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Uber den Stoffwechsel des Schimmelpilzes
Aspergillus niger.

1. Abbau der Citronensiure*);

von Moichael Deffner.
Mit 1 Figur im Text.

[Aus dem Institut fiir Chemie und Landwirtschaft ,,Nikolaos Kanello-
poulos“ Abt. f. Org. Chemie u. Biochemie Pirdus, Griechenland.]

(Eingelaufen am 4. Juni 1942.)

Nach Walker und Mitarbeitern soll das Priméirprodukt
des Citratabbaus durch den Schimmelpilz Aspergillus niger')
wie auch durch das Baclerium pyocyaneum?) die Aceton-
dicarhonsdure sein, die weiterhin tber Malonsdure zu Essig-
sédure, teilweise auch zu Bernsteinsdure abgebaut wird. Mar-
tiusd) hat fiir den tierischen Organismus die priméire Umlage-
rung der Citronensiure iiber die eis-Aconitsiure in Isocitronen-
sdure und deren Abbau iiber die Oxalbernsteinsiure zu «-Keto-
glutarsdure und Bernsteinsdure bewiesen,

Vor 3 Jahren habe ich im Wielandschen?) Institut ein
neues Schema fir den anaeroben Abbau der Citronensiure
durch Bakterien aunfgestellt, das aueh fiir dag B. pyocyaneum
gilt, wie gemeinsame Versuche mit Franke®) gezeigt haben.
An der Spitze dieses Schemas steht der anaerobe Zerfall des
Citronensdure-Molekiils in Oxalessigsdure und Essigsiure.
Dieser Abbau wurde spiter durch Brewer nund Werkman
auch fir den anaeroben Abbau der Citronensiure durch

*) Heinrich Wieland zum 65. Geburtstag in Verehrung und
Dankbarkeit zugeeignet.

1) Th. K. Walker, V. Subramaniam u. F. Challenger, Soe.
1927, 3044.

?) Butterworth un. Walker, Bio. J. 23, 926 (1929).

3) C. Martius, H. 247, 104 (1937); 257, 29 (1938).

4 M. Deffner, A. 536, 44 (1938).

5) M. Deffner u. W. Franke, A. 541, 85 (1939).
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Aerobacter indologenes?) bestétigt. Er gilt auch fir den aeroben
Abbau der Citronensiure durch Bakterien, wie unsere Ver-
suche?) gezeigt haben.

Da die Ergebnisse von Walker und Mitarbeitern bei
B. pyocyaneum von uns widerlegt wurden und da auch der
frither im allgemeinen angenommene Abbau der Citronensiure
ither die Acetondicarbonsidure nach Martius nicht zutrifft,
war nur noch zu untersuchen, ob etwa der Abbau der Citronen-
siure durch Schimmelpilze ber die Acetondicarbonséure ver-
lauft, wie Walker annimmt, oder auf einem anderen Weg.
Inzwischen wurde von der Eulerschen Schule®) und von
Lynen und Neciullah?) im Wielandschen Institut be-
wiesen, daf auch bei der Hefe der Citronenséure-Abbau tiber
die Isocitronensdure verliuft.

Meine Versuche beweisen nun, wie vorweggenommen sei,
daB bei den Schimmelpilzen bzw. bei Aspergillus niger der
Citronensidure-Abbau iiber die Isocitronensdure verlduff und
nicht, wie Walker und Mitarbeiter angenommen haben, iber
die Acetondicarbonsédure.

Zuchtung der Pilze. — Methodik.

Ich habe nicht mit wachsenden Pilzen gearbeitet wie
Walker, um dem Einwand, der sich allgemein gegen die
Methode des ,,Verwendungsstoffwechsels” erheben laft, zu
entgehen, daf ndmlich irgendwelche fafbaren Abbauprodukte
nicht direkt aus der zugesetzten C-Quelle stammen, sondern
indirekt aus priméir daraus aufgebauten Zellsubstanzen (z. B.
Aminoséuren).

Zu den Versuchen wurden verschiedene Stimme von Aspergillus niger
verwendet *). Sie wurden auf einer Nahrlosung geziichtet, dic pro Liter

1) C. R. Brewer u. C. H. Werkman, Enzymologia 6, 273 (1939).

2y Vgl Anm. 5, S, 191,

3 H. v. Buler, E. Adler, G. Giinther u. L. Elliot, Enzymo-
logia 6, 337 (1939).

4) F.Lynen u. N.Neciullah, A. 541, 203 (1939).

*} Fiir die freundliche und kostenlose Uberlassung von 4 Aspergillus
niger-Stammen bin ich Herrn Prof. Dr. K. Bernhauer zu grolem Dank
verpflichtet.
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3g NH,NO,, 1g KH,PO,, 0,4 g MgSO,.7H,0 und Spuren von Eisen
enthielt (Losung L); als C-Quelle wurde benutzt sowohl Citronensiure
(20 g pro Liter der Losung L. py der Niahrlssung = 2,3), als auch Glucose
oder Rohrzucker (30 g pro Liter der Losung L). Im letzten Fall wurde
Weinséure oder Citronenséure zugesetzt (2g), um das pg der Losung
auf etwa 2,9—3,1 einzustellen. Die Nihrlosung wurde mit frischer
Sporensuspension geimpft.

Die Pilze wurden anfangs in kleinen Petri-Schalen bei 34—36°
geziichtet. Das junge, 3 Tage alte, weille Pilzmycel wurde fein gemahlen
und der Pilzbrei fiir die Versuche verwendet. Der Brei war sehr aktiv,
aber die Menge des gebildeten Pilzes gering. Um die Ausbeute zu erhéhen,
wurden die Pilze Iénger geziichtet. Diese &lteren, vor der Sporenbildung
noch weiflen Pilzmycele waren inaktiv. Ich habe es daher vorgezogen,
die Pilze wie folgt zu ziichten:

Rollflaschen von 6—7 Liter wurden mit 1,5 Liter Nahrlosung be-
schickt und im Autoklaven sterilisiert. Nach dem Erkalten wurde mit
einer kréftigen frischen Sporensuspension geimpft, mit Sauerstoff gefiillt
und mit einem sterilen Gummistopfen verschlossen, Die Flaschen wurden
bei 34-—38° stark geschiittelt, so daB die Nahrflissigkeit mit dem Sauer-
stoff gut in Beriihrung kam. Es muB dafiir gesorgt werden, daf immer
Sauerstoff vorhanden ist. Am zweiten und dritten Tag wurde daher der
Sauerstoff erneuert und am vierten oder spétestens fiinften Tag die Pilz-
masse durch eine Glasfilternutsche (Jena 26 G 2 oder 26 G 3) abfiltriert,
mit Wasser gewaschen und leicht ausgepreBt. Lingere Zeit geziichtete
Pilze erwiesen sich als inaktiv. Es wurde nicht unter sehr streng sterilen
Bedingungen gearbeitet, denn wegen des sauren pg der Losung, der
starken Impfung und der Spezifitit der Néahrlosung wurde nie eine
Fremdinfektion festgestellt. Die auf diese Weise geziichteten Pilze be-
zeichne ich als feuchte Pilzfdden. Ausbeute aus 1,5 Liter Nahrlosung
10—15 g feuchte Pilzfiden von 3—6 g Trockengewicht.

Es wurden auch Versuche angestellt mit Pilzen bzw. feuchten Pilz-
fdden, die direkt in kleinen Portionen in fliissige Luft oder flissigen Stick-
stoff eingetragen wurden, analog den Versuchen von Lynen?) bei Hefe.
Pilze, die inaktiv waren, wie z. B. solche, die lingere Zeit gewachsen
waren oder die im Eisschrank lange aufbewahrt worden waren, konnten
nach dem Einfrieren in flissiger Luft nicht aktiviert werden.

I. Prdaparative Versuche mit wachsenden Pilzen.

Zunichst habe ich die Versuche von Walker und Mit-
arbeitern®) an drei verschiedenen Stimmen von Asp. niger

1) F.Lynen, A. 539, 1 (1939).
?) Th. K. Walker, V.Subramaniam u. F.Challenger, Soc.
1927, 3044.

Annglen der Chemie. §52. Band. 13
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nachgearbeitet, Ich habe meine Versuche aber so durchgefiihrt
wie die mit B. pyocyaneum?). Aceton konnte ich nicht nach-
weisen. Oft habe ich auch die Nahrfliissigkeiten, auf denen die
Pilze kurze oder lingere Zeit geziichtet wurden, auf Aceton
untersucht., In keinem Falle konnte ich mit Sicherheit Aceton
nachweisen. Uber die Ursache der Diskrepanz zwischen den
Angaben der englischen Autoren und meinen kann ich, genau
wie auch beim B. pyocyaneum, im Augenblick nichts Be-
stimmtes aussagen. Ich glaube aber, daB es sich nicht um ein
grundgsétzlich verschiedenes Verhalten der verwendeten Asper-
gillus-Stdmme handelt, und neige vielmehr zu der Annahme,
daB den englischen Forschern vielleicht irgendein — nach-
triglich schwer feststellbarer — methodischer Fehler unter-
laufen ist.

Walker und Mitarbeiter stiitzen ihr Citronensiure-
Abbauschema besonders auf den Nachweis und die Be-
stimmung des Acetons, Nachdem mir dieser Nachweis nicht
gelungen ist, bin ich der Angicht, da8 der Abbau der Citronen-
sdure tiber die Acetondicarbonsiure nicht bewiesen ist. Es
war daher zu untersuchen, wie nun die Citronensiure wirklich
abgebaut wird.

IT. Versuche mit Methylenblau
alg Wasserstoffacceptor.

Die Versuche mit Methylenblau als Wasserstoffacceptor
habe ich angestellt, um aus der Geschwindigkeit der Reaktion
mit verschiedenen Substraten Schliisse auf die evtl. Zwischen-
produkte des Citronensdureabbaus zu ziehen. Bei dieser Ge-
legenheit habe ich auch das Vorkommen verschiedener De-
hydrasen untersucht.

Von den Dehydrasen des Asp. niger wurde bis jetzt naher unter-
sucht nur die sog. Glucoseozydase (Glucoseoxhydrase). D. Miiller?)

konnte diese igolieren. W. Franke und Lorenz3) haben sie als Dehydrase
(oxytrope) sichergestellt und W. Franke und M, Deffner4) als Gelbes

1) M. Deffuer u, W. Franke, A. 541, 85 (1939).
3) Erg. Enzymforsch. 5, 269 (1936).

5 A, 582, 1 (1937).

%) A. 541, 117 (1939).
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Ferment erkannt. Mitller konnte in seinen Glucoseoxydase-priparaten
auch Apfelsiuredehydrase nachweisen.

A. Versuchstechnik. Die Methylenblauversuche wurden in eva-
kuierten Thunberg-Rohren nach Bertho) angestellt, Zur Herstellung
vollkommen homogener Pilzsuspensionen wurden die feuchten Pilzfiden
mit der entsprechenden Menge Phosphatpuffer in einem Porzellanmorser
leicht verrieben. Der allgemeine Ansatz meiner Versuche war:

6,0 com Pilzsuspension in m/,.-Phogphatpuffer (py 6,8—7,1).
1,0 com M/g- oder m/;,-Substratidsung (als Na-Salz).

0,5 com Methylenblau 1:1000 (etwa m/,,).

Gesamtvolumen 6,5 cem; Versuchstemperatur 34°,

Als Versuchsbeginn wurde der Zeitpunkt, zu dem das evakuierte
Rohrehen in den Thermostaten eingesenkt wurde, als Enifirbungszeit t
— zwecks groBerer Ablesegenauigkeit — die Zeitpunkte einer 90- und
100 proc. Entfarbung (Vergleichsskala) notiert. Die meisten Amnsitze
wurden doppelt ausgefiihrt.

B. Mycelalter und -aktivitit. Von grofer Bedeutung fiir
die Dehydrasenaktivitdt ist das Alter des Pilzes. Ich habe
vergleichend die Entfirbungszeit desselben Pilzstammes ver-
schiedenen Alters mit und ohne Substrat gemessen. Als Sub-
strate fir diese Versuche wurden Milchsiure, Bernsteinsiure
und Citronenséiure benutzt.

Tabelle 1.

Die Versuche wurden sofori nach der Ernte des Pilzes angestellt.
Pilzstamm 12 BAW Prag. Versuck 1. 3 Tage auf Citrat geziichtet, Aus-
beute 9g feuchte Pilzfiden aus 1,5 Liter Nahrlosung. Versuch 2: Eine
andere ahnliche Pilzziichtung.

Versuch 1 Versuch 2

Entféirbung
90%/, | 1000/, | 909/, | 1000,
Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . || 60 60 30 30
Entfirbungszeit in Min. ohne Substrat . . | 9,5 | 12,6 31 47
' » s mit Citronenséure 6,6 8,5 22 31
v ss sy » Milchssure . . 2,0 3,0 7 11
v . s» 5 DBernsteinsdure | 5,6 7,0 23 32

1) Methodik vgl. Bertho-GraBmann, Bio. Praktikum, 8. 152.
Leipzig 1936.

13*
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Tabelle 2,

Dieselben Pilzziichtungen wie in Tab. 1, nur wurden die Versuche
apgestellt, nachdem die feuchten Pilzfaden im Eisschrank 2 Tage lang
aufbewahrt wurden.

Versuch 1 Versuch 2
Entfarbung

90°/, | 100%, | 909, |100%,

Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . 35| 36 26 | 26
Entfarbungszeit in Min. chne Substrat . . [ >240 | — |>240 | —
”s »s 5 it Citronenséiure | >240! — |>240 | —

’e v s 3, Milchsaure . . 3| 3,6 10,5 14

vs s ss > DBernsteinsiure 11§ 17 25 33

Tabelle 3.

Die Versuche wurden sofort nach der Ernte des Pilzes angestellt.
Pilzstamm 12 BWA Prag. Versuch I: 4 Tage auf Citrat geziichtet, Auns-
beute 17 g feuchie Pilzfiden aus 1, 5 Liter Nahrlosung. Versuch 2: Eine
andere #hnliche Pilzziichtung.

Versuch 1 Versuch 2
Entfirbung

90%/, | 100°/, | 90, | 100/,

Pilztrockengewicht in Milligramom . . . . || 1656 | 166 | 160 | 160
Entfarbungszeit in Min, ohne Substrat . . 29 43 24 48
by ., 5 it Citronenséure 26 41 24 4]

’s ws 5» s, Milchsaure . . 17 24 12 17

’s .s »» s, DBernsteinséure | 20 29 16 27

Tabelle 4.
Dieselben Pilzziichtungen wie in Tab. 8, nur wurden die Versuche
angestellt, nachdem die feuchten Pilzfiden im Eisschrank 2 Tage lang
avfbewahrt wurden.

Versuch 1 Versuch 2
Entfarbung

90/, | 100%,| 90°/, | 1007/,

Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . {| 160 | 160 165} 166
Entfarbungszeit in Min. ohne Substrat . . || 410 — [ >240] —
'e ,» ,» it Citronensiure 215 — | >240{ —

vs »s s» 2, Milchsgéure . . 18 29 8 11

’e ,s sy s» DBernsteinsiure 48 81 36 b4

Pilze, die langer als 4 Tage geziichtet wurden, sind inaktiv. Fiir
die Methylenblauversuche am giinstigsten sind die Pilze, die bei reich.
licher Sporenimpfung nur drei Tage auf Citronenséure gewachgen sind.
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Die Milchsduredehydrase ist anch nach finftigigem Aufbewahren
im Eisschrank zum gréBten Teil noch vorhanden. Die Bernsteinsqure-
dehydrase ist zwei Tage lang und diec Citronensduredehydrase hdchstens
einen Tag im Eisschrank haltbar. Entsprechend der Citronensiure-
dehydrase verhilt sich auch die Leeratmung der Pilze. Darum sind Pilze,
die einen bzw. zwei Tage im Eisschrank aufbewahrt wurden, geeignet
fir die Untersuchung verschiedener Dehydrasen, da sie kleine Leer-
entfirbung zeigen.

Um festzustellen, ob die Inaktivierung der dlteren Pilz-
fiden durch Permeabilitdtsinderungen der Zellwand ver-
ursacht wird, habe ich auch Versuche mit gefrorenen Pilz-
fiden angestellt analog den Versuchen von Lynen bei Hefe
(a. a. 0.).

Tabelle 5.

Dieselbe Pilzziichtung wie bei Versuch 2 der Tab. 3. Versuch 1:
Pilz sofort nach der Ernte in fliissige Luft eingetaucht und nach dem
Auftauen (dieser ProzeB dreimal wiederholt) zu den Versuchen benutzt:

Versuch 2: Der Pilz nach dem Auftauen mit Wasser gewaschen, ab-
filtriert und dann wie iiblich die Versuche angestellt.

. Versuch 1 Versuch 2
Entfarbung
900/, | 100%, | 90%, | 1007/,

Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . || 150 | 160 | 150 | 150
Entfarbungszeit in Min. ohne Substrat . . || 40 87 95 | 122
ys s 3, it Citronensiure 40 57 82 116

” »s ss s Milchséure . . 8 11 7 9

ys . 5s s, DBernsteinsidure 16 24 17 24

Aus diesen und anderen dhnlichen Versuchen, auch mit
noch ilteren Pilzen, sieht man, daf lingere Zeit geziichtete
Pilze, die nicht so aktiv sind wie die nur 3 Tage lang ge-
ziichteten, durch Einfrieren in fliissiger Luft nicht aktiviert
werden. Die gefrorenen und ausgewaschenen Pilze zeigen mit
Bernsteinsdure und Mqlchsiure dieselben Entfirbungszeiten
wie die normalen Pilze. Dagegen ist die Leer- und Citrat-
Entfarbungszeit bei den auf diese Weise behandelten Pilzen
bedeutend groBer. Man kann diese Tatsache erkliren durch
die Annahme, daB die Milchsiuredehydrase des Asp. niger im
Gegensatz zu der entsprechenden Dehydrase des Muskels, aber
analog der Mulchsduredehydrase der Hefe, beim Umsatz mift
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Methylenblow, als Wasserstoffacceptor kein Co-Enzym be-
notigt, da dieses unter den vorliegenden Bedingungen zum
groften Teil ausgewaschen wiirde (vgl. analoge Versuche von
Lynen bei Hefe). Die Citronensiuredchydrase bzw. Iso-
cilronensduredehydrase benstigt aber bekanntlich die Co-
Dehydrase 11, die unter den Versuchsbedingungen zum grofen
Teil ausgewaschen wird. Daher die grdoBeren Entfarbungs-
zeiten mit gefrorenem und ausgewaschenem Pilz. Uber den
Stoffwechsel des Asp. niger und die Fermentsysteme desselben
sind weitere Versuche im Gange.

C. Ndhrlssungen. Die Ziichtung der Pilze auf Citronensiure ist
vorzuziehen, obwohl die Pilze auf Glucose oder Rohrzucker schneller
wachsen (schon am dritten Tag muB man sie dort ernten), denn man
erhilt auf diese Weise einen sehr aktiven Pilz, der konstante Eigenschaften
besitzt.

D. Die pu-Abhingigkeit. Die pr-Abhiingigkeit der Entfarbungszeiten
der drei untersuchten Siuren kommt in der folgenden Figur zum Auedruck.

] —————— Leerentfirbung
SoF v ———— Citronensivre
? “ —smwm o == Bornstemnsdvre
Ve MlCRSAUrE

451

55 6 65 7 %5 8
pl —
Fig. 1. Pilzstamm 12 BWA Prag. 3 Tage auf Citrat geziichtet, Normale
Ansitze mit dem entsprechenden Phosphatpuffer. 33 mg Pilztrocken-
gewioht. Es wurde die Zeit der 90-proc. Entfarbung gemessen.

E. Versuche mat verschiedenen Substraten. Es wurden Ver-
suche mit allen moglichen Substraten und Gemischen an-
gestellt, die als Zwischenprodukte des Citronensdureabbaus
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fungieren konnten. Parallel liefen jedesmal auch Versuche
mit Milchsdure und Bernsteinsdure, um die Aktivititen ver-
gleichen zu konnen.

Bei den Ansidtzen, in denen die Citronenséure bereits vor
der Zugabe des MB. mit dem Pilz in Beriihrung war, wurde der
Farbstoff schneller entfirbt als in den analogen Ansétzen, in
denen das Substrat erst mit dem Farbstoff zusammen zu-
gegeben wurde.

Tabelle 6.

Pilz: Stamm 12 BWA Prag, 30 mg trocknes Gewicht pr6,9. Es
wurde die Zeit einer 90-proc. Entfarbung gemessen.

Leerentfirbungszeit . . . . . . . . . . .. ..., 31 Min.
Eutfirbungszeit mit Citronensidure, die zusammen mit dem
MB. d. Pilz zugegeben wurde || 22 ,,

. v ' die 25 Min. vor dem

MB. d. Pilz zugegeben wurde || 17 ,,
- ,, DBernsteingdure . . . . . . . . . .. 23 ,,
- ., Milchsiure . . . . . . . .. . ... T .,

Diese Tatsache kann mit allen drei zur Diskussion
stehenden Abbauschemata erklirt werden. Denn bei allen
dreien ist die erste Phase des Abbaus anaerob. Dann mufB
aber gefordert werden, daf die in dem betreffenden Schema
angenommenen Zwischenprodukte, wenn man sie fiir sich als
Substrat zugibt, tatsdchlich schneller dehydriert werden als
die Citronensdure. Es wurde daher jede Abbaumdoglichkeit
getrennt auf die Erfiillung dieser Forderung hin untersucht.

Die Versuche wurden wie iiblich angestellt; nur um eine eventuelle
Hemmung bei den Ketoderivaten zu vermeiden, wurde statt 1 com nur
0,2 ocm m/;-Liésung von jedem Substrat pro Ansatz verwendet.

a) Abbau iiber Essigsiure + Oxalessigsiure. Hs wurden
die Entfirbungszeiten mit Citronensiure, Essigsdure, Oxal-
essigsdure und einem Gemisch von Essigsdure und Oxalessig-
sdure gemessen,

Nach diesem Versuch ist kein Grund vorhanden, den Abbau
iiber Essigsdure und Oxalessigsdure fir wahrscheinlich zu
halten. Das Gemisch Essigsiure-Oxalessigsdure wird nicht
schneller, sondern langsamer dehydriert als die Citronen-
sédure.



200 Deffner,

Tabelle 7.

Pilz: Stamm 12 BWA Prag, 33 mg Trocken-Gewicht pgm6,9. Es
wurde die Zeit einer 90-proc. Entfarbung gemessen. Versuch I: Der Pilz
sofort nach der Ernte verwendet. Versuch 2: Nach 24 Stunden Auf-
bewahren desselben im Eisschrank,

Versuch 1 | Versuch 2

Leerentfarbungszeit . . . . . . . . .. . .. 17 Min. | 63 Min.
Entfarbungszeit mit Citronenséure. . . . . . . 10 ., 26 ,,

s ,» Essigsdure 4 Oxalessigsiiure | 11 ,, 70,

' ,» Bssigsgure . . . . . . . . 17 ., 58 ,,

' »» Oxalessigséure . . . . . . 4 68 ,,

' ,» Bernsteinsiure . . . . . . 11, 20 ,,

as »» Milchsdure . . . . . . . . 5, 5 ,,

b) Abbau. iiber Amersensiure~Acetondicarbonsiiure. Es
wurden die Hntfirbungszeiten mit Citronensiure, Ameisen-
sdure, Acetondicarbonsdure und einem Gemisch von Ameisen-
sidure und Acetondicarbonsédure gemessen.

Tabelle 8.

Angitze wie bei Tab. 7, aber eine andere Pilzziichtung.

Versuch 1 | Versuch 2
Leerentfarbungszeit . . . . . .. .. .. .. 13 Min. | 39 Min.
Entfarbungszeit mit Citronensgure. . . . . . . 7,5 ,, 18 ,,
’s ,» Ameisensdure 4 Aceton-
dicarbonsdure. . . . . . 15 40 ,,
»» ,, Ameisensaure. . . . . . . 13 ,, 39 ,,
s ,s Acetondicarbonsure. . . .| 15 ,, 39 ,,
us ,» Bernsteinsgure . . . . . . 8 . 12 ,,
s ,» Milehsdure . . . . . . . . 4 ,, | 4,

Auch der Abbau der Citronensdure tber Ameisensidure-
Acetondicarbonsidure erklirt nicht die Tatsache, daB8 die
Citronensiure, die kurze Zeit mit dem Pilz in Beriihrung war,
schneller dehydriert wird als diejenige, die zusammen mit dem
MB. dem Pilz zugegeben wurde, denn ein Gemisch von Ameisen-
sdure und Acetondicarbonsdure wird langsamer dehydriert als
Citronenséiure.

¢) Abbau iiber e-Isocitronensiure. Es wurden die Ent-
férbungszeiten mit Citronensdure, cis-Aconitsdure und e-Iso-
citronensidure gemessen.
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Tabelle 9.
Ansitze wie bei der Tab. 7, aber eine andere Pilzziichtung.

Versuch 1 | Versuch 2
Leerentfarbungszeit . . . . . . . . .. ... 18 Min. | 44 Min,

Entfirbungszeit mit Citronensdure. . . . . . . 9 15,

v ,, ¢is-Aconitsdure . . . . . . 8,6 ,, 4 ,,

. ,, e-Isocitronensdure . . . . . 7,5 ,, 12 ,,

ve ,,» Bernsteinsgure . . . . . . 9 13 ,,

' ,» Milchsgure . . . . . . . . 4 4 ,,

Die e-Isocitronensdure wird schneller als die czs-Aconit-
sdure und diese schneller als die Citronensdure dehydriert,
Damit ist bewiesen, dal die Citronensdure durch Asp. niger
iber cis-Aconitsdure —» e-Isocitronensiure abgebaut wird.
Da8 die Unterschiede nicht gréBer sind, beruht auf der Tat-
sache, daB das Ferment Aconstase, das die Citronensdure in
Isocitronensiiure bzw. die cis-Aconitsdure in Isocitronensiure
und Citronensdure twberftihrt, sehr aktiv ist, wie folgender
Versuch beweist.

II1. Nachweis der Aconitase.
Umwandlung der cis-Aconitsdure in Citronensiure.

Ieh bhabe préparative Versuche angestellt, um die Aco-
nitase nachzuweisen. Zugesetzte cis-Aconitsdure wurde bei
Gegenwart von Na,SeQ; als Citronensédure isoliert. Es folgt
die Beschreibung eines dieser Versuche.

30g feuchte, auf Citrat 4 Tage lang geziichtete Pilzfiden vom
Trockengewicht etwa 6 g wurden in einer Rollflasche in 200 cem 0,85-
proc. NaCl + 30 com ™/,-Phosphatpuffer vom pg = 7,0 suspendiert. Es
wurden 550 mg cis-Aconitsgureanhydrid, das mit NaOH neutralisiert
wurde, und 10 cem ™/,-Na,SeO, hinzugesetzt. Die Flasche wurde mit
einem Gummistopfen, der mit einem Glashahn versehen war, geschlossen,
evakuiert und bei 30° auf einer Schiittelmaschine geschiittelt.

Nach 60 Minuten wurden 50 ccm der Suspension abpipettiert, in
diesen die gebildete Citronenséiure nach Kometianil) als Pentabrom-
aceton bestimmt. Es waren im ganzen Ansatz 330 mg Citronensinre
gebildet worden. Die Flasche wurde sofort evakuiert und weiter ge-
schiittelt. Nach 3 Stunden wurde dasselbe wiederholt und 435 mg

1) Kometiani, Fr, 86, 359 (1931).
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Citronenséure gefunden. Nach 20 Stunden wurde der Versuch ab-
gebrochen. Es hatten sich 490 mg Citronensiure gebildet.

Die Citronensgure wurde auch als Chininsalz isoliert.

Bei einem Versuch, der ohne Aconitsdure paralle! lief, wurden nach
2 Stunden 10 mg und nach 20 Stunden 4 mg Citronensure gefunden.

Aus meinen Versuchen kann man den SchluB zichen, da8
bei den Schimmelpilzen bzw. Asp. niger der Citronenséure-
abbau nicht iber Ameisensdure-Acetondicarbonsidure verlduft,
wie Walker angenommen hat, sondern iiber die 1-Isocitronen-
sdure, Oxalbernsteinsdure, a-Ketoglutarsgure usw.

Auch bei dern Fiuschen wird die Citronensdure iiber die
Isocitronensture abgebaut, wie ich spidter in anderem Zu-
sammenhang berichten werde.

Zusammenfassend kann man iiber den biologischen Ab-
bau der Citronensdure jetzt sagen, daB dieser im tierischen
Organismus, den Schimmelpilzen und der Hefe iiber die
(—)-Isocitronensdure, Oxalbernstéinsdure, «-Ketoglutarsiure
usw. verlduft. Bei den Organismen, die auf Citronensidure als
einziger C-Quelle wachsen, entsteht aus der a-Ketoglutarsiure
durch Ammoniak die Glutaminsiure und aus dieser durch
Umaminierung die iibrigen Aminosiuren?). Nur bei den Bak-
terien wird die Citronenséure aerob und anaerob tber Essig-
sdure-Oxalessigsdure abgebaut. Bei den Bakterien, die auf
Citronenséure als einziger C- Quelle allein wachsen, wiirde dann
aus der Oxalessigsdure bzw. Fumarsiure (Aspartasereaktion)
durch Ammoniak die Asparaginsdure und daraus die iibrigen
Aminosduren entstehen. So kann man auch erkliren, daB in
gewissen Milchsdurebakterien nach Befunden der Euler-
schen Schule die Glutaminsiuredehydrase nicht vorkommt.

1) Uber den biologischen Ab- und Aufbau der Aminosduren vgl.
W. Franke, Z, Ang. 52, 695 u..703 (1939).





