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460. 0. Wehmer: 
Bilduog von Citronensliure au8 Glykonsikure durch Pilze. 

[Aus d. BakterioLchem. Laboratorium der Techn. Hochschule Hannover.1 
(Eingegangen am 13. Oktober 1925.) 

\Venn der oxydative Abbau des Zuckers durch Fadenpilze tatsachlich 
uber die Stufen der Ci t ronensaure  und Oxa l sau re  verlauftl), bleibt die 
Stellung der in den Kulturen von Fa lck  und Kapur2 )  reichlich nachge- 
wiesenen d-Glykonsaure  zunachst noch offen; es ist aber wohl kauiii 
zweifelhaft, auch von denselben schon ausgesprochen, da13 wir in dieser Saure 
das erste Oxydationsprodukt des umgesetzten Zuckers zu sehen haben ; sie 
ware in der Reihe also zwischen Glykose und Citronensaure zu stellen: 
Glykose -- Glykonsaure  - Cit ronensaure  - Oxal sau re  - Kohlen-  

saure.  
Das in kreide-haltigen Zucker-Kulturen zunachst auftretende geloste 

CaSalz einer organischen Saurel), aus dem der Pilz Aspergi l lus  n iger  
dann Ca-Citrat und Ca-Oxalat abscheidet, scheint also nicht saures Ca-Citrat, 
sonder Ca-Glykonat zu sein. 

Wir miissen dann erwarten, da13 der Pilz auch die ihm in zucker-freien 
Losungen gebotene Glykonsaure in Citronensaure umsetzt, - bei der nahen 
Beziehung jener Saure zur Glykose im voraus eigentlich kaum zweifelhaft. 
Trotzdem sind die bisherigen beziiglichen Versuche negativ verlaufen, weder 
Butkewisch3)  noch Bernl iauer4)  konnten Citronensaure erhalten, es ergqb 
sich nur Oxalsaure. 

Im Anschlul3 an andere I:ragen wurden solche Versuche ini hiesigeii 
Laboratorium auch von den HHm. Anielung und Schreye r  mit verschie- 
denen Pilzen a~sgef i ihr t~) ,  und zwar mit positivem Erfolg; ich selbst hnbe 
dann mit der friiher (1. c.) als Pi lz  8 bezeichneten R a s e  des Aspergi l lus  
n iger  das gleiche Ergebnis erhalten; es sei dariiber kurz berichtet. 

Verwendet wurden 8-proz. Losungen yon reinem Ca-Glykonat (Kahl -  
baum)  unter Zusatz der auch sonst benutzten niineralischen Nahrsalze, 
der Pilz kommt da im Thermostaten (350) ails Sporenaussaat zu schneller 
iippiger Entwicklung, der Nahrwert dieser Same stand hinter dem von Zucker 
nicht zuriick. Sie wird offenbar leicht verarbeitet, schon nach wenigen Tagen 
waren ansehnliche schwarzbraune Decken mit reichlicher Sporenbildung 
vorhanden, genau wie auf Zucker-Losungen. Kach 13 Tagen wurde unter- 
brochen, es fanden sich - wie die Verarbeitung ergab - noch Reste im- 
zersetzten Glykonats. Bereits in der ersten Woche kam es in den Kulturen 
zu reichlicher Abscheidung krystallinischer Calciumsalze in der bekannten 
Krustenform, sie zeigten alle Merkniale des Ca-Citr a t s  (rnikroskopisch 
feine Nadelchen, Keaktion \yon Den i g h6), fallbar aus der neutralisierten 

I )  C. Wehmer,  B. 57, 1659 [ r g q ]  (S. 1660 dieser Mitteilung mu13 es Zeile 19 natur- 
ljcb Calciumsalze statt Caliumsalze heil3en). 

*) B. 57, 920 [Ig241. 

5 )  Ausfiihrliche Veroffcntlichung folgt spiter. Bei drri likr tnitgrteilteii \'crsuchen 
wurde ich durcli die HHm. Dipl.-Ing. IV. Hasematin uncl Dipl.-Tng. H.  K i i a p p  unter- 
stiitzt. 

3, Rio. 2. 142, I 9 . j  -1923;.  154, 177 I1gr4;. 
Bio. Z. 158. 517 [1924]. 

') rl. ch. r7: 18, 47.5. 
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salzsauren 140sung durch Aufkochen) ; kleinere Anteile scheiden sich auch 
unterhalb der Pilzdecken ab. Bei der Verarbeitung ergaben 10 g angewandtes 
Ca-Glykonat bis gegen I g gefalltes Ca-Citrat, wobei noch bis zu 2.5 g des 
Glykonats als solches wiedererhalten wurden. Es ist hiernach kein Zweifel, 
daB Glykonsaure  i n  Ci t ronensaure  umgese tz t  wird. 

Offenbar wurde sie aber auch hier schon teilweise zersetzt, in den Pilz- 
decken fanden sich nebenbei kleinere Mengen von Ca-Oxala t  (ca. 0.5 g 
;ius salzsaurer Losung gefallt). Da diese Pilzrasse aus Zucker in der Regel 
iiur, oder doch ganz iiberwiegend Citronensaure bildet, ist das auffiillig, 
mscheinend spielen da die besonderen Bedingungen, unter anderem vielleicht 
auch die Wachstmnstemperatur mit'). 

Zurn Vergleich wurde nebenbei rnit einer anderen Pilzrasse (Asperg i l lus  
niger  c innamonieus,  Pi lz  z meiner friiheren Versuche, 1. c.) unter ganz 
denselben Bedingungen gearbeitet. Als ausgesprochener , .Oxalsaure-Bildner" 
setzte er, wie zu erwarten, das gesamte Ca-Glykonat in derselben Zeit so gut 
wie ausschlieQ1ich zu Ca-Oxalat um; zwei Versuche rnit je 10 g des Salzes 
lieferten nur Ca-Oxalat (bis ca. 1.5 g), das ganz iiberwiegend die Pilzdecken 
inkrustierte. die Kulturfliissigkeiten selbst zeigten hier nur geringfugige 
.lbscheidungen. In  einem einzigen von vier Versuchen wurde in dern spar- 
lichen Bodensatz tles Kolbens etwas Ca-Citrat nachgewiesen (rnikroskopisch 
und Reaktion von D e n i g b ) ,  es waren wenige Milligramm. 

Glykonsaure liefert bei der Verarbeitung durch Pilze somit die gleichen 
Produkte wie Glykose, ihrer Annahme als Zwischenprodukt  in Zucker- 
Knlturen steht von dieser Seite her nichts im Wege. 

Quantitativ liegen die Verhdtnisse bei Vergleich mit Zucker vielleicht 
etwas anders; vergleicht man da die erhaltenen Zahlen fur Citrat und Oxalat, 
so stehen sie hinter den bei Verarbeitung gleicher Zucker-Mengen erhaltenen 
Werten zuriick; dabei ist jedoch zu berucksichtigen, da13 hier durch reichlichen 
Kreide-Zusatz ein entsprechender Kalk-Uberschul3 vorhanden ist ; die obigen 
Kulturflussigkeiten waren bei Versuchsabschlul3 fast durchweg ,,sauer" 
(Kijtung von Lackmus, PH ca. 4.5). Andererseits waren aber die Pilz-Ernten 
wenigstens ebenso hoch wie bei Zucker-Nahrung ; zur Klarung dieser Fragen 
hedarf es einer griil3eren Zahl von Versuchen rnit dem - leider etwas kost- 
hpieligen - Material. 

Wie die Citronensaure nun aus der Glykonsaure entsteht, bleibt nach 
wie vor dunkel; auch der Nachweis dieser Muttersubstanz f d x t  uns in der 
Erklarung kaum einen Schritt weiter, solange die Zwischenreaktionen un- 
bekannt sind; im Gegensatz zur Oxalsaure kann sie nicht einfaches Oxy- 
&ationsprodukt sein. Die Zahl der mehr oder minder wahrscheinlichen 
Hypothesen zu vermehren, hat bescheidenen Wert ; mir scheint von diesen 
diejenige, welche die Saure-Entstehung mit Urnwandlung oder Bildung 
von Amino-sauren8)  bzw. Eiweil3 in Verbindung bringt, freilich noch am 
wenigsten gestiitzt. Der Weg zu den Amino-sauren geht bei den Pilzen 

7 )  Die gelJiltlctt: Osalsinre wcnigstens \rird \-on detn Pilz nacli uieinen friiheren 
Fcststcllungen I x i  :;jo (nicht bri zoo) wieder lebhaft zersetzt (Bcr. I ) .  Eottcn. Ges. 9. 
Ileft 6, [1891j), auch starkere Aciditit wirkt in diesem Sinne. 

8 )  K o s t y t s c h e a ,  P f l a n z e n a t m u n g ,  Berlin 1924, S. I 3 j ,  glaubt nucli neuer- 
dings, eine solchc Beziehung der Pflanzensauren zu den Amino-sauren annelimen zii 

diirfen, wogegen ink aber schon die quantitativen Verhaltnisse zn sprechen scheinen ; 
cf. W. Beneekc  in B e n e c k e - J o s t ,  P f lanzenphys io log ie ,  Bd. I.  1924, S. 336. 
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wohl uber die Pflanzensauren (Citronensaure ds einzige Kohlenstoff-Nahrung !)I 
aber nicht umgekehrt, Umsatz von Amino-sauren (Erniihrung durch Pepton 
u. a.) liefert keine Citronensaure. 

Mag man auch die Moglichkeit eines zuvor stattfindenden Abbaues der 
Glykonsame zu Verbindungen der 3-C-Reihe, die dann wieder irgendwie 
zu dem Molekiil der Citronensaure verkniipft wurden, zugeben - bei ihrer 
tatsachlichen Bildung aus Glycerin durch Pilze mu13 sie ja schlieBlich das 
Produkt einer derartigen Synthese sein -, so liegen doch hierfur bislang 
noch nicht die geringsten Andeutungen vor, und ebensogut ist ein direkterer 
Weg denkbar. 

Berchreibuns der Versuche. 
I. Ansa tz :  Glykonsaurer Kalk (Rah lbaum)  in 8-proz. Losung 

(Vers. 1-4, je TO g, Vers. 5-6, je I g), von Niihrsalzen als N-Nahrung 
NH,Cl oder KNO, (0.05 g und 0.5 g), neben KH,PO, (0.25 g) und MgSO,, 
kryst. (0.12 g), watteverschlossene Kolben, nach Aufkochen die Ca-Phosphat- 
Triibung durch einige Tropfen HC1 gelost ; Sporenaussaat, LichtabschluB, 
Wachstumstemperatur 35O (Thermostat). 

2. Vera rbe i tung  nach 13 (Vers. 1-4) bzw. 7 Tagen (5-6), getreniit 
in Pilzdecke, Flussigkeit und Bodensatz (Calciumsalz-Abscheidungen). 

a) P i lzdecken  nach kurzem Abspulen unterseits, getrocknet bei IOOO 
(Keihe 4 unten), in Versuch 1-4 je 0.300 g zur Aschen-Bestimmung 
(Reibe 5) ,  iibriges zerrieben, wiederholt rnit 10-fachem Volum heiBer Salz- 
saure digeriert. Filtrat mit b vereinigt. Deckenreste hatten trotzdem noch 
bis uber 3% Asche. 

b) C a lc iums alz  -A bsc  he idu  ngen nach Abfiltrieren usw. (Rei  h e  2 ) .  
in Salzsaure gelost, rnit Filtrat von a vereinigt. 

c) Kul tur -F l i i ss igke i t  mit Waschwassern auf Wasserbad zur Trockiic, 
bei den NH,CI-Kulturen stark hygroskopisch, 2 Wochen iiber H,SO, iui 
Exsiccator, es blieb liarter braunlicher Lack (Vers. 3 -6) oder hellbraune 
krystallinisch6 Masse (I -z), aus letzterer nach Auflosen in kochendeiii 
Wasser noch Ruckstand kleiner Ca-Citrat-Mengen (0.206 g und 0.122 g), 
wieder eingeengt, mit dern mehrfachen Volum Alkohol versetzt, reichliche 
Abscheidung von unzersetztem Ca-Glykonat (Versuch I),  nach Stehen feine 
mikroskopische Nadeln, sehr ahnlich dem Ca-Citrat. In  den lackartigeti 
Ruckstanden von 3-6 weder Citrat noch Glykonat nachweisbar, im wesent- 
'lichen die Reste der Nahrsalze rnit etwas Phosphat und anderes. Ruck- 
stande der Kulturfliissigkeit = Reihe  3. 

d) Fa l lung  de r  Ca-Salze: Salzsaure Losung von a und b vorsichtig 
mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht, rnit Essigsaure wieder angesauert, 
wobei das mitgefallene Ca-Phosphat in Losung geht, Oxalat-Niederschlag 
getrocknet (100~) = Reihe  I b .  Filtrat gekocht, das ausgefallene Ca-Ci t r a t  
-Re ihe  ~ a .  Aus dem Filtrat noch kleine Mengen Citrat nach Zinengen 
und Wiederaufnehmen mit kochendem Wasser (Ruckstand). Mikroskopisch 
zeigt das mehlige, kreideweifle Oxalat fast ausschliefllich sehr kleine, amorphe 
Kornchen  (selten sogenannte ,,Oktaeder"), das sandige Citrat stets feine, 
spitze Nadelchen ,  zu derberen Aggregaten, auch Sphariten, vereinigt, bereits 
in sehr kleinen Menegn die Realrtion von Denigcs gebend. 

Aus 10 g Ca-Glykonat (C,,H,,O,,Ca + I H,O), enthaltend 8.75 g Glykon- 
saure, wiirden hiernach ungefahr 2 -3 g Pilzsubstanz (Deckengewicht ininus 
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Ca-Oxalat) gebildet win. 
Ruckstand noch unzersetztes Ca-Glykonat (2. j8 j g), nach Wiederaufnahnte 
init siedendem Wasser und -4bfiltrieren des Ca-Citrats, gefdlt durch Alkohol ; 
bei Versuch z dagegen allein etwas Ca-Citrat und bei Versuchen 3 -6 keins 
von beiden. Die geringen Mengen dieser, gleichzeitig die Reste der Nahr- 
salze enthaltenden Kiickst2inde waren fur genauere Untersuchung unzu- 
reichend, anscheiuend erithalten sie unter anderem noch das Salz einer un- 
bestimniten organischen Satire (in Versuch z nachgewiesen), darauf deutet 
:mch der mit der Nenge des aus ihnen extrahiexten Ca-Oxalats nicht recht 
in Einklang stehende hohe Aschengehalt der Pilzdecken (CaO : CaC,H, 
+ H,O r= 56 : 128). Unter besonderer Berucksichtigung dieser Punkte sollen 
die Versuche mit gro13eren Substanzmengen wiederholt werden. Ubrigens 
deuten die Zahlen schon an, daB auch die besondere Form der Stickstoff- 
verbindung die Reaktionen beeinfluat. 

Xur bei Versuch I gab der Kulturflussigkeits 

9) Das Oxalat aus den kleinen Decken wurde hier nicht bestinmt. 
10) davon 2.595 g unverandertes Ca-Glykonat  (Alkohol-Fallmg aus der mit 

11) Die Zahlen fur Frischgewicht sind genau kaum zu bestimmen. 
W'nsser wieder aufgenommenen Masse). 


