

Paranitrosodimethylanilin,
Nachweis reduzierender
Mikroorganismen 89

Paraffin6l, Durchlissigkeit
fiir Wasser 8

Parasitella, Kultur 155

Sachregister

Parasiten, Kultur 219

parasitische Pilze, Kultur,
auf lebenden Substraten
165 £f.

Parmelia, Kultur 163

Parthenogenese 218

PastEurs Nahrlosung 172

pathogene Bakterien, Kul-
tur 212

pektinlosende Bakterien 212

Pasteurisierung 48

Penicillium, Arsennach-
weis 97

— Giftwirkungen 135

— Hexenringe 142ff.

— Katalase 146

— Keimung 138

— Koremien 133, 158

— Kultur 158ff.

— Mischkulturen 211

— N-Assimilation 130

— Perithezien 158

-— Regeneration 132

— Saurebildung 145

— Stoffwechselprodukte
1441f

Peltigera, Gonidien 122

— Temperatur 141

— Wirkung auf Leucht-
bakterien 211

Pepton, Fabrikmarken 22

— Hemmung der proteoly-
tischen Fermente 90

— Herstellung 23

— N-Quelle 22

— vegetabilisches 23

Peptonisierung der Milch 26

Peptonorganismen 23

Peptonwasser 23, 173

Peridineen, Kultur 106

Perisporieen, Kultur 157

Peronosporazeen, Kultur
157, 167

Pertusaria, Kultur 163

Petrischalen 13, 64, 69, 72

Petroliither, Wirkung auf
Koli 192

Pezizazeen, Kultur 159

Pflanzen, sterile Ziichtung
218

Pflanzenglobulin, N - Quel-
le 23
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Pflanzenorgane, Nahrbsden
43

Pflaumensaft, Herstellung
26

Phaeophyzeens.Braunalgen

Phenolphthalein, Zusatzzu
Nahrboden 86

Phenylakridin, photodyna-
mische Wirkung 82

Phormidium, Farbenwech-
sel 113

photodynamische Wirkung
fluoreszierender ~ Farb-
stoffe 81

photolabile  Stoffwechsel-
produkte 85

phototaktische
Isolierung 62

Phycomyces, Keimfihigkeit
140

— Kultur 155

— Rassen 206

— Regeneration 132

Physarum, Kultur 109

Physcia, Gonidien 119

Phytophthora, Kultur 157

Pichia, Kultur 151

Pigmentbakterien,
195

Pigmente s. Farbstoffe

Pilacre, Kultur 161

Pilobolus, Kultur 155

Pilze, Alkalibildner 145

— Allgemeines 126

— Aschenbestandteile 127

— Aussaat 132

— Farbstoffe 146

— Fermente 145

— formative Effekte ‘132,

140

— fungizide Mittel 138

— Garung 135

— Giftwirkungen 135ff.

— Hexenringe 142

— Keimfahigkeit 139

— Keimung 138

-— Kohlenstoffernihrung
128

— Konzentration des Néhr-

bodens 133, 140
— Licht 141

Mikroben,

Kultur

| ~— Nahrungsentzug 141
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— Rassenbildung 149

— Reaktion des Nahrbo-
i dens 134

— Sauerstoff 135

— Sturebildner 1451f.

— Stickstofferndhrung 129

—- Stoffwechselprodukte
1441f.

—- Temperatur 134, 141

— thermophile 134

— Transpiration 141

Pinsel zum Impfen 64

Pipette zum Isolieren 56 ff.

Piptocephalis auf Mucor155

Piroplasma, Kultur 104

Platin in destilliertem Was-
ser

Platindraht zum Impfen 64

Platin - Iridium 64

Platinnadeln 64

Platinschwamm,
benkultur 74

PlattengieBen nach Koch 58
115, 118

Pleomorphismus der Algen

Pleospora, Kultur 165

Pleotrachelus an Pilobolus
155

Pleurococcus, Kultur 114
124

Pleurotus, Kultur 161, 162

Pollen, Kultur 215

— als Nahrboden 156

Polyangium, Kultur 194

Polymorphismus, Algen 115
118

Polyporeen, Kultur 162

Polyporus, Kultur 162

— Nahrboden 108

Polysaccharide, C-Nahrung
20

Polysaccharosehefen 150

Polystigma, Kultur 160

Polytoma, Kultur 123, 124

Porphyridium, Kultur 126

Porzellan, Filterkerzen 50

PreBhefe 143, 163

PriestLEysche Materie 124

primére Kolonien, Bakte-
rien 179

Prodigiosin 196

Proteinochrom 186

Anagro-

Sachregister

Proteinochromogen 186
proteolytische Fermente d.
Mikroorganismen 89
Proteus vulgaris 196
Protogen, N-Quelle 23
Protokokkazeen, Kultur1 24
Protozoén s. Amdben, Zilia-
ten, Flagellaten
Prowazekia, Kultur 106
Pseudovitellus 150
Pteridophyten, Kultur 215
PukavLsche Kerzen 50

Purpurbakterien, Kultur
208
Pyrogallol, Sauerstoffab-

sorption 71
Pyronema, Kultur 159

(uantitative Aussaat 132
Quarzglas, Kulturgefifie 9
Quarzschmelzen 9
Quecksilberzyanat,
kung auf Pilze 137

Wir-

Raffinose, C-Nahrung 20

Ragitagar 73

— Bouillon 174

Ragitserum 41

Raphidium, Kultur 118

Rassenbildung, Algen 119

— Bakterien 192

— Hefen 153

— Pilze 149

Ravrinsche Nahrlosung 136

Rauschbrand, Kultur 213

Reagenzgliser fiir Kulturen
52

— gekoppelte 73

— nach KURSTEINER 73

— nach Roux 52

— VerschluB nach WrigHT
Burri 73

Reaktion der Nahrbdden 14

— Bakterien 170

— Pilze 134

Reduktion, Bakterien 185

— Nachweis 881f.

reduzierende Zusatzmittel
fiir den Ndhrboden 74

Regeneration von Nahr-
boden 39, 192

— Pilze 132

Reinkultur,
5bff.
Resistenzglas 10£f.
Rhabdonema im Agar 39
Rheinisches Normalglas 10
Rheomin, photodynamische
Wirkung 82
Rhizobium, Kultur 201
Rhizophidium, Kultur 156
Rhizopoden, Kultur 104
— 8. auch Mucor
Rhizopus, N-Assimilation
130
— Wirkung auf Leucht-
bakterien 211
— Zygoten 155
Rhodophyzeen, Kultur 126
Rhynchoten, Hefen 150
Riesenkolonien bei Hefen
154
RincER-LockEsche
sung 18{f.
RingErsche Lisung 18, 217
Rontgenstrahlen, Wirkung
auf Bakterien 49, 184
Rohrzucker s. Saccharose
Rollkulturen 53
Rollplatten 53
Rosahefe s. Torula glutinis

Allgemeines

Rosanilinazetat,  Reduk-
tion durch Mikroorganis-
men 88

Rotalgen, Agar 35, 40
— Kultur 126
RoTHBERGERS Agar 191
RuBtaupilze, Kultur 165
Russula mit Nyctalis 161

Saccharomyces acetaethy-

licus (Essigatherhefe) 86
150

— apiculatus 1501f.

— cerevisiae 1501f.

— ellipsoideus 1501f.

— fragrans 150

— glutinis 154

— Kefyr 150

— Ludwigii 154

— mycoderma 154

' — Pastorianus 153
| — tyrocola 150
| Saccharomyzeten s. Hefen



Saccharophobie 169
Saccharose  (Rohrzucker)
C-Nahrung 20
Saccharosehefen 150
Sacussche Nahrlosung 17
Sagespine, Nihrboden 44
Siure, Bildung durch Mi-
kroorganismen 851f.
~— Nachweis in der Kultur
851f.
Sauren, aromatische, fiir
Pilze 129
— Giftwirkungen 96
-— organische, als C-Quelle,
20, 129
— Produktion durch Bak-
terien 184
-— — durch Pilze 1354
— Wirkung auf Bakterien
170, 185
Ssuresublimat,
tion 49
Safraninagar 191
Salpetersdure, Nachweis in
Wasser 7
salpetrige Séure, Nachweis
in Wasser 7
— Laboratoriumsluft 76
Salzhefe 152
Samen, Desinfektion 219
Samenknospen, Kultur 218
Sand, starrer Nihrboden 29
Saprolegnia, Kultur 156
Saprolegniazeen, Kultur
156 1f.
Sarcina, Kultur 195
Sarrtorrus’ Thermostat 77
Saturnuskolonien 177
Sauerstoff,Absorption 68 ff.,
711£,
-~ Ersatz durch
Gase 691f.
— fiir Kulturen 13
sauerstofffreie Kulturen
671f,
- Versorgung in Schiittel-
kulturen 83 [180
- - Wirkung auf Bakterien
- - — — Pilze 135
Sceletonema, Schiittelkul-
tur 83 [119
Scenedesmus Kultur 113 ff.

Desinfek-

andere

Sachregister

i — Nahrbodenverfliissigung

118

— Rassen 119

Schamotte, starrer Nahr-
boden 31

ScHAUDINNS  Mikroaqua-

rium 55 [150
Schildliuse, Hefengehalt
Schimmelpilze, =~ Wirkung

auf Leuchtbakterien 211
Schistostega, Kultur 215
Schizosaccharomyces octo-

sporus 153 ff.

— Pombe 154

Schleimflufl der Biume 154

Schleimpilze s. Myxomyze-
ten

Schnallenbildung 162

Schnellessigbakterien 197

ScrorT Glas 10

ScrouTENs Isolierapparat
591f.

Schiittelvorrichtungen S2ff.

Schwimme als starre Nihr-

béden 31
schwirmende Inseln 179
Schwérmsporen, Algen 119,

120
Schwefel, fungizide

kung 138
Schwefelbakterien, Kultur

207
Schwefelnatrium, Anagro-

benkultur 74
Schwefelquelle, kiinstliche

207
Schwefelsiure, Laborato-

riumsluft 76
Schwefelwasserstoff, Bil-

dung und Nachweis 87,

207
— Entstehung in Kulturen

87
schweflige Sdure, Laborato-

riumsluft 76
Schwermetallsalze, Giftwir-

kungen 96, 189
Sclerotinia, Kultur 159
Sedimentfiguren 181
Seidenleim, Nihrboden 41
sekundidre Kolonien, Bak-

terien 179

Wir-
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selenigsaure Salze, Reduk-
tion durch Mikroorganis-
men 83, 88

Selenosporium, Kultur 164

Selenverbindungen, Pilz-
kulturen 97

SeneBIERSche Glocken 80,
117

sensibilisierende Farbstoffe
183

Serum 40

Sirup, Niahrboden 27

Sklerotien, Aussaat 159, 161

— Hexenringe 159

— Triiffel 159

Soda, Desinfektion 49

Somatose, N-Quelle 23

Sorbit, C-Nahrung 20

Sordaria, Kultur 160

Soredien, Kultur 163

Spermatozoén, Verhalten in
Nahrlosungen 218

Sphacelia, Kultur 160

Sphériazeen, Kultur 160

Sphaerobolus, Kultur 163

Sphaerococcus, Nahrboden
41

Sphaerotilus, Kultur 209

Sphondylomorium, Kultur
123

Spirochéte, Kultur 214

Spirogyra, Kultur 1121f,,
135

— Einflu auf Bakterien
117

— Leuchtgas 118

Spirophyllum, Kultur 210

Spirostomum ambiguum,
Anaérobiose 102

Spirulinen 179 [184

Sporen, anaérobe Bakterien

— Hefen 152

Sporodesmium,
kation 141

Sporodinia, Fruktifikation
140 1.

— Kultur 132, 155

Spriihplatten, Anfertigung
63

Fruktifi-

Stirke als C-Quelle 20
— Korrosion durch Pilze
146
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Starkegallert, Nahrboden 41

— Verflissigung 91

Staphylococcus, Kultur 213

starre Nahrboden, Allge-
meines 30

Stauroneis im Agar 39

Stechheber zum Tsolieren
56 £f.

Steinkohle, Zusatz zu Nihr-
boden 74

Stentor, Kultur 104

stereoisomere  Verbindun-
gen, Verhalten in Nahr-
16sungen 25

Stereum, Kultur 161

— Nahrboden 109

Sterigmatocystis s. Asper-
gillus

Sterilisation, Agar 37

— Allgemeines, 45ff.

— Bestrahlung 49

— diskontinuierliche 48

~— Gelatine 35

— Geriite 4H1f.

— Licht 49

-—— Nahrboden 48ff.

— Watte 45

Stichkultur, Anfertigung 66

Stichococcus, Kultur110 ff.,
112, 124

Stickstoft, Assimilation
durch Bakterien 200

— — Pilze 129

— elementarer, als N-Quel-
le 21

— iiber den Kulturen 71

Stickstoffchlorose,  Blau-
algen 121

Stickstoffernshrung,  All-
gemeines 14, 20

— Bakterien 170 {20

stickstofffreie Nihrlosungen

Stigeoclonium, Kultur 125

Stoffwechselprodukte, Al-
gen 118

— Allgemeines 84ff.

— Bakterien 1841f.

— JTsolierung 84ff.

— Pilze 144ff.

Streptothrix, Kultur 165

— coelicolor, Hexenringe
142

Sachregister

Strichkulturen 66
stromende Nihrlosungen 82
Sublimat, Desinfektion 49
— Giftwirkung 96
Syniéresis 39
Synchytrium, Kultur 166
Syncephalis, Kultur 155
Syntonin, N-Quelle 23
Synzyanin 195

Syphilis, Kultur 214

Tabakrauch, Wirkung auf
Mikroorganismen 76

Tagesringe 142

Taphrina, Kultur 157

Tarozzis Anaérobenkultur
74

Tellurverbindungen in Pilz-
kulturen 97

Temperatur,
76 1f.
— Bakterien 62, 182
~— hohe und konstante 77
— Pilze 134
— Regulation 77
Tetraspora, Kultur 118
Thalassiosira, Kultur 122
Thalliumsulfat, Wirkung
auf Pilze 137
Thamnidium, Kultur 130,
155
Thelebolus, Kultur 160
Thelephoreen, Kultur 161
thermolabile Stoffwechsel-
produkte 187
thermophile Bakterien 183
— Pilze 134
Thermoregulatoren 77ff.
Thermosflaschen 79
Thermostaten 77ff.
Thiotrix, Kultur 207
Thio-, Thionsdurebakterien,
Kultur 207
TrYRODESche Losung 18
Tierkohle, Adsorption von
Bakterien 50
— Klaren 36
tissue culture method 139
TorreENssche  Nihrlosung
Tonglocken 54 [17
Ton, starrer Niahrboden 31

Allgemeines

Torf, Nahrboden 43

ToriceiLisches Vakuum,
Kultur 68

— 8. Glukose

Torula, Gewinnung 154

— glutinis 154

— Kultur 154

— Wiesneri 151

Trametes, Kultur 162

Transpiration, Wirkung aut
Kulturen 82ff.

— Wirkung auf Pilze 141{f.

Traubenzucker - Nahrgela-
tine 174

Trockennihrboden 40

Tremellineen, Kultur 161

Tricholoma, Kultur 162

Trichomonas, Kultur 107

Triphyllos-Kolonien 177

Trockenschrank 45

Tropfchenmethode zum Iso-
lieren 57

Tropfenkulturen 54, 55

Tropon, N-Quelle 23, 174

Trypanosoma Brucei, Kul-
tur 108

— Lewisi, Kultur 107

tryptische Fermente der
Mikroorganismen 89

Tuber, Kultur 159

Tuberazeen, Kultur 159

Tuberkulose, Kultur 213

Tuschepunktkultur 57 ff.

Tuscheverfahren zum Iso-
lieren 57

Typhus, Kultur 213, s. auch
diagnost. Néahrboden

Tyroglyphus auf Agar 219

Ultramikroorganismen 180

ultraviolette Strahlen, Ste-
rilisation 49

Untergidrung 151, 153

Uredineen, Kultur 160, 167

Urobacillus, Sporenbildung
90

Urobakterien, N-Erndhrung
22

Uscainskysche Fliissigkeit
172

Ustilagineen,
168

Kultur 1606



-— Sporenvernichtung 138

Ustilago, Keimung 139

— Kultur 160, 168

Vaccinium, Mykorrhiza 164

Vakuum, Kultur in ihm 68

Variation 8. Mutation und
Modifikation

Vaseline, Durchlissigkeit
fiir Wasser 8

Vaucheria, Kultur 112ff.,
125

Verdunstung, Wirkung auf
Kulturen 82ff.

Vermicularia, Fruktifika-
tion 142

Vicia, Nahrboden 108ff.

Viscum, Kultur 219

Vitellin, N-Quelle 23

Vitreosil 9

Volvokazeen, Kultur 123,
124

‘Wasseranalyse 59, 97, 162

Wasserbakterien, Kultur
194

Wasser, Entgiftung 8
mikrobiochemischer
Nachweis  organischer
Stoffe 97

— Priifung auf Reinheit 6

— Reinheit 138

Wasserstoff, Oxydation
durch Bakterien 210

Wasserstoffbakterien, Kul-
tur 210

Wagserstoffgas fiir Anaérobe
71

Sachregister
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