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Ueber einige fiir die Kultur von Aspergillen notwendigen
Schwermetalle und das Befreiungsverfahren der
Naihrlosung von ihren Spuren

Von

TETSU SAKAMURA

(Mit 2 Textfiguren)

Kohle als Adsorbens

Es ist heutigen Tages wohl allgemein anerkannt, dass die N#hr-
losung der Pilzkultur zunichst von jenen Verunreinigungen, etwa wie
Zn, Fe, Cu, Mn u.a. in geringen Spuren, nahezu vollig befreit werden
miisse, wenigstens soweit die Untersuchung sich auf die physiolo-
gische Wirkung der Schwermetallspuren bezieht. Unter verschiedenen
Reinigungsmethoden fiir den oben erwihnten Zweck steht in erster
Linie diejenige durch Adsorption an Kohle®, Kalk® usw zu Ver-
fligung. Auch in meinen fritheren Arbeitén(® habe ich die Adsorp-
tionsmethode mit Carbo medicinalis MERCK fiir die Reinigung der
Nihrlosung bei der Kultur von Aspergillen verwendet, und YosHI-
MURA (1934) hat in ihrer Arbeit iiber die Kugelzellbildung in
Aspergillus oryzae verschiedene Bemerkungen iiber die Kohlen-
behandlung der Kulturlosung mitgeteilt. Um zu sehen, in welchem
Grade unsere Reinigung der Kulturlésung durch die Kohlenbehand-
lung erfolgte, soll das Mycelwachstum in meiner Kultur von Asper-
gillus niger hier zum Vergleich mit den Ergebnissen von anderen
Autoren gezeigt werden (Tabelle 1). Die Kulturdauer in diesen
Untersuchungen war meistens etwa eine Woche.

(1) BorTeLs (1927) und RoBERG (1927).
(2) STEINBERG (1919).
(8) SAxkAMURA und YOSHIMURA (1933) und SAKAMURA (1934).
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Tabelle 1
Autor Pilz Adsorptionsmittel Pitzgewicht (g)

Mein Versuch Asp. niger | Carbo medicinalis MERCK 0.248
STEINBERG (1919) Asp. niger CaCoO, 0.013-0.018
BoRrTELS (1927) Asp. niger | Carbo medicinalis MERCK 0.012
ROBERG (1931) Asp. niger | Carbo medicinalis MERCK 0.012-0.034
LOHMANN (1934) Asp. niger | Carbo medicinalis MERCK 0.114

~ GOLLONICK (1936) Asp. niger | Carbo animalis MERCK 0.012

Der oben gezeigte Vergleich weist darauf hin, dass die Befreiung
der Nihrlésung von Schwermetallspuren in meinem Fall gewisser-
massen unvolikommen war, wenn ein Urteil dariiber nach dem
Kulturergebnis gefillt wird. Um die genaue Kenntnis des Effekts
der Kohlenbehandlung zu gewinnen, wurde auch aktive Kohle von
Firma TAKEDA verwendet. Das pH-Bereich des Wachstums und die
Kugelzellbildung wurden untersucht, wobei die Ergebnisse des Ad-
sorptionsverfahrens mit Carbo medicinalis MERCK und mit aktiver
Kohle TAKEDA miteinander verglichen wurden. In den folgenden
Zeilen mochte ich der Einfachheit halber die beiden Kohlenarten mit
Zeichen M bzw. T. veranschaulichen. Alles Wasser wurde in einem
aus alkalienfreiem Glas bestehenden Destillationsapparat um-
destilliert. Die Kulturlésung besass folgende Zusammensetzung:

NH,NO; (MERCK’s Reagens) 5g

KH,PO, (nach SGRENSEN fiir Puffergemisch, SCHERING-KAHLBAUM) 25g
MgS0,7TH.O (Zur Analyse mit Garantieschein, KAHLBAUM) 1.25¢g
Glukose (wasserfrei, TAKEDA) 225¢g
Umdestilliertes Wasser 1000 cem

Die Kulturlésung wurde mit 5% Kohle versetzt und so behandelt, wie
von YOSHIMURA (1934) angegeben worden ist.

Versuch 1

Mit je 5 cem Kulturlosung wurde ein Reagenzglas beschickt, mit
Wattepfropfen verschlossen und in KocHschem Dampftopf 20
Minuten lang sterilisiert. Aspergillus niger. Vorkultur:Koji-Agar.
Kulturdauer: 2 Tage. Temperatur: 30°C. (Tabelle 2).
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Tabelle 2

pH-Grenze fiir Kugelzellbildung

Wachstum in i i
saurem Gebiete |ohne Cu-Zusatz | Cu(2x10-4mol) i Cu(b x 10—4 mol)

M 1.6 — l\ + +

T 1.2 - l - 1 -

Adsorptions-
mittel

In der mit Kohle behandelten Nihrlosung ohne Cu-Zusatz wuchs
der Pilz bei T in hoherer Cy als bei M, und die Kugelzellbildung bei
dem Cu-Zusatz wurde leicht bei M hervorgerufen, aber nicht bei T.
Aus diesem Ergebnis sind folgende zwei Moglichkeiten denkbar :

1. Abweichende Adsorptionsfihigkeit bei beiden Kohlensorten.
2. Beide Kohlensorten lassen Salze in ungleicher Menge in die
Losung gehen.

Folgender . Versuch wurde angestellt, um zu sehen, ob die Kohle
irgendwelche Substanzen in die Lésung abgibt.

Versuch 2

Die Grundlosung wurde doppelt so konzentriert hergestellt wie
die Kulturlésung in Versuch 1. Wasser und Grundlésung, welche
beide gleicherweise kohlenbehandelt worden waren, wurden in
gleichem Verhiltnis gemischt. Die so bereitete Kulturlosung war
gleich derjenigen in Versuch 1 und ihr pH-Wert durch Zusatz der
eisenfreien H,SO, auf 1.6, 1.8, und 2.2 reguliert. 5 ccm Kulturlésung
in Reagenzglas. Aspergillus niger. Vorkultur: Koji-Agar®, Kultur-
dauver: 2 Tage. Temperatur: 30°C. Keine merkliche Verinderung
des pH-Wertes im Laufe der Kultur. (Tabelle 3).

MG: Die mit M behandelte Grundlésung.
MW : Die mit M behandelte Wasser.

TG: Die mit T behandelte Grundlésung.
TW: Das mit T behandelte Wasser.

(1) Bei den nachherigen Versuchen in vorliegenden Untersuchungen
wurden Konidienmaterialien alle der Koji-Agar-Kultur entnommen.
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Tabelle 3
Kugelzellbildung
Kulturlésung ohne Cu-Zusatz Cu-(6x10~* mol) ‘ Cu(10-3mol)

MG+MW - + | +
MG+TW - + ‘ +
TG+TW — — i —
TG+MW - - | -

Versuch 3

Der Versuch wurde im grossen und ganzen fast gleich dem Ver-
such 2 angestellt, nur mit dem Unterschiede, dass das Volumverhilt-
nis zwischen Grundlésung und Wasser 1:4 war. Der pH-Wert der
Kulturlésung wurde auf 1.7, 1.8 and 2.0 reguliert (Tabelle 4).

Tabelle 4 4

Kugelzellbildung
Kulturlésung ohne Cu-Zusatz Cu(5x10—* mol Cu(10-3 mol)
l ;
MG+MW — [ + +
MG+TW — — +
TG+TW — | — _
TG+MWwW — ; — _

Aus Versuch 2 and 3 geht hervor, dass die Kugelzellbildung nicht
nur bei der T-Kulturlésung, sondern auch bei der mit dem T-Wasser
verdiinnten Grundlosung gehemmt wurde. Aus dieser Beziehung
liegt es nahe anzunehmen, dass der Unterschied zwischen der M-
und T-Kohlenbehandlung nicht auf die ungleiche Adsorptionsfihig-
keit fiir die Schwermetalle, sondern auf die Abgabe derjenigen
Stoffe der Kohle zuriickzufiihren sei, welche hemmend auf die Kugel-
zellbildung wirken. Da SAKAMURA und YOSHIMURA (1933) bestitigt
gefunden haben, dass Fe und besonders Mn hemmend auf die Kugel-
zellbildung wirken, lidsst sich Mn vor allem als einer der lgsenden
Stoffe in Betracht ziehen. Auch daraus, dass Mn das Wachstum von
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Aspergillus in hoherer Aciditat Dbegiinstigt®, kann man die
Manganabgabe der T-Kohle vermuten, indem die 7-Behandlung die
hichste Cy-Grenze des Wachstums erweitert.

Eine 5%ige Suspension von M- sowie T-Kohle wurde nach der
eine Stunde langen Erschiitterung filtriert, das Filtrat wurde durch

0 -0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0 1.2 -1.4 -1.6 -1.8 -2.0 Volt

AT
/
/

" g
/ e

A / _,..--'.-»'""" wll . o

MMM -] i '.'.'.'.'.'.*.u:u'.'-‘/r“"v
B ”M r o

LT | A
/

Nd

\

Fig. 1

A: Die unbehandelte Kulturlosung. Anodenpotential, +0.034 Volt,

B: Die mit Ca-Phosphat behandelte Kulturlosung. Anodenpotential,
—0.058 Volt.

C: Die mit Carbo medicinalis MERCK behandelte Kulturlésung.
Anodenpotential, —0.06 Volt.

D: Die mit Kohle von TAKEDA behandelte Kulturlosung. Anoden-
potential, —0.068 Volt.

Der letzte starke Anstieg jeder Kurve deutet auf das Vorhandensein
von Nitrate hin.

(1) Tamiva (1928).
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die Methode von REIMAN und MINOT (1920) der Mn-Priifung unter-
worfen, und bei der T-Behandlung wurde Mn nachgewiesen, aber
nicht bei der M-Behandlung. Die oben geschilderten Ergebnisse alle
weisen auf die grosse Moglichkeit der Manganabgabe der T-Kohle
hin, und wir kénnen das Ausbleiben von Kugelzellbildung bei der 7'-
Behandlung, selbst beim Zusatz von Cu, der als einer der wichtigen
Faktoren fiir die Kugelzellbildung betrachtet werden kann, dadurch
erkldren, dass Mn gegen Cu antagonistisch wirkt®.

Dass ausser Mn noch andere Stoffe in kleinster Menge von der
M- oder T-Kohle abgegeben werden oder in der Kulturlosung zuriick-
bleiben diirften, lisst sich vermuten, weil nach der Kohlenbehandlung
der Pilz, und zwar ohne Zusatz von Fe oder Zn, welche beide als die
unentbehrlichen Elemente fiir die Pilzkultur betrachtet werden
konnen, ein bemerkbar gutes Wachstum ausfiihrt.

0 -02 -04 -06 -08 -1.0 -12 -1.4 -16 -1.8Volt

Fig. 2

Die mit Ca-Phosphat behandelte Kulturlééung mit Zn-Zusatz (2x10-5 mol).
Anodenpotential, +0.018 Volt.

Die oben erwihnte Moglichkeit lisst sich auch aus den polaro-
graphischen Untersuchungen der mit Kohle behandelten Kultur-
l6sung bestitigen, besonders die Gegenwart von Zn in der T-behandel-
ten Kulturlésung (Fig. 1D und Fig. 2). Obwohl bei der M-behandel-
ten Losung das Vorhandensein bestimmter Schwermetalle polaro-
graphisch nicht nachgewiesen werden kann, deutet der auffallende

(1) SAKAMURA und YOSHIMURA (1933).
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Anstieg der Kurve auf die Lésung irgendwelcher Substanzen hin
(Fig. 1, C).

Die Kohlenbehandlung der Kulturlosung, selbst unter Verwen-
dung von Carbo medicinalis MERCK, ist zum Zweck der Befreiung von
Schwermetallspuren nicht geeignet, was uns veranlasste, andere
Adsorptionsmittel zu suchen.

HoPKINS (1984) hat als Adsorbens zum Zweck der Befreiung
der Nihrlosung von Mn bei der Kultur von Chlorella mit Erfolg Ca-
Phosphat benutzt. Da Ca-Phosphat in verhiltnisméissig reinem
Zustande erhalten werden kann, ist die Moglichkeit der Abgabe un-
willkommener Stoffe daraus viel kleiner als bei der Kohlenbehand-
lung, und das geloste Ca-Salz wirkt auf das Pilzwachstum nicht spezi-
fisch. Zuniichst wurde Ca-Phosphat als Adsorptionsmittel einer
Priifung unterzogen.

Versuch 4

Die Kulturlosung wurde mit 1% Ca-Phosphat (MERCK), nicht
ausgewaschen, versetzt und das Adsorptionsverfahren dauerte 2
Stunden lang. Der pH-Wert der Lésung nach der Behandlung betrug
5.6. Die Kultur geschah mit 100 ccm. Nihrlosung im ERLENMEYER-
kolben von 250 ccm Inhalt. Sterilisationsdauer: 20 Minuten lang.
Aspergillus niger. Vorkultur: Koji-Agar. Kulturdauer: 5 Tage.
Temperatur: 30°C. Zugesetzte Schwermetalle®: Fe 2 X 10-°mol.
Zn, Mn und Cu 10-®*mol. (Tabelle 5).

Tabelle 5

Metallzusatz End-pH Konidien Pilzgewicht (g)
— 3.3 + 0.042
Fe 3.0 ++ 0.080
Zn 3.3 + 0.176
Cu 3.3 + 0.027
Fe+Cu 2.6 +++ 0.240
Fe+Cu+4Zn 2.0 +++ 0.640
Fe4-Cu+4Mn 2.8 +++ 0.145
Fe4-Zn+4-Cu 2.0 ++ 0.545
Zn+Cu--Mn 3.3 + 4+ 0.036
Fe+Zn+4Cu+Mn 3.0 +4++ 0.446

(1) Schwermetalle wurden als Fe.(80.):, ZnSO,, MnSO. bzw. CuSO,
zugesetzt.
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Trotzdem im obigen Versuche Ca-Phosphat ungewaschen ver-
wendet wurde, war der Adsorptionseffekt viel grésser als bei der
Kohlenbehandlung. Ohne Schwermetallzusatz fand nur kiimmer-
liches Wachstum auf der Oberfliche der Kulturlésung statt, wihrend
lippiges Gedeihen des Mycels erfolgte, wenn verschiedene Schwer-
metalle zusammen der Kulturlésung zugesetzt wurden. Die Unent-
behrlichkeit von Fe und Zn wurde hervorragend bestitigt. Obwohl
bei der Kultur chne Schwermetallzusatz tiefer schwarze Konidien als
bei der Kohlenbehandlung gebildet wurden, ist dies nicht gerade so
aufzufassen, dass die Befreiung der Kulturlésung von Cu in diesem
Versuch ungeniigender sei, weil die Konidienfarbe nicht bloss von
Cu abhingig sich entwickelt und ein spiterer Versuch zeigte, dass
der Zusatz von nur 10-"'mol Cu Einfluss auf die Entwicklung der
Konidienfarbe hat. Da das Adsorptionsverfahren mit Ca-Phosphat
fiir unseren Zweck als erfolgreich sich bewies, wurde ferner eine
Reihe von Versuchen angestellt, um die Methodik der Adsorption zu
verfeinern.

Auswaschung von Ca-Phosphat
Versuch 5

Fiinfzig g Ca-Phosphat wurde in 1000 cm umdestilliertem Wasser
5 Stunden lang geschiittelt. Wiahrend dieses Verfahrens wurde das
Wasser viermal gewechselt, und nach dem Abfiltrieren wurde Ca-
Phosphat abgetrocknet, die Kulturlosung mit 0.5% Ca-Phosphat
versetzt und sein pH-Wert auf 5.5 reguliert. Das Adsorptionsver-
fahren dauerte 2 Stunden lang. Der pH-Wert des Filtrats der so
behandelten Loésung war 5.7. Zur Xontrolle habe ich wunaus-
gewaschenes Ca-Phosphat als Adsorptionsmittel verwendet. Die
Kultur geschah mit 100 ccm Néhrlosung in ERLENMEYERkolben® von '
250 ccm Inhalt. Aspergillus niger. Vorkultur: Koji-Agar. Kultur-
dauer: 7 Tage. Temperatur: 30°C. Die Konzentrationen der
zugesetzten Schwermetalle blieben dieselben wie in dem Versuch 4.
(Tabelle 6).

(1) Die Kolben bestanden aus Terex Glas, dessen Eigenschaften nachher
erwahnt werden sollen.
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Tabelle 6
Ca Phosphat (ausgewaechen) ‘ Ca -Phosphat (mcht ausgewaschen)
o R — - e
End \ ! Pllzgewwhn End- | s 5 Pllzgewu:ht
Metallzusatz pH 4 Konidien | ‘ i) . pH ‘ Komdlen‘ @
— 3.5 \ + L 0.002 | 35 £ | 0.009
Fe 3.4 | + 00038 ' 86 + 0.011
Zn 3.6 ] + 0.002 3.6 + 0.007
Fe+Cu 8.9 + 0.002 3.8 + | 0.006
Fe+Zn 2.2 B 0.18 | 22 + ’ 0.222
Fe+Zn+Cu 2.0 ' + | 0449 | 20 + 0.441
Fe+Zn+Cu+Mn| 2.2 | +++ ‘ 0.460 | 21 +++ l 0.743

Da die Verwendung des ausgewaschenen Ca-Phosphats besseren
Adsorptionseffekt zu zeigen neigt und noch dazu die von verschiedenen
Fabriken stammenden Priparate dieses Salzes als Verunreinigung
Nitrat enthalten, ist das Waschverfahren als die notwendige Vor-
behandlung erwiinscht.

Menge von Ca-Phosphat
Versuch 6

Adsorptionsverfahren mit ausgewaschenem Ca-Phosphat, Kultur-
methode usw waren gleich dem Versuch 5, nur mit dem Unterschiede,
dass der ERLENMEYERkolben nicht aus Terex Glas bestand. Kultur-
dauer: 7 und 8 Tage. (Tabelle 7 und 8).

Tabelle 7
Kulturdauer: 7 Tage

% a-Phosphat 19 Ca-Phosphat ! 0.5% Ca-Phosphat

.| Pilz- ;| Pilz- . | Pilz-
End- Kom-, : End- | Koni- P End- | Koni- p
- |gewicht ; gewicht : gewicht
Metallzusatz rH | dien ‘ (2) pH | dien @ pH | dien (@)
— 3.4 | + ‘ 0.001 34 | 4+ 0.007 34| + 0.005
Fe 3.2 | + | 0027 33| + 0.037 3.6 | + 0.032
Zn 3.3 + | 0.014 3.4 + 0.023 3.6 + 0.015
Fe+Zn 2.1 +*%* 0,408 24| %] 0.139 2.4 | +£%| 0.133
Fe+Zn+Cu 20 + | 0.519 2.0 | + 0.528 2.0 | + 0.523
Fe+Zn+4Cu+Mn| 2.0 |+++; 0.842 21 |++-+| 0.743 21| 44| 0.651

* Braune Konidien.
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Tabelle 8
Kulturdauer: 8 Tage
0.5% Ca-Phosphat 0.259% Ca-Phosphat
End- ... Pilzgewicht | End- s Pilzgev;i-gh_{

Metallzusatz pH Konidien ! (@) pH Konidien )
- 3.2 + { 0.003 3.2 + 0.005
Fe 3.3 + i 0.020 3.2 + 0.025
Zn 3.0 +4+ 1 0.046 3.0 ++ 0.037
Fe+Zn 2.0 +* 0.353 2.0 4% 0.479
Fe+Zn+Cu 2.1 +% | 0525 2.1 +* 0.553
Fe+Zn+Cu+Mn| 1.9 +4+ 0.584 1.9 ++ 0.651

* Braune Konidien. ‘

Aus dem obigen Versuche geht hervor, dass der Effekt der
Adsorption mit Ca-Phosphat von verschiedenen Stufen der Kon-
zentration zwischen 2-0.25% gleichméssig erfolgt. In der Praxis
ist daher 0.5% Ca-Phosphat zu empfehlen.

Cu der Kulturlosung bei dem Adsorptionverfahren

In den obigen Versuchen wurde das Adsorptionsverfahren in
der schwachen Aciditit (pH 5.7) ausgefiihrt. Um festzustellen, ob
die Adsorption in alkalischer Reaktion noch erfolgreicher ist, habe
ich dann noch einen Versuch folgender Art angestellt.

Versuch 7

Das Adsorptionsverfahren geschah in schwach alkalischem
Medium (pH 7.4). Um den Niederschlag von Ammonium-Mg-
Phosphat zu vermeiden, wurde die Kulturlosung in zwei Teile A und
B getrennt, und diese wurden einzeln mit Ca-Phosphat behandelt.

NH,NO; 35g
A {KgHPO4 0.56 g {KzHPO 0.56 g
Glukose 16.75 g MgS0,.7THO 0.875 g

Nach dem Adsorptionsverfahren wurden die Losungen A und
B zusammengemischt, und der pH-Wert wurde mit H,SO, auf 5.2



Ueber einige fiir die Kultur von Aspergillen notwendigen Schwermetalle 109

reguliert. Die Kulturmethode und -bedingungen waren gleich den
obigen Versuchen. Die Kulturdauer: 7 Tage. (Tabelle 9).

Tabelle 9

Metallzusatz End-pH Konidien Pilzgév)vicht
- 3.4 — 0.002
Fe 3.0 +* 0.022
Zn 3.4 + 0.007
Fe+Zn 2.2 +* 0.170
Fe+Zn-+Zn 1.8 + . 0.503
Fe+Zn+Cu+Mn 1.9 +++ 0.562

* Braune Konidien.

Der obige Versuch ergab, dass der Adsorptionseffekt in alkali-
scher Reaktion nicht merklich von demjenigen im sauren Medium
sich unterscheidet. Da das Adsorptionsverfahren in alkalischer
Losung aber viel Miihe kostet und noch die Reinheit der zur pH-
Regulierung benutzten Siure beriicksichtigt werden muss, kann man
die schwach saure Reaktion als vorteilhafter vorziehen.

Eigenschaften der Glaser

Wie aus einer Reihe von Untersuchungen mehrerer Forscher
ersichtlich ist, unterliegt es wohl keinem Zweifel mehr, dass die
Eigenschaften der Glidser ausschlaggebende Bedeutung bei der Pilz-
kultur haben. Da die Abgabe von Schwermetallen aus der Glaswand
hochst wahrscheinlich ist, so ist die Auswahl der Gliser ein wichtiges
Moment, besonders wenn es sich um die physiologische Wirkung der
Schwermetallspuren handelt. Unter unseren jetzigen Umstinden ist
es zu Kkostspielig, Jenaer oder Pyrex Gliser zu verwenden.
Neuerdings bringt die Tokyo Elektrische A. G. ein Glas mit der
Bezeichnung ,,Terex* in den Handel, das fiir unseren Zweck passend
zu sein schien. Nach der Mitteilung der Firma lassen Terex Gliser
keine Menge ihrer Wandsubstanz in die Lésung gehen, und sie werden
als ,,Zn-frei“ bezeichnet. Zum Vergleich habe ich auch die bisher
gebrauchten alkalienfreien Glaskolben verwendet, die der Bequem-
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lichkeit halber hier als ,,S“ bezeichnet werden. Als Versuchspilze
dienten Aspergillus niger, Asp. oryzae und Asp. tamarii.

Versuch 8

Adsorptionsverfahren wurde mit 2% ausgewaschenem Ca-
Phosphat ausgefiihrt. Sterilisationsdauer: 20 Minuten. Kultur-
dauer: 6 Tage. Sonst gleich den obigen Versuchen. (Tabelle 10, 11
und 12). ’

Tabelle 10
Aspergillus niger.
| Terex i S
End- sas Pilzgewicht w?ﬂnd- sas Pilzgewicht
Metallzusatz pH Konidien ) | pH J:Komdlen! (@
- 3.6 + 0.001 36 | = | 0.002
1 |
Fe 3.2 +* 0.017 3.0 +% 0.017
Fe+Cu 3.1 ++ 0.024 32 | ++ 0.033
Fe+Zn 2.2 48 0.320 21 . +% 1 o021
Fe+Zn+Cu 1.9 ++ 0647 | L9 ++ 0581
Fe+Zn+Cu+Mn| 21 | +++ 07191 | 20 R , 0.635
* Braune Konidien.
§ Gelbbraune Konidien.
Tabelle 11
Aspergillus oryzae.
Terex | S
End- s 35 Pilzgewicht | End- oy : Pilzgewicht
Metallzusatz pH Konidien (2) pH Konidien i ()
— 1 4.3 + 0.008 4.2 + 0.007
Fe 4.4 + 0.031 4.2 + 0.075
Fe+Cu 4.3 + 0.011 3.2 + 0.088
Fe+Zn 4.0 — 0.169 3.9 — 0.138
Fe+Zn+Cu 2.8 — 0.135 3.0 - 0.134
Fe+Zn+Cu+Mn| 2.8 ++ 0.576 2.2 ++ 0.610
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Tabelle 12

Aspergillus tamarii. Kulturdauer: 9 Tage.

1 Terex 1 S
! |
- End- ... | Pilzgewicht | End- |y ... | Pilzgewicht
Metallzusatz l pH Konidien © | pH 1 Konidien (®
Fe+Cu+Mn | 5.0 + 0042 | 3.0 i +++ 0.181
Fe+Cu+Mn+Zn| 2.2 | ++ 0418 | 22 | 4+ 0.302

Aspergillus niger: Kein Unterschied des Pilzgewichts bestand
zwischen S und Terex, aber in der Kultur ohne Zn-Zusatz entwickelte
sich die Pilzdecke ringformig die Glaswand beriihrend bei jenem,
wihrend bei diesem gleichmissig auf der Oberfliche der Kulturlésung.

Aspergillus oryzae: In der Kultur ochne Zn-Zusatz bestand ein
Unterschied des Pilzwachstums zwischen S und Terex. Aehnlicher
Unterschied der Pilzdecke zwischen den beiden Glassorten war
ersichtlich wie bei Aspergillus niger.

Aspergillus tamarii: Der Unterschied des Pilzwachstums sowie
des Deckenzustandes zwischen den beiden Glassorten war noch auf-
fallender als bei Aspergillus niger oder Asp. oryzae. Aus den Kultur-
ergebnissen kann man bemerken, dass es bei S sehr schwierig ist,
Zinkabgabe der Glaswand in biologisch wirksamer Menge méglichst
zu vermeiden. Solcher Nachteil kann bei der Verwendung von Terex
Glidsern minimal vermindert werden, und in der Praxis kann dadurch
eine schwermetalifreie Kulturbedingung erreicht werden. Im obigen
Versuche dauerte die Dampfsterilisation 20 Minuten, aber ein noch
grosserer Unterschied des Pilzwachstums zwischen S und Terex kann

erwartet werden, wenn eine noch linger dauernde Sterilisation aus-
gefiihrt wird.

Versuch 9

Aspergillus niger. Adsorptionsmittel: 0.5% Ca-Phosphat. Je
100 cecm Kulturlésung in einem ERLENMEYERkolben von 250 cem In-
halt. Fe 2 X 10-*mol, Zn und Cu 10-*mol. Versuchsdauer: 8 Tage.
(Tabelle 13 und 14).
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Tabelle 13
Sterilisationsdauer : 20 Minuten.
Terex S
End- s s Pilzgewicht | End- ‘s Pilzgewicht
Metallzusatz pH Konidien ® pH Konidien ©

— 3.4 + 0.004 3.4 -+ 0.009

Fe 3.3 + 0.014 2.6 0.037
Fe+4Cu 3.4 + 0.020 2.8 ++ 0.051
Fe+Zn 1.9 ++* 0.428 1.9 +* 0.417
* Braune Konidien.

Tabelle 14
Sterilisationsdauer: 60 Minuten.
Terex S
End- f3: Pilzgewicht | End- ! s s Pilzgewicht
Metallzusatz pH Konidien (@ pH Konidien ®

- 3.3 + 0.002 33 |+ 0.014

Fe 3.3 + 0.027 2.6 ; + 0.188
Fe+4Cu 3.4 + 0.022 2.5 | ++ 0.188
Fe+Zn 1.9 ] +4* 0.415 1.9 +* 0.391

* Braune Konidien.

Bei der einstiindigen Sterilisation erfolgte das Pilzwachstum in
der Kultur ohne Zn-Zusatz besser bei S als bei Terex, und beim Fe-
oder (Fe + Cu)-Zusatz neigte die Pilzdecke dazu, ringférmig die
Glaswand berithrend sich zu entwickeln, was alles darauf hinzu-
deuten scheint, dass die Kolben noch grossere Mengen ihrer Glas-
wandsubstanz, so z.B. Zn, durch die lingere Erhitzung in die Kultur-
1osung gehen lassen. Im Gegensatz dazu wuchs der Pilz bei Terex
fast unabhingig von der Sterilisationsdauer im Bereich von 5-60
Minuten. Wir mochten bei den weiteren Versuchen die 5-20 Minuten
lange Sterilisation bei 100°C im Dampftopf zur Ausfithrung bringen.
Ebenfalls hat ROBERG (1928) schon eine so kurze Sterilisation, wie
von 5 Minuten, empfohlen.
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Zusammenfassung des Adsorptionsverfahrens mit Ca-Phosphat

Wir mochten die brauchbare Methodik des Adsorptionsver-
fahrens mit Ca-Phosphat folgendermassen zusammenfassen:

1. Die Salzkonzentration der Kulturlésung entspricht der Hélfte
derjenigen der PFEFFERschen Losung, und die Glukosekonzentration
betrigt m/8 oder m/4.

2. Das mit Glasdestillierapparat umdestillierte Wasser wird
gebraucht, -

3. Fiinfzig g Ca-Phosphat wird in 1000 ccm umdestilliertem
Wasser suspendiert, und die Suspension wird 5 Stunden lang
geschiittelt. Wihrend dieses Waschverfahrens wird Wasser viermal
gewechselt, und nach der Filtration Ca-Phosphat unter Verwendung
aschenfreien Filtrierpapiers® luftgetrocknet.

4. Die Kulturlésung wird mit 0.5% Ca-Phosphat versetzt und
mittels NaOH auf pH 5.5 gebracht. Das Adsorptionsverfahren
geschieht 2 Stunden lang auf dem Schiittelapparat. Die Suspension
zweimal filtriert, und das Filtrat, dessen pH-Wert meistens 5.7
betragt, kommt fertig zum Gebrauch als die Kulturlosung.

5, Kulturgefiss muss kein Zink enthalten und auch keine
anderen Schwermetalle in die Loésung gehen lassen. Bei uns ist z.B.
Terex Glas brauchbar fiir diesen Zweck.

6. Je nach dem Versuchszweck wird eine bestimmte gemessene
Menge der Schwermetalle in die Kulturlosung zugesetzt.

7. Keine Trockensterilisation des Kulturgefdsses. Die Dampf-
sterilisation der Kulturlosung im Kulturgefiss dauert 20 Minuten
bei 100°C im Dampftopf.

Mogliche Grenze der Befreiung der Kulturlosung
‘ von Schwermetallen

Inwieweit die Kulturlosung der oben zusammenfassend erwihn-
ten Methode geméss von Schwermetallen befreit werden kann, ist
in folgendem Versuche zu ersehen.

Versuch 10

Kulturgefisse bestanden aus Terex Glas. Sterilisationsdauer:
20 Minuten. Die Konzentration von drei Schwermetallen blieb

(1) Z.B. Toyo Filtrierpapier Nr. 7.
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konstant und ein anderes Schwermetall wurde in variierter Menge

zugesetzt.

9. (Tabelle 15, 16 und 17).

Die Versuchsanordnung war sonst gleich wie im Versuch

Tabelle 15
Zn-Zusatz End-pH Konidien Pilzgigvicht
— 3.4 + 0.038
10-° 34 + 0.040
10-8 3.4 + 0.036
10-7 3.2 + 0.119
10-6 2.0 + 4+ 0.708
10-5 1.9 + 4+ 0.765
Tabelle 16
Cu-Zusatz End-pH Konidien P ilzg(egv)vicht
— 2.1 +* 0.615
10-° 2.2 +* 0.502
10-8 2.3 +* 0.496
10~ 2.1 448 0.672
10-¢ 2.0 +++ 0.754
10-5 2.0 +++ 0.775
* Braune Konidien.
§ Briunlich-schwarze Konidien.
Tabelle 17
Mn-Zusatz End-pH Konidien Pilzg(gvicht Pilzdecke
- 3.4 — 0.628 faltig
109 3.4 L+ 0.682 "
10-8 34 7 ++ 0.659 "
10-7 3.2 l ++ 0.736 ’
10-6 2.0 +++ 0.779 schwach faltig
10-5 1.9 RS 0.737 glatt
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Die Beseitigung der Schwermetalle in der Kulturlosung erfolgte
nach unserer Methode in dem Mass, dass Aspergillus niger die
zugesetzten Schwermetalle in folgenden Konzentrationen empfinden
konnte:

Fe 10-"mol (nach dem Pilzgewicht)

Zn 1077, deutlicher 10-®mol (nach dem Pilzgewicht)

Cu 10"mol (nach der Konidienfarbe)

Mn 10%mol (nach der Kugelzellbildung® und der Faltung
der Pilzdecke)

Das Pilzgewicht bei der schwermetallfreien Kultur: 0.001-

0.004 g.

Am Ende sei kurz die Rede von den polarographischen Unter-
suchungen iiber den Effekt des Adsorptionsverfahrens mittels Ca-
Phosphat. Die polarographische Kurve zeigte, dass Ca-Phosphat
keine merklich wirksame Substanz in auffilliger Menge abgibt und
dass das Adsorptionsverfahren damit die Kulturlésung reinigen kann
(Fig. 1, B). Hier ersieht man z.B. das Sinken der Kurve an der
Ort, die der mit { bezeichneten Stelle der Kurve A entspricht; was
wahrscheinlich auf die Beseitigung von Zn hindeutet.

Der Stiftung Hattori Hok6kwai sind wir fiir die Unterstiitzung
unserer Arbeiten zu grosstem Dank verpflichtet.
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