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184. R. Falck und van Beyma thoe Kingma:
Methodisches und Prinzipielles zur Darstellung organischer Siuren
auf blologischem Wege mit Hilfe von Fadenpilzen.

[Aus d. Mykolog. Institut d. Forstl. Hochschule Hann.-Miinden.]
(Eingegangen am 29.Marz 1924.)

Dic Bildung organischer Siuren ist ein fast allen Fadenpilzen gemein-
samer ProzeB, und der biologische Abbau der Kohlenhydrate erfolgt in der
Natur ebenso hiufig auf dem Wege itber die Siurebildung, wie wir den
organischen Siuren als Vorstufen gewisser Zuckerarten bei ihrem biolo-
gischen Aufbau in griinen Friichten usw. begegnen. Gleichwohl ist die
Sdurebildung bisher viel weniger studiert worden als andere hiologische
Abbauprozesse, die in der Natur nur Ausnahme-Erscheinungen darstellen
und wie z.B. die alkoholische. Girung auf die Vertreter weniger 1Arten-
gruppen beschrinkt sind.

Wehmer hat zuerst festgestellt, daB bestimmte Arten einer Schimmelpilz-
Gattung, die er Citromyces nannte, mit zuckerhaltigen Nabrlosungen Citronen-
sdure bilden. Bei anderen Arten, besonders bei dem viel untersuchten Aspergillus
niger, ist die Bildung von Oxalsiure festgestellt worden. Ferner wurde gefunden,
daB in denselben Citromyces-Kulturen auch Oxalsdure und bei Aspergillus riger
und anderen Ozxalsiure-Bildnern auch Citronensaure auftritt, und daf die Ozxalsdure-
Bildung der Citronensiure-Bildung zu folgen pflegt, Wehmer hat auch zuerst nach
Methoden gesucht, die physiologische Leistung der Citronensiure-Bildung in quantitativer
Hinsicht, zu steigern und sie der technischen Auswertung niher zu bringen.

Wir haben nun zuniichst festgestellt, daB bei den Arten, mit denen
Wehmer und die spiteren Autoren gearbeitet haben, bei Anwendung der-
selben Grundmethoden die Citronensiure- und Oxalsiure-Bildung zwar iiber-
wiegen kann, daf aber immer auch noch andere Siuren, sei es gleichzeitig
oder nacheinander zur Bildung gelangen. Unter den Bedingungen ihres
natiirlichen Wachstums besonders auf stédrke-haltigen und von Luftriumen
durchsetzten konsistenten Substraten, z.B. auf Brot, werden meistens Ge-
mische verschiedener Siuren, z.B. von Oxalsdure, Citronensiure,
Apfelsiure und Weinsidure, gebildet, so daB die Bedingungen fiir die
bevorzugte Ausbildung einer bestimmten Siure erst noch ermittelt werden
miissen. Nur das eine kann bereits ausgesagt werden, daf als letztes Oxy-
dationsprodukt auf dem Wege der biologischen Siurebildung die Ozxalséure
entsteht.

Wir haben sodann alle hiufiger vorkommenden und aus vorhandenen
Sammlungen erhiltlichen Arten der Gattung Adspergillus, Citromyces und
Penicillium durchgepriift und kénnen auf Grund dieser vergleichenden Prii-
fungen aussagen, daB fast alle diejenigen Arten, die iiberhaupt als S#ure-
bildner in Frage kommen, im Laufe des Stoffwechsels auch Citronen-
sdure bilden oder bilden kénnen. Dieser ProzeB der Citronensiure-Bildung
ist also bei den verbreitetsten Schimmelpilzen ein sehr allgemeiner.

Zum niheren Studium dieser Prozesse handelte es sich weiter darum,
fiir ‘die Kultur der siurebildenden Fadenpilze eine exakte und einheitliche
Methode auszuarbeiten, die bei Wiederholung der Versuche immer wieder
dieselben Resultate erwarten lassen. Die bisher verwendeten Nihrb&den
sind vorzugsweise den Methoden entnommen worden, die fiir die Kultur
der Hefen ausgebildet wurden.
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Die Arbeitsmethode.

Die Fadenpilze sind ausgesprochene Oberflachen-Bewohner; sie breilen
ihre Fadensysteme an der Oberfliche des Substrats aus und bringen es nur an der
Grenzfliche, wo Substrat und umgebendes gasformiges Medium sich berihren, zu
einem normalen Wachstum. Sie unterscheiden sich darin also grundsatzlich von den
Bakterien, Hefen und Wasserpilzen, die entschiedene Fliissigkeits-
Bewohner sind. Daraus folgt, daB die Zucht der Fadenpilze unter anderen Bedin-
gungen zu erfolgen hat als z.B. die der Hefen. Infolge ihrer Eigenschaft, ihre
zarten Faden auf der Oberfliche zu orientieren, brauchen siec dalir unbewegle
Stutzpunkte und eine moglichst groBe Oberfliche im Verhiltnis zur Masse des Nahr-
bodens. Ideale Substrate dieser Art sind in der Natur vielfach gegeben, z. B. in der
Holzsubstanz, die unler Wasser lagernd (also mit gefillten Hohlriumen), nicht an-
greifbar ist, wahrend dasselbe Holz, wenn es von den natirlichen Hohlraumen voll-
stindig durchzogen ist, bei genigendem Feuchtigkeitsgehalt der Zellensubstanz lzw.
in mit Feuchtigkeit gesittigter Luft, in verhaltnismaBig kurzer Zeit auch innerlich
zersetzt ist.

DemgemdB ist es die erste Aufgabe, das Nihrsubstrat in einen festen
Zustand mit grofler Oberfliche zu bringen: Fir die Festmachung kiinst-
licher Nihrlgsungen liegen ja bereits gute Methoden vor. Wir bevorzugen
den Agar, well er die groBte Wassermenge zur haltbaren Gallerte bindet,
obwohl die Methode uns nicht gestattet, mit Hohlriumen durchsetzte Sub-
strate zu schaffen. Bei dieser Kultur auf einer ersfarrten Agarschicht be-
obachtet man, dafl die Pilz-Hyphen nur wenige Millimeter tief ungehemmt
in das Substrat eindringen, und daB die Grenze, bis zu welcher die Hyphen
von der Oberfliche her senkrecht in das Substrat sich einsenken, 1 cm nicht
wesentlich iiberschreitet. Dagegen gestattet uns diese Methode, fir das Ver-
hiltnis von Oberfliche zu Substrat-Volumen ganz bestimmte Werte kon-
stant zur Anwendung zu bringen, wenn wir uns auf GefiBle von konstanter
Form und Grdfle einigen.

Wenn es nun darauf ankommt, die Oberfliche so zu wihlen, daB die
zur S#urebildung fiihfenden Oxydationen in bestimmter Weise verlangsamt
werden und dadurch die Zwischenprodukte der Siurebildung (in den tiefe-
ren Substratschichten) in gréferen Mengen zu fassen, wird der gewohnliche
Agar-Nahrboden den idealen Substraten unter Umstinden vorzuziehen sein.
Denn in Substraten, die mit Hohlriumen hinreichend durchsetzt sind, konnte
Gluconsidure garnicht, Citronenséure nicht in erheblichem Umfang gewon-
nen und fixiert werden, indem die Oxydation anscheinend schneller und
vollstindiger bis zur Oxalsdure weiterschreitet. Durch vergleichende Ver-
suche wurde festgestellt, daB ein etwa 1-proz. Agar die giinstigsten Ver-
hilinisse darbietet.

Uber die Rolle, welche das Verhillnis von Oberfliche zu Substrat-Volumen
spiell, kann die S. 917 folgende Tabelle tber 3 Versuche als Beispiel fir viele der-
artige Versuche gelten,

Bei diesen Versuchen kamen jedesmal 100ccm einer Nilirlosung zur Verwen-
dung, die folgende Zusammensetzung hatte: 159/, Glucose, 0.03°/, Kalinmbiphosphat,
0329/, Ammoniumnitrat, 19/, Agar. Die Kulturen wurden mit CilromycesF geimpft
und 9Tage bei 15 gehalten,

Die Tabelle zeigt, daB unter Anwendung gleicher Substrate die Siure-
bildung, der Verbrauch an Glucose und das Erntegewicht etwa proportional
der Oberflichen-VergroBerung ansteigen. Die Versuche zeigen ferner, daf
die Substrate nur bis zu verbdltnismiBig geringer Tiefe, also nur geringe
Schichthéhen von den Mycelien normal ausgenutzt werden. Dasselbe gilt
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fiir Fliissigkeiten. Dabei kommt aber in Betracht, daB die Flissigkeits-
kulturen leicht durch Bewegung sowie durch Bakterien und Hefen ge-
schidigt werden. Wir kénnen nach diesem sowie vielen andern Versuchen
iiber den EinfluB der Oberflichengréfe bei Agar-Kulturen Folgendes aus-
sagen: Die Siurebildung vergréfert sich in der Zeiteinheit bei konstanter
Nihrlosung innerhalb gewisser Grenzen proportional der Oberflichenver-
gréBerung. Wir nennen das Verhiltnis von Oberfliche zum Substrat-Volumen
den »Oberflichenfaktor«.

]?)?12?111%:3:;; Obgghc:xen- Stiure Ernte Zuckerverbrauch
cm gem gel.)) | Der.?) got. l ber.?) gef. ber.®
4 12,5 b 0.27 0.6
7 88.5 18 15 0.54 0.47 1.4 1.8
10 78.5 40 37 0.65 0.67 2.6 2.8
14 154 80 80 0.91 0.94 4.4 5.2
18 254.5 127 128 1.17 1.21 6.6 7.8

Die Zusammensetzung der Nihridsung.

1. Die Kohlenstoff-Quelle: Als organische Stoffe fiir die Er-
nihrung der Pilze und die Siurebildung kommen hauptsichlich Kohlen-
hydrate in Frage. Sie sind zugleich in quantitativer Hinsicht die bei
weitem wichtigsten Anteile des Nihrsubstrats. Sie kommen nicht blof als
die Urstoffe fiir die Sdurebildung in Betracht, sondern auch als die eigent-
lichen Bau- und Atmungsstoffe des Organismus. Eine Nihrlésung, die z.B.
109/, Glucose enthilt, braucht von allen andern Nihrsalzen zusammen nur
etwa 0.29/,. Unter den Kohlenhydraten spielen, wie dies schon durch frithere
Untersuchungen hinreichend geklirt ist, unsere wichtigsten, in der Natur
hiufigsten Zuckerarten die wesentlichste Rolle. Wir sind daher bei unseren
Versuchen von der Glucose ausgegangen, da sie die besten Resultate liefert
und in chemischer Hinsicht den klarsten Einblick in alle Umsetzungen ge-
stattet.

2. Die Konzentration und das optimale Mischungsver-
hiltnis: Die optimale Konzentration ist fiir die einzelnen Gruppen sehr
verschieden. Unter optimaler Konzentration ist dasjenige optimale Verhiltnis
der Nihrstoffe zum Wasser zu verstehen, welches bei konstantem Ober-
flichenfaktor und konstanter Temperatur in der Zeiteinheit die groBte Pilz-
ernte hervorbringt, also dem durch die Plasmahaut unmittelbar aufnehm-
baren Mischungsverhiltnis der Nahrstoffe einschlieBlich des Wassers am
nichsten kommt3). Sie ist sehr verschieden fiir die verschiedenen Arten der
Pilzgruppen und kann selbst bei ein und demselben Organismus verschiedene
Grenzwerte besitzen*).

3. Die Stickstoff-Quelle: Die nichst wichtige Rolle spielt der
Stickstoff. Unter den Stickstoff-Verbindungen sind fir die Stickstoff-Er-
nihrung die giinstigsten die hochmolekularen Eiweifistoffe, besonders die
Peptone. Die bis zu niedrig-molekularen Korpern abgebauten Eiweilstoffe

1y gefunden ausgedriickt in ccm 7/,-KOH.

2) berechnet aus der OberflichengréBe nach der jeweils vorangegangenen Zahl.
3y Cohns Beitrage zur Biol. der Pflanzen, Bd. VIII, S.274, Abs.1.

4) ebenda, S. 293, Abs. 4 u. 5.
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sind fir die Ernihrung der héheren Fadenpilze im allgemeinen nicht mehr
verwertbar,

Nur verhiltnismidBig wenige Gruppen, unter anderen die hier verwen-
deten Schimmelpilze aus der Gattung Adspergillus, Penicillium und Citro-
myces, sind imstande, auch anorganische Stickstoff-Quellen auszunutzen.
Aus diesem Grunde sind sie fir das Studium des Abbaus der Kohlenhydrate
besonders geeignet. Innerhalb der anorganischen Stickstoff-Quellen ist ein
wesentlicher Unterschied zwischen Ammoniumsalzen und Nitraten nicht vor-
handen. Es wurde daher in der Regel Ammoniumnitrat verwendet. Es ist
aber fiir die S#urebildung wesentlich, den Stickstoff nicht in dem fir die
Ernihrung optimalen Verhiltnis zu verwenden, weil dadurch die Siure-
bildung im Verhiltnis zur Substanzbildung ungiinstig beeinfluit wird. Als
glinstigstes Verhiltnis hat sich ein Zusatz von 0.16—0.32°/, Ammonium-
nitrat entsprechend einer Stickstoffgabe von 0.056—0.1129/, ergeben. Alle
iibrigen Nihrsalze sind in so geringer Menge erforderlich, daB sie bei Ver-
wendung von technischem Traubenzucker vollstindig vernachlissigt wer-
den kénnen. Ob es Fadenpilze gibt, die den atmosphirischen Stickstoff
verwenden, ist sehr zweifelhaft.

Kapazitdt und Intensitit.

Die Fihigkeit zur Siurebildung ist bei den verschiedenen Pilzarten eine
sehr verschiedene. Zwei Gesichtspunkte sind hierfir mafigebend: 1. die
Menge an Siure, die von einem Pilz bei einem bestimmten Substrat unter
konstanten Verhiltnissen {berhaupt gebildet wird, 2. die Geschwindigkeit,
mit der die SAurebildung geschieht. Beide Faktoren haben fiir das Studium
der Siurebildung Bedeutung. Wir haben deshalb diese Verhiltnisse etwas
genauer untersucht.

Wir haben zum Zwecke einheitlicher Bezeichnung die maximale Siure-
menge, die ein bestimmter Pilz aus einer bestimmten Zuckermenge bilden
kann (ausgedriickt in ¢/, der theoretisch méglichen Menge) seine »Kapa-
zitdt der Sdurebildung« genannt. Da die experimentelle Bestimmung
der gebildeten Sidure stets zu einem Zeitpunkt geschah, an dem von der zu-
gesetzten Kreide (Kalk) nichts mehr aufgelést wurde, mithin keine Produktion
von Sdure mehr stattfand, so sind die gefundenen Werte ohne weiteres als
maximal anzusehen, daher als Kapazitit zu bezeichnen.

Die Kapazititwerte, die man erhdlt, wenn man dem Substrat keinen
Kalk zusetzt, sind grundsitzlich abweichend, da die verschiedenen Arten
gegen die verschiedene Siurekonzentration verschiedene Empfindlichkeit be-
sitzen. Auf Grund quantitativer Versuche haben wir 3 Arten von Siure-
bildnern unterschieden: 1. gute SHurebildner mit einer Kapazitit iiber
259/,; 2. miBige Siurebildner mit einer Kapazitit zwischen 10 und 209/,;
3. schlechte Siurebildner mit einer Kapazitit unter 109/,, Wir haben z. B.
festgestellt, dafl bei den Aspergillus-Arten die besten Siurebildner die-
jenigen Arten sind, die schwarz, braun oder hellbraun gefirbt sind. Zu
den mittleren Siurebildnern gehéren die meisten gelben und gelbgriinen
Arten. Die schwach gefirbten oder weiBen Arten sind schlechte Saurebildner.

Um iiber die Geschwindigkeit der SZurebildung etwas aussagen zu kon-
nen, haben wir den Begriff der »Intensitdt der Siurebildung« ein-
gefithrt. Darunter verstehen wir den Quotienten aus der Kapazitit durch
die Zahl der Tage, d.h. also die Siduremenge, die in der Zeiteinheit ge-
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bildet wird. Es wurde beobachtet, da8 die Intensitiit der Sdurebildung mit
lingerer Kultivierung eines Pilzes auf kalk-haltigem Nihrboden zunimmt.

Der beste Siurebildner ist danach ein solcher Pilz, der mit hoher Kapazitit
auch hohe Intensitit verbindet. Die Arten und Unterarten der bisher studierlen
Gattungen lassen sich nach diesen Wertzahlen in eine Reihe ordnen, deren oberste
Vertreter fiir die technische Saurebildung in Betracht kommen, wéhrend sich zu
unterst auch Arten finden, die keine wesentllichen Sauremengen bilden, obwohl der
Zuckerverbrauch bei gleichen Erntemengen und gleicher AtmungsgroBe ein dhnlicher
ist. Es finden hier anders gerichtete Umnsetzungen des Zuckermolekiils statt, die
noch vollig unbekannt geblieben sind.

Zur Physiologie und Biologie der Sidurebildung.

Diese vergleichenden Studien zeigen, daB der Zucker nach drei ver-
schiedenen Richtungen verbraucht wird: 1. fiir den Aufbau der Zellsub-
stanzen, die wir als Erntegewicht bestimmen; 2. fiir die Atmung; 3. fiir
die Sidurebildung oder den noch unbekannten UmbildungsprozeB. Atmungs-
grofle und Erntegewicht stehen in gewissen konstanten Beziehungen, eine
solche Konstanz der Siurebildung besteht aber nicht. Sie wechselt bei
derselben Art je nach den Erndhrungsverhiltnissen; z. B. kann durch stei-
gende N-Gaben bei Verwendung hinreichender Zuckermengen Ernihrungs-
und AtmungsgréBe entsprechend zunehmen, wihrend die Siurebildung ab-
nimmt, und umgekehrt. Die Siurebildung ist also von einem gewissen,
das Verhiltnis des aufnehmbaren Nihrstoffgemisches {ibersteigenden Zucker-
gehalt abhingig. Es handelt sich dementsprechend auch nicht um ein nor-
males Stoffwechselprodukt beim Abbau der Kohlenhydrate, und es kann
nicht angenommen werden, daBl der zum Aufbau der Zellsubstanz und zur
Atmung verwendete Zucker auch erst der fiir die betreffende Art spezi-
fischen S#urebildung unterliegt. Was insbesondere den Weg zur Kohlen-
sdure-Bildung iiber die verschiedenen Siuren hinweg betrifft, ist zu be-
riicksichtigen, daB als Endprodukt der SiurebildungsprozeB in allen Fillen
Oxalsiure auftritt, die sich als C-Quelle nicht mehr verwenden 1iBt.
Schon das erste Abbauprodukt, als welche wir in der auf S.920 folgenden
Abhandlung die Gluconsiure kennzeichnen werden, ist als Ausgangs-
produkt fiir die Pilzernihrung der Glucose unterlegen. Dabei muB als
feststehend betrachtet werden, daB solange der Abbau nicht bis zur Oxal-
siure weitergegangen ist, diese Sduren wieder in den normalen Stoffwechsel
eintreten kdnnen. An eine Auswertung der bei der Sdurebildung auBerhalb
der Zelle durch Oxydation gewonnenen Energie kann kaum gedacht werden,
tiberschiissige Kohlenhydrate scheinen hier durch den eignen Stoffwechsel
in einer Form erhalten zu werden, die den Wert des Substrats fiir andere
schnellwiichsige Gruppen (Bakterien, Hefen) herabsetzt.

Die quantitative Bestimmung der Sdurebildung.

Das wesentlichste Moment fiir die Untersuchung des Siurebildungs-
prozesses in den verschiedenen Stadien und zugleich die Anhiufung an
Siuren ist der Zusatz von ungiftigen Carbonaten, die die gebildete
Siure in moglichst unldslicher Form fixieren. In dieser Beziehung spielt
auch bei unseren Versuchen das Calciumcarbonat die wichtigste Rolle,
obgleich wir festgestellt haben, daB sich Barium- und Strontiumecar-
bonat gut verwenden lassen und sogar gewisse Vorteile bieten.

Die Bestimmung der gebildeten Siure hatte verschieden zu geschehen,
je nachdem zu den Kulturen Kalk zugesetzt war oder nicht. Wenn der Kalkzusatz
fehlte, wurden die Kolbchen, in denen je 50ccm des Nahrsubstrats enthalten waren,
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crhitzt, bis der Agar geschmolzen war und dann mit Phenol-phthalein als Indicator
mit 0.25-n, Kalilauge titriert. Bei Kalkzusatz war in jedes Kolbchen eine bestiminte
Menge Kalk eingewogen, Zur Bestimmung der Saure wurde der nicht verbrauchte
Kalk mit normaler Saure entfernt und der UberschuB an Sdure mit Kalilauge zu-
ricktitriert. Aus der Differenz von eingewogenem und verbrauchtem Kalk ergab
sich die Menge der organischen Siuren. Da sich durch qualitative Nachweise er-
geben hatte, daBl in einem gewissen Stadium in allen Kulturen saurebildender Pilze
in der Haupsache Citronensiure vorhanden war, so wurder alle Werte auf
Citronensiure berechnet. Dadurch wurde gleichmaBige Beurteilung und ein Vergleich
der Ergebnisse moglich,

Die Bestimmung des nicht verbrauchten Zuckers geschah nach der
Methode von Schoorl. Dabei wird aus Fehlingscher Losung Kupferoxydul ausge-
schieden, zur Beslimmung des nicht reduzierten Kupfers mit Jodkalium und Schwelel-
saure im Uberschufl versetzt und das Jod mit 7/;,-Thiosulfat-Ldsung litriert.

Zur Bestimmung der Pilzernte wurden die Pilzdecken ausgewaschen,
auf Fillrierpapier getrocknet und gewogen.

Endlich wurden auch Versuche angestellt mit folgenden Substanzen als
Nahrsubstraten: a) anderen Zuckerarten und Glycerin; b) Stirke;
¢) Holz und Cellulose. Es hat sich dabei herausgestellt, daB alle diese
organischen Verbindungen in-derselben Art unter Sdurebildung abgebaut
wurden wie die hauptsidchlich untersuchte Glucose.

Dartiber wollen wir uns spezielle Mitteilungen vorbehaiten. Die aus-
fihrliche Arbeit iber die Bildung organischer Sduren in Schimmelpilz-
Kulturen, iiber die wir hier vorliufig diese kurzen Mitteilungen bringen,
sollen demniichst in den »Mykologischen Untersuchungen und Berichten«
erscheinen.

185. R, Falck und S. N. Kapur: Uber Gluconsiure-Bildung
durch Fadenpilze.
[Aus d. Mykolog. Institut d. Forstl. Hochschule Hann.-Miinden.]
(Eingegangen am 29 Marz 1924))
Theoretischer Teil.

Es ist bekannt, daB beim Abbau der Kohlenhydrate durch bestimmte
Arten der Gattung Aspergillus und Citromyces Citronensiure und Oxal-
saure gebildet werden. Es ist ferner nachgewiesen, daf in derselben Kultur
zunichst Citronensidure entsteht und hinterher zu Oxalsiure weiter abge-
baut wird. Beide Sduren konnten in diesem ProzeB durch Zugabe von
Calciumcarbonat zu den Kulturen in Form des Ca-Salzes in gréBeren Men-
gen gewonnen werden, so daf die fabrikmifBige Hersiellung der Citronen-
sidure auf diesem Wege bereits mehrfach versucht ist.

Wir haben nun gefunden, daf die Citronensdure nicht das erste faB-
bare Bildungsprodukt bei der Sdurebildung darstellt; sondern, dall bei allen
Arten, die Citronensiure bilden, soweit sie bisher untersucht werden konm-
ten, zunichst das losliche Ca-Salz der Gluconsdure entsteht. Es ist
von Interesse, daB dieses normalerweise als erste Oxydationsstufe theore-
tisch in Betracht kommende Produkt tatsichlich durchlaufen wird, und daf
die Oxydation normalerweise in Stufen erfolgi oder erfolgen kann.

Als erste Oxydationsstufen, auf die wir fahndeten, kamen Glucuronsiure
und Gluconsiure in Frage. Die Glucuronsiure ist ein im tierischen
Organismus bhiufig vorkommender Korper, wihrend die Gluconsiure im





