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Über die Kultur von Aspergillus nif/er mit 
besonderer Rücksicht auf das 

Puffervermögen der Nährlösung. 

Von 

Tetsu Sakamura 

PROFESSOR DER PFLANZENPHI'BIOLoClm AN DER HOKKAIDO KAISERLICHEN 
UNIVERSITÄT, SA.PPORO. 

Mit 12 Figuren 

Einleitung. 

Es unterliegt wohl keinem Zweifel mehr, dass das Wachstum der 
Pilze stark von der aktuellen Acidität des Näbrsubstrats beeinflusst 
wird. Auch bei den Kulturversuchen mit der klassischen Versuchs­
pflanze Aspergillus niger, wodurch' die Kenntnis der Ernährungsphysio­
logie der Schimmelpilze nicht wenig gefördert worden ist, hat man 
die Reaktion der Nährflüssigkeit oft erörtert. Schon früher haben 
einige Autoren auf die innige Beziehung zwischen dem Wachstum des 
Pilzes und der H-Ionenkonzentration aufmerksam gemacht, doch haften 
ihren Untersuchungen verschiedene Mängel an, die allerdings zum gros­
sen Teil auf die Unzulänglichkeit ihrer Messungsmethoden zurückzu­
führen sind, da die Bestimmung der Acidität damals nur auf dem Wege der 
'Titration ausgeführt wurde. Heutzutage ist es eine allgemein anerkannte 
Forderung, dass die physiologisch wichtige Aciditätl ) durch die exakte 
H-Ionenkonzentration, aber nicht durch die Zahi- der totalen Säuremo­
leküle ausgedrückt werden muss.2

) In diesel' Be~iehung sind trotz der 

1) In den folgenden Zeilen verstehe ioh unter "Aoidität" nur diejenige, die duroh 
die H-Ionenkonzentration ausgedrüo1.-t wird, und ioh möohte sie der "Titrationsaoidität" 
gegenüberstellen. 

2) Es ist in gewissen Fällen nioht ausgesohlossen, dass die Säuremoleküle stark auf 
die Lebensersoheinungen wirken. Fettsäuren, z.B. entfalten viel st!trkere physiologisohe 
Wirkung, als man naoh ihrem Dissoziationsgrade erwarten Sollte. Näheres siehe: LOEB 
(zit. naoh OZAPEK) und OZAPEK. 
[Jour. 0011. Agrio., Hokkaido Imp. Univ. VoL XIV, Part 2. Deo. 1924.] 
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wertvollen Arbeiten von WEHMJ!lR, NIKITINSKY, BRENNER(I), BUTK:I!;WITSCH, 
RITTER u.a. noch wichtige Punkte unberührt gelassen worden, die noch 
der Aufklärung harren. 

Bei Kulturversuchen mit Schimmelpilzen oder Bakterien bestimmt 
man in neuerer Zeit die R-Ionenkonzentration oder, der Einfachheit 
halber, den pR-Wert des Nährsubstrats. Wir treffen aber dann und 
wann auf Arbeiten, in denen z.B. die Aciditätswirkung der Nährlösung 
nur mit ihrer anfänglichen R-Ionenkonzentration verglichen wird, 
während das noch wichtigere Puffervermögen ganz ausser acht gelassen 
wird. 

OLARK definiert die Pufferwirkung folgendermassen : "By buffer 
action we mean the resistance exhibited by a solution to change in 
pR through the addition o~ 'l~~s' öf ~cid or alkali" (S.40).1) In der 
vorliegenden Arbeit verstehe ich unter Pufferwirkung, der Bequem­
lichkeit halber, jene Wirkungen der Lösung, welche die Vermehrung 
der R-Ionenkonzentration hemmen, entweder im echten Sinne der 
Puft'erung oder durch die aus dem Stoffwechsel resultierende Vermin­
derungstendenz der R-Ionenkonzentration. 

Die Lösungen mit demselben pR-Wert besitzen nicht immer das 
gleiche Puffervermögen, und zwar gibt es Fälle, wo Lösungen mit 
geringerem pH-'Wert eine stärkere Pnfferwirkung gegen Säuren 
aufweisen als solche mit grösserem pR-\Vert.2

) 

Bei der Kultur des Pilzes kommt noch die fortwährende Verän­
derung der Acidität der Nährlösung hinzu, was die Umstände noch 
komplizierter macht. Der anfängliche pR-Wert dient also nur als 
Masstab für den Keimungsgrad der Sporen oder für den Entwickhmgs­
grad des Mycels im fl'Ühsten Stadium. ]'ür das Wachstum des 
Pilzes in ununterbrochener Kultur spielt die Pufferwirkung die grössere 
Rolle als die anfängliche R-Ionenkonzentration. 

Bei BakterienkIÜ uren ist die Pufferwirkung des Nährsubstrats 
schon :von MICHAELIS," LARK, JONES, KLIGLER, WOLFF, BROWN,3) VERZAR 
und seinen Mitarbeitern berücksichtigt worden, während bei der Kultur 
des Schimmelpilzes, soweit meine Kenntnis der Literatur reicht, dies 
noch nicht der Fall ist. 

Die umfangreichen und lehrreichen Untersuclmngen von WEHMER, 

1) Siehe: MICHAELIS (1) (S. 27-31) und MICHAELIS (2) (S. 89-93). 
2) MlCHAELIS (1) (S. (1). 

3) Diese Arbeiten sind naoh VERzAn u.a. zitiert. 
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NIKITINSKY u.a., die hauptsächlich mit Aspergillus niger ausgeführt 
worden sind, müssen nun ergänzt werden, indem auf die exakte 
H-Ionenkonzentration sowie auf die Pufferwirkung acht gegeben wird. 
Die Resultate und die Schlussfolgerungen, die in der vorliegenden 
Arbeit erzielt worden sind, möchte ich aber weder auf die Kultur 
anderer Schimmelpilze noch anderer Kulturlösungen verallgemeinert 
wissen, weil Aspergillus niger ein Säurebildner ist und starke Acidität 
zu ertragen vermag. Doch hoffe ich, dass meine Untersuchungen die 
Kenntnis der Pilzkulturen, insofern sie sich auf Aspergillus niger beziehen, 
8l111germassen erweitern werden, was unter Umständen auch von 
allgemeiner Be;leuturig sein kann. 

Methodik. 

In der vorliegenden Untersuchung bediente ich mich meist einer 
synthetischen Nährlösung GGrundlösung),I) die schon früher von WEHMER 
u.a. bei der Kultm· von Aspergillus niger benutzt 
folgende Zusammensetzung zeigt: 

Ammoniunmitrat (NH,N03) 

JYIonokaliumphoshat (KHzPO,) 
Magnesiumsulfat (MgSO~. 7H20) 
Eisenchlorid (FeCl3) (2%) 
Umdestilliertes ·Wasser2

) 

worden ist und 

4g 
2 g 

1 g 

ein Tropfen 
100 ccm 

Zum Gebrauch wurde die Grnndlösung mit umdestilliertem Wasser 
und Glukoselösung verdünut. Sämtliche Präparate wurden mit MERKS 
" garantiert reinen" oder" extra reinen" Chemikalien hergestellt. Als 
Kohlenstoffquelle kam pulverige Glukose gleicher Herkunft zur An­
wendung, die vor dem Gebrauche völlig wasserfrei getrocknet wurde. 
Stark verdünnte Nährlösung ist, ausser zu besonderen Zwecken, nicht 
gebraucht worden, weil die Pufferwirklmg der Nährlösung durch die 
Verdünnung mehr oder weniger stark herabgesetzt wird.3) 

Als Kulturgefässe wurden EnLE~JI[EYEnSCHE Kolben von etwa 250 
oder 300 ecm Inhalt verwendet. Auf die Eigenschaft der Gläser 

1) Die Grundlösung wird beim Gebrauch in der Weise verdünnt, dass ihre 
Konzentration derjenigen bei WEHMER gleich ist. 

2) Gewöhnliohes destilliertes Wasser Wurde in unserem Laboratorium in einem aus 
einheimischem Normalglas besonders herge3tellten Destilll.tionsapparat sorgfältig um­
destilliert. 

3) Siehe: MICHAELIS (1) (S. 30). 
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wurde besonders acht gegeben, und nur Kolben aus einheimischem 
Normalglas kamen zur Verwendung. Vor dem Gebrauch wurden die 
Gefässe, mit vVattepropfen verschlossen, im Trockenschrank sterilisiert. 
'Die Kolben wurden mit meistens 100 ccm der Nährlösung beschickt 
und im KOCHSCHEN Dampftopf eine Stunde lang sterilisiert. Nach 
einstüudiger Sterilisation wurden einige Kolben zur Kontrolle ausgewählt 
und tags darauf mit dem Pilz besät, indem drei Tropfen einer 
konzentrierten Aspergillus-Sporensuspension mit einer sterilisierten 
Kapillarpipette rasch hinzugefügt wurden. Die Konidiosporen stammten 
von :Mycel, das auf festen Agar-Böden mit der oben genannten 
synthetischen Lösung und Glukose rein gezüchtet worden war. Nach 
der Aussaat wurden die Kulturen in den Thermostaten gestellt und 
die Temperatur auf 25-26° C regulielt. Zur Erntezeit wurde die 
Kulturflüssigkeit mitsamt der Erntemasse durch Filtrierpapier von 
bekanntem Gewicht filtriert. Bei der Messung der H-Ionenkonzen­
tration wurde das Filtrat direkt zum Gebrauch verwendet. Die 
Erntemasse wurde weiter wiederholt mit kaltem destilliertem 'Wasser 
gespült und dann in einem 'l'rockenschrank getrocknet. Nach ihrem 
Erkalten im Exsikkator wurde das Gewichts bestimmt durch Subtraktion 
des Filtrierpapiergewichtes vom Gesamtgewicht. Zur Ernte wurden in 
den meisten Fällen je dr3i oder auch je zwei Kolben aus der gleichen 
Kulturserie ausgewählt und der Durchschnittswert der Pilzernte für 
einen Kolben berechnet. 

Die H-Ionenkonzentration der Nährlösung wurde mit Hilfe der 
Indikatoren von CLAUK oder bei der gefärbten Lösung elektrometrisch 
bestimmt und der Einfachheit halber mit dem pH-Wert bezeichnet.I

) 

Das Filtrat und auch das Abspülwasser wurden öfters der Oxal­
säure- und Glukose-Analyse oder der Messung der Titrationsacidität 
unterworfen. Zu diesem Zwecke wurde das Gemisch weiter auf 500 
ccm verdünnt und unter Zusatz von 'einigen Tropfen Toluol em paar 
Tage aufbewahrt. 

Bestimmung der rl'itrationsacidität: 
verdünnten J..1ösung wurden aufgenommen 
Phenolphthalein als Indikator titriert. 

50 ccm der auf 500 ccm 
und mit n/10 NaOH und 
Die Titrationsacidität der 

1) Aus zwei oder drei pB-Werten direkt einen durchschnittlichen pB-Wert zu 
berechnen, ist theoretisch nicht angiingig. Falls aber die Differenz unter den 

pB-Werten nicht zu gross ist, bringt eine solche einfache Durchschnittsrechnung keinen 
merklichen Fehler hervor. Nur der Bequemlichkeit halber habe ich hier diese Rech­
nungsweise befvlgt. 
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gesamten Lösung wurde mit dem l-Iehnfachen für die Titration ver­
brauchten Volumen vonn/IO NaOR bel-leichnet.1) 

Oxalsäure-Analyse~): 20 ccm des auf 500 ccm verdünnten Filtrats 
wurden als Probe in einen ERLENMEYERSCHEN Kolben gefüllt und 
Calciumchlorid und dann Kalkmilch zugesetl-lt, bis die Lösung alkalisch 
reagierte. Der Niederschlag enthielt Oalciumoxalat und Oalcium­
phosphat l-Iusammen. Der Kolben wurde stehen gelassen und der 
Nieder.'lcblag nach Verlauf einer Nacht abfiltriert, sodann mit ·Wasser 
ausgewaschen und mit Salzsäure aufgelöst. Nach Verdünnung der Lösung 
mit Wasser von 70° auf ca. 200 ccm, fügte ich 10 ccm verdünnte 
Schwefelsäure (1: 4) hinzu und titrietre mit nJlO Kaliurnp<'rmanganat­
löslillg unter beständigem Umrühren. Aus der nötigen Menge der 
Perm'1ngan'1tlösung wurde die gesamte Menge von Oxalsäure berechnet 
und mit der Z'1hl der ccm n/IO Lösung bel-leichnet. 

Glukose-Analyse: Godel' 10 eem des auf 500 ecm verdünnten 
Filtrats wurden nochmals auf 20 ccm verdünnt und diese Lösung als 
Probe verWendet. Die Glukose wurde nach de: BEnTnA~DscHE~ 

l\1ethode volumekisch bestimmt und die Mengen des Zuckers in den 
Proben mit der für die Titration verbrauchten ecru 0.0% gen Kalium­
permanganatlösung vergleichsweise angegeben. 

Der pR-·Wert der nicht geimpften Kontrollösung wurde vor dem 
Versuche bestimmt, während die Oxsalsäure-und Zucker-Analyse sowie 
die l\1ess:mg der Titrationsacidität in den Kontrollkolben mwh dem 
Verweilen im Brutschrank am Ende des Versuchs ausgeführt wurden. 

·Wenn das Wachstum der verschiedenen Schimmel pill-lkulturen 
miteinander verglichen werden soll, so muss besonders auf den Zeit­
punkt der Ernte geachtet werden. Bei einer langen Kulturdaner 
wächst der Pill-l so lange, bis die C-Quelle erschöpft und damit das 
Wachstnmsmaximum überschritten ist. ·Wird der C-Vorrat g:wz oder 
fast ganl-l konsumiert, so wird d.q,s Pill-lgewicht immer geringer, was 
durch die Proteolyse des Pilzkörpers verursacht wird, wora:rl M ALFI­
~I.'ANO schon früher aufmerksam gemacht hat und was anch in der 
vorliegenden Unter.'luchung bestätigt worden ist. BUENNEH (1) hat auf 
diesen Umstand bei der Kult~r von Aspergillus niger besondere Rück-

1) Iu einige::J. Fällen wurde die gesamte Menge von 500 ccm Lösung in zehn 
Teile geteilt uni! zur Titmtion gebraucht. Die Titrotionsnoiditiit der ges'~mten Lösung 
wurde mit der Summe der gebrauchten ccm n/10 NaOH bezeichnet. 

2) Diese Methode ist auch beim Zusatz '·on K-Citrat cder K-Tartarat als Puffer 
verwendbar. Beim ZUS:btz von K-Tm·j;,.r" .. ~ wlude sie e·~w"s modifizier . 
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sicht genommen und aus zahlreichen· Kulturen einer Serie täglich 
Pilzmycel geerntet, um den Wachstumsprozess genauer verfolgen zu 
können. Auch NIKITINSKY hat aus dem gleichen Grunde mehrmals 
solche Ernten ausgeführt. HAENSELER hat sich auch mit der Kultur 
von Aspergillus niger beschäftigt und dessen 'Yachstnmsverlauf in seiner 
besten Nährlösung untersucht. Nach dreitägiger Kultur erreicht der 
Pilz sein Wachstumsmaximum; nachher, bis zum siebenten Tag, wird 
nur eine langsame Verminderung des Pilzgewichts bemerkt. Aus 
diesem einzigen Vorversuche hat er geschlossen, dass die einmalige 
Ernte einer siebentägigen Kultur genügt, um die Nährwerte der von 
ihm gebrauchten verschiedenen Nährlösungen zu vergleichen. Es 
scheint mir aber unwahrscheinlich, dass das 'Yachstum in diesen ver­
schiedenen Kulturlösungen immer auf dieselbe 'V eise wie in seinem 
V orversuche verläuft. 

Wenn Kulturresultate, die von verschiedenen Forschern unabhängig 
voneinander gwonnen worden sind, miteinander verglichen werden, so 
haben die Schlussfolgerungen nur dann einen W er~, wenn die Zeit­
punkte der Ernte besonders bei langer Kulturdauer oder bei einer 
spärlichen O-Quelle nicht zu sehr voneinander abweichen. 

Um das Wachstum in den verschiedenen Kulturen am klarsten zu 
veranschaulichen, habe ich daher in der vorliegenden Untersuchung eine 
Reihe von Kolben für jede gleiche Kultur benützt, und meistens täglich 
oder doch in möglichst kurzen Zwischenräumen das Pilzmycel geerntet. 
Mehrere Kulturen wurden mittels Kurven miteinander· verglichen, 
oder wenn die Ernte unter Umständen nicht so oft am\geführt werden 
konnte, so wurde der übriggebliebene Zucker qualitativ oder quantitativ 
nachgewiesen, damit man bemerken konnte, wann die Herabsetzung der 
Pilzernte begann, d.h. wann das Maximum des Pilzgewichts erreicht War. 

Ganz dieselbe Aufmerksamkeit ist natürlich auch auf den Verlauf 
der Aciditätsänderung gerichtet worden. Viele Autoren, welche bei 
ihren Versuchen den pH-Wert der Nährlösung mitteilen, sind aber 

gewöhnt, die Messung des pH-'Vertes nur am Anfang uud am Ende 
des Versuches auszuführen ohne zu berücksichtigen, wie die Acidität im 
Verlauf der Entwicklung sich verändert. Die Schwankung der Acidität 
muss daher ohne Zweifel auch hier graphisch klar gezeigt werden.l

) 

1) YOUNG und BENNET haben z. B. bestätigt, dans bei der Kultur von l<usarium 
oxysporum die Veränderung des pR-Wertes der Kulturlösung (RICHARDSSCHE Lösung) 
wie folgt stattfindet·: 4.2 --;3.6~8.4. 
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Die Rückkehr zur schwächeren Acidität oder das Übergehen in 
die alkalische Reaktion im späteren Kulturstadium wurde in den 
vorliegenden Versuchen oft ,beobachtet. Wenn die . ganze Menge des 
Zuckers oder des Ammoniaks konsumiert ist, so beginnt die Acidität 
plötzlich abzunehmen, indem, wahrscheinlich infolge der Proteolyse, 
alkalisch reagierende Substanzen, z. B. Ammoniak erzeugt wird oder 
beziehungsweise infolge des Alllmoniakmangeles die disponibel gewordene 
Säure nun vom Pilz aufgenommen wird. 

Da Aspergillus niger VAN TIEGH. zahlreiche Rassen enthält uud 
die physiologische Leistung möglicherweise je nach den Rassen ver­
schieden sein dürfte,!) so habe ich in der vorliegenden Arbeit nur einen 
einzigen Stamm als Versuchspflanze verwendet, der im Laboratorium 
für Angewandte-Mykologie der hiesigen Universität seit langem unter 
der Bezeichnung NT. 99 rein kultiviert wird. Hier möchte ich Herrn 
Professor HA~ZAWA, dem Direktor des gp.nannten Laboratoriums für die 
Überlassung des Pilzmaterials meinen wärmsten Dank aussprechen. 

Kultur in der Grundlösung. 
Da der Kulturversuch mit der glukosehaltigen Grundlösung die 

Norm für andere Versuche mit etwas modifizierten Kultnrlösungen 
abgibt, so ist der Verlauf des täglichen Wachstumsprozesses und der 
täglichen Veränderung der Acidität zunächst durch diesen Versuch 
eingehend untersucht worden. :Folgende Kulturlösung wurde benützt: 

Grundlösung 25 ccm 
Glukoselösung (m/2) 50 ccm 
Umdest. Wasser 25 ccm 

VERSUCH I. 
pR Imoh einstündiger Sterilisation: 4.43. 
EBLENMEYERSCRE Kolben von 300 GOll Inhalt. 

'l'abelle I. 

Kultur Kulturdrmer Pilzgewicht pR Oxalsäure Tage g 

1 2 0.020 3.6 0 
2 

" 
0.018 3.5 0 

3 
" 0.007 3.4 0 

2 0.015 3.5 0 

1) Vergl.: BRENNER (1) (8.571-572), 

Glukose 

+ 
+ 
+ 
+ 
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Kultur Kulturdauer Pilzgewicht pR Oxals!iure Glukose 
Tilge g 

<1 3 0.283 2.35 0 + 
5 

" 
0.262 2.32 0 + 

6 
" 

0.175 2.56 0 + 
3 0.240 2.41 0 + 

7 <1 0.700 2.0 0 + 
8 

" 
0.7<12 1.9 0 + 

9 " 0.6H 2.1 0 + 
4 0.685 2.0 0 + 

10 5 1.124 1.8 0 + 
11 

" 
1.033 1.8 0 + 

12 
" 

1.087 1.8 0 + 
5 1.081 1.8 0 + 

13 7 1.<186 1.7 0 + 
1<l ,. 1.H2 1.9 0 + 
15 

" 
1.023 1.8 0 + 

7 1.217 1.8 0 + 
16 8 1.392 1.7 0 + 
17 " 

1.269 1.7 0 + 
18 " 1.121 1.8 0 + 

8 1.261 1.7 0 + 
19 9 1.325 17 0 + 
20 " 

1.313 1.7 0 + 
21 " 1.301 1.7 0 + 

9 1.313 1.7 0 + 

(Siehe Fig. I.) 

Aus diesem Versuche geht kiar hervor, dass das Wachstum sowie 
die Veränderung des pR-'N ertes die autokatalyseähllliche J -förmige Kurve 
zeigt. Im früheren Stadium der Kultur ist die Wachstumsgeschwindig­
keit sehr gering, am vierten Tag erreicht sie das Maximum, vom 
fünften Tag an beginnt sie langs am abzunehmen, indem sich das 
Pilzgewicht täglich nur wenig vermehrt. Die Verminderungsgeschwindig­
keit des pR -Wertes erreicht das Maximum am zweiten 'I'ag, vom 
dritten Tag an wird sie wieder langsamer, und vom fünften bis zum 
neunten Tag ersieht man keine merklicho Veränderung, es wird nämlich 
jederzeit der pH-Wert 1.8 oder 1.7 gefunden. Es ist noch zu bemerken, 
dass die Maxima der Wachstumsgeschwindigkeit und der Veränderung 
des pR-Wertes nicht vollständig miteinander übereinstimmen, indem das 
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letztere etwas früher kommt als das erstere. Beim Vergleich dieser 
zwei Kurven kann man sagen, dass der optimale pR-'Wert der Grund­
lösung für das fortgeschrittene Wachstum des Mycels von .A8pergillus 
niger etwa 2.0 beträgt. Wenn die Acidität nur etwas höher wird, so 
wirkt sie hemmend auf das 'Wachstum. 

Obwohl ich in dem vorliegenden Versuche keine quantitative Be­
stimmung der zurückgebliebenen Zuckermenge ausgeführt habe, so ist 
es leicht, mittels der FEHLINGSCHEN Reaktion zu beweisen, dass noch 
viel Zucker bis zum Ende des Versuchs zur Verfügung steht. 

Oxalsäure ist in dieser Kultur von .A8pergillus niger nie erzeugt 
worden, was bemerkenswert ist; denn in einer fast gleichen Kulturlö­
sung hat 'WEHlIfEI: Oxalsäurebildung nachweisen können. Man könnte 
geneigt sein, die Ursache dieses Unterschieds so zu erklären, dass die 
Kultur im obigen Versuche nur neun 'rage dauerte, während sie im 
Falle von 'WEHl\!EI: viel länger fortgesetzt wurde. Dass dies trotzdem 
nicht der Fall ist, kann man ohne weiteres daraus ersehen, dass auch 
bei einer anderen zwei oder drei '\V ochen dauernden Kultur von mir 
keine Oxalsäurebildung nachgewiesen werden konnte. Auch bei anderen 
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Rassen!) von Aspergillus nige1' mit gleicher Nährlösung ist keine Spur 
von Oxalsäure konstatiert worden. BUTKEWITSCII hat das Fehlen der 
Oxalsäurebildung bei diesem Pilz bestätigt, wenn Ammoniumnitrat als 
N-Quelle angewendet wird. 

Die Steigung der Acidität bis pH 1.7 ohne Bildung organischer 
Säl1re2

) ist daher darauf zurückzuführen, dass freie Salpetersäure bei 
der Aufnahme des Ammoniaks durch den Pilz aus Ammoniumnitrat 
disponibel wird, was schon früher von WEIIMEH und besonders von 
NIKITINSKY eingehend untersucht worden ist. 

Während die Entwicklung des Pilzes durch die H-Ionenkonzen­
tration des Kulturmediums stark beeinflusst wird, muss darauf geachtet 
werden, dass umgekehrt jene auch diese fortwährend verändert. Diese 
·Wechselbeziehung ist, wenigstens oberflächlich, der Autokatalyse ähn­
lieh. Heute wird das "\Vachstum des Organismus von einigen Autoren 
als eine Art Autokatalyse aufgefasst.3

) Obwohl es in meinem Falle 
natürlich noch zu früh ist,das Wachstum des Pilzes mit der Autoka­
talyse zu vergleichen, so ist doch zu bemerken, dass die Form der 
Kurve des Wachstums sowie der Veränderung des pH-Wertes auffal­
lend derjenigen der Autokatalyse entspricht. NIKITINSKY bat bei der 
Kultur von Aspergillus niger bemerkt, dass das Wachstum durch Stoff­
wechselprodukte manchmal stimuliert wird. Er konnte aber weder 
qualitativ noch quantitativ etwas über diese Reizstoffe erfahren und 
sagt: "Ob diese Erscheinung überhaupt als eine katalytische oder 
vielleicht als eine "physiologische GegeIU'eaktion" betrachtet werden 
muss, müssen wir· sogar dahingestellt sein lassen und uns zufrieden 
geben, die erwähnte oberflächliche Aehnlichkeit mit den autokatalyti­
schen Erscheinungen zu konstatieren." (S. 58). 

Kultur in der pufferhaltigen Grundlösung. 

Wie schon erwähnt, verstehe ich hier unter Pufferwirkung einer 
Lösung ihr Widerstandsvermögen gegen das Ansteigen der H-Ionen­
konzentration. 

Es steht natürlich ausser Zweifel, dass die Grundlösung einiger­
massen ein Puffervermögen besitzt.') Wenn aber ein spezifischer Puffer 

1) Nr. 55 uud 96 vom Laboratorium für Angew .. ndte Mykologie der hiesigen Univer­
sit!\t. 

2) Citronens!\ure wurde, s:>weit ioh die Saohe beiliufig uutersucht habe, gar nicht 
lloohgewiesen. 

3) CHODA'.c (zit. llfloOh THOMPSON, Growth ,.nd Form) ·Wo. ÜSTWAI,D, HOßERTSON 11. ,.. 
4) KARRER and WEBB. 
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zur Grundlösung hinzugefügt wird, so werden das Wachstum, die 
Aciditätsänderung, die Säul'ebildung usw. mehr oder weniger verän­
dert. Um diese Verhältnisse klar zu machen, sind eine Reihe von 
Versuchen mit folgenden PuffersalzenI) angestellt worden: 

Kaliumoxalat 
Kaliumcitrat 
Kaliumtartarat 
Dikaliumphosphat 

Diese Salze besitzen ohne weiteres die Pufferwirkung gegen ihre ent­
sprechende Säure, doch ist es nicht ausgeschlossen, dass sie mehr oder 
weniger stark auch als Puffer gegen andere Säuren wirksam sind. Ich 
habe dies in vitra durch Titration mit verdünnter Salpeter-oder Salz­
säure bestätigt. Es ist daher zu vermuten, dass das Vorhandensein 
dieser Salze die Erhöhung der H-Ionenkonzentration hemmen kanu, die 
durch die Dissoziation der vom Pilze· erzeugten Oxalsäure oder durch 
andere Ursaahen hervorgerufen wird. 

VERSUCH II. 
Spezmsobe Grundlösung : 

Ammoniumnitrat 0.5 g 
Monokaliumphosphat 0.5 g 
Magnesiumsulfat 0.25 g 
Eisenohlorid (2%) ein Tropfen 
Umdest. Wasser 100 eem 

Kulturlösungen : (1) (2) (3) 
Spez. Grundlösung 252) 25 25 
Glukoselösung (m/2) 50 50 50 
K-Oxalat (normo.l) 25 
K-Oxa]at (n/4) 25 
Umdest. Wasqer 25 
bummc (oom) 1UU 100 10J 

pR nach einstündiger Sterilisation: 
(1) 4.00 
(2) 5.32 
(3) 5.61 

ERLENl\[EYERSCliE Kolben von 250 eom Inhalt. 
Titrationsaoiditlit in der Kontrolle: 

Die für die Titration verbrauohte 
Menge von n/10 NaOR 

(1) 1000m 
(2) 29 eom 
(3) 29 eOID 

1) Diese Chemikalien sind "garantiert reine" oder "extra reine" Reagentien von 
MERK. Mit Phenolrot reagieren sie aUe fast neutral oder alkalisch (Phosphat). 

2) In eom ausgedrüokt. Ebenso in den folgenden Tabellen. 
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Oxals1ture-An",lysa in der Kontrolle: 

n(10 Lösung 
(1) 0 
(2) 62.5 eern 
(3) 250.0 eern 

Glukose-Analyse in der Kontrolle (10 eern als PrJbe genommen): 
Die für die Titration verbrauohte 

Menge von 0.5,%' KMn04 

(1) 16.6 eom 
(2) ]6.5 oem 
(3) 16.6oem 

Tabelle II. 

Tltmtions- OXalsäure 
Knlturdauer Pilzgewicht Gern n/10 Lös. Glukose 

Kultur I·H acidität 
Tage g eern "/lo N"OH gesamt erzeugt eemO.5,%'KMnO 4 

, 
1-1 7 0.311 1.91 
1-2 

" 0.431 2.02 

1 7 0.373 1.97 
2-1 7 0.792 3.69 
2-2 

" 
0.893 3.71 

2 7 0.843 3.70 
3-1 7 1.202 4.25 

3-2 
" 

1.414 4.33 

3 7 1.300 4.29 , 

I-I' 7 0.311 16.5 0 0 12.3 

1-2' " 0.256 16.2 0 0 13.9 

1 7 0.284 16.3 0 0 13.1 

2-1' 7 0.790 33.2 62.5 0 9.5 

2-2' 
" 

0.739 31.4 62.5 0 10.1 

2 7 0.764 32.3 62.5· 0 9.8 

3-1' 7 1.384 28.3 2:;0.0 0 3.9 

3-2' 1.665 4.3.1 250.0 0 3.3 
" 

3 7 1.525 35.7 250.0 0 3.6 
---

1·-3 14 0.693 1.91 
1-4. 

" 
0.541 1.90 

1 14 0.617 1.91 
2--3 14 1.384 3.48 
2-4 

" 
1.315 3.38 

2 14 1.350 3.43 
3-3 14 1.379 5.30 
3-4 

" 
1.455 5.41 

3 14 1.417 5.36 
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Kulturdnuer Pilzgewieht Titrntions· Oxalsäure Glukose 
Kultur pR neidität eeID njlO Lös. 

Tage g ccmnjlON .. OH ges,mtt erzeugt 
ccm6.0%KMn04 

1-3' 14 0.709 14,.1 0 0 6.5 

1-4' " 
0.786 13.7 0 0 6.1 

1 14 0.747 13.9 0 0 6.3 
2-3' 14 1.252 75.0 57.5 -5,0 1.0 

2-4' 
" 

1.334 69.5 57.5 -5.0 0.8 

2 14 1.293 72.3 57.5 --5.0 0.9 
3-3' 14 1.310 9.8 250.0 0 0 

3-4' 
" 

1.417 5.6 250.0 0 0 

3 14 1.364 7.7 250.0 0 0 

1-5 21 1.147 2.59 

1-ß 
" 

1.080 2.47 

1 21 1.114 2.53 
2-5 21 1.339 4.01 

2-6 
" 

1.360 4.79 

2 21 1.350 4.40 
3-5 21 1.069 7.40 

3-6 ,. l.n09 6.22 

3 21 1.039 6.81 

1-5' 21 1.190 9.4 0 0 1.4 

1-6' 
" 

1.084 8.2 0 0 1.8 

1 21 1.137 B.B 0 0 1.6 
2-5' 21 1.297 4.9 58,8 -3.8 0 

2-6' ,. 1.215 13.7 60.2 -2.3 0 

2 21 1.256 9.3 59.5 -3.0 0 
3-5' 21 1.121 3.0 251.5 1.5 () 

3-6' 
" 

1.057 3.0 259.6 9.6 0 

3 21 1.089 3.0 255.5 5.5 0 

(siehe Fig II "nd m) 

Verfolgt man den Prozess des Wachstums, so ist es ersichtlich, 
dass in der ersten Woche der Pilz bei Zusatz von Kalinmoxalat besser 
wächst als ohne Zusatz, und zwar um so besser je grässer die 
zugesetzte Menge ist. In der zweiten Woche ist das Verhältnis fast 
gleich. Die dritte Woche ergibt für die Kultur 1 noch eine Vermeh­
rung des Pilzgewichtes ; in der Kultur 2 ist eine solche Vermehnmg 
nicht mehr nachweisbar, da im Gegenteil schon die Neigung zur Ver­
minderung erkennbar ist. Eine merkliche Abnahme des Pilzgew ichtes 
wird in der Kultur 3 beobachtet. Diese Abnahme im späteren Stadium 
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ist begreiflicheJ(Weise eine Folge des Zuckermangels nnd der dadurch 
hervorgerufenen Proteolyse des Pilzkörpers. Dies kann man durch die 

. Bestimmnng der zurückgebliebenen Zuckermenge klar verstehen. Im 
Falle, wo die Pilzernte vermindert ist gegenüber früher, ist stets zu 
erkennen, dass der Zuckerbedarf des Pilzes nicht gedeckt ist. Da 
möglicherweise auch.Ammoniak oder dessen Derivate produziert werden, 
so findet ausnahmslos eine gleichzeitige Erniedrigung der Titrations­
acidität statt. 

Die Kulturlösung in der Kultur 2 erreichte am vierzehnten Tag 
eine so hohe Titrationsacidität, dass 72 ccm n/IO NaOH für die Ti­
tration verbraucht wurden. In der Kultur 3, wo sowohl stärkeres 
Puffervermögen als auch grösseres Pilzgewicht zu erwarten waren, 
zeigten jedoch im ganzen Verlauf der Entwicklung die Filtrate keine 
solch hohe Titrationsacidität. s scheint mir aber die Annahme 
berechtigt, dass in Wirklichkeit schon in der zwei ten Woche das 
Maximum der Titrationsacidität vorkommt, dass es sich aber lediglich 
der Beobachtung durch die Ernte entzieht. 

Betreffs der H-Ionenkonzentration kann man schon am Anfang 
des Versuches in den verschiedenen Kulturen den Unterschied des pH­
'Wertes wahrnehmen, der durch den Zusatz von Kaliumoxalat herbei­
geführt worden sein muss. Mit steigender Menge des Puffers verstärkt 
sich das Puffervermögen. Es erfolgt also in der Kulturlösung eine 
langsame Erhöhung der H-Ionenkonzentration. 

Werden nur diese Resultate in Betracht gezogen, so scheint es, als 
ob keine Oxalsäurebildung stattgefunden hätte. Doch darf man in 
früheren Stadien auch bei diesem Versuche die Oxalsäurebildung ver­
muten, weil die folgenden Versuche zeigen, dass Oxalsäure einmal im 
früheren Stadium produziert und dann nachher wieder vom Pilz verar­
beitet wird, wenn starker oder totaler Zuckermangel auftritt. 1) 

Zusammenfassend lassen sich aus diesem Versuche die folgenden 
Resultate gewinnen: 

Wenn Kaliumoxalat in bestimmten' Mengen der Kulturlösung als 
puffer zugesetzt wird, so wirkt dieses Neutralsalz hemmend auf den 
Anstieg der H-Ionenkonzentration. Das Wachstum des. Pilzes verläuft 
dabei schnell und erreicht bald das Maximum. Die Menge des zuge­
setzten Oxalats wird durch das Gedeihen des Pilzes nicht merklich 
verändert. 

1) VergI: Versuoh VII. 
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1-1 

1-2 

1 
3-1 

3-2 

3 

1-1' 

-1-2' 

1 
3-1' 

3-2' 

3 
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VERSUCH 1lI. 
Kulturlösungen : (1) (2) 

Grundlösung 25 25 

Glnkoselösung (molnr) 50 50 
K-Oxalat (no=al) 25 

Umdest. 'Vasser 25 

Summe (ccm) 100 100 
pH nach einstündiger Sterilis!\tion : 

(1) 3.5:> 
(3) 5.10 

ERLENMEYERSCHE Kolben von 250 com Inhalt. 
Titrationsacidit!tt in der Kontrolle: 

(1) 

(3) 

Die für die Titration verbrauchte 
Meng9 von n/10 NaOH 

40.5 ccm 
40.5 ccm 

Oxals!ture-Analyse in der Kontrolle: 
11(10 Lösung 

(1) 0 

(3) 250 
Glukose-Analyse in der Kontrolle (5 ccm als Probe genommen) 

Die für die Titration verbrauchte 

(1) 
(3) 

Kulturdauer 

.Menge von 0.5% KMn04 

16.9 ccm 
16.9 ccm 

'Tabelle IH. 

Püzgewicht Titrations-
acidit!tt 

Oxal.s!ture 
COlD. n(10 Lös. Glukose 

pH 
Tage g cc:nnhoN.\OH gesamt erzeugt 

comO.5 %KMnO 4 

5 0.367 2.5 

" 
0.337 2.5 

5 0.353 2.5 
5 1.461 3.6 

" 
1.112 3.7 

5 1.287 3.7 

5 0.507 53 0 0 15.2 

" 
0.411 52 0 0 15.5 

5 0.474 53 0 0 15.4 
5 1.649 101 24,7.5 -2.5 11.5 

" 
1.112 105 250.0 0 12.3 

5 1.381 103 248.8 -1.25 11.9 
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Kulturdnuer Pilzgewioht Titrstions- Oxalsäure Glukose 

Kultur pR aoidität oom u/10 Lös. com 0.5,%' 
Tage g ocmD/lONaOR gesamt erzeugt KMn04 

1-2 10 0.708 1.99 

1-3 " 
0.917 1.87 

1 10 0.813 1.93 
3-2 10 3.750 2.53 

3-3 " 
3.675 2.53 

3 10 3.113 2.53 
---

1-2' 10 1.056 70 0 0 12.0 

1-3' " 
1.213 82 0 0 12.7 

1 10 1.150 76 0 0 12.4 
3-2' 10 3.801 119 182.5 -67.5 1.8 

3-3' " 
3.461 157 187.5 -62.5 3.4, 

3 10 3.631 138 185.0 -65.0 2.6 

1-4, 15 1.4,75 1.65 

1-5 " 
1.672 1.65 

1 15 1.574 1.65 
3-1 15 3.763 2.86 

3-5 " 
3.490 3.96 

3 15 3.627 3.14 

1-4,' 15 1.412 89 0 0 9.5 

1-5' " 
1.605 106 0 0 9.5 

1 15 1.509 102 0 0 9.5 
3-4,' 15 3.485 68 177.5 -72.5 0 

3-5' " 
3,4,29 63 192.5 -57.5 0 

3 15 3.457 66 185.0 -65.0 0 

1-6 24, 1.4,30 1.76 

1-7 " 
2.203 1.49 

1 24 1.817 1.63 
3-6 24, 3.0n 4,.79 

3-7 
" 

3.160 4.07 

3 24 3.101 4.43 

1-5' 24, 1.821 134, 0 0 6.3 

1-7' " 
1.875 124, 0 0 6.9 

1 24 1.848 129 0 0 6.6 
3-6' 24, 3.201 4,6 182.5 -67.5 0 

3-7' 
" 

3.202 52 177.5 -72.5 0 

3 24 3.202 49 180.0 -70.0 0 

(Siehe Fig. IV und V) 
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Aus dem Versuchsl'esultat kann man im grossen und ganzen 
denselben Schluss ziehen, wie beim Versuch TI. Da aber die Konzen­
tration der Kulturlösung, besonders die Zuckermenge, doppelt so gross 
ist wie beim Versuch II und unter Umständen auch Oxalat vom Pilz 
assimiliert werden kann,1J so erfolgt die Verminderung der Pilzernte 
sowie der Titrationsacidität infolge der Proteolyse des Pilzkörpers viel 
langsamer als beim Versuch TI. 

VERSUCH IV. 
Kulturlösungen : (1) (2) (3) 

Grundlösung 25 25 25 
Glukose]ösung (m/2) . 50 50 50 
K-OxaIat (n/4) 25 
K-Oxa]at (normal) 25 
K-Tartarat (n/4) 
K-Tartarat (normal) 
K-Citrnt (n/4) 
K-Citrat (normal) 
Umdest. WaSser 25 

Summe (oom) 100 100 100 
pR naoh einstündiger Sterilisation: 

(1) 4.31 
(2) 4.60 
(3) 5.10 
(i) 4.82 
(5) 5.3i 
(6) 5.36 
(7) 5.68 

ERLENMEYERSCIIE Kolben von 250 eom Inhalt. 
Titrationsaoidittit in der Kontrolle: 

(4) (5) (6) 

25 25 25 
50 50 50 

25 
25 

25 

100 100 100 

Die für die Titration verbrauchte Menge von n/10 NaOR 
(1) 40.50om 
(2) 40.5 ecm 
(3) 40.50om 
(4) 40.5 eom 
(5) iO.5 eom 
(6) iO.5 ecm 
(7) 40.5 ecm 

Oxalstiure-Analyse in der Kontrolle: 
n/l0 Lösung 

(1) 0 
(2) 62.50om 
(3) 24,6.0 ocm 
(i) 0 
(5) 0 

(7) 

25 

50 

25 

100 

1) Im Versuoh n wird das OX!\Iat duroh den Pilz nioht merklioh verarbeitet. 
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(6) 0 
(7) 0 

Glukose-Analyse in der KontrJlle (10 ecm als Probe genommen): 

Die für die Titration verbrauchte Menge von 0.5% KMnOt 
(1) 16.4 eeID 
(2) 16.4 eem 
(3) 16.6 ecm 
(4) 16.2 ccm 
(5) 16.5 ecm 
(6) 16.4 eeID 
(7) 16.1 eCID 

Tabelle IV. 

Kultnrdauer Pilzgewicht Titxations- Oxalstlure 
Glukose 

Kultur pR acidittlt eOID n/l0 Lös. 
Tage g oemD/lON"OH gesamt erzeugt 

cCIDO.5%KMn04 

1-1 7 0.900 1.81 
1-2 

" 
1.019 1.88 

1 7 0.960 1.85 
2--1 7 1.860 2.06 
2-2 

" 
1.638 2.25 

2 7 1.749 2.16 
3-·1 7 1.950 3.36 
3--2 

" 
1.841 3.36 

3 7 1.896 3.36 
4-1 7 1.588 2.58 
4--2 

" 
1.362 2.58 

4 7 1.475 2.58 
5--1 7 2.317 4.05 
5-2 

" 
2.247 4.19 

5 7 2.282 4.12 
6-1 7 2.090 2.32 
6-·-2 

" 
1.854 2.4.9 

6 7 1.972 2.41 
7-1 7 2.060 6.51 
7-2 

" 
2.240 6.34 

7 7 2.150 6.43 

1-3 7 0.886 64.8 0 0 10.5 
1-4 

" 
0.820 56.5 0 0 10.9 

1 7 0.853 60.7 0 0 10.7 
2-3 7 1.713 75.5 57.9 -4..6 3.8 
2--4 

" 
1.864 75.0 55.0 -7.5 3.2 

2 7 1.789 75.3 56.5 -6.0 3.5 
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Kultur 

3-3 

3-4 

3 
4-3 

4-4 

4 
5-3 

5-4 

5 
6-3 

6-4 

6 
7-3 

7-4 

7 

Kulturdauer Pilzgewicht 

Tage g 

7 2.055 

" 
1.955 

7 2.005 
7 1.630 

" 1.349 

7 1.490 
7 2.521 

" 2.273 

7 2.397 
7 2.089 

" 
2.131 

7 2.110 
7 2.095 

" 
2.143 

7 2.119 

Kulturlösungen : 
Grundlösung 
Glukoselösung (m/2) 
K-Oxaln.t (normal) 
K-Tartamt (normal) 

Titmtions-
pR acidität 

ccmn/lON"OR 

92.0 

96.0 

94-.0 
103.0 

102.0 

102.5 
46.0 

60.0 

53.0 
54.0 

51.0 

52.5 
26.0 

24.0 

25.0 

VERSUCH V. 

(1) (3) 
25 25 
50 50 

25 

Oxalsäure 
ecrn n/10 Lös. 

gesamt erzeugt 

240.0 -0.6 

247.5 1.5 

243.8 -2.3 
0 0 

0 0 

0 0 

160.0 160.0 

195.0 195.0 

178.0 178.0 
0 0 

0 0 

0 0 
130.6 130.6 

132.5 132.5 

131.6 131·6 

(5) (7) 

21} 25 

50 50 

25 

K-Citmt (no=al) 25 
Umdest. W"sser 25 

Summe (cmll.) 100 100 

pR naoh einstüridigel' Sterilisatioll : 
(1) 4.34 
(3) 5.11 
(5) 5.21 
(7) 5.82 

ERLENMEYERSCHE Kolben von 250 ecm Inhalt. 
Titrationsacidität in der Kontrolle: 

Die für die 'I'itration verbrauchte 
Menge Von n/10 NaüR 

(1) 40.5 eem 
(3) 40.5 ecm 
(5) 40.5 ecm 
(7) 40.5 eem 

Oxalsäure-Analysß in der Kontrolle: 
n/IO. Lösung 

(1) 0 
(3) 246 :ecm 

100 

Glukose 

ccmO.5%KMnO, 

0.4 

0.4 

0.4 
4.4 

6.2 

5.3 
0 

0 

0 
0.4 

0.4 

04 
0 

0 

0 
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(5) 0 

(7) 0 

Glukose-Analyse in der Kontrolle (10 eem als Probe genommen) : 
Die für die Titration verbr.auchte 

Menge vOn 0.5 J6 RMn01 
(1, 16.4, ecm 
(3) 16.6 ecm 
(5) 16.5 ecm 
(7) 16.4, ecm 

TabUe V. 

Titrations- Oxalsäure 
Kultur Kulturdauer Pilzgewicht pR aeidität ccm n/l0 Lös. Glukose 

Tage g cemu/lON .. OR gesamt erzeugt cemO.5%KMn04 

1-1 5 0.095 3.71 

1-2 
" 

0.235 3.56 

1 5 0.165 3.64 
3-1 5 1.220 3.84, 

3-2 
" 1.375 3.78 

3 5 1.298 3.81 
5-1 5 1.557 4,.19 

5-2 
" 1.595 4,.19 

5-3 
" 1.797 4,.17 

5 5 1.650 4.18 
7-1 5 1.560 4.97 

7-2 
" 1,4,95 4,,73 

7--3 
" 1.769 4.97 

7 5 1.608 4.89 
1-3 5 0.153 1 0 0 16.5 

1-4: .. 0.145 0 0 0 16.5 
1-5 

" 0.121 0 0 0 16.3 

1 5 0.140 Spur 0 0 16.4 
3-3 5 1.550 95 24,5.0 -1.0 6.9 

3--4 
" 1.570 90 24,2.5 -3.5 7.0 

3-5 
" 1.641 1eO 247.5 1.5 5.9 

3 5 1.587 95 245.0 -1.0 6.6 
5-4, 5 1.740 64, 52.5 52.5 6.8 
5-5 

" I.Ml 65 50.0 50.0 7.5 
5-6 

" 1.817 62 57.5 57.5 6.2 

5 5 1.699 63 53.3 53·3 6.8 
7-4, 5 1.895 100 30.0 30.0 3.8 
7-5 

" 1.682 85 4,7.0 !l7.0 5.2 
7-6 

" 1.562 90 47.5 4:7.5 6.1 

7 5 1.706 92 41.5 41.5 5.0 
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VERSUCH VI. 

Kulturlösungen : (1) 

Grundlösung 25 

Glukoselösung (m/2) 50 

K-Oxalat (norIDßI) 
K-Tar1:amt (normal) 
K-Citrat (normal) 
Umdest. Wasser 25 

Summe (aam) 100 

pR llooh einstündiger Sterilisationl ): 

(1) 

(3) 

(5) 

(7) 

3.55 
5.09 

5.16 
5.78 

(3) 

25 
50 

25 

100 

EBLENMEYERSCHE Kolben von 250 aam Inhalt. 
Titmtionsaaiditltt in der Kontrolle: 

Die für die Titration verbrauchte 
Menge von n/10 NaOR 

(1) 40.5 aam 
(3) 40.5 eam 
(5) 40.5 acrn 
(7) 40.5 aam 

Oxalsäure-Analyse in der KontrJlle: 

n/10 Lösung 
(1) 0 

(3) 250 aam 
(5) 0 

(7) 0 

(5) (7) 

25 25 
50 50 

25 
25 

100 100 

Glukose-Analyse in der Kontrolle (10 aam als Probe genommen): 

Die für die Titration verbmuchte 
Menge von 0.5% KMnO, 

(1) 16.5 oom 
(3) 16.1 aam 
(5) 16.3 aarn 
(7) 16.1 aam 

1) Aus unbekanntem Grunde sind die anfltngliahenWerte der H-Ionenkonzentrn­
tion etwas höher als bei den vorhergegangenen Veruohen. 
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Tabelle VI. 

---------
Titrn.tions- Oxalsäure 

Kultur Kulturdauer Pilzgewioht pR acidität com n(10 Lös. Glukose 

Tage g oomn(lONaOR gesamt erzeugt oomO.5%KMn04 

1-1 6 0.569 2m 
1-2 

" 
0.545 2.07 

1 6 0.557 2.07 
3-1 6 1.562 3.45 

3-2 
" 

1.040 3.67 

3 6 1.301 3.56 
5-1 6 1.658 3.95 

5-2 
" 

1.203 4.26 

5 6 1.431 4.11 
7-1 6 1.931 4.56 
7-2 

" 
1.960 4.65 

7 6 1.946 4.61 
1-3 61(6 0.572 50 0 0 14.6 
1-4 

" 
0.479 51 0 0 14.1 

1 61(6 0.526 51 0 0 14.4 
3-3 61(6 1.476 110 277.5 27.5 6.0 
3-4 

" 
1.373 150 262.5 12.5 6.7 

3 61(6 1.425 130 270.0 20.0 6.4 
5-3 61(6 1.681 101 77.5 77.5 6.1 
5-4, 

" 
1.651 80 50.0 50.0 7.7 

5 61(6 1.666 91 63.8 63.8 6.9 
7-3 61(6 2.213 100 52.5 52.5 2.5 
7-4, 

" 
2.135 124, 65.0 65.0 3.1 

7 61(6 2.174 112 58.8 58.8 2.8 

Im allgemeinen lässt sich bezüglich der obigen Versncbsresultate 
sagen, dass Kaliumtartarat und Kaliumcitrat den Nährlösungen eine 
stärkere Pufferwirkung liefern als Kaliumoxalat. Natürlich kann man 
sich' der finalen H-Ionenkonzentration nicht als Masstab für das 
Wachstum bedienen, weil einerseits in der Lösung mit stärkerem 
Puffer der Pilz günstig gedeihen kann, anderseits beim starken Wachs­
turn die Acidität sehr schnell die optimale Wachstumszone überschrei­
tet. Gestützt auf die obigen Versuchsserien, wo der Unterschied der 
finalen H-Ionenkonzentrationen je nach den als Puffer gebrauchten 
organischen Salzen ziemlich gross ist, darf man wohlschliessen, dass 
die dem Puffer zu verdankende Stabilität der Acidität auf das Wachs-



90 Tetsu Sakamura 

tum viel günstiger wirkt.I
) 

Die Oxalsäurebildung bei Zusatz von Kaliumoxalat als Puffer wird 
bestätigt, wenn man mit der Ernte den richtigen Zeitpunkt trifft. In 
den Versuchen IV und V bemerkt man bei der Schlussernte eher eine 
Vermindenmg der ursprünglich zugesetzten Oxalatmenge, während im 
Versuche VI am sechsten Tag eine Neubildung von Oxalsäure sicher 
nachgewiesen worden ist. Es wäre demnach nicht ausgeschlossen, dass 
der Pilz auch in den Versuchen IV und V in einem früheren Stadium 
Oxalsäure produziert hat. Bei der Anwendung von Kaliumtartarat 
oder Kaliumcitrat von normaler Konzentration als Puffer wird eine 
lebhafte Oxalsäurebildung deutlich konstatiert. In diesen Fällen ist es 
aber auch möglich, dass nach dem starken Konsum von Zucker eine 
gewisse Menge des zugesetzten Puffersalzes vom Pilz als C-Quelle 
verarbeitet und einigermassen zu seinem Wachstum benutzt wird. 

In den obigen Versuchen ist der Einfluss des Puffers bei verhält­
nismässig lang dauernder Kultur untersucht worden, wobei das Pilz­
mycel ein-bis dreimal geerntet wurde. Um nun den Wachstumsverlauf 
die Aciditätsveränderung, die Oxalsäurebildung usw. unter Pufferzusatz 
bei kurzer Kultur und zwar eingehender verfolgen zu können, habe .ich 
folgende Versuche angestellt, wobei ich als Puffer folgende Salzlösun­
gen benützt habe: 

Dilmliumphosphat (nornml) 
Dikaliumphosphat (nornml) 

plus 
Monokaliumphosphat (nornml) 
Kaliumoxalat (normal) 

t in gleichen Mengen gemisoht. 
J 

VERSUCH VII. 

Kulturlösungen : 
Grundlösung 
Glukoselösung (mj2) 

K2RPO, (normal) 

KZHP04 (normal) } 
KH2P04 (normal) 
K-Oxalat (normal) 

::lumme (com) 

(1) 
25 
50 
25 

100 

(2) 

25 
50 

25 

100 

(3) 

25 
50 

25 

100 

1) Bei der Kultur 7 Versuch IV betrogt der anfängliohe pR-Wert 5.18 und nach 
einer Woohe 6.43. Die R-Ionenkonzentrntion soheint aber nioht gleiohmässig abgenom­
men zu haben, vermutlich ist zuerst eine Zunahme der AciditU~ und dann erst die 

.stetige Zunahme des pR-Wertes vorgekommen. 
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pR nilch einstündiger Sterilisation: 
(1) 6.40 (wenige unlösliche Kristalle) 
(2) 5.98 (wenige unlösliche Kristalle) 
(3) 5.20 

ERLENMEYEllSCHE Kolben von 300 cem Inhalt. 
Oxalsäure.-Analyse in der Kontrolle: 

n/l0 Lösung 
(1) 0 
(2) 0 
(3) 250 cem 

Glukose-Analyse in der Kontrolle (5 ccm .. ls Probe genommen): 

(1) 
(2) 
(3) 

Die für die Titration verbl'auchte 
Menge von 0.5,% KMn04 

8.7 ccm 
8.7 ccm 
8.7 ccm 
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In diesem Versuche wurde der pR-Wert einer kleinen Menge des Filtrats 
elektrometrisch oder kolorimetrisch bestimmt. Die gebrauchte Flüssigkeit wurde 
wieder samt dem übrigen Teil auf 500 ccm verdünnt, und diese verdünnte 
Lösung wurde weiter Zur Analyse von Oxalsäure und Glukose verwendet. 

Tabelle VII. 

Oxalsäure 
Kultur Knlturdauer Pilzgewicht 

pR ccm nll0 Lös. Glukose 
Tage g 

gesamt erzeugt ccmO.5%KMn04 

1-1 2 ? 6.07 0 0 + 
1-2 ,. 0.083 6.24 0 0 + 
1-3 

" 
0.090 9.14 0 0 + 

1 2 0.087 6.15 0 0 + 
2-1 2 0.089 5.74 0 0 + 
2-2 

" 
0.117 5.88 0 0 + 

2-3 
" 

0.091 5.83 0 0 + 
2 2 0.039 5.82 0 0 + 
3-1 2 0.193 5.1 0 0 + 
3-2 

" 
0.201 5.1 0 0 + 

3-3 
" 

0.219 5.1 0 0 + 
3 2 0.204- 5.1 0 0 + 
1-4 3 0.268 5.40 7.5 7.5 6.6 
1-5 

" 
025<1 5.54 7.5 7.5 7.0 

1-6 
" 

0.268 5.H 7.5 7.5 6.4 

1 3 0.263 5.46 7-5 7.5 6.7 
2-4 3 0.291 4.80 25.0 25.0 7.2 
2-5 

" 
0.222 5.11 12.5 12.5 7.5 

2-6 
" 

0.192 5.25 12.5 12.5 7.4 

2 3 0.235 5.05 16.7 16.7 7.4 



92 Tetsu Sakamura 

Oxalsäure 

Kultur K ulturdnuer Pilzgewioht pR oom DI10 Löß. Glukose 

Tage g gesamt erzeugt oomO.5%KMn04 

3-4 3 0.403 4.6 ? ?" ? 

3-5 
" 

0.387 4.5 247.0 -3.0 7.0 

3-6 
" 

0.356 4.5 249.0 -1.0 7.5 

3 3 0.382 4.5 248.0 -2.0 7.3 
1-7 4 0.574 3.41 65.0 65.0 5.5 

1-8 
" 

0.588 3.38 75.0 75.0 5.7 

1-9 
" 

0.515 3.38 70.0 70.0 5.3 

1 4 0.559 3.39 70.0 70.0 5.5 
2-7 4 0.546 3.01 57.5 57.5 5.8 

2-8 
" 

0.601 3.38 27.5 27.5 6.4 

2-9 
" 

0.575 3.08 75.0 75.0 5.7 

2 4 0.574 3.16 53.3 53.3 6.0 
3-7 4 1.174 I 3.8 262.5 12.5 4.3 

3-8 
" 

1.048 3.8 255.5 5.5 3.9 

3-9 
" 

1.005 3.9 265.0 15.0 5.0 

3 4 1.076 3.8 261.0 11.7 4.4 
1-10 5 1.107 2.97 85.0 85.0 5.9 

1-11 
" 

0.807 2.81 137.5 137.5 4.9 

1 5 0.957 2.89 111.3 111.3 5.4 
2-10 5 1.043 2.60 75.0 75.0 4.3 

2-11 
" 

0.738 2.74 75.0 75.0 5.3 

2 5 0.891 2.67 75.0 75.0 4.8 
3-10 5 1.839 3.27 287.5 37.5 2.5 

3-11 
" 

1.832 3.38 287.5 37.5 2.7 

3 5 1.836 3.33 287.5 37.5 2.6 
1-12 6 1.444, 2.50 112.5 112.5 2.1 

1-13 6 1.488 2.50 112.5 112.5 2.1 

1 6 1.466 2.50 112.5 112.5 2.1 
2-12 6 1.n5 2.31 7:l.5 72.5 2.8 

2-13 
" 

1.500 2.20 92.5 92.5 2.4 

2 6 1.458 2.26 82.5 82.5 2.6 
3-12 6 1.920 3.25 275.0 25.0 0.9 

3-13 
" 2.045 3.25 267.0 17.5 0.9 

3 6 1.983 3.25 271.3 21.3 0.9 
1-U 7 2.083 2.11 100.0 100.0 0.8 

1-15 
" 

1.964 2.11 87.5 87.5 0.8 

1 7 2.024 2.11 93.8 93.8 0.8 
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Oxalsäure 
Kultur Kulturdauer Pilzgewicht pR ecm n/l0 Lös. Glukose 

Tage g gesamt I erzeugt eomO.5%KMn04 

2-14 7 1.678 2.01 70.0 70.0 0.6 .... 
2-15 ,. 1.798 1.93 60.0 60.0 0.6 

2 7 7.738 1.97 65.0 65.0 0.6 
3-14 7 1.927 3.27 270.0 20.0 0.6 

3-15 
" 

1.955 3.27 267.5 17.5 0.7 

3 7 1.941 3.27 268.8 18.8 0.7 

(Siehe Fig. VI und VIL) 

Fig. VI. 
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Dass die Kulturlösungen im obigen Versuche stärkere Pufferwir­
kung besitzen als im Versuch I, ist ohne weiteres klar, wenn man die 
Kurven der Aciditätsveränderung in beiden Fällen miteinander ver­
gleicht. Es gibt nämlich einen Unterschied im anfänglichen pR-Wert 
zwischen den heiden Phosphat-Kulturlösungen, je nachdem K2RPO;t oder 
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K2RP04 plus KH2P04 zugesetzt wird. Vom dritteu '.I'ag an vermlU­
dert sich der pH-Wert der beiden Lösungen rast mit gleicher 
Geschwindigkeit, ,was die beiden Kurven, die in paralleler ·Weise 
rortschreiten, zeigen. Von besonderem Interesse ist, dass, trotzdem der 
anrängliche pH-Wert der Kultur 3 weniger beträgt als derjenige der 
Kulturen 1 und 2, nach dem Verlauf der viertägigen Kultur ein 
umgekehrtes Verhältnis zu bemerken ist. Nur gestützt aur den 
Vergleich solcher Kurven darr man aber nicht sogleich entscheiden, ob 
Phosphat oder Oxalat die stärkere Pufferwirkung besitze. 

Betrachtet man diese Kurven, so scheint es, als ob das Ansteigen 
der Acidität durch Zusatz von Phosphat schneller rortschritte als bei 
Zusatz von Oxalat. Da aber das Phosphat bei niedriger Acidität im 
unlöslichen Zustand bleibt, kann es die Pufferwirkung nicht in voller 
Krart zeigen. :Mit der Erhöhung der H-Ionenkonzentration geht 
gleichzeitig das phosphorsaure Salz allmählich in den löslichen Zustand 
über, wodurch das Puffervermögen der Lösung verstärkt wird. Diese 
Umstände lehren uns, dass die pH-Kurve in diesem Falle nicht nur 
aus der Pufferwirkung, sondern auch aus dem Zusammenhang zwischen 
der Pufferwirkung und der Dissoziation der disponibel werdenden 
Säuren oder zwischen jener und der Oxalsäurebildung sich. ergibt. 
Durch Zusatz von Phosphat sollte deshalb in Wirklichkeit die Pnffer-
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wirkung stärker sein als bei Zusatz von Oxalat. 
Die grösste Wachstumsgeschwindigkeit ist in der Kultur 3 (Zusatz 

von K-Oxalat) wahrzunehmen; in den Kulturen 1 und 2 wächst der 
Pilz mit fast gleicher Geschwindigkeit. Die Reihenfolge des Pilzge­
wichtes am Ende des Versuchs ist (1), (3), (2), wobei in der Kultur 3 
schon wieder eine abnehmende Tendenz zu verzeichnen ist. Auch aus 
diesem Ergebnis ist es ersichtlich, dass ein Vergleich des Wachstums, 
nur gestützt auf eine einmalige Ernte ohne den Verlauf des Wachstums­
prozesses in Betracht zu ziehen, ein ganz anderes und zWar weniger 
wertvolles Resultat ergeben hätte. Die Oxalsäurebildung lässt sich in 
den Kulturen 1 und 2 nachweisen, aber vom sech"ten Tag an beginnt 
die neu gebildete Oxalsäure durch den Pilz wieder verarbeitet zu 
werden und an Menge abzunehmen. In der Kultur 3 beginnt die 
Oxalsäurebildung am vierten Tag und am fünften erreicht ihre Menge 
das Maximum, nimmt aber bald darauf wieder ab.l

) 

Die Abnahme der Zuckermenge verläuft fast parallel zur Wachstums­
geschwindigkeit. Wenn aber totaler oder teilweiser Zuckermangel in 
der Kulturlösung eintritt, so zersetzt der Pilz die erzeugte Oxalsäure, 
um diese als C-Quelle zu benützen. 

·Wie schon in der inleitung erwähnt worden ist, ist es theoretisch 
richtiger, bei der Pilzkultur eher das Puffervermögen der Lösung in 
Betracht zu ziehen als den anfänglichen pR-·Wert. Um die grössere 
·Wichtigkeit des Puffervermögens zu beweisen, habe ich einen weitem 
Versuch angestellt. 

VERSUCH VIII. 

Kulturlösungen : (1) (2) 
Grl1ndlösung 25 25 
Glukoselösllng (mj2) 50 50 
NaOB (n/10) 10 
NazBPOt, 12Bl.O (in g) (6) 
H3PO,i (molar) 10 
Umdest. Wasser 15 15 

::iumme (ccm) 100 100 

pB nach einstündiger Sterilisation: 
(1) 5.92 
(2) 5.64, 

1) Vergl.: Versuch VI. 
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Dass die Kulturlösung 1 puffer!i.rmer ist als 2, konnte ich mittels der Titration 
mit n/lO Salzs!i.ure konstatieren. 
EBLENMEYEBSCRE Kolben von 300 ccm Inhalt. 

Tabelle Vill. 

Kultur 
Kulturdnuer Pilzgewicht pR Oxals!i.ure Glukose 

Tage g 

1-1 2 0.102 5.2 0 + 
1-2 

" 
0.082 5.5 0 + 

1-3 
" 

0.104, 5.2 0 + 
1 2 0.036 5.3 0 + 
2-1 2 0.180 5.51 0 + 
2-2 

" 
0.250 5.56 0 + 

2-3 
" 

0.190 5.53 0 + 
2 2 0.207 5.53 0 + 
1-4, 21/4, 0.094, 5.0 Spur + 
1-5 0.072 4.9 Spur + " 
1-6 0.055 5.0 Spur + " 
1 21/4 0.074 5.0 Spur + 
2-4 21/4, 0.34,7 5.4,3 0 + 
2-5 0.296 5.39 0 + " 2-6 0.257 5.43 0 + " 
2 21/4 0.300 5.42 0 + 
1-7 211/12 0.395 3.2 Spur + 
1-8 0.380 3.3 Spur + " 1-9 0.368 3.3 Spur + " 
1 211/12 0.329 3.3 Spur + 
2-7 211/12 0.664, 5.13 Spur + 
2-8 

" 
0.4,80 5.07 Spur + 

2-9 
" 

0.415 1:.19 Spur + 
2 211/12 0.520 5.13 Spur + 
2-10 31/4, 0.619 4.85 Spur + 
2-11 

" 
0.873 4.34 Spur + 

2-12 
" 

1.017 4.14, + + 
2 31/4 0.839 4.44 Spur + 
1-10 4 0.605 2.3 + + 
1-11 

" 
0.777 2.2 Spur + 

1-12 
" 

0.617 2.3 + + 
1 4 0·666 2.3 + + 
2-13 4 1.291 3.90 ++ + 
2-14 

" 
1.285 3.63 ++ + 

2-15 4 1.266 3.85 ++ + 
2 4 1.281 3.79 ++ + 
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Kultur Kulturdauer Pilzgewicht pR Oxalsäure Glukose 
Tage g 

1-13 5 0.726 2.2 + + 
1-14 

" 
0.768 2.2 + + 

1-15 
" 

0.756 2.2 + + 
1 5 0.750 2.2 + + 
2-16 5 1.559 3.14 + + 
2--17 

" 
1.395 3.21 +++ + 

2-18 
" 

1.360 3.21 +++ + 
2 5 1.438 3.19 +++ + 
1-16 6 1.240 2.0 +++ + 
1-17 

" 
1.042 2.1 + + 

1-18 
" 

1.307 1.9 + + 
1 6 1.196 2.0 + + 

Fig. vrn. 
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Aus der obigen Tabelle und Fig. VIII geht hervor, dass die 
Zunahme der H-Ionenkonzentration in der pufferarmen Lösung trotz ilires 
anfänglichen pR-Wertes sehr schnell vor sich geht, und dass diese 
Geschwindigkeit mit dem Wachstum des Pilzes Schritt hält. Dies zeigt, 
dass in der Tat eher das Puffervermögen als der anfängliche pR-Wert 
als Masstab für die Veranderung der Acidität gewählt werden muss. 

In der Kulturlösung 1 verläuft der Wachstumsprozess auffallend 
unregelmässig. Die Erklärung hierfür iRt noch unmöglich. Der pR­
Wert der zweiten Ernte, wo eine plötzliche Abnahme des Pilz gewichts 
wahrgenommen wird, liegt etwa bei 5.0. Kürzlich hat RoBBINS ungün­
stige R-Ionenkonzentrationen für das Gedeihen verschiedener Pflanzen 
mitgeteilt und diese als isoelektrische Punkte des Protoplasmas der 
betreffenden Pflanzen angenommen. Diese Punkte liegen meistens 
zwischen den für das Wachstum günstigen R-Ionenkonzentrationen. 
Ich selbst habe mich seit langem mit ähnlichen Problemen beschäftigt 
und schon konstatiert, dass verschiedene R-Ionenkonzentrationen ganz 
verschiedenartig und sprungweise auf die physikalischen Eigenschaften 
des Protoplasmas wirken. Es liegt nahe ammnehmen, dass pR 5.0 auch 
eine solche ungünstige R-Ionenkonzentration für das "Wachstum von 
AspergiUu8 niger bedeutet. Eine solche Abnahme des Pilzgewichtes in 
der Nähe des pR -Wertes 5.0 wurde auch im Versuch XI beobachtet. 

Zusammenfassend können wir unsere Ergebnisse in diesem Kapitel 
folgendel'massen ausdrücken: 

Wenn ein spezifischer Puff",r der Kulturlösung zugesetzt wird, so 
wird dadurch die Erhöhung der H-Ionenkonzentration infolge des 
Pilzwachstums mehr oder weniger gehemmt. Da, wie aus dem 
Versuche I ersichtlich ist, die Wachstumsgeschwindigkeit von Aspergillus 
niger ungefähr beim pH-'Wert 2.0 das Maximum erreicht und in einer 
etwas höheren Acidität die Entwicklung stark retardiert wird, kann die 
pufferhaltige Kulturlösung diesbezüglich mehr oder weniger von Vorteil 
sein. Obwohl die als Puffer zugesetzten organischen Salze möglicher­
weise dann und wann ,als C-Quelle vom Pilz angegriffen werden, so 
ist dies doch nicht die Rauptursache des günstigen Wachstums. So 
lange genug Zucker vorhanden ist, dienen solche organiscbe Salze 
hauptsächlich als Puffer, spielen also keine grosse Rolle als Nährstoffe. 
Diese Tatsache hat schon WEHMEH bei der Kultur von Aspergillus niger 
konstatiert. Er hat weiter gemeint, dass die Oxalsäurebildung nur dann 
auftritt, Wenn die Lösung den Bedingungen entspricht, unter denen 
die gebildete Oxalsäure festgebalten wird. Üppiges Wachstum und 
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gleichzeitige Oxalsäure bildung, die bei Zusatz von Kalinmoxalat nachge­
wiesen werden können, hat \YEHl\fER darauf zurückgeführt, dass die 
gebildete Oxalsäure fortwährend als Oxalat festgelegt wird, während 
das zugesetzte sowie neugebildete Oxalat nicht als Nährstoff verwertet 
wird. Auch das Phosphat hat er als ein derartig wirksames Salz in eine 
Reihe mit dem Oxalat gestellt uud diese beiden Salze als die Regula­
toren der Oxalsäurebildung betrachtet, weil sie die Erhöhung der 
Acidität infolge der Oxalsäurebildung hemmen können. NIKITINSKY 
hat auch die Hemmung der unmässigen Steigerung der H-Ionenkon­
zentration bestätigt, wenn Ammoniumtartarat als N-Quelle neben Am­
moniumchlorid benützt wird. Auch beim Zusatz von 5% Kalium-l·esp. 
Ammoniumoxalat in der Kulturlösung von Aspergillus niger sowie 
Penicillium glaucum hat er eine Stimulation des \Yachstums im 
Vergleich zur Kontrollkultur bestätigt. 

Trotz der oben erwähnten Tatsachen darf man nicht den Schluss 
ziehen, dass das \Yachstnm besser sei, je stärker die Pufferwirkung ist. 
Oxalsäure, die in der Kultur von Aspergillus niger prodnziert wird, ist 
nicht als das Endprodukt des Betriebsstoffwechsels zu betrachten, 
sondern als dessen Zwischenprodukt. Unzweifelhaft b::ingt die Oxal­
säurebildung dem Pilz wenigstens in ökonomischer Hinsicht viel 
Nachteil, während die durch die vollständige Zersetzung des Zuckers 
befreite Energie vom Pilz ausreichend benützt werden kann. BRENNER 
(1) hat dieselbe Ansicht bezüglich der Kultur von Aspergillus niger 
geänssert.1) 

Aus den Versuchsresulbtten von \YEHl\fER u. a. und nun auch aus 
denjenigen der vorliegenden Arbeit kann man schliessen, dass nicht 
nur die Basen, welche die Oxalsäure neutralisieren können, sondern 
noch mehr die Pufferwirkung der Kulturlösung den wichtigsten Anstoss 
zur Oxalsäurebildung durch Aspergillus niger abgeben kann. 

Wenn auch die starke Pufferwirkung einerseits für das Wachstum 
bis zu einem gewissen Grad günstig ist, so beschleunigt sie anderseits 

die Oxalsäurebildung, die in ökonomischer Hinsicht den Pilz seIrr 

benachteiligt. 

Aus dem oben erwähnten ist es selbstverständlich, dass zwischen 

der Pufferwirkung und der Oxalsäurebildung eine sehr komplizierte 

Beziehung besteht, wodurch wieder das \Yachstum des Pilzes beein-

1) Siehe auch: ÖNO (S. 157) 
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flusst wird. Das beste Wachstum von .Aspergillus niger wird erst dann 
erzielt, wenn diese Momente untereinander harmonieren, d.h. wenn der 
Kulturlösung eine mässig starke Pufferwirkung zukommt. 

Diese Verhältnisse kann man aus dem Versuche VII wohl ersehen. 
Die Phosphat-Kulturlösung besitzt wenigstens im früheren Stadium der 
Kultur ein stärkeres Puffervermögen als die Oxalat-Kulturlösung, was 
eine merkliche Oxalsäure bildung in der erstern Lösung, besonders in 
derjenigen mit grossen Mengen von K2HP04 hervorrufen kann. Im 
Gegenteil dazu wächst der Pilz in der Phosphat-Kulturlösung langsam, 
S9 lange Oxalsäure in grosser Menge erzeugt wird; wenn aber starker 
oder totaler Zuckermangel eintritt und der Pilz die produzierte Oxal­
säure notgedrungen wieder verarbeitet, bemerkt man eine auffallende 
Vermehrung des Pilzgewichtes. Solch komplizierte Beziehungen 
werden auch bei Gebrauch der Ammoniumsalze als N-Quelle getroffen, 
was wir später ausführlich erörtern werden. 

Anorganische Stickstoffquellen und Aciditätsveränderung 
der Kulturlösung. 

Dass die Acidität der Nährlösung bei der Kultur von .Aspergillus 
niger oder anderen Pilzarten infolge der Anhäufung der Säme allmählich 
erhöht wird, die bei N-Konsum aus dem als N-Quelle gegebenen 
Ammoniumsalz disponibel wird, ist von NIKITINSKY, WEHMER, BUTKE­
WITSCH, RITTER, BHENNER(l) u. a., besonders aber von dem erstgenannten 
Forscher bewiesen worden. Da aber diesen Forschern die exakte 
Bestimmung der H-Ionenkonzentration damals nicht möglich war, dürfte 
es nicht überflüssig sein, wenn man sich aufs neue unter Benutzung 
aller technischen Hilfsmittel mit diesem Problem beschäftigt. 

NIKITINSKY hat konstatiert, dass die Pilzernte bei Gebrauch der 
anorganischen Ammoniumsalze als N-Quelle geringer ist als bei der 
Benutzung der organischen Salze. Dies hat er darauf zurückgeführt, 
dass die dabei disponibel gewordene Säure die Acidität verhältnismässig 
stark erhöht und das Wachstum des Pilzes hemmt. Organische Salze 
dagegen wirken durch ihre disponibel gewordenen organischen Säuren 
nicht hemmend, sondern wie z. B. Ammoniumcitrat, nach NIKITINSKY, 
bisweilen beschleunigend auf das Wachstum. 

BU'1.'KEWITSCH hat die Nährwerte der verschiedenen Ammoniumsalze 
für die Kultur von .Aspergillus niger miteinander verglichen, und er ist 
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zum Resultat gekommen, dass von Sulht, Chlorid und Nitrat das erste 
die beste und das letzte die schlechteste N-Quelle ist. Dieses Ergebnis 
weicht etwas von demjenigen NIKITINSKYS ab, der das Cblorid als die 
schlechteste N-Quelle betrachtet. BU'l'KEWITSOH hat den Unterschied 
der Nährwerte der Ammoniumsalze der .Mineralsäuren mit Hilrsannahme 
einer relativen Affinität der betreffenden Säuren zu Ammoniak zu 
erklären versucht. Seiner Ansicht nach steht das Pilz wachstum im 
umgekehrten Verhältnis zu dieser Affinität. 

BlIENNEIl(l) ist zum Schluss gekommen, dass der Nährwert der 
Ammoniumsalze gar nicht mittels der von BUTKEWITSOH vorgeschlagenen 
Affinität zwischen Säureanionen und Ammoniak zu erklären ist. Er hat 
mit Ammoniumphosphat die geringste Pilzernte bekommen, wo doch 
die schwächste Affinität bestehen soll. BIlENNEIl(l) hat die :Frage nach 
dem Nährwert der Ammoniumsalze mit dem Dissoziationsgrad der 
disponibel gewordenen Säure, d. h. der H -Ionenkonzenkation zu beant­
worten gesucht. 

Auch RITTER i"t ähnlicher Meinung wie BRENNEn, obwohl der 
erstere nur von "Stärke" der Säure, aber nicht von "Dissoziation" 
spricht. Ein eigentümlicher Fall sit von CZAPEK bei der Kultur von 
Aspergillus niger mitgeteilt worden, wonach rast kein Pilzwachstum 
beim Gebrauch von Ammoniumchlorid als N-Quelle zu bemerken ist.l

) 

Dies muss aber ein spezifischer :Fall sein, weil andere Forscher und 
ich selbst mit Ammoniumchlorid ziemlich gute Erfolge erreicht haben. 

Was den Zusammenhang zwischen dem Ammoniumsalz als N-Quelle 
und der Oxalsäurebildung betrifft, so sind schon von 'NEHMEn einige 
Versuche darüber ausgerührt worden. Seine Resultate zeigen UDS, dass 
gar keine Erzeugung von Oxalsäure bei dez Anwendung von Ammonium­
sulIat,-chlorid oder Salmiak nachzuweisen ist, während mit dem 
Ammoniumsalz der OX:1Isäure, Phosphorsäure oder Salpetersäure diese 
erzeugt werden kann. 

Das als N-Quelle zugesetzte Ammoniumsalz vermag möglicherweise 
die rolgenden zwei Einflüsse auf die Acidität der Kultur]ösung auszuüben: 

1. Erhöhung der H-Ionenkonzentration durch die Dissoziation 
der disponibel gewordenen Säure. 

2. Einfluss als Puffer. 
Die erste Möglichkeit habe ich oben genau erö_1ert. Eetreffs der 

zweiten Möglichkeit möchte ich Dun einige Bemerkungen machen, bevor 

1) Zitie:rt nach NlKI'rINBKY (S. 20). 



102 Tetsu S akam1tra 

wir auf die Ver,mche selbst übergehen. 

Wie ans den vorhergehenden Versuchen klar ersichtlich ist, kann 

es nicht mehr bezweifelt werden, dass die Kaliumsalze der Phosphor-, 

Oxal-, 'Vein- und Citronensäure ziemlich starke Pufferwirkung in der 

Kulturlösung aufweisen. Dass auch den Ammoniumsalzen dieser Säuren 

ebenso starke Pufferwirkung zukommt, ist leicht begreiflich. In diesem 

:E'alle vermögen die Ammoniumsalze als N-Quelle und zu gleicher Zeit 

auch als Puffer zu wirken. Sie unterscheiden sich aber als Puffer 

dadurch von den oben genannten Kaliumsalzen, dass ihr Puffervermögen 

durch den Konsum des Ammoniaks fortwährend vermindert wird, und 

dass die Acidität gleichzeitig durch Dissoziation der infolgede.:sen 

disponibel gewordenen Säuren positiv erhöht wird. 

Diese Beziehung beachtend, habe ich eine Reihe Von Versuchen 

über den Nährwert des Ammoniumsalzes und die Oxalsäurebildung 

angestellt. Die folgenden Ammoniumsalzel
) sind als N-Quelle velwendet 

worden: 

aDorgfmisohe S:tlze 

NH4N03 

NH4Cl 

(NH4)2S04 

(NH4)zHP04 

organisohe Salze 

(NH,)z-Oxalat 
(NH4)s-Citmt 
(NH4)2-Tartara t 

Ausser diesen Salzen wurde noch NaN03 als N-Quelle verwendet. 

In den folgenden Versuchen wurden Ammoniak-N, sowie Nitrat-N 

in allen Fällen in äquivalentem Mengen genommen. 

Spezifisühe Grllndlö :nng : 
Monolmliumphof) ph·.t 
Ml1gneniumsnlfat 
Eisenohlorid (2%) 
U mdest. 'Wasser 

VEItSUCH IX. 

2 g 

1 g 

ein Tropfen 
100ccm 

Wenn z. B. 4, g von NB.NO. als N-Quelle dieser spezifischen Lösung zugesetzt werden, 
so enthält diese Lösung dieselben Bestandteile in gleiohen Mengen wie die gewöhn­

liche Grundlösung. 

1) Mit Phenolrot reagieren sie fast neutral oder schwach alkalisch (Phosphnt). 
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Kulturlösungen : (1) (2) (:3) (4) (5) (6) (7) (8) 

Nitrat Chlorid Sulfat Phosphat Oxalat Citrat Tartarat (NaNO,) 

Spez. Grundlösun[?: 25 25 25 25 25 25 25 25 

Glukoselösung (mj2) 50 50 50 50 50 50 50 50 

Umdest. Wasser 25 25 25 25 25 25 25 25 

Amm.-S .. lze (in g) (1.001) (0.669) (0.826) (0.827) (0.888) (1.013) (l.151) (1.062) 

Summe (in ccm) 100 100 100 100 100 100 100 100 

In 100 ccm von jeder Lösung if~t Stickstoff in äquivalenter Menge enthalten d. h. 

1/8 nor:rnnl NH3 f.owie NOa. 
pH nach einstÜlldiger Sterilisation: 

(1) 4.1 
(2) 4.1 
(3) 4.1 
(4) 6.15 (wenige unlösliche Kristnlle) 
(5) 5.2 
(6) 52 
(7) 5.2 
(8) 4.1 

ERLENMEYE:RSCHE Kolben vou 300 COID Inhalt. 

r.rabelle IX. 

Kultur Kulturdnuer Pilz gewicht 
pR Oxalsäure Glukose Tnge g 

1-1 5 1.008 1.8 0 + 
1-2 

" 
0.819 1.8 0 + 

1-3 
" 

0.856 1.8 0 + 
1 5 0.895 1.8 0 + 
2-1 5 1.258 1.4 0 + 
2-2 

" 0.837 1.8 0 + 
2-3 

" 
0.931 1.8 0 + 

2 5 1.009 1.6 0 + 
3-1 5 1.728 1.8 0 + 
3-2 

" 1.545 1.8 0 + 
3-3 

" 
1.976 1.1l 0 + 

3 5 1.750 1.7 0 + 
4-1 [) 1.206 2.07 + + 
i-2 

" 1.166 8.28 + + 
i-3 

" 0.657 2.63 + + 
4 5 1.110 2.33 + + 
5-1 5 1.477 2.9 + + 
5-2 

" 
1631 2.\J + + 

5-3 ,. 1.150 . 3.0 + + 
5 5 1.419 2.9 + + 
6-1 5 0.799 3.6 + + 
6-2 ,. 1.11'3 3.2 + + 
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Kultur Kulturdnuer Pilzgewicht pH Oxalsäure Glukose Tage g 

6-3 5 1.413 3.1 + + 
6 5 1.l43 3.3 + + 
7-1 5 1.112 3.1 + + 
7-2 " 1.119 3.1 + + 
7-3 " 1.123 3.2 + + 
7 5 1.118 3.1 + + 
8-1 5 0.377 3.8 + + 
8-2 ,. 0.481 3.6 + + 
8-3 

" 0.696 3.1 + + 
8 5 0.518 3.5 + + 

Aus dieser Tabelle ist die folgende Reihenfolge der Ammoniumsalze 
in bezug auf ihre günstige Wirkung auf das Pilzwacbstum ersichtlich: 

Sulfat, Oxalat, Tartarat, Citra.t, Phospbat, Chlorid, Nitrat, NaN03• 

VERSUCH X. 
Spezifisohe Grundlösung : 

Monokaliumphosphat 1.0 g 
Magnesiumsulfat 0.5 g 
Eisenchlorid (2%) ein Tropfen 
Umdest. Wasser 100com 

Kulturlösungen : (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) 
Nitrat Chlorid Sulfat Phosphat Oxalat Citrat Tartn.rat (Nn.NOa) 

Spez. Grundlösung 25 25 25 25 25 25 25 25 
Glukoselösung (m/2) 50 50 5~ 50 50 50 50 50 
Umdest. Wasser 25 25 25 25 25 25 25 25 
Amm.-Salze (in g) (0.500) (0.334) (0.413) (0.413) (0.444) 10.506) (0.575) (0.531) 

Summe (in ocm) 100 100 100 100 100 100 100 100 
In 100 ccm von jeder Lösung ist Stickstoff in äquivalenter Menge enthalten, d. h. 
1/16 normal NHa sowie NOa . Die Salzkonzentration beträgt gerade die Hälfte der 
Kulturlösung de~ Versuohes IX, wie auoh die Hälfte der Konzent:mtion der gewöhn­
liohen Kultur. 

pH nach einstÜDdiger Sterilisation: 
(1) 4.1 
(2) 4.1 
(3) 4.1 
(4) 6.28 (wenige unlösliohe Kristalle) 
(5) 5.1 
(6) 5.0 
(7) 5.2 
(8) U 

ERLENMEYERSCRE Kolben von 300 oom Inhnlt. 
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Tabelle X. 

Kultur Kulturdauer Pilzgewicht pH Oxalsliure Glukose Tage g 

1-1 7 1.829 1.24 0 + 
1-2 

" 1.060 1.70 0 + 
1-3 

" 0.553 2.20 0 + 
1 7 1.147 1.71 0 + 
2-1 7 1.498 1.40 0 + 
2-2 

" 
1.057 1.80 0 + 

2-3 
" 

0.833 2.00 0 + 
2 7 1.129 1.73 0 + 
3-1 7 2.002 1.6 0 + 
3-2 

" 
1.642 1.6 0 + 

3-3 
" 

1.6i8 1.6 0 + 
3 7 1.764 1.6 0 + 
4-1 7 1.800 1.65 + + 
4-2 

" 
1.106 1.64 + + 

4-3 ., 1.623 1.79 + + 
4 7 1.510 1.69 + + 
5-1 7 1.996 1.8 + + 
5-2 

" 1.000 2.3 + + 
5-3 " 1.268 2.1 + + 
5 7 1.421 2.1 + + 
(;-1 7 1.850 2.0 + + 
6-2 

" 
2.075 2.2 + + 

6-3 ., 0.961 2.7 + + 
6 7 1.629 2.3 + + 
7-1 i 7 2.020 2.1 + + 
7-2 

I " 
1.001 2.6 + + 

7-3 I .. 1.512 2.5 + + 
7 7 1.511 2.4 + + 
8-1 7 0.345 3.0 + + 
8-2 ., 0.362 3.0 + + 
8-3 " 0.753 3.0 + + 
8 I 7 0.487 3.0 + + 

:Für die Ammoniumsalze ergibt sich die folgende Reihenfolge 
b3züglich ihrer günstigen Einwirkung auf das Pilzwachstum : 

Sulfat, Tarta,rat, Phosphat, Oxalat, Nitrat, Chlorid, NaN03• 
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Spezifische Grundlösung : 
Monokaliumphosphat 
Magnesiumsulfat 
Eisenohlorid (2%) 
Umdest. Wasser 

Tetsu Sakamura 

VERSUCH XI. 

2 g 

1 g 

ein Tropfen 
100cern 

Wenn z. B. 4 g von NB,N03 al~ N-Quelle dieser spezifisohen LÖ3ung zugesetzt werden, 
so enthält diese Lösung ebensogrosse Mengen der Bestandteile wie die gewöhnliche 
Grun!Uösung. 

Kulturlösungen : 

Spez. Grundlömng 
Glukoselösung (m/2) 
Umdest. Wnsser 
Amm . ..salze (in g) 

(1) 

Nitrat 
25 

50 
25 

(1.001) 

Summe (in ccm) 100 
In 100 ecm von jeder Lösung ist Stickstoff in 
1/8 normal NB3 • 

pB nach einstünruger Sterilisntion: 
(1) 4.1 
(3) 4.1 

(3) 
Sulfat 

25 
50 
25 

(0.826) 

100 
1iquivalenter 

(4) 6.11 (wenige unlösliche KristaUe) 
ERLENM:EYERSCHE Kolben von 300 ccm Inhalt. 

Tabelle XI. 

(4) 
Phosphat 

25 

50 
25 

(0.827) 

100 
Menge enthalten, d. h. 

:Kultur I Kulturdauer Pilzgewicht pB Oxals1iure 
I 

Glukose Tnge g 

1-1 2 0.034 3.6 0 + 
1-2 

" 
0.034 3.6 0 + 

1-3 
" 

0.036 3.6 0 +. 
1 2 0.035 3.6 0 + 
3-1 2 0.015 3.6 0 + 
3-2 

" 
O.OOJ 3.6 0 + 

3-3 
" 

0.017 3.6 0 + 
3 2 0.012 3.6 0 + 
1-1 2 0.127 5.69 0 + 
4-2 

" 
0.197 5.64 0 + 

4-3 
" 

0.177 5.70 0 + 
4 2 0.167 5.68 0 + 
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Kultur Kulturdauer Pilzgewicht pR Oxalsiiure Glukose Tage g 

1-4 3 0.205 2.6 0 + 
1-5 

" 0.140 2.6 0 + 
1-6 

" 0.221 2.5 0 + 
1 3 0.189 2.6 0 + 
3-!l 3 0.237 2.6 0 + 
3-5 

" 0.252 2.6 0 + 
3-6 

" 0.257 2.6 0 + 
3 3 0.249 2.6 0 + 
4-4 . 3 0.110 :'l.72 + + 
4-5 

" 0.13U 3.80 Spur + 
4-6 

" 0.129 ::1.78 + + 
4 3 0.123 3.77 + + 
1-7 4 0.335 2.3 0 + 
1-8 

" 0:446 2.3 0 + 
1-9 

" 0.151 2.3 0 + 
1 4 0.411 2.3 0 + 
3-7 4 0.510 2.3 0 + 
3-8 

" 0.427 2.3 0 + 
3-9 

" l!.475 2.3 0 + 
3 4 0.471 2.3 0 + 
4-7 4 0.376 292 + + 
4.-8 

" 0.611 2.72 + + 
4-9 

" 0.569 2.75 + + 
4 4 0.519 2.80 + + 
1-10 5 0.768 2.2 0 + 
1-11 

" 0.812 2.2 0 + 
1-12 

" 0.804 2.2 0 + 
1 5 0.795 2.2 0 + 
3-10 5 0.951 2.3 0 + 
3-11 

" 0.807 2.3 0 + 
3-12 

" 0.927 2.3 0 + 
3 5 0.895 2.3 0 + 
4-10 5 1.005 2.38 + + 
4-11 

" 1.013 2.33 + + 
4.-12 

" 1.093 2.32 + + 
4 5 1.037 2.34 + + 
1-13 6 0.829 2.2 0 + 
1-14 

" 0.863 2.3 0 + 
1-15 

" 0.858 2.2 0 + 
1 6 0.850 2.2 0 + 

.. 
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Kultur 

3-13 

3-14 

3-15 
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4-14 

4-15 

4 
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Kulturdauer Pilzgewioht pR Oxalslture Tage g 

6 1.218 22 

" 
1.013 2.2 

" 
1.221 2.1 

6 1.151 2.2 
6 1.101 2.36 

,. 1.170 2.30 

" 
1.104 234 

4 1.125 2.33 

Fig. IX. 

j,O o o"PihBcw. 

*-------...;( pH 

1+,0 -----

~,() ---

7,0 

Spezifisohe Grundlö3ung: 
Monoknliumphosphat 
Magnesiumsulfat 
Eisenohlorid (2%) 
Umdest. 'Vasser 
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VEHSUCH Xlr. 
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1 g 

ein Tropfen 
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Wenn z. B. 4 g von NH4 NOa als N-Quelle dieser spezifischen Lösung zugesetzt werden, 
so enthält sie ebensogrosse Mengen der Bestandteile wie die gewöhnliohe Grund­
lösung. In diesem Versuohe wu:rde der Phosphat-Kulturlösung nooh eine bestimmte 
Menge Phosphorsäure hinzugefügt, um die anflingliohen H-Ionenkonzentrationen 
mögliohst einheitlioh zu machen. 

Kulturlösungen : 

Spez. Grnndlösung 
Glukoselösung (m/2) 
Umdest. Wasser 
H aP04 (molar) 
Amm.-Salze (in ccm) 

(1) 

Nitrat 
25 
50 
29.4 

(1.001) 

Summe (in ccm) 1040.4 
pH nach einstiindiger Sterilisation: 

(1) 4.2 
(3) 4.2 
(4) 4.0 
(8) 4.2 

(3) 

Sulfat 
25 
50 
29.4 

(0.826) 

104.4 

ERLENMEYERSCHE Kolben von 300 com Inhalt. 

Tabelle XII. 

Kultur Kulturdauer Pilzgewicht pR Tage g 

1-1 2 0.086 3.7 

1-2 
" 

0.084 3.7 

1--3 
" 

0.034 3.7 

1 2 0.005 3.7 
3-1 2 0.070 3.8 

3-2 
" 

0.084 3.9 

3-S 
" 

0.086 3.9 

3 2 0.000 3.9 
4-1 2 0.080 3.9 

4-2 
" 

0.087 3.9 

4-3 
" 

0.087 3.9 

4 2 0.005 3.9 
8-1 2 0.091 4.5 

8-2 
" 

0.085 4.5 

8-3 
" 

0.093 45 

8 2 0.090 4.5 

(4) (8) 

Phosphat (NaNO.) 
25 25 
50 50 
25 29.4 
4.4 

(0.827) (1.062) 

10U 104.4 

Oxalslture Glukose 

0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
0 + 
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Kultur Kulturd"n8r PHzgewicht pR Oxalsäure Glukose Tage g 

1-<1 4 0.317 2.5 0 + 
1-5 

" 0.363 2.5 0 + 
1-6 

" 0.408 2.40 0 + 
1 4 0.373 2.5 0 + 
3-<1 4 0.253 2.7 0 + 
3-5 

" 
0.451 2.5 0 + 

3-6 
" 

0.496 2.5 0 + 
3 4 0.400 2.6 0 + 
4-4 4 0.504 3.2 + + 
4-5 

" 
0.<136 3.2 + + 

4-6 
" 

0.6,.,7 ll.9 + + 
4 4 0.529 3.1 + + 
8-4 4 0.144 3.4 + + 
8-5 

" 
0.176 3.3 + + 

8-6 
" 0.143 3.4 + + 

8 4 0.154 3.4 + + 
1-7 6 0.854 1.9 0 + 
1-8 

" 
0.896 1.8 0 + 

1-9 
" 0.785 1.9 0 + 

1 6 0.845 1.9 0 + 
3-7 6 0.915 2.1 0 + 
3-8 

" 
0.926 21 0 + 

3-9 
" 

0.927 2.1 0 + 
3 6 0.923 2.1 0 + 
4.-7 6 1.12<1 2.2 + + 
4-8 

" 1.198 2.3 + + 
4-9 

" 1.39<1 2.3 + + 
4 6 1.339 2.3 + + 
8-7 6 0311 3.0 + + 
8-8 ., 0.300 3.0 + + 
8-9 

" 0.307 3.0 + + 
8 6 0.306 3.0 + + 
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Fig. X. 
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Das Ammoninmphosphat und die organischen Ammoniumsalze, die 
verhältnismässig starke Pufferwirkung besitzen, und aus denen die 
schwach dissozierbaren Säuren disponibel werden, leisten als N-Quelle 
gute Dienste.I

) Ausserdem wird dabei mehr oder weniger Oxalsäure 
produziert, während bei Zugabe von anderen anorganischen Ammonium­
salzen als N-Quelle gar keine Oxalsäurebildung stattfindet. rrrotzdem 
die Schwefelsäure, die aus Ammoniumsulfat disponibel wird, stärker 
dissoziert als die organischen Säuren und trotzdem sie ein schwächerer 
Puffer ist, wächst der Pilz dabei verhältnismässig üppig, was noch uner­
klärlich ist. Obgleich auch BUTKEWI'l'SOH und BRENNER(I) die Vorzüge 
des Ammoniumsulfats als N-Quelle bestätigt haben, so trifft BUTKEWITSOH' 
Annahme einer Affinität zwischen dem Ammoniak und dem Säureanion 
nicht das Richtige. 

Bei einer Vergleichung der Nährwerte verschiedener N-Quellen stösst 
man auf nicht geringe Schwierigkeiten. Es besteht nämlich auch hierbei 

1) WEHMER, CZAPEE: (zit. n. BRENNER); NlliITINSKY und BRENNER(1) haben alle 
Ammoniumoxn.lllt als eine gute N-Qnelle gesohätzt. 
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die schon erwähnte komplizierte Beziehung zwischen Pu1l'erwirkung und 
Oxalsäure bildung, die wieder auf das Wachstum des Pilzes wirken kann. 
Eine harmonische Verteilung in dieser Beziehung ergibt eine grosse 
Pilzernte. Die starke Pu1l'erwirkung von organischen Ammouiumsalzen 
sowie vom Ammoniumphosphat hemmt einerseits die allzurasche Acidi­
tätszunahme, anderseits ruft sie aber durch Oxalsäurebildung einen 
grossen Verlust in der Leistungsökonomie des Pilzes hervor. Wenn 
diese letztere Erscheinung in den Vordergrund tritt, so übertriffb das 
Wachstum der Kulturen mit anorganischen Ammoniumsalzen, insbeson­
dere die Sulfat-Kultur, diejenige mit organischen Salzen. 

Das Ammoniumphosphat übertrifft für Mucorineen nach den Er­
fahrungen von RITTEIl und HAGEMI) die übrigen Ammoniumsalze der 
anorganischen Säuren. Dass das Phosphat für Aspergillus niger nicht 
immer eine ausgezeichnete N-Quelle ist, geht aus dem Versuche von 
BRENNEn(l) und dem Versuch IX in der vorliegenden Arbeit hervor. 
Dieser Umstand ist vielleicht auf die Verschiedenheit des Oxalsäure­
bildungsvermögens in pu1l'erhaltiger Kulturlösung zurückzuführen. 
Daher ist es leicht verständlich, dass die Mucorineen, die weniger 
Oxalsäure erzeugen, in der pu1l'erhaltigen Phosphat-Kultur sehr günstig 
gedeihen ohne einen merklichen VerblSt in ökonomischer Hinsicht zu 
erleiden. Dass die Umstände beim starken Säurebildner Aspergill1l8 
niger ganz anders sind, braucht nicht wiederholt zU werden. ·Wenn die 
Pufferwirkung del' Phosphat-Kulturlösung durch mässigen Zusatz von 
Phosphorsäure etwas herabgesetzt wird, so erhält man, wie z,B. in der 
Kultur XII, eine grössere Pilz ernte als in der Sulfat-Kultur (Fig. X). 
Selbst im Versuch XI, wo keine Phosphorsäure zugesetzt wurde, kann 
man in der Phosphat-Kultur eine grössere Wachstumsgeschwindigkeit 
bemerken als in der Sulfat-Kultur (Fig. IX).Z) 

Dass Aspergillus niger lieber Ammoniumsalze als Nitrate als N­
Quelle verarbeitet, ist bisher von verschiedenen Autoren festgestellt 
worden. Dies kann man leicht auch in meinem Falle erkennen. Es 
ist natürlich anzunehmen, dass Aspergill1l8 niger aus dem Ammoniak 
leichter Stickstoff assimilieren kann als aus dem Nitrat. Wenn aber 
Nitrat, z. B. in der Form von NaN03 als N-Quelle zugegeben wird, so 
wird hier NaOH disponibel, wodurch die Kulturlösung in alkalische 

1) Zitiert naoh BllENNER(l) (S. 43). 
2) Die unregelmltssige Waohstumskurve beruht auf der vermutlich ungünstigen R­

Ionenkonzentmtion (pR==ca. 5.0) wie beim Versuch vrn. 
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Reaktion übergehb. Also hier wächst das Neutralisationsvermögen der 
Lösung immer mehr und dadurch wird dem Pilz der Anreiz gegeben, 
Oxalsäure zu erzeugen. Oxsalsäure wird in so grosseI' Menge produ­
ziert, dass nicht nur die befreite Base neutralisiert wird, sondern auch 
die Acidität dadurch noch erhöht wird. Fortwährende Oxalsäurebildung 
bringt dem Pilzwachstum in ökonomischer Beziehung ohne Zweifel 
Nachteil, was zum 'l'eil schuld ist am geringeren Nährwert der Nitrate 
für .Aspergillus niger. BRENNER(I) hat bei der Kultur desselben Pilzes 
gesagt: "In betreff der Nitrate als N-Quelle für Schimmelpilze sei 
schliesslich hervorgehoben, dass die Erklärung ihres geringeren Nähr­
wertes teils in dem durch die Reaktion bedingten grösseren Ernergie­
verbrauch zu suchen ist, wie PURIEWITSCH experimentell dargetan hat, 
teils iu der notgedrungenen Erzeugung von Oxalsäure" (S. 597). 

Konzentartion und Puffervermögen der Kulturlösung. 

Der Einfluss der Konzentration einer Kulturlösung auf die Entwick­
lung des Pilzes ist bisher hauptsächlich von den folgenden zwei Punkten 
aus betrachtet worden: 

1. Osmotische Wirkung. 
2. Menge der Nährstoffe. 

HAENSELER hat eine, Reihe von Kulturversuchen von .Aspergillus 
niger mit 'besouderer Rücksicht auf die Konzentration der Nährlösung 
ausgeführt. Obwohl es mir nicht klar ist, was er für eine physiologische 
Wirkung unter Konzentrationseinfluss versteht, so scheint es mir, dass 
dieser Einfluss nach ihm hauptsächlich osmotische Wirkung bedeutet. 
Die von ihm gebrauchten Kulturlösungen von verschiedenen Konzen­
trationen, die heute in Amerika allgemein als "three salt solutions" 
bekannt sind, sind eigentlich mit besonderer Rücksicht auf den osmoti­
schen Druck hergestellt worden. HAENSELER selbst hat die Konzentra­
tion in Atmosphären ausgedrückt. 

Ausser den oben genannten wichtigen Momenten muss man noch 
eine ebensowichtige Konzentrationsbeziehung nicht vernachlässigen. 
Wird die Konzentration der Nährlöslmg, insbesondere der Nährsalze in 
Betmcht gezogen, so ist es naheliegend, dass die Menge dieser Elek­
trolyte zur Veränderung der H-Ionenkonzentration sowie zur Puffer­
wirkung der Kulturlösung in inniger Beziehung steht. Folgende Ver­
suche wurden angestellt, um zu diesem bisher oft ausseI' acht gelassenen 
Problem etwas beizutragen. 
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VEItSUCH XIII. 

Kulturlösungen : (1) 

Grundlösung 50 

verdünnte GrllndlösUIlg (1/10) 

verdünnte Grundlösnng (1/100) 

Glukoselösung (m/2) 50 

Summe (in eom) 100 
pR naoh einstündiger Sterilisation: 

Kultur 

1-1 

1-2 

1-3 

1 
2-1 

2-2 

2--3 

2 
3-1 

3-2 

3-3 

3 

(1) 4.3 
(2) 4.3 
(3) 4.3 

ERLENMEYERSCHE Kolben von 300 eom Inhalt. 

Tabelle XIII. 

Kulturdnuer Pilzgewioht pR Oxalsäure Tage g 

7 1.463 

" 1.467 

" 1471 

7 1.467 
7 0.893 

" 
0.781 

" 
0.855 

7 0.843 
7 0.318 

" 
0.323 

" 
0.260 

7 0.300 

Kulturlösungen : 
Grundlösung 
Glukoselösung (m/8) 

Umdest. W Mser 

2.1 

2.1 

2.0 

2.1 
1.6 

1.6 

1.6 

1.6 
1.6 

1.6 

1.6 

1.6 

V EItSUCH XIV. 

(1) 

50 
50 

Summe (in eom) 100 
pR naoh einstÜDdiger Sterilisation: 

(1) 4.2 
(2) 4.3 

0 

0 

0 

0 
+ 
+ 
+ 
+ 

.+ 
+ 
+ 
+ 

(2) 

5 
50 

45 

100 

ERLENMEYERSCRE Kolben von 300 oom Inhalt. 

(2) (3) 

50 

50 

50 50 

100 100 

Glukose NESSLERSCRE 
Reaktion 

+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -

+ -
+ -
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Tabelle XIV. 

Kultur Kulturdauer Pilzgewiuht 
pR 

\ 

Oxalsäure Glukose NESSLERSCHE 
Tage g Reaktion 

1-1 2 0.066 4.0 0 + + 
1-2 

" 0.097 4.1 0 + + 
1 2 0.082 4.1 0 + + 
2-1 2 0.038 3.8 0 + + 
2-2 

" 0037 3.8 0 + + 
2 2 0.038 3.8 0 + + 
1-3 3 0.171 . 3.1 0 + + 
1-4 

" 
0.144 3.2 0 + + 

1 3 0.158 3.2 0 + + 
2-3 3 0.106 2.7 0 + + 
2-4 

" 
0.100 2.7 0 + + 

2 3 0.103 2.7 0 + + 
1-5 4 0.355 2.7 0 + + 
1-6 

" 
0.278 2.7 0 + + 

1 4 0.317 2.7 0 + + 
2-5 4 0.173 2.3 0 + + 
2-6 

" 
0.183 2.3 Spur + + 

2-7 
" 0.235 2.1 + + -

2 4 0.197 2.2 Spur + Spur 
1-7 5 0.377 2.7 0 + + 
1-8 

" 
0.395 2.7 0 + + 

1-9 
" 

0.390 2.7 0 + + 
1 5 0.387 2.7 0 + + 
2-8 5 0.267 1.9 Spur + -
2-9 ., 0.330 1.9 + + -
2-10 

" 
0.339 1.9 + + -

2 5 0.312 1.9 + + -
1-10 6 0.445 2.6 0 -I- -
1-11 ., 0.464 26 0 + + 
1-12 

" 
0.469 2.6 0 + + 

1 6 0.459 2.6 0 + + 
2-11 6 0.422 1.9 + + + 
2-12 

" 0.418 1.7 + + -
2-13 

" 
0.359 1.8 + + -

2 6 0.400 1.8 + + -
1-13 7 0.485 2.6 0 + -
1-11 

" 0.470 2.6 0 + + 
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J{ultur 

1-15 

1 
2-14 

2-15 

2-16 

2 
1-16 

1-17 
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1 
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I Kulturdauer I Pilzgewicht 

I 
pR Oxnlsäure Glu1wse I NESSLERSCHE 

Tnge g Reaktion 

1.2 
~ 
'-' 

1.0 

0,5 

7 0.488 

7 0.480 
7 0.463 

" 
0.382 

" 
0462 

7 0.436 
9 0.489 

" 
0.490 

" 
O.MJ1 

9 0.490 
9 0.459 

" 
0.426 

" 
0.470 

9 0.452 

~?;lkßew. 
"'·····,lIpH 

2.6 0 + + 
2.6 0 + + 
1.7 + + -
1.8 + + -
1.7 + + -
1.7 + + -
2.6 0 0 + 
2.6 0 0 + 
2.6 0 0 + 
2.6 0 0 + 
1.7 + + -
1.7 + 0 -
1.7 + Spur -
1.7 + Spur -

Fig. XI. 
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Das 'Wachstum des Pih:es verläuft günstiger in höherer Konzentra­
tion. Trotz der niederen anfänglichen H-Ionenkonzentration erhöht sich 
die Acidität in verdünnter Lösung (Kultur 2, Versuch XIV) viel schneller 
als in der konzentrierten Kultmlösung 1, indem in beiden Lösungen 
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im früheren Kulturstadium keine Oxalsäure erzeugt wird. Es ist selbst­
verständlich, dass die Intensit.'it der Pufferwirklmg von Kulturlösungen 
mit gleichen Salz bestand teilen VOll ihren Konzentrationen abhängig ist. 
Deshalb dürfte es nicht unrichtig sein zu schliessen, dass die Veränderung 
der H-Ionenkonzentration, besonders im früheren Shdium in den obigen 
Versuchen, hauptsächlich von der Pufferwirkung abhängig ist. Anderseits 
tritt der Ammoniakmangel in verdünnter Lösung viel schneller zutage, 
waS deu Pilz zwingt, die Acidität der Lösung durch Konsum der 
befreiten Salpetersäure wieder zu erniedrigen. In dieser Beziehung ist 
eine interessante Tatsache im spiiteren Stadium der Kultur zu bemerken· 
Im Versuche XIV vom vierten 'rag an und am Ende des Versuchs XIII 
kann man in den niedrigeren Konzentrationen deutlich die produzierte 
o.xalsäure nachweisen. Solche Oxalsäurebildung in einer so hohen 
Acidität (pH=ca. 2.0) habe ich auch in später zu besprechenden Ver­
suchen konstatiert und sie ist kleinen Mengen von Ammoniumnitrat 
zuzuschreiben.1

) Diese Tatsache ist deshalb nicht wenig von Interesse, 
weil sie uns zeigt, dass der Pilz selbst in höherer Acidität imstande 
ist, Oxalsäure zu erzeugen, sobald die Verschiebungstendenz2

) der Acidität 
nach der neutralen Seite hin in der Lösung auftritt. Die Ansicht, 
dass die Oxalsäure bildung von Aspergillus nige~' viel mehr von der 
Pufferwirkung der Kulturlösung abhängig sei als die H-Ionenkonzen­
tration selbst, wird dadurch weiter gestützt. Nun ist es klar, dass es 
sehr schwierig, ja vergeblich wäre, die Grenzkonzentration der H-Ionen 
zu suchen, wo die Oxalsäure gebildet werden könnte. 

In Erwägung der oben erwähnten Tatsachen kann man die ungün­
stigen Einflüsse der niedrigen Konzentration der Kulturlösung auf das 
Wachstum des Pilzes vor allem auf folgende Ursachen zurückführen: 

1. Schwaches Puffclrvermögen im früheren Stadium. 
2. Oxalsäure bildung bei Ammoniakmangel im späteren Kultur­

stadium erhöht weiter die Acidität, weil sie so schnell geschieht, dass 
die Herabsetzung der H-Ionenkonzentration infolge des Konsums der 
befreiten S~lpetersäure zu l~ngsam ist. 

1) Bei dieser neuen Erzeugung von Oxalsäure kann man duroh die NESSLERSCHE 
Reaktion schon die Abwesenheit des Ammonia1rs nachweisen. Nach HETNZ (zit. n. BENECKE, 
S. 318) wird desto mehr Oxalsäure erzeugt, je schwächer die N-Quelle ist. Es ist mir aber 
nicht b3kaunt, was für eine Stiokstoffverbindung als N-Quelle -von ihm benützt worden 
ist. ·Wenn Ammoniumnitrat dabei gebraucht worden ist, S9 wäre auch dieses Ergebnis 
auf dieselbe Weise zu erklären. 

2) Die Neigung möchte ich hier a\lch als Pu-fl'ervermögen im modifizierten Sinne 
. gegen die Erhöhung der Aoidität verstehen. 
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3. Diese Oxalsäure bildung fügt dem Pilz einen beträchtlichen 
Energieverlust zu. 

Das Zusammenwirken dieser Momente spielt möglicherweise eins 
das Pilzwachstum ungünstig beeinflussende Rolle. 

Iu der Kulturlösung kommt dem Monokaliumphosphat unter allen 
Salzen die Hauptwirkung der Pufferung zu. Es ist daher notwendig, 
zunächst die Kulturen untereinander zu vergleichen, welche von Nähr­
lösungen mit verschiedenen Mengen Von Monokaliumphosphat, aber sonst 
von gleicher Konzentration herstammen. 

VEBSUCI! XV. 

Spezifisohe Grundlösung : 
Ammoniumnitrat 4 g 
Magnesiumsulfat 1 g 
Eisenohlorid (2%) ein Trol,fen 
Umdest. 'Wasser 100cem 

Knlturlösungen : (1) (2) (3) 
Spez. Grnndlösung 60 60 50 
Glukoselösung (m/2) 60 60 50 
K.H2PO. (in g) (10) (6) (1.26) 

Summe (in ccrn) 100 WO 100 
pR nach einstündiger Sterilis .. tbn: 

(1) 4.2 
(2) 4.2 
(3) 4.2 

ERLENl\1EYERSCRE Kolben von 300 ccm Inh .. lt. 

'rabeUe XV. 

Kultur 
I 

Kulturdauer l'ilzgewicht pR Oxalstture Glukose 
Tage g 

---
I-I 7 1193 :l.3 0 + 
1-2 

" 
1.50~ 2.2 0 + 

1-3 
" 

1.651 2.1 0 + 
1 7 1.450 2.2 0 + 
2-1 7 1.105 2.0 0 + 
2-2 

" 
1.313 2.1 0 + 

2-3 
" 

1.313 2.1 0 + 
2 7 1.244 2.1 0 + 
3-1 7 l.H6 1.7 0 + 
3-2 

" 
1.135 1.8 0 + 

3-3 
" 

1.013 1.8 0 + 
3 7 1.108 1.8 0 + 
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Dass in keiner Knltur Oxalsäurebildung stattgefunden hat, ist des­
halb begreiflich, weil Ammoniumnitrat in genügender Menge während 
der ganzen Kulturdauer dem Pilz zur Verfügung gestanden hat. Die 
Pilzernte wird geringer, je weniger Monokaliumphosphat zugesetzt wird. 
Die Ursache hierfür ist wahrscheinlich nicht in einer ungenügenden P­
oder K-Menge zu suchen, sondern liegt eher:in der schwachen Pufferwir­
kung. Diese Vermutung ist um so wahrscheinlicher, als die Kultur­
lösung 2 von der Konzentration der gewöhnlichen Grundlösung ist und in 

_ der phosphatarmen Kulturlösung die Acidität trotz mangelnder Oxal­
säurebildung stärker erhöht wird als in den phosphatreichen . Lösungen. 

Um den Zusammenhang zwischen der Konzentration von Mono­
kaliumphosphat und der Pufferwirkung der Kulturlösung weiter klar zu 
machen, habe ich noch den nächsten Versuch angestellt, zu dem das 
Phosphat in gleicher Menge, die sonstigen Nährstoff~ aber in verschie­
dener Konzentration genommen wurden. 

Spezifische Grundlösung : 
Ammoniumnitrat 
Magnesiumsulfat 
Eisenchlorid (2%) 
Umdest. Wasser 

Kulturlösung : 
Spez. Grundlösung 

VERSUCH XVI. 

4 g 

1 g 

ein Tropfon 
100ccm 

"(I) 

50 
Verd. spez. Grundlösung (1/10) 
Verd. spez. Grundlösung (1/100) 
KH 2 P04 (in g) (1) 
Glukoselösung (m/2) 50 

Summe (in ccm) 1(0 
pH nach einstündiger Sterilisation: 

(1) U 
(2) 4.3 
(3) 4.2 

ERLENMEYERSCHE Kolben von 300 ccm Inh.\1t. 

(2) (3) 

50 

50 
(1) (1) 
50 50 

100 100 
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Tabelle XVI. 

Kultur 
Kulturdaner Pilzgewicht 

I 
pR Oxalsäure Glukose 

NESSLERSCHE 

Tage g Reaktion 

1-1 3 0.105 32 0 + + 
1-2 " 

0.145 3.1 0 + + 

1-3 " 
0.111 3.2 0 + + 

1 3 0.120 3.2 0 + + 
2-1 3 0.135 30 0 + + 
2-2 " 

0.142 3.0 0 + + 
2-3 " 

0.140 3.0 0 + + 

2 3 0.139 3.0 0 + + 
3-1 3 0.148 3.0 0 + + 
3-2 " 

0.143 3.0 0 + + 
3-3 " 

0.]52 3.0 0 + + 

3 3 0.148 3.0 0 + + 
1-4 4, 0.360 2.5 0 + + 
1-5 " 

0.254 2.7 0 + + 
1-6 " 

0.390 2.4 0 + + 

1 4 0.335 2.5 0 + + 
2-i 4 0.255 2.7 0 + + 
2-5 " 

0.242 2.6 0 + + 
2-6 " 

0.3015 2.5 0 + + 

2 4 0.281 2.6 0 + + 

3··4 4 0.226 2.7 0 + + 

3-5 " 
0.233 2.7 0 + + 

3-6 " 
0.365 2.5 0 -I- + 

3 4 0.275 2.6 0 + + 
1-7 5 0.560 2.3 0 -I- + 
1-8 " 

0.542 2.3 0 + + 
1-9 " 

0.561 2.2 0 + + 

1 5 0.554 2.3 0 + + 
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Kultur Kulturdauer Pilzgewicht pR Oxalslture Glllkme I NESSLEBSCHE 
Tage g Reaktion 

2-7 5 0.480 2.4 0 + + 
2--8 

" 
0.49,1 2.4 0 + + 

2-9 
" 

0.499 2.<l 0 + + 
2 5 0.491 2.4 0 + + 
3-7 5 0.679 2.2 0 + + 
3-8 

" 0.7S1 2.0 0 + + 
3-9 

" 
0.760 2.1 0 + + 

3 5 0.740 2.1 0 + + 
1-10 7 1.015 1.8 0 + + 
1-11 

" 
0.971 2.0 0 + + 

1-12 
" 0.963 1.9 0 + + 

1 7 0.983 1.9 0 + + 
2-10 7 0.1l22 2.1 + + -
2-11 

" 
0.834 1.9 + + -

2-12 
" 0.851 2.0 + + -

2 7 0.769 2.0 + + -
3-10 7 0.742 2.0 + + -

3-11 
" 

1.020 1.8 + + -
3-12 

" 
0.941 1.9 + + -

3 7 0.921 1.9 + + -
1-13 9 1.208 1.8 0 + + 
1-14 

" 
1.115 1.8 0 + + 

1-15 
" 

1.442 1.7 0 + + 
1 9 1.255 1.8 0 + + 
2-13 9 0.901 1.9 + + -
2-14 

" 0.870 1.9 + + -
2-15 

" 
0.901 1.9 + + -

2 9 0.892 1.9 + + -
3-13 9 0.780 1.9 + + -
3-11 

" 
1.408 1.9 + + -

3-15 
" 1.008 1.8 + + -

3 9 1.064 1.9 + + -
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Fig. XII. 
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Im Vergleich mit den Ergebnissen de r vorhergegangenen Versuche 
kann man im Versuch XVI (Fig. XII) bamerken, dass der Unterschied 
des Veränderungsverlaufs der H-Ionenkonzentration aller Kulturlösungen 
verhältnismässig klein ist, und dass das ·Wachstum des Pilzes nicht so 
sahr von der Konzentration der gesamten Nährsalze abhängig ist. Die 
unregelmässig verlaufende Wachstumskurve darf man nicht ausser acht 
lassem. Dies3 Unregelmässigkeit ist hauptsächlich der Menge des 
Ammoniaks zuzuschreiben. Insbesondere in der Kultur 3, wo die Salze 
ausser dem Monokaliumphosphat in geringster Menge vorhanden sind, 
tritt die Erschöpfung des Ammoniaks viel schneller ein, weswegen die 
Oxalsäurebildung beginnt. In der Eultur 3 wächst der Pilz zuerst am 
schneUsten, dann aber langsamer, sobald die Oxalsäure bildung beginnt. 
Am Ende des neuntägigen Versuches beträgt daher das Pilzgewicht 
weniger als in der Kultur 1. Trotzdem zeigt der Pilz in der Kultur 
:3 die ganze Kulturdauer hindurch besseres ·Wachstum als in der Kultur 2. 

NIKrr'I~SKY ist der Ansicht, dass die Erhöhung der Konzentration 
der Kulturlösung bei .Aspe1'gillu8 niger keinen merklichen Einfluss auf 

• 
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die Pilzernt3 amübt. HAE){3ELEB hat denselben Pilz in "thrae salt 
solutions"l) kultiviert, und er ist ZUlU Schluss gekommen, dass der Pilz 
basser wächst je höher die S.1lzkonzentration ist, dass aber das Ver­
hältnis zwischen der KH2PO,- und der MgSO,-Menge weder beschleuni­
gend noch hemmend auf das \Vachstum einwirkt. 

Diese Ergebnisse weichen etwas von den meinigen ab, und die oben 
genannten Autoren scheinen b3im Versuch über die Konzentration der 
Kulturlösung ihre Pufferwirkung ausser acht gelassen zu haben. Wie 
schon erwähnt, scheint HAENSELEll die Konzentration der Nährsalze haupt­
sächlich von dem Gesichtspunkte des osmotischen Druckes aus betrachtet 
zu haben, während er keine exakte H-Ionenkonzentration angegeben 
hat.2 ) 

Überblicken wir die Versuchsresultate in diesem Kapitel, so halten 
wir uns zu folgendem Schluss berechtigt: 

Obwohl der Einfluss des osmotischen Druckes auf das \Vachstum 
des Pilzes eine grosse Rolle zu spielen vermag, so scheint es doch 
unrichtig, aus dem Versuche über den Einfluss der Konzentra,tion der 
Kulturlösung auf das Pilzwachstum, ohne Rücksicht auf die Puffer­
wirkung, die Veränderungsgeschwindigkeit der Salzkonzentration usw. 
irgendwelche Schlüsse zu ziehen. 

Einfluss der Ca-Salz~ auf das Wachstum des Pilzes. 

\VEHlIrEn hat in seiner berühmten Arbeit über die Oxalsäurebildung 
yon Aspergillus niger konstatiert, dass der Pilz bei Gegenwart von 
Oalciumcarbonat oder Oalciumphosphat diese Säure in ungeheurer Menge 
pro:1uziert, während di.es beim Zusatz von Oalciumnitrat sowie Oalcium­
chlorid gar nicht oder nur in schwachem Grade stattfindet. Aus diesem 
Versuchsresultate hat er geschlossen, dass nicht das Oalcium an der 
Oxalsäurebildung schuldig ist, soudem die Eigenschaft der Säureanionen, 
die mit dem Oalcium sich verbinden können. Aus seinem Versuche 
geht auch h3rvor, dass bei Gegenwart von Oalciumcarbonat o:1er Oalcium­
phosphat die Kulturlösung für da3 'Wachstum des Pilzes in einen 
ungünstigen Zustand üb~rgeht. 

1) C,.(NOa )2 oder N .. N03 .. ls N-Qllelle. 
2) D .. die von ihm vorwendete N-Quelle Nitrat gewesen ist, so w!lre es unrichtig, 

seine Versuchsresultnte mit den meinigen unmittelb .. r zu vergloichen. 
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YOUNG und BE~~E'l' haben die beschleunigende ·Wirkung von Calcium 
auf das "\Vachstum des Pilzes bestätigt; nach ihrer Meinung dient 
Calcium zur Regulation der Acidität (correcting of acidity) der Kultur­

lösung. 

VEIISUCII XVII. 

Kulturlösungon: ( 1) (2) (3) 

Gxundlösullg 25 25 25 
Glukoselösung (mj2) 50 50 50 
0,,003 (in g) (5) 

Oa012 (in g) (5.55) 

Umdest. Wasser 25 25 25 

Summe (in ccm) 100 ]00 100 
Diß O,.-Menge in den Kulturell 2 und 3 ist ä~l1iv .. lent, diejenige ·VOll 0,,003 ist 

gleich derjenigen im Versueh9 von WEII:I1:ER 

pR Ill.ch einstündiger Ster:lisation : 

(1) 4.2 

(2) 6.4 
(3) 3.9 

ERLENMEYERSCHE Kolben von 300 ccm Inhalt. 

Tabelle XVII. 

Kultur Kulturdnuer Pilzgewicht 
pR Oxnlsäurfl Glukose Tage g 

---

I-I 10 1.443 1.7 0 + 
1-2 

" 
1.451 1.6 0 + 

1-3 ., 1.730 1.4 0 + 
1-4 " 1.795 1.4 0 + 
1 10 1.605 1.5 0 + 
2-1 10 0.310 4.7 + + 
2-2 

" 0.290 4.5 + + 
2-3 

" 
0.379 4.3 + + 

2-40 
" 

0.471 4.4 + + 
2 10 0.363 4.5 + + 
3-1 10 1.571 1.4 0 0 

3-2 
" 

1.425 1.4 0 0 

3-3 
" 

1.610 1.4 0 0 

3-4 
" 

1.415 1.5 0 0 

3 10 1.505 1.4 0 0 
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Durch einen Zusatz von Calcium wird der Pilz in seinem Gedeihen 
günstig beeinflusst. Die OaOlz-haltige Knltu~lösung wird von einer 
dicken weissen Pilzschicht bedeckt, die aber ohne Fruktifikation bleibt. 
Am Ende des Versuchs ist zwar die höchste Pilz ernte nicht in der CaClz-
haltigen Kultur gewonnen worden, deswegen darf man aber den Zusatz von 
Oalcium doch nicht niedrig einschätzen, weil zur Erntezeit die C-Quelle 
schon erschöpft war und nie Abnahme des Pilzgewichtes begonnen 
hatte. Nun ist nicht zu zweifeln, dass bei Gegenwart von Calcium das 
Wachstum von Aspergillus niger auffallend beschleunigt wird. In diesem 
Falle dürfte man diese stimulierende 'Wirkung von Oalcium nicht auf 
die Pufferwirkung der Calciumsalze, sondern zum Teil auf die antagoni­
stische Wirkung der Ca-Iouen gegen die R -Ionen in bestimmter 
Konzentration usw. zurückführen, wie sie von BRENNEH(2), PmANI­
SCHNIKOW, KAHHO und von mir selbst bei anderen Pflanzen bestätigt 
worden ist. Diese günstige 'Virkung des Oalciums wird manchmal yon 
anderen Faktoren so eingeschränkt, dass kein so üppiges "\Vachstum 
erfolgt. Dies kann man beim Zusatz von Calciumcarbonat sowie-phosphat 
klar ersehen. 1). "\Vie "\VEHlIfER schon hervorgehoben hg,t, beruht eine 
solche abweichende Wirkung der yerschiedenen Oalciumsalzeauf gewissen 
Eigentümlichkeiten. Calciumcarbonat oder -phosphat, denen eine starke 
Pufferwirkung gegen den Anstieg der R-Ionenkonzentration zukommt, 
lassen den Pilz in ungeheurer Menge Oxalsäure produzieren. Der daraus 
resultierende grosse Energieverlust hebt den Vorteil der Pufferwirkung 
auf und das Pilzwachstum verschlechtert sich. Der erste Anreiz zu 
einer solchen lebhaften Oxalioäurebildung bei Zusatz von Oalciumcarbonat 
oder -phosphat ist, wie oben erwähnt, die starke Pufferwirkung. Das 
Verbindungsvermögen zwischen dem Calcium und der Oxalsäure, wodurch 
Oalciumoxalat in unlöslichem Zustand entsteht, ist nur als eine daraus 
heryorgehende sekundäre Erscheinung zu betrachten. 

Zusammenfassung. 

1. Die Kultur yon Aspergill~ts niger in der Grundlösung zeigt, 
graphisch dargestellt, im "\Vachstum sowie in der Veränderung des 
pR-Wertes autokatalyseähnlichen J-förmigen Verlauf. Im Vergleich 
der Kurven des Wachstums und des pR-Wertes beträgt die optimale 
R-Ionenkonzentration etwa pR=2.0 für das fortgeschrittene "\Vachstum 
des PiLzmycels. 

1) Auoh bei WEHMER, BUTKEWITSCEI. 
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2. Durch ZU3atz dos spezifischen Paffdrs zur Kulturlösung wird 
die Erhöhung der H-Ionenkonzentration während des Pilzwachstums 
m9hr oder weniger gehemmt, was auf das Pilzwachstum günstig wirkt, 
indem die auf das ·Wachstum ungüustig wirkende höhere H-Ionen­
konzentration verzögert wird. 

3. Die starke Pufferwirkung sowie das aufs neue auftretende Neu­
tralisationsvermögen dllr Kulturlösung ruft anderseits leicht, ja selbst 
in höherer Acidität, die Oxalsäurebildung durch den Pilz hervor, die in 
ökonomischer Hinsicht den Pilz sehr benachteiligt. Eine günstige 
Harmonie zwischen der Pufferwirkung und der Oxalsäurebildung gestattet 
.Aspergillus niger üppiges Wachstum. 

4. Das als N-Quelle verwendete Ammoninmsalz vermag möglicher­
weise wenigstens die folgenden zwei Einflüsse auf die Acidität der 
Kulturlösung auszuüben: 

a) Erhöhung der H-Ionenkonzentration durch die Dissoziation 
der disponibel gewordenen Eäure. 

b) Einfluss als Puffer. 

5. Auch beim Vergleich des Nährwertes verschiedener Ammonium­
salze als N-Qnelle muss man die oben erwähnte Beziehung zwischen 
Pufferwirkung und Oxalsäurebildung in Betracht ziehen. 

6. Obwohl der Einfluss des osmotischen Druckes auf das Wachstum 
des Pilzes eine grosse Rolle spielt, so wäre es doch falsch, wenn man 
lediglich gestützt auf den Versuch über den Einfluss der Konzentration 
der Kulturlösung auf das Gedeihen des Pilzes einen Schluss zöge, ohne 
Rücksicht auf die Pufferwirkung, die Veränderungsgeschwindigkeit der 
Salzkonzentration us~. 

7. Calcium wirkt auf das Wachstum VOn .Aspergillus niger beschleu-
. nigend, wenn die zugesetzten Calciumsalze nicht zu stark puffernd 
wirken. Das Verbindungsvermögen zwischen dem Calcium und der 
Oxalsäure, wodurch Oxalat im unlöslichen Zustande entsteht, ist in der 
Kultur yon .Aspergillus niger nur als eine aus der Oxalsäurebildung 
erfolgende sekundäre Erscheinung zu betrachten. 

8. Die Pufferwirkung der Kulturlösung steht ~lso mit der Art der 
N-Quelle, der Konzentration, der Gegenwart der spezifischen Puffer 
usw. in enger Beziehung. 

9. Um verschiedene Kulturen zu vergleichen, muss man täglich 
oder möglichst oft das Pilzmycel ernten. Mehrere Kulturen sind mittels 
Kurven miteinander zu vergleichen. 'Venn die Ernte nicht so oft 
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ausgeführt wird, so muss der übriggebliebene Zucker qualitativ oder 
quantit'Ltiv nachgewiesen werden, damit man bemerken kann, wann die 
Verringerung der Pilz ernte beginnt. Eine einmalige Pilzernte ohne 
solche Zuckermessungen genügt oft nicht zum exakten Vergleich der 
Kulturen. 

10. Die anfängliche H-Ionenkonzentration der Kulturlösung dient 
nur als Masstab für den Keimungsgrad der Sporen oder für den 'Wachs­
tumsgrad des Mycels im rrühsten Stadium. Wenn der Einfluss der 
H-Ionenkonzentration auf das Pilzwachstum während der ganzen Kultur­
dauer untersucht werden soll, so muss man der Puii'erwirkung der 
Kulturlösung eine grosse Rolle zuerkennen. Arbeiten, in denen nur die 
anfängliche oder bisweilen auch die finale H-Ionenkonzentration der 
Kulturlösung mitgeteilt wird, dürften je nach Jen Umständen an Bedeu­
tung einbüssen. 

11. Die Kulturen sollten nicht zwecklos lange dauern und die 
Nährlösungen nicht zu stark verdünnt werden. weil die inzwischen 
verschiedenartig veränderten Bedingungen in jeder Lösung sekundäre 
Einflüsse auf das Gedeihen des Pilzes ausüben können. 
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