Studien Uber den Harnstoffpilz.

Von Dr. Rudolf v. Jaksoll, Assistenten ,|*r I. ninrlicinisehen Klinik.

(Hierzu- Tafel 1).

(Aus ilem modicluLsch-fhoinischeu Luboratoriuiii in Pr;m).
(Der Keilaktiou zugegaiif'eu am 15. August 1891).

Pas tout*1) gebthrt das Verdienst zuerst die Aufmerk-
samkeit der Forscher auf die bei der alkalischen Glhrung
des llarns auftretenden Mikroorganismen gelenkt zu haben,
Er entdeckte in einem von ilun als Torulacee hezeiclrnoten
Pilz das Ferment der alkalischen llarngéhrung. Vein T rég-
item2) hat diese Angaben bestatigt und unsere Kenntnisse
durch neue Thatsachen bereichert. Er, fand, dass sich die
Torulacee in Hefewasser, in welchem Harnstoff gelost ist,
gut entwickelt, dass in einer reinen Harnstofflésung zwar
die Gabrung beginnt, aber sehr trage fortschreitet und in
kurzer Zeit ganz aufhort. Er wies ferner nach, dass in einer
derartig inficirten Losung von Harnstoff in Hefewasser der
Harnstoff durch das Ferment in ;W Stunden vollstandig in
kohlensaures Ammoniak umgesetzt wurde.

Musculus3) gelang es, aus faulendem llarn ein 16s-
liches Ferment zu gewinnen, welches im Stande war, Harn-
stoff in kohlensaures Ammoniak Uberzufiihren, eine [3eob-

') L. Pasteur: Annales de chimie et de physique 1862,
pag. 52 et 55. — Mémoire sur les corpuscules organisés qui existent en
suspension dans I'atmosphéere. Vergleiche Comptes rendus LII, P* 1142

Van Tieghem: Sur la fermentation ammoniacale, Comptes
rendus T. LVIII, p. 210, 18454, -

*) Musculus: Ueher die Giihrung des Harnstoffe. — Pfluger’s
Archiv, Bd. XII, S. 214. !
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whtuog, «lie von Pasteur und Joubrrt4) besliligl und

dalilu erweitert wurde, dass dieses Ferment deni Lebous-
processedes Pilzes seinen Ursprung verdankt.

In Anschluss an die Untersuchungen der genannten
Forscher habe ich in einer Heilte von Versuchen, deren
Ergebnisse ich hier mittheilo, Nahens Uber die biologischen
Verhaltnisse des !larnstoirpilzes festzustellen versucht. Hierzu
bedurfte es einer Reincultur des Pilzes, zu welcher ich in
folgender Weise gelangte.

Methode der Zuichtung.

Eine geringe Menge faulenden Harns, der die von
Pastdur und Van Tieghcm beschriebenen Pilze in reich-
lichster Menge zeigte, wurde! auf eine Harnstoff enthaltende
Nahrlésung gebracht, von der erhaltenen Pilzvegetalion eine
Spur auf eine ebensolclie Nahrlésung ausgesat und mit dieser
taglich wiederholten Ueperinipfung so lange fortgefahren, bis
die wochenlang fortgesetzte tagliche mikroskopische Unter-
suchung der Pilze eine vollstindige Homogenitat des Pilz-
materials auswies.

Sorgfaltig gereinigte, ungefédhr 150 Gc. Flussigkeit fas-
sende Kolbchen wurden mit 50 Gc. einer Nahrlosung gefullt,
welche im Liter enthielt: */i« gr. schwefelsaure Magnesia,
Vs gr. saures, phosphorsaures Kali, 5 gr. Kalium-Natrium-
Tartrat und 5 gr. Harnstoffl); die Flissigkeit wurde auf dem
Sandbad aufgekocht, Va Stunde im Sieden erhalten und die
Kolbchen, wahrend die Flissigkeit sieh noch im lebhaftesten
Sieden befand, mit einem Pfropf entfetteter Watte verschlossen.

- l*asteuru Joubert: Sur ta fermentation de t'urine. Comptes
rendus, T. LXXXIII, 1.876, p. 5.

) Warum diese Zusammensetzung der Flissigkeit gewahlt wurde,
wird aus den spater mitgetheilten Versuchen Kklar werden. Bevor ich
zu dieser Zusammensetzung der N&hrlosung gelangte, also in den ersten
Versuchsreihen (ungefahr tit Culturen), benutzte ich eine Lésung, die im
Liter enthielt: ’“« gr. salpetersauren Kalk, '/« gr. salpetcrsaures Kali,

1.« gr. schwefelsaure Magnesia, '*« b'l- saures phosphorsaures Kali, 5 gr.
Scignettesalz und 5 gr. Harnstoff.
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Nachdem die Flussigkeit Zimmertemperatur angenommen
halte, wurde sie in folgender Weise mit dem Pilz inficirl.
Haardiinne, frisch ausgezogene, an beiden Enden zugeschniol- |
zone Glasrohrchen wurden in eine in lebhafter Harnstoff-
gahrung begriffene Flissigkeit eingestossen, so dass die untere
eingetauchte Spitze abbrach und eine Spur der Pilzfllssigkeit
in das Gapillarrohrchen eintrat. Dieses wurde sofort in die
zu impfende! Nahrlosung, von der auf einen Augenblick der
Wattepfropf entfernt wurde, gebracht und der die Pilzllis-
sigkeit enthaltende Theil durch Anslossen an den Hoden des

Kochfldschchen abgebrochen und dasselbe nouerdipgs mil '
einem frischen Wattepfropf verschlossen.

Um sicher zu sein, dass Dbei diesem Verfahren andere
Pilzkeime (aus der Luft) nicht in die Nahrlosung gelangen,
wurde stets mit Gontrolversuchen gearbeitet, in der Art* dass
in genau die gleiche Nahrflissigkeit enthaltende Kdlbchen auf
die oben geschilderte Weise Gapillarréhrchen hineingebracht
wurden, nur mit dem Unterschiede, dass dieselben nicht unier
Pilzflussigkeiten, sondern unter ausgekochtem und dann auf
Zimmertemperatur gebrachten Wasser abgebrochen worden,
waren.

Die nach Hunderten z&hlenden Gontrolversuche fielen
sammtlich negativ aus, so dass man wohl berechtigt ist eine
zufallige Infection durch andere als die absichtlich einge-
bracliten Pilze vollstdndig auszuschliessen. - - -

Alle geimpften Flissigkeiten, sowie auch die Gontrol-
versuche wurden stets unter ganz gleiche aussere Bedingungen

gebracht, d. h. bei einer Temperatur von 30° G. tage- Oder
wochenlang gehalten. f

Verlauf der Gahrung.

Die auf~die oben beschriebene Weise inficirten Flussig-
keiten zeigten nach 24 stindigem Stehen bei 3t)0 G. jedesmal
eine intensive Tribung, die in den folgenden Tagen noch
zunahm. Dabei hatten die Ldsungen eine leicht griine Farbe
gewonnen und fluorescirten etwas. Nach Verlauf im Durch-
schnitt von 14 Tagen setzten sich am Boden kleine Waélkchen



398

;ib, ilocli hlioh die Flussigkeit total trib. Sie ivagirto.stark
alkalisch und enthielt eine* grosse Menge Kohlensaure.

Nach inehrmonatliehein Stehen klarte sie sich vollkommen
nnd am Hoden fand sich eine mehrere Millimeter hohe, schlei-
mige, ans Micrococcus ureaze-Kasen bestehende Schicht vor.

Wurde aus 4—0 Wochen alten Culturen auf eine frische
Nahrlosung geimpft, so blich letztere steril.

Einfluss der Temperatur auf die Entwickelung
des Harnstoffpilzes.

Um den Einfluss der Temperatur auf die Entwickelung
des Uilzes feslzustellen, wurden folgende Versuche unter-
nommen.

Eine entsprechende Anzahl von Koélbchen wurde mit
6() Cc. unserer gewohnlichen Nahrlosung geftllt, die eine
Halfte davon unter den oben beschriebenen Cautelen geimpft;
die andere Halfte diente zu Controlversuchen. Die Cultur-
llissigkeiton wurden dann der Einwirkung verschiedener
Temperaturgrade ausgesetzt und zwar: 1

1. I'iner Temperatur von — 1V C. durch 24 Stunden: die Flissigkeit
ist nach dem Aufthauen klar, 24 Stunden spater ist bei Zimmer-
temperatur eine schwache Trubung aufgetreten, die in den folgenden
Tagen rasch an Intensitat zunimmt.

2. Einer Temperatur von — 15® (!. durch < Tage: wverhalt sich nach
dem Aufthauen genau so wie 1.

t. Einer Temperatur von — 0,3° C. — 0° 0. durch 21 Stunden, daun
24 Stunden in Zimmertemperatur: Tribung, die in den folgenden
Tagen rasch zunimmt.

- Fine Temperatur von —0,3°(1. — 0° 0. durch 5 Tage: verhélt sich
in Zimmertemperatur gebracht, genau so wie 3.

5. Einer Temperatur von -p 18°  durch 21 Stunden : schwache Triibung,
die in den folgenden Tagen hei derselben Temperatur langsam zu-
nimmt.

f». Einer Temperatur von -p 30" (I. — 33° C. durch 24 Stunden: inten-
sive Trubung, welche dann hei Zimmertemperatur langsam zu-
nimmt.

7. Einer Temperatur von -p30°C. — 33°C. durch 4 Tage: sehr inten-
sive Trubung.
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8. Einer Temperatur von -f 10° C.— 45° C. durch 21 Stunden : sehnache
Tribim<r; daun mehren* Ta”e hei -f Mn° <. —MM°(l. belassen: &fissersl| *
rasche Zunahme derselben.

9. Einer Temperatur von 40° C. 45° C. durch 4 Tap*: schwache
Tribung, dann hei MO -MM0 i\. rasche Zunahme derseHwu. . "

10. Einer Temperatur von 50° C. durch | Stunde: hei 18° (.. stehen
gelassen, nach 48 Stunden Tribung. '

11. Einer Temperatur von <>° C. durch 1 Stunde: hei 18° C. stehen
gelassen, nach 48 Stunden Triubung, dieselbe schwéacher als in TO: erst
nach S tagigem Stehen hei 18° C. sind 10. und 11. gleich intensiv trib.

11 Einer Temperatur von 70° 0. durch 1 Stunde: bleibt steril.

IM. » » » 80° C. » 1 » -V »
14, » » » do0 C. » i y
15. » » » 100° 0. » 1 » » »

Diese Versuche wurden mehrmals wiederholt und er-
gaben stets das oben mitgetheilte Resultat.

Alle Controlversuche blieben steril.

Wir kdnnen daraus folgende Schliisse fur das Verhalt-
uiss des Harnstoffpilzes zur Temperatur ziehen:

1. Das Temperaturoptimum desselben liegt bei 39° C. — 33" C.

2. Bei Temperaturen unter 0° C. entwickelt sich .der Pilz
nicht, doch verliert er selbst bei einer mehrtagigen Ein-
wirkung einer Temperatur von 15° G. seine Entwicke-
hmgslahigkeit nicht.

3. Temperaturen tber 40° C. verzbogern die Entwickelung
umsomehr, je hoher die Temperatur steigt. Temperaturen
uber 00° C. heben die Entwickelungsfahigkeit vollig auf.

Ueber die anorganischen Nahrsalze
des Harnstoffpilzes.

Wie schon oben erwahnt wurde in einer ersten Reihe
von Versuchen der einem alkalisch reagirenden Harn ent-
nommene Pilz in einer N&hrlosung gezlchtet, welche im
biter enthielt: gr. salpetersauernKalk, V*« gr. salpetersaures
Kali, Via gr. schwefelsaure Magnesia, Vie gr. saures phosphor-
saures Kali, 5 gr. Seignette-Salz und 5 gr. Harnstoff,

D;iss der Harnstoffpilz der anorganischen Salze zu seiner
Entwickelung benéthigt, war bereits nacli den Angaben von
Van Tieghem 1. c. sehr wahrscheinlich..
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Auch die analogen- Arbeiten Pasteur’sl) Uber die
Bierhefe und A. Schultzes-) Uber die Spaltpilze des Wein-
kahms, in welchen beide Forscher zeigten, dass diese Pilze
der unorganischen Salze zu ihrer Entwickelung bedurfen,
wiesen darauf hin, dass sich auch der Harnstoffpilz ahnlich
verhalten durfte.

Es wurden, um diese Frage zu entscheiden, Spuren des
Pilzes auf Flissigkeiten

1) Die blos '/*% Harnstoll',

2} Die blos 110> Seignetlesalz,

0) Die Harnstoll' und Seignottesalz zu je Wo enthielten,
in gewohnlicher Weise geimpft.

1, 2, 3 sind, nachdem sie 14 Tage einer Temperatur
von :U)° C. ausgesetzt worden waren, nur minimal trib,8)
wahrend eine am selben Tage aus derselben Pilzcultur inli-
cirte nebst Harnstoff und Seignetlesalz anorganische Salze
enthillende Flussigkeit die schon friher beschriebenen Ver-
anderungen in ausgesprochenster Weise zeigte.

Die Wiederholung dieser Versuche gab stets das gleiche
Resultat.

Der Harnstoffpilz bedarf also gleich der
Bierhefe und dem Weinkahm zu seiner Entwicke-
lung anorganischer Salze.

Welcher anorganischer Salze bedarf der
Harnstoffpilz?

Um diese Frage zu beantworten bereitete ich mir Nahr-
I6sungen die ausser Harnstoff und Seignetlesalz blos eines
der 4 oben genannten Salze und zwar je V* gr. im Liter
enthielten und inficirle d*ese Flussigkeiten dann in der
gewdhnlichen Weise mit Pilzkeimen.

) Pasteur: Annal, do Uliiin. et Phys, |31 T. 6S, p. 3ss.
Mayer: Ciélirnngsclieinic, S. 21E
*) I>ie minimale Trubung ruhrt wohl daher, dass mit den Pilz-
keimen auch eine Spur anorganischer Salze in die C.ullurllfissigkeit
gebracht eward**.
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Es traten bei diesen Versuchsreihen nur minimale Tru-
bungen der Culturfliissigkeiten nach Verlauf von 3—4 Tagen
ein, die noch am stérksten ausgesprochen waren bei Anwen-
dung des sauren phosphorsauren Kalis.

Demnach war Weder salpetersaurer Kalk, noch salpeter-
saures Kali, noch Schwefelsdure Magnesia, noch phosphor-
saures Kali fur sich allein im Stande, dem Pilz die ndthigen
Aschebestandtheile zu liefern.

Es wurden nun in einer weiteren Versuchsreihe je zwei
der obengenannten Salze combinirt als N&hrldsung verwendet.
Dabei fand sich, dass die Entwickelung ebenso schnell und
intensiv vor sich ging wie in der urspringlichen aus 4 Salzen
zusammengesetzten Nahrflussigkeit, bei Verwendung des.sauren
phosphorsauren Kalis und der schwefelsauren Magnesia zu-
sammen und zwar, wie entsprechende Versuche ergaben,'am
promptesten in Losungen, welche I/s gr. saures phosphorsaires
Kali und Ve gr. schwefelsaure Magnesia im Liter enthielten.
Eine Vermehrung dieser beiden anorganischen Salze bis auf
das zehnfache ihres Gewichtes hatte einen weniger stiirmischen
Verlauf der Gaiming zur Folge.

Ein @hnliches Verhalten zeigte sich auch bei .der Ver-
mehrung der Menge der beiden zur Zichtung verwendeten
organischen Substanzen: des Harnstoffes und des Seignetle-
salzes, ein Umstand, auf welchen ich spater noch zuriick-
komme.

Ich benltzte deshalb, wie schon anfangs erwahnt, zu
allen weiteren Culturen des Pilzes eine Flussigkeit, die im
Liter enthielt: *8 gr. saures phosphorsaures Kali,
Vic gr. schwefelsaure Magnesia, 5 gr. Seignetlesalz
und 3 gr. Harnstoff. |

Eine weitere Einschrdnkung der mineralischen Na&hr-
beslandtheile erwies sich, wie die nun folgenden Versuche
ergeben werden, als unmdglich. Dieselben wurden in der
Weise ausgefiihrt, dass Kalium, Magnesium, die Phosphor-
saure und Schwefelsaure nach einander olimiinrt wurdeh.

Der hier folgende Auszug aus den Vcrsuchspvotocolen,
darfte die Ausfiuhrung der Versuche am bestell zeigen:
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I. Ausschluss des Kaliums.

rm0) Ce. Na&hrlésung, die im Lifer enthdlt 'm gr. Schwefelsdure
Magnesia, d gr. phosphorsaures Natron, 5 gr. Harnstoff, uml 5 gr. wein-
saures Natron werden in gewohnlicher Weise geimpft.

Verlauf der Gahrung: nach 72 Stunden minimaleTrlbungderFlussigkeit.
nach 13 Tagen geringe Zunahme derselben.

I1. Ausschluss des Magnesiums.

saures Kali, ">« gr* schwefelsaures Kali, 5 gr. Harnstoff, 5 gr. Soignctte-
salz, wird mij/dem HarnstolTpilz inlicht.
Verlauf det Gahrung: nach 72 Stunden ist die Flussigkeit klar.

nach 13 Tagen zeigt sie eine schwache Tribung.

I11. Ausschluss der Schwefelsaure.

50 Ce. Nahrlosung, die im Liter gelost enthalt \a gr. saures
phosphorsaures Kali, '/* er- Chlormagnesium, 5 gr. Harnstoff, 5 gr.
Seigncttesal/., wird unter den gewoOhnlichen Cantelen geimjift.

Verlauf der Gahrung: nach 72 Stunden schwache Trubungder Flussigkeit.
nach 13 Tagen ist dieselbe etwas starker.

IV. Ausschluss der I*hosphorséaure.
50 Cc. Nahrlésung, die im Liter enthalt v» gr. schwefelsaures Kali,
= gr. schwefelsaure Magnesia, 5 gr. Harnstoff und 5 gr. Seignetlesalz,
wird in gewohnlicher Weise geimpft.
Verlauf der Gahrung: die Flussigkeit ist nach 14 Tagen vollstandig
klar.l)

Als am 14. Tage des Versuches die Intensitdt der Tribungen in
I, 11, HL 1V verglichen wurde mit der Tridbung, die iii einem Kolbchen,
welches meine Nahrldsung enthielt und am seihen Tage und aus der-
selben I'ilzcultur geimpft worden war, sich entwickelt hatte, zeigte sich,
dass dieselben minimal waren. Die relativ starkste Tribung wies der
kalifreie Versuch auf, hei Ausschluss der Schwefelsdaure war die Trubung
noch schwacher und am schwachsten bei Ausschluss der Magnesia. Die
phosphorstiHrefreie Gultur zeigte Uberhaupt gar keine Entwickelung.

Aus diesen Versuchsreihen ergibt sich, dass der
Harn Stoffp ilz ohne bestimmte Aschen bestan d-
theile nicht leben kann und zwar bedarf er zu
seiner Entwickelung des Kaliums, Magnesiums,
der Phosphorsaure und der ,Schwefelsaure.

>) Diese Versuchsreihe wurde dreimal wiederholt und gab stets
dasselbe Resultat.
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Uoher die organischen Substanzen, welche der
I'tlz zu seiner Ent wi ckol ung benot hi gt.

Versuche den Pilz in Flussigkeiten zu zilichten, die ausser
den beiden anorganischen Salzen entweder bloss Harnstoll'

oder bloss Seignettesalz enthielten, ergaben ein negatives
Resultat. :

Vcrsnchsprotocol.
I. oft Ce. einer Nahrlésung, die im Liter enthalt % gr. saures phos-

phorsaurcs Kali. 116 gr. Schwefelsaure Magnesia und .V gr, Harn*
stott werden in der gewoéhnlichen Weise inlicht.

Hei :U)° tritt erst nach 1K Stunden leichte Trubung ein, die
in den folgenden Tagen nicht au Intensitat zunimmt.

Il W> Cc. einer Nahrlésung, die im Liter enthalt % gr. saures phos-
phorsaures Ka'i, ’'/«sgr. Schwefelsdure Magnesia, 6 gr. Seigneltesalz,
werden in der gewoéhnlichen Weise inficirt.

Hei ‘10° (1. erst nach 72 Stunden leichte Trfrhtnig, die in den
tolgenden Tagen nicht au Intensitat zunimmt.

I1l. o(l Cc. meiner, gewodhnlichen Nahrlosung Werden aus der*
seihen Cultur und am seihen Tage wie |. und Il. geimpft.

Hei 3<)° C. nach 24 Stunden intensive Trubung, der weitere
Verlauf der Gahrung genau so wie bereits oben beschrieben.lj

Es wurden nun weitere Versuchsreihen. atsgefihrt, um
die Einwirkung einer hotheren Concentration-'-dieser organi-
schen Korper aut' den Verlauf der Géhrung zu sludireii.

Es ergab sich, dass eine Vermehrung des Harnstoffes allein
bis um das 10lache seines Gewichtes, desgleichen auch des
Seigncltesalzes allein den Eintritt der G&hrung tun 24 Stun-
den verzogert und dass der weitere Verlauf der Géahrung
mder diesen Verhaltnissen nicht so, lebhaft ist als bei An-
wendung einer Lésung von 5 grm. Harnstoff und 5 grm.
Seignettesalz im Liter. ' .

Wurden jedoch beide» organische Substanzen tint das
Zehnfache ihres Gewichts vermehrt, so trat zwar erst nach
IS Slundon eine Gahrung ein, doch verlief dieselbe rascher
als in der gewohnlichen Nahrlésung und die erhaltene Tru-
bung war bereits mich weiteren 24 Stunden intensiver als
in der in gleicher Zeit inficirten gewdhnlichen Nahrlosung.

’) Auch dieser \ersuch wurde mehrmals wiederholt und ergab
stets «las gleiche Resultat.

Zeitschrift f. pliysiolo”, Chemie V. 27
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Aus diesen Versuchen ergibt sich:

1) Der Harnstoffpilz .braucht ausser anorganischen Sub-
stanzen zu seiner Entwickelung auch organischer Sub-
stanzen. Harnstoff und Seignettesalz sind tauglich zu
diesem Zweck.

2) Eine Vermehrung bloss eines dieser genannten Kaorper
um das 10 fache seines Gewichtes verzdgert den Eintritt
der Claiming und vermindert die Intensitat derselben.

>) Eine Vermehrung dieser beiden Substanzen verzogert
den Eintritt der Gahrung um 24 Stunden, dieselbe tritt
jedoch dann sehr intensiv ein.

In den folgenden Versuchsreihen suchte ich zu ermitteln,
durch welche anderen organischen Verbindungen diese beiden
dein Pilz zur Erndhrung noéthigen Korper eventuell ersetzt
werden konnen. Die Substanzen, welche ich in Verwendung
brachte, waren 1) FettkOrper, 2) aromatische Verbindungen,
i1) Kohlehydrate, 4) Pepton.

Stets wurde dabei mit einer doppelten Reihtl von Gon-
Jrolversuchen gern beitet.

1) Wurden 50 Gc, unserer Nahrflussigkeit in gewohnlicher
Weise mit Pilzkeimen inficirt;

2) 50 Ge. derselben Flissigkeit mit ausgekochtem und auf
Zimmertemperatur gebrachtem Wasser geimpft;

'R 50 Gc. unserer Nahrlésung, die statt Harnstoff, Seignetfe-

salz oder beider Korper \/ respective - grm. der zu
dem Versuche verwendeten organischen Substanz ent-

hielt, mit Pilzkeimen inficirt.

Ich war so in der Lage mich stets zu Uberzeugen, dass
zuféllige Infectionen durch die in der Luft enthaltenen Keime
vollig ausgeschlossen waren.

Anderseits gab die. in dem mit gewdhnlicher Nahrlsung
gefullten Kolbchen ablaufende Gé&hrung ein Vergleichsobjekt.'
zu der Gahrung, welche in dem mit anderen organischen
Substanzen beschickten. Gulturapparat vor sich gieng.

Alle Versuche wurden bei :>0" G. zu Ende geflhrt.
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1. Fett kor per.
1. Ameisensaure Salze.

1) 50 Cr. meiner anorganischen Né&hrlésung weiden [« gr. ameisen*
saures Natron zugeselzt und dann die Flissigkeit geimpft. IHesel|*e
ist nach 14 Tagen vollkommen Kklar.

I») 50 Cc. Nahrlésung 4- 'w gr. ameiseiisanres Ammoniak werden mit
Pilzen geimpft. Die Flissigkeit ist nach U Tagen ganz Klar.

¢) 50 Cc. Nahrlésung -f 1t gr. ameisensaures Natron -f 7« gr. Itarn-
stoll werden mit Pilzkeimen iuficirt.
Nach iS Stunden schwache Trubung. Nach 14'Tagen i>t .die

Entwickelung der Pilze bedeutend schwécher als in dem in'gleicher
Zeit inficirteu, die gewohnliche Nahrlosung enthaltenden Cpltur-
apparat.

d) 50 Cc. anorganischer Nahrlosung 4- '/« gr. ameisetpsdaures Ammoniak
+ 7* gr. Harnstotr.

Die Flissigkeit ist nach 14 Tagen vollkommen Klar.

Eine Wiederholung dieser vier Versuche mit % gnu.
amcisensaurem Salz ergibt dasselbe Resultat.

Diese Versuche zeigen, dass der Pilz, wenn man ihm
IJarnstolf und ameisensaures Natron reicht, sich entwickeln
kann, die Eilt Wickelung aber schlechter von Statten geht als hei.
Anwesenheit von Harnstoff und Seignetlesalz. In ameisen-
saurem Ammoniak jedoch ist der Pilz auch bei Anwesenheit
von Harnstoff nicht im Stande sich zu entwickeln.

2. Essigsaure Salze.

a) 50 De. anorganisch»* N&hrlosung 4- 7« gr. essigsaures Natron sind
14 Tage nach der Impfung vollstandig steril.

hi 50 Cc. anorganische Nahrlésung 4- ‘'l« gr. essigsaures Ammoniak
sind 11 Tage nach der Impfung vollistandig steril.

c) 50 Cc. anorganische Nahrlosung -f *k gr. essigsaures Ammoniak
4- 1. gr. Harnstoff: 14 Tage nach der Impfung ist die Fliissigkeit
vollkommen Klar.

d) 50 Cc. anorganische Nahrldsung + 7. gr, essigsaures Natron j
T« gr. Harnstoff werden mit Pilzen inficirt: 24 .Stunden spaler hat
sich eine intensive Tribung der Flissigkeit eingestellt. Der weiter«*.
Verlauf der Géhrung ist genau «lerselne wie in dem gleichzeitig
geimpften Controlversuch.

F.im; Wiederholung dieser Versuche mit *« gr. «ler essigsaUren
Salz«l ergibt ilas gleiche Resultat.

Essigsaures Natron und Harnstoff sind ein gules Nahr-
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material lur unseren Pilz, wahrend er in essigsaurem Ammo-
niak auch hei Anwesenheit von Harnstoff nicht leben kann.
3. Buttersaure Salze.l)

a) " Cc. anorganische Nahrlésung + ‘'« gr. gahrungs-buttersaures
Natron: 14 Tage nach «ler Impfung vollstandig steril.
I») 50 Ce. anorganische Nahrlosung + '/* gr. buttersaures Ammoniak;
14 Tag«* nach «l«*r Impfung voIIstandi%Ifteril,
¢) 50 C«'. anorganisch«* Nahrlosung + I, gr. Imttersaures Natron +
V» gr. Harnstoll sind Stunden nach der Impfung etwas trib,
nach Verlauf von 11 Tagen ist die Trubung Imdeuteml schwacher
als in dem gleichzeitig geimpften Control versuch.
[) 50 Ce. anorganische Nahrlosung -f ‘/2 gr. buttersaures Ammoniak
+ *« gr. Harnstoff sind 11 Tage nach der Impfung vollig Klar.
Diese Versuche zeigen, (lass die huttersaiiren Salze sich
ganz analog zu dem Pilze verhalten, wie die ameisensauren
Salze, sie sind fir den Pilz ein schlechtes Xahrnuiterial und
er kann vom Ammoniaksalz auch bei Anwesenheit von Harn-
stoff nicht lehen, eine Eigenschaft, welche die Ammoniaksalze
dieser beiden Saduren mit dem essigsauren Ammoniak theilen,
wahrend essigsaures Natron im Gegensatz zum ameisensauren

und Imtiersauren Natron hei Anwesenheit von Harnstoff ein
sehr gutes Nahrmaterial darslellt.

4. Oxalsaure Salze. '

Genau in derselben Weise wie bisher wurden die Ver-
suche mit Oxalsauren Salzen durchgefiihrt.
;) 50 Ce. unorganische Nahrlosung f '2 gr. oxalsaurcs Kali.

Die iulicirte Flussigkeit hlieh steril.

I»" 50 Ce. anorganisc! e Nahrlésung ¥ '/* gr. oxalsaurcs Ammoniak.

Die iulicirte Flussigkeit hlieh steril.
e) 50 Ce. anorganische Na&hrlosung -- /2 gr. oxalsaurcs Kali |- '/« gr.
llarustolT.
Die inficirte Flussigkeit hlieh steril.
«l) 50 Cc. anorganische Nahrlésung -f J/2 gr. oxalsaurcs Ammoniak -f-
f4 gr. Harnstoff.
Die iulicirte Flissigk**it hlieh steril.
Versuche mit oxalsaurem Natron ergaben das gleiche Resultat.
In den- zu gleicher /eit geimpften Control versuchen lief «lie RUhrung in
«ler bekannten Weise ah.

*) Von einem aus kauflicher Rutterstiure «largest«*lllen Praparat
wurde in *licsc*n Versuchen nur di<* heti 10%2° C. iiborg«*h«itnh* Portion v«*r-
we*ml«*],



Es zeigen (liest* Versuche, dass die oxalsaurni Salze
vOllig ungeeignet sind, unseren Pilz zu ernahren.

5) Kernsteinsaure Salze.

;) >0 Ce. unorganische Nahrlésung -j- 0,1 gr. hcrustciusaurcs Natron
sind tt Tage nach der Impfung vollstandig klar. '

I») 00 Go anorganische Nahrlésung -f- 0,1 gr. hernslHiisaans Ammoniak
zeigen nach 21 .Stunden eine schwache Triubung, nach Verlauf von

14 Tilgen ist dieselbe fast ebenso intensiv wie i.n, dem geimpften
Controlversuche.

c) 50 Cc. anorganische Nahrlésung + 0.1 gr. heiusteinsauros Natron
-f- *4 gr. Harnstoff sind 2t Stunden naeli der Impfung ebenso frih
wie der geimpfte (loiitrolversuch.

dl 50 Co. unorganische Nahrlésung -j- 0,1 gr. bernsteinsaures Ammoniak

-f- 14 gr. Harnstoff: Verlauf der Gahrung wie in. ¢).

Der Pilz gedeiht in bernsteinsaurem Natron bei An-
wesenheit von Harnstoff gut, desgleichen auclT in bernstein-
saurem Ammoniak bei und ohne Anwesenheit von Harnstoff;
nur verlauft beim Fehlen des Harnstoffes die Gahrung trager.

6. Milchsaure Salze.

a) 50 Gc. anorganische Nahrlésung + '* gr.. galilungs-milchsaures

Natron sind nach 14 Tagen vollig klar.

b) 50 Cc. anorganische Nahrlésung -f- gr. milchsaures Ammoniak
sind 24 Stunden nach deV Impfung schwach tnib, nach 14 Tagen

ist die Tribung ebenso intensiv wie in dein gleich.zeitig geimpften
Controlversuch.

e) 50 Ce. anorganische Nahrlésung -4- 1. gr. milchsaures Natron -f
*i gr. Harnstoff sind 24 Stunden naeli der Impfung. intensiv trib,
Ablauf der Gahrung wie im geimpften Controlversnch. !

d) 50 Co. anorganische Nahrlésung -+ *> gr. milchsaures Ammoniak
*F gr. Harnstoff: Ablauf der G&hrung wie in ch o

Das Natronsalz der Milchsiure ist hei Anwesenheit von
Harnstoff im Stande den Pilz zu erndhren, desgleichen auch
das Ammoniaksalz. Auch hei Abwesenheit von Harnstoff
kann der Pilz im Ammoniaksalz vegetiren ; dje Entwickelung
desselben gellt etwas trager vor sich als hei Anwesenheit
von Harnstoff.

Das genau gleiche Verhalten gegen den Pilz zeigten auch:

7. Die iipfelsaureu Salze.
8. Die Weinsauren Salze.
9. Die cltronensauren Salze.
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Dii« Versurhi* wurden mit den gleichen Mengen »bxr Natron*
liiml  Ammoiiiaksalze der heireffenden Sauren wie hei der
Milchsaure ausgefthrl, so dass ich die detaillirte Mitlheihmg
der Versuchsprolokolle unterlassen kann.

10. filycoin.

Wurde unser Pilz hei Anwesenheit von llarnstoti und
der entsprechenden anorganischen Salze mit Glycerin (V* grin,
auf 50 Ce. unorganische Nahrlésung -f- V¥ grm. llarnstoll)
zusaiimuMigohracht, so trat erst nach 72 Stunden eine Tri-
bung der Flussigkeit aut, die nach Verlauf von 2—d Tagen
so stark geworden war, wie in der in gleicher Zeit inticirten
Culturflussigkeit, welche meine Nahrldsung enthielt.

11. Glycocoll.
a) 50 de. anorganische Nahrlésung 14 gr. (»lycneoll sind 21- Stunden
nach der Impfung ebenso intensiv getribt wie die geimpfte dontrol*
fiussigkeit.

I») 0 de. anorganische N&hrlésung -|- *» gr. dlycoeoll Hr *« gr. llarn-
slolT mit I'ilzkcimen iuliciil verhalten sich eheuso wie a).

Das GlyeoeoH ist im Stande dem Pilz die ihm ndlhigen
organischen Nahrstofle zu liefern auch ohne llinzufigung von
llarnstoti.

12. Lcncin.

a) 50 de. anorganische Nahrlosung -f Zgr. Leucin sind 24 Stunden
nach der Impfung ebenso. intensiv getribt wie die geimpfte doutrol-
llGssigkeit.

h) 50 de. anorganisch«« N&ahrlosung -f- ‘'id gr. Leucin -f -4 gr. llarn-
stoti zeigt genau dasselbe Verhalten nach der Impfung wie a).

Leucin verhéalt sich demnach zu diesem Pilz genau so
wie Glycocoll.

13 Asparagin.

a) 50 de. anorganische Nahrldsung -f 0,4 gr. Asparagin zeigen 24 Stunden

nach der Impfung eine ebenso in ensive Trubung wie die geimpfte
doiitrolflossigkeit.

I») 50 de. anorganische N&hrlosung -f 0,4 gr. Aspuragiu -f *4 gr. llarn-
stotl verhalten sich nach der Impfung genau so wie al.
Das Asparagin schliesst sieh in seinem Verhalten gegen
den llarnstoflfpilz ganz dem Glycocoll und Leucin an.



14. AH|mra]riiisaure Salze

Ji 511 Ce. anorganische Nahrlésung -+» o.l gr. a*\parlgin-aUVes Natron
sind 12 Slmiden ii ;ch der limptiiti"r schwach getrah!. <li# Inlcusiial
der Tribung hat nacli V*il.iuf vmi S Tagen nur wenig zugénommen-

h) () de. anorganische Nahrlosung -f O.l irr. aspanigiusaures Ammoniak
sind iS Stunden nach der Impfung stark gefrilit.

<) 50 ()c. anorganische Nahrlosung O.l irr. aspai‘agiiisaiires Natron

-f 14 irr. Harnstoff zeigen nach der Impfung denselben. Verlauf der
dahrung, wie der geimpfte f.onlro!versuch,

d | MI Ce. anoriranisehe Nahrlésung -j- 0.1 irr. asparagiu-atires Ammoitiak
-+- 14 irr. Harnstoff zeigen denselben Verlauf der i»alining wie <).

Asparaginsaures Natron fir sieh kann den Pilz ernahren,
or gedeiht jedoch nicht sonderlich gilt; besser vermag, er in
asparaginsiuirem Ammoniak zu lohen, am besten jedoch geht

seine Entwickelung in diesen Salzen vor sich, wenn nian
Harnstoff hinzuliigl.

15. Aeetamid.

a) 50 de. anorgauische Nahrlésung -f- 1 irr. Aeetamid bleiben nach
der Impfung vollstandig steril, wiihrend in dvm zu gleicher /eil
geimpften dontrolversuch die (Jahrung in bekannter Weise ahlaiift.

h) ab de. anorganische Nahrlosung + gr. Aeetamid -f Ht gr. Harn»
stolf hleiheu nach der Impfung steril,

c) 50 C.e. anorganische Nahrlosung -f- '/* gr. Aeetamid -p.'.i gr. Seiguette-
salz. hleiheu nach der Impfung gleichfalls steril.

Das Aeetamid erwies sich nach diesen Versuchen vollig
untauglich den Pilz zu ernéhren.

10; Oxaminsanre Salze.

i. 5(1 f,c. anorganische Nahrlésung -f* 0,10 gr. Oxauiinsaures Natron
sind H Tage nach der Impfung vollstandig klar.*

h) 50 de. anorganische Na&hrlésung + gr. Oxauiinsaures Ammoniak
sind 14 Tage nach der Impfung minimal getribt,

t) 50 de. anorganische Nahrlésung + 0,10 gr. oxamiiisaures Natron
-f *4 gr. HarnslotT sind 14 Tage nach «ler Impfung schwach getribt,

d) 50 de. anorganische Nahrlésung -J- 0,10 gr. oxaminsaures Niitmn
+ #4 gr. Seignettesalz sind 24 Stunden nach der Impfung schwach,
14 Tage spater ebenso intensiv getribt wie die in gleicher Zeit
inticirte, gewohnliche Nahrlosung enthaltende dullurflissigkeit.

Diosos Vorhalten der oxaminsauren Salze zeigt, dass sie
im Allgemeinen ein schlechtes N&ahrnuiteriaP fir den Pilz
abgeben; doch wuchert der Pilz bei Anwesenheit eines



zweiten organischen Salz«»s auch unter A ussctiluss des
Harnstoffs (ppig.

17. Kreatin.

;1) 50 Gc. aiiorganisedie Xfilulésung -f gr. Kreatin zeigen iS Stunden
nac h clc*r Impfung schwache Triubung, «i<* im Verlauf der nachsten
Tage* noch an Intensitat zuiiiurmt.

h) oo(!c. anorganische Xiihrlosun”™r -J- ‘i gr. Kreatin -p P4 gr. Seigne'lle*-

salz zeigen 2t Stunden nach der Impfung eine ebenso intensive
I mining wie der gleichzeitig geimpfte Gemlrolversiich.
<) 00 (je. anorganische Nahrlésung -P V- gr. Kreatin -j- -4 gr. llaru-
stolT verhalten sieli nach der Impfung genau so wie a).
Das Kroatin kann also fur sielt allein die dom Pilz
milbigen organischen Substanzen liefern," noch besser aber
gehl die Entwickelung von statten, wenn noch Seigiiettcsalz

der Culturflussigkeit hinzugeflgt wird.

Il. Aromatische Verbindungen.

1. Benzoesaure Salze.

a) 50 <je. anorganische Nahrlésung -f- '/» gr, benzoesaures Nation sind
H Tage nach der Impfung vollkommen Klar.

hl 50 (je. anorganischel Nahrlésung -p *»> gr. henzoesaures Ammoniak
sind 14 Tage nach der Impfung sehwaclt getribt.

c) 50 Gr. anorganische Nahrloimg -p ZLgr. henzoesaures Natron p
[ 4 gr. Harnstoff sind 24 Stunden nach der Impfung intensiv getribt,
weiterer Verlauf der GAhnmg so, wie in dein iu gleicher Zeit ge-
ilupften Gontrolversuch.

di 50 (je. anorganische Nahrlosung -p ** gr. henzoesaures Natron -p
"4 gr. Harnstoff, geim|ift, Verlauf der Gahiung wie c).

Henzoesaures Natron und bonzoosaures Ammoniak nahren
hoi Anwesenheit von HarnstolT den Pilz vortrefflich ; benzoe-

saures Ammoniak allein ist hierzu nicht so gut geeignet.

2. Salicylsanre Salze.

a) 50 (je. anorganische N&hrloésung -p ' gr. salicylsaures Natron sind
14 Tagel nach der Impfung voflkomtncn klar.

b),50 Gr, anorganische Nahrlésung + \2 gr. salicylsaures Ammoniak
verhaltel» sich gleich wie a).

e) 50 Gc. anorganischel Nahrlésung -p % gr. salicylsaures Natron -f
m gr- HarnstolT zeigen 14 Tage» mich der Impfung einel minimale!l
Trubung.

d) 50 Cc. anorganische Nahrlosung -f ‘> g'» salicylsaures Ammoniak'
-p +a gr. Harnstoff verhalten sich genau so wie c).
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Di< .« VciMielie Zeigen, dass sdicylsunrc Slizt» iinlnnghch
siml den Pilz zu ndhren, obgleich sic nicht ;ut>s<ihife (lifle
fur ihn sind, wie Versuch c) und d) lehrt.

3. llippursaure Salze.

a) >0 Cr. anorganische Nahrlosung g g~ hippnrsaurrs Natron zeige.,
erst 72 Stunden nach .ler Impfung eine Tribung; dieselbe nimmt
lasch /I, Ist bereits am 4. Tage so intensiv wie in .lern zugleich
geimpften Control v»?rsuch.

I») ol» Ce. anorganisch- Nahrlésung + o gr. hippirrsames .Xatnui h
\i gr. Harnstoff: «lie C&hrung verlduft so, wie in dem geimpfUm
Control versuch.

<).*0(.c. anorganische Né&hrlosung f 'm» gr. hippursaures Natron -}-
"4 gr. Seignettesalz zeigen 2t Stunden nach der Impfung eine mini-
male, 48 Stunden nach derselben eine intensive Tribung'; dies,-the
ist bereits am 5. Tage nach der Infection starker als iu dem zugleich
geimpften Controlversuch.

Es zeigt dieses Verhallen, dass hippursaure Salze auch
ohne Anwesenheit von Harnstoff dein Pilze ein taugliches
N;ilmMaterial liefern bei Anwesenheit von llarnstoJV jedoch
geht die Entwickelung rascher vor sich; desgleichen beschleu-
nigt hei Fehlen des Harnstoffes auch ein Zusatz von Seignette-
salz den G&hrungsprozes.s.

I1l. Kohlehydrate.

1. Traubenzucker.

a) 50 Gc. anorganische Né&hrlosung t- 0,2 gr. chemisch reiner Trauben-
zucker bleiben nach der Impfung vollig steril.

b) 50 <.c. anorganische Nahrlosung -|- u.2 gr. Traubenzucker -j- "4 gr.
If«ii nstoff zeigen 24 Stunden nach der Impfung eine intensive Tri-

bung; weiterer \ erlauf der Gahruug so, wie in dem zugleich geimpften
Controlversuch.

2. Galaktose.

50 Cc. anorganische Néhrlésung + 0,2 gr. Galaktose + 4. gr.
Harnstofi sind 2t Stunden nach der Impfung schwach trib, auch
14 Tage spater ist die Tribung gering. '

3. Invertzucker.

*)0 (.c. anorganische N&hrlosung -j- I gr. Invertzucker + ¢4 gr,
Harnstofi : die Gahrung verlauft ebenso wie hei Anwendung von
Harnstoff und Traubenzucker.



I. Rohrzucker

M) (lee. iuiorgaiusch»' Nahrlosung -+ |. gr. Itohrzurkcr -f- '» gr.
Harnstoff sind *>V Stunden nach der Imp'iing nur schwach trib. die
Trubung nimm! im Verlauf der nachsten Tage ldos wenig zu.

5. Milchzucker.

>0 C'c. anorganische Nahrlosung -+ 0,-J gr. Milchzucker ar.
Harnstoff; Verlauf der Gahnmg wie 4. !

Durans ergibt sich, dass in Traubenzucker Und Invert-
zucker bei Anwesenheit von Hai'iisloH dir< Entwickelung des
Pilzes vorzlglich von statten girnig; al< weniger geeignet flr
das (Jedoiheii des Pilzes erwiesen sieh die» (ialaktose, der
Kohrzucker und der Milchzucker.

IV. Pepton.

a) »() Ce. anorganische Nahrlésung + gr. reines Pepton zeigen nach
*24 Stunden eine schwache, nach iS Stunden eine intensive Tribung
der ganzen Flussigkeit.

b) 00 C.c. anorganische Nahrlosung -f '.-»gr. Pepton - 's gr. Harnstoff
zeigen 24 Stunden nach der Impfung eine intensive | mining; der
weitere Verlauf der (Jéhrling so, wie in dem gleichzeitig geimpften
Controlversuch.

Das Pepton kann also auch ohne einen Zusatz von

Harnstoff den Pilz ndhren, doch geht die Entwickelung hei

Anwesenheit von Harnstoff prompter vor sich.

Die soeben mitgelheilten Versuche zeigen, dass der Hartl-
slotTpilz zu seiner fIEntwickelung organischer Verbindungen
nicht entbehren kann. Jedoch nicht jede organische Verbin-
dung liefert ihm die zu seiner Vegetation erforderlichen Sub-
stanzen, so z. B. ergibt sich aus den Versuchen, dass die
Natronsalze der Fettsduren nicht im Stande sind, ihn zu
erndhren: es fohlt der Stickstoff; figt man aber Harn-
stoff als Stiekstoffquolle hinzu, so erfolgt eine prompte Pilz-
en! Wickelung.

In Harnstoff und der anorganischen Nahrsalzlésung,
desgleichen in oxaminsaurem Natron und dor anorganischen
Salzlésung tritt keine Pilzentwickelung ein, figt mau aber
Soigne! lesalz hinzu, so tritt nach kurzer Zeit eine (Uppige
Pilzvegetalion ein. jDas Seignettesalz liefert dem Pilze
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den Kohlenstoff, «ler llunisloll* dm Stibkétoff,- «len
or /u seinem Leben braucht.

Daraus schon ergibt sich, dass mir dann alien zu seilier
Entwickelung no6thigen Bedingungen lhrlimmg getragen ist,
wenn man unserem Pilze ausser den beiden anorganischen

Substanzen noch eine Kohlenstoff- und eim* Slickstoff-
cjue ! le gewahrt.

Man kann demnach die hier in Verwendung gebrachlen
organischen Verbindungen in 3 Gruppen theileri:

A. Solch«*, die ihm den Bedarf an Stickstoff,
B. Solche, die ihm den Bedarf an Kohl«*nslotf, und
C. Solche, die ihm den Bedarf all beiden liefern.

Zu A. gehoren nach meinen Versuchen:

1) Der Harnstoff,

2) Oxaminsaures Natron.

Denn in LoOsung(*n dieser beiden Korper trill nur dann-
eine kraftige und prompt«* Pilzentwiekelung«*iii, wenn Soignotj«*-
salz hinzugefigt wird, welches dom Pilze den ihm nd6llogen
Kohlenstoff liefert.

Zu B., d. h. zu jenen Korpern, welche dem Pilz- den
Kohlenstoff liefern konnen, gehdren aus der Heilie der Fett-
korper

1) Ameisensaures Natron,

2) Essigsaures Natron,

.3) Buttersaures Natron,

4) Bernsleinsaures Natron,

0) Milchsaures Natron,

0) Aepfelsaures Natron,

7) Weinsaures Natron,

8) Gitroncnsnures Natron,

0) Glycerin.

Aus den aromatischen Verbindung«*tjii Voot

10) Benzoesaures Natron.

Aus der Heiho der Kold«*hydrate:

11) Traubenzucker,
12) Galaktose.
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13) Invertzucker,
14) Rohrzucker,
L) Milchzucker.

In dir 3. Gruppe, als Verbindungen, welche dent llarn-
slolipilz zugleich den Kohlenstoff und tien Stickstoff lierent
konnen, gehOren aus der Heilte der Feltkorpor:

1) Bernsteinsaures Ammoniak,
2) Milchsaures Ammoniak,

3) Aepfelsaures «

4) Weinsaures «

5) Citronéttsaurcs Ammoniak,
(i) (ilycocaoll,

7) Leucin,

8) Asparagin,

3) Asparaginsaure Salze.

10) Kreatin,

aus der Reihe der aromatischen Verbindungen:
11) Benzoe-saures Ammoniak,
12) Ilippursaure Salze, endlich
13) Pepton.

Es ertbrigt nun noch, nach der Aufzahlung derjenigen
organischen Korper, welche als tauglich erkannt wurden den
Filz zu erndhren, jener Korper zu gedenken, welche sich ent-

weder in einer oder in beiden Richtungen als unbrauchbar
erwiesen.

Unbrauchbar als Stickstoff- und als KohlenstolUjuelle
erwiesen sich von den in Verwendung gezogenen Korpern
aus der Reihe der Fettkorper:

1) Ameisensaures Ammoniak,
i 2) Buttersaures Ammoniak,

. 3) Essigsaures Ammoniak,
4) Oxalsaures Ammoniak,

0) Acelamid,

von den aromatischen Verbindungen:
(») Salicylsaures Ammoniak.

Es scheint mir ein nicht unwichtiges Ergebniss dieser
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Studien, dass die Ammoniaksalze der drei kohlensloflarmsten
zu diesen Versuchen in Anwendung gebrachte»; FMtsduren sich’

1) als absolut untauglich erwiesen, dem Pilz Kohlenstoff'
und Ammoniak zu liefern, im Gegensatz zu den hoéheren
Fettsduren, in deren Ammoniaksalzen der Pilz auch ohne
Anwesenheit von Harnstoff prosperirte;

2) dass sie nicht einmal im Stande sind, ihm den nithigen
Kohlenstoff zu liefern, denn meine Versuche ergeben,
dass auch bei Zusatz eines vorzuglichen stickstoffhaltigen.

Nahrstoffs (des Harnstoffs) jede Entwickelung ties Pilzes
ausbleibt.

Erwahnen will ich hier, dass dieses Verhalten beim
ameisensauren und buttersauren Ammoniak wohl weniger
auffallend ist, da wirschen, dass auch die Natronsalze dieser
beiden Sauren kein sonderlich guinstiges Nédhrmaterial fur den
Pilz sind; sehr merkwirdig ist dagegen das Verhalten dt?s
essigsauren Ammoniaks, da das essigsaure Natron In*i An-

wesenheit des Harnstoffs eine vorzigliche Kohlenstottquelle
fir den Pilz darstellt.

Etwas verstandlicher wird uns dieses Verhalten, wenn
wir es vergleichen mit der Einwirkung der oxalsauren .Salze
auf unseren Pilz: alle oxalsauren Salze sind, wie die Ver-
sucht' lehren, auch bei Anwesenheit von Harnstoff* nicht im
Stande den Pilz zu erndhren, oxalsaures Ammoniak mit und
ohne Harnstoff I&sst keine Pilzvegetation au{kommen. Es
kann also weder den Kohlenstoffbedarf noch den Stickstott-
bedarf des Pilzes decken. Vielleicht liegt in der relativ nahen
Verwandtschaft der Oxalsaure zur Kohlensdure der Grund
theses Verhaltens.

Ein besonders merkwirdiges Verhalten' zeigte auch
Acetumid, ein Korper, von welchem nach seiner ammoniak-
artigen Constitution zu erwarten stand, dass er vielleicht (»ine
passende Stickstoffquelle fir tien Pilz abgeben diirfte.

Aber weder Acetamid fur sich, noch Acetamid und
Harnstoff, noch Acetamid und Seignettesalz liess eine Pilz-
vegetalion aufkommen, ein Verhalten, welches lehrt, dass
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Acetamid sowohl als Stickstoff- wie als KohlonstofTqueHc
ganzlich unbrauchbar ist.

Dass salicylsuures Ammoniak keine passende Kohlenstoff*
und Stickstoffquelle fir unseren Ditz abgibt, kann uns bei
den bekannten antiseptischen Wirkungen dieser Saure nicht
Wunder nehmen.

Unbrauchbar als kohlenstoffquelle zu dienen, er-
wies sich oxaminsaures Natron; denn in einer Ldsung
von oxaminsaurem Natron und Harnstotf bleibt jede Pilz--
entWickelung aus, setzt mau zu einer Ldsung von oxamin-
saurem Natron jedoch Seigneltesalz, so tritt eine prompte
Kniwickelung des Pilzes ein, ein Versuch, der.in bestimmter
Weise das oben Gesagte bestatigt.

Zum Schluss mochte ich noch auf das etwas eigenthiim-
liche Verhalten hippursaurer Salze zu diesem Pilz aufmerksam
machen. Die Versuche mit diesem Korper zeigen, dass das
hippursaure Natron dem Pilze eine gut convenirende Stick-
stoff- und Kohlenstoffquelle ist, dass es jedoch fiir den Pilz
mit einigen Schwierigkeiten verbunden ist, seinen Stiekstoff-
bedarf dem hippursauren Natron zu entnehmen. Es geht
dieser Process jedoch leichter vor sich, wenn noch eine
andere kohlenstoffhaltige Substanz zugegen ist, dieser Versuch
aber zeigt uns, dass der Pilz wahrend seiner ersten Ent-
wickelungsstadien vorwiegend des Kohlenstoffes .bedarf.

\' r

S
Ueber die Beziehungen des Sauerstoffs zuin
Harnstoffpilz.

Methode.

Einen Meter lange, ungefédhr 1V* Centimeter im Durch-
messer habende Glasrohren wurden an ihren unteren Enden
zugeschmolzen, an ihren oberen Enden ausgezogen, mit meiner
Gulturflissigkcit geftllt und dieselbe in den Glasrohren ge-
kocht bis der Dampf aus dem oberen Ende der Bo6hren
hervorstromte. Nun wurden die Béhren mit einem Watte-
pfropf verschlossen, die Flussigkeit aber zur Zimmertemperatur
abklhlen gelassen und dann, nachdem ddr Wattepfropf auf
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einen Moment entfernt worden war, die Culturflussigkeit
mittelst haardinner Rohrchen mit Pilzkeimen inficirt. Dann
wurde neuerdings ein Wattepfropf la Meier tief in das
Glasrohr eingesenkt, der oberhalb des Pfropfens befindliche
Theil der R6hre winkelig genickt und nach dem Abkidilen
dieselbe mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden* bis alle
Luft ausgepumpt war; wahrend nun die Pumpe sich noch
in Thatigkeit befand, wurde der zwischen Pumpe und Watte-
pfropf befindliche Theil der Rohre zugeschmolzen.

Die Versuche wurden 3mal wiederholt, in, der Weise,
dass jedesmal aus je vier mit Pilzkeimen inficirten Cnltiu-
fliissigkeiten, welche sich in den oben beschriebenen RoOhren

befanden, die Luft ausgepumpt, aus je zwei nicht ausgepumpt
wurde. o

Die luflfreien Gulturflissigkeiten blieben steril, die luft-
haltigen géhrten in der gewdhnlichen Weise.

Alle Gulturflussigkeiten waren einer Temperatur von
30° C. ausgesetzt. v

Resultat der Versuche; Der Harnst offpilz
bedarf, um in einer L6sung von sauveur phosphor-
sauren Kali, sellwefelsaurer Magnesia* Harnstoff
und Seignettesalz sieh entwickeln und fort-
pflanzen zu konnen, des Sauerstoffs.!

Morphologie und Entwickelung des Harnstoff-
pilzes.

Ich g. be im Nachfolgenden die Resultate meiner Unter-
suchungen Uber die Entwickelung des liarnstoflpilzes und

komme dann erst auf die in lier Litteratur enthalteneli An-
gaben zurtck.

Die Versuche wurden in der Art angestellt:;, dass eine
Anzahl (10—12) Kolbchen, die mit meiner gewohnlichen
Nahrlosung geflllt waren, von derselben Pilzgeneralion in-
ficirt und einer Temperatur von 30° G. verschieden -lange
Zeit ausgesetzl wurden.

Ein Kdlbchen wurde nach 24, das zweite nach 48, das
dritte nach 72 Stunden u s. w. ge6ffnet und der Inhalt nach
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der Methode von Kochl) microscopisch untersucht. Dabei
wurden zu den Praparaten ein Tropfen der Flussigkeit von
der Oberflache, ein /weiter aus der Mitte, ein dritter vom
Hoden entnommen, stets zeigten die drei Praparate dieselben
Hilder.

Es zeigte sich dabei, dass der llarnstoOpilz in ver-
schiedenen Stadien seiner Entwickelung verschiedene Formen
aufweist.

In den ersten 24 Stunden fanden sich ausschliesslich
Stabchen, welche eine Lange vpn im Durchschnitt 2— 3 Mikien
und eine Breite von Va Mikre hatte. lhre Contouren erwiesen
sich hei genauer Betrachtung nicht als gradlinig, sondern
die Stadbchen waren mit 1—2 seichten Einkerbungen ver-
sehen, so dass (‘s bisweilen den Anschein hath’, dass sie aus
2—3 kurzen (Biedern bestellen (Figur I; Stabchen form).

Schon nach 48 Stunden erschienen diese Einkerbungen
deutlicher, die Stdbchen selbst etwas kirzer, so dass sie wie
Figur Il zeigt, zum grossten Thcile in rosenkranzférmig an-
geordnete Kiuigelchen aufgelOst erschienen* deren Zahl meist
3, selten 2 oder 4 betrug (Rosenkranzform).

Nach Verlauf von 14 Tagen war von den Stébchen
nichts mehr zu sehen und es hatten sich aus ihnen theils
grossere, theils kleinere, ziemlich regelmassig angeordnete
Mikrocokkenballen gebildet, die durch eine etwas schwécher
lichtbrechende Zwischensubstanz mit einander verbunden waren
(Zoogloeaform). Wird von einer Pilzflussigkeit, die aus-
schliesslich diese Formen zeigt, eine Spur auf eine frische
Nahrlésung (bertragen, so kommt es neuerdings zur Ent-
wickelung der Stdbchenform des Jlarnstofipilzes.

Die Versuche wurden in gleicher Anzahl mit apfelsaurem
und weinsaurem Ammoniak wiederholt. Dabei zeigte sich,
dass der Pilz genau dieselben morphologischen Veranderungen
eingehe, nur dauerte es circa 8 Tage langer bis alle Stdbchen
sich in Mikrokokkenballen umgewandelt hatten.

Y (lohn: Beitrag«* zur'Biologie «ler Pflanz«*». Il. Hand, S. 39ll.
— K«M*h: Untersuchung Uber iBacf«*ric*n. Ve rfalii<*n zur 1IJnhTsuchuug,
zum f»>ns«*rvireu und IMiotngrapliiivn d«*r Bactérie.
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Alle diese Versuche wurden mehrmals wiederholt und
ergaben stets das oben mitgetheilte Resultat.

Es scheint mir ein nicht unwichtiges Ergebnis® dieser
Versuche, dass die morphologischen Verhaltnisse des-, Pilzes
wéahrend seiner Entwickelung .eine wesentliche Aenderung
erfahren. Dies hat mich auch bewogen, die Zahl der ein-
schlagigen Versuche neuerdings um zwei Reihen zu vermehren,
um jeden Zweilei als ob es sieh um Verunreinigungen mit
anderen Pilzen handelte, z,u beseitigen. Das Ergehniss blieb

*s gleich.

Uehrigens tehlt es nicht in der Ljtteratur an analogen
Beobachtungen.

So hat Klebsl) aus dem Bronchialsecret der Pneu-
moniker durch Zuchtung auf Eiereiweiss Stdbchen .erhalten,
die sich in parallelen Reihen aneinander lagerten und dann
in Platten regelmassigster Kugelmosaiken zerfielen. S

Aelmliche Beobachtungen wurden auch von Praz-
mowskKi2) bei Untersuchung des Clostridium Polyniyxa
gemacht. Er fand ausser den fur diese Gattung der-Sdiizo-
myceten charakteristischen Spindelstabchen klrzere undlangere
Ketten von ovalen bis tast kugeligen Zellen, die au ihrer
Verbindungsstelle ontweder deutlich durch eine Querwand
geschieden waren, oder noch héautiger blos eine starke Ein-
schnirung zeigten ; er sieht diese Bildung als Torulaketlen des
Clostridium Polymyxa an. \

Da den fruheren Untersuchern diese Wandelbarkeit der
Formen des Harnstoffpilzes unbekannt war, so ist es er-
klarlich, dass sich ihre Beschreibungen desselben .immer nur
auf (‘in einziges Stadium beziehen.

So gibt Pasteur |, c. an, dass der Harnstoffpilz in
dur Regel in der Form von sehr kleinen rosenkranzformig
aneinander gereihten Kiugelchen, von etwa 15 Mikrémm.

) Klel's: Beitrdge zur Kenntniss (Irr pathogenen Schistomv*

cririi VI. Archiv fur experimentelle Pathologie. IM. 1,.S. \i\\. Talei V.
Fig. 3" und 4.

) | razmowski: Untersuchungen fther die Kutwickelungs-
beschichte und Fermentwirkung einiger Kaclerien-Arten. Leipzig |K7!>
S. m, Fig. 7. . C f

Zeitschrift f, physiol. Chemie, V. . 2y
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Durchmesser auftrete(2. Stadium meiner Beobachtung). Spater
gab Pasteur!) eine neue Abbildung des Harnfermentes und
vergleicht es mit den von ihm im schleimigen Wein nach-
gewiesenen Pilzen, welche aus rosenkranzartig angeordneten
Ktgelchen mit einem Durchmesser von 0,2 Mikromm. bestehen.

Van Tieghem, h>c. eil, beschreibt die Pilze als aus
rosenkranzformigen Ketten oder Kkleinen Hauten spharischer
Kigelchen (meine Zoogloeaform) bestehend, welche sich durch
Knospung (?) vermehren sollen.

Golm?2) bestétigte dje. Pasteil r'schen Befunde und
fand, dass frischer, saurer Harn, nachdem er zwei Tage bei
einer Temperatur von 00" G. an der Butt gestanden war,
eine Tribung zeigte unter Entwickelung von Kugelbaclorien,
fur welche er den Namen Micrococcus urea* vorschlug.

Es haben also auch die friheren Forscher ganz &ahn-
liche Formen wie ich beobachtet und die Differenz in ihren
Angaben Uber die Morphologie dieses Pilzes dirfte darauf
Zu beziehen sein, dass sie ihn immer blos in einem der drei
Stadien seiner Entwickelung beobachteten.

Schlussbeénierkungen.

Der Hurnslofl'pilz bedarf zu seiner Entwickelung des
Phosphors, Schwefels, Sauerstoffs, Kaliums** Magnesiums,
Kohlenstoffs und Stickstoffs.

Phosphor, Schwefel, Magnesium nimmt er in der Form
von phosphorsaurem Kali und schwefelsaurer Magnesia auf.

Den Stickstoff entnimmt er mit Vorliebe dem Harn-
stoff, letzterer kann aber durch die Ammoniaksalze der Oxy-
follsauren, der Bernsteinsdure, durch die Amidofctlsduren,
Asparaginsaurc und Asparagin, oxaminsaure Salze, Kreatin,
Pepton und hippursaure Salze ersetzt werden.

Als kohlenstoffhaltiges Material sind verwendbar: die
Salze der Essigsaure, Milchsdure, Bernsteinsaure, Aepfelsaure,

*) 1. Pas! eur: Hltules sur le vins, (.‘.amples rendus, T. LVIL1I,
>, M:2. 1S(U, Fig. II.

) r.ol'Hi; Tleitrige zur H'Milo<rie der Pllau/.eu. |. Hand, Seile 15s
lus mu.
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Weinsaure, Citronensaure, Glycerin und die Zucker; weniger
nt eignet o1schienen <lit* Salze der Ameisensaure und Biitter-
saure mit fixer Basis, ungeeignet uxaniinsuui”™ oxidsaure Sulze,
di(' Amnioniaksalze der Ameisen,saure, Essigsaure und Butter-
saure.

Die Ammoniaksalze von Bcrnsleinsaure, Milchsaure,
Aoptelsauie, W (‘insaure, (.itronensaure, Amidolet(Sduren und
Asparaginsaure sowie Asparagin, hippursaure Salze, Kreatin
und | epton sind im Stande ilun gleichzeitig den SUckslotl
und Kohlenstoff zu liefern.

Der llarnstoffpilz zeigt drei Phasen seiner Entwickelung:

1) Die Stahc.henldrm, *
2) Die Rosenkranzform,
*]) Die Zooglooaform.



