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3.5 - D i n i t  r o - 9 -  c h lo  r - b  en z oe s a u r e -  m e t h y  l e s  t e r. 
Erwiirmt man 2.4 g 3.5-Dinitro-salicylsiiure-methylester mit 2 Q 

Toluolsultocblorid und 3.5 g Diiitbylanilin wirhrend 4 Stunden auf 
dem Wasserbade, so scheidet sich aus der braunen Schmelze der Di- 
nitro-chlor-benzoeslure-methylester auf Zusatz von verdhnter Salz- 
sHure als iilige, alshald kryshllinisch erstarrende Masse aus, die durch 
Umlosen aiis Methylalkohol gereinigt wird. Es wurden 1.8 g (69 ' l o  
der Theorie) an reinem, bei 88O schmelzendem, in Nadeln krystalli- 
sierendem Ester gewonnen, der sich als vollig identisch erwies mit der 
von P e r g o t t i  und C o o t a r d i l )  dargestellten Substanz. 

0.1742 g Sbst.: 0.0949 g AgCl. 
Q H 5 0 ~ N ~ C I  (160.5). Ber. 01 13.61. Gef. Cl 13.48. 

Der isomere 4 - C hlo r -3.5 -d i  o i t ro-  b en z o e siiu r e-  m et  h J I e s  t e  r 
wurde aus dem nioitro-p-oxy-benzoeslureeeter :nach. der -gleichen Me- 
thode gewonnen. Dns Rohprodukt (80 O/O der Theorie) schmolz bei 
103O und nach den1 Umlosen am Methylalkohol bei 105O; es erwies 
sich als identisch mit der von UI lmenn und Bie lecki ' )  beechriebenea 
Substanz. 

0.1862 g Sbst.: 0.1029 g -4gCl. 
Cs&OsNSCl (260.5). Ber. CI 13.61. Gef. Cl 1367. 

497. Felix Eihrlioh: tzber die Bildung von FumarrrlLUre 
durch Sohiminelpilee. 

[Aus dem Landnirtschrftlich-technologiscben lnstitut der Universitat Breelau.] 
(Eiogegangen am 13. Dezember 1911.) 

Die P u m a r s i i u r e  ist i n  den Siiften vieler griiner Pflanzen uod 
hoherer P ihe  hiiufig gefunden, als Stoffwechselprodukt von Mikro- 
organismen aber meines Wissens bisher nicht beobachtet worden. 

Gelegentlich der Untersuchung der Abbauprodukte, die bei der 
Einwirkung von Mikroorganisrnen wie Hefen und Schimmelpilze auf 
Aminosluren entstehen 3), konnte ich feststellen, dsS ein weitverbrei- 
teter Schimmelpilz, der R h i z o p u s  n i g r i c a n s  (Mucor stolonifer), 
der besonders als ein.Erreger der Fruchtfaule bekannt ist, unter ge- 
eigneten Bedingungen F u m a r s iiu r e  in betriichtlichen Mengen pro- 
duziert. 
- - 

1) G. 32, 573 [igoij 2) A. 366, 93 r19091. 
J) F. Ehrlicli und K. A. Jacobson, B. 41, 888 [1911]. 



Man gewinnt die Saure nus vier- bis achtwochentlichen Kulturem 
rles Pilzes auf natiirlichen oder kiinstlich bereiteten Nahrmedien, indem 
man die VOID. gebildeten Mycel abfiltrierte Lasung eindnmpft und 
nach dem Ansiiuern mit Ather extrahiert. Aus dem atherischen Au3- 
zug krystallisiert die F u m n r s a u r e  nach dem Verdunsten des h e r s  
direkt und liiljt sich nnch Uniliisen n u s  Wasser leicht durch Schmelz- 
punkt, Analyse und Darstellung des charakteristischen D i m e t h y l -  
e s t e r s  identifizieren. Die Ausbeuten an FumnrsLure schmnnken indes 
bei den einzelnen Versuchen stark und sind; wie aei tere  eingehende 
Untersuchungen zeigten, in bohem Grade abhiingig YOU der Zusammen- 
setzung der Niihrlijsungen, nuf denen man den Pilz wilchsen 1Hflt. 
Kultiviert man Rhizopus nigricans nuf Pflanzenextrnkten, wie z. R. 
Bierwiirze, so erhalt man gewohnlich auch nnch uppigem Wnchstum 
nur geringe Mengen Fumarsaure. Dagegen gelingt es bei Ziichtiing 
des Schimmelpilzes nuf Nahrlijsungen, die neben den iiblichen Mineral- 
snlzen K o h l e  h y d r a t e und S t i c k  s t  o f E v e r  b i n  d u n  g e  n in bestimmter 
Zusnmmensetzung enthnlteo, die Fumarsaure-Rildung derartig zu stei- 
gern, dnO in einzelnen Versuchen (nach 6-8 Wochen) aus den be- 
treffenden 1,osungen auf 5-6 g gewnchsener Trockensubstnoz des Pilzes 
Mengen yon 3-4 g Fumnrsaure gewonnen wurden. Dn anfangs gerade 
bei Dnrbietung gewisser Aminosauren wie Glykokoll, Asparagin- 
saure, Tyrosin HIS einziger Stickstoffquelle besonders gute Aua- 
beuten zu erhalten waren, so konnte es zuniichst scheinen, als ob d ie  
Fumarsaure ein EiweiO-Stoffwechselprodukt des Schimmelpilzes dnr- 
stellt. Der  Ausfnll einer groljen Zahl von Versuchsreihen lehrte indes, 
d a 5  das  Auftreten der  Saure ineerster Linie yon der  Art  der N - f r e i e n  
K o h l e n s t o f f n a h r u n g  abhangt, die man dem Pilz zuweist. Grund- 
bedingung fur die Entstehung der  Fumarsaure ist vor nllem die Gegen- 
wart u b e r s c h i i s s i g e r  M e n g e n  v o n  G l u c o s e  o d e r  F r u c t o s e  I). 

w b e i  es gleichgultig ist, welche Stickstoffquelle dem Pilz geboten ist, 
ob Aminosauren, Pepton, Harnstoff usw., vornnsgesetzt, da9 der Pi lz  
dnrauf gut gedeihen l imn,  und d a 5  der  Zusatz der  Stickstoffsubstanz 
zur Erzielung eines guten Wachstums in  geniigenden Quantitiiten er- 
folgt war. Sind neben Amioosauren usw. nur geringe Mengen Zucker 
zugegen, so s i r d  die Bildung der  Fumnrsiiure durcli den Schimmel- 
pilz last gnnz zuriickgedrangt. Es entsteht iiberhliupt keine Fumttr- 
saure oder nur  in Spuren,  wenu man statt Zucker als Kohlenstoft- 
quelle G l y c e r i n  *) oder Athylnlkohol anwendat, oder wenn man den 

I) AuE Saccharose-Losungen vermag Khizopus nigricans nicht zu wachscn, 
da er anscheinend koine Invertase besitzt. 

3 Die Lipurenweise Bildung YOU Fumarsaure auf Glycerin in einzelnen 
Versuchen erklitrto sich daher, daO auch in solcheo Lbsungen stets glykogen- 
haltiges Pilzmycel entsteht, das Glucose in die Fliissigkeit entsendet. 



Bilz auf Peptonlosungen allein oh ne eine andere organische Njihrsubstanz 
wachsen Iabt. Von grobem EinfluB aut die Menge der schlieblich 
erhaltenen Pumrrsiiure erwies sich ferner die Z e i t d a u  e r  der ange- 
stellten Kulturversuche. Bei liingerem Wachstum des Pilzes wird 
ciamlich auch die Fumarsaure angegriffen und weiter abgebaut, SO daB 
unter Umstanden auch bei Gegenwart von vie1 Kohlehydraten nur 
wenig krystallisierte Saure zu isolieren ist. Diesen Abbau scheinen 
einzelne Amiiiosjiuren, wie z. B. G l u t a m i n s a u r e ,  i n  besonderem 
MaBe zu begunstigen. Durch eine Reihe von entsprechenden Vege- 
tationsversuchen lieb sich tatsachlich auch nachweisen, dab Rhizopus 
lnigricans auf Liiwngen von Fumarsaure als einziger C- und Ammo- 
oiak oder H:imstoff als einziger N-Quelle gut gedeiht, und dab dabei 
ein erheblicher Verbrsuch der Fumarsaure stattfindet, der auch ein- 
tritt, wenn der Losung noch geringe Mengen Glucose oder Alkohol 
z, ugesetzt w aren. 

Als wesentlichstev Resultat dieser Untersuchungen scheint also 
hervorzugehen, daB d i e  F u m a r s a u r e  e in  Z w i s c h e n p r o d u k t  d e s  
K o h l e h y d r a t -  A b  b a u e s  darstellt, das im Stoffwechsel des Schimmel- 
pilzes unter geeigneten Bedingungen weitergehende Veranderung und 
Verwertung erfiihrt. Chemisch bemerkenswert ist, dab hiermit zum 
ersten Male eine unges i i t t i g t e  Verbindung als Produkt der Zucker- 
spaltung durch hlikroorganismen nachgewiesen ist. Die Fortsetzung 
de r  vorliegenden Untersuchungen, die auch i n  Hinsicht auf die Ent- 
stehung der Fumarsiiure und ihr chemisch nahestehender Verbindungen 
wie der Apfel- und Bernsteinsaure in den hoheren Pflanzen Interesse 
bieten durften, soil namentlich i n  der Richtung erfolgen, uber welche 
Substanzen der Abbau von G l u c o s e  und F r u c t o s e  zu F u m a r -  
s a u r e  verlauft und ob auch andere Schimmelpilze einer Hhnlichen 
Reaktion fihig sind. 

Im Folgenden seien nur einzelne besonders charakteristieche Ver- 
sucbsergebnisse mitgeteilt. ober die nsheren Bedingungen der Fumar- 
saure-Bildung durch Rbizopus nigricans werde ich mit K. A. J a -  
cob s en an anderer Stelle. berichten. 

1. Eine sterilisierte Liisung, enthaltend 5 g  T y r o s i n ,  125 g I n -  
v e r t z u c k e r ,  0.3 g Monokaliumphosphat, 0.3 g Dikaliumphosphat, 
0.2 g Magnesiumsulfat und Spuren Natriumcblorid und Eisenchlorid 
i n  2 1 Wasser wurde in einem groBen, mit Wattebausch verschlossenen 
Glaakolben mit einer Reinkultur von Rhizopus nigricans beimpft und 
anfangs bei 25O, spiiter bei Zimmertemperatur autbewahrt. Der Pilz 
begann bald iippig zu wachsen, und schon nach 2 Wochen war die 
Oherfliiche der Fliissigkeit mit einem dichten Haadilz bedeckt. dessen 
lange Hyphen die Bildung der typischen schwarzen Sporen in reichem 
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MaDe zeigten. Ein Teil des Mycels wuchs untergetaucht. Der Kolben- 
inhalt wurde dann hin und wieder zur  Vermischung der  Liisung urn- 
geschiittelt. Nach Verlauf von 2 Monaten schien das Wachstum des 
Schinmelpilzes nicht mehr wesentlich fortzuschreiten. Die gelbliche 
Losung wurde nunmehr durch ein gewogenes Filter von dem entstan- 
denen Pilzmycel abfiltriert. h e  Gesamtaciditiit entsprach 82 ccni 
n/,-Nn OH gegen Phenolphthalein. Im 2-dm-Rohr zeigte die Fliissig- 
keit eine Polarisation von -4 2O Sacch. Das auf dem Filter roll- 
kommen ausgewaschene Pilzmycel wurde bei 105O getrocknet. Die  
trockne Pilzmasse wog 5.96 g und enthielt, nach K j e l d a h l  unter- 
sucht, 0.1565 g Stickstoff. Die gesammelten Filtrate wurden auf dern 
Wasserbad eingedampft, der  erhaltene braune Sirup mit dem mehr- 
fachen Volumen Alkohol verriihrt und aus der  abfiltrierten alkoholi- 
when Losung der Alkohol verdunstet. Eine Abscheidung von Tyrosin 
lie0 sich drbei nicht beobachten. Der  schlieelich gewonnene Rdck- 
stand wurde in wenig Wasser aufgenommen, nach Zusatz von Natrium- 
bicarbonat schwach alkalisch liingere Zeit ausgeathert und nach starkern 
Ansaoern der Losung mit Schwefelsaure erschopfend mit Ather extra- 
biert. Die ails der  sauren Flussigkeit erhaltenen Atherausziige hinter- 
lieBen beim Verdampfen eine gelbliche, mit wenig Sirup durchsetzte, 
leste Krystallmasse (6.1 g). Sie wurde in kochendeni Wasser geltist, 
die Liisung rnit iiberschiissigem Calciumcarbonat 1ieiW neutralisiert, 
filtriert und eingedampft. Aus dem Ruckstand lielj sich mit Alkohol 
tlas C a l c i u m s a l z  einer Saure auskochen. Es hinterblieb ein i n  A l -  
ko h o l  u n l  i i s l ic  h e  s C a l c i u m s  a1 z ,  das, mit Schwefelsaure zerlegt, bei 
cler Extraktion mit Ather 2.6 g schon krystallisierte, fast reine F u m a r -  
s i i i i re  lielerte. Durch Urnlosen aus weoig heil3em Wasser unter Zu- 
satz von Tierkohle wurde die Substanz i n  feinen Nadeln analysenrein 
erbalten und bei l l O o  getrocknet. 

0.1273 g Sbst.: 0.1938 g CO1, 0.0438 g HaO. - 0.1356 g Sbst.: 0.2041 g 
COSY 0.0460 g Hz0. 

CdHIO,. Bw. C 41.38, EI a.45. 
Gef. D 41.52, 41.05, 

Ber. 56.0 ccm "IlO-NaOH. 

3.85, 3.79. 
0.3248 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation gegen Phenolphthaleio 

55.9 ccm n/lo-NaOH. 
Die Substanz begann oberhalb 200° zu sublimieren. Im offenen 

Capillarrohr schnell erhitzt, schmolz die Hauptmenge derselben 
gegen 294O unter Schauinen und Braunfirbung, im geschlossenea 
Riihrchen I) bei 250" iibereinstinimend mit einer Probe einer K a h l -  

1) A. Michael  (B. 28, 1631 118951) gibt den Schmelzpunkt der Fumar- 
s h r e  irn zugcschmolzenen Rdhrchen von Zimmertemperator nn erhitat zu 
286-287O an. 
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baumschen  Fumarsaure, die rnit der  Substanz vermischt keine De- 
pression des Schmelzpunktes zeigte. 

Das in iiblicher Wejse hergeotellte und bei 1100 getrocknete S i l b e r s a l z  
der Siinre verputft leicht bei stiirkerem Erhitzen und wurde daher zur Ana- 
lyse in Salpetersiturc gelest. 

03002 g Sbst.: 0.2604 g AgC1. 

Znr Darstellung des D i m e t h y l e s t e r s  wurdo 1 g des trocknen Silber- 
snlzes rnit 8 ccm Jodmethyl verrieben. Nach lhngerer Zeit wurde von dem 
entstrndencn Jodsilber nach Zusatz von absolutem Alkohol abfiltriert. Beim 
Verdampfen dea Filtrats. hinterblieb ein 61, das krystallinisch erstarrte. Die 
Krystallmasse ergal, beim Umkrptallisieren aus Alkohol die typischen Prismen 
dea Fumarsiiure-dimethyleaters,  die bei 101-102° schmolzen, wiihrend 
Anschiitz I) den Schmelzpunkt dieser Substanz zu 102O angibt. 

A u s  dem mie oben beschrieben gewonnenen, i n  A l k o h o l  16s-  
l i c h e n  C a l c i u m s a l z  lieB sich nach dem Ansauern mit SchwefelsOure 
und Ausiithern noch ca. 0.6 p d-p-Oxypheny l -mi lchs i iure  iso- 
lieren, die bereits friiher a l s  Abbauprodukt des Tyrosins durch viele 
Schimmelpilze ') beschrieben wurde. Aus wenig Wssser umkrystalli- 
siert und im Vakuum getrocknet, schmolz sie bei 169O, gab d ie  
M i l l o n  sche Reaktion und zeigte auder der  Rechtsdrehung alle friiher 
beobachteten Eigenschaften. 

CdHa0,Aga. Ber. Ag 65.45. Gel. Ag 65.30. 

0.1 192 g Sbst.: 0.2491 g Cog, 0.0630 g HaO. 
CsHlo04 + '/z HsO. Ber. C 56.54, H 5.76. 

Gef. 56.99, 5.91. 

2. Parallel mit Versuch 1 wurde eine stcrilisierte LBsnng mit Rhizopus 
nigricans beimpf t angesetzt, die auler gcnau derselben Menge Minerasahen 
uud 5 g T y r o s i n  n u r  25 g I n v e r t z u c k e r  enthielt. Die Wachstumsdmer 
wurde ebenfalls anl 2 Monate ansgedehnt. Eine Bcstimmung der Pilzmenge 
und des asaimilierten Sticketoffs lie0 sich bei diesem Verauch leider nicht 
ausfGhren, da das Mycel mit ausgeschiedenen Tyrosin-Krystallen stark d m h -  
setzt war. Dns Fihrat zeigte im 2-dm-Rohr keine Polarisation und war  
zuckerfrei. Die Gesamtaciditlit entsprach 12 ccm n/l-NaOH gcgen Phenol- 
phthalein. BeimEindampfen der L6snng wnrden ca. 1.5 g Tyros in  zuriick- 
gewonnen. Bus der aogesguerten Fliidgkeit lieDen sich mit Ather 1.1 g 
eines langsam krystallisierenden Sirups extrahieren. Die Krystalle gaben die 
Millonsche Reaktion und bestanden aus reiner d-p-Oxyphenyl -mi lch-  

I) B. 12, 2282 [1879]. 
a) F. E h r l i c h  und K.A. Jacobson,  B.44, 891 [1911]. - Rhizopus 

nigricans gehbrt zu denjenigen Schimmelpilzen, die bei Ilingerem Wachstum 
auf Aminosliuren die zuerst entstandene Oxyahre weiter zu niedrigmolekularen 
Verbindungen abbauen, unter den aber, wie I~ontrollversuche zeigten, Fumar- 
siiure nicht nachzuweisen ist. 
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s i iu re  (0.3 g) .  P u m a r s i i u r e  m a r  a u c h  n i c h t  s p u r e n w e i s e  n a c h -  
w e i s  b a r .  

3. Eine sterilisierte LBsung enthaltend 1 g T y r o s i n ,  0.15 g Lfonokalium- 
phosphat, 0.15 g Dikaliumphosphat, 0.2 g Magnesiumsulfat, sowie Spuren 
Kochsalz und l~errichlorid in 1 1 Wasser, zu der 10 ccm A l k o h o l  gesetzt 
waren, wurde wic vorher mit dem Schirnmelpilz geimpft. Die Wachstums- 
dauer betrug 5 Wochen. Der abfiltrierte, gewaschene und getrocknete Pilz 
wog 1.17 g und cnthielt 0.0675 g Stickstoff. Die Gesamtaciditirt der Lcisung 
entspracli 4 ccm "/,-NaOH gegen Phenolphthalein. Der saure Atherauszug 
der  verdampften Fliissigkeit lieferte ca. 0.2 g krystallinischen Riickstand, in 
dem geringe Mengen d-p-Oxyphenyl-milclisiiure, aber k e i  ne  F um ar s k u  r e  
nachzuweisen warcn. 

4. Zur Kultur angesetzt eine sterile LBsung von 5 g G l y k o k o l l  und 
100 g I n v c r t z u c k e r  in 1250ccm Wasser, das dieselbe Menge Mineralsalu? 
wie in Versuch 1 und 2 enthielt. Vegetationsdauer des Schimmelpilzes 2 Mo- 
nate. Die schlielilich erhaltene Pliissigkeit polarisierte im 2-dm-Rohr 
-6.40 Sacch. und zeigte eine Gesamtaciditiit entsprechend 92.5 ccm "/l-NaOH 
gegen Phenolphthalein. Gewicht des geernteten trocknen Pilzmycels 5.8 g 
mit einem Gehalt von 0.1715 g Stickstoff. Aus der eingedampften Losung 
wurden nsch dem Ansiiuern 4.8 g gelblicher I<rystallmasse mit i t h e r  extrahiert. 
Ausbeute an reiner F u m a r s a u r e  3.1 g bei 1100 getrocknet. 

0.1512 g Sbst.: 0.2302 g CO1, 0.0514 g HaO. 
Cc04H4. Ber. C 41.38, H 3.45. 

Gef. 41.52, D 3.80. 
5. Eine gleich zusammengesetzte LBsung in 1250 ccm Wasser wie in 

Versuch 4 auBer mit 5 g G l y k o k o l l  mit n u r  20 g I n v e r t z u c k e r  parallel 
sngestellt. Wachstumedauer 6 Wochen. Beim Abbrechen des Versuches 
zeigt die Fliissigkeit im 2-dm-Rohr -0.40 Sacch. und eine Gesamtaciditiit 
entsprechend 5.0 ccm "/,-NaOH. Getrocknete Pilzernte 2.18 g mit 0.0899 g 
Stickstoff. Der saure Atherextrakt liefcrt 0.3 g krystallinischen Sirup, in 
d e n  F u m a r s a u r e  n i c h t  n a c l i a e i s b a r  ist. 

6. Eine genau mit Ammonink neutralisierte Losung von 2 g Fumarsaure 
in 200 ccm Wasser, die auDerdem die iiblichen mineralischen Nihrsalzc ent- 
hielt, wurde sterilisiert und mit Rhizopus nigricans geimpft. Der Pilz ent 
wickelte sich anfangs ziemlich kriiftig auf der LBsung, nach 6 Wochen lieB 
das Wachetum merklich nach. Es wurde 0.15 g trockenes Mycel mit 0.013 g 
StickstoFf geerntet. Die abfiltrierte LBsuug reagierte tleuttich alknlisch und 
enthielt noch h m o n i a k .  Aus der angesiiuerten Fliissigkeit wurde durch er- 
SchBpfende Atherextraktion nur 0.7 g F u m a r s i  u r c  zuriickgewonnen. 




