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Biologische und toxikologische Versuche mit der Alge
Chlorococcum infusionum (Schrank) Meneghini.
Von Johann Kessler, dipl. Apotheker.

- (Aus dem Institut fiir spezielle Botanik der Eidg. Technischen Hochschule
in Ziirich.)

Eingegangen am 15. Dezember 1936.
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Einleitung.

Im Kampfe gegen die tierischen und pflanzlichen pathogenen
Keime hat die Empfindlichkeit der Mikroorganismen gegen organische
und anorganische Stoffe schon friihzeitig durch die Hygieniker eine
weitgehende Abkldrung erfahren. Die Bedeutung der den Bakterien und
Pilzen nahestehenden Algenflora in Fliissen und Seen fiir die Fisch-
fauna und die Selbstreinigung der Flussldufe wurde erst spit Gegen-
stand einldsslicher Untersuchungen. Die Tatsache, dass die Algen
gerade in der Natur mannigfachen Gifteinwirkungen durch Abwisser
jeglicher Art ausgesetzt sind, gab den Anlass, die Wirkung einiger
chemischer Stoffe auf Algen quantitativ festzustellen. Wir beschrinkten
unsere Krhebungen auf die eine Art: Chlorococcum infusionum
(Schrank) Meneghini, um dafiir mehrere Chemikalien in den Unter-
suchungsbereich einbeziehen zu kénnen.

In erster Linie bezweckten wir die Ausarbeitung einer, fiir Serien-
bestimmung von Algen brauchbaren, quantitativen Methode. Allgemeine
Fragen iiber Kultur von Algen, sowie Aziditidts- und Temperaturverhéilt-
nisse fanden im ersten Abschnitt ihre Beriicksichtigung.

In Abschnitt II versuchten wir den Einfluss einiger als Antiseptica
bekannter, anorganischer und organischer Giftstoffe auf Chlorococcum
infusionum ebenfalls auf gravimetrische Weise festzustellen. Die ein-
ldsslichen Untersuchungen iiber das Kupfersulfat sind als Beitrag zur
Frage der Oligodynamie gedacht.

Mein verehrter Lehrer, Herr Prof. Dr. E. Gaum@nn, Direktor
des Institutes fiir spezielle Botanik an der Eidgendssischen Technischen
Hochschule in Ziirich, ermoglichte mir die Durchfiihrung dieser Arbeit
in seinen Laboratorien vom Januar 1935 bis Sommer 1936. Fiir das
Interesse und seine wertvollen Anregungen spreche ich ihm meinen
besten Dank aus.

Herr Priv.-Doz. Dr. O. Jaag uberhess mir in zuvorkommender
Weise seine Algenreinkulturen und bestlmmte mir die Art Chlorococcum
infusionum (Schrank) Meneghini.

Im Verlaufe unserer Arbeit durften wir auch die Freundlichkeit und
Ratschlige nachstehender Herren beanspruchen : Prof. Dr. H. Pall-
mann, Dr. AL Ammann, Dr. L. Zobrist, E. Thomas. A.
Schibliund R. Schwegler.

Die Reinschrift dieser Arbeit besorgte Frl. E. Kessler.
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I. Allgemeine Untersuchungen iiber Chlorococcum infusionum.
1. Die Kultur von Algen und deren quantitative Bestimmung.

Zur Anzucht der Algenkulturen bedienten wir uns fester und fliissi-
ger Nihrmedien. Auf 1000,0 g destilliertes Wasser enthielten letztere :
0,25 g Kaliumchlorid (K Cl)
0,25 g Monokaliumphosphat (KH.PO,)
0,25 g Magnesiumsulfat (MgSO,.7 H,0)
- 0,002 g Eisenchlorid (FeCl;.6 H,0)

Mit dieser sogenannten Knopschen Losung (in der Arbeit gekiirzt
durch K1) war fiir die zur Vegetation von Algen notwendigen Ele-
mente gesorgt. Durch Auflosen von 15 g gewaschenem und wieder
getrocknetem Agar in einem Liter K} stellten wir feste Kulturbéden
her. Hauptzweck der Vorversuche war eine moglichst rasch wachsende
Alge mit einem ibr besonders zusagenden Nihrsubstrat zu finden, bei
dem aber anderseits im Hinblick auf die in Aussicht genommenen
Desinfektionsversuche keine allzu grossen chemischen Unvertriiglich-
keiten zu befiirchten waren. Je 50 cm?® fiir die festen, und 100 em?® zur
Bereitung der fliissigen Nihrmedien wurden in Erlenmeyerkolben (Kali-
Glas) mit einem Fassungsvermoégen von 100 cem?® bzw. 400 cm® ab-
gefiillt, diese Kolben wie iiblich mit nicht entfetteter Watte verschlossen
und einmal im Autoklav bei 120° und 2 Atm. 20 Minuten iang sterili-
siert.” Mit der Platinnadel wurden zirka 80, der Reihe der Griinalgen
angehorende Arten iiberimpft, und das Wachstum in den verschiedenen
Néhrmedien verglichen. Nach der Beimpfung wurden die Kulturen in
einem Glashaus unseres Institutes aufbewahrt, wo sie gleichen Bedin-
gungen an Temperatur, Luft und Belichtung ausgesetzt waren.

Es war vorauszusehen, dass in Substraten ohne kiinstliche Kohlen-
stoffquelle wie K4 oder Erdlosungen (bereitet aus einem Absud von
Humuserde) die Algenwerte unter dem Durchschnitt derjenigen von
K4 + 1% Glukose liegen mussten. Fiir die weiteren Untersuchungen
kamen sie nicht mehr in Betracht. Damit schied auch der Teil der Algen
aus, welcher in K1+ 1% Glukose nur ein kiimmerliches Wachstum
zeitigte.

Zugleich mit diesen Erhebungen sahen wir uns nach einer quanti-
tativen, zuverlissigen Bestimmungsmethode der Algenkulturen um. In
den Literaturangaben konnten wir nur bei Bokorny (1905) eine
Angabe finden, Algenzellen quantitativ zu bestimmen : « 5 mg Sublimat
reichen aus, um 10 g Algen zu téten, wobei aber zu bemerken ist, dass
die Alge feucht gewogen wurde. »

Ein Versuch, das Algenmaterial zu zentrifugieren, erwies sich fiir
Serienuntersuchungen zu umstindlich, und ein Vergleich der Raum-
inhalte der zentrifugierten Massen als unbefriedigend. Dagegen liessen
sich die Kulturen auf Filtern gewichtsanalytisch bestimmen, wobei fiir
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Chlorococcum infusionum Werte zwischen 10 mg und 90 mg festgestellt
wurden. Nur einige Coccomyxenarien mit Zellen in der Grossenordnung
von 6 u—10 u ergaben kein klares Filtrat. (Durch Zuhilfenahme ganz
engporiger Filter kénnten wohl auch Algenzellen unter 10 u gravi-
metrisch bestimmt werden.) Damit war uns der Weg der Bestimmungs-
methode von Chlorococcum infusionum in einem Nihrmedium wvon
K+ 4+ 1% Glukose gewiesen.

Da der Endwert einer Kultur von der Menge des Ausgangsmaterials -
wesentlich abhingt, ist es unerlidsslich, immer dieselbe Algenmenge
iiberzuimpfen. Zu diesem Zwecke gaben wir zu einer gutgewachsenen
Chlorococcum-Kultur auf festem Agarboden 100 em?® steriles, destillier-
tes Wasser und stellten durch lingeres Schiitteln eine moglichst homo-
gene Aufschwemmung her. Mit Hilfe des in Abb. 1 wiedergegebenen

Abb. 1.

Normaltropf-Flischchen im Sinne der PH.H.V. System T.K.
zum Uberimpfen von Algensuspensionen.

Normaltropf-Flischchen, System T. K. Thomann (1936), beimpften
wir eine sterile Nahrlosung mit 15 Tropfen Algensuspension.

Diese Flidschchen, mit einer Ausgusséffnung von zirka 3 mm, wur-
den bei 120° zwei Stunden sterilisiert und gewéhren nebst dem guten
Mischungsvermogen der Aufschwemmung den Vorteil einer genauen
Kontrolle der abgegebenen Tropfenzahl. Glasstopsel und Ausguss-
offnung konnen durch Abflammen erneut sterilisiert werden, und die
AbschluBstellung des eingeschliffenen Stopsels schiitzt das Material
lingere Zeit vor Infektion. Eine ebenfalls im Handel zirkulierende Art,
deren Tropfvorrichtung dem Glasstopfen (Glasdorn) und nicht dem
Flaschenrand angebracht ist, erwies sich fiir unser Verfahren als nicht
zweckmissig. :

Zur Bestimmung selbst werden die einzelnen Kulturen quantitativ
auf ein gewogenes Filter gebracht, ausgewaschen, lufttrocken gemacht
und bei 103° wihrend drei Stunden zu konstantem Gewicht getrocknet.
Die Tabellen zeigen das arithmetische Mittel des Trockengewichtes von
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8—10 Kulturen. Die Brauchbarkeit der Methode ergibt sich aus Tab. 1,
die zeigt, dass der mittlere Fehler unter 1 % des mittleren Gewichtes
liegt. Die Uberimpfung fiir die eigentlichen Versuche erfolgte dement-
sprechend nicht mehr durch das Material von Agarbdden, sondern direkt
durch Kulturen aus K4 -+ 1% Glukose, wodurch eine viel grossere
Homogenitit der Suspension erzielt werden konnte.

Tabelle 1.

Wachstum von Chlorococcum infusionum in gepufferter Nihrlosung, iibergeimpft
mit dem T.K. Patenttropfglas. pH:5,1. Kulturdauer: 45 Tage. Temperatur :

18°—

24° C.

Kultur
Nr.

Trocken-
gewicht
mg

Mittleres
Gewicht

mg

Mittlerer
Fehler

+ mg

89.9
88.1
87,5
90,5
84.0
89.6
84,3
83,9
86,8
86,1

87.1 0,7

O OO =10 T H= QDD =t

oy

2. Die Anderung der Aziditdt in ungepufferter Nihrlosung.

Die Fahigkeit der parasitischen Pilze, die Wasserstoffionenkonzen-
traton ihrer Néhrsubstrate nach bestimmten Gesetzen verindern zu
konnen, findet bei Fischer und Giumann (1929) Erwihnung, und
im Selektionsvermégen der betreffenden Pilzart ihre Erkldrung. Auch
Luz (1934) fand bei seinen Versuchen mit Fusarium lycopersici in
modifizierter Richardscher Losung eine vierphasige Azidititsinderung.
Bei einem Ausgangs-pH von 3,9 erfolgt in den ersten Tagen eine An-
sduerung auf pH 3,41, worauf eine Verschiebung der Reaktion im Sinne
eines Anstieges auf pH 7,5 eintritt. Nach Erreichung dieses Umschlag-
punktes sinkt der Wert wieder auf pH 7,21, um dann schliesslich auf
der Hohe von 8,5 konstant zu bleiben.

Eine derartige Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration
von der sauren nach der neutralen Seite wird bei Mikroorganismen all-
gemein vermutet; sie ist aber nur bei den Pilzen untersucht. Wir such-
ten daher das Verhalten von Clorococcum mfuszonum in Knopscher
Losung kennenzulernen.

Da in Anlehnung an Luz (l. ¢.) mit einer Anderung der Wasser-
stoffionen in den ersten 8 Tagen zu rechnen war, erfolgte die pH-
Messung zu Versuchsbeginn tdglich, spiter gewohnlich jeden 5. Tag.
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Nach dem in Kap. 1 beschriebenen Verfahren wurden die Algeun zu
oleichzeitiger Bestimmung des Trockengewichtes auf ein Filter ge-
bracht, und in je 2 bis 3 Proben eines einzelnen Filtrates wurde elektro-

Tabelle 2.
Azidititsinderung und Wachstum in der ungepufferten Kulturlosung (Nr. 1) von
Chlorococcum infusionum. Temperatur : 18°—23° C.

Trocken- Mittlerer
Kulturdauer pH gewlcht Fehler
Tage mg + mg

Ausgangslosung 4,99 — —
9 4,36 s 22

3 4,73 = o

1 4,56 W i

) 4,40 — o

6 4,61 — e

7 4,91 - —

10 5,25 12,9 1,2
15 5,65 18,7 1,3
20 6,07 16,0 2,1
25 6,21 17,4 1,4
30 6,54 17,1 2,6
35 6,42 91,7 0,6
40 6,37 23,8 1,4
45 6,30 28,1 1,3
50 6,23 325 1,0
100 7,01 ¥ il

* nicht bestimmt.

Tabelle 3. :
Azidititsinderung und Wachstum in der ungepufferten Kulturlosung (Nr. 2) von
Chlorococcum infusionum. Temperatur : 15°—20° C.

Kulturdauer ol Tgr:v?i?li- M;,?ﬁ;ir
Tage +m
mg T mg
Ausgangslosung | 4,58 —_ —
2 457 — i
3 4,47 - e
) 4,37 — -
7 499 19,7 3,5
12 3,61 21,1 2,1
15 3,69 96,4 2,2
18 3,71 223 1,8
23 4,04 30,3 0,5
28 4,20 42,8 1,6
32 464 | 420 0,7
35 4,99 40,9 2.4
40 5,29 458 2.1
45 5,81 46.2 2.2
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metrisch mit der Platin-Chinhydron-Elektrode die aktuelle Aziditdt ge-
messen. Das Ausgangs-pH einiger nicht beimpfter Kontrollisungen
blieb wihrend der ganzen Zeit unverindert. |

Wie Tab. 2 und 3 und Abb. 2 zeigen, ist eine auffallende Ahnlich-
keit mit den Angaben von Fischer und Giumann (L c.) bei ver-
schiedenen Pilzmyzelien unverkennbar. Auch der steile Abfall der Azidi-

pH mg

6k 60 | ity ieEaa g :
e /, 2

5_.

‘ 3
q,..
ar 4
2_
4..

L 1 1 I | 1 | { 1 J

0 5..40°15. 20 25 ~30 '35 40 45%oe

Abb. 2.
Azidititsinderung und Wachstum von Chlorococcum infusionwm in unge-
pufferter Nahrlosung. j
Kurve 1 und 2: Verdnderung der aktuellen Aziditit durch Chlorococcum
: infusionum. :

Kurve 3 und 4: Wachstum der Alge in den ungepufferten Nihrlosungen.

tit bei Kulturlosung 2 zu Beginn des Versuches deckt sich mit den Aus-
fiihrungen von Luz (l.c.) und Anliker (1935) bei den Pilzen Fusa-
rium lycopersici und Fusarium nivale.

12 #k
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Physiologisch sind diese Erscheinungen noch nicht restlos abge-
klért. Nach Fischer und Gaumann (Le¢.) vermag der Pilz die
Reaktion der Kulturlosung nach einem ihm zusagenden Optimum zu
verindern, um erst auf seinem isometabolischen Punkt, der zugleich
sein charakteristisches Gleichgewicht bedeutet, konstant zu bleiben.

Luz und Anliker (l.c.) schliessen aus der starken Zunahme
der Wasserstoffionenkonzentration auf eine Bevorzugung der Kationen
durch den Pilz, so dass ein Uberschuss von Anionen als Ursache der
Aziditdtszunahme zu bezeichnen sei. Bei Citromyces-Arten bewirkt eine
Diffusion organischer Siuren, wie z. B. Zitronensiiure, Oxalsiure, in die
Nihrlosung eine Ansiuerung.

Die allgemein auch bei Algen vermutete, und bei Chlorococcum infu-
sionum nun gefundene, anfingliche Zunahme der sauren Reaktion muss
- vorléufig als Tatsache hingenommen, und die Erklirung spétern Unter-
suchungen vorbehalten werden. Sicherlich aber hingt die allméhliche
Verschiebung nach der alkalischen Seite mit den Abbauprodukten der
Kulturen zusammen, in denen sich auch unter optimalen Verhiltnissen
und gutem Wachqtum immer eine grosse Zahl toter farbloser Zellen
feststellen lisst.

Nachdem die bisherigen Versuche in Ubereinstimmung mit den
erwihnten Literaturangaben eine enge Beziehung zwischen optimaler
Reaktion und Wachstum erbrachten, war eine Pufferung simtlicher
weitern Kulturlosungen selbverstindlich. Dadurch erfolgte nicht bloss
die Ausschaltung der storenden pH-Schwankungen, sondern die Alge
erhielt gleich von Anfang an ein N#hrsubstrat mit einer ihr zusagenden
Aziditét.

Als Puffergemisch wéhlten wir eine von Me¢ Ilvaine aus
Kolthoff (1926) angegebene Zusammensetzung entsprechender Men-
gen Zitronensidure und sekundirem Natriumphosphat, sowie die eben-

; Tabelle 4.
Beziehungen zwischen Puffergemischen verschiedener Zusammensetzung (pH 5,1)
und dem Wachstum von Chlorococcum infusionum in kohlenstoffhaltigem und koh-
lenstoffreiem Nidhrmedium. Kulturdauer : 14 Tage. Temperatur : 18°—26°C,

Zusammensetzung der Nihrlosung Tgf:vilfcﬁ- M;Féﬁgir

100 cm? s g
i L A A o i BN e
K41 H 4194 Glukose N 19,4 1,4
K3 1 -+ 1 %6 Glukose + Phosphat-Pufter 53,3 2.3
K4 4 Phosphat-Paffer .05 0 820 o 17.1 1:4
K'g + Zitrat-Paffer . . . 1. 428 3,4
+41 °/o Glukose + Zitrat- Puﬂ'er ’ 59,4 1,6




— 179 —

falls von Kolthoff (L c.) vorgeschriebene Mischung von primirem
und sekundirem Natriumphosphat.

Das Wachstum der Alge mit und ohne Kohlehydrat in beiden Puf-
fergemischen ist aus Tab. 4 ersichtlich. Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Alge den Puffer nur dann angreift, wenn ihr der Kohlenstoff in einer
andern Form fehlt oder nur ungeniigend zur Verfiigung steht. Fiir
unsere weiteren Arbeiten konnten daher ohne Bedenken beide Gemische
verwendet werden. Mit Ausnahme der Kupfersulfatversuche stabilisier-
ten wir das pH sidmtlicher Kulturen mit genanntem Phosphatpuffer.

Fiir die nachfolgenden Untersuchungen gestalteten wir die Nihr-
1osung wie folgt :

50 em?® einer sterilen K 2 Losung verdiinnten wir mlt 50 c¢m?® einer
ebenfalls getrennt ster111s1erten Pufferlosung, welcher 2 % Glukose bei-
gemischt war, so dass die fertige Kulturlosung W1ederum dem iiblichen
Gehalt von K 4+ 1% Glukose entsprach.

3. Der Einfluss der Aziditdt auf das Wachstum von
Chlorococcum infusionuimn.

Fiir die Vegetation von Algen ist die Aziditdt des Nihrsubstrates
lebenswichtig. Die fiir das Wachstum optimalen Grenzen ermittelten wir
in verschieden sauren N#hrmedien, deren pH mit dem Zitrat-Phosphat-
Gemisch nach S6rensen zit. bei Kolthoff (L ¢.) konstant gehal-
ten wurde.

Obwohl die Algen in der Natur ein leicht alkalisches Nihrmedium
bevorzugen, mussten wir aus versuchstechnischen Griinden unsere Er-
hebungen auf die Grenzen von pH 1,0 bis pH 6,5 beschriinken; denn
bei weiterer Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration fallen die

Tabelle b.
Beziehungen zwischen der Reaktion der Kulturldosung und dem Wachstum einer
Flechtengonidie (Nr. 124). Kulturdauer : 45 Tage. Temperatur : 15°—20° C.

Trocken- Mittlerer

pH _ gewicht Fehler

mg +mg
1’21 tot [—
1,62 tot o
2,01 tot AL
2,60 tot il
3,13 12,6 1.8
3,61 37,6 3,5
4,32 87,9 4,2
4,99 83,9 4.9
5,44 65,1 2,0
6,07 68,4 3,2
6,78 59,4 23
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Tabelle 6.

Beziehungen zwischen der Reaktion der Kulturlosung und dem Wachstum von
Chlorococcum. infusionum. Kulturdauer : 45 Tage. Temperatur : 15°—25°C.

Trocken- Mittlerer

pH gewicht Fehler

mg T mg
1,25 tot —
1,50 tot —_
2,04 tot —
2,68 tot —
3,08 32,3 2,6
3,93 66,5 1,9
4,41 78,3 3.1
4,61 79,2 2,7
5,10 89,7 2,6
5,47 66,9 48
5,90 78,2 2,0
642 | 730 37

Tabelle 7.

Beziehungen zwischen der Reaktion der Kulturlosung und dem Wachstum von
Chlorococcum infusionum unter besonderer Beriicksichtigung der Grenzen zwischen
pH 5,0 bis 6,5. Kulturdauer : 45 Tage. Temperatur : 20°—28° C,

‘Trocken- Mittlerer

pH gewicht Fehler

mg + mg
2110 tot —_
3,25 21,4 2.9
4,78 82,7 2.4
5,20 81,1 4,8
5,27 84,0 3.3
5,54 63,1 2.5
5,61 67,2 2,9
5,65 60,8 3,2
5,95 76,1 9.3
6,67 80,4 3,1

Phosphate des Nihrsubstrates unter Bildung von unldslichem Magne-
siumammoniumphosphat (NH,MgPO,) aus, so dass ein damit im Zu-
~ sammenhang stehendes gehemmtes Wachstum in erster Linie auf die
daraus resultierende mangelhafte N&éhrquelle zurlickzufithren wére.
Anderseits verzichteten wir auf die Anwendung modifizierter Néihr-
losungen, bei denen beispielsweise Magnesium und Eisen fehlen, oder das
Monokaliumphosphat durch das tertifire Salz ersetzt ist, da wir im Hin-
blick auf unsere spiteren Untersuchungen auf eine Zusammensetzung
der Kulturlésung bedacht sein mussten, die sich fiir Versuchsobjekt
und Methodik gleich giinstig erwies.
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Wie aus Tab. 5, 6, 7 und Abb. 3 hervorgeht, liegt die eine Lebens-
orenze unserer Alge bei einem pH von 3,0. Bei einer Aziditdt von 2,5
und 2,6 waren sidmtliche Zellen entfdrbt, demnach tot. In einem Substrat
von pH 2,7—3,0 war keine Entwicklung zu beobachten, obschon das
mikroskopische Bild auf lebende Zellen schliessen liess. Wihrend das
Wachstum zwischen pH 3,0 und 3,3 noch deutlich gehemmt erscheint,

mg

S0r

70

30}

10

o e R S 5 &  7pH

Abb. 8.
Beziehungen zwischen Aziditit und Wachstum von Chlorococcum infu-

stonum.
Kurve 1: Flechtengonidie Nr. 124.
Kurve 2 : Chlorococcum infusionuim.

bildet sich auch unter Beriicksichtigung des mittleren Fehlers bei
pH 4,8—5,2 ein Maximum, fallt hierauf gegen pH 5,4 und 6,0 etwas ab,
um dann gegen die neutrale Seite hin wieder leicht anzusteigen.

Kurve 1, welche die Wachstumswerte einer Flechtengonidie bei
verschiedenem pH verbildlicht, deckt sich beinahe mit dem Kurven-
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verlauf von Chlorococcum infusionum. (Bei Nr. 124 handelt es sich um
eine Flechtengonidie, die Herr P.-D. Dr. O. Jaag aus einer, unter Wasser
wachsenden Flechte des Rheinfalls rein geziichtet hatte. Leider ging im
Laufe der Versuche die Kultur ein, bevor sie systematisch durch-
gearbeitet war, so dass es uns nicht moglich ist, heute ihre systema-
tische Stellung zu nennen.) Auch J a a g (1929) ermittelte fiir 2 Flechten-
gonidien eine dusserste Lebensgrenze bei einer Aziditét von pH 3,0.

Die Ergebnisse mit Chlorococcum infusionum lassen sich mit den
Angaben von Fischer und Giumann (1. c.) ebenfalls instruktiv
vergleichen. Fusarium lycopersici Sacc. Rasse 119, 126, 184 und beson-
ders 128 ergaben bei pH 2,7 noch keine quantitative Ausbeute, sondern
zeigten erst bei pH 8,1 geringe Entwicklung und bei pH 4,7 eine erste
Wachstumskulmination. Mit pH 5,4 erfolgt ein Absinken, hernach ein
allméhlicher Anstleg zu einem zweiten Optimum, das zwischen pH 6,5
und 6,7 zu liegen kommt. Bei pH 7,7 und 8,3 waren die Werte geringer,
um gegen pH 8,8 noch stirker abzufallen.

4. Der Einfluss der Temperatur.

Wihrend der Sommermonate Juli und August 1935 waren im Ver-
suchshaus, an dem sonst idealen Standplatz unserer Kulturen, an-
dauernde Temperaturen von 35° und 40° C keine Seltenheiten. Die
Algen verloren dabei ihre Keimkraft und gingen zugrunde. Die nach-
folgenden Untersuchungen priifen den Einfluss der Temperaturverhilt-
nisse auf das Wachstum von Chlorococcum infusionum unter besonderer
Beriicksichtigung der obern Grenze.

Zur Durchfithrung dieser Versuche standen uns Thermostaten mit
Temperaturintervallen von je 3° in einem Bereiche von 0°—36° zur
Verfiigung. Die Algen mussten darin in volliger Dunkelheit gedeihen.
Durch Tastversuche wurde festgestellt, dass Chlorococcum infusionum
auch ohne Licht, wohl aber bei geniigender Kohlenstoffzufuhr eine nor-
male Entwicklung aufzuweisen vermag.

Da die einzelnen Thermostaten noch andern Untersuchungen dienen
mussten, und auch mit Pilzkulturen beschickt waren, setzte in einem
ersten Versuch, besonders bei 21°, eine Masseninfektion durch Pilz-
sporen ein. Als versuchstechnische Erginzung mag deshalb beigefiigt
werden, dass simtliche Wattepfropfen nach der Sterilisation mit einem
Sublimat-Wasser-Glyzerin-Gemisch getrinkt wurden, wodurch der Ver-
lust an Kulturen auf ein Prozent herabgedriickt werden konnte.

Aus den Literaturangaben O ltm anns (1923) war vorauszusehen,
dass sich das Temperaturoptimum fiir Chlorococcum infusionum eben-
falls innerhalb weiter Grenzen bewegt.

Wihrend bei 0° und 3° das Impfmaterial ohne Entwicklung blieb
und seine Bestimmung nicht moglich war, erfolgte bei 6° eine merkliche
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Gtewichtszunahme, die sich bei 12° noch vergrosserte, und mit 15° die
optimale Wachstumszone erreichte, die sich bis 24° erstreckte. Mit wei-
tern 3° Steigerung trat eine Gewichtsverminderung von 30 mg, bezogen
auf das Mittelgewicht, ein, und bei 30° waren nach Ablauf der Kultur-
dauer (100 Tage) sidmtliche Zellen tot. Die im Wachstum gehemmten
Algen von 0° und 3° blieben aber lebend. Normalen Licht- und Tem-

ng
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: Abb. 4. ]
Der Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von Chlorococcum
infusionum.

Kurve 1: Kulturdauer 100 Tage.
Kurve 2 : Kulturdauer 60 Tage.
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: Tabelle 8 a.
Beziehungen zwischen konstanten Temperaturverhiltnissen und dem Wachstum
von Chlorococcum infusionum. pH : 5,0. Kulturdauer : 100 Tage.

Tem}])tgatur Tgfgv?i{ceiﬁ- M];‘tgllﬁzir
mg + mg

0 - —

3 15,2 1,6

6 20,7 2,6

9 52,1 7,8

12 100,7 4.5

15 123,0 3,1

a 18 1227 2,6
' 21 123,1 4.3
I 24 114,4 b9
27 95,3 1,9

30 tot —

33 tot =

36 tot —

Tabelle 8 b.

Beziehungen zwischen konstanten Temperaturverhiltnissen und dem Wachstum
von Chlorococcum infusionum. pH : 5,1. Kulturdauer : 60 Tage.

emporsr| Trosken | Mt
mg T mg
0 — -
3 31,6 0,9
6 46,5 1,9
9 51,9 1,9
12 721 3,8
15 9.9 2,2
18 721 2,6
21 58,2 1,5
24 76,0 24
27 69,5 2,0
30 == —
33 tot —
36 tot —

peraturverhiltnissen ausgesetzt, kam es zu einer sofortigen Regenera-
tion mit einem Wachstumsertrag von zirka 80 mg im Mittel.

Interessant erscheint das Verhalten von Chlorococcum infusionum
bei einer Temperatur von 30° : In den ersten Wochen der Versuchszeit
vermochte das dusserst intensive Wachstum alle ibrigen Kulturen zu
Uberfltigeln. Plotzlich aber erschopfte sich ihre Vitalitit, die Zellen ent-
farbten sich, und wir sahen deshalb von einer Bestimmung ab.



— 18h

Platzmangel in den Thermostaten zwang uns, den Versuch 2 schon
nach 60 Tagen abzubrechen. Der Kurvenverlauf bestitigt jedoch den
im vorhergehenden Versuch besprochenen Temperatureinfluss. Auch die
von Anliker (. c.) untersuchten Pilzrassen von Fusurium nivale und
Fusarium herbarum ergaben iiberraschend #hnliche Kurvenbilder. Fiir
diese liegt das Wachstumsoptimum zwischen 21° und 27°. Wie fiir die
Pilze, so beginnen auch fiir unsere Alge bei 30° die ungiinstigen Lebens-
bedingungen. ‘

5. Zusammenfassung.

1. Die Algenkulturen erfahren gravimetrisch eine quantitative Be-
wertung. :

2. Die Aziditdt einer mit Chlorococcum infusionum beimpften Nihr-
losung verindert sich im Laufe der Kulturdauer. Nach einer an-
finglichen Zunahme der Wasserstoffionenkonzentration von
PH 4,99 auf 4,00 im ersten, und von pH 4,58 auf 3.61 im zweiten
Untersuchungsfalle, erfolgte eine Verschiebung gegen die neutrale
Seite. -

3. Ein Puffergemisch von Zitronensiure und sekundirem Natrium-
phosphat wird von der Alge nur bei Kohlenstoffmangel ange-
griffen.

4. Eine Aziditit von pH 3,0 bildet fiir Chlorococcum infusionum die
dusserste Lebensgrenze. Das Reaktionsoptimum im untersuchten
sauren Gebiet liegt zwischen pH 4,5 und 5,1.

5. Das optimale Wachstum fiir Chlorococcum infusionum reicht bei
konstanten Temperaturverhiltnissen von 15°—27° (.

6. Die obere Wachstumsgrenze liegt bei 30° C.

IL. Die Wirkung von Giften auf Chlorococcum infusionum.

1. Die hauptsichlichsten Fehlerquellen bei der Wertbestimmung
chemischer Desinfektionsmittel.

Wenn unter Desinfektion in erster Linie die Vernichtung patho-
gener tierischer und pflanzlicher Mikroorganismen verstanden wird, so
darf wohl jede erfolgreiche Giftwirkung auf irgendeinen derartigen
Organismus unter diesen Begriff eingereiht werden. Die in der Bakte-
riologie durch bewihrte Untersuchungsmethoden gesammelten Erfah-
rungen lassen sich ohne weiteres auch auf Pilze und Algen ausdehnen.
Fiir die Beurteilung und praktische Verwendung des zu priifenden
Desinfiziens sind die Konzentration, die Dissoziationsverhiltnisse, die
Temperatureinwirkungen usw. zu beriicksichtigen.

Den absoluten desinfektorischen Grad einer Substanz anzugeben
~ ist daher unmoglich. Es kann sich dabei immer nur um vergleichende
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Werte handeln. In diesem Sinne hat Gruber (1892) am 7. internatio-
nalen Kongress fiir Hygiene in Briissel die Hauptfehlerquellen bei sol-
chen Untersuchungsmethoden zusammengestellt. Durch Schneider
und Seligmann (1908) wurde ihre Zahl noch erginzt.

Wir beschrinken uns auf die Besprechung der folgenden Punkte :

@) Das Desinfektionsmittel.

b) Die Zusammensetzung des Nihrmediums.
¢) Das Desinfektionsobjekt.

d) Die Temperatur.

@) Das Desinfektionsmittel.

Beschaffenheit und Herkunft der zu verwendenden Préparate diir-
fen nicht wahllos hingenommen werden, sind doch bei den technischen
Produkten Schwankungen in ihrer Zusammensetzung recht hiufig. So
kann im Trikresol der Gehalt der einzelnen wirksamen Isomeren ver-
schieden sein. Eine Orientierung nach den Vorschriften der zustindigen
Landespharmacopde kann diese Fehler ausscheiden. Das Schwei-
zerische Arzneibuch, um nur ein Beispiel anzufiihren, setzt den Gehalt
fiir Sublimat auf 99,5 % HgCl, fest und fiigt zugleich eine quantitative
Priiffungsmethode bei: 0,2000 g miissen mindestens 14,66 cm® und
hochstens 14,73 em? 0,1 n Jod verbrauchen. Das Deutsche Arzneibuch
macht unter diesem Artikel diesbeziiglich keine Vorschriften.

Solche Mingel werden aber durch fehlerhaftes Arbeiten bei der
Herstellung der zu priifenden Giftlosungen noch vergrossert, besonders
wenn es sich um fliissige Chemikalien handelt, wobei eine Identifizie-
rung von Gewicht und Volumen in der Literatur keine Seltenheit ist.

Den physikalischen Eigenschaften der Gifte und ihrer LoOsungs-
mittel muss auch die Sterilisationsmethode angepasst sein. Eine grosse
Zahl chemischer Korper reagiert augenblicklich mit dem Né&hrsubstrat,
oder wirkt durch Licht- und Wirmeeinfliisse nachtriglich inkompatibel.
Die in solchen Fillen erhaltenen Ergebnisse konnen nicht als Ausdruck
des Hemmungswertes gelten, da sie eben zum grossen Teil durch Aus-
fallung einzelner Bestandteile der N#hrlosung und der dadurch ver-
anlassten Herabsetzung ihres Nihrwertes beeinflusst sind.

b) Die Zusammensetzung des Ndhrmediums.

Von grosstem | Einfluss auf jeden erfolgreichen Desinfektions-
versuch ist die Kulturlosung. In einem unpassenden, dem Individuum
wenig zusagenden Nihrmedium wird das Wachstum ohnehin kiimmer-
lich und die Widerstandskraft der Alge gegen dussere Einfliisse herab-
gesetzt sein. Schon dadurch geschwiichte Organismen wiirden in Kultur
ein falsches Bild iiber den Wirkungsgrad des angewandten Mittels
ergeben.
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Entscheidend ist ebenfalls die Wahl zwischen festen und fliissigen
Nihrmedien. Nur letztere biirgen fiir eine restlose und sichere Ver-
teilung der Chemikalien, wihrend bei festen Agar- oder Gelatinemassen
immer mit Sehwierigkeiten, besonders versuchstechnischer Natur, zu
rechnen ist.

Wie aus unsern frithern Versuchen hervorgeht, muss die Nihr-
l6sung in einem optimalen Azidititsbereich gehalten werden, da sonst
die Giftwirkung durch den Aziditétseinfluss gestort werden konnte.

c) Das Desinfektionsobjekt.

Wiederum war es Gruber (L c.), der auf die verschiedenen Emp-
findlichkeitsunterschiede pathogener Mikroorganismen, selbst bei Indi-
viduen des gleichen Stammes, aufmerksam machte. Auch wihrend
unserer Untersuchungen mit Chlorococcum infusionum tauchten plotz-
lich Kulturen auf, deren Resistenz gegeniiber Giftstoffen weit unter dem
normalen Niveau lag. Die in diesem Zusammenhang gemachten Er-
hebungen zeigten, dass es sich bei solchen Algen nur um schlechte
- Vitalitdtsverhéltnisse und nicht um Verdnderungen innerhalb der Rasse,
wie bei Bakterien, handeln konnte (vide Abschn. IL, S. 205). Auf
{rischen, einwandfreien Nihrmedien hatten wir in der Folge mit Chloro-
coccum infusionum in dieser Hinsicht keine Schwierigkeiten mehr.

g)DieTemperatir,

Der Einfluss der Temperatur auf die Wirkung eines Desinfiziens
wird von der einschldgigen Literatur Koch (1881), Heider (1892)
und Paul (1901) ibereinstimmend bejaht. Wie aus unseren Unter-
suchungen iiber die Temperaturkurven hervorgeht, sind die Lebens-
bedingungen der Algen gegeniiber einer ganzen Anzahl pathogener
Organismen in relativ so kleine Temperaturbezirke eingeengt, dass nach
unseren Feststellungen der Hinweis obgenannter Autoren nur auf
Bakterienkulturen zutrifft.

Trotz Beriicksichtigung und Ausschaltung dieser griossten Fehler-
quellen kann der Endwert immer noch beeintriichtigt werden durch den
Einfluss des Lichtes, der Jahreszeit, sowie der Unzulinglichkeiten in
der Sterilisationsmethode und der Impftechnik.

2. Mikroskopische Bewertzmg von Chlorococcum infusionum bei Zusatz
anorganischer und organischer Giftstoffe.

Nigeli (1893) und R um m (1895) unterscheiden bei Anwendung
verschiedener Konzentrationsstufen von Kupfersulfat auf Spyrogyre
longata drei wesentliche Todesarten :

1. Die plasmolytische Vergiftung, charakterisiert durch Riickzug des Plasma-
schlauches von der Membran mit deutlicher Triibung des Zellinhaltes.
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2. Die chemische V?ergiftung. Der Plasmaschlauch zieht sich nur wenig von der
Membran zuriick und der Zellinhalt scheidet in braunen Tropfen aus.

3. Die oligodynamische Vergiftung, bei der sich das Chlorophyllband vom Plas-
maschlauche 16st und klumpenférmig zusammenballt.

Auch wir haben unser Algenmaterial, das verschiedenen Konzentra-
tionen von Sublimat, Kupfersulfat, Kresol und Thymol ausgesetzt war,
einer mikroskopischen Priifung unterzogen. Gleichzeitig mit den durch
chemische Mittel getoteten oder geschidigten Algenzellen untersuchten
wir auch solche, die durch rein thermischen Einfluss in ihrer Entwick-
lung gehemmt oder abgetidtet waren.

a) Eine Aufschwemmung von Chlorococcum injusionum kurz auf-
gekocht, zeigte noch nach 10 Stunden das Bild einer in optimalen
Verhiiltnissen | lebenden Kultur von sattgriinen Zellen. Nach
24 Stunden verfirbten sich einige blassgriin, wie sie aber auch
unter normalen Bedingungen nicht selten vorhanden sind. Erst
nach 36 Stunden war der Beginn einer deutlichen Farbstoff-
abnahme zu konstatieren, und nach 3 Tagen waren simtliche
Algenzellen entfirbt. '

b) Eine 10 mol Sublimatlésung zeigte sich zeitlich viel schneller in
ihrer Wirkung. Schon nach 6 Stunden war das mikroskopische
Bild massenhaft mit farblosen Zellbestinden durchsetzt. In einer
Konzentration von 10-* mol blieb der Farbstoff nach 2 Tagen in
Form brauner Flecken an der Membran sichtbar und war nach
weitern 24 Stunden ebenfalls verschwunden.

c) Ahnliche Erscheinungen zeigten sich bei Kupfersulfat, Kresol und
Thymol, sowie; bei Algenkulturen, die im Thermostaten tiber 30° C
aufbewahrt wurden. Nur dauerten hier die Uebergidnge zwischen
lebendgrﬁn und farblostot wviel linger an, das Endstadium war
immer mit einer Farbstoffzerstérung gezemhnet

Das mikroskopische Bild von geschidigten oder abgetiteten Zellen
der Art Chlorococcum infusionum bleibt bei Einwirkung verschiedener
chemischer oder physikalischer Einfliisse immer dasselbe. Eine Bezie-
hung zur Natur oder sogar zum Konzentrationsverhiltnis des Desinfek-
tionsobjektes ldsst sich nicht folgern.

3. Giftwirkungen anorganischer Chemikalien auf Chlorococcum
infusionum.

A. Vs;arsuche mit Quecksilberchlorid (Sublimat),

Zur Verwendung kam ein den Anforderungen der PH.H.V. (1935)
geniigendes Praparat Loslichkeit 1 : 16 in kaltem, und 1 :3 in sieden-
dem Wasser. _

In Verbindung mit Alkalien oder alkalisch reagierenden Stoffen
entstehen Fillungen, und auf Zusatz von Natriumchlorid, Kaliumehlorid
und Ammoniumehlorid leicht losliche Doppelsalze, deren Ionen noch
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weniger dissoziert sind als bei reinen Sublimatlosungen. Kohlehydrate
vermogen das Bichlorid, besonders bei Einwirkung von Licht und
Wirme, zu zersetzen.

Einen empfindlichen Nachweis von Hg-Ionen liefert das Diphenyl-
carbazid, das bis zu einer Konzentration von 10~ mol noch schwach
reagiert.

Durch weitmaschige Verinderung der Konzentrationsverh&ltnisse
wurden die letalen, und durch weitere Eingabelungen die toxischen
Dosen ermittelt. ,

Unsere Untersuchungen beziehen sich zur Hauptsache auf die letz-
teren, bei denen die Einwirkungszeit nicht zu beriicksichtigen ist.

Das Sublimat wurde quantitativ abgewogen. Mit Hilfe der Stamm-
Iosungen bereiteten wir daraus die entsprechenden Verdiinnungen in
fallenden Konzentrationen. Je 50 cm?® sterile Knopsche Nihridsung von
der Stirke K %+ 2% Glukose, sowie der doppelten Menge des Queck-
silbersalzes wurde durch Zusatz 'von 50 cm?® steriler Pufferlosung auf
den normalen Gehalt von K4 - 1% Glukose und der gewiinschten
Molaritit eingestellt, und nach dem allgemeinen, bereits erwéihnten
Verfahren beimpft.

Jeden zweiten bis dritten Tag wurden die Kulturen sorgfiltig
geschiittelt, ihr Zustand kontrolliert und in einem Protokoll festgelegt.

Das in den Tabellen angefiihrte mittlere Trockengewicht jeder
Serie nebst der zugehorigen Kontrolle von K& + 1% Glukose ist das
Frgebnis von 7 bis 10 Kulturen.

Wie aus Tab. 9 hervorgeht, liegt die letale Zone von Sublimat bei
Chlorococcum infusionum innert einer Molaritit von 10~ bis 10-°.

Die toxische Phase muss im Bereich von 2+ 10-° bis 10-° mol liegen.
Bei 1,25°10* mol konstatierten wir in 10 Losungen noch zwei, In
1,1 -10° mol nur noch eine einzige Kultur mit gutem Wachstum, wih-
rend in der Verdiinnung von 10-* mol jeglicher Einfluss des Sublimates
verschwunden war.

Eine sogenannte oligodynamische Reizférderung war durch das
Quecksilberchlorid nicht zu konstatieren. Alle weitern Konzentrationen
bis zu 10® mol ergaben eine Wachstumsiibereinstimmung mit der Kon-
trolle von K £+ 4+ 1% Glukose.

Das Quecksilberchlorid war der einzige von den zur Untersuchung
gelangenden chemischen Korpern, bei denen sich in Verbindung mit
der Alge keine Schidigungszone mit nur vermindertem Wachstum fest-
stellen liess. In Anwesenheit nachweisbarer Mengen Hg-lonen vollzieht
sich ein so weitgehender Eingriff in die Konstitution des Individuums,
dass auch nach Entzug des schidigenden Einflusses eine Regeneration
nur ausnahmsweise gliickt.

Aus diesem Grunde befassten wir uns, wenn auch nicht eingehend,
mit der Einwirkungsdauer der Sublimatlosungen auf unsere Alge. In
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. Tabelle 9.
Beziehungen zwischen der Molaritit einer Sublimatlésung und dem Einfluss auf
das Wachstum von Chlorococcum infusionum. pH :5,0. Kulturdauer: 45 Tage.
Temperatur : 15°—26° C.

K ,f?;lzlez}?éﬁfl? ity Trocken- Mittlerer
i -+ HgCla ‘ gewicht Fehler
| mol mg + mg

101 tot —
10-2 tot —
10-3 tot —
10-4 tot e
5-10-6 tot —
2.10-b tot agsi
10-6 ‘ tot e
| 2.10-6 tot s
' 1,7.10-6 _ tot -
' 1,3.10-6 tot —_
| 1,2.10-6 - 2 Kulturen —
mit Wachstum
| 1,1.10-6 1 Kultur —_—
mit Wachstum ;
10-6 85,4 5,2
10-7 86,6 4,0
10-8 90,7 51
10-? 97,6 41
Kontrolle
K+ 4 1%/ Glukose 89,1 48

den Konzentrationen von 10™* bis 5 + 10* mol war die Schidigung auf
das Impfmaterial so stark, dass bereits am folgenden Tag simtliche
Zellen entfirbt waren. Bei weiteren Verdiinnungen von 5 - 10 bis
2 + 10° mol war der Zelltod nach 8 Tagen eingeireten. Chlorococcum
infusionum in einer N&hrlosung mit Zusatz von 10° mol HgCl,, nach
3 Tagen mit sterilem Wasser ausgewaschen und 'in ein giftfreies Nihr-
medium von gleichem pH versetzt, konnte sich nicht mehr erholen, und
- nach 8 Tagen war die Alge vollstindig entfiirbt. (Die Chlorose der Alge
bedeutet zwar nur ein sekundires, aber sicheres Merkmal des eingetre-
tenen Zelltodes. Eine verhiiltnismissig schnelle Beurteilung des Des-
infektionswertes wie bei rasch wachsenden Bakterienkulturen ist hier
nicht moglich.) Die Einwirkung in der ersten Zeit der Kulturdauer
durch eine relativ geringe Zahl von Quecksilberionen war somit intensiv
genug, um einen Regenerationsversuch illusorisch zu machen.

Die Literatur enthilt nur spérliche Angaben iiber die Wirkung von
Sublimat auf Algenzellen. Bokorny (L. ¢.) hilt eine Konzentration
1:50,000 bis 1:200,000 noch fiir todlich, und Schidigungen bis zu
einer Verdiinnung 1 : 100 Mill. und 1 : 1000 Mill. noch fiir moglich, vor-
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ausgesetzt, dass die Losung in hinreichender Menge vorhanden und die
Zeitdauer der Einwirkung geniigend lang ist.

In der Bakteriologie dagegen fehlt es nicht an vergleichenden Er-
gebnissen von systematisch durchgefithrten Sublimatversuchen. Wéih-
rend nach Weyrauch (1927) eine Phenollssung auf Typhusbazillen
in einer Stirke 1 :100 bakterizid wirkt, ergibt eine Quecksilberlosung
schon bei einer Konzentration von 1 : 200,000 denselben Effekt.

Auch in der Technik der Holzkonservierung Mahlke (1928) hat
von sdmtlichen Quecksilbersalzen nur das Sublimat eine praktische Be-
deutung erlangt. Nach dem Kyanisierverfahren (Eintauchmethode) bil-
det eine vom Holze aufgenommene Quecksilbermenge in der Stirke von
0,6% einen wirksamen Schutz gegen die holzzerstorenden Pilze, welche
derart behandeltes Holz nicht mehr angreifen.

Es war uns auch bekannt, dass bei Anwendung hoher Verdiinnungs-
veihen wie z. B. 10° mol HgCl, die sogenannte Wandadsorption des
Glases auf das Wachstum der Kulturen mithestimmend sein kann. Durch
die Adhisionskraft der Glasflichen werden die Ionen angezogen, und
die Losungen derart gleichsam entgiftet.

Tabelle 10.
Beziehungen zwischen Wandadsorption und Giftigkeit einer stark verdiinnten Su-
blimatlosung auf das Wachstum von Chlorococcum infusionum. pH :5,1. Kultur-
dauer : 45 Tage. Temperatur: 12°—21° C.

Kultur K‘/sN—?ih;{’I,}f (};11:11{088 Trogxon- Mfl‘tt%:irer
Nr + HgCl210-6 mol gt K
: 100 cm? mg +mg
1 Glaskolben vorbehandelt
mit 10-6 mol Sublimat-
Wsnne . e Teeaiahs 80,2 0,9
Kontrolle:
2 Glaskolben nicht vorbe-
Folamdglt B it 87,0 0,8
3 Vergleichskultur in K &
=+ 1% Glukose . . . 79,2 0,6

Tab. 10 dient zur Erklirung dieser Erscheinung. Nachdem die
Lebensgrenze fiir Chlorococcum infusionum unter Sublimateinwirkung
bei 10-° mol festgestellt war, konnte die Moglichkeit einer Beeinflussung
der Algenwerte durch allfillig adsorbierte Hg-Ionen nicht ausgeschlos-
sen sein.

Um diese Tatsache (nach miindlicher Mitteilung von Prof. Dr.
Treadwell, E.T. H., Ziirich) zu iiberpriifen, fiillten wir einen Teil
der Glaskolben 48 Stunden vor Gebrauch mit der in Betracht kommen-
den Molaritdt von 10® HgCl,, wihrend die iibrigen Gefiisse ohne jeg-
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liche Vorbehandlung teils mit der gleichen Konzentration und teils nur
mit reiner N#hrlosung zum Vergleich beschickt wurden. Im Verlaufe
der Kulturdauer war jedoch kein qualitativer Unterschied in der Wachs-
tumsintensitit zu verzeichnen. Die gravimetrische Bestimmung besti-
tigte diese Beobachtungen und ergab dann wohl zufillig bei den vor-
behandelten Kolben ein etwas grosseres Trockengewicht. |

In diesem Zusammenhang mag auch noch auf die schon von
Niageli (I.c.) beobachteten, oligodynamischen Erscheinungen hin-
gewiesen werden. Glasgefiisse, die lingere Zeit der Einwirkung von
Metallsalzlgsungen unterliegen, erhalten mit der Zeit einen Uberzug von
Metallteilchen, von denen je nach Qualitit des Glases ein Teil fest-
gehalten wird. Auf diese Weise vermag ein solches Glas unter Um-
stinden seinen Inhalt lingere Zeit oligodynamisch zu beeinflussen.

Zur Abkldrung dieser Frage wurde ein Teil der zu Sublimat-
versuchen gebrauchten Kolben vor der iiblichen mechanischen Reini-
gung durch Sodaldsung, heisses Brunnenwasser und Aqua destillata
mit konzentrierter Salpetersdure behandelt. Simtliche Gefisse erhielten
hernach wiederum eine Nihrlgsung mit einer Reinkultur. Eine oligodyna-
mische Nachwirkung durch Quecksilberchlorid war bei unserem Murano-
(las nich zu konstatieren. '

Auf die Bedeutung der zu verwendenden Glassorten bei Algen-
und Pilzkulturen hat Ondratscheck (1935) aufmerksam gemacht.
Thre ungleichartige Zusammensetzung bedingt einen unregelmissigen
Loslichkeitsgrad von Stoffen, durch welche die Kulturen gefordert wer-
den, oder eine Hemmung erfahren konnen. Diese Loslichkeit wirkt sich
wihrend der ganzen Kulturdauer, besonders aber bei der Sterilisation
am meisten aus, so dass durch ihn der Kalium- und Magnesiumbedart
gewisser Algenzellen gedeckt wird.

B. Versuche mit Kupfersulfat.
a) Allgemeines.

" Wohl kein Metall hat hinsichtlich Wirkung auf pflanzliche Orga-
nismen in der Literatur eine so weitgehende Bearbeitung erfahren wie
das Kupfer. Anstoss dazu gaben zum grossen Teil die Untersuchungen
von Ndgeli (1893). Die in diesem Zusammenhang aufgeworfene Frage
der oligodynamischen Reizwirkung war das Problem, das sich wie ein
roter Faden durch alle Arbeiten mit Kupfersulfat zieht.

Wir verzichten auf einen eingehenden geschichtlichen Riickblick
und beschrinken uns auf unsere Beobachtungen. Schon bei der Her-
stellung der Stammlosungen fiel uns die Unbestindigkeit der stark
konzentrierten Molarlosungen auf. Innerhalb weniger Tage bildet sich
ein bldulich-griiner, flockiger Niederschlag von Kupferkarbonat und
Kupferphosphat, der den Gehalt an ionisiertem Kupfer vermindert.
Ubrigens erfahren Kupfersalze in destilliertem Wasser ebenfalls eine
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Veréinderung, in dem sich basisches Kupfersulfat (Cu[OH]HSO,) in
Form gelblich-weisser Kristalle ausscheidet. Die Ausgangslosungen wur-
den daher nie linger aufbewahrt, sondern sogleich zu weiteren Ver-
diinnungen verarbeitet. ;

Wihrend bei den bisherigen Untersuchungen sdmtliche Kulturen
mit einem Gemisch aus primidrem und sekundirem Natriumphosphat
gepuffert wurden, war seine Verwendung fiir Kupfersulfat nicht ohne
weiteres gegeben. Bei hoheren Konzentrationen wird das Metall als
Phosphat gefidllt und dadurch seine Wirksamkeit herabgesetzt. Aus
diesem Grunde lidsst sich auch das Wachstum von Chlorococcum infu-
sionum in einer sonst letalen, aber mit Phosphat gepufferten Kupfer-
sulfatlosung von 10-* mol erkliren : Die Alge vermag sich der nur lang-
sam steigernden Konzentration des Nédhrsubstrates, bedingt durch die
allméhlich erfolgende Loslichkeit des Kupferphosphates, anzupassen, so
dass sie sich in einem, unter andern Verhiltnissen fir sie tddlichem
Medium zu behaupten vermag. In hochkonzentrierten Losungen erfolgt
auch ohne Pufferzusatz in Knopscher Losung eine Ausfillung von Phos-
phorsalzen. In einem solchen Falle kann nicht nur das Kupier die
wachstumshemmende Ursache sein, sondern ebensogut das Fehlen der
- Phosphorsiure, die durch das Metall in unloslicher Form gebunden wird.

Den einzigen Ausweg bildet fiir solche Pufferungen die Verwen-
dung von Zitraten, die das Metallsalz in Form einer Komplexverbin-
dung in Losung zu halten vermogen. Fiir unsere Verhéltnisse war daher
die Verwendung des bereits in den allgemeinen Erorterungen bespro-
chenen Zitratpuffers nach Mc Ilvaine (l. ¢.) gegeben.

Um eine Reduktion des Kupfers zu Kupferoxydul zu verhindern,
durften die getrennt sterilisierten Losungen von Zitrat -+ 1 % Glukose
sowie K & + Kupferzusatz erst nach dem Erkalten zusammengegossen
‘werden.

b) Wirkun g en auf Chlorococcum infusionum.

Mit einer Verdiinnungsreihe von Konzentrationen zwischen 107
und 10-° mol suchten wir vorerst die letale Zone des Kupfersulfates auf
Chlorococcum infusionum zu ermitteln. Sowohl in reinen als auch ge-
pufferten Néhrlosungen fiithrte eine Molaritit von 50 © 10° in allen Fél-
len zum Algentod, wihrend diejenige von 20 - 10-° mol nicht immer tod-
lich, aber stark toxisch wirkte und nur spérliches Wachstum aufkommen
liess. Bei einem Kupferzusatz von 2-10° mol scheint der schidigende
Einfluss des Metallsalzes aufzuhoren, die Alge entwickelt sich analog
der Kontrolle. Die in noch schwicheren Losungen erhoffte Wachstums-
steigerung trat nicht besonders hervor. Simtliche Werte liegen entweder
im Bereich des mittleren Fehlers, oder zeigen eine nur so geringe Zu-
nahme, dass nach unseren bisherigen Kulturerfahrungen wvon einer
oligodynamischen Reizwirkung nicht gesprochen werden kann (Tab. 11).

13 =&
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Dagegen fiel uns bei der tiglichen Kontrolle der Kulturen das
schon augenfilliz viel intensivere Wachstum von Chlorococcum infu-
sionum in Verdiinnungen wie 210 mol und besonders 10° mol auf,
das sich vor allem in den ersten 14 Tagen der Versuchszeit Husserte.
In dieser Zeit wurden die Ertrige der Kontrolle weit iiberholt, glichen
sich jedoch nach 30 bis 40 Tagen wieder aus. Der Endwert der ver-
schiedenen Kulturen ist daher zur Beurteilung dieser Frage allein nicht
massgebend. Durch eine quantitative mehrmalige Bestimmung des
Algengewichtes innerhalb der Versuchsdauer bestitigten wir diese Be-
obachtungen, wie aus Tab. 12 und Abb. 5 hervorgeht.

Tabelle 11.

Wachstum von Chlorococcum infusionum in stark verdiinnten Kupfersulfat-Nihr-
losungen. pH :4,9. Kulturdauer : 40 Tage. Temperatur : 18°—27° C.

Konzentration Trocken- Mittlerer
K!'/s 4 1° Glukose gewicht Fehler
-t CuS0s mol mg + mg
10-6 98,1 2,6
A 97,3 2.4
10-8 99,8 2.6
10-9 97,6 1.9
10-10 101,1 17
Kontrolle
K+ <4 1% Glukose 95,9 1,8
Tabelle 12.

Beziehungen zwischen Konzentration einer kupferhaltigen Nihrlésung und dem
Wachstum von Chlorococcum infusionum. pH : 5,13 mit Zitratpuffer. Kulturdauer :
45 Tage. Temperatur : 13°—18°C.

Konzentration: K /34 1°/ Glukose 4 CuSOs mol iy 3% ¢ s+ 1°0 Glukose
10.106 2.106 106 Kontrolle
Tage :
Trocken- | Mittlerer | Trocken-| Mittlerer | Trocken-| Mittlerer | Trocken-| Mittlerer
gewicht Fehler gewicht Fehler - gewicht Fehler gewicht Fehler
mg + mg mg + mg mg + mg mg + mg
) 6,8 140 8D 0,4 12,6 1,3 120 14
10 | 172 1,6 29,5 3,7 30,5 3,6 14.6 38
15 19,9 1.4 38,1 45 41,8 5,0 36,2 3,3
20 21,5 2.3 46,3 4.1 49,4 41 54,5 1,6
2% 94,6 9.4 497 | 39 53,6 5,4 63,6 2,6
30 | 308 3,7 59,7 46 62,7 3,5 77,9 4,1
3b 31,9 2,8 69,3 2.6 87,5 3,4 74,2 4.0
40 | 328 4,1 90,8 3.8 930 | 33 91.4 48
45 | 59,0 47 98,7 1,9 | 100,0 33 | 1004 13
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Die Kontrolle ergibt das Bild eines regelmissigen Wachstums.
- Sdmtliche Kulturen in Konzentration von 2-10° mol und 10° mol
waren ihr in den ersten 14 Tagen an Wachstumsenergie iiberlegen. Nach
20 Tagen scheint ein Ausgleich stattgefunden zu haben : Beide Kupfer-
kurven verlaufen bis zum 30. Tage ungefihr parallel, an welchem
Kurve 3 plotzlich von 62 mg auf 87 mg ansteigt. Bei Kurve 1 und der
Kontrolle ist dieser Sprung um 5 Tage verzogert, aber nach Versuchs-

e
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Abb. 5.
- Wachstum von Chlorococcum infusionum in Nihrlosung von K1 +1 %
Glukose mit Kupfersulfatzusatz und Zitratpuffer.
Kurve 1: Kupfersulfatzusatz von 10-¢ mol.
Kurve 2 : Kontrolle: K1 + 1 % Glukose.
Kurve 3: Kupfersulfatzusatz von 2-10-¢ mol.
Kurve 4 : Kupfersulfatzusatz von 10 - 10-¢ mol.
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abbruch (45 Tage) treffen sich die Kurvenenden beinahe in einem
Punkt, ein quantitativer Unterschied ist nicht mehr festzustellen.

Wie zu erwarten war, zeigte die Alge in der Verdiinnung von
10 - 10° mol eine stark gehemmte Entwicklung. Nach 40 Tagen scheint
sie sich jedoch an das schidigende Kupfermilieu gewthnt zu haben,
denn bei Versuchsabbruch zeigte das Trockengewicht doch 39 mg.
Einige Restkulturen, die wir aber nicht mehr tabellarisch auswerten
wollten, ergaben am 60. Tag ein Gewicht von 78 mg. Die Vermutung,
dass nach geniigend langer Kulturdauer und der damit verbundenen
Verringerung der Kupferionen in der Nihrlosung infolge Aufnahme der-
selben durch das Plasma das Wachstum wieder normal einsetzen konne,
ist hochst wahrscheinlich, da zugleich die Anpassungsfihigkeit der Alge
an das gebotene Milieu beeinflussend wirkt.

Anschliessend mochten wir noch die eigenartigen Verhiltnisse er-
ortern, wie sie Tab. 13 und Abb. 6 zum Ausdruck bringen.

Tabelle 13.
Beziehungen zwischen Konzentration einer kupferhaltigen Nihrlosung und dem
Wachstum von Chlorococcum infusionum. pH :5,1, mit Phosphatpuffer. Kultur-
dauer : 45 Tage. Temperatur : 20°—28° C.

Konzentration: K /s 4 1%/ Glukose 4 CuS80s mol K1fs 4 1°/ Glukose
20 - 108 2- 106 10® Kontrolle
Tage
Trocken- | Mittlerer | Trocken- | Mittlerer | Trocken- | Mittlerer | Trocken- | Mittlerer
gewicht Fehler gewicht Fehler gewicht | + Fehler gewicht Fehler
mg + mg mg + mg mg + mg mg + mg
5 + s 95,4 3.2 12,6 21 | 206 2,0
10 4,7 0,9 40,4 1,2 50,9 5,2 33,3 9,1
15 12,0 1,9 421 1,2 82,4 5,2 38,3 3,3
20 40 1,0 49,2 2,3 97,7 4,0 51,4 11
2% tot o 54,9 1,8 69,7 5,1 B1,7 2.2
30 tot — 59,6 1,3 72.8 43 58,8 92,3
35 tot — 58,1 2,3 78,7 2,3 69,4 | 31
40 tot — 59,1 1,0 741 1,9 70,4 1,9
45 tot — —* — —F — 74,7 1.2
+ nicht bestimmt.

Im Gegensatz zur Zusammenstellung in Tab. 12 wurde bei diesem
entsprechenden Versuch mit primirem und sekundirem Natriumphos-
phat auf gleiches pH gepuffert.

Ein Einfluss der Phosphate auf das Kupfer war in so geringen
Verdiinnungen nicht zu befiirchten.

In einer Molaritit von 20 - 10-® konnte sich Chlorococcum infusio-
num etwa 21 Tage erhalten. Nach 25 Tagen waren die meisten Kulturen
magsenhaft mit totem Zellmaterial durchsetzt, und nach einer Versuchs-
dauer von 30 Tagen lebten von 60 Kulturen nur noch deren 4.
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Das Wachstum in 2 - 10-° molarer, also in einer 10fach verdiinnteren
Losung, deckte sich beinahe mit dem Kontrollversuch (Kurve 3) in der
Mitte der Versuchszeit (vgl. Tab. 12), hatte aber nach Abbruch des Ver-
suches dessen Wert noch nicht erreicht. Uberraschend wirkte das sehr
gesteigerte Wachstum in einer Konzentration von 10° mol. Mit einem
Gewicht von 97 mg nach 20 Tagen iiberholt diese Kurve sémtliche
Werte. Es erfolgt alsdann ein Abfall auf 69 mg, um sich nachher auf

mg
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Abb. 6.

Wachstum von Chlorococcum infusionum in K & +1% Glukose mit
Kupfersulfatzusatz und Phosphatpuffer. pH : 5.13.

Kurve 1: Kupfersulfatzusatz von 10-¢ mol.
Kurve 2: Kontrolle: K 1 +1 % Glukose.
Kurve 3: Kupfersulfatzusatz von 2 -10-¢ mol.
Kurve 4 : Kupfersulfatzusatz von 20-10-¢ mol.
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dem konstanten Wert von 72 mg und 74 mg zu halten. Das Kurven-
bild der Kontrolle verliuft normal. '

Als Grund zu diesem raschen Aufstieg vermuten wir nebst andern
optimalen Verhiltnissen einen direkten stimulierenden Einfluss durch
das Kupfersulfat. Schon in fritheren Versuchen blieb es uns unerkliir-
lich, wie vereinzelte Kulturen in schwachen Kupfersulfatlésungen schon
nach wenigen Tagen ein iippiges Wachstum aufwiesen, wihrend das
Impfmaterial der iibrigen Exemplare sichtlich noch keine Vermehrung
erfahren hatte, ohne dass es aber gelang, fiir diese Tatsachen eine Be-
griindung zu finden. -

Nachdem aber ein gewisser Einfluss des Kupfers auf die Alge
festgestellt war, versuchten wir diese Erscheinung durch folgenden
Versuch noch eindriicklicher zu gestalten :

Zwei Reihen Kupfersulfatlosungen von 20+ 10 und 10 - 10°° mol
wurden mit Chlorococcum infusionum beimpft. In Ubereinstimmung
mit friiheren Versuchen konstatierten wir in der Verdiinnung von
10 - 10° mol ein Wachstum, das sich deutlich von demjenigen in einem
Nihrmedium mit ein Cu-Gehalt von 20 10° mol unterscheiden liess
und sich auf die nicht messbare Menge des Impfmaterials beschrinkte.

Fiinf bis zehn Kulturen beider Verdiinnungsserien wurden auf sterile
Filter gebracht und so der Einwirkung der Kupferlosung entzogen. Mit
je 100 em?® frischer, steriler Nihrlosung mit einem pH von 5,0 spiilten
wir die Alge in neue, trocken sterilisierte Kolben. Fine Anzahl Kulturen
behandelten wir so, dass sie erst nach zwei bis dreimaligem Auswaschen
mit Wasser oder gepufferter Nihrlosung in das kupferfreie Nahrmedium
versetzt wurden. Den Rest der Versuchsexemplare liessen wir ohne Be-
handlung weiter wachsen, d. h. sie wurden in der urspriinglichen
Kupferlb’sung belassen und dienten als Kontrolle. Zu gleicher Zeit
beimpften wir noch 10 N#hrsubstrate von K1+ 1% Glukose mit
Chlororcoccum infusionum. Nach 35 Tagen Wurden die Ergebnisse ver-
glichen.

Fiinf unbehandelte Kulturen, einer Konzentration von 20 * 10°® mol
ausgesetzt, gingen ein, wihrend drei gegen das Ende der Versuchsdauer
doch noch ein Trockengewicht von 50 mg aufwiesen.

Das Ergebnis der dem Kupfereinfluss friihzeitig entzogenen Algen-
zellen war in ihren neuen Nihrmedien nach 35 Tagen folgendes :

Aus Konzentration :

Trockengewicht
20 - 10-°* mol mg
a) in frische Nihrlosung gebracht . . . . 944 -+ 2,2

b) mit Aqua destillata ausgewaschen und da,nn wie cz) 91,1+ 2.9
¢) mit gepufferter Nihrlosung ausgewaschen und dann

wie a) . . 93,8+ b0
d) Kontrolle. Nlcht behandelt (Nur 5 Kulturen lebend) 50,0 —
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Trockengewicht

10-10°* mol mg

a) in frische N&hrlosung gebracht . . . . . . . 994413
b) mit Aqua destillata ausgewaschen und dann wie @) 94,9 + 3,6
¢) mit gepufferter Nihrlosung ausgewaschen und dann
wie @) . . SR
Vergleichskultur : K } 4 —I— 17 Glukose frlsch belmpft S AR

Simtliche, einmal mit Kupfersulfat in Kontakt gekommenen Algen-
zellen von Chlorococcum infusionum erfuhren eine Wachstumsforde-
rung, wobei die Art des Auswaschmittels ohne Bedeutung ist.

Von den mannigfachen Literaturversionen iiber die Art der Beein-
flussung durch Kupfersulfat zitieren wir Rumm (1894), der den
direkten Einfluss der Bordeauxbriithe auf Weinreben nicht nur in der
Zerstorung parasitischer Pilze erblickt, sondern in einem chemotakti-
schen Reiz auf die Pflanze selbst. Auch Martin (1928) dussert sich
im gleichen Sinne. Dass es sich dabei nicht um eine ausgesprochene
Oberflichenwirkung oder chemische Reizerscheinung handeln kann, hat
schon Zsigmondy (1898), zitiert bei Steinhart (1931), und
v. Plotho (1920) durch den Aufnahmenachweis kolloidalen Goldes
durch Pilzmyzelien widerlegt. Steinhart und Schwartz (1931)
beschreiben eine Methode, nach der es gelingt, den Verlauf der Kupfer-
aufnahme bei einer sich entwickelnden Kultur von Aspergillus niger zu
verfolgen, und die uns in dieser Beziehung einige Anregungen gab.

¢) Untersuchung der aktuellen Aziditdtin kupfer-
haltiger Ndhrléosung.

In Tab. 14 und Abb. 7 stellen die Kurven 3 und 4 die Aziditéts-
dnderungen einer ungepufferten Kupfersulfatlosung mit der zugehori-
gen Kontrolle (Kurve 3) dar.

Die schon friilher wihrend den ersten Kulturzeiten gefundene An-
siuerung des Substrates tritt auch bei Zusatz von Kupfersulfat wieder
auf. Die Ahnlichkeit der beiden Kurvenbilder ist besonders in den ersten
und letzten Tagen der Versuchsdauer auffallend. Der Parallelismus der
beiden Kurven wird eigentlich nur am 32. Tage gestort, indem die
kupferhaltige Nihrlosung von pH 4,4 auf 5,4 ansteigt. Diese Abwei-
chung findet jedoch in den beiden zugehorigen Wachstumskurven 6
und 7 keine Analogie.

In einer gepufferten Nihrlosung wird das Ausgangs-pH durch die
Alge nicht verindert, und das Kurvenbild wird durch eine Gerade dar-
gestellt (5). Die Pufferungsgerade der Kontrollﬁsung deckt sich in ihrem
Verlauf beinahe mit derjenigen von K 4+ -+ 1 % Glukose + 2+10° mol
CuS0, (1), und deshalb musste auf 1hre Eintragung in Abb. 7 ver-
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Tabelle 14.

Beziehungen zwischen Aziditit und Wachstum von Chlorococcum infusionum in
einer ungepufferten sowie gepufferten, kupferfreien und kupferhaltigen Nihrlo-
sung von 2.10-° mol mit der zugehoérigen Kontrolle von K 4 + 1% Glukose.

1*: K 1 41°6 Glukose (nicht gepuffert).
3

pH : 5,13. Kulturdauer : 45 Tage. Temperatur : 13°—23° C.

2% : K4 4 1° Glukose 4 CuSOs von 2.10¢ mol (nicht gepuffert).
3* : K 14 1% Glukose (gepuftert).
4*: K1 +41°% Glukose 4 CuSOs von 2.10°mol (gepuffert).
= 1#* PES 3 4%
= .
é g;f” 1_* el et Trocken- ?i;t;; Trocken- i\ii.tg;. Trocken- fgi.t:r Trocken- ?g;tet;
= & pH | pH | pH [ pH | gewicht | pepjer | gewicht Fehler | gewicht | pepjer | gewicht | pepler
M e tmg | ME | 4mg| ME | +mg| ™8 + mg
Aus-
gangs-
losmg | 4,58 14,59 (5,13(5,16
2 14,57(4,53
3 [4,47(4,37 :
5 14,37)4,6415,0915,20 6,8 1,7 12,0 | 14
7 14,2214,40 19,7 3,5 18,7 2,2
10 4,9915,07 29,5 2.7 205 88
12 {3,61(3,72 211 21 17,0 1.8
15 |3,69(3,92(4,99(5,01| 26,4 9.9 24,4 0,8 38,1 4,5 36,2 | 3,3
18 [8,71]4,01 22,3 1,8 25,17 1,5
20 | - 4,92(5,01 46,3 | 4,1 546 | 15
23 |4,04(4,43 30,3 0,5 34,5 1.7
25 5,12(4,98 53,6 5,4 63,6 2,6
28 [4,20(4,45 42.8 1,6 41,8 1.2
30 4,9714,99 69,7 4,6 Yig | 4t
32 [4,6415,40 42,0 0,7 36,6 1,0
35 [4,99]5,10]4,92(4,92| 40,9 2,4 35,2 1,0 69,3 2,6 74,2 | 4,0
40 [5,2915,63|4,95(4,97| 45,8 2,1 42,6 1,1 90,8 3,8 91,4 | 48
45 [5,8115,8314,91(5,14| 46,2 2,2 43,4 1,3 98,7 1911004 | .1.3

zichtet werden. Das Wachstum der beiden Serien (Kurve 1 und 2) ver-
lduft mit grosster Regelmissigkeit, und eine direkte Steigerung ist nur
nach dem 15. Tag zu konstatieren.

Zusammenfassend ergibt das Tabellenbild, dass ein Kupfersulfat-
zusatz von geringer Konzentration die Lebensbedingungen der Alge
nicht zu storen vermag. Auch die Azidititsverhiiltnisse in den Ver-
suchslosungen mit und ohne Kupfersulfat bleiben sich gleich und
konnen voneinander nicht unterschieden werden.
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Abb. 7.
Aziditdt und Wachstum von Chlorococcum infusionum in' gepufferter und ungepuf-

ferter, kupferhaltiger und kupferfreier Nihrlosung.

Kurve 1: Wachstum in K & + 1 % Glukose, Kupfersulfatzusatz von 2-10-¢ mol.
gepuffert, pH : 5,13.

Kurve 2: Wachstum in K } + 1 % Glukose, gepuffert, pH : 5,13.

Kurve 3: pH-Verlauf in K L +1 % Glukose. ,

Kurve 4: pH-Verlauf in K 4 + 1 % Glukose, Kupfersulfatzusatz von 2 -10-¢ mol.
Kurve 5: pH-Verlauf in K { + 1 % Glukose, gepuffert, pH : 5,18.

Kurve 6: Wachstum in K § + 1 % Glukose.

Kurve 7: Wachstum in K 1 +1 % Glukose, Kupfersulfatzusatz von 2 :10-¢ mol.
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d) Nachweis und quantitative Bestimmung des
Kupfersim Algenplasma.

Hauptzweck unserer mnachfolgenden Untersuchungen war, eine
brauchbare Methode zu finden, um das von der Alge eventuell auf-
genommene Kupfer nachweisen und wenn moglich quantitativ bestim-
men zu konnen.

Steinhart und Schwartz (L. c.) fiilhrten ihre Kupferbestim-
mung in Pilzmyzelien mit o Nitroso - § Naphthol durch. Diese organi-
sche Verbindung ist in Anwesenheit von Ammoniak in Chloroform un-
loslich, bildet aber mit Schwermetallen eine Komplexverbindung von
nachstehender Formel :

N vt D (= N
| \Ou/ |
0/ \'O—

die sich nun in Chloroform auflost.
Die beiden genannten Autoren zitieren folgendes Verfahren :

« Nach der Ausschiittelung mit Chloroform wird die Chloroformschicht
in das eine Kolorimetergefiss, und die auf gleiche Weise aus einer bekann-
ten Kupferkonzentration hergestellte Standardlosung in das andere zum
Vergleich hineingebracht. »

Wir verzichteten jedoch auf die Anwendung dieser Methode da
auch ohne Kupferzusatz aus rein physikalischen Griinden immer Wech—
selnde Mengen von Farbstoff in die Chloroformschicht mitgerissen wur-
den. Das Verfahren gestaltet sich fiir Serienuntersuchungen ziemlich
~ umstidndlich und die erhaltenen Werte waren unbefriedigend.

Eine weitere diesbeziigliche Anregung verdanken wir Herrn Dr. A.
Ammann, Assistent an der echemisch-analytischen Abteilung der
E.T.H., der uns auf eine viel einfachere, ebenfalls kolorimetrische
Kupferbestimmung nach L a g et (1935) mit Hilfe von Natriumdiaethyl-
dithiocarbamat aufmerksam machte.

L a g et beschreibt seine Methode wie folgt :

« In Abwesenheit anderer Elemente werden 5 c¢m® der Cu-
Losung mit 5 em® 95 % Alkohol und 1 em?® der 1 % alkoholischen
Reagenslosung versetzt und die Losung kolorimetriert. Damit
ldsst sich Cu in Mengen von 0,1 y bis 100 y bestimmen. Fremde
Metalle haben folgenden Einfluss : In ammoniakalischer Losung
storen Zink und Cadmium nicht, auch in Gegenwart von 200 mg
Zn oder 100 mg Cd auf 20 y Cu. Mangan liefert mit dem Reagens
einen in Alkohol braunvioletten, Eisen einen rosaroten Nieder-
schlag. Die Cu-Bestimmung ist in diesem Falle moglich, wenn
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Fe nur in Spuren vorliegt. In Gegenwart von Magnesium gibt
~ man etwas Ammonzitrat dazu. »

Die Aufgabe, kleine Kupfermengen im Algenplasma zu bestimmen,
wurde von uns nach folgendem Verfahren gelost : !

Das Trockengewicht der Alge wird auf vorgewogenen, aschen-
freien Filtern bestimmt. Diese werden solange mit redestilliertem Was-
ser ausgewaschen bis die Waschfliissigkeit auf '/, des Volumens ein-
gedampft, bei Zugabe dieses Cu-Reagens keinen Farbunterschied, ver-
glichen mit Aqua redestillata als Blindprobe, mehr ergibt. In Porzellan-
tiegeln, denen eine Behandlung mit reinster Schwefelsdure voranging,
wurden Filter und Alge verbrannt, hernach gegliiht, wobei das vorhan-
dene Kupfersulfat in Kupferoxyd iibergeht, das sich nach dem Erkalten
auf Zusatz von 2 em?® analysenreiner Schwefelsiure (Merck) wiederum
als Kupfersulfat 1ost. Auf dem Sandbade wird das Losungsmittel unter
Zugabe einiger Tropfen reinster Salpetersiure abgedampft, und der
Riickstand in 5 em® Aqua redestillata gelost. Letzterer wird quantitativ
in das Kolorimeter gebracht, mit Alkohol und dem Reagens auf die
vorgeschriechenen 11 cm?® ergéinzt und mit einer, der zu bestimmenden
Menge Kupfer ungefihr aequivalenten Standardlésung verglichen.

Die fraglichen Konzentrationen lassen sich mit Hilfe einer Eich-
kurve leicht feststellen, wobei sie als Mittelwerte der theoretischen und
der durch Kolorimetrierung ermittelten Geraden zu betrachten sind.

Tab. 15 enthilt eine kurze Zusammenstellung von Algengewicht
und aufgenommenem Kupfer.

Tabelle 15.
Beziehungen zwischen Algengewicht und Kupferaufnahme durch Chlorococcum
infusionum. Losung ungepuffert. Ausgangs-pH : 4,51. Temperatur : 14°—20° C.

Einzel- Konzentration Cu-Aufnahme
Trocken- K'/s 4 1°/0 Glu- durch die
gewicht kose -} CuSO. Alge
¢ mg mol mol
95,6 2.10-5 7,3.10-6
28,2 7,9 -10-6
29,8 6,7.10-6
33,1 7,2 .10-6
37,0 77.106
420 8,8.10-6
45,4 9,2.10-6
50,0 11,0-10-6
42,9 10-5 6,6 -10-6
45,4 2.0.10-6
47,0 6,7+ 10-6
49,7  6,4.106
50,0 8,2.10-6
50,2 3,0.10-6
53,4 7,6 - 10-6
59,4 ' © 43.10-6
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In einer Konzentration von 2-10° mol Kupfer nimmt mit der
Quantitit der Alge auch der Kupfergehalt deutlich zu.

Ein Trockengewicht von 33,1 mg enthiilt bereits 7,2 - 10-° mol ge-
bundenes Kupfer, dessen Gehalt sich proportional der Algenmenge stei-
gert, und mit 50,0 mg bereits 11,0 - 10 mol des Metalles aufzunehmen
imstande ist. Der hier beobachtete periodische Verlauf von Gewicht und
Kupferaufnahme kam in der nichst hsheren Verdiinnung von 10-° mol
Kupfersulfat nicht mehr so deutlich zum Ausdruck. Bei gleichen Ge-
wichtsmengen von Chlorococcum infusionum schwankt der Kupfer-
gehalt in einer Grossenordnung von 8,2 10°° mol und 3,0 i0° mol
(vgl. Tab. 15). '

Bei der Aufnahme von Metallsalzen, inshesondere von Kupfer, wir-
ken sicherlich Faktoren mit, die als Problem fiir sich noch der Abkli-
rung warten. Unzweifelhaft ist eine feste, vermutlich chemische Bin-
dung des Kupfers durch Chlorococcum infusionum festgestellt worden,
chne aber diese Tatsache einer Gesetzmiissigkeit unterstellen zu konnen.
[mmerhin muss das Auswaschverfahren lange Zeit genug fortgesetzt
wetden, bis mit Sicherheit von einem biologisch gebundenen Kupfer-
anteil gesprochen werden darf.

Zur Abklirung dieser Frage liessen wir auf ein totes Pilzmyzel
(Fusarium spec.) mit einem nachtriiglich ermittelten Trockengewicht
von 2,7 g eine Kupfersulfatlosung von 10-* mol mehrere Tage hindurch
einwirken. Die auf einer Nutsche ausgewaschene Menge des Pilzmate-
rials brauchte innerhalb von 2 Stunden 1500 ecm® Aqua redestillata, bis
die Waschfliissigkeit kupferfrei war. Etwa die Hilfte des getrockneten
Myzels wurde verbrannt, im Porezellantiegel gegliiht, und der Riickstand
mit Schwefelsiiure aufgenommen. Die kolorimetrische Bestimmung mit
Natriumdiaethyl-dithiocarbamat vermochte nicht einmal Spuren von
Kupfer festzustellen. Eine an totem Pilzmyzel nur adsorptiv zuriick-
gehaltene Kupfermenge lisst sich daher ohne weiteres wieder aus-
waschen. ;

e) Oligodynamische Nachwirkung von Kupfer-
~sulfatin Glasgefissen.

Nidgeli (l.c.) erwihnt in seinen grundlegenden Untersuchungen
mit Kupfersultat an Spirogyrazellen die sogenannte oligodynamische
Nachwirkung einiger Metallsalze bei gewissen (lassorten, die auch nach
Entzug der eigentlichen Kupferlosung ihnen lingere Zeit innewohnt.

Mit diesem Versuch war nicht nur eine Priifung vorgenannter Fr-
scheinung auf Chlorococcum infusionum beabsichtigt, sondern im Zu-
sammenhang damit war festzustellen, ob die gewdhnliche mechanische
Reinigung mit heissem Soda- und Brunnenwasser der mit Kupfer in
Beriihrung gekommenen Glaswaren geniige, oder ob dazu noch eine
Behandlung mit Schwefelsiure notwendig sei.
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Die Erlenmeyerkolben, in denen 35 Tage lang Kupfersulfat in Kon-
zentrationen von 107 bis 10-° mol gelegen hatte, wurden dem iiblichen
Reinigungsverfahren unterworfen und hernach mit 100 em® K L+ 1%
Glukose und der Algensuspension beschickt. Simtliche Gefisse, welche
einst die 0,1 molaren Kupferlosungen enthielten, zeigten deutlich ge-

hemmte Kulturen, deren Unterschied gegeniiber der Kontrolle auech
quantitativ festgehalten werden konnte.

_ Tabelle 16.
Beziehungen zwischen oligodynamischer Nachwirkung durch Kupfersulfat an Glas-
gefiissen und dem Wachstum von Chlorococcum infusionum. pH: 52. Kultur-
dauer : 85 Tage. Temperatur : 15°—21°C. :

Friihere Trocken- :
CuS0s gewicht nach M%‘t‘;uﬁzir
Konzentration 35 Tagen g,
mol mg Tme
101 471 2,1
10-2 71,4 24
10-3 ¢ 67,3 2.3
10-4 78,5 2.1
10-5 69,4 1,9
10-6 66,2 3,2
Kontrolle
K1 - 1%
Glukose . . 68,7 1,1

Die hoheren Verdiinnungsreihen vermochten unser Glas oligodyna-
misch nicht zu beeinflussen, weshalb eine spezielle Behandlung bei der
Reinigung nur fiir genannte Konzentrationsverhiltnisse notig ist, die
jedoch praktisch ausser Betracht fallen. :

f) Untersuchung von Aqua destillata verschiedener
ierkunft und seine Brauchbarkeit fiir biologische
Zwecke.

Bei Reinigung der Destillationsanlage unseres Institutes bezogen
wir das fiir unsere Nihrsubstrate notwendige Aqua destillata jeweils
aus dem Chemiegebiude der E.T. H. Es war oft unerklérlich, wie der-
selbe Versuch unter gleichen Voraussetzungen sich ganz anders dusserte
oder sogar versagte. Nach Ausarbeitung der Cu-Bestimmungsmethode
untersuchten wir daher systematisch das Aqua destillata einiger Insti-
tute rein qualitativ auf den Cu-Gehalt und seine Brauchbarkeit fiir bio-
logische Zwecke.

1. Aqua destillata aus dem Pharmazeutischen Institut
dexr B, T. H.
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Die Destillationsapparatur besteht aus verzinntem Kupfer.
Der Auslauf ist Messing. Die Priifung auf Cu mit unserem Reagens
(Schering, Kahlbaum) fiel erst nach Eindampfern des Wassers auf
den zehnten Teil seines Volumens leicht positiv aus.

2. Aqua destillata des Institutes f. spez. Botanik der
KA H,

Das Steigrohr vom Kondensor in die Kiihlanlage ist unver-
zinntes Kupfer. Das Leitungsrohr, welches den Kondensor mit
dem Ausgleichsgefiss verbindet, besteht ebenfalls aus reinem
Kupfer.

Die Priifung auf Cu ergab wiederum erst nach dem Ein-
dampfen auf den zehnten Teil des Volumens einen positiven Aus-
schlag.

3. Aqua destillata aus dem Chemiegebidude der E. T. H.
(Techn. Abteilung).
Die Apparatur ist nur zum Teil verzinnt. 5 em® Wasser kolori-
metriert ergab einen Cu-Gehalt von 10 mol.

4. Aqua destillata aus der Kantonsapotheke Ziirich.
Die Kupferapparatur ist verzinnt. Nur die Kiihlschlange ist
zum Teil verzinkt.
50 ecm® Wasser auf Cu gepriift und wie sub 3 eingedampft,
liess nur Spuren des Metalles nachweisen.

5. Aqua redestillata.
Das Wasser unseres Institutes erfuhr durch eine nochmalige
Destillation in Glasgefissen eine derartige Verbesserung, dass
jede Reaktion auf Cu negativ ausfiel.

Tabelle 17. '
Wachstum von Chlorococcum infusionum in Aqua destillata verschiedener Her-
kunft und gle1chble1benden Versuchsbedingungen. pH : 5,1. Kulturdauer : 45 Tage.
Temperatur : 14°—19° C.

Trocken- Mittlerer

Herkunft des Aqua destillata - Tage gewicht Fehler

mg +mg
1 Plmrinag. Inst BT H. 0 ouS= i 14 95,8 2,0
45 186,56 ¢
2 Tust.. £. Bpaz Botanik BB BT 0N e 7 14 95,4 2.8
L 46 174,4 2,8
3 Chemiegebiude E. T. H. (Techn. Abteilung) 14 17,9 24
: 45 27.4 1,0
4 Kantonsapotheke Ziirich . . . . . . . 14 67,4 1,9
: 45 162,0 2.4
b g reReRtElRER, o oL L R e 14 100,2 3,5
: 45 176,9 3,9




SLgRg

Bevor die verschiedenen Wasser mit den Nihrsalzen zu Knopseher
L.osung verarbeitet und gepuffert wurden, unterzogen wir auch sédmt-
liche dazu notwendigen Chemikalien einer Priifung auf Kupfer. Einzig
das Kaliumehlorid musste durch das entsprechend analysenreine Pré-
parat ersetzt werden.

Die biologischen Ergebnisse sind in Tab. 17 und Abb. 8 wieder-
gegeben. Der reichliche Cu-Gehalt im Aqua destillata des Chemie-

Abb. 8.
Wachstum von Chlorococcum infusionum in Aqua destillata
verschiedener Herkunft nach 14tigiger Kulturdauer. Jede Num-
mer umfasst 2 Kolben, Die Nummern entsprechen der ersten
Kolonne von Tab. 17. :

gebidudes von 10* mol wirkte nicht todlich, aber so stark auf das Algen-
material, dass letzteres mit 17,4 mg nach 14, und 27,4 mg nach 45 Tagen
weit im Riickstand blieb.

In der Abb. 8 kommt die Differenz gegeniiber den andern 4 Kul-
turen deutlich zum Ausdruck.

Uberrascht haben ebenfalls die stark gehemmten Kulturen im Aqua
destillata der Kantonsapotheke : Das Algenwachstum bleibt in der
ersten Hélfte der Versuchszeit mit 30 mg bedeutend zuriick gegeniiber
normaler Entwicklung in Wasser Nr. 1, 2 und 5. Nach 35 Tagen hat
wohl infolge Anpassung der Alge an die gegebenen Verhéltnisse ein
Ausgleich stattgefunden, so dass nach Ablauf der Versuchsdauer mit
162 mg ein noch befriedigendes Gewichtsmittel erreicht wird. Aus
diesem Grunde unterzogen wir das Wasser noch einer Priifung auf Zink
und andere Schwermetalle, die mit Dithiokarbazon positiv ausfiel. Diese
Differenzierung kommt durch das photographische Bild (Abb. 8) nicht

zum Ausdruck.
' Zusammenfassend bestitigen diese Untersuchungen die schon in
Abschnitt II Kapitel 1 erwihnte Notwendigkeit, sidmtliche fiir bio:
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logische Arbeiten notigen Ingredienzen auf ihren Reinheitszustand
zu priifen.

Eine Redestillation des Wassers ist nur fiir Spezialzwecke erfor-
derlich.

4. Giftwirkungen organischer Chemikalien auf Chlorococcum infusionum.
A. Allgemeine Ubersicht und Methode.

Zur Bearbeitung dieses Problems wiihlten wir solche Stoffe, die in
der Medizin bereits als wirksame Antiseptica bekannt sind, um damit -
zugleich die von Bechhold (1906) erwihnten Beziehungen zwischen
chemischer Konstitution und Desinfektionswirkung auch bei Algen
nachzuweisen.

Tab. 18 gibt eine Ubersicht der in unsern Versuchen verwendeten
organischen Chemikalien und jhrer wichtigsten chemischen und physi-
kalischen Eigenschaften.

Die Sterilisation dieser organischen Losungen fiihrten wir anfing-
lich nach der iiblichen Methode durch, bis uns die grossen Trocken-
gewichtsdifferenzen bei den Molarlésungen der Karbolsiure auffielen.
Eine Konzentration von 10 mol ergab bereits ein unwahrscheinlich
gutes Wachstum von 82,3 mg Trockengewicht. Es muss eben beriick-
sichtigt werden, dass sdmtliche Korper der Phenolgruppe trotz ihres
hohen Siedepunktes mehr oder weniger leicht wasserdampffliichtig sind.
In der toxikologischen Analyse findet diese Eigenschaft in der Auf-
findung und Trennung der phenolischen Korper durch die Wasser-
dampfdestillation ihre Anwendung.

Mit Ausnahme von Anilinum hydrochloricum stellten wir fiir Samt~
liche, in Tab. 18 angefiithrten Desinfektionsmitte]l sogenannte Stamm-
konzentrationen her. Fiir die Sterilisation, die in Glasstopfenglidsern und
bei stromendem Wasserdampf erfolgte, geniigten 20 Minuten. Mit einer
sterilen Heber-Pipette wurden die zur erwiinschten Molaritit notwendi-
gen cm® der Konzentratlosung in die bereits gepufferte, sterile Nihr-
flissigkeit gebracht. Die nach der erst beschriebenen Methode aufge-
tretenen Schwankungen blieben aus.

Tab. 19 zeigt das Wachstum von Chlorococcum infusionum in phe-
nolischer N#hrlosung nach Methode I und II sterilisiert. ®

Im ersten Verfahren entweicht durch die Sterilisation soviel Phenol,
dass schon bei 10 mol ein beinahe optimales Wachstum auftritt, wo-
gegen Methode II zeigt, dass die toxische Wirkung ihren Einfluss noch
in der Verdiinnung von 10* mol geltend macht. Dieselben Erscheinun-
gen bewirkten auch séimtliche Kresole, wihrend bei Thymol und Car-
vacrol die vitale und letale Zone durch die Art des Sterilisationsver-
fahrens nicht verschoben wurde.
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Tabelle 18.

Zusammenstellung der verwendeten organischen Chemikalien und ihrer wichtigsten
physikalischen und chemischen Eigenschaften.

Substanz Chemische Formel li g 5 SO (l}) 5 Lﬁi’ifi(;ﬁléeu Mglﬁgilaf”
o"
Phenol 430 183 ¢ 1:15 94,05
Ph.H. ¥
Roh-Kresol 3 P )
Ph. H. V. CsH4 (OH) (CHs) 185°—210 1:100 108,06
OH
Ortho- CHs 300 190 ° 1:40 | 108,06
Kresol .
OH
Meta- 4o 201 ° 1:190 108,06
Kresol CH; :
OH
Para- 37 200 ¢ 1:5b 108,06
Kresol ‘
CHs
CHs OH
Thymol | / i CHs 440 2300 | 1:1100 | 150,11
BACB 100,
OH
CHs CHs
Carvacrol \ fliissig 236 © schwer | 150,11
/(CH loslich
CHs
NH; (HCL)
Anilin 6o 184 ¢ sehr 129 53
(HC1.) leicht
16slich
* Hauptfraktion
14 43
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 Tabelle 19, ,
Beziehungen zwischen Sterilisationsverfahren, Phenol-Gehalt und Wachstum von
Chlorococcum infusionum. pH: 5,0. Kulturdauer: 45 Tage. Temperatur: 18°—25° C.

Methode I (unzweckmissig) Methode II (richtig)
Konzentration - : .
Soh e Gk | e | Mt | Bk |, MGt
-+ Phenol B i Wi i
mol - =
2.10-3 tot — tot —
10-8 82,4 B, tot —_
5.10-4 77,8 5,9 16,9 2,1
3.10-4 85,7 4.4 17,4 2,4
4.10-4 928 3,1 — —
2.10-4 95,1 2,3 38,3 4,2
10-4 108,6 6,8 49,56 1,1
5.10-6 - — 65,0 1,0
2.10-6 99.2 5,2 61,8 2.1
10-6 91,5 6,0 67,2 2.3
2.10-6 94,8 H,4 63,8 19
10-6 98,8 7,4 68,1 3,4
Kontrolle
K4+ 1°/ Glukose | 95,4 6,0 65,4 %5

In der nachfolgenden Besprechung der einzelnen chemischen Korper
verzichten wir auf die Wiedergabe der nach dem Verfahren I erhaltenen
- Werte.

B. Versuche mit Phencl

Zur Verwendung gelangte ein den Anspriichen der PH. H. V. ent-
sprechendes Préiparat.

Konzentrationen bis zu 5-10* mol wirkten auf die Alge innert
5 Tagen todlich. Dagegen vermochte sich Chlorococcum infusionum in
einer Molaritit von 510 in sdmtlichen Versuchen zu behaupten, wo-
bei aber die Kultur auf die Menge des Impfmaterials sistiert blieb. In
einer Verdiinnung von 2-10* mol ist das Wachstum schon intensiver,
das Gebiet der hemmenden Zone ist damit iiberschritten. Wenn sich der
Einfluss des Phenols in 10* mol noch geltend macht, so deckt sich der
Wert der nfichst hoheren Verdiinnung von 5 10° mol bereits mit dem-
jenigen der Kontrollkurve.

Zugleich wurde das Verhalten unserer Alge in K I ohne Glukose,
aber mit leichtem Phenolzusatz, einer Untersuchung unterworfen. L o h -
mann (1933) glaubt, dass unter Umstinden bei Entzug jeglicher an-
derer Kohlenstoffquelle auch ein phenolischer Kérper durch den Mikro-
organismus angegriffen werden konnte, vorausgesetzt, dass derselbe
nicht in einer, die Lebensfunktionen stérenden Menge vorhanden ist.
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Gegeniiber der Kontrollosung von K% blieb das Wachstum der

Alge in einem leicht phenolhaltigen Nihrmedium um ein weniges zu-
riick (Tab. 20).

Tabelle 20.
Wachstum von Chlorococcum infusionum in kohlenstoffreier Nahrlosung mit Zusatz
von Phenol. pH : 5,0. Kulturdauer : 45 Tage. Temperatur : 24°—27° C.

Konzltzrii‘;rati()n Trocken- | Mittlerer
-+ Phgnol gewicht Fehler
mol mg + mg
e 17,4 24
116 $ 10'4’ 14’1 1,3
1,4-10-4 15,4 18
1,2 104 16,2 1.1
Abe 14,8 1,0
e 108 |4 4,0
e 19,1 1,2
Kontrolle K £ . . 938 19

Wihrend unter optimalen Verhiltnissen eine Konzentration wvon
2+ 10 mol Phenol die Alge nicht mehr zu beeinflussen vermag, ist bei
Entzug der Kohlenstoffquelle infolge der geringern Vitalitit die Ein-
wirkung noch wahrzunehmen. Auf jeden Fall wurden die von uns ver-
wendeten Karbolsiuremedien von der Alge nicht zur Verbesserung der
Assimilationsverhéltnisse beniitzt.

C. Versuch mit technischem Kresol.

Ebenso priiften wir ein technisches Kresol ohne nidhere Angabe der
Zusammensetzung in seiner Wirkung gegeniiber Chlorococcum infu-
sionum.

Wihrend sich unmittelbar die Desinfektionswerte unserer unter-
suchten Chemikalien nur mit der zugehorigen Kontrolle vergleichen
lassen, kann dieser Kresolversuch demjenigen des Phenols ohne Be-
denken gegeniibergestellt werden, da er unter denselben Bedingungen
durchgefiihrt wurde. Die Gewichte beider Kontrollkulturen betrugen
65 mg im Mittel. !

Tab. 21 und Abb. 9 geben die Werte und den Wachstumsverlauf
der Alge in Cresolum technicum wieder. Die Trockengewichte des Phe-
nols aus Tab. 19 sind zum Vergleich ebenfalls im Kurvenbild enthalten.
Ubereinstimmend mit Schneider (1906) iibertrifft das vorliegende
technische Kresolprodukt schon merklich die Desinfektionskraft des
Phenols, besonders im Gebiet der letalen Zone. In einer Konzentration
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Tabelle 21.

Beziehungen zwischen Kresolgehalt (techn.) einer Nihrlosung und Wachstum
von Chlorococcum infusionum. pH : 4,98. Kulturdauer : 45 Tage. Temperatur :

18°—24° C.
4 Konzentration 5 Mitdlorer
Kl 1 Glukoso | it | reble
mol me + mg
10-3 tot =
6.10-4 tot —
5.10+4 11,6 1,4
4.10-4 : 80 41
3.10-4 14,8 1,3
2,6.10-4 26,0 2,3
2. 104 35,1 4.3
10-4 449 1,6
5.10-5 58,4 1,8
2.10-5 71,3 2,4
10-5 63,1 2,6
Kontrolle
K4 4 1% Glukose| 65,2 1.7

von 5 - 10* mol erlag von 10 Kulturen die Hiilfte bei Einwirkung von
Kresol, wiihrend bei gleicher Phenolkonzentration die ganze Serie sich
zu behaupten vermochte. Bechhold (. ¢.) bringt diese Tatsache in
Zusammenhang mit der Substitution eines Alkyls im Benzolrest, und
sieht mit Bokorny (1896) in der Stellung der Methylgruppe am
Benzolring den Wert des Desinfektionsmittels. Die Giftintensitit einzel-
ner isomerer Korper der Phenolreihe auf Spirogyrazellen konnte er wohl
deutlich unterscheiden, aber nicht in eine allgemeine Regel fassen, in-
dem z. B. bald das Paranitrophenol, bald dessen Ortho-Verbindung auf
die Organismen giftiger wirkten.

D. Versuche mit Roh-Kresol PH.H.V., Ortho-Kresol, Para-Kresol, Meta-Kresol.

Mit dem Cresolum crudum PH. H. V. und seinen drei, in Tab. 22
angefiihrten Homologen, priiften wir durch Messung des Einwirkungs-
grades auf Chlorococcum infusionum ebenfalls die Moglichkeit einer
quantitativen Differenzierung.

Das Roh-Kresol, im Sinne des Schweizerischen Arzneibuches, stellt
ein Gemisch der drei isomeren Kresole dar mit einem Mindestgehalt
von H509% Meta-Kresol. Die 3 isomeren Kresole sind im Handel einzeln
kduflich und stammen aus der chemischen Fabrik vorm. B. Siegfried,
Zofingen.
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Samtliche Kulturen waren in bezug auf Zeit, pH und Temperatur-
einwirkung denselben Bedingungen unterstellt.

Der Einfluss der 4 Kresole und ihre Beziehungen zueinander geht
aus Tab. 22 hervor. Auch unter Beriicksichtigung des mittleren Fehlers
wirkte von den drei isomeren Kresolverbindungen diejenige der Ortho-
Stellung am stirksten auf unser Untersuchungsmaterial ein. Das inten-
siv gehemmte Wachstum liess eine Wigung erst in einer Verdiinnung

Y

1 ] | | 1 )
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Abb. 9.

Wachstum von Chlorococcum infusionum in phenol- und kresolhal-
tiger Losung nebst der zugehorigen Kontrolle (K).

von 2,510* mol zu, und mit 45,6 mg Trockengewicht in 5 - 10~ mol
steht es der Desinfektionskraft des Roh-Kresols (43,5 mg) nicht nach.

Die Giftstirke von Meta-Kresol und Para-Kresol war in unserm
Falle gleich, wihrend das Pharmakopde-Produkt von Cresolum crudum
unstreitig die grosste Desinfektionswirkung zeigte.

Wenn auch die letale Zone gegeniiber den drei isomeren Verbindun-
gen keine Erweiterung erfihrt, so reicht doch dessen toxischer Einfluss
iiber eine Konzentration von 5 - 10 mol hinaus, die fiir Para- und Meta-
Kresol bereits Grenze und Ubergang zu normalem Wachstum bedeutet.
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Tabelle 22. :
Beziehungen zwischen chemischer Konstitution der 4 Kresollosungen und dem
Wachstum von Chlorococcum infusionum. pH : 5,0. Kulturdauer : 45 Tage. Tem-
peratur : 153°—21° C. + = lebend, aber quantitativ nicht messbar.

: Ortho-Kresol - Meta-Kresol Para-Kresol Roh-Kresol PH.H.V.
Konzentration

Kk(fas:- _|_1 Ié)r:;rgi Trocken- | Mittlerer | Trocken- | Mittlerer | Trocken- | Mittlerer Trocken- | Mittlerer

gl gewicht | Fehler | gewicht | Fehler | gewicht | Fehler | gewicht | Fehler

mg + mg mg + mg mg + mg mg + mg
10-3 tot —_ tot — tot - tot —
7-10-4 tot — tot — tot — tot -
5.104 -+ — 7,2 14 10,6 1,56 | + —
3.10-4 + .. 27,5 1.7 14,9 2.9 + —
2,5 . 10-4 18,4 1,3 37,1 3,3 20,3 5,4 10,2 a8
2.104 19,8 3,0 47,1 1,6 43,9 0,7 11.% 1.1
10-4 421 2,0 52,9 2.1 53,4 2.8 33,0 1,0
5.10-5 45,6 1,8 60,0 1,6 63,4 29 485

Kontrolle: K 4 4 16/0 Glukose . 69,1 1,6

E. Versuch mit Thymol (D. A.B.).

Seiner chemischen Konstitution nach ist das Thymol ein Isopropyl-
Phenol, bei dem ein Wasserstoffatom des Benzolkerns durch eine
CH;Gruppe ersetzt ist. Durch die #usserst geringe Wasserlosiichkeit,
sowie den nicht unbedeutenden Handelspreis bleiben  jene wichtigen
Vorbedingungen unerfiillt, die an ein Antisepticum gestellt werden
miissen. ]

Die einschligige Literatur Koch (l. ¢.), Bechhold (L e¢.),
Laubenheimer (1909) hebt iibereinstimmend die gesteigerten Des-
infektionstihigkeiten des Thymols gegeniiber Kresol oder sogar Phenol
hervor. Die erhohte Wirksamkeit wird den eingefiihrten Alkylgruppen
zugeschrieben.

Auch Chlorococcum infusionum ertuhr durch Thymol eine starke
Behinderung in der Entwicklung.

Nach Tab. 23 ldsst sich bei einer Molaritit von 210 ein ganz
geringes Wachstum feststellen, das nur allmihlich eine Steigerung er-
fahrt und in einer Konzentration von 2-10° mol immer noch gehemmt
ist. Die giinstigen Effekte des #dusserst wirksamen Cresolum crudum
PH. H. V. wurden wenigstens bis zu einer Verdiinnung von 5 - 10" mol
nicht verbessert. Die durch Kolbenmangel beschriinkte Zahl der unter-
suchten Kresolverdiinnungen liess leider keinen eingehenden Vergleich
zwischen diesen beiden Stoffen zu. (Da immer einige Versuche mit-
einander zur Durchfithrung gelangten, benotigten wir stets 500—600
Erlenmeyerkolben zu 400 cm?.)
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Tabelle 23. ,
Beziehungen zwischen dem Thymolgehalt einer Nihrlosung und dem Wachstum
von Chlorococcum infusionum. pH: 4,9. Kulturdauer : 45 Tage. Temperatur :

20°—27° C.
Konzentration ;
2 - Trocken- Mittlerer
K'fs + 1% Glukose igewicht Fehler
-+ Thymol g i
mol =
10-3 tot —
b.104 tot —
2,6.10-4 tot -
2.10-4 10,5 1,6
1,2.10-4 13,6 1,1
10-4 99 1 1.5
0,8.105 34,8 2.9
0,6-105 36,6 1,4
5.1056 41,0 2.3
2.10-5 52,3 1,2
10-5 56,8 2.5
Kontrolle
K1 + 19/ Glukose 55,2 1.8

Weit grosser dagegen sind die Intensitidtsunterschiede gegeniiber
dem Phenol. In einem Nihrmedium von 2:10* mol Thymol-Gehalt
konnte sich das Impfmaterial innert 45 Kulturtagen wohl behaupten,
aber nicht vermehren, wihrend eine gleiche Phenolkonzentration ein
ziemlich erfolgreiches Wachstum (88 mg) nicht aufzuhalten vermochte.
Mit 510~ mol wird der toxische Einfluss des Phenols auf das Algen-
material unbedeutend, bleibt aber fiir Thymol noch bestehen.

F. Versuch mit Carvacrol.

Die bei den Kresolen deutlich erkennbaren Beziehungen zwischen
chemischer Konstitution und Desinfektionskraft untersuchten wir auch
beim Carvacrol, der isomeren Verbindung des Thymols mit der Iso-
propylgruppe in Meta-Stellung zur Hydroxylgruppe (Tab. 24).

Die Loslichkeit des Carvacrols in Wasser ist erheblich schlechter
als diejenige des Thymols. Das auf eine Konzentration von 10 mol
berechnete Carvacrol loste sich nicht ganz in Wasser von 60° C. Da-
gegen war die nichst hohere, relativ nur wenig verstirkte Molar-Losung
von 5+ 10 bereits klar. Der bei der Herstellung der Stammlosung ent-
stehende Fehler iibertrigt sich auch auf die Verdiinnungen, ist aber
sicher nicht grosser, als wenn die Einstellung der Ausgangslosung mit
zu kleinen Gewichtseinheiten hiitte vorgenommen werden miissen.

Die letale Grenze bei 2-10* mol ist mit derjenigen des Thymols
identisch. Die Einwirkung auf das Zellmaterial dagegen erweist sich
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Tabelle 24,
Beziehungen zwischen dem Carvacrolgehalt einer Nahrlosung und dem: Wachstum
von Chlorococcum infusionum. pH: 50. Kulturdauer: 45 Tage. Temperatur :

15°—23° C.
Konzentration ¢
1 0 Trocken- Mittlerer
e e porat©%® | gowioht | ~Fehler
mol mg + mg
10-3 tot il
5.104 tot 1
2,5.10-4 tot —
2.104 11,8 0,9
1,2 10-4 21.7 2.3
10-4 92,0 0,5
0,8-10-5 30.1 0.9
076 -10-6 31,5 0,8
5. 105 37.9 1,0
2.10-6 b1,3 1,0
10 55,3 2.3
2.10-6 68,5 1
Kontrolle
K4 4 1% Glukose| 70,3 1.3

viel nachhaltender. Durch Carvacrolzusatz von 10° mol bleibt das
Wachstum immer noch stark behindert, wihrend die im.isomeren Thy-
mol gehaltenen Kulturen damit bereits den Kontrollwert von K4 + 1%
Glukose erreichen und dem Einfluss der toxischen Zone entgangen sind.
Wird der bereits erwihnte, durch die schwerere Loslichkeit bedingte
Fehler mitberticksichtigt, so erfihrt die hemmende Wirkung eine Ver-
schiebung in grossere Verdiinnungen.

G. Versuch mit salzsaurem Anilin.

An Stelle des reinen Anilins verwendeten wir das HCl-Salz, welches
in Wasser in beliebigem Verhiltnis 16slich ist. Durch Wirme (Sterilisa-
tion) begiinstigt, bildet es mit dem Eisenchlorid des Nihrsubstrates eine
lgsliche Eisenkomplexsalz-Verbindung, kenntlich an der fiir sie charak-
teristischen rosaroten Farbe. Eine Losung mit 2 - 10~ mol Anilinzusatz
war noch leicht gerdtet, und in dieser Konzentration liess sich ein Ge-
deihen der Alge gerade noch feststellen. Es unterliegt daher keinem
Zweifel, dass Eisen auch in Form dieser Verbindung seinen Wert als

biogenes Element gar nicht oder nur in beschrinktem Masse einbiisst.
: Vorversuche hatten bereits ergeben, dass der Schidigungsbereich
von Anilinum hydrochloricum im Vergleich zu den bisher untersuchten
anorganischen und organischen Substanzen einen viel geringeren Um-
fang einnehmen werde. Schon Bokorny (L c.) wies rein gualitativ
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Tabelle 25.

Beziehungen zwischen dem Gehalt einer Nihrlosung an salzsaurem Anilin und
dem Wachstum von Chlorococcum infusionum. pH : 5,0. Kulturdauer : 45 Tage.
: Temperatur : 18°—29° C.

Konzentration {
Trocken- Mittlerer
Ks -+ 1% Glukose ;
- Anilin (HuCI) gewicht Fehler
mol mg + mg
10-2 tot oW
G102 19,7 1,4
9.10-3 20,0 0,7
10-3 S b
6,6 - 10-¢ 46,0 8,7
510+ 8356 | 1,1
4.104 ; 87,1 926
95-104 851 o7
e 812 | 23
Kontrolle |
K%+ 1% Glukose| 82,3 1,3

auf die verminderte Toxizitdt des Anilins auf niedere Pﬂanzenq und
Tierzellen hin.

Aus Tab. 25 geht hervor, dass die Giftigkeit auch auf Chlorococcum
infusionum gegeniiber den andern Giftsoffen stark herabgesetzt ist.

In der verhiltnisméissig erheblichen Konzentration von 10-* mol
blieben die Zellen bis zum zehnten Tage griin. Bereits in einer unwesent-
lich hohern Verdiinnung von 5-10® mol war ein leichtes Wachstum
quantitativ messbar, und bei einer Molaritit von 5°10* vermag sich
die Alge optimal zu entwickeln.”

5. Versuche mit Kupfersulfat und Kresol bei konstanten Temperatur-
verhélinissen.

Das Kupfersulfat wihlten wir in einer, von frithern Versuchen her
als unschédlich bekannten Konzentration von 10° mol. Auf jedes Tem-
peraturintervall® entfielen 10 Kulturen mit ebenso vielen Kontroll-
versuchen. Eine Schidigung durch das Kupfer war in einer solchen
Verdiinnung wie festgestellt, ausgeschlossen, nicht aber die Moglichkeit
ciner gesteigerten Vitalitit unter konstanten Temperaturverhiiltnissen
(Tab. 26, Abb. 10).

Vergleicht man den Kurvenverlauf der Trockengewichte aus
kupferfreier (1) und kupferhaltiger (2) Nihrlosung, so zeigt sich nur
bei 15° und 18° eine nennenswerte Abweichung von der Kontrolle.
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. Tabelle 26 a.

Beziehungen zwischen konstanten Temperaturverhiiltnissen und dem Wachstum
von Chlorococcum infusionum in K4 +1 % Glukose mit und ohne Kupferzusatz.
pH: 5,0. Kulturdauer: 100 Tage. + =lebend, quantitativ nicht messbar.

K1/s 4+ 1° Giukose Kontrolle
~+ CuS0. 10-5 mol K1z 4 1% Glukose
Tem-
pe;‘aétur Trocken- Mittlerer Trocken- Mittlerer
gewicht Fehler gewicht Fehler
mg + mg mg + mg
0 + = - -
3 15,2 1,6 21,9 1,1
6 20,7 2.5 24 4 4.4
9 52,1 7,8 75,1 3,9
12 100,7 45 1021 4.1
15 123,0 3,1 95,1 3,6
18 1229 2,6 112,9 3,5
21 123,1 4.3 120,8 1,9
94 114.4 5,9 119,4 26
97 95,3 7.9 102,2 3,1
30 tot — tot —
33 tot — tot -—
36 tot — tot —

Tabelle 26 b.

Beziehungen zwischen konstanten Temperaturverhiltnissen und dem Wachstum
von Chlorococcum infusionum in K1 +1% Glukose mit und ohne Kresolzusatz.
pH : 5,1. Kulturdauer : 60 Tage.

-+ = lebend, quantitativ nicht messbar. * — zum Teil lebend.

K1z 4 1°6 Glukose Kontrolle
-+ Kresol 3,3.10* mol | K?'/s + 1°/o Glukose
Tempera-
zué Trocken- Mittlerer Trocken- Mittlerer
gewicht Fehler gewicht Fehler
et T + mg mg + mg
0 + — v —
3 + _ 31,5 0,9
6 + 248 46,5 1,9
9 + P 51,9 1,9
12 13,7 1.9 72,1 3,8
15 25,7 1,4 79,9 2.2
18 995 4,0 72,1 2.6
21 32,1 18 58,2 1,5
24 35,0 1,5 76,0 9,4
27 40,0 0,6 69,5 2,0
30 + — + —-
33 tot — tot —
36 tot — tot s
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Abb. 10.

Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von Chlorococcum infu-
sionum in kupfer- und kresolhaltiger Néhrlosung.

Kurve 1: K 1 + 1% Glukose.
Kurve 2: K + + 1% Glukose + Kupfersulfatzusatz von 10-¢ mol.

Kurve 3: K £+ + 1 % Glukose.
Kurve 4: K% -+ 1% Glukose + Kresolzusatz von 3,3 - 10-* mol.
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In einem Vorversuch iiberzeugten wir uns noch einmal, dass die
in Betracht kommende Molaritit von 3,3 - 10* Kresol in der Ndhe der
letalen Grenze liegen miisse. Der verhiltnismissig starke Kresolzusatz
(Cresolum crudum PH. H. V.) liess allein schon gegeniiber der Kontrolle
ein viel schlechteres Wachstumsergebnis erwarten. Die bei 0" bis 9°
angesetzten Algenkulturen gingen zum Teil ein oder blieben in der
Entwicklung auf das Impfmaterial beschrinkt. Normalen Verhiltnissen
ausgesetzt, vermochten sie sich nicht zu regenerieren. Moglicherweise
- kann auch der damit verbundene plétzliche Temperaturunterschied von
0° auf 25° den Zelltod herbeigefiihrt haben. Erst bei 12° zeigte sich ein
quantitativ messbares Wachstum, das zwischen 21° und 27° sein Maxi-
mum erreichte. Das Mittelgewicht von 5 Parallelversuchen mit dem-
selben Kresolzusatz, aber im Versuchshaus unter normale Licht- und
Temperaturverhiltnisse gebracht, betrug am gleichen Zeitpunkt 52,3 mg.
Auch die kritische Temperatur von 30° vermochte die Alge nur im Ver-
hiltnis des Kontrollversuches zu schidigen, das sich in der anfénglich
gesteigerten und dann plotzlich erschopften Vitalitidt Hdusserte.

Wenn auch der durch die Kilte herabgesetzte Stoffwechsel nor-
malerweise die Aufnahme von Giftstoffen durch die Pflanzenzelle ver-
hindert oder erschwert, so ist doch die chemische Aktivitit des Kresols
in den untern Temperaturzonen noch gross genug, die Algenzellen
empfindlich zu schidigen, wihrend im optimalen Temperaturbereich
dessen EKinfluss besser iiberwunden werden kann.

6. Zusammenfessung.

1. Sublimat wirkt in einer Konzentration von 2 - 10 bis 10° mol
noch todlich auf Chlorococcum infusionum. Ein nur toxisches
Gebiet, in welchem die Kulturen noch lebten, aber in ihrem
Wachstum gehemmt waren, liess sich nicht finden. Bei einer
Molaritdt von 10° ist der Quecksilbereinfluss verschwunden, und
die Entwicklung der Alge von derjenigen des Kontrollversuches
(K £+ +1 % Glukose) nicht zu unterscheiden.

2. Eine oligodynamische Nachwirkung durch Sublimateinfluss war
bei Murano-Glas nicht zu konstatieren.

3. Die Wandadsorption der Kulturgliser vermochte in Verdiinnun-
gen von 10° mol HgCl, die Losungen nicht zu entgiften. In Glas-
gefidssen, mit der betreffenden Molaritit vorbehandelt, unterschied
sich das Wachstum der Alge nicht von den Kontrollwerten.

4. Die Grenze der Lebensbedingungen fiir Chlorococcum infusionum
liegt bei einer 5 - 10° molaren Kupfersulfatitsung. Mit einer Kon-
zentration von 2-10° mol tritt die letale Wirkung nicht mehr
sicher ein. Kine Verdiinnung bis zu einer Konzentration von
2-10° mol kann in den toxischen Bereich einbezogen werden



10.

0

12.

13.

14.

Lo geE s

. Die oligodynamische Reizwirkung des Kupfersulfates wurde

mehrmals in Konzentrationen von 10 mol festgestellt. Sie Hus-
serte sich in einem stark gesteigerten Wachstum zu Beginn des
Versuches. Nach 20 Tagen hort der fordernde Einfluss des
Kupfers gewdhnlich auf, obwohl der Cu-Gehalt der Nihrsubstrate
noch nicht erschopft ist. Ein quantitativer Unterschied von Algen-

~ kulturen aus kupferfreien und optimal kupferhaltigen Nihrlosun-

gen ist dann nicht mehr festzustellen.

. Der Aziditdtsverlauf eines Niahrsubstrates mit Chlorococcum in-

fusionum erfihrt auch bei Kupferzusatz keine Storung, sondern
strebt ebenfalls nach einer anfinglichen Anséuerung dem neutra-
len Gebiet zu. -

Es wurde eine Methode ausgearbeitet, mittels welcher das von
der lebenden Alge aufgenommene, nicht mehr auswaschbar, biolo-
gisch gebundene Kupfer mit Natriumdiaethyl-dithiocarbamat nach-
gewiesen werden kann.

Die oligodynamische Nachwirkung von Kupfervitriol an Glas-
gefissen dusserte sich dadurch, dass Cu-lIonen adsorptiv an der
Glaswand festgehalten wurden, so dass auch nach mehrmaligem
Auswaschen der Kolben spitere Kulturen noch Schidigungen er-
litten.

Eine Untersuchung von Agqua destillata verschiedener Herkunjt
zeigte die Notwendigkeit einer vorhergehenden Priifung desselben
auf seine Brauchbarkeit fiir biologische Zwecke. Ein von uns
untersuchtes Wasser wies einen Cu-Gehalt von 10* mol auf.

Es wurden sterile Nihrlosungen mit sterilen, wasserdampffliichtigen
organischen Substanzen auf eine bestimmte Molaritdt eingestellt.

Die Intensitdt der Giftwirkung von 8 phenolischen Kérpern und
Anilinum hydrochloricum auf Chlorococcum infusionum 1%1: in
Tab. 27 qualitativ zusammengefasst.

Eine Beziehung zwischen chemischer Konstitution und Giftwir-
kung bei den isomeren Verbindungen des Kresols und Thymols
konnte nachgewiesen werden.

Durch Zusatz von Kupfersulfat in einer Stidrke von 10-° mol er-
tahrt Chlorococcum infusionum auch unter konstantienTemperatur-
verhdlinissen keine Wachstumssteigerung.

Eine Z%resolhaltige Nihrldsung von 38,310 mol vermochte
Chlorococcum infusionum bei konstanten Temperaturverhédltnissen
unterhalb 12° zu schidigen.

Temperaturen bis zu 27° koénnen die Desinfektionskraft des
Kresols nicht steigern. Durch vermehrte Wirmezufuhr erleiden
die Lebensbedingungen der Alge ohnehin eine Stérung.
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Tabelle 27.

Zusammenstellung der untersuchten organischen Chemikalien in ihrer Wirkung
auf Chlorococcum infusionum.

T — lebende Kultur, aber kein Wachstum.
+ = gehemmtes Wachstum.

+ -+ = normales Wachstum.
* — nicht bestimmt.

] Konzentration in mol
Chemische
Verbindung | 10, | 103 [5.103]2.103 10 fs-lo-i 5:10-4(4.104(3.10-1 [2.104| 104 |5.10-5(2.105
Anilin (HCL) | tot | tot | + + |+ | + |+ |+ R
Phenol . .| tot | tot | tot | tot | tot | tot | + | + | + | + | + |++|++
Kresol

(techn.) | tot | tot | tot | tot | tot | tot | + | + | + | + | + | + |++
Roh-Kresol. | tot | tot | tot | tot | tot [ tot | 4- | + | + | + | -+ | &+ | *
Ortho- -

Kresol | tot | tot | tot | tot | tot [tot | + | + | + | + | + | +
Meta-Kresol | tot | tot | tot | tot | tot [tot | + | + | -+ | + | + | +
Para-Kresol | tot | tot | tot | tot | tot [ tot | + | + | + | + | + |+-+]| *
Thymol . .| tot | tot | tot | tot | tot | tot | tot | tot | tot | + | + | + |++
Carvacrol .| tot | tot | tot | tot | tot | tot | tot | tot | tot | + | + | + | +
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