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KAPITEL I.

Kurze Übersicht über die Physiologie nitrifizierender Bakterien.

Von Anfang an machte die Entdeckung Winogradskys, dass

das Vorhandensein organischen Stoffes (worunter auch sehr ge-

eignete Nährstoffe anderer Organismen) die Entwicklung dieser

Bakterien hemmte, einen tiefen Eindruck. Es ist dieses Phänomen

der Gegenstand vieler Untersuchungen gewesen, namentlich auch

deshalb, weil in dem Boden, in dem ja immer eine ziemlich

Es haben die bekannten Versuche von Schloessing und Müntz

(48, 49, 50) gezeigt, dass die Nitrifikation ein mikrobiologischer

Prozess ist. Die Erreger dieses Prozesses wurden in Gartenerde

anwesend gefunden. Es handelte sich nun darum, diese Organis-

men zu isolieren. 13 Jahre später (1890) gelang dies Winogradsky

(56), erst nachdem er festgestellt hatte, dass die üblichen Medien

für die Isolation unbrauchbar seien. Erst nach Weglassung aller

organischen Stoffe aus dem Nährboden hatte er Erfolg. Er kam

zu der Entdeckung, dass hier zwei Organismen wirkten; der eine

oxydierte Ammoniak zu Nitrit, der andere Nitrit zu Nitrat. Sie

wurden später bezw. Nitrosomonas und Nitrobacter genannt.

Zu einer guten Entwicklung muss für Nitrosomonas das

pH 8.5—8.8, für Nitrobacter 8.3—9.3 sein (Meyerhof 35, 36, 37).
Dieser pH-Bereich ist eng begrenzt, weshalb eine gehörige Puf-

ferung durch Karbonate der Nährlösungen erforderlich ist.
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grosse Menge organischen Stoffes vorhanden ist, eine sehr gute

Nitrifikation möglich ist.

Verschiedene Autoren nehmen darum denn auch die Existenz

heterotropher nitrifizierender Bakterien an. Es kommt mir aber

vor, dass man mit Winogradsky und Winogradsky (59) und

Kingma Boltjes (25, 26) annehmen darf, dass ihre Existenz in

keinem einzigen Falle nachgewiesen ist.

Es ist der Effekt einer grossen Anzahl organischer Stoffe

untersucht worden (z.B. von Winogradsky und Omeliansky, 58;

Meyerhof, 36, 37; Heubült, 22; Kingma Boltjes, 26). Im allge-

meinen darf man sagen, dass diese Stoffe imselben Grade die

Atmung und das Wachstum (Vermehrung) der Bakterien hem-

men, wenigstens falls mit aktiv wirkenden Kulturen geimpft
wird (Kingma Boltjes, 25).

Es bilden dabei die fettsauren Salze eine Ausnahme, welche

in gewissen Konzentrationen (z.B. 0.05 n) die Atmung wohl

hemmen, nicht aber das Wachstum (Kingma Boltjes, 25. Siehe

auch Kap. V § 5). Merkwürdig ist auch die Entdeckung von

Kingma Boltjes, dass Nährstoff-Heyden die Entwicklung der

Bakterien fordert, ja diese sogar andern organischen Stoff besser

vertragen macht, sodass die Kultur auf einem Agamährboden

ermöglicht wird. Ausdrücklich ist aber hier schon zu erwähnen,

dass weder Nährstoff-Heyden, noch fettsaure Sälze veratmet

werden (Kap. IV). Die einzigen Stoffe, welche veratmet werden,

sind Ammoniak oder Nitrit.

Diese Organismen, welche also keinen organischen Stoff zum

Aufbau ihrer Zellen verwenden, müssen deshalb eine andere

Kohlenstoffquelle haben. Diese wird durch das in ihrem Medium

anwesende Kohlensäuregas gebildet, wie Winogradsky (56), Mey-

erhof (35), Bonazzi (5) nachwiesen. Sie müssen also zu den

Autotrophen gerechnet werden.

Eingehend untersuchte Meyerhof (36, 37) die Atmungshem-

mung, was hier also heisst: die Ammoniak-, bezw. Nitritoxydation,

durch verschiedene Gifte und Narkotika. Die Hemmung war in

der Regel stärker als dies bei anderen Gegenständen war. Insbe-

sondere gilt dies für die Hemmung durch lipoid-lösliche Stoffe.

Gute Zusammenfassungen desjenigen, was über nitrifizierende

Bakterien bekannt ist und wobei auch die neuere Literatur be-

sprochen wird, findet man bei Stephenson (51), Winogradsky und

Winogradsky (59), Kingma Boltjes (25, 26) und Knight (29).
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KAPITEL II.

Material und Züchtungsmethoden.

§ 1. Kulturen auf Nährstoff-Heyden-agar.

Es ergibt sich aus der Literatur, dass Erhaltung und Züchtung

von Reinkulturen nitrifizierender Bakterien eine lange währende

und schwierige Arbeit ist. Es ist also wohl ein besonders glück-

licher Umstand, dass Dr. Kingma Boltjes damals Konservator

am „Laboratorium voor Microbiologie” der „Technische Hooge-

schooi” in Delft, jetzt in Amsterdam, mir Reinkulturen zur Ver-

fügung stellte. Ausserdem wurde durch seine Untersuchung das

Anhalten der Kulturen auf Agarnährboden, dem 0.5% Nährstoff-

Heyden zugesetzt worden ist, ermöglicht. Dies bedeutet, bei

ehemals verglichen, als entweder Kieselsäureplatten oder minerale

Nährlösungen gebraucht werden mussten, eine bedeutende Ver-

einfachung.
Die Zusammensetzung des Nährbodens für Nitrosomonas ist:

0.2% Ammoniumsulfat

0.5% Nährstoff-Heyden
0 2% Natriumchlorid

O.j % Dikaliumphosphat

0.05% Magnesiumsulfat

Spur Ferrisulfat

1% basisches Magnesiumkarbonat

1.5% Agar
in Leitungswasser.

Man hat darauf zu achten, dass für die Überimpfung immer

neugegossene, noch feuchte Röhren benutzt werden, um die

Impfung gelingen zu lassen. Für Austrocknung sind diese Orga-
nismen besonders empfindlich. Deshalb lassen sich hier mit

Erfolg, statt Wattenpfropfen, die Aluminiumdeckel nach Kapsen-

berg verwenden, wobei die Austrocknung tatsächlich auf ein

Minimum beschränkt ist. Die beimpften Röhren werden in einen

dunklen Thermostat gestellt bei 28° C.

Das Ammoniumsulfat wurde immer getrennt in 5% Lösung
sterilisiert. Diese wurde dann später steril in abgemessenen

Quantitäten, dem noch nicht geronnenen Nährboden beigefügt.
Dazu wurde ein von Roelofsen (48) beschriebener und abgebil-
deter Apparat benutzt. Dieser Apparat besteht aus einer Bürette

mit einer daran verbundenen Vorratflasche; das Ganze wird so

sterilisiert. Die Ausströmungsöffnung der Bürette ist mit einer

Glaskappe versehen, worunter die Röhren während der Beifüllung

gehalten werden.
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Imdem gut geschüttelt wird, wird das basische Magnesium-
karbonat gleichmässig über den Inhalt verteilt. Die Entwicklung
von Nitrosomonas lässt sich nun daran feststellen, dass die obere

Schicht des Nährbodens sich klärt. Die durch die Oxydation des

Ammoniaks entstandene salpetrige Säure und die frei werdende

Schwefelsäure lösen nämlich einiges Magnesiumkarbonat aus der

oberen Schicht.

Im Verlauf der Untersuchung zeigte sich, dass, wenn noch

heisse Röhren mit Kapsenbergdeckel abgeschlossen wurden,
durch die Sporen aus der Luft, welche mit der bei Abkühlung

eingesaugten Luft hereingekommen waren, Infektion auftrat.

Auf Anraten Herrn Dr. Kingma Boltjes, der dieselbe Erfah-

rung gemacht hatte, verschloss ich die Röhren bis nach der

Impfung durch Wattenpfropfen. Dann erst wurden die trocken

sterilisierten Deckel aufgesetzt.

§ 2. Kulturen in flüssigen Medien.

Als Kulturflüssigkeit wurde eine Lösung, wie sie von Wino-

gradsky angegeben wurde, gebraucht.
Ihre Zusammensetzung ist:

1 g Ammoniumsulfat

1 g Dikaliumphosphat
2 g Natriumchlorid

0.5 g Magnesiumsulfat
0.01 g Ferrisulfat

10 g basisches Magnesiumkarbonat
1 1 Leitungswasser.

Es wurde in Erlemeyer von verschiedener Grösse kultiviert.
In Hinsicht auf eine gute Aeration wurde das Quantum Flüssig-
keit je Kolben so gewählt, dass ihre Höhe ± 1 cm betrug. Die

Kolben wurden mit Wattenpfropfen abgeschlossen. Auch hier

wurde die Lösung getrennt sterilisiert und danach auf die im

vorigen § beschriebene Weise mit Ammoniumsulfat versehen.

Der Fortschritt der Nitrifikation wurde hier an der Hand von

mit Hilfe langer Pipetten genommenen Proben von ± 1 cc ver-

folgt. Diese Pipetten wurden jedesmal mit einigen Zehnzahlen

zugleich in einer weiten Glasröhre in einem Ofen sterilisiert.

Der Ammoniakschwund wurde durch Beibringung einiger
Tropfen Nesslers Reagens bei einer solchen Probe konstatiert,
das Entstehen von Nitrat wurde festgestellt, indem in die Probe

eine kleine Menge (± 25 mg) des pulverförmigen Reagens von

Griess-Romijn geworfen wurde. Dies Reagens wird hergestellt,
indem man 1 Teil a-Naphtylamine, 10 Teile Sulfanilsäure und
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90 Teile Weinsäure in einem Mörser zusammenreibt. Dies Reagens
ist ausserordentlich empfindlich. Eine geringe Menge Nitrit (0.01

mg Natriumnitrit je 1) gibt noch eine deutliche Rotfärbung.
Deshalb darf auch nur aus einer intensiven Rotfärbung auf

Nitritation geschlossen werden. Eine unbeimpfte Flüssigkeit gibt
meistens schon nach einigen Wochen mit dem Reagens eine deut-

liche Rotfärbung durch aus der Luft aufgenommene Spuren
von Stickoxyden, die bei der Verbrennung von Leuchtgas ent-

stehen. Dies kann zu gefährlichen Scheinfolgerungen führen.

§ 3. Kontrolle auf die Reinheit der Kulturen.

Aus der kritischen Betrachtung, welcher Kingma Boltjes (25)
die verschiedenen Publikationen über nitrifizierende Bakterien

unterwirft, ergibt sich wohl sehr überzeugend, wie gross die

Gefahr, falsche Folgerungen zu machen ist, wenn die Kulturen

nicht rein waren.

Dass auf dem Nährstoff-Heyden-agar allerhand Heterotrophen
wachsen können, ist nicht verwunderlich. Wohl ist es mehr oder

weniger überraschend, dass auch eine Nährlösung nach Wino-

gradsky so oft davon infektiert wird, z.B. von Bacillus oligocarbo-

philus und Hyphomicrobium vulgare. Die Gefahr einer Infektion

ist hier deshalb so gross, weil die nitrifizierenden Bakterien sehr

langsam wachsen und eine Infektion also schon bald die Ober-

hand gewinnen kann. Dass diese Gefahr durchaus nicht ein-

gebildet ist, zeigt sich z.B. aus Figuren von als rein betrachteten

Kulturen, welche Fred und Davenport (11) ihrer Publikation

beifügen. Deutlich lässt sich darauf Hyphomicrobium vulgare

unterscheiden, wie auch Kingma Boltjes (25) bemerkt.

Als Reinheitskriterium gilt das Ausbleiben von Wachstum in

Bouillon oder auf Peptonagar. Beim Gebrauch von Bouillon ist

besonders darauf zu achten, dass verhältnismässig schwer geimpft

wird, sonst weisen auch die Heterotrophen darin manchmal kein

Wachstum auf.

Um die Reinheit zu kontrollieren benutzte ich Peptonagar-

platten. Die Kulturen wurden darauf abgestrichen und die Plat-

ten mehrere Tage in einem Thermostat bei 28° C aufbewahrt.

Zeigte sich danach auch nur eine Spur von Wachstum, so wurde

die betreffende Kultur entfernt und die etwa damit erzielten

Ergebnisse weiter nicht mehr in Betracht gezogen.

Ich will hier nachdrücklich darauf hinweisen, dass ich also

mit Reinkulturen autotropher nitritierender Bakterien arbeitete.

Zum Überfluss möchte ich hier noch bemerken, dass ich auch

durch die Darlegung Kingma Boltjes’, die Existenz heterotropher

nitrifizierender Bakterien für sehr unwahrscheinlich halte.
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KAPITEL III.

Der Einfluss einiger Hinzufügungen.

§ 1. Einleitung.

Die Beobachtung der Tatsache, dass die Nitrifikation ausge-

zeichnet im Boden verläuft und dennoch durch unschuldige, ja

sogar als gute Nährstoffe geltende organische Verbindungen schon

bei verhältnismässig niedriger Konzentration die Entwicklung
und Atmung völlig gehemmt wird, hat immer einen tiefen Ein-

druck gemacht. Man weiss ja, dass der Boden reich ist an orga-

nischem Stoff. Verschiedene Forscher fanden, dass die Nitrifi-

kation im Boden immer besser verlief als in einer Flüssigkeits-

kultur. Eine grosse Anzahl solcher Untersuchungen wird von

Stevens und Whithers erwähnt (53).
Boden und Bodenextrakte, welche den Flüssigkeitskulturen

beigefügt werden, weisen jedoch keine Förderung der Nitrifi-

kation auf. (Makrinoff, 34; Kingma Boltjes, 25). Murray (40)

fand zwar einen fördernden Einfluss, aber seine Kulturen waren

nicht rein und es ist bekannt, dass das Vorhandensein von Hete-

rotrophen manchmal die Entwicklung von Nitrifizierern fördern

kann (Omeliansky, 45). In Makrinoffs Untersuchung förderte

Bodenextrakt wohl die Entwicklung der Bakterien auf Magnesi-

umgips und Magnesiumplatten.
Die Wirkung eines Bodenextraktes kann natürlich zweierlei

Natur sein. Man kann dabei denken an eine Hinzufügung von

Nährstoffen in einer günstigen Form, aber auch an das Wachstum

beschleunigende oder fördernde, sogenannte Wuchsstoffe.

Pringsheim (45) denkt z.B. bei der Hinzufügung von Boden-

extrakten an Eisen in einer gut aufnehmbaren Form; Lwoff und

Lederer (33) an Stickstoff in besonders günstigen Verbindungen.
Aus den Wahrnehmungen von Hartmann (19), Föyn (12), Ham-

merling (18) u.A. gewinnt man den Eindruck, dass hier die Rede

ist von Wuchsstoffen.

All dies war für mich Grund, einige Versuchsreihen anzustel-

len. Obgleich diese wenig Neues zu Tage förderten, halte ich

die Ergebnisse dennoch für wichtig genug, sie hier mitzuteilen.

§ 2. Versuche mit Kulturen in flüssigen Medien.

Flüssigkeitskulturen von bekannter Zusammensetzung fügte
ich bei: Bodenextrakt, Extrakt von Bakterien und Hefeextrakt.

Bodenextrakt wurde hergestellt, indem ich gleiche Teile humus-

reicher Gartenerde und destillierten Wassers während 3 Stunden

kochte. Nach Filtration wurde der Extrakt zum ursprünglichen
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Volumen angefüllt und bis auf die Hälfte verdünnt. Solche

Extrakte waren lichtbraun und klar und enthielten je 100 cc

± 80 mg trockenen Stoffes. Diese Lösung wurde dann bei der

Zusammensetzung der Kulturflüssigkeit statt des Leitungswassers

genommen. Um Hefeextrakt zu gewinnen, wurde 100 g trockene

Bäckerhefe während 4 Stunden bei 70° C mit 100 cc 70%
Alkohol extrahiert. Ein solcher Extrakt enthält, nach Wassink

(55), u.A. Bios und Vitamin B. Nach Filtration wurde der Alkohol

über einer kleinen Flamme ausgedampft und das Ganze danach

bis 50 cc mit destilliertem Wasser ergänzt. Als Lösungsmittel für

die Nährlösungen verwendete ich jetzt Leitungswasser mit 10 cc

dieses Extraktes je 100 cc. Um eine Nährlösung mit Bakterien-

extrakt zu erhalten wurde in der Kulturlösung je 100 cc 8 mg

getrocknete Bakterien suspendiert und danach sterilisiert. Dazu

wurde Material von Nitrosomonas und von Spirillum rubrum

verwendet.

Von den zu untersuchenden Flüssigkeiten nahm ich je Kolben

100 cc; % von der 5% Ammoniumsulfatlösung wurde hinzu-

gefügt. Es wurde mit 1 cc einer gut wirkenden Kultur beimpft
und bei 20° C kultiviert.

Wie sich erwarten liess, wies keine der untersuchten Reihen

eine Beschleunigung der Nitritation auf. Statt dessen konstatierte

ich bei den Reihen mit Bakterienextrakt, und in noch höherem

Grade bei denen mit Hefeextrakt, eine Hemmung.
Die Ergebnisse der Reihen mit Bakterienextrakt sind gesam-

melt in Tabelle 1. Die Hemmung ist ebenso deutlich bei Hinzu-

fügung von Nitrosomonas, wie bei Hinzufügung von Spirillum
rubrum. Wir haben also die merkwürdige Tatsache zu konsta-

tieren, dass Nitrosomonaszellen Stoffe enthalten, welche wenig-
stens nach Heizung auf 120° C die Nitritation hemmen.

Tabelle 1.

Einfluss einer Beifügung getrockneter Bakterien bei einer

Kultur auf die Geschwindigkeit der Nitritation.

— bezeichnet, dass am betreffenden Datum alles Ammoniak

verwandelt ist, -)- eine positive Nitritreaktion.

Beimpft am 14—XI

Hinzufügung keine Nitrosomonas Spirillum rubrum

Reaktion auf NH, NO, NH, NO, NH, NO,

Datum

26—XI — + + + + +

3—XII — + — +
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Noch auffälliger sind die Hemmungen, die sich in den Ver-

suchen mit Hefeextrakt zeigen; schon sehr geringe Konzentratio-

nen genügen um eine sehr starke Hemmung auf der Nitritation

zu erhalten.

§ 3. Versuche mit Agarnährboden.

Wie schon bemerkt wurde, fand Kingma Boltjes, dass Nähr-

stoff-Heyden die Entwicklung nitrifizierender Bakterien im

hohem Grade fördert. Beifügung dieses Stoffes bei Flüssigkeits-

kulturen, lässt keine günstige Wirkung verspüren. Diese Tat-

sachen erübrigten also die Bestimmung des Effektes bei Beifü-

gung der Stoffe aus dem vorigen § bei Agarnährboden. Ich

setzte darum die folgenden Nährboden zusammen.

1. Kontrollenährboden, deren Zusammensetzung war;

0.2 % Ammoniumsulfat

0.2 % Natriumchlorid

0.1 % Dikaliumphosphat
0.05 % Magnesiumsulfat

Spur Ferrisulfat

1 % basisches Magnesiumkarbonat
1.5 % Agar
in Leitungswasser.

2. Nährstoff-Heyden-agar, wie Nährboden 1, ausser einer

Hinzufügung von 0.5% Nährstoff-Heyden.

Tabelle 2.

Einfluss der Beifügung von Hefeextrakt bei einer Kultur auf

den Verlauf der Nitritation.

.— bezeichnet dass am betreffenden Datum alles Ammoniak

verwandelt ist, + eine positive Nitritreaktion.

Beimpt am 11—XII

Hinzugefügte
Anzahl 0 1 3 10

cc Hefeextrakt

Reaktion auf NH, NO, nh 3 NO, nh 3 NO, NH, NO, NH, NO,

Datum

22—XII — f + + + + + + + ?

29—XII — + + + + + + 7

2—1 — + + + + +

5—1 — + + +

25—1 + +
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3. Bodenextrakt-agar, wie Nährboden 1, ausser einem Ersatz

des Leitungswassers durch Gartenerdeextrakt, hergestellt wie im

vorigen §.
4. Hefeextrakt-agar, wie Nährboden 1, ausser einem Ersatz

des Leitungswassers durch den fünf Mal verdünnten Hefeextrakt,

hergestellt wie im vorigen §.
5. Lehmbodenextrakt-agar; wie Nährboden 3, jedoch der

Gartenerdeextrakt ersetzt durch einen ebenso bereiteten Extrakt

aus Lehmboden.

Von diesen Nährboden wurden Röhren gegossen mit 10 cc

Agar. Vor dem Gerinnen wurde wieder das Ammoniumsulfat

auf die bekannte Weise hinzugefügt. Vor dem Gerinnen wurde

dermassen geschüttelt, dass das Magnesiumkarbonat so gut wie

möglich durch die ganze Lösung regelmässig suspendiert war.

Dann wurden die Röhren schnell in senkrechter Stellung abge-
kühlt. Es wurde beimpft durch vorsichtige Auftropfung von Y2 cc

einer gutwirkenden Kultur. Es wurde während 14 Tage in einem

dunklen Thermostat bei 26° C kultiviert. Dann wurden die Kul-

turen wahrgenommen und als Mass für die Entwicklung der

Fig. 1.

Den Effekt verschiedener Stoffe auf die Entwicklung von Nitrosomonas auf

einem Agarboden angebendes Diagram. Als Mass ist die Höhe der geklärten
Schicht in den betreffenden Röhren genommen.
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geklärte Teil der oberen Seite des Nährbodens gewählt. Dies

wurde bestimmt durch Messung dieses Teiles bei der gegen das

Licht gehaltenen Röhre. Fig. 1 zeigt die Ergebnisse von 4 gleichen
Versuchsreihen.

Daraus zeigt sich, dass ausser Nährstoff-Heyden, auch Boden-

extrakt fördernd wirkt, weniger stark ist dies auch der Fall

mit dem Lehmbodenextrakt. Dabei ist noch zu bemerken, dass

Beifügung von Bodenextrakt bei einem Nährboden, der schon

0.5% Nährstoff-Heyden enthielt, keinen deutlich fördernden Ein-

fluss aufwies, über den Effekt in einer Kultur hinaus, der nur

Nährstoff-Heyden beigefügt worden war. Dass Gartenerdeextrakt

besser wirkt als Lehmbodenextrakt ist schon ein Anzeichen

davon, dass die günstige Wirkung von Stoffen organischen Cha-

rakters herrührt. Der Extrakt von Gartenerde ist ja viel reicher

an organischen Bestandteilen als der Lehmbodenextrakt.

Um dies weiter zu bestimmen, wurden sowohl der Gartenerde-

extrakt als der Lehmbodenextrakt und der Nährstoff-Heyden in

einem Tiegel eingedampft, getrocknet und durch Glühung ver-

ascht. Das Residuum wurde nach Hinzufügung eines Tropfens
30% Wasserstoffsuperoxyd und einiger Tropfen Salzsäure wieder

zum ursprünglichen Volumen in destilliertem Wasser gelöst. Die

so erhaltenen Lösungen ersetzten in den folgenden Nährboden

das Leitungswasser:
6. veraschter Bodenextrakt-agar,

Fig. 2.

Den Effekt der Asche verschiedener Stoffe auf die Entwicklung von

Nitrosomonas auf einem Agarboden angebendes Diagram. Als Mass ist die

Höhe der geklärten Schicht in den betreffenden Röhren genommen.
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7. veraschter Lehmbodenextrakt-agar,
8. veraschter Nährstoff-Heyden-agar.
Für Nährboden 9 wurde als Lösungsmittel das Filtrat eines

Gartenerdeextraktes, der mit Norit geschüttelt worden war, ge-

nommen. Dies Filtrat war volkommen klar und farblos. Aus

Figur 2 zeigt sich, dass sich bei keinem dieser Nährboden einen

fördernden Einfluss der Asche oder des Filtrates konstatieren

liess. Wir dürfen also daraus schliessen, dass der das Wachstum

fördernde Stoff des Bodenextraktes ein organischer ist. (Es bleibt

natürlich daneben auch eine Wirkung eines z.B. organisch ge-
bundenen Metalles möglich). Der bessere Verlauf der Nitrifika-

tion im Boden kann zum Teil daher rühren. Wir können uns

als Ursachen dieses besseren Verlaufs dann weiter noch das

Vorhandensein von Heterotrophen und wahrscheinlich günstiger

Aerationsbedingungen denken.

KAPITEL IV.

Die Atmung von Nitrosomonas.

§ 1. Einleitung.

Wie sich aus dem Vorhergehenden schon zeigt, verstehe ich

unter Atmung bei Nitrosomonas die Ammoniakoxydation. Von

vornherein ist eine Veratmung anderer, organischer Stoffe nicht

ausgeschlossen. Gemeint ist dann eine Atmung wie wir sie bei

heterotrophen Organismen finden.

Meyerhof (35) fand bei seinen Nitrobakterkulturen, dass die

verbrauchte Menge Sauerstoff übereinstimmte mit der Menge,
die erforderlich gewesen wäre, die gefundene Menge Nitrat aus

Nitrit entstehen zu lassen. Darin sieht er einen Beweis dafür,
dass diese Oxydation von Nitrit zu Nitrat die einzige Atmungs-

reaktion sei, die hier auftritt.

Klein und Svolba (24) bezweifeln dies. Sie weisen darauf hin,
dass die Fehlergrenze (± 4.5%) der Versuche Meyerhofs eine

solche Folgerung nicht gestattet. Sie arbeiten mit nitritierenden

Bakterien und wollen dabei neben der Ammoniakoxydation noch

eine Atmung nachweisen. Das Kennzeichen der Atmung im all-

gemeinen ist für sie, dass dabei als Zwischenprodukt Azetaldehyd
auftritt, im Gegensatz zu der Assimilation wobei ein Zwischen-

produkt Formaldehyd ist. Das auftretende Azetaldehyd, wollen

sie nun nachweisen durch Beifügung von Dimedon bei den Kul-

turen, das das gebildete Azetaldehyd wenigstens zum Teil binden

würde. Tatsächlich finden sie, auch in ammoniakfreien Kulturen



245

einiges Azetaldehyd gebunden. Daraus wird dannauf eine Atmung

geschlossen, und auch auf das Vorhandensein eines Reserve-

stoffes. Besonders im Lichte neuerer Untersuchungen von Barker

(3) und Giesberger (14) wird die Methode einigermassen bedenk-

lich. Diese Untersuchungen, zwar mit ganz andern heterotrophen

Organismen, nämlich bzw. Prototheca, einer farblosen Alge, und

Spirillen, ermöglichen es doch, dass Atmung und Synthese keine

unabhängigen, sondern wahrscheinlich mit einander in Zusam-

menhang stehenden Prozesse sind.

Übrigens können die Versuche durch die Tatsache, dass die

von Klein und Svolba verwendeten Kulturen in Bouillon Wachs-

tum zeigten und also gewiss keine Reinkulturen von Auto-

trophen waren, hier ausser Betracht gelassen werden.

Auch Bonazzi (6) nimmt ausdrücklich neben der Nitrifikation

noch eine Atmung mit Zellenmaterial an. Der Prozess würde dazu

dienen, die Nitrifikation einzuleiten („initiation of the process
of nitrosofermentation”).

§ 2. Der Sauerstoffverbrauch von Nitrosomonas.

Um zu bestimmen, ob bei Nitrosomonas neben der Ammoniak-

oxydation noch ein anderer sauerstoffverbrauchender Stoffwech-

selprozess aufträte, schlug ich einen andern Weg ein. Ich ging
dabei aus von der Annahme, dass wenn es einen solchen Prozess

gäbe, die Möglichkeit bestehe, dass er in Hinsicht auf die Ammo-

niakoxydation wenig Sauerstoff verbrauche. Messungen könnten

deshalb am besten unternommen werden, wenn die Ammoniak-

oxydation ausgeschlossen wäre. Das Hess sich natürlich am

einfachsten verwirklichen bei Kulturen, die all ihr Ammoniak

verbraucht hatten. Die für diese Versuche benötigten Kulturen

wurden gezüchtet in Erlemeyern von 1 1, versehen mit 200 cc

Kulturflüssigkeit mit 3 cc der 5% Ammoniumsulfatlösung und

beimpft.
Nachdem das beigefügte Ammoniak verbraucht war und die

Reinheit sich durch eine Impfung auf Peptonagar erwiesen hatte,
wurden sie für die Untersuchung bestimmt. Für diese und andere

Messungen des Sauerstoffverbrauchs wurde das allgemein an-

gewendete Warburgverfähren befolgt. Die gebrauchten Atmungs-

gefässe hatten einen Inhalt von 15 cc und waren mit einem

Nebenröhrchen versehen. Die Kapillare wurde mit Brodie-flüssig-
keit gefüllt. In das Nebenröhrchen wurde ein wenig Lauge getan.

Dies ist hier nötig für die Aufnahme der durch die bei der

Ammoniakoxydation entstandenen Säuren freigemachten Kohlen-

säure. Für eine gute Versorgung mit Sauerstoff wurden die Ge-
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fasse fortwährend geschüttelt, während sie im Wasserbad mit

einer Temperatur von 26° C hingen. Nachdem eine Stunde ge-

schüttelt worden war, wurde mit den Wahrnehmungen ange-

fangen.

Jede halbe Stunde wurde die den Sauerstoffverbrauch anzei-

gende Druckverringerung abgelesen. Um einen genügenden
Sauerstoffverbrauch erhalten zu können, nahm ich für jeden
Versuch 50 cc der Kultur. Diese wurden abzentrifugiert und

die Bakterien wieder suspendiert in 15 cc des Mediums, das

untersucht werden sollte. Um osmotischen Unterschieden vor-

zubeugen wurde für die Zusammensetzung dieses Mediums stets

als Lösmittel das Filtrat der Nährlösung nach Winogradsky ver-

wendet.

Selbstverständlich wurde, bevor die zu untersuchende Suspen-
sion in die Atmungsgefässe gebracht wurde, noch eine Impfung
auf Peptonagar gemacht.

Zu meiner grossen Überraschung sah ich bei den ersten von

mir angestellten Versuchen mit einer Ammoniakfreien Kultur

anfangs einen deutlichen Sauerstoffverbrauch. Nach kurzer Zeit

nahm dies ab bis 0, auf welchem Niveau es dann blieb. Ein

Beispiel eines solchen Versuches ist graphisch dargestellt in

Figur 3. Zur Erklärung dieser Wahrnehmung stellte sich Fol-

gendes heraus.

Um zu bestimmen, ob eine Kultur ammoniakfrei geworden sei.

Fig. 3.

Sauerstoffverbrauch einer scheinbar ammoniakfreien Kultur. Bei
v

ist tatsächlich alles Ammoniak geschwunden. Der Sauerstoffverbrauch ist

angegeben in mm Brodie-Flüssigkeitsdruckabnahme je halbe Stunde.
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reagierte ich in einer Probe mit Nesslers-reagens auf Ammoniak.

Wenn ich dann keine Färbung entstehen sah, so wurde die

Kultur als ammoniakfrei betrachtet. Wenn die Probe einige Zeit

z.B. eine halbe Stunde so stehen bleibt, so entsteht manchmal

doch noch ein lichtbrauner Niederschlag. Man gewinnt den Ein-

druck, dass dieses Ammoniak aus den Bakterien diffundieren

muss.

Bei Kulturen, bei denen auch nachdem sie längere Zeit ge-

standen haben, keine Braunfärbung auftritt, habe ich nie einigen
Sauerstoffverbrauch wahrnehmen können.

Als Beispiel eines solchen Versuches möge der in Fig. 4

graphisch dargestellte dienen.

Der Schluss, der sich aus diesen Versuchen ziehen lässt ist

dieser, dass neben der Ammoniakoxydation bei Nitrosomonas

keine sauerstoffverbrauchenden Stoffwechselprozesse auftreten.

Ebensowenig bildet Nitrosomonas Reservestoffe, welche unter

Sauerstoffverbrauch verarbeitet werden.

§ 3. Versuche mit fettsauren Sälzen.

Im Zusammenhang mit den in Kap. V § 5 mitgeteilten Ver-

suchen, schien er mir nicht undienlich, noch einmal deutlich

zu zeigen, dass fettsaure Sälze durch Nitrosomonas nicht veratmet

werden. Ich stellte dies fest für Natriumazetat, Natriumbutyrat
und Natriumpropionat in Konzentrationen von 0.05 n. Das Ver-

sehen der Atmungsgefässe fand wieder auf dieselbe Weise statt

wie bei den Versuchen des vorigen Paragraphen. Die fettsauren

Sälze wurden in den erwünschten Konzentrationen im Filtrat

Fig. 4.

Sauerstoffverbrauch einer wirklich ammoniakfreien Kultur. Sauerstoff-

•verbrauch wie in Fig. 3 angegeben.



Fig. 5.

Sauerstoffverbrauoh von gleichen Proben einer anunoniakfreien Kultur;

Kurve a nach Hinzufügung von 0.05% Ammoniumsulfat, Kurve b ohne

Hinzufügung und Kurve c nach Hinzufügung von 0.05 n Natriumazetat.

Sauerstoffverbrauch angegeben wie in Fig. 3.



Fig. 6.

Sauerstoffverbrauch von gleichen Proben einer ammoniakfreien Kultur;
welche genommen wurden 1, 2, 3 und 4 Wochen, nachdem sie ammoniak-

frei geworden ist, nach Hinzufügung von 0.05% Ammoniumsulfat, angegeben
durch die Kurve a, b, c, und d. Sauerstoffverbrauch angegeben wie in

Fig. 3.
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der Nährlösung gelöst und die abfiltrierten Bakterien darin

wieder suspendiert. Die Ergebnisse waren für alle drei Salze

dieselben. In Figur 5 sind als Beispiel die Ergebnisse des Ver-

suches mit Natriumazetat graphisch dargestellt worden. Man

ersieht daraus, dass die Kurve c, den Sauerstoffgebrauch einer

Suspension, der 0.05 n Natriumazetat beigefügt worden ist, sowohl

wie die Kurve b, die den Sauerstoffverbrauch einer ammoniak-

freien Suspension angibt, praktisch mit der X-Achse zusammen-

fallen. Als Kontrast damit wurde der Sauerstoffverbrauch in

einer gleichen Suspension versehen mit 0.05% Ammoniumsulfat,

mit der Kurve a angegeben. All dies zeigt deutlich, dass man

hier berechtigt ist, den Schluss zu ziehen: fettsaure Salze werden
nicht durch Nitrosomonas veratmet. Natriumazetat in einer Kon-

zentration von 0.05 n hemmt nach Meyerhof die Atmung mit

12%.
Bei Wiederholung dieses Versuches fand ich dies bestätigt.

§ 4. Das Schicksal einer ammoniakfreien Kultur.

Eine Tatsache, die ich zu wiederholten Malen habe konsta-

tieren können, ist diese, dass aus ammoniakfreien Kulturen, die

so einen Monat oder noch länger gestanden haben, noch Imp-

fungen möglich sind, die gut gelingen. Um den Verlauf einer

solchen Kultur einmal genauer zu bestimmen, wurde eine Kultur

in 300 cc Kulturflüssigkeit mit 5 cc 5% Ammoniumsulfatlösung

angestellt. Nachdem dieses Ammoniak verbraucht war, wurde

der Kolben in einem Thermostat bei 22° C verwahrt. Nach einer

Woche wurde eine Probe von 50 cc genommen, diese wurde

abzentrifugiert und die Bakterien wieder in 15 cc frischer Nähr-

lösung suspendiert, welche 0,05% Ammoniumsulfat enthielt. Zwei

Warburgatmungsgefässe wurden beide mit 7 cc dieser Suspension
versehen und ihr Sauerstoffverbrauch bestimmt. Jedesmal nach

einer Woche wurde dieser Versuch wiederholt. Die Resultate

sind in der graphischen Darstellung in Figur 6 wiedergegeben

worden. Jede Kurve stellt das Mittlere zweier gleichen Versuche

dar. Aus der Figur zeigt sich, dass wir eine fortwährende Ab-

nahme des Sauerstoffverbrauches zu sehen bekommen. Nach

4 Wochen liess dieser sich nicht mehr mit der angewendeten

Methode vermessen.

Darauf wurde aus der Kultur in zwei Kontrollekölbchen mit

50 cc Nährlösung, mit x/i cc 5% Ammoniumsulfatlösung, beimpft.
Nach Verlauf von 14 Tagen zeigten diese Kontrollekölbchen eine

deutliche Nitritreaktion. Dies war auch, jedoch in geringerem

Masse, der Fall mit einer solchen Impfung nach 5 Wochen; in
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den Kolben nach 6 Wochen trat keine Nitritation mehr auf. Nach

dieser Zeit gab es also keine lebenden Zellen mehr.

Aus den Versuchen dieses Kapitels ergibt sich nirgends die

Veratmung irgendeines andern Stoffes als von Ammoniak. Die

Tatsache, das man nach 6 Wochen noch lebende Organismen
findet, lässt sich aus der Annahme erklären, dass die Bakterien

eine geringe Menge Reserveammoniak besitzen, wodurch sie noch

eine Zeitlang am Leben bleiben können. Weiter kann beim

Absterben der Zellen eine kleine Menge Ammoniak frei werden,
die natürlich von den noch lebendenZellen unmittelbar veratmet

wird. Der für diese Veratmung erforderliche Sauerstoff ist denn

auch so gering, dass sie nicht merkbar ist.

KAPITEL V.

Bestimmung des Rendements.

Für ammoniak- und nitritoxydierende Bakterien
werden ganz andere ökonomische Werte angegeben,
als sie Winogradsky feststellte....

Das sind so abweichende Werte, dass sie unbedingt
eine Nachprüfung bedürfen;....

Hippel, in Fortschritte der Botanik I.

§ 1. Einleitung.

Die nitrifizierenden Bakterien bauen ihren Zellenstoff auf aus

anorganischem Kohlenstoff in der Form von Kohlendioxyd, wie

überzeugend nachgewiesen wurde: Godlewsky (15, 16), Meyer-

hof (35), Bonazzi (5). Die dazu benötigte Energie wird durch

die Reaktion NH
4
OH -)- 20

2 —>■ HN0
2 + 2H

2
0 herbeigeschafft.

Die übliche Art und Weise, das Rendement dieses Prozesses

anzugeben, ist das Aufstellen des Verhältnisses zwischen der

Menge Stickstoff, die das oxidierte Quantum Ammoniak enthielt,
und der Menge Kohlenstoff, die in der gebildeten Bakterienmasse

festgelegt wurde. Dies wurde zum ersten Mal gemacht von

Winogradsky (56). Diese merkwürdige Arbeitsmethode wurde

befolgt, weil die Menge gebildeter Zellen ziemlich gering ist und

dadurch schwer und nur mit wahrscheinlich grossem Verluste

zu isolieren. Als Mass für die Bakterienmenge nimmt man also

den darin festgelegten Kohlenstoff, mit der stillschweigenden
und wie mir scheint berechtigten Annahme, dass unter gleichen
Umständen die chemische Zusammensetzung einer Bakterie

wenig wechselt. Dieser Kohlenstoff wird dann durch Verbren-

nung auf nassem Wege bestimmt.
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§ 2. Die Bestimmung des Kohlenstoffes.

Zur Bestimmung des in den Bakterien festgelegten Kohlen-

stoffes befolgte ich ein Verfahren, das in der Literatur als das

„Messinger Verfahren” bekannt steht. Dies ist ursprünglich ein

Verfahren um den Kohlenstoffgehalt von Stahl zu bestimmen.

Als ein solches wird er denn auch von Treadwell (54) erwähnt.

Besprechung dieses Verfahrens findet sich auch bei Raben (47),
Meyerhof (35), Henze (21). Die verwendete Apparatur ist sche-

matisch in Figur 7 dargestellt.
Sie besteht hauptsächlich aus einem in einem Sandbad aufge-

stellten Verbrennungskolben nach Corleis (A). Die Verbrennung
des Stoffes geschieht durch lange währendes Kochen mit einer

Chromschwefelsäuremischung in diesem Kolben. Eine Anzahl

Kochsteinchen auf dessen Boden verhüten störendes Stössen.

Das hier entstehende C0
2

wird von einer durch eine Wasser-

strahlluftpumpe erzeugte Luftströmung durch die Absorptions-
röhre K geführt. Bevor man die Luftströmung in den Kolben

hineinlässt, wird sie kohlensäurefrei gemacht, indem man sie

durch ein mit einer Lösung von Kaliumhydroxyd gefülltes
Waschfläschchen C und einen mit grobkörnigem Natriumhy-
droxyd gefüllten Trockenturm passieren lässt. Damit vermieden

wird, dass Wasserdampf durch die Luftströmung mitgeführt wird,
ist der Kolben mit einem eingeschliffenen Kühler geschlossen.
Bevor die Luftströmung die Absorptionsröhre erreicht, passiert
sie ein Waschfläschchen E, eine U-röhre F, die Verbrennungs-
röhre G, ein Schrauben-Waschfläschchen H und eine U-röhre I.

Das Waschfläschchen E enthält eine mit Schwefelsäure ange-
säuerte 20% Lösung von Kaliumjodid um Chlor zurückzuhalten.

Das eventuell bei der Verbrennung frei werdende Chlor macht

aus dem Kaliumjodid Jodium frei, das in der U-röhre F, am sich

darin befindenden grobkörnigen metallischen Antimon absorbiert

wird.

Die Verbrennungsröhre G enthält langfaserigen Asbest und

darin Kupferoxyd. Die Röhre wird in einem Fletcheröfchen bis

glühend erhitzt. Das bei der Verbrennung manchmal entstehende

Kohlmonoxyd wird dann zu Kohlendioxyd oxidiert. Schrauben-

Waschfläschchen H und U-röhre I dienten zur Trocknung der

Luft, H enthält konzentrierte Schwefelsäure und I Phosphor-
pentoxyd. Die Absorptionsröhre K enthält in der einen Hälfte

Natronkalk, um zu verhüten, dass Wasser, das bei der Absorption
frei werden kann, abgeführt wird. Werden bei einer Verbrennung
grössere Mengen Kohlensäuregas (z.B. mehr als 50 mg) frei, so

empfiehlt es sich, den Natronkalk, wenigstens zum Teil durch
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Natriumhydroxyd zu ersetzen. Dann ist man sicher, bei der

hier nötigen ziemlich grossen Geschwindigkeit der Luftströmung,
tatsächlich all das Kohlensäuregas zu absorbieren. U-röhre L

dient zur Abschliessung, sie ist teilweise gefüllt mit Natronkalk,
teilweise mit Chlorkalk. Zwischen Kolben A und Waschfläsch-

chen E, stellte ich noch ein Waschfläschchen D. Die sonst bis an

den Boden reichende Röhre wurde abgebrochen. Das Fläschchen

dient nun dazu, bei Störung der Luftpumpe z.B. durch Verringe-

rung des Wasserdrucks, die Jodkaliumlösung aufzunehmen, da

diese sonst in die kochende Chromschwefelsäuremischung ge-

raten könnte.

Bevor eine Bestimmung gemacht wird, wird die ganze Appa-
ratur während einer Stunde mit Kohlensäurefreier Luft durch-

gespült.
Ich gab eine titrimetrische Bestimmung der Kohlensäure auf,

weil auch das einfachere gravimetrische Verfahren sehr befrie-

digende Ergebnisse zeigte. Die Absorbtionsröhre wurde auf einer

schnellwiegenden, in Zehnteln von Milligrammen genauen Waage

gewogen. Um das Verfahren besser kennen zu lernen und um

es zu prüfen, führte ich, bevor ich zu Bestimmungen in Bakte-

rien überging, eine Reihe Bestimmungen in Stoffen von einem

bekannten Kohlenstoffgehalt aus. Von diesen werde ich hier

eine Anzahl mitteilen. Ich fing an mit Bestimmungen in Oxalsäure

und Saccharose. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 erwähnt.

Die Verbrennungsdauer war bei diesen Bestimmungen 2 Stun-

den, während keine Verbrennungsröhre gebraucht wurde. Als

ich diese Versuche mit Benzoesäure, Asparagin und Harnstoff

wiederholte, fand ich jedoch Werte, welche weit unter den er-

warteten blieben. Hier konnte ich erst befriedigende Ergebnisse

Tabelle 3.

Vergleich zwischen der durch Verbrennung auf nassem Wege
erhaltenen Menge C0

2
und der aus der verbrannten Menge Stoff

berechneten.

Untersuchter

Stoff
Menge in mg

Erwartete

Menge C0
2

in mg

Gefundene

Menge C0
2

in mg

Oxalsäure 126 88 88.0

126 88 87.8

Saccharose 171 264 263.2

171 264 263.8

»>
171 264 263.0
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erzielen, wenn ich eine Verbrennungsröhre mit glühendem Kup-

feroxyd einschaltete und die Verbrennungsdauer zu 5 Stunden

hinaufführte. Die so erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 4 ge-

sammelt worden.

Es schien mir nun besonders wichtig, die Ergebnisse noch ein-

mal an einem mehr biologischen Material zu prüfen. Herr Prof.

C. B. van Niel stellte mir eine Menge getrocknetes Material von

Spirillum rubrum zur Verfügung. Da man annehmen darf, dass

dessen Zusammensetzung nicht bedeutend von der von Nitroso-

monas abweichen wird, schien mir dies ein besonders günstiges

Prüfungsobjekt. Herr Dr. v. d. Zanden bestimmte auf meine

Bitte den Kohlenstoffgehalt des Materials 1). Es wurden zwei

Bestimmungen gemacht, die bezw. 47.89 und 47.49 also durch-

schnittlich 47.7% Kohlenstoff ergaben. Ich machte auf nassem

Wege 3 Bestimmungen, die in Tabelle 5 erwähnt werden.

1) An dieser Stelle sage ich Herrn Dr. v. d. Zanden herzlichsten Dank

für seine grosse Bereitwilligkeit.

Tabelle 4.

Vergleich zwischen der durch Verbrennung auf nassem Wege
erhaltenen Menge C0

2
und der aus der verbrannten Menge Stoff

berechneten.

Tabelle 5.

Bestimmung des Kohlenstoffgehaltes von Spirillum rubrum

auf nassem Wege.

Stoff
Stoffmenge

in mg

Erwartete

Menge C0
2

in mg

Gefundene

Menge C0
2

in mg

Harnstoff 30 22 22.6

30 22 21.6

30 22 23.0

60 44 42.4

Benzoesäure 24.4 61.6 61.8

24.4 61.6 62.0

Asparagin 100.8 105.6 106.1

»
100.8 105.6 105.4

Menge

Bakterien

in mg

Daraus

erhaltene

mg C0
2

Menge

Kohlenstoff

in mg

Kohlenstoff-

gehalt in %

12.7 22.0 6.00 47.2

9.3 15.8 4.40 47.3

12.6 21.7 5.92 47.0
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Durchschnittlich fand ich also nach dieser Tabelle im Material

47.2% Kohlenstoff, oder 1.05% zu wenig. Ich habe deshalb bei

meinen Versuchen mit Bakterien auch eine Korrektion von 1%

angebracht.
Um den in den Bakterien einer Kultur festgelegten Kohlenstotf

zu bestimmen, muss natürlich erst der anorganisch gebundene
Kohlenstoff entfernt werden. Dies geschah durch Hinzufügung
eines geringen Übermasses verdünnter Schwefelsäure. Um alle

so entstandene Kohlensäure zu entfernen, wird die so behandelte

Kulturflüssigkeit eine Stunde gekocht, wobei kohlensäurefreie

Luft durchgeführt wird. All dies lässt sich ausgezeichnet anstel-

len in dem Corleis Verbrennungskolben mit den davor geschal-
teten Gefässen. Nach Abkühlung wird der Rest des Apparates
auch eingeschaltet und wieder eine halbe Stunde kohlensäure-

freie Luft durchgeführt. 5 Gramm technische Chromsäure und

40 cc konzentrierte Schwefelsäure werden nun hinzugefügt. (Um
alle Spuren organischen Stoffes aus der Schwefelsäure zu ent-

fernen ist diese vor dem Gebrauch mit 5 g Chromsäure je 1

2 Stunden gekocht worden).
Nun wird vorsichtig bis zum Sieden erhitzt. Dieses Sieden

wird 5 Stunden fortgesetzt. Während dieser ganzen Zeit wird

langsam kohlensäurefreie Luft durchgesaugt. Am folgenden Tag
wird die Gewichtszunahme der Absorptionsröhre bestimmt.

§ 3. Stickstoffbestimmung.

Zur Bestimmung der Menge Stickstoff, welche die gebildete

Nitritmenge enthält, wurde das Verfahren Devardas, in der

Modifikation von Nieuwenberg und de Groot (43) befolgt. Die zu

untersuchende Flüssigkeit wird alkalisch gemacht mit Kalium-

hydroxydlösung; einiges Aluminiumpulver und ein paar Tropfen
einer Kupfersulfatlösung zugesetzt. Nachdem die so entstandene

heftige Wasserstoffentwicklung vorüber ist, ist der Nitritstick-

stoff zu Ammoniak reduziert. Durch Destillation wird dieses aus-

getrieben und in 0.1 n Salzsäure aufgefangen und durch Rück-
titration mit 0.1 n Natronlauge bestimmt.

Wie im Kapitel II erwähnt worden ist, wurde das Ammonium-

sulfat in abgemessenen Mengen aus einer Bürette hinzugefügt.
Dennoch ist es notwendig, nach Ablauf der Kultur den Stickstoff

des gebildeten Nitrits zu bestimmen, weil aus der alkalischen

Nährlösung Ammoniak schwindet. Merkwürdigerweise ist dieser

Verlust aus einer Kultur von Nitrosomonas geringer, als aus

eine unbeimpften Nährlösung, wie ich deutlich konstatieren

konnte.
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Dies hängt wahrscheinlich zusammen mit dem Phänomen, das

auch Meyerhof (37) konstatierte, nämlich dass durch die Atmung

der Bakterien und die damit zusammengehende fortwährende

Bildung salpetriger Säure und das Freiwerden dadurch von

Schwefelsäure, eine wirkende Kultur immer etwas weniger alka-

lisch ist als eine unbeimpfte Nährlösung.

§ 4. Literatur über die Kohlenstoffassimilation.

Fünf Autoren bestimmten das Verhältnis zwischen dem oxi-

dierten Stickstoff und dem gebildeten organischen Kohlenstoff.

In der Folge wird dies einfach das N/C Verhältnis genannt wer-

den. Ihre Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefasst worden.

Winogradsky (56) bestimmte das N/C Verhältnis für den

Nitritbildner. Um eine genügende Menge Bakterien zu erhalten,

saugte er, nachdem das Ammoniak verbraucht war, seine Kul-

turen durch Asbestfilter ab. Dann wurden die Bakterien wieder

in frische Lösung gebracht. Dies wurde so einige Male wie-

derholt. Selbstverständlich ist dabei die Infektions- und Verun-

reinigungsgefahr wohl besonders gross. Der oxidierte Stickstoff

wurde in der Summe der gesammelten Nährlösungen bestimmt.

Die Verbrennung der Bakterien geschah nach dem Verfahren

von Wolff, Degener, Herzfeld, wie dies von Tiemann und

Gärtner (53) erwähnt wird.

Dieses Verfahren erfordert ziemlich viel Arbeit, so muss z.B.

Tabelle 6.

Die in der Literatur erwähnten Werte für das N/C Verhältnis

bei nitrifizierenden Bakterien.

Autor

Gefundenes Verhältnis N/C von:

Nitrosomonas Nitrobacter

Winogradsky 35

Coleman 41 ; 64

Meyerhof 100 ; 135

Nelson 14.3 76

Engel 79



258

die zu untersuchende Lösung zu einem kleinen Volumen ein-

gedampft werden. Eine Verbrennungsröhre fehlt. Die vorge-

schriebene Versuchsdauer, kaum eine Stirnde, scheint zu kurz

zu einer völligen Verbrennung. All dies macht das Verfahren

weniger empfehlenswert. Weiter ist zu bemerken, dass als Wino-

gradsky diese Bestimmungen machte, die beiden nitrifizierenden

Bakterien noch nicht scharf von ihm getrennt worden waren.

Eine wahrscheinlich geringe Verunreinigung der nitritierenden

Bakterien mit nitratierenden ist deshalb nicht unmöglich.
Coleman (7) nennt seine Versuche vorläufig. Es ist seine

Absicht die Festlegung des C0
2

als organischen Stoffes für Nitro-

bacter nachzuweisen, wie Winogradsky dies für Nitrosomonas tat.

Er bestimmte den Kohlenstoff nach einem von Köning (30) mit-

geteilten Verfahren. Die Verbrennung geschieht hier in einer

Lösung von Kaliumpermanganat, einigem Mercurisulfat, und

Chromschwefelsäure. Es muss solange gekocht werden, bis keine

Gasblasen mehr entweichen; es wird nämlich keine Luft durch-

gesaugt. Ich glaube nicht, dass man so die letzten Reste des ent-

standenen Kohlensäuregas aus der Lösung entfernt. Eine Ver-

brennungsröhre fehlt. Die gefundenen Werte für den Nitratbildner

weichen bedeutend von den in Meyerhofs zuverlässiger Unter-

suchung erhaltenen ab. Dies kann daher rühren, dass die ver-

wendeten Kulturen wahrscheinlich nicht rein waren.

Die Arbeit Meyerhofs (35) macht einen sehr soliden Eindruck.

Das N/C Verhältnis wurde für Nitrobacter bestimmt. Die ver-

wendeten Kulturen stammten von Omeliansky. Die Kohlenstoff-

bestimmungen wurden nach dem Verfahren von Messinger ge-

macht; die enstandene Kohlensäure wurden titrimetrisch be-

stimmt. Abgesehen von letzter Tatsache arbeitete ich nach dem-

selben Verfahren. Das gefundene N/C Verhältnis erwies sich

für jünge Kulturen günstiger als für ältere (Bezw. 100 und 135).
Von Nelson (41) wurde für die Kohlenstoffbestimmung das

Verfahren von Heck (20) angewendet, ein ziemlich einfaches

Verfahren, Kohlenstoff im Boden zu bestimmen. Es gibt keine

Verbrennungsröhre, wohl aber wird etwa entstandenes Chlor in

Silbersulfat zurückgehalten. Über die Bestimmung werden wenig
Einzelheiten erwähnt. Seine Verhältnisse fallen besonders günstig

aus, wahrscheinlich weil seine Kulturen ziemlich sicher nicht

rein waren.

Engel (9) wendet auch das Verfahren von Messinger an,

jedoch mit Weglassung der Verbrennungsröhre und der Absorp-

tionseinrichtung für Chlor. Zwar genügt ihm die Trocknung der

Luft nur durch Schwefelsäure vor dem Erreichen der Absorp-
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tionsröhre nicht und er will dazu ausschliesslich Phosphor-
pentoxyd gebrauchen. Die Versuchsdauer ist kurz, nämlich etwa

eine Stunde. Er sagt jedoch, nur die Assimilation von Kohlen-

dioxyd durch Nitrosomonas nachweisen und bestätigen zu wollen.

In einer folgenden Publikation (10) stellt er nochmals eine

Reihe Versuche an, um das N/C Verhältnis zu bestimmen. Im

ersten Versuch wird das etwa entstehende Chlor durch Silber-

nitrat gebunden, bei den drei daranfolgenden lässt er aus der

Nährlösung das Natriumchlorid einfach weg, um zu verhüten,
dass Chlor entstehe. Dies macht nach seinen Versuchen keinen

grossen Unterschied.

Die Bakterien werden in sehr komplizierten Gefässen gezüch-
tet. Luft kann nur hineinkommen an mit Chromschwefelsäure

befeuchteten Bimsstein vorbei. Die gefundenen Werte fallen

ziemlich ungünstig aus; das gesetzte Ziel aber, der Nachweis

der Assimilation von Kohlensäuregas ist erreicht worden.

§ 5. Bestimmung des N/C Verhältnisses.

Die Kulturen, welche zu dieser Bestimmung dienen sollten,
wurden in Erlemeyern platten Modells, welche also eine verhält-

nismässig grosse Bodenfläche hatten, mit einem Inhalt von 2 1

(Kulturkolben 10 G, Katalog Schott u. Gen, Jena) gezüchtet.
Sie enthielten 200 cc Kulturflüssigkeit und wurden versehen

mit 3 cc der 5% Ammoniumsulfatlösung in der bekannten Weise.

Es wurde beimpft mit 1 cc aus einer nicht infektierten gut wir-

kenden Kultur. Nachdem die erste Portion Ammoniak verbraucht

war, wurde noch einmal 3 cc hinzugefügt, nach deren Verbrauch
wieder 4 cc. Insgesamt wurde also in dieser Weise 10 cc 5%
Ammoniumsulfatlösung verbraucht.

Es wurde in dunkeln Thermostaten kultiviert. Ein paar Mal

täglich wurden, zu einer guten Aeration, die Kolben vorsichtig
geschüttelt. Um Fehler zu vermeiden, wurden die Kolben abge-
schlossen, indem ich aus Stanniol genügend grosse Kappen um

die Hälse beugte. Wattenpfropfen waren hier unverwendbar, weil

dann Flöckchen in die Flüssigkeit geraten würden.

Selbstverständlich geschahen Behandlungen wie Probenahme,
Schütteln und Hinzufügen von Ammoniumsulfat mit der grössten
Vorsicht, um Infektion so viel wie möglich zu vermeiden.

Bevor zu einer Bestimmung übergegangen wurde, wurde
immer erst eine Kontrolleimpfung auf Peptonagar gemacht.

In einer Probe von 20 cc wurden zwei Stickstoffbestimmungen
gemacht. Der Rest der Kultur diente zur Kohlenstoffbestimmung.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 gesammelt worden.
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Wie es sich aus der Tabelle ergibt, sind drei Versuchsreihen

angestellt worden, nämlich bei 22, 27 und 32° C. Es macht den

Eindruck, alsob das N/C Verhältnis bei höherer Temperatur

günstiger sei. Die Unterschiede liegen jedoch innerhalb der

Fehlergrenze.
Meyerhof (35) fand bei Nitrobacter bei jungen Kulturen ein

günstigeres N/C Verhältnis als bei älteren. Das bedeutet dann

zugleich, dass eine ältere Kultur mehr Nitrit verbraucht hat.

Darum wäre es denkbar, dass ich bei meinen Versuchen nicht

das günstigste Verhältnis gefunden hätte. Um dies zu untersuchen,

stellte ich die in Tabelle 8 mitgeteilten Versuchsreihen an.

Es Würde ein Teil der Kolben analysiert, nachdem die Kulturen

± 65 mg Stickstoff oxidiert hatten, ein anderer Teil erst, nach-

dem ± 200 mg oxidiert war.

Tabelle 7.

Bestimmung des N/C Verhältnisses für Nitrosomonas bei

verschiedenen Temperaturen.

Temperatur
in

0
C

Versuchs-
dauer in

Tagen

Oxidierter

Stickstoff

in mg

Gefundener

Kohlenstoff

in mg

N/C

Verhältnis

Durch-

schnittlich

116.0 3.23 36.2

22 46 118.2 3.45 34.3

34.9

135.6 3.81 35.6

112.7 3.38 33.3

109.1 3.08 35.4

101.1 3.09 32.8

27 30 33.3

115.6 3.44 31.7

106.2 3.20 32.2

110.0 3.03 33.6

98.2 3.15 31.2

32 21 112.1 3.43 32.7 32.3

96.3 2.92 32.9



261

Bei jüngeren Kulturen fand ich also kein N/C Verhältnis, das

günstiger ist als das der Versuche von Tabelle 7. Wohl aber fand

ich bei älteren Kulturen ein ungünstigeres Verhältnis.

Aus den gegebenen Tatsachen von Tabelle 8 und Tabelle 9

lässt sich berechnen, dass während der Zeit, dass 0—0.10%
N02

~ anwesend ist, das N/C Verhältnis 33.5 ist. Für 0—0.18%
NO

a
- und 0—0.31% N0

2
~ wird das Verhältnis bezw. 33.3 und

45.1. Daraus geht hervor dass während der Zeit, dass 0.18—0.31%
N0

2
— anwesend war, das N/C Verhältnis sehr ungünstig, nämlich

76.7 gewesen sein muss.

Das entstandene Nitrit hemmt also nicht nur die Atmung
(Meyerhof, 35), sondern auch schon in ziemlich schwachen Kon-

zentrationen in hohem Grade die Synthese.

§ 6. Das N/C Verhältnis bei Kulturen, denen Natriumazetat

hinzugefügt worden ist.

Schon in Kapitel I wurde auf das abweichende Verhalten der

Bakterien zu fettsauren Sälzen hingewiesen. Natriumazetat z.B.
hemmt nach Meyerhof (37) in einer Konzentration von 0.05 n

die Atmung von Nitrosomonas mit 12%. Eine Kultur, der diese

Konzentration beigefügt wird, hat aber schneller sein Ammoniak

verbraucht, als eine Kultur ohne diese Hinzufügung.
In einer Versuchsreihe mit Erlemeyem von 1 1 mit 200 cc

Kulturflüssigkeit war bei Anwesenheit von 0.05 n Natriumazetat

das beigefügte Ammoniak (3 cc 5% Ammoniumsulfat) schon

nach 18 Tagen geschwunden; in der Kontrollereihe erst nach
22 Tagen. Um dies zu erklären muss man annehmen, dass das

Azetat, obgleich es die Atmung hemmt, die Zunahme der Bak-

terien fördert.

Ist dieser Gedankengang richtig, so muss dies sich natürlich

im N/C Verhältnis zeigen. Die Versuchsreihe, welche zur Be-

Tabelle 8.

Bestimmung des N/C Verhältnisses in jungen und alten Kulturen.

Temperatur
in ° C

Oxidierter

N in mg

Gefundener

C in mg

N/C

Verhältnis

Durch-

schnittlich

Versuchs-

dauer in

lagen

61.2 1.82 33.6

28 65.0 2.06 31.6 33.5 20

66.1 1.87 35.3

185.6 4.02 46.2

28 45.1 45

195.4 4.45 43.9
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Stimmung dienen sollte, wurde, abgesehen von der Azetatbeifü-

gung, wie die Reihe aus dem vorigen § behandelt. Bevor ich zur

Kohlenstoffbestimmung überging, wurden die Kulturen während

15 Minuten in einer grossen Zentrifuge abzentrifugiert. Der

Inhalt von jeder der 6 Röhren war 50 cc. Dieses Abzentrifugieren

verläuft ausgezeichnet, weil die Bakterien in einer Kultur sich

um die festen Teilchen Magnesiumkarbonat anhäufen. Die abzen-

trifugierte Masse wird einige Male mit destilliertem Wasser ge-

waschen und jedesmal wieder zentrifugiert. Danach wird sie im

Corleiskolben auf die bekannte Weise mit verdünnter Schwefel-

säure behandelt, wobei die letzten Spuren Azetat schwinden.

Aus den erhaltenen Ergebnissen zeigt sich die Richtigkeit des

Gedankenganges; tatsächlich ist ein günstigeres N/C Verhältnis

gewonnen. (Tabelle 9). In Kapitel VII wird eine etwaige Erklä-

rung dafür besprochen werden.

§ 7. N/C Verhältnis bei herabgesetzter Sauerstoffspannung.

Im Jahre 1928 erschien von Meyerhof und Burk (38) eine

Abhandlung über die Stickstofffixation durch Azotobacter. Sie

fanden, dass bei niedriger Sauerstoffspannung, niedriger als die

maximum Spannung für die Atmung, das Verhältnis zwischen

dem festgelegten Stickstoff und dem verbrauchten Sauerstoff

günstiger sei als bei höherer Sauerstoffspannung. Es wurde dann

also verhältnismässig mehr Stickstoff festgelegt, die Stickstoff-

fixation nahm nicht so schnell ab mit der Sauerstoffspannung
als die Atmung. Man kann sich denken, dass hier gleichsam zwei

konkurierende Wasserstoffakzeptoren wirken, nämlich Sauerstoff

und Stickstoff, wobei bei der Abnahme des einen (Sauerstoffs),
der andere (Stickstoff) sich besser des Wasserstoffes bemäch-

tigen kann.

Tabelle 9.

Bestimmung des N/C Verhältnisses bei Nitrosomonas, in Kul-

turen, denen 0.05 n Natriumazetat beigefügt wurde.

Temperatur
Gefundener

oxidierter N

Gefundener

Kohlenstoff

Verhältnis

N/C

Durch-

schnittlich

Versuchs-

dauer in

Tagen

28° C 97.4 3.41 28.5

102.3 3.74 27.3

28.4 25

114.4 3.93 29.1

118.3 4.12 28.7
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Bei Nitrosomonas hat man auch zwei Akzeptoren für den

Wasserstoff, nämlich Sauerstoff und Kohlendioxyd. Man würde

hier also auch bei einer Sauerstoffspannung, die niedriger ist

als die wobei das Optimum der Atmung liegt, ein günstigeres

N/C Verhältnis erwarten können.

Das Atmungsoptimum liegt hier bei 10% Sauerstoff. Ich

wählte für einen Versuch 2% Sauerstoff, die Atmung ist dann

etwa 1/3 Teil des Optimalen. Anfangs glaubte ich, den Versuch

anstellen zu können, indem ich aus einer Bombe Stickstoff mit

2% Sauerstoff langsam durch die Kultur sprudeln liess. Dies

zeigte sich unausführbar. Nach einigen Tagen war dann alles

Ammoniak schon ausgetrieben. Darum wurde eine Versuchsan-

ordnung, wie sie schematisch angegeben wird in Figur 8, ge-

wählt.

Die Kulturkolben wurden auf eine Glasplatte unter eine

Glocke gestellt. Die Stanniolkappen wurden durchbohrt und mit

einem Aluminiumring verstärkt. Durch die Durchbohrung reichte

eine Glasröhre gerade bis an die Flüssigkeitsfläche in die Kolben

hinein. Stickstoff mit 2% Sauerstoff wurde nun sehr langsam
durch die Kolben geleitet. Das Ganze wurde die ersten Tage

nach der Impfung und nach der Beifüllung täglich einige Male

vorsichtig geschüttelt. Nach Ablauf des Versuches erwiesen sich

nur zwei Kolben nicht infektiert, diese wiesen aber sehr deutlich

das erwartete günstigere N/C Verhältnis auf, wie sich aus

Tabelle 10 ergibt.

Fig. 8.

Anordnung für die Kultur von Nitrosomonas unter herabgesetzter Sauer-

stoffspannung.
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§ 8. Zusammenfassung der bestimmten Werte der N/C Verhält-

nisse dieses Kapitels.

Aus Tabelle 11 ergibt sich, dass das N/C Verhältnis bei Nitro-

somonas günstiger ausfällt bei Hinzufügung von 0.05 n Natrium-

azetat oder bei Erniedrigung der SauerstoffSpannung; vielleicht

auch durch Temperaturerhöhung. In jungen Kulturen finden wir

günstigere Verhältnisse als in älteren.

KAPITEL VI.

Ein Kalorimeterversuch.

§ 1. Einleitung.

Wenn man die Reaktion NH
4
OH -j- 20

z —� HNO2 + 2H
2
0 -f-

77.87 Kal., welche die Ammoniakoxydation durch Nitrosomonas

angibt, betrachtet, und dabei bedenkt, dass sich aus den im

Kapitel II angestellten Kohlenstoffbestimmungen zeigt, dass in

Tabelle 10.

Bestimmung des N/C Verhältnisses für eine Nitrosomonas-

kultur bei herabgesetzter Sauerstoffspannung.

Tabelle 11.

Die in den verschiedenen Versuchen erhaltenen N/C Verhältnisse

Temperatur Oxidierter N
Gefundener

C

N/C

Verhältnis

Durch-

schnittlich

92.3 3.07 30.1

28° C 29.5

97.5 3.39 28.8

Temperatur
in 0 C

Umstände N/C Verhältnis

22 normal 34.9

27
M

33.3

32
»»

32.3

28 beigefügt 0.05 n

Natriumazetat

28.4

28 herabgesetzte
0 2 Spannung

29.5

28 ältere Kultur 76.7
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Hinsicht auf das Quantum oxydiertes Ammoniak, nur wenig

Kohlensäuregas reduziert wird, so gewinnt man den Eindruck,
dass diese Bakterien durch die grosse Menge frei werdender

Wärme, wohl ein besonders günstiges Objekt für kalorimetrische

Bestimmungen darstellen. Dennoch erschwert das langsame Wach-

sen dieser Bakterien die Wärmebestimmung.
Meyerhof (35) stellte einen Kalorimeterversuch mit dem Ni-

tratbildner an. Eine gut wirkende Kultur wurde in ein Dewar-

Gefäss gestellt, dessen Abkühlungswert durch Eichung genau
bekannt war. An einem empfindlichen Beckmann-Thermometer

wurde die durch die Kultur verursachte Temperaturerhöhung

abgelesen. Daraus ergibt sich dann die produzierte Wärme. Es

stellte sich heraus, dass die gefundene Wärmeproduktion ziemlich

genau mit der erwarteten übereinstimmte.

Durch glückliche Umstände konnte ich über die automatische

Mikro-kompensations-kalorimeter nach Algera verfügen.
Ich verrichtete damit eine Wärme-messung bei Nitrosomonas.

§ 2. Methode.

Die automatische Mikro-kompensations-kalorimeter wurde von

Algera (1, 2) gebaut und beschrieben. Für eine detaillierte Be-

schreibung kann deshalb auf ihn verwiesen werden.

Hier genügt eine kurze Beschreibung. Das von Prof. Zernike

angegebene Prinzip des Kalorimeters ist dieses, dass die entstan-

dene Wärme sofort durch eine gleich grosse Menge Kälte kom-

pensiert wird. Dazu befindet sich in dem Gefäss, in dem der

Wärme produzierende Organismus kultiviert wird, als Kältequelle

eine dünnwandige Kupferröhre, mit destilliertem Wasser. Wenn

durch dieses Wasser scharf getrocknete Luft gepumpt wird, so

ensteht eine Abkühlung, indem Wasser verdampft. Durch Eichung

mit einer bekannten Wärmequelle (einem Manganindraht von

bekanntem Widerstand, durch den ein bekannter Strom fliesst),
ist die Menge Kalorien, welche einem Pumpenschlag entspricht,

bekannt. Die zur Kompensation der von dem Organismus produ-

zierten Wärme nötige Anzahl Pumpenschläge ergibt dann also

durch Multiplikation die Anzahl produzierter Kalorien.

Das Kulturgefäss, dass Algera für Bestimmungen bei Asper-

gillus niger konstruierte, eignete sich nicht für Nitrosomonas.

Das zu konstruierende Gefäss musste einen ziemlich grossen

Inhalt haben, um eine Kultur enthalten zu können, bei der

Wärmemessung ausführbar sein würde. Ein zweites Erfordernis

war, dass das verwendete Material nicht angreifbar durch die

ziemlich alkalische Nährlösung sein dürfte. Letzteres schloss
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Kupfer schon aus. Darum wurde Kupfer auf verschiedene Weisen

behandelt, u.A. verzinnt und verchromt. Verchromtes Kupfer
schien verwendbar, es stellte sich aber heraus, dass es technisch

nicht möglich sei die Verchromung tadellos innerhalb des Kultur-

gefässes auszuführen. Als auch ein verplatiniertes Kupfergefäss
sich als untauglich erwies, entschloss ich mich endlich dazu das

Kulturgefäss innen mit einer dünnen Platinschicht zu bekleiden,
wie auch das in das Kulturgefäss hineinreichende kupferne Ver-

dampfungsgefäss. Letzteres wurde ausserdem zu einer bessern

Wärmeleitung mit vier platinblechernen Flügeln versehen.

Das Kulturgefäss wurde zu einer guten Wärmeisolation in

eine Dewar-Flasche gestellt; die Flasche steht wieder in einem

dickwandigen Kupferzylinder. Die Kompensation der Wärme

kommt nun wie folgt zustande. Von einer Reihe Thermoelemen-

ten ist die eine Lötstelle auf dem Kulturgefäss festgeklemmt. Die

andere steckt in einer Seitenröhre des eben genannten Kupfer-

zylinders. Da das Wasserbad, in das der ganze Apparat unterge-

taucht ist, mit Hilfe eines besonders empfindlichen Thermometers

auf einer bestimmten Temperatur (beim angestellten Versuch

27° C) gehalten wird, bleibt der Punkt in der Seitenröhre immer

auf derselben Temperatur. Sobald im Kulturgefäss einige Wärme

produziert wird, wird ein thermoelektrischer Strom entstehen.

Dieser Strom wird nach einem Spiegelgalvanometer geleitet. Ein

darauf gerichteter intermittierenderLichtbüschel fällt mit seinem

Rande gerade auf ein Schirmchen, das vor einer photoelektri-

schen Zelle aufgestellt ist. Ist der Galvanometer stromlos, so

fällt das Licht gerade nicht in die photoelektrische Zelle hinein.

Wird einige Wärme im Kulturgefäss produziert, so fällt der

Lichtbüschel ein wenig am Schirmchen vorbei in die Zelle hinein.

Der dann entstehende photoelektrische Strom wird mittels einiger
Elektronenröhren verstärkt und macht dann ein Relais um •

schlagen. Dadurch wird die Pumpe, welche die trockene Luft

durch das Verdampfungsgefäss presst, in Tätigkeit gesetzt. Die

Luft wird getrocknet, indem sie durch einige mit Phosphor -

pentoxyd gefüllten Röhren geleitet wird. Als Pumpe wurde dazu

eine Quecksilberpumpe gebraucht, die mit Hilfe von Ventilen so

konstruiert ist, dass die Luft sowohl beim hinauf- als beim

hinuntersteigen des Reservoirs, immer in derselben Richtung

gepresst wird. Die Anzahl der Pumpenschläge kann abgelesen

werden, indem bei jedem Schlage ein elektrischer Kontakt her-

gestellt wird wodurch die Schläge auf einem mit regelmässiger

Geschwindigkeit abrollenden Papierstreifen notiert werden.

Eine zweite im Bade aufgestellte Quecksilberpumpe pumpt
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während des Versuches mit sich gleichbleibender Geschwindig-

keit Luft durch die Kultur. Durch das Passieren von ein paar

Waschfläschchen mit Kulturflüssigkeit und einer im Bade auf-

gehängten Bleispirale ruft diese Luftströmung keine Temperatur-

schwankungen hervor. Durch ein Gasverteilungsrohr (33 c G

Katalogus Schott u. Gen, Jena) strömt die Luft in kleinen Blasen

durch die Kultur. Dadurch wird sowohl eine gute Aeration, als

eine gehörige Mischung der Kultur erhalten.

§ 3. Der Versuch.

Bei dem von Algera angestellten Versuch mit Aspergillus niger

wurde die Flüssigkeit im Kulturgefäss mit sehr wenig Material

beimpft. Zuerst war daher die Wärmeproduktion so ziemlich

nihil, wonach sie langsam anstieg und messbar wurde. Bei Nitro-

somonas konnte nicht in dieser Weise verfahren werden, da erst

nach langem Kultivieren und Erfrischen der Nährlösung eine

genügende Menge Bakterien entstehen könnte.

Darum wurden fünf gut wirkende Kulturen, welche alle etwa

130 mg Stickstoff oxydiert hatten, abzentrifugiert, nachdem ihre

Reinheit sich erwiesen hatte. Die abzentrifugierten Bakterien

wurden so oft wieder aufs neue in dem sterilen Filtrat einer

Nährlösung suspendiert, dass sich nur noch eine sehr schwache

Nitritreaktion verspüren liess. Die so erhaltene Suspension wurde

in zwei Teile von 250 cc verteilt; ein war für den Kalorimeter,
der andere für die Kontrolle bestimmt. Jeder Teil bekam 5 cc

Ammoniumsulfatlösung.
Die Schwierigkeit war nun, die Kultur in das Kulturgefäss

zu bringen ohne all zu grosse Temperaturschwankungen. Sie

wurde schliesslich so gelöst, dass die Kultur, nachdem sie im

Kolben eine Zeitlang ins Bad untergetaucht aufbewahrt war, mit

der Hand noch etwas erwärmt wurde. Dann wurde sie schnell

durch die Röhre, wodurch die Aerationsluft entwich, in den

Kalorimeter gegossen. Indem die Pumpgeschwindigkeit in der

ersten Zeit gross genommen wurde, wurde die ein wenig zu

hohe Temperatur ziemlich schnell, (im mitgeteilten Versuch in

± 2 Stunden) auf die richtige Temperatur gebracht und es

konnte mit der Messung angefangen werden. Die nächsten 3

Stunden wurden noch nicht mitgerechnet. Danach dauerte der

Versuch noch 12 Stunden.

Der Verbrauch des Ammoniaks wurde geprüft, indem aus der

Kontrollekultur, die im Bade hangen blieb, am Anfang des

Versuchs ein paar Proben genommen wurden und darin eine

Nitritbestimmung ausgeführt wurde. Nach beendetem Versuch
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wurde sowohl in der Kontrollekultur als in der Kultur im Kalori-

meter das entstandene Nitrit bestimmt. Weil nun der Nitritgehait
dieser zwei Kulturen gleich befunden wurde, war der Verbrauch

der Kultur aus dem Kalorimeter bekannt. Dieser betrug während

des Versuches 25.5 mg Ammoniak, was mit 21.0 mg Stickstoff

übereinstimmt. Zur Kompensation der dabei frei werdenden

Wärme waren, wie sich herausstellte, 58 Pumpenschläge nötig.
Durch Eichung des Kalorimeters mit einer Wärmequelle, die

± 10 kal stündlich produzierte, wurde für den kalorischen Wert

eines Pumpenschlages 2.08 kal. gefunden. Als bekannte Wärme-

quelle wurde ein Manganindraht genommen, dessen Widerstand

genau bestimmt war. Dieser wurde zur Isolation mit Ventilslauch

umgeben ins Kulturgefäss gebracht. Ein Akkustrom von be-

kannter Stärke wurde hindurch geleitet, eine einfache Berech-

nung gibt dann die produzierte Wärme je Zeiteinheit. Diese wird

mit der Anzahl Pumpenschlägen in der Wahrnehmungszeit ver-

glichen.
Die frei werdende Wärme betrug also 58 X 2.08 = 120.64 kal.

Ein Teil dieser Wärme stellt die Neutralisationswärme dar des

entstandenen HN0
2

mit dem Mg (OH) 2
der Nährlösung. Dessen

Betrag ist aber in der Literatur nicht bekannt. Da die Neutrali-

sationswärme von HN0
2

und Na OH nach Landolt-Börnstein

(31), 10,25 Kal ist, und die Neutralisationswärme der verschie-

denen Säuren mit NaOH nicht bedeutend von der mit Mg(OH) 2

abweicht, so darf man die von HN0
2

mit Mg(OH) 2
auch wohl

47
auf ± 10 Kal. ansetzen. Im Versuch entstand — X 21.0 = 70.5

14

mg HN0
2 .

Dessen Neutralisationswärme wird etwa — X 70.5
47

= 15.00 kal betragen.

Der Rest der gemessenen Wärme, 120.64
— 15 = 105.64 kal,

ist also die Wärme, die frei wird, wenn im Stoffwechsel von

Nitrosomonas 25.5 mg NH
3

verarbeitet wird.

Wir haben also zu untersuchen, ob dies mit der theoretisch

zu erwartenden Menge übereinstimmt. Nachstehendes ist ein

Versuch dazu. Ein Versuch, weil es schwer ist, alle vor sich

gehenden Prozesse zu übersehen und richtig einzuschätzen. Für

die Atmung von Nitrosomonas können wir folgende Reaktion

aufstellen: NH
4
OH + 20

2 -> HND
2 + 2H

2
D + 77.87 Kal (I).

87.81 0 28.91 2. 68.38

Von den Produkten der damit zusammengehenden Synthese
wissen wir wenig. Wir dürfen wohl annehmen, dass ihre Zusam-

mensetzung nicht sehr viel von derjenigen der Thiorhodaceae
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abweichen wird; Gaffron (13) nimmt dafür eine Zusammenset-

zung (C4
H

6
0

2)n an, womit auch van Niel (42) einverstanden
ist. Wir können für die Synthese dann eine Formel aufstellen:
3 NH

4
OH + 4 C0

2 -> C
4
H

6
0

2 + 3 H
2
0 — 264.33 Kal. (II)

3. 87.81 4. 96.96 95.01 3. 28.91 3. 63.38

Für den Bildungswert von C
4
H

6
0

2
ist hier der von Kroton-

säure (Verbrennungswert 498 Kal) genommen.
Aus den Versuchen von Kapitel V ist bekannt, dass, wenn

insgesamt 33.3 mg N (als NH
4OH) oxydiert wird, 1 mg C redu-

ziert wird.

3X14
In Reaktion (II) wird dan -

= 0.875 mg N verbraucht.

In Reaktion (I) also 33.3— 0.875 = 32.425 mg. Das Verhältnis

zwischen den verbrauchten Mengen in (I) und (II) ist also
32.425 : 0.875.

Im Versuch wurde insgesammt 21.0 mg N verbraucht, davon

also in Reaktion (I)
32.425 X 21.0 = 20.499 mg.

33.3

Nach der Formel wird daraus frei

20.449 X 77.87 = 113.74 kal.

14

In Reaktion (II) wird 21.0
— 20.449 = 0.551 mg N verbraucht.

Dabei wird nach der Formel aufgenommen:
0.551 X 264.33 = 3.47 kal.

3 X 14

Theoretisch muss also bei der Verarbeitung von 21 mg Am-

moniak N durch Nitrosomonas frei werden:

113.74
—

3.47
= 110.27 kal.

Obgleich die Übereinstimmung mit der gemessenen Wärme

(105.64 kal) nicht besonders gut ist, kann man dennoch wohl

annehmen, dass die theoretische Betrachtung nicht viel von der

Wirklichkeit abweichen wird, aber also auch dass die Ammoniak-

oxydation tatsächlich hier der einzige energieliefemde Prozess ist.

KAPITEL VII.

Schlussbetrachtungen.

Hueppe (23) nannte die Nitrifikation eine Chlorophylwirkung
ohne Chlorophyl. Das bei der Synthese frei werdende 0

2

würde das NH
3 zu Nitrit oxydieren; es würden Kohlenhydrate

gebildet werden.
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Winogradsky (56) zweifelte dies an, es war von einem Frei-

werden von 0
2

keine Rede, das aufgenommene 02
stimmte un-

gefähr mit der oxydierten Ammoniakmenge überein. Er stellte

sich vor, dass aus C0
2

und NH
3

ein Amid z.B. Harnstoff gebildet
würde. Dieser Harnstoff sollte dann durch die Bakterien weiter

verarbeitet werden, wie bei Heterotrophen, die von Harnstoff

leben.

Loew (32) lehnt die Meinung seiner Vorgänger ab und gibt

die modern anmutenden Formeln:

2 NH
3 + 2 0

2 -> 2 N0
2
H + 4 H

C0
2 | 4 H-> CH

2
0 + H

2
0

Der Wasserstoff eines Teiles des verbrauchten NH
3 sollte zur

Bildung von Formaldehyd aus C0
2

dienen. Das Formaldehyd

sollte nicht zu Kohlenhydrat kondensiert, sondern in einer

Eiweisssynthese aufgenommen werden.

Über den Mechanismus der Ammoniakoxydation ist wenig mit

Sicherheit bekannt. Bonazzi (6) weiss aus der Literatur, dass

H
2
0

2
in vitro NH

3 zu NO
a oxydieren kann und findet, dass

Nitrosomonaszellen Katalase-aktiv sind. Ohne Eisen wachsen die

Bakterien nicht. Er nimmt deshalb eine Eisenverbindung an,

die als Peroxyd dient. Gopala und Pandalai (17) finden aber,
dass die Oxydation in vitro von NH

3
und H

2
0

2
auch ohne

Anwesenheit von Eisen gut verläuft.

Kluyver und Donker (28) nehmen als Zwischenprodukte der

Nitritation Hydroxylamin und untersalpetrige Säure an und

fassen die Oxydation als eine Dehydrogenation auf, nach den

Formeln:
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Corbet (8) versuchte, diese Theorie zu beweisen. Er findet

tatsächlich in seinen Rohkulturen Hydroxylamin. In seiner Be-

sprechung dieser Veröffentlichung sagt Kluyver (27), dass wie

interessant dieser Fund auch ist, dies dennoch nicht viel besagt,

da mit Rohkulturen gearbeitet wurde.

Rao und Pandalai verhalten sich ablehnend zur Theorie

Bonazzis, weil H
2
0

2
sowohl NH

3 zu N0
2

wie zu N0
3 oxydiert,

auch ohne Hinzufügung von Eisen. Produkte wie Hydroxylamin
und untersalpetrige Säure können sie ebensowenig nachweisen

wie einen Verbrauch hinzugefügten Hydroxylamins.
Dennoch nehmen sie, nachdem sie finden, dass HCN die

Nitritation hemmt, an, dass hier ein katalytischer Prozess vor-

liegt, wobei das Enzym Eisen enthalten wird.

Aus der Konstatierung, dass Hinzufügen von Ferrosälzen die

Hemmung durch HCN nicht aufhebt, ergäbe sich, dass vorzugs-

weise das innere Eisen angegriffen würde.

An sich ist dies wohl möglich, ihre Versuche beweisen es aber

nicht, da natürlich komplexe Zyanverbindungen gebildet werden,

von denen sie selbst nachweisen, dass sie auch besonders stark

hemmend wirken.

Übrigens macht die Mitteilung; dass sie mit „very pure cul-

tures” arbeiteten, wohl Verunreinigung mit Heterotrophen wahr-

scheinlich.

Bei allen Untersuchungen nach Zwischenprodukten, wie diese

durch die Formeln von Kluyver und Donker angegeben werden,

hat man sich indessen wohl bewusst zu sein, dass die Tatsache,

dass es nicht gelingt, die erwarteten Produkte zu isolieren, oder

deren Verbrauch nachzuweisen, die Theorie nicht ausschliesst.

Man muss dann annehmen, dass die Zwischenprodukte nur

kurz existieren und also in sehr niedriger Konzentration an-

wesend sind. Dadurch kann das Abfangen unmöglich werden;
einen Verbrauch sieht man nicht, weil jede beigefügte Konzen-

tration zu hoch und dadurch schädlich sein kann.

Der Stoffwechsel von Nitrosomonas kann nun so aufgefasst

werden, dass die Energie der Ammoniakoxydation verbraucht

wird, um mit Hilfe des Wasserstoffs von Ammoniak das C0
2

zu reduzieren.

Die entstandenen Produkte können dann eine empirische Zu-

sammensetzung haben, die etwa der Formel C
4
H

6
0

2 entspricht

(Siehe Kapitel VI, § 3).
Die Ammoniakoxydation stellt die Atmung von Nitrosomonas

dar. Die Oxydation kann dann wie in der von Kluyver und

Donker angegebenen Weise vor sich gehen. Das Ferment könnte
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Eisen enthalten. Das in dem Verhältnis zwischen der Menge
Stickstoff, welche die oxidierte Ammoniakmenge enthielt und
dem in der gebildeten Menge Zellenmaterial festgelegten Kohlen-

stoff ausgedrückte Stoffwechselrendement wird in älteren Kul-

turen d.h. zugleich Kulturen mit einem höheren Nitritgehalt,

ungünstiger. Dies lässt sich wenigstens zum Teil erklären, wenn

man Einnimmt, dass bei einer höheren Nitritkonzentration, die

Erhaltungsenergie des schon gebildeten Materials grösser wird.

Ein grösserer Teil der verfügbaren Energie muss also dazu an-

gewendet werden.

Roelofsen (47) fand, dass auch die autotroph ernährten Thio-

rhodaceae einen organischen Reservestoff bildeten, der in Dunkel-

perioden unter Bildung von C0
2

und Säuren verbraucht wird.
Von vornherein ist bei Nitrosomonas die Bildung eines solchen

Stoffes und ein Verbrauch nach der Veratmung des verfügbaren
Ammoniaks nicht unwahrscheinlich. In einer ammoniakfreien
Kultur wurde jedoch in keinem einzigen Falle ein Sauerstoff-

verbrauch oder eine Kohlensäureproduktion konstatiert. Die

Existenz eines Reservestoffes zeigt sich also aus den Versuchen
nicht. Die organischen Stoffe, insoweit sie untersucht sind, sind

in Bezug auf ihren Effekt auf der Nitritation in drei Gruppen
zu verteilen.

Gruppe 1 enthält die meisten bis jetzt untersuchten Stoffe,

Gruppe 2 Nährstoff-Heyden und Bodenextrakte, Gruppe 3 die

fettsauren Sälze.

Was die Stoffe der 1. Gruppe betrifft, so zeigt sich, dass ihr

hemmender Einfluss immer mit einer Hemmung der Atmung
zusammengeht; dies kann auf einer Verdrängung des anorgani-
schen Atmungssubstrates durch die betreffenden organischen
Stoffe beruhen (Kingma Boltjes, 25).

Die günstige Wirkung der Stoffe von Gruppe 2 Nährstoff-

Heyden und auch Bodenextrakte (Kapitel III), bei Kulturen auf

Agar-boden, liesse sich nach Kingma Boltjes möglicherweise wie

folgt erklären: Der Aufbau des Zellenmaterials verläuft vom

Kohlendioxyd ab selbstverständlich über mancherlei einfache

Zwischenprodukte. Einige dieser Zwischenprodukte könnten Be-

standteilen, von Nährstoff-Heyden (Bodenextrakt) entsprechen.
Die Bestandteile könnten dann in den Stoffwechsel aufgenommen
werden. Dafür spricht ausserdem die Tatsache, dass Beifügung
von Nährstoff-Heyden bei einer Kultur die darin herrschende

Oxydations-Reduktions Potential beeinflusst und die Stoffe also

unter Einfluss der Bakterien chemische Änderungen erleiden.

In einer unbeimpften Kulturflüssigkeit tritt diese Änderung nicht
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auf. Aus diesem Grunde achtet Kingma Boltjes es nicht ausge-

schlossen, dass die notifizierenden Bakterien als chemomixotroph
betrachtet werden müssen.

Die Stoffe von Gruppe 3, die fettsauren Salze haben in be-

stimmten niedrigen Konzentrationen (für Natriumazetat 0.05 n)
die Eigenschaft, dass sie, wenn sie einer Kultur beigefügt werden,
deren Atmung ± 10% hemmen. Dennoch schwindet aus einer

Kultur, in der diese Stoffe von Anfang an, anwesend sind, das

Ammoniak schneller.

Das N/C Verhältnis einer solchen Kultur fällt günstiger aus.

Man muss also eine Förderung der Vermehrung der Bakterien

annehmen. Die Vermehrung der Anzahl der Zellen ist so stark,
dass die für jede gesonderte Zelle auftretende Atmungshem-

mung nicht nur gut gemacht wird, sondern sogar noch eine

Beschleunigung des Ammoniakverbrauchs die Folge ist.

Zunächst denkt man dann natürlich an eine Erklärung wie

bei Gruppe 2. Wäre dies aber der Fall, so würden die Fettsäuren

wohl einen sehr merkwürdigen Ausnahmefall bilden, wenn man

bedenkt, dass andere einfache organische Stoffe wie Glukose,

Glyzerin, Harnstoff und dergleichen in derselben Konzentration

die Nitritation schon sehr stark hemmen.

Eine andere Erklärungsmöglichkeit ist zu finden, wenn wir

folgendes erwägen.
Die Thiorhodaceae können ausser reduzierten S-Verbindungen

nach Müller (39) auch organische Stoffe wie Wasserstoffdona-

toren zu ihrer Synthese verwenden.

Aus Gaffrons Versuchen erfolgt, dass auch die Athiorhodaceae

dies tun (Van Niel, 42). Nun sind dies photosynthetisierende

Bakterien.

Vor kurzem wies Barker (4) nach, dass die methanbildenden

Bakterien die verfügbaren organischen Stoffe als Wasserstoffdona-

toren verwenden bei der Bildung von Methan aus Kohlensäure.

Man könnte sich nun also denken, dass die Fettsäuren auch

für Nitrosomonas einen geeigneten Wasserstoffdonator darstellen

in der Chemosynthese.
Es ist dann zu bemerken, dass dies nur für Kulturen gilt,

die über genügend Ammoniak verfügen und bei ziemlich nie-

drigen Konzentrationen des fettsauren Salzes (z.B. für Natrium-

azetat 0.05 n).
Ob tatsächlich eine Dehydrogenierung der Fettsäuren statt-

findet, soll auf Grund weiterer Versuche, wobei das entstandene

Zellmaterial und die verschwundene Fettsäure vergleichend be-

stimmt werden, entschieden werden.
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ZUSAMMENFASSUNG.

Kapitel II. Mit Hilfe von Reinkulturen wurde eine Unter-

suchung angestellt über den Stoffwechsel von Nitrosomonas euro-

paea Winogradsky. Als Kulturmedien wurden die minerale Nähr-

lösung nach Winogradsky und Nährstoff-Heyden-agar nach King-

ma Boltjes verwendet.

Kapitel III. Es stellte sich heraus, das Bodenextrakte, beson-

ders humusreiche Gartenerde ebenso wie Nährstoff-Heyden, die

Entwicklung auf Agamährboden förderten.

Kapitel IV. Bei Nitrosomonas wurden keine anderen sauer-

stoffverbrauchenden Prozesse gefunden als die Oxydation von

Ammoniak zu Nitrit.

Kapitel V. Das Gewichtsverhältnis zwischen dem Stickstoff,
der die oxydierte Menge Ammoniak enthielt, und dem in den

gebildeten Bakterien festgelegten Kohlenstoff wurde bestimmt

als 33.3 :1.

Dieses N/C Verhältnis war ungünstiger in alten, also mehr

Nitrit enthaltenden Kulturen (Tabelle 8).

Hinzufügung einer niedrigen Konzentration (0.05 n) Natrium-

azetat und Herabsetzung der Sauerstoffspannung machten dieses

Verhältnis günstiger (Tabelle 11).

Kapitel VI. Ein Kalorimeterversuch, bei dem die beim Stoff-

wechsel frei werdende Wärme gemessen wurde, zeigte, dass

neben der Ammoniakoxydation keine bedeutenden energieliefern-
den Prozesse auftreten können.

Diese Untersuchung wurde ausgeführt im Laboratorium für

Pflanzenphysiologie der Reichs-Universität Groningen.
Dem Direktor dieses Instituts, Herrn Prof. Dr. W. H. Arisz,

bin ich für seine Hilfe und Leitung grossen Dank schuldig.

Neben ihm bin ich Herrn Prof. Dr. A. J. Kluyver in Delft,
Herrn Prof. Dr. C. B. van Niel in Carmel (Kalifornien) und

Herrn Dr. T. Y. Kingma Boltjes in Amsterdam dankbar für die

Art und Weise, wie sie mir mit Rat und Tat beistanden.

Groningen, April 1937.
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