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469, C. Wehmer:
Bildung von Citronensidure aus Glykonséiure durch Pilze.
[Aus d. Bakteriol.-chem. Laboratorium der Techn. Hochschule Hannover.]
(Eingegangen am 13. Oktober 1925.)

Wenn der oxydative Abbau des Zuckers durch Fadenpilze tatsdchlich
iiber die Stufen der Citronensiure und Oxalsdure verlduft!), bleibt die
Stellung der in den Kulturen von Falck und Kapur?) reichlich nachge-
wicsenen d-Glykonsdure zunichst noch oiffen; es ist aber wohl kaumn
zweifelhaft, auch von denselben schon ausgesprochen, dal wir in dieser Sdure
das erste Oxydationsprodukt des umgesetzten Zuckers zu sehen haben; sie
wire in der Reihe also zwischen Glykose und Citronensiure zu stellen:

Glykose —- Glykonsidure — Citronensidure — Oxalsidure — Kohleun-
sdure.

Das in kreide-haltigen Zucker-Kulturen zunichst auftretende geloste
Ca-Salz einer organischen Siurel), aus dem der Pilz Aspergillus niger
dann Ca-Citrat und Ca-Oxalat abscheidet, scheint also nicht saures Ca-Citrat,
sonder Ca-Glykonat zu sein.

Wir miissen dann erwarten, daB3 der Pilz auch die ihm in zucker-freien
Losungen gebotene Glykonsiure in Citronensiure umsetzt, — bei der nahen
Beziehung jener Sdure zur Glykose im voraus eigentlich kaum zweifelhaft.
Trotzdem sind die bisherigen beziiglichen Versuche negativ verlaufen, weder
Butkewisch3) noch Bernhauer?) konnten Citronensiure erhalten, es ergab
sich nur Oxalsdure.

Im AnschluB an andere I'ragen wurden solche Versuche im hiesigen
Laboratorium auch von den HHm. Amelung und Schreyer mit verschie-
denen Pilzen ausgefiihrt®), und zwar mit positivem Erfolg; ich selbst habe
dann mit der friiher (I. ¢.) als Pilz 8 bezeichneten Rasse des Aspergillus
niger das gleiche FErgebnis erhalten; es sei dariiber kurz berichtet.

Verwendet wurden 8-proz. Losungen wvon reinem Ca-Glykonat (Kahl-
baum) unter Zusatz der auch sonst benutzten mineralischen Néahrsalze,
der Pilz kommt da im Thermostaten (35°) aus Sporenaussaat zu schneller
iippiger Entwicklung, der Nidhrwert dieser Sdure 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. Nach 13 Tagen wurde unter-
brochen, es fanden sich — wie die Verarbeitung ergab — noch Reste un-
zersetzten Glykonats. Bereits in der ersten Woche kam es in den Kulturen
zu reichlicher Abscheidung krystallinischer Calciumsalze in der bekannten
Krustenform, sie zeigten alle Merkmale des Ca-Citrats (mikroskopisch
feine Nidelchen, Reaktion von Denigés$), fillbar aus der neutralisierten

1) C. Wehmer, B. 87, 1659 [1924] (S. 1660 dieser Mitteilung muf} es Zeile 19 natiir-
lich Calciumsalze statt Caliumsalze heiflen).

?) B. 57, 920 [1924]. 3) Bio. Z. 142, 195 "1923}, 134, 177 T1924].

) Bio. Z. 183, 517 [1924).

5) Ausfiihrliche Verdffentlichung folgt spiter. Bei den hier mitgeteilten Versuchen
wurde ich durch die HHm. Dipl.-Ing. W. Hasemann und Dipl.-Ing. H. Knapp unter-
stittzt.

§) A.ch. 7118, 415.
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salzsauren Losung durch Aufkochen); kleinere Amnteile scheiden sich auch
unterhalb der Pilzdecken ab. Bei der Verarbeitung ergaben 10 g angewandtes
Ca-Glykonat bis gegen 1 g gefilltes Ca-Citrat, wobei noch bis zu 2.5 g des
Glykonats als solches wiedererhalten wurden. Es ist hiernach kein Zweifel,
daB Glykonsidure in Citronensiure umgesetzt wird.

Offenbar wurde sie aber auch hier schon teilweise zersetzt, in den Pilz-
-decken fanden sich nebenbei kleinere Mengen von Ca-Oxalat (ca.o0.5g
aus salzsaurer Losung gefdllt). Da diese Pilzrasse aus Zucker in der Regel
nur, oder doch ganz iiberwiegend Citronensdure bildet, ist das auffillig,
anscheinend spielen da die besonderen Bedingungen, unter anderem vielleicht
auch die Wachstumstemperatur mit?).

Zum Vergleich wurde nebenbei mit einer anderen Pilzrasse (Aspergillus
niger cinnamonieus, Pilz 2 meiner fritheren Versuche, 1. c.) unter ganz
denselben Bedingungen gearbeitet. Als ausgesprochener ,,Oxalsiure-Bildner'
setzte er, wie zu erwarten, das gesamte Ca-Glykonat in derselben Zeit so gut
wie ausschlieflich zu Ca-Oxalat um; zwei Versuche mit je 10 g des Salzes
lieferten nur Ca-Oxalat (bis ca. 1.5 g), das ganz tiberwiegend die Pilzdecken
inkrustierte, die Kulturfliissigkeiten selbst zeigten hier nur geringfiigige
Abscheidungen. In einem einzigen von vier Versuchen wurde in dem spir-
lichen Bodensatz des Kolbens etwas Ca-Citrat nachgewiesen (mikroskopisch
und Reaktion von Denigés), es waren wenige Milligramm.

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

Quantitativ liegen die Verhiltnisse bei Vergleich mit Zucker vielleicht
-etwas anders; vergleicht man da die erhaltenen Zahlen fiir Citrat und Oxalat,
so stehen sie hinter den bei Verarbeitung gleicher Zucker-Mengen erhaltenen
Werten zuriick; dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, da8 hier durch reichlichen
Kreide-Zusatz ein entsprechender Kalk-Uberschu3 vorhanden ist; die obigen
Kulturfliissigkeiten waren bei Versuchsabschlufl fast durchweg ,,sauer’
(Rotung von Lackmus, py ca. 4.5). Andererseits waren aber die Pilz-Ernten
wenigstens ebenso hoch wie bei Zucker-Nahrung; zur Kldrung dieser Fragen
bedarf es einer groBeren Zahl von Versuchen mit dem — leider etwas kost-
spieligen — Material.

Wie die Citronensiure nun aus der Glykonsiure entsteht, bleibt nach
wie vor dunkel; auch der Nachweis dieser Muttersubstanz fiihrt uns in der
Erkldrung kaum einen Schritt weiter, solange die Zwischenreaktionen un-
bekannt sind; im Gegensatz zur Oxalsdure kann sie nicht einfaches Oxy-
dationsprodukt sein. Die Zahl der mehr oder minder wahrscheinlichen
Hypothesen zu vermehren, hat bescheidenen Wert; mir scheint von diesen
diejenige, welche die Siure-Entstehung mit Umwandlung oder Bildung
von Amino-siuren®) bzw. Eiweil} in Verbindung bringt, freilich noch am
wenigsten gestiitzt. Der Weg zu den Amino-siuren geht bei den Pilzen

7) Die gebildete Oxalsiure wenigstens wird von dem Pilz nach meinen friiheren
Feststellungen bei 33° {uicht bei 20° wieder lebhaft zersetzt (Ber. ). Botuan. Ges. 9,
left 6, T189r}), auch stirkere Aciditit wirkt in diesem Sinne.

8) Kostytschew, Pflanzenatmung, Berlin 1924, S. 135, glaubt auch neuer-
<dings, eine solche Beziehung der Pflanzensduren zu den Amino-sduren annelimen zu
diirfen, wogegen mir aber schon die quantitativen Verhiltnisse zu sprechen scheinen;
cf. W. Benecke in Benecke-Jost, Pflanzenphyvsiologie, Bd. I, 1924, S. 336.
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wohl itber die Pflanzensiduren (Citronensiure als einzige Kohlenstoff-Nahrung!),
aber nicht umgekehrt, Umsatz von Amino-sduren (Eméhrung durch Pepton
u. a.) liefert keine Citronensiure.

Mag man auch die Moglichkeit eines zuvor stattfindenden Abbaues der
Glykonsdure zu Verbindungen der 3-C-Reihe, die dann wieder irgendwie
zu dem Molekiil der Citronensdure verkniipft wiirden, zugeben — bei ihrer
tatsichlichen Bildung aus Glycerin durch Pilze muf} sie ja schliellich das
Produkt einer derartigen Synthese sein —, so liegen doch hierfiir bislang
noch nicht die geringsten Andeutungen vor, und ebensogut ist ein direkterer
Weg denkbar.

Beschreibung der Versuche.

1. Ansatz: Glykonsaurer Kalk (Kahlbaum) in 8-proz. Losung
(Vers. 1—4, je 10g, Vers.5—6, je 1g), von Nihrsalzen als N-Nahrung
NH,Cl oder KNO, (0.05 g und 0.5 g), neben XH,PO, (0.25 g) und MgSO,,
kryst. (0.12 g), watteverschlossene Kolben, nach Aufkochen die Ca-Phosphat-
Tritbung durch einige Tropfen HCl geldst; Sporenaussaat, Lichtabschluf,
Wachstumstemperatur 35° (Thermostat).

2. Verarbeitung nach 13 (Vers. 1—4) bzw. 7 Tagen (5—6), getrennt
in Pilzdecke, Fliissigkeit und Bodensatz (Calciumsalz-Abscheidungen).

a) Pilzdecken nach kurzem Abspiilen unterseits, getrocknet bei 100®
(Reihe 4 unten), in Versuch 1—4 je 0.300 g zur Aschen-Bestimmung
(Reihe 5), iibriges zerrieben, wiederholt mit ro-fachem Volum heiBer Salz-
sdure digeriert, Tiltrat mit b vereinigt. Deckenreste hatten trotzdem noch
bis iiber 39, Asche.

b) Calciumsalz-Abscheidungen nach Abfiltrieren usw. (Reihe 2),
in Salzsdure gelost, mit Filtrat von a vereinigt.

¢) Kultur-¥liissigkeit mit Waschwissern auf Wasserbad zur Trockne,
bei den NH,Cl-Kulturen stark hygroskopisch, 2 Wochen iiber H,SO, im
Exsiccator, es blieb harter briunlicher Lack (Vers. 3—6) oder hellbraune
krystallinisch¢ Masse (1—2), aus letzterer nach Auflésen in kochendem
Wasser noch Riickstand kleiner Ca-Citrat-Mengen (0.206 g und o.122 g),
wieder eingeengt, mit dem mehrfachen Volum Alkohol versetzt, reichliche
Abscheidung von unzersetztem Ca-Glykonat (Versuch 1), nach Stehen feine
mikroskopische Nadeln, sehr dhnlich dem Ca-Citrat. In den lackartigen
Riickstdnden von 3—6 weder Citrat noch Glykonat nachweisbar, im wesent-
lichen die Reste der Nihrsalze mit etwas Phosphat und anderes. Riick-
stinde der Kulturfliissigkeit = Reihe 3.

d) Fillung der Ca-Salze: Salzsaure Lisung von a und b vorsichtig
mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht, mit Essigsiure wieder angesiuert,
wobei das mitgefallene Ca-Phosphat in Lisung geht, Oxalat-Niederschlag
getrocknet (100%) = Reihe 1b. Filtrat gekocht, das ausgefallene Ca-Citrat
==Reihe 1a. Aus dem Filtrat noch kleine Mengen Citrat nach Einengen
und Wiederaufnehmen mit kochendem Wasser (Riickstand). Mikroskopisch
zeigt das mehlige, kreideweifle Oxalat fast ausschlieBlich sehr kleine, amorphe
Kornchen (selten sogenannte ,,Oktaeder’’), das sandige Citrat stets feine,
spitze Nddelchen, zu derberen Aggregaten, auch Sphiriten, vereinigt, bereits
in sehr kleinen Menegn die Reaktion von Denigés gebend.

Aus 10 g Ca-Glykonat (C,,H,,0,,Ca + 1H,0), enthaltend 8.75 g Glykon-
sdure, wiirden hiernach ungefihr 2—3 g Pilzsubstanz (Deckengewicht minus
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(a-Oxalat) gebildet sein. Nur bei Versuch 1 gab der Kulturfliissigkeits-
Riickstand noch unzersetztes Ca-Glykonat (2.585 g), nach Wiederaufnahme
mit siedendem Wasser und Abfiltrieren des Ca-Citrats, gefdllt durch Alkohol;
bei Versuch 2 dagegen allein etwas Ca-Citrat und bei Versuchen 3—6 keins
von beiden. Die geringen Mengen dieser, gleichzeitig die Reste der Nahr-
salze enthaltenden Riickstinde waren fiir genauere Untersuchung unzu-
reichend, anscheinend enthalten sie unter anderem noch das Salz einer un-
bestimiiten organischen Sdure (in Versuch 2z nachgewiesen), darauf deutet
auch der mit der Menge des aus ihnen extrahierten Ca-Oxalats nicht recht
in Einklang stehende hohe Aschengehalt der Pilzdecken (CaO:CaC,H,
+H,;0==756:128). Unter besonderer Beriicksichtigung dieser Punkte sollen
die Versuche mit gréBeren Substanzmengen wiederholt werden. Ubrigens
deuten die Zahlen schon an, da auch die besondere Form der Stickstoff-
verbindung die Reaktionen beeinfluft.

) Das Oxalat ans den kleinen Decken wurde hier nicht bestimmt.

1) davon 2.595 g unverdndertes Ca-Glykonat (Alkohol-Fillung aus der mit
Wasser wieder aufgenommenen Masse).

11) Die Zahlen fiir Prischgewicht sind genau kaum zu bestimmen.



