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teig ist das Gewichtsmischungsverhiltnis Kalkteig zu Zu-
schlag 1:1,6. Unter Benutzung der spezifischen Gewichte von
1,3 fiir Kalkteig, 1,6 fiir Quarzsand, 1,0 fiir Ziegelmehl und 1,6
fiir den lockeren vulkanisclien Gesteinssaund ergibt sich das
Mischungsverbaltnis fiir den U. P. in Raumteilen zu rd.

1:1,5.

Es werden Rawmnteile augegehben, da in der Praxis nie-
mals nach Gewichtsteilen gemischt wurde. Dieses Mischungs-
verhiltnis ist also fetter als die von Biehl gegebenen Mauer-
mortel der Hadriansburg und des Forums zu Rom (1:2,6 bzw.
1:2,7), aber erinnert an die Ergebnisse des gleichen Forschers
bei Mauermorteln der Saalburg. Die Korngréflenverteilung
des Zuschlages vom U. P. ist der ausgezogenen Kurve der
Abb. 1 zu entnehmen. Fiir den O. P. ergibt sich bei gleicher
Berechnung und unter Benutzung des spezifischen Gewichtes
vou 1,6 fiir den lockeren Calcitzuschlag das Mischungsver-
haltnis in Rawmteilen zu rd.

1:1.

. Die KorngroBenverteilung des Calcitzuschlages gibt die
gestrichelte Kurve der Abb. 1.

Dem Z. P. ist das gleiche Mischungsverhiltuis wie dem
O. P. zuzuordnen, nur daB der Calcitzuschlag feiner im Korn ist.

Es handelt sich hier also um ausgesprochen fette Putze,
dic mit einem hochwertigen Weilkalk angemacht sind. Wali-
rend es heute zur Gewohuheit geworden ist, die Zuschlags-
kérnung in den einzelnen Lagen von der Wand bis zur Mal-
schicht kontinuierlich feiner werden zu lassen, war im Gegen-
teil dazu die Reihenfolge im alten Rom: Mittel (U.P.) —
—Fein (Z.P.) — Grob {(O.P.) — Fein {Malschicht). Auch
verdienen die Marmorsandputze, ihrer grollen Hirte und Rif3-
freiheit wegen, gré8eres Interesse von seiten der modernen
Wandmalerei.

Fiir die Moglichkeit, am Polarisationsmikroskop und
Integrationstisch die Messungen auszufithren, bin ich dem
Direktor des Mineralogischen Instituts der T. H. Berlin, Prof.
Dr. W. Schmidt, zu bestem Dank verpflichtet.

Prof. M. Kutschmann, dem Direktor der Staatlichen
Hochschule fiir die bildenden XKiinste, Berlin, danke icli fiir
sein stetes Interesse an dieser Untersuchung und fiir die Be-

reitstellung der erforderlichen Mittel.

Eingeg, 21, August 1939. [A. 7G.
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Die Assimilation atmosphiirischen Stidkstoffs durch Bodenbakterien

Von Dyv. RUDOLF HUTTEL, Chem.

Weun man die Wege iiberblickt, auf denen der Stickstoff
im Stoffwechselgeschiehen der belebten Natur auf- und
abgebaut wird, so kann man diese zu einem Kreislauf orduen,
dessen wichtigste Angelpunkte das Eiweil einerseits, Salpeter-
saure, salpetrige Sdure und Ammoniak anderseits sind. Hinzu
kommt als wichtige Erginzung die Vermehrung des Cesauit-
vorrats der Natur an gebundenem, allgemein verwertbarem
Stickstoff durch Assimilation des miolekularen Stickstoffs der
Luft. Zu dieser Leistung sind nach dem heutigen Stand
unserer Kenutnisse nur einige wenige Mikroorganismen be-
fahigt. Von ihnen sind drei Arten genauer untersucht worden.
Die eine, Azotobacter chroococciun, lebt aerob frei im Boden.
Die andere, Clostridium pasteurianumi, lebt ebenfalls frei, ist
aber anaerob und erzeugt ihre ILebensenergie im wesentlichen
durch Buttersiuregiarung. Da der Chemismus dieses Bak-
teriums noch wenig untersucht ist, wird es im folgenden uns
nicht mehr beschiaftigen. Die dritte stickstoffbindende Bak-
terienart sind die bekannten Xnollchenbakterien, deren
zahlreiche, morphologisch nichit oder nur sehr schwer zu unter-
scheidende Rassen unter dem Namen Bacterium radicicola (in
der angelsichsischen Literatur Rhizobium) zusammengefalt
sind. Sie leben it Leguminosen in Symbiose und bilden an
deren Wurzeln v6llig mit Bakterien angefiillte Knollclien.

Anch bei Nichtleguniincsen, z. B. an den Wurzeln von Alnus
und Elaeagnus und auf den Bldttern einiger tropischer Rubiacaeen
kommen solche Knollchen vor, fiir die von einigen Beobachtern
Stickstoffixation nachgewiesen wurde. Die in ihuen lebenden
Mikroorganisnien sind noch wenig charakterisiert, ebenso wie auch
iiber das Stickstoffbindungsvermdgen einiger niederer Pilze noch
keine vollige Klarheit herrscht.

Die Bedeutung der Stickstoffsamunler fiir die Landwirtschaft
soll durch einige Zahlen pgekennzeichnet werden. Am leichtesten
und einwandfreiesten 148t sich der Stickstoffzuwachs bei den sym-
biontischen ITeguminosenbakterien messen. Xultiviert man eine
Leguminose anf einem Felde 1, auf dem vorher eine andere Pilanze
gewachsen war, so bleibt ihre Entwickluug hinter der auf eimem
Vergleichsfelde 2, auf dem schon bisher die gleiche Hiilsenfrucht
kultiviert worden war, zuriick. Dies riihrt davon her, dafl im Boden
des Feldes 2 hereits die spezifischen Knéllchenbakterien, die die
Ieguminose braucht, vorhanden sind, wihrend das Feld 1 anfinglich
davon praktisch frei ist. Bei sonst gleichen dulleren Bedingungen
gibt die Differenz der beiden FErtrige alse ein Mal fir das Wirken
der Bakterien. Das Ergebnis solcher Versuclie bringt Tabelle 11).

Tabelle 1.
Kilogratun Stickstoff je Jahr und Hekiar in oher- und unterirlischer Pflanzenmasse
1. Serradella nach Berradelln . ... ..o i 216,9 kg
Serradella nach Senf ........ .o . 518 kg
Stickstoffgewinm der Bakterien ... . .. oo 165,1 kg
2. Lupinen nach Serradelln .......... . . ittt 225,9 kg
T.upinen nach Erbsen .......... 75,3 kg
Stickstofigewinn der Bakterien 150,6 kg

1) Schneidewind: Die Ernihrung der lanvdwirtachaltlichen Nutzpflanzen, 6. Aufl,, Berlin 19268+
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Versuch 2 zeigt aullerdem, daB die ,,Serradellarasse’ der
Knollchenbakterien vertretbar ist durch die ,,Lupinenrasse‘’.

Auch bei Impfversuchen hat man mit Kudllchenbakterien,
nicht aber - anscheinend niit den frei lebenden Stickstoffsammlern,
Erfolge gehabt, besonders bei Fruchtwechsel und auf jungfriaulichen

Béden., Auf einem frisch kultivierten Hochmoorboden wurden
geerntet?):
Taubelle 2,
Frischsubstanz je Hektar
Ohne ImMpfung . ... oot i i i 1475 ke
Nach Impfung mit dem Impfpriparat ,,Azotogen™ ....... 17900 ky
Nach Impfung mit Impforde ..................it. 12100 k.

Die chemische Bearbeitung des wissenschaftlich und wirt-
schaftlich gleich wichtigen Problems der Stickstoffixation hat
im Gegensatz zur biologischen und agrikulturchemischen erst
verhaltnismaBig spit zu einwandfreien Ergebnissen gefiihrt.
Die Schwierigkeiten der Aufgabe sind auflerordentlich groB,
nicht nur infolge der innerhalb der Versuchszeiten minimnalen
Stoffumséitze, sondern vor allem, weil die Stickstoffbindung
einen Vorgang darstellt, der mit euergieliefernden Prozessen
eng gekoppelt und an die intakte Zelle gebunden ist.

Mit Hilfe der Warburg-Technik kamen Meyerhof u. Burk®)
1928 zu den ersten genauen und reproduzierbaren Erkennt-
nissen ilber die Kinetik von Atmung, Stickstoffbindung und
Wachstum bei Azotobacter, Auffallend ist besonders die
grole Atmungsintensitit. Als deren Mafl hat man die
Atmungsgrofle Qo, eingefiihrt, die den stiindlichen Sauerstoff-
verbrauch der Zelle pro mg Trockengewicht in 3 angibt.
Sie kann bei jungen, 1 bis 2 Tage alten Azotobacterkulturen
bis zu 2000 betragen, wihrend die betreffenden Zallen fiir
Essigsdurebakterien 200, fiir Milchsdurebakterien 20 sind. Mit
zunehmendem Alter aber sinkt die Atmungsgrolle rasch ab
und betrigt nach 5 Tagen nur nocli 550. Wachstum und
Stickstoffhindung gelien unter allen untersuchten Bedingungen
parallel. Dies bedeutet, daf in der Azotobacterzelle der fixierte
Stickstoff unmittelbar zum’ Aufban der Leibessubstanz ver-
wendet wird. Eine zweite merkwiirdige Erscheinung findet
nman in der Abhingigkeit der Azotobacteratmung voui Sauer-
stoffdruck der Atmosphire, wis bisher bei streng aeroben
Bakterien noch nicht beobachtet worden ist. Das Maxinum
des Sauerstoffverbrauchs liegt hei 15—20°/,0, und sinkt nach
beiden Seiten stark ab. Mit abnehmenden. Sauerstoffdruck
fallt die Atmung umso starker ab, je hoher der Qg,-Wert der
Kultur ist. Man kann dies am besten mit der Annahme er-
klaren, daB das Atmungsferinent je nach der absoluten Grotle
der Atmung bei niederemn Sauerstoffdruck mehr oder weniger
ungesattigt an Sauerstoff ist. Die Sauerstoffkonzentration hat
auch Einflull auf die Stickstoffixation derart, dall das Maximum
2) v, Feilitzen, Z. Bakteriologie IT, 29, 108 [1911].

%) 7. plysik. Chew. Abt. A 189, 117 [1928]; Meyerhof u. Schulz, Biochenr. 7. 250, 35 [LU#4];
Burk, J. physic. Chen. 34, 1174, 1195 [1930].
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der Bindungsgeschwindigkeit bei 4—5°/, 0, liegt. Das Verhaltnis
Mol N, fixjert
Mol O, veratmet
konzentrationen immer grofler, da die Fixation viel weniger
stark absinkt als die Atmung. Die Energieausbeute der Oxy-
dation steigt daher mit abnebmendem Sauerstoffdruck. Bio-
logisch mufl man diese Erscheinung als Anpassung an die
Verhaltnisse in den tieferen Bodenschichten deuten, wo der
Sauverstoffdruck weit niedriger ist als in der Atinosphire. Die
Hemmung der Atmung bei hohen Sauerstoffdrucken ist re-
versibel, und es scheint sich dabei um eine Konkurrenzreaktion
an aktiven Oberflichen, also um eine Verdriangungshemmung
zu handeln®). Wenn man den EinfluBl des Stickstoffdrucks
auf die Fixation messend verfolgen will, und von 0 beginnend
zu immer hoheren Stickstoffkonzentrationen aufsteigt, so
findet man, daf3 die Fixation bei etwa 5°/,N, einsetzt und bei
209, denselben Wert erreicht wie in Luft.

Im Hinblick auf die Mineralstoffdiingung des Bodens ist ferner
die Beobachtung von Endres interessant, dafl das Atmungssystem
des Azotobacters aullerordentlich Ca-empfindlich, d. h. Ca-bediirftig
ist. Zugleich besteht ein Antagonismus zwischen dem Alkali- und
Erdalkaliionen. Es ist der Wirkungsgrad der aktiven Zelloberfliche
oder das Permeabilititsoptimum der Zellgrenzschichten an eine
dquilibrierte Salzlosung gebunden, in der die vorhandenen Alkali-
ionen durch Calciumionen ,,entgiftet’’ werden.

Es ist eine lange bekannte Tatsache, dafl der Azotobacter
die N,-Fixation vollig einstellt, wenn ihm gebundener Stick-
stoff {(Ammoniumsalze, Nitrate, Nitrite, Harnstoff, Asparagin
usw.) in ausreichender Menge im Substrat geboten wird. Durch
Vergleich der Assimilation molekularen Stickstoffs einerseits
und gebundenen anderseits unter verschiedenen Bedingungen
kam Burk®) zu weiteren Aussagen iiber die von ihm — weil
ihre Wirksamkeit an das Wachstum gebunden ist — ,,Phyo-
enzyme' genannten Aktivatorender Stickstoffbindung.
Burk, Lineweaver u. Horner®) fanden fiir beide Assimilations-
prozesse verschiedene pjy-Abhangigkeit. Die Fixation verlauft
maximal bei pu 7,8 und wird durch pg 6,0 bereits vollig unter-
bunden. Die Assimilation gebundenen Stickstoffs hat zwar
das gleiche Maxinium, sinkt aber bei kleinerem pu asymptotisch
ab und ist noch bei pg 5,0 mefbar. Calcium ist nach Burk
. Linewearer’) nur dann fiir Azotobacter eite unbedingte
Notwendigkeit, wenn er auf die Bindung elementaren Stick-
stoffs angewiesen ist, wobei es nur durch Strontium ersetzbar
ist. Die Hemmung, die Oxalat oder Fluorid auf das Waclis-
tum ausiiben, beruht auf der Ausfallung dieser Erdalkalien
und betrifft also ebenfalls nur die Assimilation freien Stick-
stoffs, wahrend diejenige gebundenen Stickstoffs wenig oder
nur kurz gehemmt wird. 1930 entdeckte Boriels®), dall geringe
Mengen Molybdidnsalze das Wachstum des Azotobacter
stimulieren. Nach Burk?%) liegt auch hier wieder eine spezifische
Katalyse der N,-Fixation vor, wihrend das Wachstum in ge-
bundenemn Stickstoff (mit einer Ausnahme, namlich wenn
Amid-N vorliegt® 19) kaum beeinfluit wird. Die notigen
Molybdanmengen sind adullerst gering; etwa 100 Teile auf eine
Trillion bewirken die héchstmogliche Wachstumssteigerung
um 2509%,. Alle diese Verschiedenheiten in der BeeinfluBbarkeit
der N,-Fixation einerseits und der Assimilation gebundenen
Stickstoffs anderseits machen es wahrscheinlich, daB beide
Reaktionen iiber zum mindesten teilweise verschiedene Enzym-
systeme verlaufen. Aus der Summe dieser komplizierten Zu-
sammenhange (und ihrer Temperaturfunktionen) versuchte
Buvk5) den Primidrakt der Stickstoffbindung, die Vereinigung
von N, mit einem ,, Nitrogenase' genannten Enzym zu einer
dissozijerbaren Additionsverbindung, niaher zu prézisieren.

Endves u. Kaufmann') haben in einer Arbeit die Nitrit-
und Nitratassimilation des Azotobacter studiert, da sich
auf diese Weise die Moglichkeit bot, den Stickstoffumsatz
quantitativ zu verfolgen und in Beziehung zu Wachstum und
Atmung der Bakterien zu setzen. Derartige Vergleiche sind bei
Anwendung von molekularem Stickstoff als N-Substrat nicht
méglich, da die stiindlich von den Bakterien gebundene Menge

aber wird bei noch kleineren Sauerstoff-

) Endres, Liebige Ann. Chem. 512, 54 [1934].

%)} Brgebn. Enzyudomchung 3. 23 [1934].

%) J. Bacteriol. 27, 325 [1934].

“+ Arch. Mikrobiol. 8, 155 [1931].

%) ¥benda 1, 333 [1930]).

"y Burk u. Horner, Trans. 3rd Int. Congr. Soil Science 1, 152 [1035].

"y Hieraus wird der SchluB gezogen, daB irgendein Amid Zwischenprodukt der Stickstoff-
Liudung sei.

Uy Liebigs Ann. Chem. 535, 1 [1938].
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Luftstickstoff infolge ihrer Kleinheit nicht meBbar ist. Endres
u. Kaufmann finden mit Hilfe eigens ausgearbeiteter Mikro-
methoden einen parallelen Gang fiir Atmung und N-Verbrauch
Mol N assimiliert
Mol O, veratmet’
fiir NOg—N als auch fiir NO,—N etwa 0,07 betriagt. Fiir das
Wachstum ist Nitrat die bessere Stickstoffquelle insofern, als
1 mg Zelltrockengewicht zu seiner Bildung 0,25 mg NO,—N, aber
nur 0,14 mg NO,—N benétigt. Diese verhaltsnismaBig hohen
verbrauchten Stickstoffmengen weisen darauf hin, daB ein
Teil in Form von Ablagerungsprodukten liegen bleibt und nicht
zur Synthese von Zellsubstanz verwendet wird. Wichtig ist
der Befund, daB wihrend der Nitratreduktion im Substrat
Nitrit nachzuweisen ist. Seltsamerweise ist die Menge dieses
Zwischenprodukts (es verschwindet wieder, wenn alles Nitrat
verbraucht ist) von der Art des Substrats abhingig. In Lactat-
kulturen betragt der Nitritspiegel 10—14 ¥y NO,—N pro 10 cm?,
in Glucosekulturen gewohnlich nur 2—3 y. Wahrscheinlich
hingen diese Unterschiede mit der Notwendigkeit zusammen,
daB die Zelle aus ihrem Nihrmedium spezifische Acceptoren
bilden muB, die die Aufgabe haben, die Zwischenprodukte der
Assimilation zu binden und abzufangen.

Die thermodynamischen Diskussionen des Fixationsproblems® 12\
haben wenig weiter gefiihrt, sie kranken vor allem an der Unkenntnis
des Reaktionsmechanismus. Der seit lingerem bestehenden und
auch neuerdings immer wieder gedulerten Meinung, dal Ammoniak
ein primires Zwischenprodukt der Stickstoffbindung seil?), konnten
die experimentellen Grundlagen entzogen werden'), und dadurch
verloren auch die thermodynamischen Uberlegungen, die auf dieser
Annahme beruhten, viel von ithrem Wert.

1934 konnte nun FEndres'®) einen wesentlichen Einblick
in den Mechanismus der Stickstoffbindung gewinnen. Es
gelang ihm, in Azotobacterkulturen die Anwesenheit von
Oximgruppen nachzuweisen und nach der Verseifung des
Oxims durch Schwefelsdure das entstandene Hydroxylamin
einwandfrei zu identifizieren. Im Gegensatz zu experimentell
nicht belegten Angaben von Blowm!®) findet Endres kein freies
Hydroxylamin, sondern nur gebundenes in Form von ,,Oxim’".
Burk u. Horner'') bezweifelten die Endressche Annahme und
glaubten, daB das gefundene Hydroxylamin ein Abbauprodukt
des Zellstoffwechsels sei. Da aber die Entstehung des Oxims
ausbleibt, wenn man Azotobacter in Argon-Sauerstoff-Ge-
mischen unter Ausschlufl von Stickstoff hilt, so ist dieser
Einwand widerlegt!8). Der Oximgehalt ist abhingig vom Sub-
strat, er betragt in Lactat bis zu 14-10-% Mol/l, in Glucose
héchstens 3:10-8 Mol/l.  In 3 Tage alten ILactatkulturen
sind etwa 109, des insgesamt fixierten Stickstoffs als Oxim
in der Néhrlosung vorhanden. Nitrit wurde nicht gefunden.
Das Ozim ist ein Nebenprodukt, welches nicht oder nur sehr
langsam weiterverarbeitet wird. Nur diesem Umstand ist es
zu verdanken, daB es sich in analytisch erfaflbarer Menge an-
reichert. Es ist also wahrscheinlich kein Zwischenprodukt,
sondern es gibt lediglich fiir den Mechanisnius der N,-Fixation
einen Fingerzeig, der in dem Auftreten dieser biologisch un-
gewohnlichen Oxydationsstufe des Stickstoffs begriindet ist.

Auch in Nitrit- und Nitratkulturen ist Oxim nachweisbar,
u. zw. in etwa der gleichen Menge, als wenn die Bakterien auf
molekularen Stickstoff angewiesen sind. In diesem Fall ent-
steht das Oxim natiirlich auch bei Ausschlu3 von elementarem
Stickstoff mittels Argon-Sauerstoff.

Da freies Hydroxylamin, das — wie schon erwahnt — bei
Azotobacter nicht nachzuweisen ist, d. h.in einer Konzentration,
die groBer ist als 5-10-7 Mol/l, in den Kulturlgsungen nicht
vorhanden sein kann, und diese Verbindung zudem ein starkes
Zellgift darstellt, welches in spezifischer Weise die Enzyme der
N,-Fixation hemmt, glaubt Endres, dal} der Weg des moleku-
laren Stickstoffs zur Aminosiure folgendermafllen verlduft:

NO;' > NG,

geniessen durch den Quotienten der sowohl

- C=NOH—» C=NH— CH—NH,.
N

%y Burk, J. gen, Physiol. 10, 559 [1927]; Buchanan u. Fulmer, Physiology and Bio-
chemistry of Bacteria, 1928--1930; Wilson u. Peterson,Chem. Reviews 8, 469 [1931]:
Fulmer, Ergebn. Enzymforschung 1, 18 [1932].

18) Kostytschew, Ryskaltschuk u. Schucezowa, Hoppe-Seyler's Z. phyiol. Chem. 154, 1 [1926];
Hostytschew u. Sckeloumow, ehenda 108, 105 [1U31); Winogradsky, 0. R. hebd. S8éances
Acad. Bei. 180, 661 (1930]; Ann, Inst. Pasteur 48, 269 [1932]; Z. Bakteriologie L1 97, 399
[1937].

1y Burk u. Horner, Trans, 3rd Int. Congr. Suil 8ci. 1, 148 [1035]; Soil Sei, 41, 81 [19368].

15) Naturwiss, 22, 662 [1934].

') Z. Bakteriologie II 84, 60 [1931].

7y Natorwiss. 23, 259 [1935].

%) Endres, Liebigs Ann, Chem. 518, 109 (19351
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Charakteristisch an dieser Formulierung ist, dall wahrend der
Stickstoffbindung kein freies Hydroxylamin auftritt, sondern
daB sich die > CNOH-Gruppierung direkt wihrend der Reduk-
tionsvorgange ausbildet.

Ob die Knollchenbakterien allein — also ohne ihre Wirts-
pflanze -— Stickstoff fixieren konnen, war eine lange umstrittene
Prage, die aber nach dem heutigen Stande unserer Kenntnisse zu
verneinen ist®2%). Anderseits wurde die Fihigkeit vor allem keimen-
der Leguminosenpflanzen zur Stickstoffbindung auch unter sterilen
Bedingungen noch in allerjiingster Zeit behauptet®); doch ist auch
diese Moglichkeit heute sehr unwahrscheinlich geworden?**%),
Men muf also, um bei Rhizobium die Fixation messend verfolgen
zu konnen, das ganze System Pflanze + Bakterien studieren, wozu
erst gewisse experimentelle Schwierigkeiten iiberwunden werden
muften.

An mit Rhizobium geimpftem Rotklee erhielt
Wilson folgende FErgebnisse: Der Stickstoffdruck beein-
fluBt die N,-Aufnahme nur bei Werten unter 0,1 at, es liegen
also etwa dieselben Verhailtnisse wie bei Azotobacter vor®).
Die Fixation in Abhangigkeit vom Sauerstoffdruck- zeigt ein
ziemlich breites Maximum bei 0,05—0,4 at und sinkt nach
beiden Seiten schnell ab, u. zw. sowohl fiir elementaren als auch
fiir gebundenen Stickstoff als Substrat®). Aus dieser letzteren
Tatsache kann man schlieBen, dal} der
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kann ihren Aminostickstoff auf z-Ketosduren {ibertragen und
nimmt deshalb wahrscheinlich eine zentrale Stellung in der
EiweiBlsynthese ein®%). Bemerkenswert ist noch, daB Nicht-
leguminosen in Gemeinschaftskultur mit geimpften Hiilsen-
friichtlern auch auf stickstofffreien Nahrbéden gedeihen, d. h.
also, die von letzteren ausgeschiedenen Stickstoffverbindungen
offensichtlich zur Zellsynthese verwenden kénnen.

Nachdem Endres in Azotobacterkulturen Oximstickstoff
entdeckt hatte, erhoben Virtanen u. Laine31:32) 1936 fiir die
Symbiontenkulturen den gleichen Befund. Wegen der hier
héheren Stoffumsétze gelang es ihnen, dieses Oxim zu isolieren,
nachdem sie das Kulturmedium Sand durch die leichter extra-
hierbare Cellulose ersetzt hatten. Es erwies sich als Oxal-
essigsdureoxim??). Aullerdem wurden geringe Mengen Nitrit
nachgewiesen, das durch Zersetzung des wenig bestindigen
Oxims entsteht, 1In ilteren Kulturen, wo die N,-Bindung
aufgehort hat, ist kein Oxim nachzuweisen, in jiingeren betragt
die Summe von Oxim-N und Nitrit-N meist 1-—29, des total
ausgeschiedenen Stickstoffs.

Diese Experimentalbefunde verband Virtanen zu einer
Theorie der Stickstofibindung bei Symbionten, die
in folgendem Schema aunsgedriickt ist:

N,— ?-» NH,OH NOH NH, NH, -
Sauerstoff keine direkte Beziebung znr Hydroxylamim l a ' _l
Stickstoffbindung besitzt, sondern nur g, HOOC-00-CH,-0OOH: +H§£¥$E&25 - H?ﬁfﬂgﬁéﬁgm# '(VH’Q%S'&?OH
eine indirekte, wohl durch’Beeinflussung Oxalessigsiure 3 b
des Kohlenhydratstoffwechsels.  Merk- [itrit]
wiirdigerweise werden die Knélichenbakterien in ihrer Der atmosphérische Stickstoff soll demnach iiber noch un-

N-Assimilation auch durch molekularen Wasserstoff gehemmt,
1. zw. nur, wenn sie auf elementaren Stickstoff angewiesen
sind, nicht aber, wenn dieser ihnen in gebundener Form zur
Verfiigung steht?%:2%). Dieses Verhalten ist ohne Analogie
bei Azotobacter.

Virtanen?%??) gelang es in den letzten Jahren, das Problem
der Stickstoffbindung der Symbionten einer iiberraschend
weitgehenden Klirung zuzufiihren. Er fand, dal Erbsen, die
mit Bacterium radicicola geimpft worden waren und auf Sand-
kulturen gezogen wurden, stickstoffhaltige Stoffe in das Medium
ausschieden?®). Bis zu 809%, des total fixierten Stickstoffs
konnten bei jungen Kulturen aus dem Sand extrahiert werden.
Bei der Aufarbeitung zeigte sich, daB fast der gesamte Stick-
stoff als I-Asparaginsaure und 8-Alanin vorliegt?®?); letzteres
entsteht aus der Asparaginsiure durch die decarboxylierende
Wirkung der Knéllchenbakterien3?), so daBl also im Laufe der
Vegetationsperiode der Prozentgehalt an Asparaginsiure all-
mahlich abnimmt zugunsten des B-Alanins. Weiter hat Virtanen
festgestellt, daB Asparaginsaure fiir im iibrigen stickstofffrei
und steril gehaltene Leguminosen eine ausgezeichnete Stick-
stoffquelle darstellt. Da nun der Gesamtstickstoffgehalt des
Sandes der geimpften Erbsenkulturen zuerst zu-, dann aber
abnimmt, so liegt der Schlufl nahe, daB die Knéllchen den
zundchst im UberschuB gebundenen Stickstoff ausscheiden,
den die Wurzeln dann spiter, wenn die fixierende Fihigkeit

der Bakterien nachgelassen hat, wieder aufnehmen. Diese
Verhaltnisse werden durch Tabelle 3 belegt??).
Tabelle 3.
Im Wasserextrakt
Alter .
in Tagen Vegetationszustand mg N % des
Asparaginsdure-N
im Extrakt
24 vor dem Blihen............... 28,8 63,2
33 bei Blihbeginn ............... 118,3 51,7
43 in voller Blitte ................ 56,1 47,0
58 Schoten entwickelt............. 33,1 35,7

Die Asparaginsiure scheint in den Leguminosen dieselbe Rolle
zu spielen wie die Glutaminsdure in tierischen Geweben. Sie

'n Wilson, Hopkins u. Fred, Arch. Mikrobiol. 3, 322 [1932]; Wilton, Bot. Rev, 3, 365 [1937].

) Wihon Ergebn. Enzym.forschnng 8, 13 [1939]

) Vita, ebendsa. 8, 209 [1937).

) Smyth u. Wilson, Biochem. Z. 282, 1 [1935];
83 [1927].

) J. Amer, chem. Soc. 58, 1256 [1936].

M) Wilson u. Fred, Proc. Nat, Acad. Bei. U.8. A. 23, 503 [1937].

3%y Wilson u. Umbrelt Arch. Mikrobiol. 8, 440 [1937]; Wilson, Umbreit u. Lee, Biochemival
J. 82, 2084 [19‘!8]

) (Cattle Fodder and Human Nutrition, Cambridge 1038.

V') Virtanen u. Laine, Biochemical J. 33, 412 [1039].

) Virtanen u. v, Hawsen, Z. Pﬂnnmema.hrg Diing. Bodenkunde Abt. A 21, 57 [1931].
Biochem. Z. 232, 1 {1931]; Virlanen, v. Hausen u. Karstrom, ebenda 258, 106 [1933].

) Virtanen u. Laine, Nature 138, 756 [1935].

%) Dieselben, Enzymologla 3, 266 [1937]

287, 418 [1936]; Burk, Plant Physiol. 2,
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.bekannte Zwischenstufen durch die Bakterien in Hydroxylamin

iibergefiihrt werden. Dieses verbindet sich mit Oxalessigsaure,
welche dem Kohlenhydratstoffwechsel der Pflanze entstammt,
zum Oxim, und dieses wird dann zur l-Asparaginsaure hydriert.
Die Pflanze deckt ihren Stickstoffbedarf durch Aufnahme von
Asparaginsanre.

Gestiitzt werden konnte diese Theorie durch den Nachweis
ausreichender Mengen Oxalessigsaure in Legwninosen®!) und
durch den Befund, dall Hydroxylamin auch in sehr verdiinnter
Losung gerade mit dieser «-Ketosaure augenblicklich und voll-
stiandig in Reaktion tritt3). Ja noch mehr: Wenn man heraus-
geschnittene Knollchenbakterien mit Oxalessigsaure versetzt,
so erlangen sie die Fahigkeit zur Stickstoffbindung. Daf} sic
diese vorher nicht besaflen, ist also auf das Fehlen des spezi-
fischen Acceptors Oxalessigsdure zuriickzufithren?®). Dadurch
erhalt der Begriff der Symbiose im Falle der Leguminosen und
Knéllchenbakterien seine chemische Deutung.

Virianen u. Laine3s) fanden auch in Azotobacterkulturen
1-Asparaginsdure auf, aber kein 8-Alanin, da dieses Bakterium
Asparaginsaure nicht decarboxylieren kamn. Im Verein mit
dem Oximnachweis von Endres macht dies einen ahnlichen
Reaktionsmechanismus wie bei Rhizobium wahrscheinlich.
Im Prinzip sind die von Virianen u. Endres vorgeschlagenen
Formulierungen des Fixationsprozesses dhnlich, mit dem Unter-
schied, dafl Endres — vorsichtiger — das Auftreten von freiem
Hydroxylamin in der Zelle verneint und glaubt, daB die enzy-
matische Reduktion des Stickstoffs mit einer glelchzemg statt-
findenden CN-Bindung gekoppelt ist.

Bisherige Versuche, die Ergebnisse Virtanens in anderen Labo-
tatorien zu reproduzieren, sind uneinheitlich verlaufen. Dies ist
zum Teil sicherlich auf die Kulturbedingungen zuriickzufiihren.
Die GroBe der Exkretion der Stickstoffverbindungen durch die
Knollchen édndert sich mit der Verdnderung dieser Bedingungen,
wobei Bakterienrasse, Wirtspflanze, Knéllchenanzahl, das Medium
und dessen Nitratgehalt die wichtigste Rolle spielen®?). Aullerdem
scheinen aber auch noch unbekannte oder unbeherrschbare Faktoren
beteiligt zu sein.

Die iiberraschende Feststellung von Eundres, dall die
Bindung des molekularen Stickstoffs nicht itber Ammoniak.
sondern iiber die Stufe des Hydroxylamins verliuft, hat eine
Reihe neuer Fragen aufgeworfen. Burk hat berechnet, dal
die Ammoniakbildung unter den Bedingungen der lebenden
Zelle durchaus ohne groBen Energieverbrauch, vielleicht sogar
unter geringer Energieleistung vor sich gehen kénnte. Dem-
gegeniiber bendtigt die Hydroxylaminbildung einen groBen

") Nature 141, 748 [1938].

1) Buomen Kemistilehti 13, 9, 5 [1936].

) Nature 148, 165 [1935].

M) Virlanen u. Laine, Suomen Kemistllehti B. 10, 85 [1987]; 11, 25 [1938].
33} Dieselben, ebenda 10, 24 [1937].

8) Dieselben, ebenda 10, 6 [1937].

87) Virtanen, Saammomen u. Latne, ebenda B 10, 28 [1937).
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Zachrich: Probleme der Acetatscide wnd Acetatzellwolle

Energicaufwand. Franked®) lhat fur die Reaktion
o Ny 4 HoOpqy 4 Yo ll,—> NHOM,,

bei konstantem Druck eine Warmeténung von 47,6 keal
berechnet, d. h. diese Warmemenge wird pro g-Atom umge-
setzten Stickstoffs verbraucht. Daraus ergibt sich, da Hydr-
oxylamin wahrscheinlich nicht das primare Reduktionsprodukt
sein kann. Virtanen diskutiert die Moglichkeit, daBl es aus
primnar gebildetem Diimin entstehe, entsprechend dem Schema

H, 21,0
N =N-» HN=NH—»> 2NN ,0II.

Obh dicses ,, Primarprodukt’’ nun wirklich Diimin ist oder niclvlt,

$0 bleibt seine Bildung dochl schiwer verstandlich. Man kennt
bis heute keine organische oder anorganische Verbindung, die
in waBriger Losung bei gewdhnlicher Temperatur mit moleku-
larem Stickstoff reagiert. Aus diesem Grunde sind alle Modell-
versuche, welche z. B. die Erforschung der Atmung so belebt
und gefdrdert haben, nicht moglich. Es scheint hier ein neuer
Typ der Enzymwirkung vorzuliegen, eine,, Acceptoraktivie-
rung'®), wie man sie heute fiir die Hydrierung von Nitrat
als bewiesen annimmt und auch fiir die Reduktion von Nitrit,
Sulfat, Thiosnlfat oder elementarem Schwefel anzunehmen
geneigt ist. : Eingeg. 20. November 1939. [A.100:]

3%) Tabulie lLiol, 11, 120 [1U35)].

1y ygl. Pranke in Nord-Weidenhagen: Handbuch der Enzymologie, im Druck.

Probleme der Acetatseide und Acetatzellwolle®)

l'onwn K. W, ZACHRICH, Fretbury

ie Celluloseacetate haben schon von jelier die chemische

Technik stark beschiftigt, da sie sich selir vielseitig fiir
die Herstellung von celluloidahnlichen Massen, fiir photo-
graphische Iiilme, biegsame [Tberziige, Streicl- und Taucl-
lacke, sowic die Herstellung von Kunstfasern und -bandern
und anderes mehr verweuden lassen. Ihre besouderen Eigen-
schaften sind die weitgehende Unbrennbarkeit, die Plastizitat
bei hoheren Temperaturen, die Toslichkeit in einer Reilie von
Losungsmitteln, die cheinische Widerstandsfahigkeit und die
Bestandigkeit gegen Witterungseinfliisse.

Das durcli Einwirkung von Essigsdureanlydrid und Essig-
saure anf reine Cellulose in Gegenwart eines Katalysators, z. B.
Schwefelsaure oder Zinkchlorid, entstehende Cellulosetriacetat
mit einem Yssigsiuregehalt von 62,59, ist nur in sehr wenigen,
technisch unangenehmen Iosungsmitteln 16slich, wahrend das
durch teilweise Verseifung mit verdiinnter Essigsaure her-
gestelite Celluloseacetat mit einemn Essigsduregehalt von 549,
wesentlich giinstigere Kigenschaften aufweist und sicll vor
allen Dingen in dem technisch haufig verwendeten Aceton
auflosen lafit.

Heute wird hauptsachlich dieses acetonlosliche sog. Di-
acetat, eigentlich 2,5-Acetat — der Essigsduregehalt des Di-
acetats betragt 48,82, —, industriell hergestellt; es hat vor
allem bei der Tirzeugung von Kunstfasern aus Acetylcellulose
grofle Bedeutung erlangt. Nach wie vor finden jedoch die
Celluloseacetate it hohem Essigsduregehalt bis zu etwa 619
grofites Tnteresse, da sie chiemisch noch widerstandsfahiger
sind als die 2,5-Acetate, und gerade in letzter Zeit sind z. B.
bei der Herstelhmg von Filnien und auch von Kunstseide
TFortschritte erzielt worden. In diesemn Bericht werden aus-
schlieflichh die Probleme der Acetatseide und -zellwolle ans
acetonloslicher Acetvlcellulose behandelt.

Im Rahmen des Vierjahresplanes ist die Versorgung der
Textilindustrie mit Acetatkunstseide nnd Acetatzellwolle von
ebensolcher Wiclitigkeit wie mit anderen Textilfasern, vor
allem, weun man beriicksichtigt, dafl pro Kilo Acetatkumnst-
scide und -Zellwolle nur ~650 g Cellulose benatigt werden.

Vou der Weltproduktion der hauptsichlichen Textil-
rohstoffe von 8—11 Mill. t pro Jalir fallen nach einer Statistik
vom Jahre 19371 auf

Jaumwolle ... ... ~62%, Flachs ............. 59
Jute ...l ~120,  Kunstseide ohne Zell-

Wolle ... ........... ~ B9 wolle ............ ~4 v,
Hanf ... ..o .. 6%, Naturseide ......... ~0,49 .

Die Produktion der Acetatkunstseide betragt ~129, der ge-
samten Kunstseide und ist demnach etwa so groll wie die der
Naturseide.

Die Zellwolle wurde in dieser Tabelle nichit erwihnt.
Heute lLiaben sich durch den Vierjaliresplan in Deutschland
diese Zahlen weitgehend zugunsten der Zellwolle verschoben,
die schion mehr als 309, des Baumwolle- und Wollverbraucls
ausmacht. Die Acetatzellwolle spielt produktionsméiflig keine
grolle Rolle, da sie nur fiir Spezialzwecke verwendet werden
kamn. Die Produktion der Acetatfaser — darunter ist Kunst-
seide und Zellwolle verstanden — hat sich in den letzten
Jalhren stindig erhoht, uw. zw. in den verschiedenen Léndern
je nach den Voraussetzungen unterschiedlich. So betragt z. B.

3y Vorgeschen als Vortrag auf der 52, TTaupbversanmlung des VNOh in Sclzlairg. pebalien
zur Vortragsveravstaltong des VDCh in Miluchen am 10. Februar 194t
Handb. ([, Tnt. Kuusiscide- u. Zéllwolle-Industrie 1938/39, Berlin, Finanzverlag. 8. 24
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die Herstellung von Acetatseide in Deutschland 129, der
Gesanitherstellung an Kunstseide, wilirend sie in den Ver-
einigten Staaten ~309, betragt.

Diese Unterschiede beruhen auf den verschiedenen Her-
stellungskosten hzw. Verkaufspreisen in den beiden Landérn,
die Verfasser auf einer liangeren Studienreise in den USA.
eingeliend studieren konnte. Die Rohstoffe hei der Erzeugung
von Acetylcellulose sind Essigsaureanhydrid bzw. Essigsiure
und Linters bzw. Edelzellstoff. Die Herstellung der Essigsdure
erfolgt bekanntlich tiber das Carbid. Kohle und Strom sind
in den Vereinigten Staaten infolge des vorherrschenden Tag-
abbaus der Kohle und der billigen Wasserkraft wesentlich
billiger als in Dentschland, und so ist die Essigsiure zu einem
giinstigen Preis herzustellen. Das gleiche gilt fiir die Cellulose,
die in den Vereinigten Staaten, sei es in Gestalt von Baum-
wolle bzw. Bammnwollinters oder Holzzellstoff, vorteilhaft zur
Verfiigung steht.

Acetatseide und -zellwolle werden nun vorwiegend mnach
dem Trockenspinnverfahren versponnen, d. h., die Acetyl-
cellulose wird in Aceton aufgelost, das beim Spiunen im
Trockenspinnschiacht verdampft und wiedergewonnen wird.
Auch der Gestehungspreis fiir Aceton, das meist iiber Essig-
sdure erzeugt wird, ist aus den erwahnten Griinden in den
Vereinigten Staaten giinstiger. Aus dieser I,age heraus war es
méglich, die Verkaufspreise der Acetatseide in den Vereinigten
Staaten sogar teilweise tiefer als die Viscosepreise festzusetzen.
Es gelang auch in Deutschland erst dann die Acetatkunstseide
starker an dem Gesamtfaserverbrauch zu beteiligen, als es
moglich war, die Herstellungspreise in den mniederen und
mittleren Titern demen der Viscose anzupassen. Diese
Anpassung an die Viscosepreise ist moglich geworden dureh
Senkung der Rohstoffpreise und durch eine rationell durch-
gefithrte Riickgewinnung der T.9sungsmittel mit Ausbeuten bis
zu 99,5%,. Weiter tragt das Trockenspinnverfahiren als solches
zur Verbilligung bei, da mit groflen Geschwindigkeiten bis zu
1000 m/min gesponnen werden kann, wihrend naclh dem
Naflspinnverfahren Geschwindigkeitent von 100 m wohl schiwer-
lichh iiberschritten werden kéunen. Hierdurch ist der Lohn-
anteil bei der Herstellung von Acetatseide hauptsachlich in
den niederen Titern sehr gering.

Bei der Acetatzellwolle liegen diese Verhiltuisse, infolge
des geringen Lohnanteils der Zellwolle {iberhaupt. viel ungiin-
stiger. Fs wird dalier nie moglich sein, die Verkaufspreise
denen der iibrigen Zellwollen anzupassen. Zurzeit sind diese
etwa doppelt so hoclt wie die der Viscosezellwolle und liegen
in Héhe der Wollpreise. (liicklicherweise komumt Acetat-
zellwolle infolge ihrer Eigenschaften hauptsdchlich fiir die
Verarbeitung in der Wollindustrie in I'rage.

Eigenschaften und Vorteile.

Worin liegen nun die Vorteile der Acetatkunstfaser, durch
die ibr Verbrauch so zunahum?

Sie beruben in den spezifisclien EFigenschaften der Acetyl-
cellulose, die in manclhier Hinsicht durcli ihre chemische Natur
als Lister zwischen den aus Cellulose bestehenden I‘asern, wie
Baumwolle, Viscose- und Kupferseide, und den tierisclien
Fasern, wie Wolle und Naturseide, steht. Diese Figenschaften
unterteilt man am besten:

L. in die &aulleren, sinnfilligen REigenschaften der Acetat-
faser und
2. die inneren Ligenschaiten.
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