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Uber die Kultur von Aspergilius niger mit
besonderer Rucksicht auf das
Puffervermogen der Nahrlésung.

Von

Tetsu Sakamura

PROFESSOR DER PFLANZENPHYSIOLOGIE AN DER HoxRAIDO KAISERLICHEN
UNIVERSITAT, SAPPOREO.

Mit 12 Figuren

Einleitung.

Es unterliegt wohl keinem Zweifel mehr, dass das Wachstum der
Pilze stark von der aktuellen Aciditit des Nibrsubstrats beeinflusst
wird. Auch bei den Kulturversuchen mit der klassischen Versuchs-
pllanze Aspergillus niger, wodurch'die Kenntnis der Ernihrungsphysio-
logie der Schimmelpilze nicht wenig geférdert worden ist, hat man
die Reaktion der Nihrflissigkeit oft erortert. Schon frither haben
einige Autoren auf die innige Beziehung zwischen dem Wachstum des
Pilzes und der H-Tonenkonzentration anfmerksam gemacht, doch haften
ibren Untersuchungen verschiedene Mingel an, die allerdings zum gros-
sen Teil auf die Unzulinglichkeit ihrer Messungsmethoden zuriickzu-
fiihren sind, da die Bestimmung der Aciditéit damals nur auf dem Wege der
Titration ausgefithrt wurde. Heutzutage ist es eine allgemein anerkannte
Forderung, dass die physiologisch wichtige Aciditdt” durch die exakte
H-Ionenkonzentration, aber nicht durch die Zald-der totalen Sduremo-
lekiile ausgedriickt worden muss.” In dieser Beziehung sind trotz der

1) In den folgenden Zeilen verstehe ich unter “ Aciditit” nur diejenige, die durch
die H-Ionenkonzentration auszedriickt wird, und ich mo6chte sie der “ Titrationsaciditit”
gegeniiberstellen.

2) Es ist in gewissen Fillen nicht ausgeschlossen, dass die Siuremolekiile stark auf
die Lebenserscheinungen wirken. Fettsiuren, z. B. entfalten viel stiirkere physiologische
‘Wirkung, als man nach ibrem Dissoziationsgrade erwarten s-lite. Niheres siehe: LoEB
(zit. nach OzaPEK) und CzAPEE.

[Jour. Coll. Agric., Hokkaido Imp. Univ. Vol. XIV, Part 2. Dec. 1924.]
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wertvollen Arbeiten von WErMER, NIKITINSKY, BRENNER(1), BUTKEWITSCH,
RITTER u.a. noch wichtige Punkte unberiihrt gelassen worden, die noch
der Aufklirung barren. '

Bei Kulturversuchen mi Schimmelpilzen oder Bakterien bestimmt
man in neuerer Zeit die H-Tonenkonzentration oder, der Einfachheit
halber, den pH-Wert des Nihrsubstrats. Wir treffen aber dann und
wann auf Arbeiten, in denen zB. die Acidititswirkung der Nihrlésung
nur mit ihrer anfinglichen H-Tonenkonzentration verglichen wird,
wihrend das noch wichtigere Puffervermogen ganz ausser acht gelassen
wird.

CrARk definiert die Pofferwirkung folgendermassen: ¢ By buffer
action we mean the resistance exhibited by a solution to change in
pH throngh the addition or loss of acid or alkali” (S.40).> In der
vorliegenden Arbeit verstehe ich unter Pufferwirkung, der Bequem-
lichkeit halber, jene Wirkungen der Losung, welche die Vermehrung
der H-Ionenkonzentration hemmen, entweder im echten Simme der
Pufferung oder durch die aus dem Stoffwechsel resultierende Vermin-
derungstendenz der H-Ionenkonzentration.

Die Losungen mit demselben pH-Wert besitzen nicht immer das
gleiche Puffervermogen, und zwar gibt es Fille, wo Losungen mit
geringerem pH-Wert eine stirkere Pufferwirkung gegen Sduren
aufweisen als solche mit grésserem pH-Wert.”

Bei der Kultur des Pilzes kommt noch die fortwihrende Verin-
derung der Aciditit der Nébrlosung hinzu, was die Umstdnde noch
komplizierter macht. Der anfingliche pH-Wert dient also nur als
Masstab fir den Keimungsgrad der Sporen oder fir den Entwicklungs-
grad des Mycels im frihsten Stadiom. Fir das Wachstum des
Pilzes in ununterbrochener Kultur spielt die Pufferwirkung die grossere
Rolle als die anfingliche H-Tonenkonzentration.

Bei Bakterienkyjuren ist die Pufferwirkung des Nihrsubstrats
schon von MICHAELIS,™ LARE, JoNES, K1iGLER, WoLFF, BrRowN,? VERZAR
und seinen Mitarbeitern beriicksichtigt worden, wiihrend bei der Kultur
des Schimmelpilzes, soweit meine Kenntnis der Literatur reicht, dies
noch nicht der Fall ist.

Die umfangreichen und lehrreichen Untersuchungen von WEHMER,

1) Sieche: MrcaaELS (1) (S. 27-31) und MrcHAELS (2) (S, §89-93).
2) MicEAELIS (1) (S. € ).
3) Diese Arbeitan sind nach VERzAR u.a. zitiert.
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NIKITINSKY u.a., die hauptsichlich mit Aspergillus niger ausgefilhrt
worden sind, miissen nun erginzt werden, indem auf die exakte
H-Tonenkonzentration sowie auf die Pafferwirkung acht gegeben wird.
Die Resultate und die Schlussfolgerungen, die in der vorliegenden
Arbeit erzielt worden sind, méchte ich aber weder auf die Kulbur
anderer Schimmelpilze noch anderer Kulturlésungen verallgemeinert
wissen, weil Aspergillus niger ein Siurebildner ist und starke Aciditét
zu ertragen vermag. Doch hoffe ich, dass meine Untersuchungen die
Kenntnis der Pilzkulturen, insofern sie sich auf Aspergillus niger beziehen,
einigermassen erweitern werden, was unter Umstinden auch von
allgemeiner Bedeutung sein kann.

Methodik. A

In der vorliegenden Untersuchung bediente ich mich meist einer
synthetischen Nébrlésung (Grundldsung),” die schon frither von WEHMER
uwa. beli der Kultur von Aspergillus niger benutzt worden ist und
folgende Zusammensetzung zeigh :

Ammoniumnitrat (NH,NO,) 4 g
Monokaliumphoshat (KH,PO,) 2 g
Magnesiumsulfat (MgSO,.7H,0) lg
Eisenchlorid (FeCly) (29) ein Tropfen
Umdestilliertes Wasser® 100 cem

Zum Gebrauch wurde die Grundlosung mit umdestilliertem Wasser
und GlukoselOsung verdimnt. Simtliche Priparate wurden mit MERES
,, garantiert reinen ” oder ,, extra reinen ”’ Chemikalien hergestellt. Als
Kohlenstofiquelle kam pulverige Glukose gleicher Herkunft zur An-
wendung, die vor dem Gebrauche vollig wasserfrei getrocknet wurde.
Stark verdinnte Néhrlésung ist, ausser zu besonderen Zwecken, nicht
gebraucht worden, weil die Pufferwirkung der Nihrlosung durch die
Verdéionung mehr oder weniger stark herabgesetzt wird.®

Als Kulturgefisse wurden ERLENMEYERSCHE Kolben von etwa 250
oder 300 cem Inhalt verwendet. Auf die Eigenschaft der Gliser

1) Die Grundldsang wird beim CGebrauch in der Weise verdiinnt, dass ihre
Konzentration derjenigen bei WEHMER gleich ist.

2) Gewdhnliches destilliertes Wasser wurde in unserem TLaboratorium in einem aus
eginheimischem Normalglas besonders hergestellten Destillationsapparat sorgfiiltig 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
Gefiisse, mit Wattepropfen verschlossen, im Trockenschrank sterilisiert.
‘Die Kolben wurden mit meistens 100 cem der Nihrlosung beschickt
und im KocascHEX Dampftopf eine Stunde lang sterilisiert. Nach
einstiindiger Sterilisation wurden einige Kolben zur Kontrolle ausgewihlt
und tags darawf mit dem Pilz besit, indem drei Tropfen einer
konzentrierten  Aspergillus-Sporensuspension mit einer sterilisierten
Kapillarpipette rasch hinzugefiigt wurden. Die Konidiosporen stammten
von Mycel, das auf festen Agar-Boden mit der oben genannten
synthetischen Losung und Glukose rein geziichtet worden war. Nach
der Aussaat wurden die Kulturen in den Thermostaten gestellt und
die Temperatur auf 25—26°C reguliett. Zur Erntezeit wurde die
Kulturflissigkeit 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
gespiilt und dann in einem Trockenschrank getrocknet. Nach ihrem
Erkalten im Exsikkator wurde das Gewichts bestimmt durch Subtraktion
des Filtrierpapiergewichtes vom Gesamtgewicht. Zur Ernte wurden in
den meisten Fillen je drei oder auch je zwei Kolben aus der gleichen
Kulturserie ausgewdhlt und der Durchschnittswert der Pilzernte fiir

einen Kolben berechnet.
Die H-Ionenkonzentration der Nihrlosung wurde mit Hilfe der

Indikatoren von CLARE oder bei der gefirbten Lisung elektrometrisch
bestimmt und der Einfachheit halber mit dem pH-Wert bezeichnet.

Das Filtrat und auch das Abspilwasser wurden ofters der Oxal-
siure- und Glukose-Analyse oder der Messung der Tifrationsaciditit
unterworfen. Zu diesem Zwecke wurde das Gemisch weiter auf 500
ccm verdinnt und unter Zusatz von -einigen Tropfen Toluol ein paar
Tage aufbewahrt.

Bestimmung der Titrationsaciditit: 50 cem der anf 500 cem
verdiinnten Losung wurden aufgenommen und mit n]10 NaOH und
Phenolphthalein als Indikator titriert. Die Titrationsaciditit der

1) Aus zwei oder drei pH-Werten direkt einen durchschnittlichen pH-Wert zu
berechnen, ist theoretisch nicht angiingig. Falls aber die Differenz wunter den
pH-Werten nicht zu gross ist, bringt eine solche einfache Durchschnittsrechnung keinen
merklichen Fehler hervor. Nur der Bequemlichkeit halber habe ich hier diese Rech-
nungsweise befulgt.
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gesamten Lidsung wurde mit dem zehnfachen fiir die Titration ver-
branchten Volumen von nf10 NaOH bezeichnet.

Oxalsiure-Analyse” : 20 cem des auf 500 cem verdiinnten Filtrats
wurden als Probe in einen ErrLeNMEYERSCREN Kolben gefillt und
Calciumehlorid und dann Kalkmilch zugesetzt, bis die Liosung alkalisch
reagierte.  Der Niederschlag enthielt Caleiumoxalat und Calcium-
phosphat zusammen. Der Kolben wurde stehen gelassen und der
Niederschlag nach Verlauf einer Nacht abfiltriert, sodann mit Wasser
ausgewaschen und mit Salzsiare aufgeldst. Nach Verdiinnung der Lijsung
mit Wasser von 70° auf ca. 200 cem, figte ich 10 cem verdiinnte
Schwefelsiure (1:4) hinzu und titrietre mit n/10 Kaliumpermanganat-
losung unter bestindigem Umrithren. Aus der nétigen Menge der
Permanganatlésung wurde die gesamte Menge von Oxalsiure berechnet
und mit der Zahl der cem n/10 Losung bezeichnet.

Glukose-Analyse: 5 oder 10 ccm des auf 500 cem verdiinnten
Filtrats wurden nochmals auf 20 cem verdiinnt und diese Lésung als
Probe verwendet. Die Glukose wurde nach der BERTRANDSGHEN
Methode volumetrisch bestimmt und die Mengen des Zuckers in den
Proben mit der fur die Titration verbrauchten cem 0.59% gen Kalium-
permanganatlosung vergleichsweise angegeben.

Der pH-Wert der nicht geimpften Kontrollssung wurde vor dem
Versuche bestimmt, wihrend die Oxsalsiure-und Zucker-Analyse sowie
die Messang der Titrationsaciditit in den Kontrollkolben nach dem
Verweilen im Brutschrank am Ende des Versuchs ausgefithrt wuxden.

Wenn das Wachstum der verschiedenen Schimmelpilzkulturen
miteinander verglichen werden soll, so muss besonders auf den Zeit-
punkt der Frnte geachtet werden. Bei einer langen Kulturdauer
wichst der Pilz so lange, bis die C-Quelle erschopft und damit das
Wachstumsmaximum tberschritten ist. Wird der C-Vorrat ganz oder
fast ganz konsumiert, so wird das Pilzgewicht immer geringer, was
durch die Proteolyse des Pilzkorpers verursacht wird, worauf MALFI-
TaANO schon frither aufmerksam gemacht hat und was auch in der
vorliegenden Untersuchung bestitigt worden ist. Brenver (1) hat auf
diesen Umstand bei der Kultir von dspergillus niger besondere Riick-

1) In einigen Fillen wurde die gesamto Menge von 500 ccm Ldsung in zehn
Teile geteilt und zur Tifration gebrancht. Die Titrationsaciditit der gesamten Lésung
wuarde mit der Summe der gebrauchten ccm n/10 NaOH bezeichnet.

2) Diese Methode ist auch baim Zusaiz von K-Citrat cder K-Tartarat als Puffer
verwendbar. Baim Zusatz von K-Tartarst warde sie etwas modifizier .
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sicht genommen und aus zablreichen -Kulturen einer Serie tiglich
Pilzmycel geerntet, um den Wachstumsprozess genauer verfolgen zu
kénnen. Auch NIRITINSEY hat aus dem gleichen Grunde mehrmals
solche Ernten ausgefithrt. HAERNSELER hat sich auch mit der Kultur
von Aspergillus niger beschiftigt und dessen Wachstumsverlauf in seiner
besten Ndhrlosung untersucht. Nach dreitigiger 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 siebentigigen Kultur geniigh, um die Nihrwerte der von
ihm gebrauchten verschiedenen Nihrlésungen zun vergleichen. Es
scheint mir aber unwahrscheinlich, dass das Wachstum in diesen ver-
schiedenen Kulturltsungen immer auf dieselbe Weise wie in seinem
Vorversuche verliuft.

Wenn Kulturresultate, die von verschiedenen Forschern unabhingig
voneinander gwonnen worden sind, miteinander verglichen werden, so
haben die Schlussfolgerungen nur dann einen Wert, wenn die Zeit-
punkte der Ernte besonders bei langer Kulturdauer oder bei einer
spirlichen C-Quelle nicht zu sehr voneinander abweichen.

Um das Wachstums in den verschiedénen Kulturen am klarsten zu
veranschaulichen, habe ich daher in der vorliegenden Untersuchung eine
Reihe von Kolben fiir jede gleiche Kultar beniitzt, und meistens tidglich
oder doch in méglichst kurzen Zwischenrdumen das Pilzmycel geerntet.
Mehrere Kulturen wurden mittels Kurven miteinander ~ verglichen,
oder wenn die Ernte unter Umstinden nicht so oft ausgefiibrt werden
konnte, so wurde der iibriggebliebene 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 natiirlich auch auf den Verlauf
der Aciditdtsinderung gerichtet worden. Viele Autoren, welche bei
ihren Versuchen den pH-Wert der Nihrlgsung mitteilen, sind aber
gewohnt, die Messung des pH-Wertes nur am Anfang und am Ende
des Versuches auszufithren ohne zu beriicksichtigen, wie die Aciditét im
Verlauf der Entwicklung sich verimdert. Die Schwankung der Aciditét
muss daher ohne Zweifel auch hier graphisch klar gezeight werden.V

1) Youne und BENNET haben z. B. bestitigt, dass bei der Kultur von Fusarium
oxysporum die Verinderung des pH-Wertes der Kulturlosung (RicmarpsscHE Losung)
wie folgt siattfindet: 4.2 ——>3.6—>8.4.
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Die Riickkehr zur schwiicheren Aciditit oder das Ubergehen in
die "alkalische Reaktion im spiiteren Kulturstadium wurde in den
vorliegenden Versuchen oft beobachtet. Wenn die ganze Menge des
Zuckers oder des Ammoniaks konsumiert ist, so beginnt die Aciditit
plotzlich abzunehmen, indem, wahrscheinlich infolge der Proteolyse,
alkalisch reagierende Substanzen, z. B. Ammoniak erzeugt wird oder
beziehungsweise infolge des Ammoniakmangeles die disponibel gewordene
Séure nun vom Pilz aufgenommen wird.

Da Aspergillus niger VAN TiEGH. zahlreiche Rassen enthilt und
die physiologische Leistung méglicherweise je nach den Rassen ver-
schieden sein diirfte,”’ so habe ich in der vorliegenden Arbeit nur einen
einzigen Stamm als Versuchspflanze verwendet, der im FLaboratorium
fiir Angewandte-Mykologie der hiesigen Universitit seit langem unter
der Bezeichnung Nr. 99 rein kultiviert wird. Hier mochte ich Herrn
Professor Havzawa, dem Direktor des genannten Liaboratoriums fiir die
Uberlassung des Pilzmaterials meinen wirmsten Dank aussprechen.

Rultur in der Grundlosung.

Da der Kulturversuch mit der glukosehaltigen Grundldosung die
Norm fiir andere Versuche mit etwas modifizierfen Kulturlésungen
abgibt, so ist der Verlauf des téglichen Wachstumsprozesses und der
téglichen Verdnderung der Aciditit zunéichst durch diesen Versuch
eingehend untersucht worden. Folgende Kulturlosung wurde beniitzt :

Grundlosung 25 cem
Glukoselssung (m/[2) 50 cem
Umdest. Wasser 25 cem

Versver L

pH nach einstiindiger Sterilisation : 4.43.
ErRLENMEYERSCHE Kolben von 300 com Inhalt.

Tabelle T.

Kulturdauer Pilzgewicht 3
Kultur Pago ggw pH Oxalstiure Glukose
1 2 0.020 3.6 0 +
2 ' 0.018 3.5 0 +
3 . 0.007 3.4 0 +
2 0.015 35 0 +

1) Vergl: BRENNER (1) (8.571-572).
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Kultur Kultﬁfg:uer Pilzg:;wi"ht pH Ozxalsiiare Glukose
4 3 0.283 235 0 +
5 " 0.262 232 0 +
6 » 0.175 2.56 0 +

3 0.240 241 0 +

7 4 0.700 2.0 0 +
» 0.742 1.9 0 +

9 ” 0.614 21 0 +
4 0.685 20 0 +

10 5 1.124 1.8 0 +
11 » 1.033 18 0 +
12 " 1.087 18 0 +
5 T 1.081 1.8 0 +

13 7 1.486 17 0 +
14 ” 1142 19 o +
15 » 1.023 18 0 +
7 1.217 1.8 0 +

16 8 1.392 17 0 +
17 ” 1.269 17 0 +
18 » 1.121 18 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 klax hervor, dass das Wachstum sowie
die Verinderung des pH-Wertes die antokatalysedhnliche |-formige Kurve
zeigt. Im fritheren Stadium der Kultur ist die Wachstumsgeschwindig-
keit sehr gering, am vierten Tag erreicht sie das Maximum, vom
finften Tag an beginnt sie langs am abzunehmen, indem sich das
Pilzgewicht tiglich nur wenig vermehrt. Die Verminderungszeschwindig-
keit des pH-Wertes erreicht das Maximum am zweiten Tag, vom
dritten Tag an wird sie wieder langsamer, und vom fiinften bis zum
neunten Tag ersieht man keine merkliche Verinderung, es wird nimlich
jederzeit der pH-Wert 1.8 oder 1.7 gefunden. Es ist noch zu bemerken,
dass die Maxima der Wachstumsgeschwindigkeit und der Veréinderung
des pH-Wertes nicht vollstéindig miteinander iibereinstimmen, indem das
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letztere etwas frilher kommt als das erstere. Beim Vergleich dieser
zwei Kurven kann man sagen, dass der optimale pH-Wert der Grund-
losung fir das fortgeschrittene Wachstum des Mycels von Aspergillus
niger etwa 2.0 betrigt. Wenn die Aciditit nur etwas hoher wird, so
wirkt sie hemmend auf das Wachstum.

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

Oxalsdure ist in dieser Kultur von dspergillus niger nie erzeugt
worden, was bemerkenswert ist; denn in einer fast gleichen Kulturls-
sung hat WeEnMER Oxalsiurebildung nachweisen konnen. Man konnte
geneigt sein, die Ursache dieses Unterschieds so zu erkliren, dass die
Kultur im obigen Versuche nur neun Tage dauerte, wihrend sie im
Falle von WEHMER viel linger fortgesetzt wurde. Dass dies trotzdem
nicht der Fall ist, kann man ohne weiteres daraus ersehen, dass auch
bei einer anderen zwei oder drei Wochen dauernden Kultur von mir
keine Oxalséiurebildung nachgewiesen werden konnte. Auch bei anderen
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Rassen” von Aspergillus niger mit gleicher N&hrlosung ist keine Spur
von Oxalsiiure konstatiert worden. BUTKEWITSCH hat das Fehlen der
Orxalsiurebildung bei diesem Pilz bestitigt, wenn Ammoniumnitrat als
N-Quelle angewendet wird.

Die Steigung der Aciditit bis pH 1.7 ohne Bildung organischer
Séure? ist daher darauf zuriickzufiihren, dass freie Salpetersiure bei
der Aufnahme des Ammoniaks durch den Pilz aus Ammoniumnitrat
disponibel wird, was schon friher von WEHMER und besonders von
NIKITINSKY eingehend untersucht worden ist.

Wihrend die Entwicklung des Pilzes durch die H-Ionenkonzen-
tration des Kulturmediums stark beeinflusst wird, muss darauf geachtet
werden, dass umgekehrt jene auch diese fortwihrend verindert. Diese
Wechselbeziehung ist, wenigstens oberflichlich, der Autokatalyse dhn-
lich. Heute wird das Wachstum des Organismus von einigen Autoren
als eine Art Autokatalyse aufgefasst® Obwohl es in meinem Falle
natiirlich noch zu frith 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 Verinderung des pH-Wertes auffal-
lend derjenigen der Autokatalyse entspricht. NIRKITINSKY hat bei der
Kultur von Aspergillus niger bemerkt, dass das Wachstum durch Stoff-
wechselprodukte manchmal stimuliert wird. Er konnte aber weder
qualitativ noch quantitativ etwas tiber diese Reizstoffe erfahren und
sagt: ,,Ob diese Erscheinung iiberhaupt als eine katalytische oder
vielleicht als eine ,, physiologische Gegenreaktion” betrachtet werden
muss, miissen wir- sogar dahingestellt sein lassen und uns zufrieden
geben, die erwihnte oberflichliche Aehnlichkeit mit den autokatalyti-
schen Erscheinungen zu konstatieren.” (S. 58).

Kultur in der pufferhaltigen Grundlosung.

Wie schon erwihnt, verstehe ich hier unter Pufferwirkung einer
Losung ihr Widerstandsvermogen gegen das Ansteigen der H-Ionen-
konzentration.

Es steht natirlich ausser Zweifel, dass die Grundldsung einiger-
massen ein Puffervermdgen besitzt.¥ Wenn aber ein spezifischer Puffer

1) Nr. 55 und 96 vom Laboratorium fiir Angewandte Mykologie der hiesigen Univer-
sitit. ' i
2) Citronensiiure wurde, soweit ich die Sache beilinfig untersucht habe, gar nicht
nachgewiesen.
3) Cmopar (zit. nach THOoMPEON, Growth and Form) Wo. OstwaLDp, ROBERTSON 1. a.
4) KARRER and WEBB.
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zur Grundlésung hinzugefiigt wird, so werden das Wachstum, die
Acidititsinderung, die Siurebildung usw. mehr oder weniger veridn-
dert. Um diese Verhiltnisse klar zu machen, sind eine Reihe von
Versuchen mit folgenden Puffersalzen” angestellt worden :

Kaliumoxalat

Kaliumcitrat

Kaliumtartarat

Dikaliumphosphat
Diese Salze besitzen ohne weiteres die Pufferwirkung gegen ihre ent-
sprechende Siure, doch ist es nicht ausgeschlossen, dass sie mehr oder
weniger stark auch als Puffer gegen andere Siuren wirksam sind. Ich
habe dies in vitro durch Titration mit verdinnter Salpeter-oder Salz-
siure bestitigb. Fs ist daher zu vermuten, dass das Vorhandensein
dieser Salze die Erhohung der H-Ionenkonzentration hemmen kann, die
durch die Dissoziation der vom Pilze erzeugten Oxalsiure oder durch
andere Ursachen hervorgerufen wird.

VEarsvcH IT.
Spezifische Grundlosung :
Ammoniumnitrat 05 g
Monokaliumphosphat 05 g
Magnesinmsulfat 025 g
Eisenchlorid (22%) ein Tropfen
Umdest. Wasser 100 com
Kulturlosungen : (1) (2) (3)
Spez, Grundlésung 25%) 25 25
Glukoselbsung (m/2) 50 50 50
K-Oxalat (normal) 25
K-Ozalat (n/4) 25
Umdest. Wasser 25
Sumime (cem) 100 100 100
pH nach einstiindiger Sterilisation :
(1)  4.00
2 5.32
(3) 5.61

ERLENMEYERSCHE Kolben von 250 cem, Inhalt,
Titrationsaciditit in der Kontrolle:
Die fiir die Titration verbrauchte
Menge von 1n/10 NaOH

¢ }] 10 com
(2) 29 com
3) 29 cem.

1) Diese Chemikalien sind ,, garantiort reine” oder ,, extra reine” Reagentien von
MeRr. Mit Phenolrot reagieren sie alle fast neutral oder alkalisch (Phosphat).
2) In com ausgedriickt. Ebenso in den folgenden Tabellen.
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Ozxalsiiure-Analyse in der Kontrolle:

n/10 Lisung
a o
(2) 62.5 cocm
(3) 250.0 cem
Glukkoge-Analyse in der Kontrolle (10 cem als Probe genommen) :
Die fiir die Titration verbrauchte
Menge von 0.5% KMnO,

(1) 16.6 com

(2) 16.5 com

3) 16.6 ccm

Tabelle II.
i 3 _ Oxalsiure

Kult Kulturdnuer | Pilzgewicht JH P:f;:;c:f;s com n/10 Lés. Glukose
utGer ) % b

Tage g cem /10 NaOH gesamt | orzeugt [c0mO5KMnO,
1—1 7 0.314 191
13 » 0431 | 202
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
31 7 1.202 4.95
3--2 v 1.414 4.33
3 7 1.308 4.29
1-—-1' 7 0.311 16.5 0 0 12.3
1--2 » - 0.256 162 0 0 13.9
1 7 0284 | 16.3 0 0 13.1
21’ 7 0.790 332 625 0 9.5
2--2' » 0.739 31.4 625 0 10.1
2 7 0.764 . 323 625 0 9.8
3—1' 7 1.384 28.3 250.0 0 3.9
3-2' » 1.665 43.1 250.0 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 0617 1.91
2--3 14 1.384 3.48
2—4 » 1315 |3.38
2 14 1.350 343
3-3 14 1.379 5.30
3—4 » 1455 (541
3 14 1417 |536
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Kutay | K0ibundouer | Pilzgowicht | Titmtions: ccg’“;}fl%“ﬁés_ Glukose
Tage g com™/10NaOH goswmt | erzengh cem 5.09¢ KMnO4

1-3/ 14 0.709 141 0 0 6.5
- |, 0.785 137 0 0 6.1
1 14 0.747 139 0 0 6.3
23 | 14 1.52 75.0 575 | —5,0 1.0
24" . 1.33¢ 69.5 575 | —5.0 08
2 14 1.253 72.3 5.5 | —5.0 0.9
3-8 14 1.310 9.8 2500 | o | 0
34/ » 1.417 5.6 2500 | 0 0
3 14 1.364 1.7 250.0 0 0
15 a1 1147 | 259

1-8 " 1080 | 247

1 21 1.114 253

2.5 21 1339 | 401

2-6 . 1.360 | 479

2 21 1.350 4,40

35 at 1069 | 7.40

3-6 " 1009 | 622

3 21 1,039 6.81

1-5' 21 1190 9.4 0 0 14
1-6 ., 1.084 8.2 0 0 18
1 21 1.137 8.8 0 0 1.6
2.5/ 21 1.207 49 588 | —38 0
2.6/ . 1.215 13.7 €3 | —23 0
2 21 1.256 9.3 5.5 | —30 0
3-5' a1 1191 3.0 251.5 15 0
36" " 1.057 3.0 9596 9.6 0
3 21 1.089 3.0 255.5 5.5 0

(siehe Fig IL and III)

Verfolgt man den Prozess des Wachstums, so ist es ersichtlich,
dass in der ersten Woche der Pilz bei Zusatz von Kaliumoxalat besser
wichst als ohne Zusatz, und zwar um so besser je grosser die
uugesetzte Menge ist. In der zweiten Woche ist ‘das Verhiltnis fast
gleich. Die dritte Woche ergibt fiir die Kultur 1 noch eine Vermeh-
rung des Pilzgewichtes; in der Kultur 2 ist eine solche Vermehrung
nicht mehr nachweisbar, da im Gegenteil schon die Neigung zur Ver-
minderung erkennbar ist. Eine merkliche Abnahme des Pilzgewichtes
wird in der Kultur 3 beobachtet. Diese Abnahme im spiteren Stadium
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Fig. 1.
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ist begreiflicherweise eine Folge des Zuckermangels und der dadurch
hervorgerufenen Proteolyse des Pilzkdrpers. Dies kann man durch die
" Bestimmung der zuriickgebliebenen Zuckermenge klar verstehen. Im
Falle, wo die Pilzernte vermindert ist gegentiiber frither, ist stets zu
erkennen, dass der Zuckerbedarf des Pilzes nicht gedeckt ist. Da
moglicherweise auch. Ammoniak oder dessen Derivate produziert werden,
so findet ausnahmslos eine gleichzeitige Krniedrigung der Titrations-
aciditit statt.

Die Kulturlésung in der Kultur 2 erreichte am vierzehnten Tag
eine so hohe Titrationsaciditit, dass 72 ccm n/10 NaOH fir die Ti-
tration verbraucht wurden. In der Kultur 8, wo sowohl stirkeres
Puffervermdgen als auch grosseres Pilzgewicht zu erwarten waren,
zeigten jedoch im ganzen Verlauf der Entwicklung die Filtrate keine
solch hohe Titrationsaciditit. s scheint mir aber die Annahme
berechtigt, dass in Wirklichkeit schon in der zweiten Woche das
Maximum der Titrationsaciditit 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-
gefilhrt worden sein muss. Mit steigender Menge des Puffers verstarkt
sich das Puffervermégen. Es erfolgt also in der Kulturlésung eine
langsame Erhohung der H-Ionenkonzentration.

Werden nur diese Resultate in Betracht gezogen, so scheint es, als
ob keine Oxalsiurebildung stattgefunden hitte. Doch darf man in
fritheren Stadien auch bei diesem Versuche die Oxalsiurebildung ver-
muten, weil die folgenden Versuche zeigen, dass Oxalsiure einmal im
fritheren Stadium produziert und dann nachher wieder vom Pilz verar-
beitet wird, wenn starker oder totaler Zuckermangel anftritt.D

Zusammenfassend lassen sich aus diesem Versuche die folgenden
Resultate gewinnen :

Wenn Kaliumoxalat in bestimmten Mengen der Kulturlésung als
Puffer zugesetzt wird, so wirkt dieses Neutralsalz hemmend auf den
Anstieg der H-Ionenkonzentration. Das Wachstum des Pilzes verlduft
dabei schnell und erreicht bald das Maximum. Die Menge des zuge-
setzten Ozxalats wird durch das Gedeihen des Pilzes nicht merklich
verandert.

1) Vergl: Versuch VIL
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VersvucH HI.
Kulturlésungen : (1) (2)
Grundlésung 25 25
Glukoselésung (molar) 50 50
K-Oxalat (normal) 25
Umdest. Wassger 25
Summe (cem) 100 100
PH nach einstiindiger Sterilisation :
o)) 353
(3) 5.10
ErLENMEYERSCHE Kolben von 250 com Inhalt.
Titrationsaciditit in der Kontrolle:
Die fiir die Titration verbrauchte
Menge von nf10 NaOH
(1) 40.5 com
(3) 40.5 com
Oxalsiture-Analyse in der Kontrolle:
/10 Losung
(1) 0
(3) 250
Glukose-Analyse in der Kontrolle (6 ccm als Probe geriommen)
Die fiir die Titration verbrauchte
Menge von 0.5% KMnO,
1) 16.9 com.
3) 16.9 ccm
Tabelle III.
Rultur Kulturdaver | Pilzgewichs pH T:;g.lt:g?s' ¢ cxgle/ibé)ml?é . Glukose
Tage g cem™10NaOH ‘geTmt-m cam0.56 9 KMnO,
1-1 5 0.367 25
1-2 ,, 0.337 2.5
1 5 0.353 25
3-1 5 1.461 3.6
3-2 N 1.112 3.7
3 5 1.287 37
-1 5 0.507 53 0 0 15.2
-1-2' - 0.441 52 0 0 15.5
1 5 0.474 53 0 0 154
3-1' 5 1.649 101 2475 —2.5 115
3-2' . 1.112 105 250.0 0 12.3
3 5 1.381 103 2488 | —1.25 119
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8L

Kt | ettuzdanor | Pilzgowioht | Titrations- cen?f*,:}i%“’ﬁﬁs, cfﬁlul({fg%
Tage g cem?/10NaOH| gesamt | erzeugt EMnO,

1-2 10 0.708 1.99

1-3 » 0.917 1.87

i 10 0813 193

3-2 10 3.750 2.53

3-3 » 3.675 2,53

3 10 3.713 253

1-2 10 1.056 70 0 0 12.0
1-8' . 1.243 82 0 0 12.7
1 10 1.130 76 0 0 124
3-2' 10 3.801 119 1825 | —675 18
3-8 » 3.461 157 1875 | —625 3.4
3 10 3.631 138 185.0 | —65.0 26
1-4 15 1.475 1.65

1-5 »» 1.672 1.65

1 15 1.574 1.65

3-4 15 3.763 2.86

3-5 » 3.490 3.96

3 15 3.6271 3.14

1-4' 15 1412 89 0 0 9.5
1-5' . 1.605 106 0 0 9.5
1 15 1.509 102 0 o 95
3-4' 15 3.485 63 1775 | —725 0
3-5' » 3.429 63 1925 | —57.5 0
3 15 3.457 66 185.0 | —65.0 0
1-6 24 1.430 1.76

1-7 » 2.203 1.49

1 24 1817 | 1.63

3-6 24 3.041 4.79

3-7 ' 3.160 4.07

3 24 3.101 4,43

1-6' 24 1.821 134 0 0 6.3
17" N 1.875 124 0 0 6.9
1 24 1648 129 0 0 66
3-6’ 24 3.201 46 1825 | —67.5 0
3-7 s 3.202 52 177.5 —725 0
3 24 3.202 49 180.0 | —70.0 0

(Siehe Fig. IV und V)
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Aus dem Versuchsresultat kann man im grossen und ganzen
denselben Schluss viehen, wie beim Versuch II. Da aber die Konzen-
tration der Kulturlosung, besonders die Zuckermenge, doppelt so gross
ist wie beim Versuch IT und unter Umstinden auch Oxalat vom Pilz
assimiliert werden kann,” so erfolgt die Verminderung der Pilzernte
sowie der Titrationsaciditit infolge der Proteolyse des Pilzkorpers viel
langsamer als beim Versuch TI.

Versuca IV.

Kulturlésungen : @ @ ® @4 B ® @
Grundlésung 25 25 25 25 25 25 25
Glukoseldsung (m/2) 50 50 50 50 50 50 50
K-Ozalat (n/4) 25
K-Oxalat (normal) 25
K-Tartarat (n/4) 25
K-Tartarat (normal) 25
K-Citrat (n/4) 25
K-Citrat (normat) 25
Umdest. Wasgser 25

Summe (cem) 100 100 100 100 100 100 100
PH nach einstiindiger Sterilisation :

(1) 4.31

(2) 4.60

3) 5.10

(4) 4.82

5) 5.34

(6) 5.36

n 5.68 _
ErreNmuyerscHE Kolben von 250 cem Inhalt.
Titrationsaciditit in der Kontrolle:

Die fiir die Titration verbrauchte Menge von n/10 N:OH

(1) 40.5 com
(2) 40.5 cem
(3) 40.5 com
) 40.5 com
5) 40.5 com
(6) 40.5 com
(7) 40.5 cem
Oxalsiiure-Analyse in der Kontrolle:
n/10 Lbsung

1) 0
(2) 62.5 com
3) 246.0 com
(4) 0

- (5) 0

1) Im Versuch IT wird das Oxalat durch den Pilz nicht merklich verarbeitet.
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(6) 0
(7) 0
Glukese-Analyse in der Kontirolle (10 cem als Probe genommen):
Die fir die Titration verbrauchte Menge von 0.5% KMnOq
(1) 16.4 com
(2) 16.4 com
(3) 16.6 cecm
(4) 16.2 com
(5) 16.5 com
(6) 16.4 com
(7) 18.1 com
Tabelle IV.
. . . : Oxalstiiure
Kulturdauer | Pilzgewicht Titrations- ' Glukose
Kalur| . PH | aciditat | 0™ ®/10 Lds. 05O KO
age 8 comn/1pNaOH gesamt | erzeugt com05%5K ¢
1—1 7 0.900 1.81
1-—-2 . 1.019 1.88
1 7 0.960 1.85
9.1 7 1.860 2.06
2—2 . 1.638 2.25
2 7 1.749 2,16
3—1 7 1.950 3.56
39 . 1841 3.36
3 7 1.896 3.36
41 7 1.588 258
49 . 1.362 2.58
4 7 1.475 2,58
51 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 . 1.85¢4 2.49
6 7 1.972 241
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 ¢ 0 105
1—4 s 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 75.0 550 | —7.5 3.2
2 7 1.789 753 5%.5 | —60 35
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. . itrations- Ozxalsiiare
Kultar | Kulturdauer| Pilzgewicht pH T;:::hlgﬁs cem n/10 Los. Glukose
Tage g cemn/10NaOH| gesamt | erzeugt cem0.59% KMnO4
3-—3 7 2.055 92.0 240.0 —0.6 0.4
34, s 1.955 96.0 247.5 1.5 0.4
3 7 2,005 94.0 2438 | —23 04
4—3 7 1.630 103.0 0 0 4.4
4—4 »”» 1.349 102.0 0 0 6.2
4 7 1.490 1025 0 0 53
58 7 2.521 46.0 160.0 160.0 0
5—4 s 2.273 60.0 195.0 195.0 0
5 7 2.397 53.0 1780 | 1780 -0
6—3 7 . 2.083 54.0 0 0 0.4
6—4 ” 2.131 51.0 0 0 0.4
6 7 2110 525 0 0 04
7—3 7 2.095 26.0 130.6 130.6 0
T—4 s 2.143 24.0 132.5 1325 0
7 7 <2119 250 131.6 1316 0
VErsucH V.
Kulturlésungen : 1) (3) (5) 7
Grundlésung 25 25 25 25
! Glukoselésung (m/2) 50 50 50 50
K-Ozalat (normal) 25 :
K-Tartarat (normal) 25
K-Citrat (normal) 25
Umdest. Wasser 25
Summe (com) 100 100 100 100
pH nach einstiindiger Sterilisation : '
(1) 4.34
3) 5.11
(5) 5.21
(7) 5.82

FRLENMEYERSCHE Kolben von 250 cem Inhalt.

Titrationsaciditit in der Kontrolle:
Die fiir die Titration verbrauchte
Menge von n/10 NaOH

(1) 40.5 com
(3) 40.5 com
(5) 40.5 cem
_ 1) 40.5 com
QOxzalsiiure-Analyse in der Kontrolle :
n/10. Losung
(1) 0

(3) 246 ‘com
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(5) 0
(7 0 )
Glukose-Analyse in der Kontrolle (10 com als Probe genommen):
Die fiir die Titration verbrauchte
Menge von 0.5 95 EMnO:+
(1, 16.4 cem .
(3) 16.6 com
5) 16.5 cem
(7) 16.4 com
Tablle V.
; : Oxalsiure
. . Titrat: -
Kualtar Kulturdauer | Pilzgewicht pH :wri?ﬁl;‘).?ﬁs cem n/10 Los. Glukose
Tage g comn/10NaOH gesamt | erzeugt cem0.5 9% KMnOy
1—1 5 0.095 3.71
1—2 s 0.235 3.56
1 5 0.165 3.64
3—1 b 1.220 3.84
3-—-2 » 1.375 3.78
3 5 1.298 381
5—-1 5 1.5657 4.19
5—2 » 1.595 419
5—3 s 1.797 4.17
5 5 1.650 4,18
7—1 5 1.560 4.97
7—2 »” 1.495 4.73
7--3 » 1.769 4.97
7 5 1.608 4,89
1—3 b 0.153 1 0 0 16.5
1—4 o 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 2450 | —1.0 6.9
3—4 » 1.570 20 2425 —3.5 7.0
3—5 " 1.641 1C0 2475 15 5.9
3 5 1.587 95 2450 | —1.0 6.6
5—4 5 1.740 64 52.5 52.5 6.8
55 » 1.541 65 50.0 50.0 7.5
5—6 v 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
-5 » 1.682 85 47.0 47.0 5.2
7—6 . 1.562 90 475 47.5 6.1
7 5 1.706 92 415 415 50
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Versuen VI

Kaulturlésungen : (1) (3) (5) ()
Grundlésung 25 25 25 25
Glukoselosung (m/2) 50 50 50 50
K-Oxalat (normal) 25
K-Tartarat (normal) 25
K-Citrat (normal) 25
Umdest. Wasser 25
Summe (com) 100 100 100 100

pH nach einstiindiger Sterilisation) :

1 355
3) 5.09
(5) 5.16
) 5.78

ErLENMEYERSCHE Kolben von 250 ccm Inhalt,
Titrationsaciditit in der Kontrolle :

Die fiir die Titration verbrauchte
Menge von nf10 NaOH

(1) 40.5 com,
(3) 40.5 com
(5) 405 ccm
(7) 405 com

Oxalsiiure-Analyse in der Konirolle:

1n/10 Losung
(1) 0
(3) 250 com,
{5) 0
N 0

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

Die fiir die Titration verbrauchte
Menge von 0.595 KMnO,

(1) 16.5 com
(3) 16.1 com
(5) 16.3 com
(7) 16.1 com

1) Aus unbekanntem Grunde sind die anfinglichen Werte der H-Ionenkonzenira-
tion eiwas hoher als bei den vorhergegangenen Veruchen. :
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Tabelle VI.

Rultne | Fulturdsuer | Pilzgewioht | Titmations- cch*;,l?i‘g s, Glukose
Tage g com®/10NaOH gesamt | erzeugt 0em0.5 % KMnO;

1—1 6 0.569 2.07

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

52 " 1.203 4.26

5 6 1431 | 411

7—1 6 1.931 4.56

72 . 1.960 4.65

7 6 1.946 4,61 ‘
1-3 61/6 0.572 50 0 0 146
1—4 . 0.479 51 0 o 14.1
1 61/6 0.526 51 0 0 14.4
3—3 61/6 1.476 110 2775 275 6.0
3—4 " 1.373 150 262.5 125 6.7
3 61/6 1425 130 270.0 20,0 6.4
5—3 61/6 1.681 101 775 7.5 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
T4 » 2135 124 65.0 65.0 3.1
7 61/6 2.174 112 588 | 588 2.8

Im allgemeinen lisst sich beziiglich der obigen Versuchsresultate
sagen, dass Kaliumtartarat und Kaliumecitrat den Nihrlosungen eine
stirkere Pufferwirkung liefern als Kaliumoxalat. Natirlich kann man
sich -der finalen H-Ionenkonzentration nicht als Masstab fir das
Wachstum bedienen, weil einerseits in der Losung mit stirkerem
Puffer der Pilz ginstig gedeihen kann, anderseits beim starken Wachs-
tum die Aciditit sehr schnell die optimale Wachstumszone iiberschrei-
tet. Gestiitzt auf die obigen Versuchsserien, wo der Unterschied der
finalen H-Tonenkonzentrationen je nach den als Puffer gebrauchten
organischen Salzen ziemlich gross ist, darf man wohl schliessen, dass
die dem Puffer zu verdankende Stabilitit der Aciditit auf das Wachs-
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tum viel glinstiger wirkt." _

Die Oxalsiurebildung bei Zusatz von Kaliumoxalat als Puffer wird
bestitigt, wenn man mit der Ernte den richtigen Zeitpunkt trifft. In
den Versuchen IV und V bemerkt man bei der Schlussernte eher eine
Verminderung der urspriinglich zugesetzten Oxalatmenge, wihrend im
Versuche VI am sechsten Tag eine Neubildung von Oxalsiure sicher
nachgewiesen worden ist. HEs wire demnach nicht ausgeschlossen, dass
der Pilz auch in den Versuchen IV und V in einem friheren Stadium
Oxalsiaure produziert hat. Bei der Anwendung von Kaliumtartarat
oder Kaliumecitrat von normaler Konzentration als Puffer wird eine
lebhafte Oxalsiurebildung deutlich konstatiert. In diesen Fillen ist es
aber auch moglich, 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 bel verhilt-
nismissig lang dauernder Kultur untersucht worden, wobel das Pilz-
mycel ein-bis dreimal geerntet wurde. Um nun den Wachstumsverlauf
die Acidititsverinderung, die Oxalsiurebildung usw. unter Pufferzusatz
bei kurzer Kultur und zwar eingehender verfolgen zu kénnen, habe.ich
folgende Versuche angestellt, wobei ich als Puffer folgende Salzlosun-
gen beniitzt habe :

Dikaliumphosphat (normal)

Dikaliumphosphat (normal)

plus ¢ in gleichen Mengen gemischt.
Monockaliumphosphat (normal)

Kaliumozalat (normal)

VErsvcH VIIL

Kulturlésungen : (1) (2) (3)
Grundlosung 25 25 25
Glukoseldsung (m/2) 50 50 50
K2HPO4 (normal) 25
KzHPO; (normal) } 25
KH3PO4 (normal)

K-Ozxalat (normal) 25
Summe (cem) 100 100 100

1) Bei der Kultur 7 Versuch IV betrigt der anfingliche pH-Wert 5.18 und nach
einer Woche 6.43. Die H-Ionenkonzentration scheint aber nicht gleichmiissig abgenom-
men zu haben, vermutlich ist zuerst eine Zunahme der Aciditit und dann erst die
.stetige Zunahme des pH-Wertes vorgekommen,
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PH nach einstiindiger Sterilisation :

(1) 6.40 (wenige unlisliche Kristalle)
(2) 5.98 (wenige unldsliche Kristalle)
(3) 5.20

ErLENMEvERSCHE Kolben von 300 cem Inhalt.
Ozxalsiiure-Analyse in der Kontrolle:
n/10 Lisung

(1) 0
(2) 0
(3) 250 com

Glukose-Analyse in der Kontrolle (5 com als Probe genommen):
Die fiur die Titration verbrauchte
Menge von 0.5% KMnO4

1) 8.7 com
(2) 8.7 com
(3) 87 com

In diesem Versuche wurde der pH-Wert einer kleinen Menge des Filirats
elektrometrisch oder kolorimetrisch bestimmt. Die gebrauchte Fliissigkeit wurde
wieder samt dem iibrigen Teil auf 500 ccm verdiinut, und diese verdiinnte
Losung wurde weiter zur Analyse von Oxalstiure und Glukose verwendet.

Tabelle VII.
. X Oxalsiiure
Kultar Kulturdauer | Pilzgewicht pH cem n/10 Tos. Glukose
Tage g gesamt orzough cem0.5% KMnOq4
1—1 2 ? 6.07 0 0 -+
S 12 " 0.083 6.24 0 0 +
1—3 . 0.090 9.14 0 0 +
1 2 0.087 6.15 0 0 +
21 2 0.089 5.74 0 0 +
22 ' 0.117 5.88 0 0 +
2—3 ' 0.091 5.83 0 0 +
2 2 0.039 582 0 0 +
3—1 2 0.193 5.1 0 0 +
39 " 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 75 6.6
1-5 » 0254 5.54 7.5 7.5 7.0
1—6 » 0.268 5.44 7.5 7.5 6.4
1 3 0.263 546 75 15 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 5.23 12,5 12.5 74
2 3 0.235 5.05 16.7 16.7 14
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Ozxalsiiure
Kaltar Kulturdauer | Pilzgewicht pH ¢em n/10 Los. Glukose
Tage g gesamb erzengt com0.59% KMnOs

3—4 3 0.403 4.6 ? ¥ ?
3—5 " 0.387 4.5 247.0 —3.0 7.0

— . 0.356 4.5 249.0 —1.0 7.5
3 3 0.382 4.5 28,0 —20 13
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 53
1 4 0.559 3.39 70.0 70.0 55
2—7 4 0.546 3.01 57.56 57.5 5.8
2—8 ' 0.601 3.38 27.5 275 6.4
29 . 0.575 3.08 75.0 75.0 5.7
2 4 0.574 3.16 53.3 53.3 6.0
37 4 1.174 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 38 261.0 ns 4.4
1—10 b 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 2.89 113 11.3 54
2—10 5 1.043 2.60 76.0 75.0 4.3
2—11 » 0.738 2.7¢ 75.0 75.0 5.3
2 5 0.891 2,67 75.0 750 4.3
3—10 51 1.839 3.27 287.5 37.5 2.5
311 , 1.832 3.38 287.5 37.5 2.7
3 5 1.836 333 275 315 26
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 1.466 250 1125 1125 2.1
2—12 6 1.415 2.31 725 72.5 2.8
2—13 » 1.500 2.20 92.5 92.5 24
2 6 1.458 226 825 825 26
3—12 6 1.920 3.25 275.0 25.0 09
3—13 » 2.045 3.25 267.0 176 0.9
3 6 1.983 325 2113 21.3 09
1—14 7 2.083 2,11 100.0 100.0 0.8
1—15 . 1.964 211 87.5 87.5 0.8
1 7 2024 211 93.8 93.8 08
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. . Oxalsidure
Kultur Kulturdauer | Pilzgewicht PH com n/10 Lés. Glukose
Tage g gosamt orzeugt cem0.59%KMnO;
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 1.738 1.97 65.0 65.0 0.6
3—14 7 1.927 3.27 270.0 | 200 0.6
3—-15 . 1.955 3.27 267.5 175 0.7
3 7 1.941 3.27 268.8 18.8 0.7
(Sieche Fig. VI und VII)
Fig. VI
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Dass die Kulturlésungen im obigen Versuche stirkere Pufferwir-
kung besitzen als im Versuch I, ist ohne weiteres klar, wenn man die
Kurven der Acidititsverinderung in beiden Fillen miteinander ver-
gleicht. Es gibt nimlich einen Unterschied im anfinglichen pH-Wert
zwischen den beiden Phosphat-Kulturlésungen, je nachdem KoaHPO4 oder
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Fig. VII.
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KoHPOs plus KH2POs zugesetzt wird. Vom dritten Tag an vermin-
dert sich der pH-Wert der beiden Losungen fast mit gleicher
Geschwindigkeit, :was die beiden Kurven, die in paralleler Weise
fortschreiten, zeigen. Von besonderem Interesse ist, dass, trotzdem der
anfingliche pH-Wert der Kultur 3 weniger betrigt als derjenige der
Kulturen 1 und 2, nach dem Verlauf der viertigigen Kultur ein
umgekehrtes Verhiltnis zu bemerken ist. Nur gestittzt auf den
Vergleich solcher Kurven darf man aber nicht sogleich entscheiden, ob
Phosphat oder Oxalat die stirkere Pufferwirkung besitze.

Betrachtet man diese Kurven, so scheint es, als ob das Ansteigen
der Aciditit durch Zusatz von Phosphat schneller fortschritte als bei
Zusatz von Ozxalat. Da aber das Phosphat bei niedriger Aciditit im
unléslichen Zustand bleibt, kann es die Pufferwirkung nicht in voller
Kraft zeigen. Mit der Erhohung der H-Ionenkonzentration geht
gleichzeitig das phosphorsaure Salz allmdhlich in den léslichen Zustand
iber, wodurch das Puffervermdgen der Lidsung verstirkt wird. Diese
Umstande lehren umns, dass die pH-Kurve in diesem Falle nicht nur
aus der Pufferwirkung, sondern auch aus dem Zusammenhang zwischen
der Pufferwitkung und der Dissoziation der disponibel werdenden
Sduren oder zwischen jener und der Oxalsiurebildung sich . ergibt.
Durch Zusatz von Phosphat sollte deshalb in Wirklichkeit die Puffer-
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wirkung stirker sein als bei Zusatz von Oxalat.

Die grosste Wachstumsgeschwindigkeit ist in der Kultur 3 (Zusatz
von K-Oxalat) wahrzunehmen; in den Kulturen 1 und 2 wichst 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 gestiitzt auf eine einmalige Ernte ohne den Verlauf des Wachstums-
prozesses in Betracht zu ziehen, ein ganz anderes und zwar weniger
wertvolles Resultat ergeben hitte. Die Oxalsinrebildung lisst sich in
den Kulturen 1 und 2 nachweisen, aber vom sechsten Tag an beginnt
die neu gebildete Oxalsiure durch den Pilz wieder verarbeitet zu
werden und an Menge abzunehmen. In der Kultur 3 beginnt die
Oxalsiurebildung am vierten Tag und am finften erreicht ihre Menge
das Maximum, nimmt aber bald darauf wieder ab.?

Die Abnahme der Zuckermenge verlduft fast parallel zur Wachstums-
geschwindigkeit. Wenn aber totaler oder teilweiser Zuckermangel in
der Kulturlésung einfritt, so zersetzt der Pilz die erzeugte Oxalsiure,
um diese als C-Quelle zu beniifzen.

Wie schon in der inleitung erwihnt worden ist, ist es theoretisch
richtiger, bei der Pilzkultur eher das Puffervermogen der Liosung in
Betracht zu ziehen als den anfinglichen pH-Wert. Um die grossere
Wichtigkeit des Puffervermodgens zu beweisen, habe ich einen weitern
Versuch angestellt.

Versvcu VIIL

Kulturlésungen : 1) (2)
Grundlésung 25 25
Glukoseldsung (m/2) 50 50
NaOH (n/10) 10
NazHPO4, 12H:O (in g) (6)
H3PO4 (molar) 10
Umdest. Wasser 15 15
Summe (cem) 100 100
PpH nach einstiindiger Sterilisation :

(1) 5.92
() 5.64

1) Vergl: Versuch VL
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Dass die Kulturldsung 1 pufferiirmer ist als 2, konnte ich mittels der Titration
mit n/10 Salzsiure konstatieren.
ERLENMEYERSCHE Kolben von 300 cem, Inhalt.
Tabelle VIII.

Kultur Kul?;:g:uer Pilzgegwicht pH Oxalstiure Glulose
1-—1 . 2 0.102 5.2 0 +
1-2 ” 0.082 5.5 0 +
1—3 » 0.104 5.2 0 +
1 2 0.0%6 53 0 +
2—1 2 0.180 5.51 0 +
22 . 0.250 5.56 0 +
23 N 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 +
24 21/4 0.347 5.43 0 +
2—5 " 0.296 5.39 0 +
2—6 . 0.257 5.43 0 +
2 21/4 0.300 542 0 +
17 211/12 0.395 32 Spur +
1—8 " 0.380 3.3 Spur +
1—9 ” 0.363 33 Spur +
1 21112 0.329 33 Spur +
27 2 11/12 0.664 6.13 Spur +
2—8 " 0.4380 5.07 Spur +
2-9 . 0.415 £.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 +
212 . 1.017 4.14 + +
2 3 1/4 0.839 4.4 Spur +
1—10 4 0.605 2.3 + +
1—11 " 0.777 2.9 Spur o+
1—12 ., 0.617 23 + +
1 4 0.666 23 + +
2—-13 4 1.291 3.90 + + +
2-14 » 1.285 3.63 + + +
2—15 4 1.266 3.85 ++ +
2 4 1.281 37 ++ +
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Kultur Kulturdauer Pilzgewicht pH Oxalsiiure Glukose
Tage g
1—13 5 0.726 2.2 + +
1—14 s 0.768 2.2 -+ +
1—15 ' 0.756 22 + +
1 5 0.750 22 + +
2—16 5 1.559 3.14 + +
217 ” 1.395 3.21 +++ +
2—18 » 1.360 3.21 + +
2 5 1.438 3.19 +++ +
1—16 6 1.240 2.0 + + 4 +
1—17 " 1.042 21 + +
1—18 " 1.307 1.9 + +
1 6 1,196 20 + +

Fig. VIIL
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Aus der obigen Tabelle und Fig. VIII geht hervor, dass die
Zunabme der H-Tonenkonzentration in der pufferarmen Lésung trotz ilires
anfinglichen pH-Wertes sehr schnell vor sich geht, und dass diese
Greschwindigkeit mit dem Wachstum des Pilzes Schritt hilt. Dies zeigt,
dass in der Tat eher das Puffervermogen als der anfingliche pH-Wert
als Masstab fir die Verinderung der Aciditit gewdblt werden muss.

In der Kulturlésung 1 verlauft der Wachstumsprozess auffallend
unregelmissig. Die Erklirung hierfiir ist noch unmoéglich. Der pH-
Wert der zweiten Ernte, wo eine plotzliche Abnahme des Pilzgewichts
wahrgenommen wird, liegt etwa bei 5.0. Kiirzlich hat RoBBINS ungiin-
stige H-Ionenkonzentrationen fir das Gedeihen verschiedener Pflanzen
mitgeteilt und diese als isoelektrische Punkte des Protoplasmas der
betreffenden Pflanzen angenommen. Diese Punkte liegen meistens
zwischen den fir das Wachstum ginstigen H-Ionenkonzentrationen.
Ich selbst habe mich seit langem mit dhnlichen Problemen beschiftigh
und schon konstatiert, dass verschiedene H-Tonenkonzentrationen ganz
verschiedenartig und sprungweise auf die physikalischen Eigenschaften
des Protoplasmas wirken. Es liegt nahe anzunehmen, dass pH 5.0 auch
eine solche ungiinstige H-Ionenkonzentration fir das Wachstum von
Aspergillus niger bedeutet. Eine solche Abnahme des Pilzgewichtes in
der Nihe des pH-Wertes 5.0 wurde auch im Versuch XI beobachtet.

Zusammenfassend kénnen wir unsere Ergebnisse in diesem Kapitel
folgendermassen ausdriicken :

Wenn ein spezifischer Puffor der Kulturlosung zugesetzt wird, so
wird dadurch die Erhébung der H-Ionenkonzentration infolge des
Pilzwachstums mehr oder weniger gehemmt. Da, wie aus dem
Versuche I ersichtlich ist, die Wachstumsgeschwindigkeit von Aspergillus
niger ungefihr beim pH-Wert 2.0 das Maximum erreicht und in einer
etwas hoheren Aciditit die Entwicklung stark retardiert wird, kann die
pufferhaltige Kulturlésung diesbeziiglich mehr oder weniger von Vorteil
sein. Obwohl die als Puffer zugesetzten organischen Salze moglicher-
weise dann und wann :als C-Quelle vom Pilz angegriffen werden, so
ist dies doch nicht die Hauptursache des ginstigen Wachstums. So
lange genug Zucker vorhanden ist, dienen solche organische Salze
hauptsichlich als Puffer, spielen also keine grosse Rolle als Nahrstoffe.
Diese Tatsache hat schon WEHMER bei der Kultur von Aspergillus niger
konstatiert. Er hat weiter gemeint, dass die Oxalsiurebildung nur dann
auftritt, wenn die Losung den Bedingungen entspricht, unter denen
die gebildete Oxalsiure festgehalten wird. Uppiges Wachstum und
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gleichzeitige Oxalsiurebildung, die bei Zusatz von Kalinumoxalat nachge-
wiesen werden konnen, hat WemMER darauf zurtickgefihrt, dass die
gebildete Oxalsiure fortwihrend als Oxalat festgelegt wird, wihrend
das zugesetzte sowie neugebildete Oxalat nicht als Nahrstoff verwertet
wird. Auch das Phosphat hat er als ein derartig wirksames Salz in eine
Reihe mit dem Oxalat gestellt und diese beiden Salze als die Regula-
toren der Oxalsiurebildung betrachtet, weil sie die Erhohung der
Aciditit infolge der Oxalsiurebildung hemmen konnen. NIKITINSKY
hat auch die Hemmung der unmissigen Steigerung der H-Ionenkon-
zentration bestitigt, wenn Ammoniumtartarat als N-Quelle neben Am-
moniumchlorid benttzt wird. Auch beim Zusatz vou 59 Kalium-resp.
Ammoniumoxalat in der Kulturlosung von Aspergillus niger sowie
Penicillium  glaucum hat er eine Stimulation des Wachstums im
Vergleich zur Kontrollkultur bestitigt.

Trotz der oben erwihnten Tatsachen darf man nicht den Schluss
ziehen, dass das Wachstum besser sei, je stirker die Pufferwirkung ist.
Oxalsidure, die in der Kultur von Aspergillus niger produziert wird, ist
nicht als das Endprodukt des Betriebsstoffwechsels zu betrachten,
sondern als dessen Zwischenprodukt. Unzweifelhaft bringt die Oxal-
siurebildung dem Pilz wenigstens in &konomischer Hinsicht viel
Nachteil, wihrend die durch die vollstindige Zersetzung des Zuckers
befreite Energie vom Pilz ausreichend bentitzt werden kann. BRENNER
(1) hat dieselbe Ansicht beziliglich der Kultur von Aspergillus niger
geiussert.

Aus den Versuchsresultaten von WEHMER u. a. und nun auch aus
denjenigen der vorliegenden Arbeit kann man schliessen, dass nicht
nur die Basen, welche die Oxalsiure neutralisieren konnen, sondern
noch mehr die Pufferwirkung der Kulturlésung den wichtigsten Anstoss
gur Oxalsiurebildung durch dspergillus niger abgeben kann.

Wenn auch die starke Pufferwirkung einerseits fir das Wachstum
bis zu einem gewissen Grad glnstig ist, so beschleunigt sie anderseits
die Oxalsiurebildung, die in Okonomischer Hinsicht den Pilz sehr
benachteiligt.

Aus dem oben erwihnten ist es selbstverstindlich, dass zwischen
der Pufferwirkung und der Oxalsiurebildung eine sehr komplizierte
Beziehung besteht, wodurch wieder das Wachstum des Pilzes beein-

1) Siehe auch: Oro (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
Kulturlosung eine missig starke Pufferwirkung zukommt.

Diese Verhiltnisse kann man aus dem Versuche VII wohl ersehen.
Die Phosphat-Kulturlosung besitzt wenigstens im friheren Stadium der
Kultur ein stirkeres Puffervermégen als die Oxalat-Kulturlésung, was
eine merkliche Oxaisiurebildung in der erstern Losung, besonders in
derjenigen mit grossen Mengen von KHPO, hervorrufen kann. Im
Gregenteil dazu wichst der Pilz in der Phosphat-Kulturlésung langsam,
80 lange Oxalsiure in grosser Menge erzeugt wird; wenn aber starker
oder totaler Zuckermangel eintritt und der Pilz die produzierte Oxal-
siure 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 spiter ausfihrlich erdrtern werden.

Anorganische Stickstoffquellen und Aciditatsveranderung
der Kulturlosung.

Dass die Aciditit der Néihrlésung bei der Kultur von Aspergillus
niger oder anderen Pilzarten infolge der Anhiufung der Sdure allmihlich
erhéht wird, die bei N-Konsum aus dem als N-Quelle gegebenen
Ammoniumsalz disponibel wird, ist von NIKITINSKY, WEHMER, BUTKE-
WITSCH, RiTTER, BRENNER(1) u. a., besonders aber von dem erstgenannten
Forscher bewiesen worden. Da aber diesen Forschern die exakte
Bestimmung der H-Ionenkonzentration damals nicht méglich war, dirfte
es nicht Uberflissig sein, wenn man sich aufs neue unter Benutzung
aller technischen Hilfsmittel mit diesem Problem beschiftigt.

NikrTINSKY hat konstatiert, dass die Pilzernte bei Gebranch der
anorganischen Ammoniumsalze als N-Quelle geringer ist als bei der
Benutzung der organischen Salze. Dies hat er darauf zuriickgefiihrt,
dass die dabei disponibel gewordene Siure die Aciditit verhiltnismissig
stark erhoht und das Wachstum des Pilzes hemmt. Organische Salze
dagegen wirken durch ihre disponibel gewordenen organischen Siuren
nicht hemmend, sondern wie z. B. Ammoniumeitrat, nach NIKITINSKY,
bisweilen beschleunigend auf das Wachstum.

Burkswrrsor hat die Nidbrwerte der verschiedenen Ammoniumsalze
fir die Kultur von Aspergillus niger miteinander verglichen, und er ist
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zum Resultat gekommen, dass von Sulfat, 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 Chlorid als die
schlechteste N-Quelle betrachtet. Burkewirsom hat den Unterschied
der Nidhrwerte der Ammoniumsalze der Mineralsiuren mit Hilfsannahme
einer relativen Affinitdt der betreffenden Siuren zu Ammoniak zu
erkliren versucht. Seiner Amnsicht nach steht das Pilzwachstum im
umgekehrten Verhidlinis zu dieser Affinitét.

BrENNER(1) ist zum Schluss gekommen, dass der Nihrwert der
Ammoniumsalze gar nicht mittels der von BUTEEWITSCH vorgeschlagenen
Affinitit zwischen Sdureanionen und Ammoniak zu erkldren ist. Er hat
mit Ammoniumphosphat die geringste Pilzernte bekommen, wo doch
die schwichste Affinitédt bestehen soll. BRENNER(1) hat die Frage nach
dem Nibrwert der Ammoniumsalze mit dem Dissoziationsgrad der
disponibel gewordenen Sdure, d.h. der H-Ionenkonzentration zu beant-
worten gesucht.

Auch RirterR ist &hnlicher Meinung wie BRESNER, obwohl der
erstere nur von ,, Stirke ¢ der Sdure, aber nicht von ,, Dissoziation
spricht. Lin eigentimlicher Fall sit von CzaPEx bei der Kultur von
Aspergillus niger mitgeteilt worden, wonach fast kein Pilzwachstum
beim Gebrauch von Ammoniumechlorid als N-Quelle zu bemerken ist.”
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 Oxalsiurebildung betrifff, so sind schon von WrHMER einige
Versuche dariiber ausgefiihrt worden. Seine Resultate zeigen uwvs, dass
gar keine Erzeugung von Oxalsiure bei der Anwendung von Ammonium-
sulfat,-chlorid oder Salmiak nachzuweisen ist, wihrend mit dem
Ammoniumsalz der Oxalsiure, Phosphorsiure oder Salpetersiure diese
erzeugh werden kann.

Das als N-Quelle zugesetzte Ammoniumsalz vermag mdéglicherweise
die folgenden zwei Einfliisse auf die Aciditit der Kulturlésung auszuiiben:

1. Erhohung der H-Ionenkonzentration durch die Dissoziation
der disponibel gewordenen Siure.
2. FEinfluss als Puffer.

Die erste Moglichkeit habe ich oben genau erd-tert. Detreffs der

zweiten Moglichkeit mochte ich nun einige Bemerkungen machen, bevor

1) Zitiext pach Nixitinexy (S. 20).
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wir auf die Versuche selbst tibergehen.

Wie aus den vorhergehenden Versuchen klar ersichtlich ist, kann
es nicht mehr bezweifelt werden, dass die Kaliumsalze der Phosphor-,
Oxal-, Wein- und Citronensiure ziemlich starke Pufferwirkung in der
Kulturlssung aufweisen. Dass auch den Ammoniumsalzen dieser Sduren
ebenso starke Pufferwirkung zukommt, ist leicht begreiflich. In diesem
Falle vermogen die Ammoniumsalze als N-Quelle und zu gleicher Zeit
auch als Puffer zu wirken. Sie unterscheiden sich aber als Paffer
dadurch von den oben genannten Kalinmsalzen, dass ihr Puffervermogen
durch den Konsum des Ammoniaks fortwihrend vermindert wird, und
dass die Aciditit gleichzeitig durch Dissoziation der infolgedessen
disponibel gewordenen Siuren positiv erhSht wird.

Diese Beziehung beachtend, habe ich eine Reihe von Versuchen
iber den Nihrwert des Ammoniumsalzes und die Oxalsiurebildung

angestellt. Die folgenden Ammoniumsalze® sind als N-Quelle verwendet

worden :
anorganische Sulze organische Snlze
NHNO, (NH,),-Oxalat
NH,(CI (NH,),-Citrat
(NH,).80, (NH,),-Tartarat
(NH,),HPO,

Ausser diesen Salzen wurde noch NaNO; als N-Quelle verwendet.
In den folgenden Versuchen wurden Ammoniak-N, sowie Nitrat-N
in allen Fillen in dquivalentan Mengen genommen.

Versuce IX.

Spezifische Grundls ung:

Monokaliumphosphat 2g
Magnesiumsulfat 1g
Eisenchlorid (2%) ein Tropfen
Umdest. Wasser 100 com

Wenn z. B. 4 g von NH NO, als N-Quelle dieser spezifischen Losung zugesetzt werden,
so enthilt diese Losung dieselben Bestandteile in gleichen Mengen wie die gew0hn-
liche Grundlésung.

1) Mit Phenolrot reagieren sie fast neutral oder schiwach alkalisch (Phosphat).
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Kulturlésangen : (1) (2) 3) (4) (8) (6) (7) (8)
Nitrat Chlorid Sulfat Phosphat Ozxalat Citrat Tartarat (NaNO,)

Spez. Grundlésung 25 25 25 25 25 25 23 25

Glukoselosung (m/2) 50 50 50 50 50 50- 50 50

Umdest. Wasser 25 25 25 25 25 25 25 25
Amm.-Salze (in g)  (1.001) (0.669) (0.826) (0.827) (0.888) (1.013) (1.151) (1.062)

Summe (in cem) 100 100 100 100 100 100 100 100

In 100 ccm von jeder Ldsung ist Stickstoff in iquivalenter Menge euthalten d.h.
1/8 normal NH,; sowie NO;.
pH nach einstiindiger Sterilisation :

(1) 4.1
() 41
(3) 41
4) 6.15 (wenige unlésliche Kristalle)
(5) 5.2
(6) 52
(7) 5.2
(8) Co41

ErLENMEYERSCHE Kolben vou 300 cem Inbalt.

Tabelle IX.

Kultur Kul%:gd:uer Pilzgegwicht pH Oxalsiiure Glukose
1-1 5 1.008 1.8 0 +
1-2 " 0819 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 1.003 1.6 0 +
3-1 5 1.728 1.8 0 +
3-2 » 1545 1.8 0 +
3-3 . 1.976 1.6 0 +
3 5 1.750 1.7 0 +
4-1 5 1.206 2.07 + +
4-2 » 1466 8.98 + +
4-3 " 0.657 2.63 + +
4 5 L.110 233 + +
5-1 5 1.477 2.9 -+ +
5-2 ' 1631 2.9 + +
5-3 . 1.150 » 3.0 + +
5 5 1.419 29 + +
6-1 5 0.799 3.6 + +
6-2 » 1.118 3.2 + +
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Kultur Kul%l:g:uer Pﬂzg;wicht pH Oxalstiure Glukose
6-3 b 1.413 3.1 + +
6 5 1.143 33 + +
7-1 5 1.112 3.1 + +
7-2 » 1.119 3.1 + +
7-3 ” 1.123 3.2 + +
7 5 1.118 31 + +
§-1 5 0.377 3.8 + +
8-2 » 0.481 3.6 + +
8-3 » 0.696 3.1 + +
8 5 0.518 35 + +

Aus dieser Tabelle ist die folgende Reihenfolge der Ammoniumsalze
in bezug auf ihre giinstige Wirkung auf das Pilzwachstum ersichtlich :
Sulfat, Oxalat, Tartarat, Citrat, Phosphat, Chlorid, Nitrat, NaNO,.

VEersucr X.
Spezifische Grundlésung :
Monokaliumphosphat 1.0 g
Magnesiumsulfat 05 ¢g
Eisenchlorid (29%) ein Tropfen
Umdest. Wasser 100 cocm.
Kulturlésungen : (1) (2) (3) (4) 5) (6) (7) (8)
Nitrat Chlorid Sulfat Phosphat Oxalat Citrat Tartarat (NaNO,)
Spez. Grundldsung 25 25 25 25 25 25 25 25
Glukoselésung (m/2) 50 = 50 50 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) (0.508) (0.575) (0.531)
Summe (in ccm) 100 100 100 100 100 100 100 100

In 100 ccm von jeder Losung ist Stickstoff in iHquivalenter Menge enthalten, d. h.
1/16 normal NH; sowie NO,. Die Salzkonzentration betrigt gerade die Hilfte der
Kulturlosung des Versuches IX, wie auch die Hilfte der Konzentration der gewdhn-
lichen Kultur.

pH nach einstiindiger Steriligation :

o) 41
(2) 4.1

3 4.1

(4) 6.28 (wenige unldsliche Kristalle)
(5) 5.1

(6) 5.0

) 5.2

8) 4.1

ErLENMEYERSCHE Kolben von 300 com Inhalt.
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Tabelle X.

Kultur Kuli';i‘lig:uer Pilzg?gwicht pH Ozalsiiure Glukose
1-1 7 1.829 1.24 0 +
1-2 ” 1.060 1.70 0 +
1-3 » 0.552 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 1128 1.73 0 +
3-1 7 2.002 16 0 +
3-2 ” 1,642 1.6 0 +
3-3 " 1.648 16 0 +
3 7 1.764 1.6 0 +
4-1 7 1.800 1.65 + +
4-2 . 1.108 1.64 + +
4-3 - 1.623 1.79 + +
4 7 1.510 1.69 + +
5-1 7 1.996 18 + +
5-2 4 1.000 2.3 + +
5-3 » 1.268 2.1 + +
5 7 1.421 21 + +
€-1 7 1.850 2.0 + +
6-2 " 2.075 2.2 + +
6-3 o 0.961 27 + +
6 7 1.629 23 + +
7-1 7 2.020 2.1 + +
7-2 " 1.00L 26 + +
7-3 » 1512 25 + +
7 7 1.511 24 + +
8-1 7 0.345 3.0 + +
§-2 » 0.362 3.0 + +
8-3 . 0.753 30 s +
8 7 0.487 30 + +

Fir die Ammoniumsalze ergibt sich die folgende Reihenfolge
baztiglich ihrer ginstigen Einwirkung auf das Pilzwachstum :
Sulfat, Tartayat, Phosphat, Oxalat, Nitrat, Chlorid, NaNQ;.
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Versven XI.

Spezifische Grundldsung :
Monokaliumphosphat
Magnesiumsulfat
Eigenchlorid (2%)
Umdest. Wasser

2g

1g

ein Tropfen
100 cem.

Wenn z. B. 4 g von NH_NO, als N-Quelle dieser spezifischen Losung zugesetzt werden,
so enthiilt diese Losung ebensogrosse Mengen dér Bestandteile wie die gewohnliche

Grundlésung,.

Kulturlésungen : (1) (3) (4)
Nitrat Sulfat Phosphat

Spez. Grundlésung 25 25 25

Glukoseldsung (m/2) 50 50 50

Umdest. Wasser 25 25 25

Amm.Salze (in g) (1.001) (0.826) (0.827)

Summe (in ccm) 100 100 100

In 100 cem von jeder Lésung ist Stickstoff in dquivalenter Menge enthalten, d. h.
1/8 normal NH,.
PH nach einstiindiger Sterilisation :

%) 4.1
(3) 4.1
(4) 6.11 (wenige unldsliche Kristalle)

ErRLENMEYERSCHE Kolben von 300 ccm Inhalt.

Tabelle XI.

Kultur Kul%fg:“er PﬂdegWi“h"’ pH Oxalsiure Glukose
1-1 2 0.034 36 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 " 0.004 3.6 0 +
3-3 . 0.017 36 0 +
3 2 0.012 3.6 0 +
41 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 Kulti‘lgg:.uer PﬂZg;Wicht pH Oxalstiure Glukose
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 26 0 +
3-4 3 0237 26 0 +
3-5 0.252 26 0 +
3-6 » 0.257 2.6 0 +
3 3 0.249 26 0 +
44 3 0.110 312 + +
4-5 » 0.130 3.80 Spur +
4-6 . 0.129 818 + +
4 3 0123 377 + +
1-7 ¢ 0.335 23 0 +
1-8 » 0.446 2.3 0 +
1-9 ” 0.451 2.3 0 +
1 4 0.411 23 0 +
3-7 4 0.510 2.3 0 +
3-8 » 0.427 23 0 +
3-9 0.475 2.3 0 +
3 4 0.471 23 0 +
47 4 0.376 292 + +
4-8 » 0.611 272 + +
4-9 » 0.569 2.75 + +
4 4 0.519 2380 + +
1-10 5 0.768 22 0 +
1-11 » 0.812 22 0 +
1-12 " 0.804 2.2 0 +
1 5 0.795 22 0 +
3-10 5 0.951 2.3 )} +
3-11 ” 0.807 2.3 0 +
3-12 » 0.927 2.3 0 +
3 5 0.895 23 0 +
4-10 5 1.005 2.38 + +
4-11 N 1.013 2.33 + "
4-12 . 1.003 2.32 + 4
4 5 1.037 234 + +
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 Kﬂfﬁfgguer L5 ﬂdegWicht pH Oxalsiiure Glukose
3-13 ] 1.218 22 0 +
3-14 " 1.013 2.2 0 +
3-15 » 1.221 2.1 0 +
3 6 1,151 22 0 +
4-13 6 1.101 2.36 + +
4-14 » 1170 2.30 -+ +
4-15 " 1.104 234 + +
4 4 1125 233 + -+

Fig. IX.
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Spezifische Grundlézung :

Monokaliumphosphat 2 g
Magnesinmsulfat 1g
Eizenchlorid (2%7) ein Tropfen

Umdest. Wasser 100 com
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Wenn z. B. 4 g von NH_NO, als N-Quelle dieser spezifischen Losung zugesetzt werden,
so enthilt sie ebensogrosse Mengen der Bestandteile wie die gewdhnliche Grund-
16sung. In diesem Versuche wurde der Phosphat-Kulturldsung noch eine bestimmte
Menge FPhosphorsiure hinzugefiigh, um die anfinglichen H-Ionenkonzentrationen
moglichst einheitlich zu machen.

Kulturlésungen : 1) 3) (4) (8)
Nitrat Sulfat Phosphat (NaNO,)

Spez. Grundldsung 25 25 25 25

Glukoselésung (m/2) 50 50 50 b0

Umdest. Wasser 29.4 29.4 25 29.4

H,PO, (molar) 44

Amm.Salze (in com) (1.001) (0.826) (0.827) (1.062)

Summe (in cem) 104.4 104.4 104.4 104.4

pH nach einstiindiger Sterilisation :

(1) 4.2

3) 4.2

(4) 4.0

(8) 4.2

ErLENMEYERSCEE Kolben von 300 com Inhalt.

Tabelle XII.

Eultur K“lggg“‘" Pﬂzgeg“’icm pH Oxalsiiure Glukose
11 2 0036 37 0 +
1-2 " 0.084 37 0 +
1-3 , 0.034 3.7 0 +
1 2 0.085 37 0 +
3-1 2 0.070 38 0 +
3-2 Y 0.084 3.9 0 +
3-3 " 0.088 3.9 0 +
3 2 0.080 3.9 0 +
41 2 0.680 3.9 0 +
4-2 . 0.087 3.9 0 +
43 R 0.087 3.9 0 +
4 2 0.085 39 0 +
8-1 2 0.091 45 0 +
82 ” 0.085 45 0 +
8-3 Y 0.093 45 0 +
8 2 0.090 4.5 0 +
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Kultur Kul?i,‘:gg“er Pilzgzwicht pH Ozalstiure Glukose
1-4 ¢4 0.347 2.5 0 +
1-5 N 0.363 2.5 0 +
1-6 Y 0.408 2.4 0 +
1 4 0.373 25 0 +
3¢ 4 0.253 2.7 0 +
3-5 . 0.451 25 0 +
3-8 . 0.496 2.5 0 +
3 4 0.400 26 0 +
4-4 4 0.504 3.2 + +
4-5 " 0.436 3.2 + +
4-6 ” 0.647 2.9 + 4
4 4 0.529 31 + +
8-4 4 0.144 3.4 + +
8-5 " 0.176 3.3 + +
8-6 N 0143 3.4 + +
8 4 0.154 34 + +
1-7 6 0.854 1.9 0 +
1-8 ” 0.896 18 0 +
1-9 Y 0.785 1.9 0 +
{ 6 0.845 1.9 0 +
3-7 6 0.915 2.1 0 +
3-8 Yy 0.928 2.1 0 +
3-9 . 0.927 2.1 0 +
3 6 0.923 2.1 0 +
4-7 6 1.424 2.2 + +
4-8 . 1.198 2.3 + +
4-9 sy 1.394 2.3 + +
4 6 1.339 23 + +
8-7 6 0311 3.0 + +
8-8 . 0.300 3.0 + +
8-9 " 0.307 3.0 + +
8 6 0.306 30 + +
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Fig. X.
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Das Ammoniumphosphat und die organischen Ammoniumsalze, die
verhiltnismissig starke Pufferwirkung besitzen, und aus deren die
schwach dissozierbaren Siuren disponibel werden, leisten als N-Quelle
gute Dienste.> Awusserdem wird dabei mehr oder weniger Oxalsiiure
produziert, wihrend bei Zugabe von anderen anorganischen Ammonium-
salzen als N-Quelle gar keine Oxalsiurebildung stattfindet. Trotzdem
die Schwefelsiiure, die aus Ammoniumsulfat disponibel wird, stirker
dissoziert als die organischen Siuren und trotzdem sie ein schwicherer
Puffer ist, wichst der Pilz dabei verhdltnismissig ippig, was noch uner-
klirlich ist. Obgleich auch BuTkEwrrscH und BRENNER(1) die Vorzige
des Ammoniumsulfats als N-Quelle bestéiitigt haben, so trifft BurrEwiTsca’
Amnabhme einer Affinitit zwischen dem Ammoniak und dem Siureanion
nicht das Richtige.

Bei einer Vergleichung der Nihrwerte verschiedener N-Quellen stosst
" man auf nicht geringe Schwierigkeiten. Es besteht néimlich auch hierbei

1) WeEMER, OzaPEK (2it. n. BRENNER), NIkITINSEY und BRENNER(1) haben alle
Ammoniumozxalat als eine gute N-Quelle geschiitzt.
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die schon erwihnte komplizierte Beziehung zwischen Pufferwirkung und
Oxalséiurebildung, die wieder auf das Wachstum des Pilzes wirken kann.
Eine harmonische Verteilung in dieser Beziehung ergibt eine grosse
Pilzernte. Die starke Pufferwirkung von organischen Ammouiumsalzen
sowie vom Ammoniumphosphat hemmt einerseits die allzurasche Acidi-
titszunahme, anderseits ruft sie aber durch Oxalsiurebildung einen
grossen Verlust in der Leistungstkonomie des Pilzes hervor. Wenn
diese letztere Erscheinung in den Vordergrund tritt, so tbertrifft das
Wachstum der Kulturen mit anorganischen Ammoninmsalzen, insbeson-
dere die Sulfat-Kultur, diejenige mit organischen Salzen.

Das Ammoniumphosphat tbertrifft fiir Mucorineen nach den Er-
fahrungen von RrrTEr und HaceM" die iibrigen Ammoniumsalze der
anorganischen Siuren. Dass das Phosphat fiir Aspergillus niger nicht
immer eine ausgezeichnete N-Quelle ist, geht aus dem Versuche von
BrENNER(1) und dem Versuch IX in der vorliegenden Arbeit hervor.
Dieser Umstand ist vielleicht auf die Verschiederheit des Oxalsdure-
bildungsvermdgens in pufferhaltiger Xulturlosung zuriickzufihren.
Daher ist es leicht verstindlich, dass die Mucorineen, die weniger
Oxalsiure erzeugen, in der pufferhaltigen Phosphat-Kultur sehr giinstig
gedeiben ohne einen merklichen Verlust in Okonomischer Hinsicht zu
erleiden. Dass die Umstinde beim starken Siurebildner Aspergillus
niger ganz anders sind, braucht nicht wiederholt zu werden. Wenn die
Pufferwirkung der Phosphat-Kulturlésung durch missigen Zusatz von
Phosphorséure etwas herabgesetzt wird, so erhilt man, wie z.B. in der
Kultur XII, eine grissere Pilzernte als in der Sulfat-Kultur (Fig. X).
Selbst im Versuch XI, wo keine Phosphorsiure zugesetzt wurde, kann
man in der Phosphat-Kultur eine grdssere Wachstumsgeschwindigkeit
bemerken als in der Sulfat-Kultur (Fig. IX).»

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 natirlich anzunehmen, dass Aspergillus niger aus dem Ammoniak
leichter Stickstoff assimilieren kann als aus dem Nitrat. Wenn aber
Nitrat, z.B. in der Form von NaNO, als N-Quelle zugegeben wird, so
wird hier NaOH disponibel, wodurch die Kulturlosung in alkalische

1) Zitiert nach BRENNER(1) (S. 43).
2) Die unregelmissige Wachstumskurve beruht anf der vermutlich ungiinstigen H-
Tonenkonzentration (pH=ca. 5.0) wie beim Versuch VIIL
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Reaktion dbergeht. Also hier wichst das Neutralisationsvermdgen der
Losung immer mehr und dadurch wird dem Pilz der Anreiz gegeben,
Oxalséiure zu erzeugen. Oxsalsiure wird in so grosser Menge produ-
ziert, dass nicht nur die befreite Base neutralisiert wird, sondern auch
die Aciditit dadurch noch erhéht wird. Fortwihrende Oxalsiurebildung
bringt dem Pilzwachstum in Okonomischer Beziehung ohne Zweifel
Nachteil, was zum Teil schuld ist am geringeren Néhrwert der Nitrate
fir Aspergillus niger. BRENNER(1) hat bei der Kultur desselben Pilzes
gesagt: ,, In betreff der Nitrate als N-Quelle fiir Schimmelpilze sei
schliesslich hervorgehoben, dass die Erklirung ibres geringeren Nihr-
wertes teils in dem durch die Reaktion bedingten grosseren Ernergie-
verbrauch zu suchen ist, wie PURIEWITSCH experimentell dargetan hat,
teils in der notgedrungenen Erzeugung von Oxalséure ““ (S. 597).

Konzentartion und Puffervermogen der Kulturlosung.

Der Einfluss der Konzentration einer Kulturlosung auf die Entwick-
Iung des Pilzes ist bisher hauptséiichlich von den folgenden zwei Punkten
aus betrachtet worden :

1. Osmotische Wirkung.
2. Menge der Néihrstoffe.

HAENSELER hat eine- Reihe von Kulturversuchen von dspergillus
niger mit besonderer Riicksicht auf die Konzentration der Néhrlésung
ausgefiihrt. Obwohl es mir nicht klar ist, was er fiir eine physiologische
Wirkung unter Konzentrationseinfluss versteht, so scheint es mir, dass
dieser Einfluss nach ihm hauptsichlich osmotische Wirkung bedeutet.
Die von ihm gebrauchten Kulturlésungen von verschiedenen Konzen-
trationen, die heute in Amerika allgemein als ‘three salt solutions
bekannt sind, sind eigentlich mit besonderer Ricksicht auf den osmoti-
schen Druck hergestellt worden. HAENSELER selbst hat die Konzentra-
tion in Atmosphiren ausgedriickt.

Ausser den oben genannten wichtigen Momenten muss man noch
eine ebensowichtige Konzentrationsbeziehung mnicht vernachlissigen.
Wird die Konzentration der Nihrlosung, insbesondere der Nihrsalze in
Betracht gezogen, so ist es naheliegend, dass die Menge dieser Elek-
trolyte zur Verinderung der H-Ionenkcnzentration sowie zur Puffer-
wirkung der Kulturlésung in inniger Beziehung steht. Folgende Ver-
suche wurden angestellt, um zu diesem bisher oft ausser acht gelassenen
Problem etwas beizutragen.
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Versver XITIT.

PH nach einstiindiger Sterilisation :

(1)
(2)

4.2
4.3

ErveENMEYERSCHE Kolben von 300 com Inhalt.

Kulturldsungen : (1) (2) 3
Grundlsung 50
verdiinnte Grundlosung (1/10) 50
verdiinnte Grundlésung (1/100) 50
Glukoseldsung (m/2) 50 50 50
Summe (in com) 100 100 100
PH nach einstiindiger Steriligation :
(1) 4.3
(2) 43
3) 4.3
ErLENMEYERSCHE Kolben von 300 com Inhailt.
Tabelle XTIII.
Kulturds: Pilzgewicht " NESSLERSCHE!
Kultur ’ngeuer g gwm pH Oxalsiure Glukose Re allzti on
1-1 7 1.463 21 0 + +
1-2 2 1.467 2.1 0 + +
1-3 2 1471 2.0 0 + +
1 7 1.467 2.1 0 + +
2-1 7 0.893 16 + + -
2-2 ” 0.781 16 + + -
2-3 ” 0.855 1.6 + + -
2 7 0843 16 + + -
3-1 7 0.318 1.6 T+ + -
3-2 s 0.323 1.6 -+ + -
3-3 ” 0.260 1.6 + + _
3 7 0.300 16 + + -
VErsucH XIV.
Kulturldsungen : 1) (2)
Grundlsung 50 5
Glukoseldsung (m/8) 50 50
Umdest. Wasser 45
Summe (in com) 100 100
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Tabelle XIV.

Kaltur | Kolfisdmoer | Pilagowiolt | o | oyoiginne | Glukoso | VSISO
1-1 2 0.066 4.0 0 o+ +
1-2 . 0.097 41 0 + +
1 2 0.082 4.1 0 + +
2-1 2 0.038 38 0 + +
2-2 . 0.037 38 0 + +
2 2 0.038 38 0 + +
1-3 3 0.171 - 3.1 0 + +
1-4 . 0.144 3.9 0 + +
1 3 0.158 3.2 0 + +
2-3 3 0.106 a7 0 + +
2-4 s 0.100 27 0 + +
2 3 0.103 27 0 + +
1-5 4 0.355 27 0 + +
1-6 ” 0.278 a7 0 + +
1 4 0.317 27 0 + +
2-5 4 0.173 a3 0 + +
2-6 » 0.183 2.3 Spur + +
2-7 - 0235 91 + + -
2 4 0.197 29 Spur + Spur
1-7 5 0.377 27 0 + +
1-8 » 0.395 2.7 0 + +
1-9 - 0.390 27 0 + +
1 5 0.387 27 0 + +
2-8 5 0.267 19 Spur + -
2-9 . 0.330 1.9 + + —
2-10 " 0.339 19 + + —
2 5 0.312 1.9 -+ + —
1-10 6 0.445 2.6 0 + -
1-11 ' 0.464 26 0 + +
1-12 ” 0.469 2.6 0 + +
1 6 0459 2.6 0 + +
2-11 6 0.422 19 + + +
2-12 " 0.418 1.7 + + _
2-13 » 0.359 18 + + -
2 6 0.400 1.8 + + -
1-13 7 0.485 26 0 +- -
1-1t ” 0.470 2.6 0 + +
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Kultur Kul%:‘g:“er P ilzggwichb pH | Oxnlsiure | Glukose N%B:;Egiinil
1-15 7 0.488 2.6 0 + +
1 7 0480 . 26 0 + +
2~14 7 0.463 1.7 + + -
2-15 » 0.382 18 + + -
2-16 ” 0.462 1.7 + -+ -
2 7 0.436 1.7 + + -
1-16 9 0.489 2.6 0 0 +
1-17 s 0.490 2.6 0 0 +
1-18 » 0.491 2.6 0 0 -+
1 9 0.490 26 0 0 +
2-17 9 ' 0.459 17 + + -
2-18 ‘ » 0.426 1.7 + 0 -
219 | - 0.470 17 + Spur -
2 9 0.452 1.7 + Spur -

Fig. XI.
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Das Wachstum des Pilzes verliuft gtnstiger in hoherer Konzentra-
tion. Trotz der niederen anfinglichen H-Ionenkonzentration erhdht sich
die Aciditit in verdiinnter Losung (Kultur 2, Versuch XIV) viel schneller
als in der konzentrierten Kultwldsung 1, indem in beiden Losungen
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im friheren Kulturstadium keine Oxalsiure erzeugt wird. Es ist selbst-
verstindlich, dass die Intensitit der Pufferwirkung von Kulturlosungen
mit gleichen Salzbestandteilen von ihren Konzenfrationen abhingig ist.
Deshalb durfte es nicht unrichtig sein zu schliessen, dass die Verinderung
der H-Tonenkonzentration, besonders im fritheren Stadium in den obigen
Versuchen, hauptsichlich von der Pufferwirkung abhiingig ist. Anderseits
tritt der Ammoniakmangel in verdiinnter Liosung viel schneller zutage,
was den Pilz zwingt, die Aciditéit der Losung durch Xonsum der
befreiten Salpetersinre wieder zu erniedrigen. In dieser Beziehung ist
eine interessante Tatsache im spiteren Stadium der Kultur zu bemerken-
Im Versuche XIV vom vierten Tag an und am Ende des Versuchs XIII
kann man in den niedrigeren Konzentrationen deutlich die produzierte
Osalsiure nachweisen. Solche Oxalsiurebildung in einer so hohen
Aciditit (pH=ca. 2.0) habe ich auch in spiter zu besprechenden Ver-
suchen konstatiert und sie ist kleinen Mengen von Ammoniumnitrat
zuzuschreiben.” Diese Tatsache ist deshalb nicht wenig von Interesse,
weil sie uns zeigt, dass der Pilz selbst in hoherer Aciditit imstande
ist, Oxalsiure zu erzeugen, sobald die Verschiebungstendenz® der Aciditét
nach der neutralen Seite hin in der Losung auftritt. Die Ansicht,
dass die Oxalsdurebildung von Aspergillus niger viel mehr von der
Pufferwirkung der Kulturlosung abhingig sei als die H-Ionenkonzen-
tration selbst, wird dadurch weitsr gestutzt. Nun ist es klar, dass es
sehr schwierig, ja vergeblich wire, die Grenzkonzentration der H-Ionen
zu suchen, wo die Oxalsiiure gebildet werden konnte.

In Erwigung der oben erwihnten Tatsachen kann man die ungiin-
stigen Einflisse der niedrigen Konzentration der Kulturlosung auf das
Wachstum des Pilzes vor allem auf folgende Ursachen zuriickfiihren :

1. Schwaches Puffervermégen ira fritheren Stadium.

2. Oxalsdurebildung bei Ammoniakmangel im Spiteren Kultur-
stadium erhdht weiter die Aciditdt, weil sie so schnell geschieht, dass
die Herabsetzung der H-Ionenkonzentration infolge des Konsums der
befreitan Salpetersiure zu langsam ist.

1) Bei diesor neuen Erzeugung von Oxalsiure kann man durch die NESSLERSCHE
Reaktion schon die Abwesenheit des Ammoniaks nachweisen. Nach HuiNz (zit. n. BENECKE,
S. 318) wird desto mehr Oxalsiiure erzeugt, je schwicher die N-Quells ist. Es ist mir aber
nicht bskannt, was fiir eine Stickstoffverbindung als N-Quelle von ihm beniitzt worden
jst. Wenn Ammoniumnitrat dabei gebraucht worden ist, so wiire auch dieses Frgebnis
auf dieselbe Weise zu erkliren.

2) Die Neigung mochte ich hier auch als Puaffervermdgen im modifizierten Sinne
gegen die Erhohung der Aciditiit verstehen.
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3. Diese Oxalsiiurebildung fiigt dem Pilz einen betrichtlichen
Energieverlust zu.

Das Zusammenwirken dieser Momente spielt méglicherweise eine
das Pilzwachstum ungiinstig beeinflussende Rolle.

In der Kulturlésung kommt dem Monokaliumphosphat unter allen
Salzen die Hauptwirkung der Pufferung zu. Es ist daher notwendig,
zuniichst die Kulturen untereinander zu vergleichen, welche von Nihr-
lésungen mit verschiedenen Mengen von Monokaliumphosphat, aber sonst
von gleicher Konzentration herstammen.

Versucr XV.

Spezifische Grundlosung :

Ammoniumnitrat 4 g
Magnesiumsulfat 1g
Eisenchlorid (2%) ein Tropfen
Umdest. Wasser 100 cem
Kulturlésungen : 1) (2) 3
Spez. Grundldsung 50 50 50
Glukoseldsung (m/2) 50 50 50
KH,PO, (in g) (10) (5) (1.25)
Summe (in com) 100 100 100
PH nach einstiindiger Sterilisntion :
) 42
@ 42
(3) 4.2

ErLENMEYERSCHE Kolben von 300 com Inhalt,

Tabelle XV.

Kultur Kul'tf‘l;g:uer P ilzg;\vicht pH Oxalstiure Glukose
1-1 7 1193 23 0 +
1-2 . 1.503 2.2 0 +
1-3 . 1.651 2.1 0 +
1 7 1.450 22 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 1.146 1.7 0 +
3-2 ’ 1135 1.8 0 +
3-3 . 1.043 1.8 0 +
3 7 1.108 1.8 0 +
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Dass in keiner Kultur Oxalsiurebildung stattgefunden hat, ist des-
halb begreiflich, weil Ammoniumnitrat in gentigender Menge wihrend
der ganzen Kulturdauer dem Pilz zur Verfiigung gestanden hat. Die
Pilzernte wird geringer, je weniger Monokaliumphosphat zugesetzt wird.
Die Ursache hierfir ist wahrscheinlich nicht in einer ungentigenden P-
oder K-Menge zu suchen, sondern liegt eher:in der schwachen Pufferwir-
kung. Diese Vermutung ist um so wahrscheinlicher, als die Kultur-
16sung 2 von der Konzentration der gewohnlichen Grundlosung ist und in
‘der phosphatarmen Kulturlosung die Aciditit trotz mangelnder Oxal-
siurebildung stirker erhoht wird als in den phosphatreichen Losungen.

Um den Zusammenbang zwischen der Konzentration von Mono-
kaliumphosphat und der Pufferwirkung der Kulturlésung weiter klar zu
machen, habe ich noch den nichsten Versuch angestellt, zu dem das
Phosphat in gleicher Menge, die sonstigen Néhrstoffe aber in verschie-
dener Konzentration genommen wurden.

VErsvcHE XV

Spezifische Grundlésung :
Ammoniumnitrat 4 g
Magnesiumsulfat 1lg
Eisenchlorid (29%) ein Tropfon
Umdest. Wasser 100 ccm

Kulturlésung : (1) (2) (3)
Spez. Grundlésung 50
Verd. spez. Grundldsung (1/10) 50
Verd. spoz. Grundldsung (1/100) 50
KH,PO, (in g) (1) (1) (1)
Glukogel6sung (m/2) 50 50 50

Summe (in cem) 10 100 100
PH nach einstiindiger Sterilisation :

(1) 4.1

) 4.3

3) 42
ErtENMEYERSCEE Kolben von 300 cem Inhalt.
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Tabelle XVI.

Kultuy |K0lfprdaer) Fiagowicht | ym | Osalstinre | Glukose N%Ss;‘l’fﬁifd
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 32 0 + +
2-1 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 " 0143 3.0 0 + +
3-3 ,, 0.152 3.0 0 + +
3 0.148 3.0 0 + +
1-4 0.360 2.5 0 + +
1-5 - 0.254 27 0 + +
1-6 » 0.390 24 0 + +
1 4 0.335 25 0 + +
2-1 0.255 27 0 + +
2-5 v 0.242 2.6 0 + +
2-8 ” 0.345 25 0 +- + .
2 0.281 2.6 0 + +
3-4 0.226 2.7 0 + +
3-5 w 0.233 2.7 0 + +
3-6 » 0.365 25 0 + +
3 4 0275 26 0 + +
1-7 5 0.560 2.3 0 + +
1-8 ” 0.542 2.3 0 + +
1-9 N 0.561 2.9 0 + +
1 5 0.554 23 0 + +
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Rultur Kul&‘l.:gguer P ﬂdegWicht rH Oxalsiure Glukoze N?::E&i (fE
27 5 0.480 24 0 +
28 ” 0494 24 0 + +
2-9 ” 0.499 2.4 0 +
2 5 0.491 24 ] + +
3-7 0.679 2.2 0 + +
3-8 0.781 2.0 0 + +
3-9 » 0.760 21 0 + +
3 5 0.740 21 0 + +
1-10 7 1.015 18 0 + +
1-11 0.971 20 0 + +
1-12 ” 0.963 19 0 + +
1 7 0.983 19 0 + +
2-10 7 0.622 2.1 + + _
2-11 ” 0.834 19 + + -
2-12 » 0.851 2.0 + + -
2 7 0.763 20 + + -
3-10 7 0.742 2.0 + + -
-1 » 1.020 18 + + _
3-12 » 0.941 19 + + -
3 7 0.921 19 + + -
1-13 9 1.208 1.8 0 + +-
1-14 ” 1115 18 0 + +
1-15 o 1.442 17 0 + -
1 9 1.255 18 0 + +
2-13 9 0.901 19 + + -
2-14 N 0.870 19 + + -
2-15 » 0.904 1.9 + + -
2 0.892 19 + + -
3-13 0.780 19 + + -
3-14 ” 1.408 1.9 + + -
3-15 ” 1.008 18 + + -
3 9 1.064 19 + + _
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Fig. XII.
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Im Vergleich mit den Ergebnissen der vorhergegangenen Versuche
kann man im Versuch XVI (Fig. XII) bemerken, dass der Unterschied
des Verdnderungsverlaufs der H-Ionenkonzentration aller Kulturlosungen
verhiltnisméssiz klein ist, und dass das Wachstum des Pilzes nicht so
sohr von der Konzentration der gesamten Nihrsalze abhingig ist. Die
unregelmissig verlaufende Wachstumskurve darf man nicht ausser acht
lassen. Diess Unregelmissigkeit ist hauptsdchlich der Menge des
Ammoniaks zuzuschreiben. Insbesondere in der Kultur 3, wo die Salze
ausser dem Monokaliumphosphat in geringster Menge vorhanden sind,
tritt die Erschopfung des Ammoniaks viel schneller ein, weswegen die
Oxalséurebildung beginnt. In der Kultur 3 wichst der Pils zuerst am
schnellsten, dann aber langsamer, sobald die Oxalsiurebildung beginnt.
Am Ende des neuntigigen Versuches betrigh 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,

Nixirinsgy ist der Ansicht, dass die Erhohung der Konzentration
der Kulturlésung bei Aspergillus niger keinen merklichen Einfluss auf
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die Pilzernt> ausibt. HAENSELER hat denselben Pilz in “ three salt
solutions’” kultiviert, und er ist zum Schluss gekommen, dass der Pilz

esser wichst je hoher die Salzkonzentration ist, dass aber das Ver-
hiltnis zwischen der KH,PO, und der MgSO,-Menge weder beschleuni-
gend noch hemmend auf das Wachstum einwirkt.

Diese Ergebnisse weichen etwas von den meinigen ab, und die oben
genannten Autoren scheinen bzim Versuch iiber die Konzentration der
Kulturlésung ihre Pufforwirkung ausser acht gslassen zu haben. Wie
schon erwihnt, scheint HARNSELER die Konzentration der Nihrsalze haupt-
stichlich von dem Gesichtspunkte des osmotischen Druckes aus betrachtet
zu haben, wihrend er keine exakte H-Ionenkonzentration angegeben
hat.®

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

Obwohl der Einfluss des osmotischen Druckes auf das Wachstum
des Pilzes eine grosse Rolle zu spielen vermag, so scheint es doch
unrichtig, aus dem Versuche tiber den Einfluss der Konzentration der
Kulturlésung auf das Pilzwachstum, ohne Riicksicht auf die Puffer-
wirkung, die Verinderungsgeschwindigkeit der Salzkonzenbration usw.
irgendwelche Schlisse zu zichen.

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

WEHMER hat in Seiner berithmten Arbeit iiber die Oxalsiurebildung
von Aspergillus mniger konstatiert, dass der Pilz bei Gegenwart von
Calciumearbonat oder Calciumphosphat diese Siure in ungeheurer Menge
produziert, wahrend dies beim Zusatz von Calciummitrat sowie Calcium-
chlorid gar nicht oder nur in schwachem Grade stattfindet. Aus diesem
Versuchsresultate hat er geschlossen, dass nicht das Calecium an der
Oxalsiiurebildung schuldig ist, soudern die Eigenschaft der Séiureanionen,
die mit dem Calcium sich verbinden kdnnen. Aus seinem Versuche
geht auch harvor, dass bei Gegenwart von Calciumearbonat oder Calcium-
phosphat die Kulturlosung fiir das Wachstum des Pilzes in einen
ungimstigen Zustand iibergeht.

1) Ca(NO;), oder NaNO, als N-Quelle.
2) Da die von ihm verwendete N-Quelle Nitrnt gewesen ist, so wire es unrichtig,
seine Versuchsresultate mit den meinigen unmittelbar zu vergleichen.
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Youne und BENNET haben die beschleunigende Wirkung von Calcium
auf das Wachstum des Pilzes bestitigt; nach ihrer Meinung dient
Calcium zur Regulation der Aciditit (correcting of acidity) der Kultur-
16sung.

Vensvon XVII.

Kulturlésungon : (1) 2 (3)
Grundldsung 26 25 25
Glukoseldsung (m/2) 50 50 50
CuCOy (in g) (5)

CaCl, (in g) (5.55)
Umdest. Wagsor 25 25 25
Summe (in ccm) 100 100 100

Die Ca-Menge in den XKulturen 2 und 3 ist dquivalent, diejenige von CaCOj, ist
gleich derjenigen im Versachs von WEHMER
pH nach einstiindiger Sterilisation :

1) 4.2
@) 6.4
3@ 3.9

ErLENMEYERSCHE Kolben von 300 com Inhalt.

Tabelle XVII.

Kultur Kul,tll.lj gguer‘ Pi[zgeéwicht pH Oxalsiiure Glukose
1-1 10 1.443 1.9 0 +
1-2 » 1.451 1.6 0 +
1-3 . 1.730 1.4 0 +
1-4 ” 1.795 14 0 +
1 ~ 10 1.605 1.5 0 +
2-1 10 0.310 4.7 + +
2-2 » 0.290 4.5 + +
2-3 3 0.379 4.3 + +
2-4 » 0.471 44 + +
2 10 . 0.363 45 + +
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 v 1.415 1.5 0 0
3 10 1.505 14 0 0
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Durch einen Zusatz von Calcium wird der Pilz in seinem Gedeihen
gunstig beeinflusst. Die CaCly-haltige Kulturldsung wird von einer
dicken weissen Pilzschicht bedeckt, die aber ohne Fruktifikation bleibt.
Am Ende des Versuchs ist zwar die hochste Pilzernte nicht in der CaCly-
baltigen Kultur gewonnen worden, deswegen daxf man aber den Zusatz von
Calcium doch nicht niedrig einschitzen, weil zur Erntezeit die C-Quelle
schon erschopft war und die Abnabhme 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 dirfte man diese stimulierende Wirkung von Calcium mnicht auf
die Pufferwirkung der Calciumsalze, sondern zum Teil auf die antagoni-
stische Wirkung der Ca-Tonen gegen die H-Ionen in bestimmter
Konzentration usw. zurtickfihhren, wie sie von BRENNER(2), PRIANI-
soENIKOW, KamHO und von mir selbst bei anderen Pflanzen bestitigt
worden ist. Diese ginstige Wirkung des Calciums wird manchmal von
auderen Faktoren so eingeschrinkt, dass kein so tppiges Wachstum
erfolgt. Dies kann man beim Zusatz von Calciumearbonat sowie-phosphat
klar ersehen”- Wie WemmMER schon hervorgehoben hat, beruht eine
solche abweichende Wirkung der verschiedenen Calciumsalze auf gewissen
Eigentiimlichkeiten. Calciumearbonat oder ~-phosphat, denen eine starke
Pufferwirkung gegen den Anstieg der H-Jonenkonzentration zukommt,
lassen den Pilz in ungeheurer Menge Oxalsdure produzieren. Der daraus
resultierende grosse Energieverlust hebt den Vorteil der Pufferwirkung
auf und das Pilzwachstum verschlechtert sich. Der erste Anreiz zu
einer solechen lebhaften Oxalsdurebildung bei Zusatz von Calciumecarbonat
oder -phosphat ist, wie oben erwihnt, die starke Pufferwirkung. Das
Verbindungsvermogen zwischen dem Caleium und der Oxalsfiure, wodurch
Calciumoxalat in unloslichem Zustand entsteht, ist nur als eine daraus
hervorgehende sekundire Erscheinung zu betrachten.

Zusammenfassung.

1. Die Kultur von Aspergillus niger in der Grundlésung zeigt,
graphisch dargestellt, im Wachstum sowie in der Verinderung des
pH-Wertes autokatalyseiihnlichen [-formigen Verlauf. Im Vergleich
der Kurven des Wachstums und des pH-Wertes betrigt die optimale
H-Ionenkonzentration etwa pH=2.0 fiir das fortgeschrittene Wachstum
des Pilzmycels.

1) Auch bei WERMER, BUTKEWITSCH.
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2. Durch Zusatz des spezifischen Paffors zur Kulturlosung wird
die Erhohung der H-Tonenkonzentration wihrend des Pilzwachstums
mshr oder weniger gehemmt, was auf das Pilzwachstum giinstig wirkt,
indem die auf das Wachstum ungiinstig wirkende hohere H-Ionen-
konzentration verzogert wird.

3. Die starke Pufferwirkung sowie das aufs neue auftretende Neu-
tralisationsvermdgen der Kulturlosung ruft anderseits leicht, ja selbst
in hoherer Aciditit, die Oxalsiurebildung durch den Pilz hervor, die in
Okonomischer Hinsicht den Pilz sehr benachteiligt. FEine giinstige
Harmonie zwischen der Pufferwirkung und der Oxalsdurebildung gestattet
Aspergillus niger tppiges Wachstum.

4. Das als N-Quelle verwendete Ammoniumsalz vermag moglicher-
weise wenigstens die folgenden zwei Einflisse auf die Aciditit der
Kulturlésung auszuiben :

a) Erhohung der H-Ionenkonzentration durch die Dissoziation
der disponibel gewordenen Siure.
b) Einfluss als Puffer.

5. Auch beim Vergleich des Ndhrwertes verschiedener Ammonium-
salze als N-Quelle muss man die oben erwihnte Beziehung zwischen
Pufferwirkung und Oxalsiurebildung in Betracht ziehen.

6. Obwohl der Einfluss des osmotischen Druckes auf das Wachstum
des Pilzes eine grosse Rolle spielt, so wire es doch falsch, wenn man
lediglich gestiitzt auf den Versuch iiber den Einfluss der Konzentration
der Kulturlosung auf das Gedeihen des Pilues einen Schluss zoge, ohne
Riicksicht auf die Pufferwirkung, die Verinderungsgeschwindigkeit der
Salzkonzentration usw.

7. Calcium wirkt auf das Wachstum von Aspergillus niger beschleu-
-nigend, weun die zugesetzten Calciumsalze nicht zu stark puffernd
wirken. Das Verbindungsvermdgen zwischen dem Calcium und der
Oxalsdure, wodurch Oxalat im unldslichen Zustande entsteht, ist in der
Kultur von Aspergillus niger nur als eine aus der Oxalsiurebildung
erfolgende sekundire Erscheinung zu betrachten.

8. Die Puofferwirkung der Kulturlosung steht also 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 tiglich
oder moglichst oft das Pilzmycel ernten. Mehrere Kulturen sind mittels
Kurven miteinander zu vergleichen. Wenn die Ernte nicht so oft
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ausgeftihrt wird, so muss der ibriggebliebene Zucker qualitativ oder
quantitativ nachgewiesen werden, damit man bemerken kann, wann die
Verringerung der Pilzernte beginnt. FEine einmalige Pilzernte ohne
solche Zuckermessungen geniigt oft nicht zum exakten Vergleich der
Kulturen.

10. Die anfiingliche H-Tonenkonzentration der Kulturlésung dient
nur als Masstab fiir den Keimungsgrad der Sporen oder fiir den Wachs-
tumsgrad des Mycels im frithsten Stadium. Wenn der Einfluss der
H-Tonenkonzentration auf das Pilzwachstum wihrend der ganzen Kultur-
dauer untersucht werden soll, so muss man der Pufferwirkung der
Kulturlosung eive grosse Rolle zuerkemnen. Arbeiten, in denen nur die
anfingliche oder bisweilen auch die finale H-Ionenkonzentration der
Kulturlésung mitgeteilt wird, dirften je nach den Umstéinden an Bedeu-
tung einbissen.

11. Die Kulturen sollten nicht zwecklos lange dauern und die
Néhrlosungen nicht zu stark verdiinnt werden, weil die inzwischen
verschiedenartig verinderten Bedingungen in jeder Losung sekundiire
Einflisse auf das Gedeihen des Pilzes ausiiben kénnen.

Nachschrift.

Nachdem die Drucklegung bereits abgschlossen vorlag, kamen mir noch drei Referate
von den folgenden Arbeiten zu Gesicht;
1. Euvive, Fr., Uber die Bildung organischer Siuren duarch Aspergillus niger.
f')fversigt af Finska Vatenskaps-Societetens Forhandlinger. 1918-1919. 61. Afd.
A. No. 15. (Referat von Kurr Noak in der Zeitschr. £. Bot.,, Bd. 13 1921).
2 Bacw, b, Variotions de la concentration en ions hydrogene sous linfluence de
Passinilation des nitrates par 1 Aspergillus repens DE Bary., C. R. Acad. Se.
Paris. 1924 178. (Referat von HocmaPFEL im Botanischen Centralblatt Bd.
146. 1924).
3. Bacg, D, Variations de la concentration des ions H au cours de I'sssimilation
des sels ammonincaux d’acids forts par 1 Aspergillus repens De Baryr. C. R.
Acad. Se. Paris 1924, 178 (Referat von HoCHAPFEL im Batanischen Central-
blatt, Bd. 146 1924).
Ich mdchte nber an dieser Stelle diese Pablikationen nachtriiglich nur zitieren, da
sich mir in der nichston Zukunft wieder eine Gelegenheit bieten wird, eingehend
darauf zu sprechen zu kommen,
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