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Dber den Stoffwechsel des Schimmelpilzes 
Aspergillus niger. 

I, Abbau der Citronensaure *) ; 

von Michael Deffner. 

Mit 1 Figur im Text. 

[Aus dem Institut fur Chemie und Landwirtsohaft ,,Nikolaos Kanello- 
poulos" Abt. f. Org. Chemie u. Biochemie Rriius, Griechenland,] 

(Eingelaufen am 4. Juni 1942.) 

Nach Walker und Mitarbeitern sol1 das Primarprodukt 
des Citratabbaus durch den Schimmelpilz Aspergillus nigerl) 
wie auch durch das Bacterium pyocyaneum2) die Aceton- 
dicarbonsaure sein, die weiterhin iiber Malonsaure zu Essig- 
sliure, teilweise auch zu Bernsteinsaure abgebaut wird. Mar- 
tins3) hat fiir den tierischen Organismus die primare Umlage- 
rung der Citronensaure iiber die cis-Aconitsawe in Isocitronen- 
saure und deren Abbau iiber die Oxalbernsteinsaure zu a-Keto- 
glutarsaure und Bernstcinsaure bewiesen. 

Vor 3 Jahren habe ich im Wielandschen4) Institut ein 
neues Schema fur den anaeroben Abbau der Citronensaure 
durch Bakterien aufgestellt, das auch fiir das B. pyocyaneum 
gilt, wie gemeinsame Versnche mit Franke5) gezeigt haben. 
An der Spitze dieses Schemas steht der anaerobe Zerfall des 
Citronensaure-Molekuls in Oxalessigsaure und Essigsaure. 
Dieser Abbau wurde spater durch Brewer und Werkman 
auch fiir den anseroben Abbau der Citronensaure durch 

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

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

2, But te rwor th  u. Walker, Bio. J. 23, 926 (1929). 
8 )  C.Martius, H. 247, 104 (1937); 257, 29 (1938). 
4) M.Deffner, A. 836, 44 (1938). 
5) M. Deffner u. W. Franke ,  A. 641, 85 (1939). 
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Aerobacter irzdobgenesl) bestatigt. Er gilt auch fur den aerobe,& 
Abbau der Citronensaure durch Bakterien, wie unsere Ver- 
suche2) gezeigt haben. 

Da die Ergebnisse von Walker und Mitarbeitern bei 
B. pyocyaneum von uns widerlegt wurden und da auch der 
friiher im allgemeinen angenommene Abbau der Citronensaure 
uber die Acetondicarbonsaure nach Martius nicht zutrifft, 
war nur noch zu untersuchen, ob etwa der Abbau der Citronen- 
saure durch Schimmelpilze uber die Acetondicarbonsaure ver- 
lauft, wie Walker annimmt, oder auf einem anderen Weg. 
Inzwischen wurde von der Eulerschen Schule3) und von 
Lynen und Neciullah4) im Wielandschen Institut be- 
wiesen, daB auch bei der Hefe der Citronensaure-Abbau uber 
die Isocitronensaure verlauft. 

Meine Versuche beweisen nun, wie vorweggenommen sei, 
da13 bei den Schimmelpilzen bzw. bei Aspergillus niyer der 
Citronensaure-Abbau uber die Isocitronensaure verlauft und 
nicht, wie Walker und Mitarbeiter angenommen haben, uber 
die Acetondicarbonsaure. 

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 lafit, zu 
entgehen, daB namlich irgendwelche fafibaren Abbauprodukte 
nicht direkt aus der zugesetzten C-  Quelle stammen, sondern 
indirekt aus primar daraus aufgebauten Zellsubstanzen (z. B. 
Aminosauren). 

Zu den Versuohen wurden verschiedene Stiimme von Aspergillus niger 
verwendet *). Sie wurden auf einer NiihrlGsung gezuchtet, die pro Liter 

1) C. R. Brewer u. C .  H. Werkman, Enzymologia 6, 273 (1939). 
z, Vgl. Anm. 5, S. 191. 
3, H. v. Euler,  E.Adler, G. Giinther u. L. Elliot, Enzymo- 

9 F.Lynen u. N.Neciullah, A. 641, 203 (1939). 
*) Piir die freundliche und kostenlose fherlassung von 4 Aspergillus 

niger-Stammen bin ich Herrn Prof, Dr. K. Bernhauer zu groBem Dank 
verpflichtet. 

logia 6, 337 (1939). 
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3 g NH,NO,, 1 g KH,PO,, 0,4 g MgSO,. 7H,O und Spuren von Eisen 
enthielt (Losung L); als C- Quelle wurde benutzt sowohl Citronensikure 
(20 g pro Liter der Lasung L.pa der Nahrlosung = 2,3), als auch Glucose 
oder Rohrzucker (30 g pro Liter der Losung L). Im letzten Fall wurde 
Weinsiture oder Citronensiture zugesetzt (2g), um das PH der Losung 
auf etwa 2,9-3,l einzustellen. Die Nahrlosung wurde mit frischer 
Sporensuspension geimpft . 

Die Pilze wurden anfangs in kleinen Pe t r i  - Schalen bei 34-360 
geziichtet. Das junge, 3 Tage alte, weiBe Pilzmycel wurde fein gemahlen 
und der Pilzbrei fur die Versuohe verwendet. Der Brei war sehr aktiv, 
aber die Menge des gebildeten Pilzes gering. Um die Ausbeute zu erhohen, 
wurden die Pilze litnger geziichtet. Diese lilteren, vor der Sporenbildung 
nooh weil3en 'Pilzmycele waren inaktiv. Ich habe es daher vorgezogen, 
die Pilze wie folgt zu ziiohten: 

Rollflasohen von 6-7 Liter wurden mit 1,5 Liter Nahrlosung be- 
schickt und im Autoklaven sterilisiert. Nach dem Erkalten wurde mit 
einer kriiftigen frischen Sporensuspension geimpft, mit Sauerstoff gefiillt 
und mit einem stcrilen Gummistopfcn versohlossen. Die Flaschen wurden 
bei 34-38'' stark geschuttelt, so da8 die Nahrfliissigkeit mi$ dem Sauer- 
stoff gut in Beriihrung kam. Es muB dafiir gesorgt werden, daB immer 
Sauerstoff vorhanden ist. Am zweiten und dritten Tag wurde daher der 
Sauerstoff erneuert und am vierten oder spatestens fiinften Tag die Pilz- 
masse durch eine Glasfilternutsche (Jena 26 G 2 oder 26 ff 3) abfiltriert, 
mit Wasser gewaschen und leicht ausgepreBt. Langere Zeit geziichtete 
Pilze erwiesen sich als inaktiv. Es wurde nicht unter sehr streng sterilen 
Bedingungen gearbeitet, denn wegen des sauren PH der Losung, der 
starken Impfung und der Spezifitilt der Nihrlosung wurde nie eine 
Fremdinfektion festgestellt. Die auf diese Weise geziichteten Pilze be- 
zeichne ich als feuchte Pilzfaden. Ausbeute aus 1,5 Liter Nahrlosung 
10-15 g feuchte Pi lz faden von 3-6 g Trockengewicht. 

Es wurden auch Versuche angestellt mit Pilzen bzw. feuchten Pi lz-  
f aden ,  die direkt in kleinen Portionen in fliissige Luft oder fliissigen Stick- 
stoff eingetragen wurden, analog den Versuchen von Lynenl) bei Hefe. 
Pilze, die inaktiv waren, wie z. B. solche, die langere Zeit gewachsen 
waren oder die im Eisschrank lange aufbewahrt worden waren, konnten 
nach dcm Einfrieren in fliissiger Luft nicht aktiviert werden. 

I. P r a p a r a t i v e  Versuche mi t  wachsenden Pilzen. 
Zunachst habe ich die Versuche von Walker  und Mit- 

arbeitern2) an drei verschiedenen Stammen von Asp niger 

1) F.Lynen, A. 639, 1 (1939). 
2) Th. K. W a l k e r ,  V. Subramaniam u. l?. Challenger, Sac. 

1927, 3044. 
AMslen der Chemie. 660. Band. 13 
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nachgeasbeitet. Ich habe meine Versuche aber so durchgefiihrt 
wie die mit B. pyocyunmd). Aceton konnte ich nicht nach- 
weisen. Oft habe ich auch die Nahrfliissigkeiten, auf denen die 
Pilze kurze oder langere Zeit gezuchtet wurden, auf Aceton 
untersucht. In keinm FaZZe 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. pyocyuneum, im Augenblick nichts Be- 
stimmtes aussagen. Ich glaube aber, daB es sich nicht urn ein 
grundsatzlich verschiedenes Verhalten der verwendeten Asper- 
gillus-Stsmme handelt, und neige vielmehr zu der Annahme, 
daS den englischen Forschern vielleicht irgendein - nach- 
traglich schwer feststellbarer - methodischer Fehler unter- 
laufen ist. 

Walker und Mitarbeiter stutzen ihr Citronensaure- 
Abbauschema besonders auf den Nachweis und die Be- 
stimmung des Acetons. Nachdem mir dieser Nachweis nicht 
gelungen ist, bin ich der Ansicht, da13 der Abbau der Citronen- 
same iiber die Acetondicarbonsaure nicht bewiesen ist. Es 
war daher zu nntersuchen, wie nun die Citronensaure wirklich 
abgebaut wird. 

11. Versuche mit Methylenblau 
als Wasserstoffacceptor. 

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

Von den Dehydrasen des Aap. niger wurde bis jetzt n&her unter- 
suoht nur die sog. Ulucoaeoxydaae (Gluooseoxhydrase). D. Miiller2) 
konnte diem isolieren. W. Frsnke und Lorenzs) haben sie ah Dehydraae 
(oxytrope) sichergestellt und W. Franke und M. Deffner') ale Uelbes 

I) KDeffner u. W.Franke, A. 641, 86 (1939). 
2) Erg. Enzymfomoh. 6. 269 (1936). 
a) A. 682. 1 (1937). 
4, A. 641, 117 (1939). 



i h e r  den StoffwechseE des Schimmelpilzes usw. 195 

EntfUrbung 

Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . 
Entfhrbungszeit in E n .  ohne Substrat . . 

7. ,, ,, mit Citronensilure 
f *  ,, ,, ,, MilchsUure . . 
3, ,, ,, ,, Bernsteinsliure 

F m e n t  erkannt. MillIer konnte in seinen aZucoseoxydase-pr&paraten 
auch Apfekauredehydrase nachweisen. 

A. Versuchsfechnik. Die Methylenblauversuche wurden in eva- 
kuierten Thunberg-RBhren nach Berthol) angestellt. Zur Herstellung 
vollkommen homogener Pilzsuspensionen wurden die feuchten Pilzfaden 
mit der entspreohenden Menge Phosphatpuffer in einem Porzellanmbrser 
Zeicht verrieben. Der allgemeine Ansatz meiner Versuche war: 

6,O ccm Pilzsuspenaion in m/ls-Phosphatpuffer (pa 6,8-7,l). 
1,0 ccm m/3- oder m/,,,-Substratlosung (als Na-Sab). 
0,fi ccm Methylenblau 1 : 1000 (etwa 
Cfesamtvolumen 6,5 ccm; Versuchstemperatur 34,. 

Als Versuchsbeqinn wurde der Zeitpunkt, zu dem das evakuierte 
RBhrchen in den Thermostaten eingesenkt wurde, als EntfiiTbPLngszeit t 
- zwecks grdl3erer Ablesegenauigkeit - die Zeitpunkte einer 90. und 
100 proo. Entfilrbung (Vergleichsskala) notiert. Die meisten Ansatze 
wurden doppelt ausgefiihrt. 

B. MyceZaltw und -aktivitat. Von groBer Bedeutung fur 
die Dehydrasenaktivitat ist das Alter des Pilzes. Ich habe 
vergleichend die Entfarbungszeit desselben Pilzstammes ver- 
schiedenen Alters mit und ohne Substrat gemessen. Als Sub- 
strate fiir diese Versuche wurden Milchsaure, Bernsteinsaure 
und Citronensiiure benutzt. 

Versuch 1 Versuch 2 

goo/, ~1000/, goo/, 1000/, 

60 60 30 30 
9,5 12,6 31 47 
6,6 8,5 22 31 
2,O 3,O 7 11 
5,5 7,O 23 32 

Tabelle 1. 
Die Versuche wurden ~ofor t  nach der Ernte des Pilzes aogestellt. 

Pilzstamm 12 BAW Rag. Vmsuch 1: 3 Tage auf Citrat geziiohtet, Aus- 
beute 9 g feuchte Pilzfiden aus 1,6 Liter NiihrlBsung. Vwsuch 2: Eine 
andere iihnliche Pilzziichtung. 

1) Methodik vgl. Bertho- Gra,Bmann, Bio. Praktikum, S. 152. 
Leip’zig 1876. 

13* 
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Entfiirbung 

Pilztrockengewicht in Milligramm . , . . . 
Entfiirbungszeit in Min. ohne Substrat . . 

9 9  ,, ,, mitCitronensiiure 
11  ,, ,, ,, Milchsiiure . . 
,, ,, ,, ,, Bernsteinsiiure 

Tabelle 2. 
Dieselben Pilzziichtungen wie in Tab. 1, nur wurden die Versuche 

angestellt, nachdem die feuchten Pilzf&den im Eisschrank 2 Tage lang 
aufbewahrt wurden. 

Versuch 1 Versuch 2 

goo/, 1000/, g o o / ,  1000/, 

36 36 26 26 
>240 - >240 - 
>240 - >240 - 

3 3,6 10,6 14 
11 17 26 33 

Entfarbung 

Pilztrockengewicht in Milligramm. . . . 
Entfiirbungszeit in Min. ohne Substrat . . 

2 3  ,, ,, mitcitronensiiure 
,, ,, ,, Milchsiiure . . 

, 7  ,, ,, ,, Bernsteinsiiure 

Versuch 1 Versuch 2 

goo/, 1000/, Boo/o loo~/. 

166 166 160 160 
29 43 24 48 
26 41 24 41 
17 24 12 17 
20 29 16 27 

Entfiirbung 

Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . 

,? ,, ,, ,, Milchsiiure . . 
,+ ,, ,, ,, Bernsteinsiiure 

Entfiirbungszeit in Min. ohne Substrat . . 
,f ,, ,, mitCitronensiiure 

I'y.'-chl I Versuch2 

160 160 166 166 

g o o / ,  1000/, goo/, 1000/, 

410 - >240 - 
216 - >240 - 

18 29 8 11 
48 81 36 64 
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Pilztrockengewicht in Milligramm. . . . 
Entfiirbungszeit in Min. ohne Substrat . . 

9 9  ,, ,, mitcitronensiiure 
9,  ,, ,, ,, Milchsiiure . . 
3, ,, ,, ,, Bernsteinsiiure 

Die Yilclisiiuredehydrase ist auch nach fiinftiigigem Aufbewahren 
im Eisschrank zum grodten Teil noch vorhanden. Die Bernsteiwaure- 
dehydrase ist zwei Tage Iang und die Citronensa~r~ehydrase hochstens 
einen Tag im Eisschrank haltbar. Entsprechend der Citronensiiure- 
dehydrase verh%lt sich auch die Leeratmung der Pilze. Darum sind Pilze, 
die einen bzw. zwei Tage im Eisschrank aufbewahrt wurden, geeignet 
fur die Untersuchung verschiedener Dehydrasen, da sie kleine Leer- 
entfiirbung zeigen. 

Um festzustellen, ob die Inaktivierung der alteren Pilz- 
f aden durch Permeabilitatsanderungen der Zellwand ver- 
ursacht wird, habe ich auch Versuche rnit gefrorenen Pilz- 
faden angestellt analog den Versuchen von Lynen bei Hefe 
(a. a. 0.). 

Tabelle 5. 
Dieselbe Pilzzuchtung wie bei Versuch 2 der Tab. 3. Versuch 1: 

Pilz sofort nach der Ernte in fliissige Luft eingetaucht und nach dem 
Auftauen (dieser ProzeD dreimal wiederholt) zu den Versuchen benutzt : 
Versuch2: Der Pilz nach dem Auftauen mit Wasser gewaschen, ab- 
filtriert und dann wie iiblich die Versuche angestellt. 

150 150 150 150 
40 57 95 122 
40 57 82 116 

8 11 7 9 
16 24 17 24 

Aus diesen und anderen ahnlichen Versuchen, auch mit 
noch alteren Pilzen, sieht man, da13 langere Zeit gezuchtete 
Pilze, die nicht so aktiv sind wie die nur 3 Tage lang ge- 
zuchteten, durch Einfrieren in flussiger Liift nicht aktiviert 
werden. Die gefrorenen und ausgewaschenen Pilze zeigen mit 
BernsteinsU71,re und Milchsfiuw dieselben Entfarbungszeiten 
wie die normalen Pilze. Dagegen ist die Leer- und Citrut- 
Entfarbungszeit bei den auf diese Weise behandelten Pilzen 
bedeutend grol3er. Man kann diese Tstsache erklaren durch 
die Annahme, da13 die Milchsauredehydruse des Asp. niger im 
Gegensatz zu der entsprechenden Dehydrase des Muskels, aber 
analog der Milchsuuredehydrase der Hefe, beim Urnsatz mit 
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Meth ybnblau als Wasserstoffacceptor kein Co-Ewym be- 
notigt, da dieses unter den vorliegenden Bedingungen zum 
grBBten Teil ausgewaachen wiirde (vgl. analoge Versuche von 
Lynen bei Hefe). Die Citronensuuredchydrase bzw. Iso- 
cilronensiuredehydrase benotigt aber bekanntlich die Co- 
Dehydrase Il, die unter den Versuchsbedingungen zum groBen 
Teil ausgewaschen wird. Daher die groDeren Entfarbungs- 
zeiten mit gefrorenem und ausgewaschenem Pilz. iiber den 
Stoffwechsel des Asp. nigw und die Fermentsysteme desselben 
aind weitere Versuche im Gange. 

C. Nahrloaungen. Die Ziichtung der Pilze auf Citronensiiure ist 
vorzuziehen, obwohl die Pilze auf Glucose oder Rohrzucker schneller 
wachsen (schon am dritten Tag mu0 man sie dort ernten), denn man 
erhiilt auf diese Weise einen sehr aktiven Pilz, der konstante Eigenschaften 
besitzt. 

D. Die pE-Abh&gigkeit. Die pH-Abhiingigkeit der Entfiirbungszeiten 
der drei wtersuchten Sliuren kommt in der folgendenFigur zum Auedruck. 

------ Lewenh'Zrbung 
4 -  C/Pronen.s&re 

BernS/e/saum 
Mi/&sdure 

-.. -. . - .. 5L 55 6 6 5 7  i r 5 8  - 
PH - 

Fig. 1. Pilzstamm 12 BWA Prag. 3 Tage auf Citrat geziichtet. Normsle 
Anshtze mit dem entsprechenden Phosphatpuffer. 33 mg Pilztmcken- 

gewicht. Es wurde die Zeit der 90-proc. Entflirbung gemessen. 

E. Versuche mit werschiedenen Substraten. Es wurden Ver- 
suche mit allen moglichen Substraten und Gemischen an- 
gestellt, die als Zwischenprodukte des Citronensaureabbaus 
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Leerentfiirbungszeit . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Entfgrbungszeit mit Citronensiiure, die zusammen mit dem 

MB. d. Pilz zugegeben wurde 
3, f ,  11 die 26Min. vor dern 

MB. d. Pilz zugegebenwurde 
9 ,  .. Bernsteinsiiure . . . . . . . . . . .  
,, .. Milchshm . . . . . . . . . . . . .  

31 E n .  

22 ,, 

17 ,, 
23 ,, 
7 .. 

Diese Tatsache kann rnit allen drei zur Diskussion 
stehenden Abbauschemata erklgrt werden. Denn bei aIIen 
dreien ist die erste Phase des Abbaus anaerob. Dann muB 
aber gefordert werden, da8 die in dem betreffenden Schema 
angenommenen Zwischenprodukte, wenn man sie fiir sich als 
Substrat zugibt, tatsachlich schneller dehydriert werden als 
die Citronensaure. Es wurde daher jede Abbaumoglichkeit 
getrennt auf die Erfiillung dieser Forderung hin untersucht. 

Die Versuche wurden wie iiblioh angestellt ; nur urn eine eventuelle 
Hemmung bei den Ketoderivaten zu vermeiden, wurde statt 1 ccm nur 
0,2 corn m/,-Loaung von jedem SubBtrat pro Ansatz verwendet. 

a) Abbau iiber Essigsaure + Oxakssigsaure. Es wurden 
die Entfarbungszeiten mit Citronensaure, Essigsaure, Oxal- 
essigsaure und einem Gemisch von Essigsaure und Oxalessig- 
sliure gemessen. 

Nach diesem Versuch ist kein Grund vorhanden, den Abbau 
fiber Essigsaure und OxaIessigsaure fiir wahrscheinlich zu 
halten. Das Gemisch Essigsaure-Oxalessigsaure wird nicht 
schneller , sondern langsamer dehydriert als die Citronen- 
saure. 
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Leerentfilrbungszeit . . . . . . . . . . . . .  
Entfiirbungszeit mit Citronensiiure . . . . . . .  

9 ,  ,, Ameisensilure + Aceton- 
dicarbonsiiure. . . . . .  

I ,  ,, Ameisensiiure. . . . . . .  
9 9  .. Acetondicarbonsiiure . . . .  
7 9  ,, Milchsiiure . . . . . . . .  

. . . . . .  ,, ,, BernsteinsLure 

Tabelle 7. 
Pilz: Stamm 12 BWA Rag, 33 mg Trocken-Gewicht PH 6,Q. Es 

wurde die Zeit einer 90-proc. Entfiirbung gemessen. Verershch I: Der Pilz 
sofort nach der Ernte verwendet. Versuch 2: Nach 24 Stunden Auf- 
bewahren desselben im Eisschrank. 

13 Min. 
7,5 .. 

15 ,, 
13 ,, 
15 .. 
4 ,, 
8 ,, 

11 Versuch 1 I Versuch 2 
ll 

Leerentfilrbungszeit 
Entfilrbungszeit mit Citronensiiure . 

9 ,  ,, EssigsLure + Oxalessigsiiure ,, 
,, ,, Essigshure 
,, .. Oxalessigsilure . . . . . .  14 .. 
9, .. Bernsteinsiiure . . . . . .  
,, .. MilchsELure . . . . . . . .  

b) Abbau iiber Ameisensaure-Acetondicarbonsaure. Es 
wurden die Entfiirbungszeiten rnit Citronensaure, Ameisen- 
saure, Acetondicarbonsaure und einem Gemisch von Ameisen- 
saure und Acetondicarbonsaure gemessen. 

Tabelle 8. 
Anslitze wie bei Tab. 7, aber eine andere Pileziichtuna. 

Auch der Abbau der Citronensaure iiber Ameisensaure- 
Acetondicarbonsaure erklart niclit die Tatsache, da13 die 
Citronensaure, die kurze Zeit rnit dem Pilz in Beriihrung war, 
schneller dehydriert wird als diejenige, die zusammen rnit dem 
MB. dem Pilz zugegeben wurde, denn ein Gemisch von Ameisen- 
saure und Acetondicarbonsaure wird langsamer dehydriert als 
Citronensaure. 

c)  Abbau iiber e-Isocitronensaure. Es wurden die Ent- 
farbungszeiten mit Citronensaure, cis-Aconitsaure und e-Iso- 
citronensaure gemessen. 



Tabel le  9. 
Ansiitze wie bei der Tab. 7, aber eine andere Pilzziichtung. 

11 Versuch 1 I Versuch 2 

Entfarbungszeit mit Citronensaure. 
I, 

>, 
,9  ,, Bernsteinshure . . . . . . 
,, ,, Milchsiiure . . . . . . . . 

Die e-Isocitronensaure wird schneller als die cis-Aconit- 
saure und diese schneller als die Citronensaure dehydriert. 
Damit ist bewiesen, daB die Citronensaure durch Asp. nigw 
uber cis-Aconitsaure --t e-Isocitronensaure abgebaut wird. 
DaB dic Unterschiede nicht groBer sind, beruht auf der Tat- 
sache, daB das Ferment Aconituse, das die Citronensaure in 
Isocitronensaure bzw. die cis-Aconitsaure in Isocitronensaure 
und Citronensaure uberfuhrt, sehr aktiv ist, wie folgender 
Versuch beweist. 

111. Nachweis  d e r  Aconi tase .  

U in w a n  d 1 u n g d e r c i s  - A c o n i t  s a ur e in  C it  r one  n s a u r e. 
Ich habe praparative Versuche angestellt, urn die Aco- 

nitase nachzuweisen. Zugesetzte cis-Aconitsaure wurde bei 
Gegenwart von Na,SeO, als Citronensaure isoliert. Es folgt 
die Beschreibung eines dieser Versuche. 

30g feuchte, auf Citrat 4Tage lang geziichtete Pilzfiiden vom 
Trockengewicht etwa 6 g wurden in einer Rollflasche in 200 ccm 0,W- 
proc. NaCl + 30 ccm m/,-Phosphatpuffer vom PH = 7 ,O  suspendiert. Es 
wurden 550 mg ckAconitsiiureanhydrid, das mit NaOH neutralisiert 
wurde, und 10 ccm m/2-Na,Se0, hinzugesetzt. Die Flasche wurde mit 
einem Gummistopfen, der mit einem Glashahn verschen war, geschlossen, 
evakuiert und bei 30° auf einer Schiittelmaschine geschiittelt. 

Nach 60 Minuten wurden 50 ccm der Suspension abpipettiert, in 
diesen die gebildete Citronensaure nach Komet ian i l )  ale Pentabrom- 
aceton bestimmt. Es waren im ganzen Ansatz 330mg Citronensiiure 
gcbildet worden. Die Flasche wurde sofort cvakuiert und weiter ge- 
schuttelt. Nach 3 Stunden wurde dasselbe wiederholt und 436 mg 

1) Komet ian i ,  Fr. 86, 369 (1831). 



202 Deffner , Uber den Sfoffwechel des Schimmelpilzes usw. 

Citroneneiiure gefunden. Nach 20 Stunden wurde der Versuch ab- 
gebroohen. Es hatten sich 490 mg Citronensiiure gebildet. 

Die CitronensCLure wurde auch als Chininsah isoliert. 
Bei einem Versuch, der ohne Aconitsiiure parallel lief, wurden nach 

2 Stunden 10 mg und nach 20 Stunden 4 mg Citronensilure gefunden. 

Aus meinen Versuchen kann man den SchluS ziehen, dai3 
bei den Schimmelpilzen bzw. Asp. nigm der Citronensaure- 
abbau nicht uber Ameisensaure-Acetondicarbonsaure verlauft, 
wie Walker angenommen hat, sondern uber die 1-Isocitronen- 
saure, Oxalbernsteinsaure, a-Ketoglutarsaure usw. 

Auch bei den Fischen wird die Citronensaure uber die 
Isocitronens$ure abgebaut, wie ich spater in anderem Zu- 
sammenhang berichten werde. 

Zusammenfassend kann man uber den biologischen Ab- 
bau der Citronensaure jetzt sagen, da9 dieser im tierischen 
Organismus, den Schimmelpilzen und der Hefe uber die 
(-)-Isocitronensaure, Oxalbernstkinsaure, ar-Ketoglutarsaure 
U ~ W .  verlauft. Bei den Organismen, die auf Citronensaure als 
einziger C- Quelle wachsen, entsteht aus der a-Ketoglutarsaure 
durch Ammoniak die Glutaminsaure und aus dieser durch 
Umaminierung die ubrigen Aminosaurenl). Nur bei den Bak- 
terien wird die Citronensaure aerob und anaerob uber Essig- 
saure-Oxalessigsaure abgebaut. Bei den Bakterien, die auf 
Citronensaure als einziger C- Quelle allein wachsen, wiirde dam 
aus der Oxalessigsaure bzw. Pumarsaure (Aspartasereaktion) 
durch Ammoniak die Asparaginsaure und daraus die ubrigen 
Aminosauren entstehen. So kann man auch erklaren, daB in 
gewissen Milchsaurebakterien nach Befunden der Euler- 
schen Schule die Glutaminsauredehydrase nicht vorkommt. 

1) Uber den biologischen Ab- und Aufbau der Aminwiluren vgl. 
W.Franks, Z. Ang. 62, 696 u..703 (1939). 




