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Ueber die Ammoniak- und Nitrataufnahme bei Aspergillus
oryzae, mit besonderer Riicksicht auf die Wirkung
einiger Schwermetalle und Zuckerarten

Von

TETSU SAKAMURA

Einleitung

Es ist eine schon bekannte Tatsache, daB bei der Ammonium-
nitratkultur von Aspergillus oryzae der pH-Wert der Néhrlésung
wihrend der Kultur je nach den Bedingungen entweder bis auf 2,0
sich erniedrigt oder diese pH-Abnahme bald sich unterbricht und
der Wert wieder zu steigen beginnt. Der Einfachheit halber sei der
pH-Riickgang im letzteren Fall unten als ,,pH-Umkehr* bezeichnet.
DaB die pH-Verinderung der Ni#hrlosung hauptséchlich auf un-
gleicher Aufnahme des durch Hydrolyse von Ammoniumnitrat
entstandenen Basen- und Sdureanteils beruht, ist aus meiner friiheren
Arbeit (1930) ersichtlich. Es ist seinerzeit auch festgestellt worden,
daB diese zweierlei pH-Verlaufe einerseits von der Eigentiimlichkeit
des Pilzes selbst, anderseits von der Kulturbedingung abhingig sind,
so z. B. von der Eigenschaft des als C-Quelle benutzten Zuckers.
Wenn Glukose als C-Quelle verwendet wurde, sank der pH-Wert
immer niedriger bis auf 2,0, wihrend die pH-Umkehr geschah, wenn
Fruktose oder Saccharose zur Verwendung kam. Zu jener Zeit war
aber nicht entschieden, ob die bei pH-VWexiinderung sichtbare Stamm-
eigenttimlichkeit des Pilzes von der Bé®mgung der Vorkultur
abhindig oder von erblicher Natur sei. Nach einigen Jahren wurde
von mir (1934) gefunden, daB Fe-Zusatz zur Kulturlésung, die
durch das Adsorptionsverfahren mit Carbo medicinalis MERCK von
Verunreinigungen gesiubert ist, die pH-Umkehr hervorruft, wéhrend
Fe unter Mitwirkung von Cu einseitig nur die pH-Erniedrigung
verursacht. Bemerkenswert ist auch, daB die Eigenschaft des
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178 T. SAKAMURA

Pilzes, die dazu neigt, den pH-Wert zu erniedrigen, durch wiederholte
Vorkultur durch mehrere Generationen unter Zusammenwirken von
Fe und Cu verstirkt und mittels des Xonidiums auf die folgende
Kultur iibertragen wird.

Ausgehend aus der oben geschilderten Tatsache, schien es mir
wichtig, auch die Moglichkeit der Wirkung anderer Schwermetalle
in dieser Richtung zu untersuchen, vor allem von Zn und Mn, die
heute fiir die Pilzkultur als notwendig betrachtet werden. Da aber
die Schwermetalle schon in Spuren bei der Pilzkultur wirksam sind
und sie gewohnlich in den als Nihrstoff benutzten Chemikalien. als
Verunreinigungen vorkommen, ist es in erster Linie notwendig,
treffliche Reinigungsmethode zu ermitteln.  In der anderen Arbeit
(1936) habe ich mittels des Polarographs nachgewiesen, daB die
mit Kohle behandelte Kulturlésung noch Mn und andere unbekannte
Stoffe in Spuren enthilt, die von der Kohle abgegeben werden oder
darin zuriickbleiben diirften. Es war mir also klar geworden, daB
die Kohlenbehandlung, selbst unter Verwendung von Carbo medici-
nalis MERCK, zum Zwecke der Befreiung der Nihrlosung von Schwer-
‘metallspuren nicht geeignet ist. Diese Sachlage veranlaBte mich,
‘andere Adsorptionsmittel zu suchen, und zuletzt wurde Calcium-
phosphat zu diesem Zwecke als brauchbar nachgewiesen.? Die
ausfiihrliche Schilderung der Adsorptionsmethode und der Herstel-
lung der Nahrlosung befindet sich in meiner fritheren Arbeit (1936).

Durch diese verbesserte Methode wurden eingehendere Unter-
suchungen tiiber die Abhingigkeit der wihrend der Kultur statt-
findenden pH-Verinderung von der Schwermetallwirkung an As-
pergillus oryzae erheut unternommen, zugleich mit Beriicksichtigung
der Eigenschaft des Zuckers, die schon vom mir (1930) als wichtiger
Faktor erwiesen worden war. Da, wie schon erwihnt wurde, die
PpH-Verinderung hauptsichlich auf der ungleichen’ Aufnahme des
Basen- und Siureanteils von Ammoniumnitrat beruht, beziehen sich
die vorliegenden Untersuchungen auf die Erklirung des Mechanismus
der Salzabsorption in die Zelle. Zum Vergleich wurden daher auch
die Kulturversuche mit alleiniger N-Quelle, so z. B. mit Ammonium-
sulfat oder Natriumnitrat ausgefiihrt.

1) Die Ca-Ionen, die méglicherweise in der Néhrlssung in geringer Menge
vorkommen, wirken auf das Pilzwachstum nicht spezifisch. ‘
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Methoden

- ¢« . Die Kultur geschah in groBlen Ziigen gleich meiner friiheren
Arbeit (1936), und die Nahrlosung besall folgende Zusammen—
setzung:

NH,NO, (MERCK’s Reagens) ...................... 5g
KH,PO, (nach SORENSEN fiir Puffergemisch,
SCHERING-KAHLBAUM)  ...cviiivrernrnrociennns 2,6g
MgS0,.7TH,0 (zur Analyse mit Garantieschein, KAHL-
BAUM) tttitricnnnsonocnncsnsancsasnsonneasans 125 ¢
Glukose (TAKEDA) ....iuiieviinnnrecionannaccnnnsss 45 g (m/4)
Umdestilliertes Wasser .......c..cvivnveeernocrncnns 1000 cecm

Diese Losung ist im folgenden als ,,Standardlésung® bezeichnet.
‘Je nach Bediirfnis wurden folgende Salze und Zucker als N- bzw.
C-Quelle anstatt des Ammoniumnitrats und der Glukose je in
Aquivalenter Menge in 1000 ccm Losung gelost:

o TN 6,31 g
NaNOg i oottt ittt ieeaenanns vov.. B30g
Ca(NOy) o 4H,0 .o 737¢g
(NH)L80, «evvvineennnnn.. S 4,12¢
Fruktose (MERCK) ..inirevirnnenrononronrnsnennes 45 g (m/4)
Saccharose (MERCK) +vuvievrrrerrvnurnnnannnnsnnnns 42,78 g (m/ 8)1)

Dle benutzten Schwermtallsalze waren FeSO,, ZnSO,, MnSO; und
€CuS0,s. Die Mengenverhiltnisse wurden in molarer Konzentration
ausgedriickt. Wenn es notwendig ist, kann die in 100 cem Losung
enthaltene Menge jedes Schwermetalls aus der molaren Konzentra-
tion umgerechnet werden. Alles Wasser wurde in einem aus Terex-
Glas bestehenden Destillationsapparat umdestilliert.

Vor dem Schwermetallzusatz wurde die Kulturlésung mit 0,5%
Calciumphosphat als Adsorptionsmittel versetzt und mittels NaOH
auf pH 5,6 gebracht. Das Adsorptionsverfahren geschah zwei
Stunden lang auf einem Schiittelapparat. Die Suspension - von
Calciumphosphat wurde zweimal filtriert, und das Filtrat, dessen
pH-Wert bei der NH,NO;- oder (NH,).SO,-Kultur 5,7 und bei der
-NaNO;- oder KNO;-Kultur 5,5 betrug, kam als fertige Nihrlosung
zum Gebrauch. Als KulturgefiBle dienten Terex ERLENMEYER-
Kolben von 250 cecm Inhalt, die keine Zink enthalten und auch keine

1) Mit Riicksicht auf die totale Inversion Wurde die Saccharosemenge auf
die Hilfte derjenige der Glukose reduziert.
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" anderen Schwermetalle in die Losung gehen lassen. Je nach dem -
Versuchszweck wurden die S¢chwermetallsalze von bestimmten gemes-
senen Mengen in die Kulturlosung zugesetzt?). Keine Trockensterili-
sation der Kulturgefidd fand statt. Die Kulturkolben wurden mit
je 100 cem Néhrlosung beschickt, und deren Dampfsterilisation
dauverte 20 Minuten bei 100°C im Dampftopf.

Die Befreiung der Néahrlosung von Schwermetallen erfolgte nach
dieser Methode in dem MaB, daBl Aspergillus oryzae die zugesetzten
Schwermetalle in der Konzentration 10-" mol empfinden konnte.

Der Pilzstamm war Aspergillus oryzae 65, der auch in meinen
fritheren Arbeiten benutzt worden war. Die Vorkultur geschah
mindstens durch 100 Generationen auf festen 2% Agarboden der
einmal von Schwermetallen befreiten Standardlésung, in der all-
erdings Fe und Zn von je 10% mol zugesetzt wurden. Bei den
Versuchen wurden Konidien mit einer Platindse von dem auf festen
Agarbéden gewachsenen Mycel entnommen und dreimal in 20 cem
sterilisiertes Wasser suspendiert. Je 1cem XKonidiensuspension
wurde mit einer sterilisierten Pipette in jedes GefiaB iibergeimpft.
Nach der Aussaat wurde die Kulturen in den Thermostat gestellt und
die Temperatur auf 80°C reguliert.

Der pH-Wert der Kulturlésung wurde mit Hilfe der Indikatoren
von CLARK und LUBS bestimmt. Die Kulturfliissigkeit wurde mit-
samt der- Pilzmasse durch Filtrierpapier von bekanntem Gewicht
filtriert. Das Filtrat, von dem ein Teil zur Bestimmung des pH-
Wertes benutzt wurde, und das Waschwasser wurden vereint, weiter
auf 500 ccm verdiinnt und dann der Analyse unterworfen. ,

Die Zuckerbestimmung wurde nach der BERTRAND-Methode aus-
gefiihrt. Bei der Saccharosekultur wurde der Zucker mit Sidure
invertiert und alles in der Menge der reduzierenden Zucker ange-
geben. Ammoniak wurde nach Mikro-KJEHLDAHL bestimmt. Die
Nitratbestimmung geschah nach der Phenoldisulfonsiuremethode;
Wie in meiner fritheren Arbeit (1930) konstatiert wurde, kann diese
Methode fiir unseren Zweck praktisch als brauchbar betrachtet
werden, und iibt der Gehalt an Zucker keinen Einflu auf diese
Farbenreaktion aus, obwohl die Frage entstehen diirfte, ob die

1; Die Stammlésungen der Schwermetallsalze wurden kurz vor dem Zusatz
in die Kulturlésung bereitet, weil die Konzentration der Schwermetalle,.zumal
von Zn, wihrend der Reservierung zu allmihlicher Abnahme neigt, was wahr-
scheinlich auf die Adsorption an dem Glaswand zuriickzufiihren ist.
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Bestimmung in Gegenwart von Fruktose oder Glukose durch ihre
Kalamerisationsfarbe gestort werde. Die Kalium-Bestimmung er-
folgte im Prinzip nach der Methode von KRAMER und TISDALLS. Die
Ammoniak-, Nitrat- und Kaliummenge in der Nihrlosung wurde
durch die Molaritit ausgedriickt. In den Tabellen wurden die
Mengen dieger Stoffe angegeben, die in der Nahrlésung vorhanden
waren.

Ammoniumnitrat-Kultur
I. Wirkung der Schwermetalle.

Die Glukose(m/4) enthaltende Standardlésung wurde haupt-
séchlich fiir die Kultur benutzt, sofern nichts anderes erwahnt wird.
Anfangs-pH: 5,7.

1 Eisen.

VERSUCH 1

Schwermetalle: Zn-10-6 mol. Mn 2X10-% mol. Cu 2X10-¢ mol. Kultur: (1)
Fe 10-6 mol, (2) Fe 5x10-8 mol, (3) Fe 10-3 mol. (Tabelle 1).

Tabelle 1

Kultur K ult}i.gﬁ}?r In pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 2,4 0,353 +
2 6 2,6 0,385 +
3 6 2,6 0,402 +
1 8 2,1 0,551 +
2 8 2,4 0,643 +
3 8 2,6 0,687 +
1 12 2,1 0,647 +
2 12 2,7 0,929 +
3 12 2,8 0,918 +

In diesem Versuch wurden vier Arten des Schwermetalls in
willkiirlicher Konzentration kombiniert gegeben. Je groBer die
Konzentrationvon Fe war, desto merklicher fand die pH-Umkehr
statt und desto lippiger war das Pilzwachstum. Wie schon in meiner
friiheren Arbeit bemerkt wurde, muf3 die Wirkung jedes Schwer-
metalls nicht unabhingig von derjenigen von anderen beurteilt
werden. Dies gilt auch in dem vorliegenden Fall, wenn die Bedeu-
tung der Schwermetalle fiir die pH-Umkehr untersucht wird. Da
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aus den vorliufigen Versuchen? klar ersehen werden konnte, daB
Zn und Cu dazu neigen, die pH-Umkehr bei der NH,NOs;-Kultur zu
verhindern, wurden folgende Versuche iiber die Rolle von Fe mxt
Riicksicht darauf ausgefiihrt. :

VERSUCH 2 y

Um die pH-Umkehr zu erleichtern, wurde Cu bei der Herstellung
der Nahrlosung ausgeschlossen und die Zn-Menge moglichst ver-
mindert.

Schwermetalle: Zn 5Xx10-7 mol. Mn 2x10-6¢ mol. Kultur: (1) Fe 5><10-‘ir
mol, (2) Fe 10-6 mol, (8) Fe 5x10-¢ mol. (Tabelle 2).

Tabelle 2

Kultur Kult’lﬂc;ag:ler in pH Pilzgewicht in g Zucker
1 5 3,1 0,598 -+
2 5 3,0 0,332 +
3 5 3,0 0,310 +
1 8 3,1 0,695 +
2 8 3,0 0,642 -+
3 8 34 0,624 +
1 12 3,2 0,675 -+
2 12 3,7 0,810 +
3 12 ! 4,1 1,065 -+

Wie spiter in Versuch 6 dargetan wird, begiinstigte Zn von
dieser Konzentration die pH-Umkehr, unabhingig von der Fe-Kon-
zentration. Wenn diese vermehrt wurde, ging die pH-Umkehr um
so leichter vor sich und wuchs der Pilz um so lippiger.

VERSUCH 3

Schon in meiner friiheren Arbeit (1930) war es analytisch
bewiesen worden, daB3 die pH-Verinderung bei der NHNO;-Kultur
hauptsidchlich auf der ungleichen Aufnahme des Basen- und S&ure-
anteils dieses Salzes, nimlich von Ammoniak und von Nitrat, beruht.
Auch in der .vorliegenden Arbeit wurde die Restmenge von diesen
beiden Anteilen in der N&hrlosung bei einigen Versuchen bestimmt
und daraus das Verhiltnis [NH;] : [NO;] berechnet. Wenn das Ver-

1') Die Einzelheiten der Ergebnisse davon sind hier nicht angegeben.
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hiltnis mehr als eins betragt, ist es nicht unberechtigt anzunehmen,
daB Nitrat in relativ grofler Menge aufgenommen werde®.

.- Sehwermetalle: Zn 10-6 mol. Mn 2 <10-6 mol. Kultur: (1) Fe 2x10-6 mol,
(2) Fe 2Xx10° mol. Zucker: 4500mg. NO,:0,0621 mol. NH,:0,062 mol.
(Tabelle 3).

Tabelle 3
- ] : - ]

Kul- [Kulturdauer Pilzgewicht | Zucker | Ammoniak | Nitrat in | .
“tur | in Tagen PH %n g in mg in mol mol NH;:NO,
1 6 2,6 0,380 3225 0,0456 | = 0,0533 0,8536
2 6 2,8 0,393 3175 0,0468 0,0509 0,9114
1 9 2,6 0,479 2225 0,0397 0,05633 0,7261
2 9 3,8 0,679 2000 0,0409 0,0433 1,1957
1 12 2,4 0,798 1375 0,0349 0,06509 0,6858
2 12 3,9 0,892 1150 0,0388 0,0375 1,0847

. Der Versuch zeigte, daf3 der Zusatz von Fe in grofler Menge die
‘Absorption von Nitrat fordert. Bei der Kultur, wo Fe in 2Xx10-°
‘mol gegeben wurde, stieg das Verhiltnis [NH3] :[NO;s] oft iiber eins
-an, was natiirlich eine relativ grofle Aufnahme von Nitrat bedeutet.

VERSUCH 4

In der vorliegenden Arbeit wurde iiberhaupt FeSO, als Fe-
‘Quelle verwendet. Es wire nicht unerforderlich zu entscheiden, ob
auch Fe,(S0,); dieselbe Wirkung auf die pH-Umkehr und das
‘Pilzwachstum ausiiben kdnne,

Schwermetalle: Zn 10-¢ mol. Mn 2Xx10-6 mol. Kultur: (1) Fe 2x10-5
mol, (2) Fe'* 2X10-5mol. Zucker: 4500 mg. NO,0,0624 mol. NH:0,0624 mol.
(Tabelle 4). ‘

-

~ Tabelle 4 _

Kul- [Kulturdauer Pilzgewicht | Zucker | Ammoniak Nitrat in )

tur | in Tagen pH %n g in mg in mol mol NH;: NO;
1 6 3,4 0,349 3050 0,0485 0,0480 1,0104
2 6 2,8 0,362 3400 |- 0,0467 | 0,0641 0,8632
1 9 40| 0,63 | 270 0,0433 0,0419 1,0334
2 9 4,0 0,716 2400 " 10,0430 0,0411 - 11,0481
14 1T 40 0,926 2075 0,0411 0,0400 1,0275
2 { 11 4,0 1,123 - 1825 0,0411 0,0400 1,0275
1 | 14 40 0,977 1550 0,0397 0,0387 1,0258
2 ] 14 4,0 1,194 ~ 800 0,0388 ‘ . 0,0380 j 1,0211

1) Es bedeutet aber nicht immer, daB Nitrat mehr als Ammoniak absor-
biert werde. Siehe unten. .
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Bis am 6ten Tag neigte der pH-Wert bei der Ferro-Kultur zu
etwas groflerer Hohe als bei der Ferri-Kultur, aber nach dem 9ten
Tag geschah die pH-Umkehr bei dieser ebenso stark wie bei jener.
DaB die Neigung der pH-Aenderung hauptsichlich auf das Verhiltnis
zwischen der Ammoniak- und Nitrataufnahme zuriickzufiihren ist,
ist aus der GroBe des Verhiltnisses [NH;] :[NO;] ersichtlich. Der
kleinere pH-Wert bei der Ferri-Kultur im friitheren Stadium scheint
dahin zu deuten, dafl Fe™ fiir die Nitratassimilation stirker wirksam
als Fe" und die Reduktion von Fe' dafiir erforderlich sei. Das
Wachstum war immer bei der Ferri-Kultur gréBer als bei der Ferro-
Kultur.

2. Zink,

Einige vorlaufige Versuche zeigten, dafl Zn von einer Konzentra-
tion unter 10-® mol die pH-Umkehr verursacht, aber iiber 10-® mol
dieses Metall den pH-Wert einseitig nach und nach erniedrigt. In
folgenden Versuchen wurde gepriift, in welchem AusmafB die pH-
Veridnderung, also das Verhiltnis [NH;] :[NO3z] durch Zn von
variierter Konzentration beeinflufit wird.

VERSUCH 5

Schwermetalle: Fe und Mn 2X10-¢ mol, Kultur: (1) Zn 10-¢ mol, (2) Zn
5x10-6 mol. Zucker: 4500 mg. NO;0,0626 mol. NH,;:0,063 mol. (Tabelle 5). -

Tabelle 5

Kul- Kulturdauer Pilzgewicht! Zucker | Ammoniak| Nitrat in .

tur | in Tagen PH ing ] in mg in mol mol NH;: NO;
1 5 3,0 0,199 3900 0,0467 0,0457 1,0218
2 5 2,3 0,296 3400 0,0426 0,0636 0,7957
1 7 2,4 0,400 3075 0,0420 0,0493 0,8519
2 7 2,2 0,390 2875 0,0395 0,05649 0,7195
1 9 2,3 0,560 2475 0,0371 0,0432 0,8564
2 9 2,1 0,642 2075 0,0333 0,0495 0,6727
1 12 2,1 0,821 2276 0,0312 0,0522 0,6724
2 12 1,9 0,612 1950 0,0312 0,0464 0,6934

VERSUCH 6

Schwermetalle: Fe und Mn 2x10-6 mol. Kultur: (1) Zn 5%X10-7mol. (2)
Zn 5% 10-6 mol. Zucker: 4500 mg. NO,:0,0624 mol. NH;:0,0625 mol. (Tabelle 6).

~
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Tabelle 6

Kul- Kulturdauer Pilzgewicht | Zucker | Ammoniak| Nitrat in o

tur | in Tagen PH in g in mg in mol mol NH,: NOs
1 6 3,2 0,268 3525 0,0458 0,0453 1,0110
2 6 2,2 0,366 3075 0,0390 0,0445 0,8764
1 9 3,9 0,595 2925 0,0411 0,0368 1,1168
2 9 2,2 0,493 2550 0,0361 0,0421 0,8346
1 12 4,3 0,768 2625 0,0444 0,0396 1,1212
2 12 2,1 0,640 2038 0,0276 0,0400 0,6900
1 14 4,3 0,910 2025 0,0424 0,0366 1,1132
2 14 2,0 0,699 1775 0,0267 0,0426 L 0,6314

- Diese zwei Versuche ergaben, dal3 die von Zn-Konzentration
abhingige pH-Veridnderung gleich verliuft wie bei den vorldufigen
Versuchen und sie durch die vorziigliche Aufnahme entweder von
Ammoniak oder von Nitrat bedingt wird. Bemerkenawert war auch,
daBB um. so besser das Pilzwachstum geschient, je niedriger die Zn-
Konzentration liegt, und zwar in den spidteren Stadien, trotzdem
dieses Metall fiir das Gedeihen des Pilzes als unentbehrlich bewiesen
ist.

3. Mangan.

Nach BURSTROM (1939 a, b, 1940) soll fiir die Nitrataufnahme
durch Weizenwurzel und nach NOACK und PIRSON (1940) fiir die
Nitratassimilation von Chlorella Mn katalytisch eine wichtige Rolle
spielen, wihrend dem oftmals erwihnten Eisen derartige Funktion
fehlt, Wére dies auch bei Aspergillus oryzae giltig, so wire nicht
ausgeschlossen, da3 Mn den pH-Verlauf beeinfluf3t.

VERSUCH 7

Um die pH-Umkehr klar sichtbar zu machen, wurde Cu nicht
benutzt und Zn nur in einer niedrigen Konzentration verwendet.

Schwermetalle: Fe 2x10-6 _mol. Zn 10-6 mol. Kultur: (1) Mn 2Xx10-% mol,
(2) Mn 2X10-3 mol. Zucker: 4500 mg. NO;:0,0624 mol NH,:0,0624 mol.
(Tabelle 7).

Obwohl der pH-Wert nicht extrem sank, lieB sich keine pH-
Umkehr in beiden Zn-Konzentrationen ersehen. Das Verhiltnis
[NH;]:[NO;] war gleichwertig bei beiden Kulturen, aber das
Wachstum ergab sich besser bei Zusatz von Mn in griéBerer Menge.
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" Tabelle 7

Kul- Kulturdauer Pilzgewicht | Zucker | Ammoniak| Nitrat in .

tur | in Tagen pH %n g % in mg in mol mol | NH::NO,
1 6 30| 0293 | 3560 0,0480 0,0456 | 1,0626
2 6 2,6 0,356 3000 0,0463 0,0617 0,8965
1 9 2,4 0,558 2700 0,0428 0,0525 0,8152 .
2 9 2,6 0,531 2700 0,0424 0,0620 0,8154
1 12 2,4 0,684 2075 0,0391 0,0458 0,8539
2 12 2,6 0,737 1975 0,0397 0,0468 0,8668
1 14 2,6 0,777 1175 0,0377 0,0458 0,8227
2 14 2,4 0,857 1226 0,0372 0,0466 0,7982

Aus diesem Ergebnis.ist es kaum moglich, unter anderem Mn fiir
die Nitratassimilation oder -aufnahme als besonders unentbehrlich
zu betrachten. Derartige Folgerung wire wahrscheinlich auch aus
dem Ergebnis von Versuch 33 zu ziehen.

4, Kuppér.

Eine Reihe von vorldufigen Versuchen zeigte, da Cu das Mycel+
wachstum sowie die vollstindige Konidienbildung bei Aspergillus
oryzae fordert, aber nicht berechtigt, ihn als unbedingt notwendiges
Element zu betrachten.

VERSUCH &

Schwermetalle: Fe und Mn 2x%x10-6 mol. Zn 10-6¢ mol. Kultur: (1) ohne
Cu, (2) Cu 5x10-6 mol. Zucker: 4500 mg. NO;:0,0625 mol. NH,:0,0625 mol.

(Tabelle 8). ‘
Tabelle 8

Kul- Kulturdauer, Pilzgewicht | Zucker | Ammoniak| Nitrat in . ‘
tur | in Tagen pH %n g in mg in mol mol NH;: NO;

1 6 3,0 0,025 | 3750 0,0499 0,0456 1,0948

2 6 2,4 0,302 ‘ 3500 | 0,0465 0,0525 0,8846

1 8 2,4 0350 | 3276 |, 0,0410 0,0506 0,8102

2 8 2,2 0,453 i 2700 0,0391 0,0625 0,7371

1 10 2,2 0,648 1 2525 0,0407 0,0528 0,7708

2 10 2,1 0,600 | 2125 0,0327 0,0522 0,6264

1 13 2,2 0,581 i 1925 0,0359 0,0461 0,7787

2 13 2,0 0,662 | 1650 0,0273 0,0454 0,6012

Fe und Zn wurden in derjenigen Konzentration verwendet; die
die pH-Umkehr nicht erlaubt. Die Neigung zu einseitiger pH-
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Abnahme wurde durch Zusatz von Cu weiter verstirkt, und das
Pilzwachstum wurde dabei beschleunigt.

H

VERSUCH 9

Schwermetalle: Fe 2X10-3 mol. Mn 2Xx10-6 mol. Zn 10-¢ mol. Kultur: (1)
ghne Cu, (2) Cu 5x10-%mol. Zucker: 4500 mg. NO,:0,0624 mol. NH,:0,0624
mol. (Tabelle 9).

Tabelle 9

Kul- Kulturdauer Pilzgewicht | Zucker | Ammoniak| Nitrat in .

tur | in Tagen pH %n g in mg in mol mol NH,: NO,
1 6 3,1 0,343 3500 0,0478 0,0493 0,9693
2 6 2,6 0,417 3275 0,0455 0,0507 0,8974
1 7 3,6 0,462 2925 0,0462 0,0429 1,0769
2 7 2,6 0,584 2750 0,0434 0,0488 0,8893
1 10 3,9 0,777 2000 0,0427 0,0391 1,0921
2 10 2,6 0,931 1625 0,0378 0,0488 0,7746
1 13 4,0 0,877 1150 0,0407 0,0400 1,0175
2 13 2,6 1,061 178 0,0344 0,0454 0,7675

Wie schon aus den friitheren Versuchen ersichtlich ist, kann
Fe in dieser hohen Konzentration die pH-Umkehr hervorrufen.
Ohne Cu ging diese Umkehr sehr deutlich vor sich, und die Aufnahme
von Nitrat {iberwog diejenige von Ammoniak. Die Verwendung
von Cu verhinderte die pH-Umkehr, verkleinerte das Verhiltnis
[NH.]:[NO;3], aber verbesserte das Pilzwachstum.

VERSUCH 10

Schwermetalle: Fe 2Xx10-6mol. Zn 5Xx10-"mol. Mn 2X10-6 mol. Kultur:
(1) ohne Cu, (2) Cu 2Xx10-6 mol. Zucker: 4500 mg. NO,:0,0624 mol. NH,:0,0624
mol. (Tabelle 10).

Tabelle 10
Kul- Kulturdauer Pilzgewicht | Zucker Ammoniak | Nitrat in .

1 tur | in Tagen pH in g in mg in mol mol NH;:NO,
1 6 3,4 0,213 3760 | 0,0637 0,0535 1,0037
2 6 3,3 0,180 3716 0,0520 0,0536 0,9719
1 10 3,9 0,401 3225 0,0503 0,0488 1,0309
2 10 3,b 0,376 3150 0,0492 0,0480 1,0250
1 14 3,9 0,676 2625 0,0463 0,0453 1,0221
2 14 3,2 0,383 2450 0,0414 0,0480 0,8625 -
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Die Zn-Menge wurde so vermindert, daB die pH-Umkehr ge-
schehen konnte. Beim Fehlen von Cu fand die pH-Umkehr statt,

wihrend unter dessen Verwendung diese Umkehr je nach seiner

Konzentration mehr oder weniger stark gehemmt wurde und das
Pilzwachstum abnahm.

Aus den obigen Versuchen kann man schliefen, die Einwirkung

von Cu auf die pH-Veridnderung bestehe darin, dal die Tendenz des
pH-Verlaufs, woran in erster Linie Fe und Zu von bestimmter

Konzentration schuldig sind, durch Zusatz von Cu modifiziert wird.

Das Mycelwachstum wird -durch die Verwendung von Cu nicht immer

begiinstigt, weil verschiedene sekundire Effekte infolge des pH-

Sinkens auftreten.

II. Wirkung der Zuckerarten.

Wie in der Einleitung erwihnt wurde, habe ich in meiner
fritheren Arbeit (1930) gefunden, daB Glukose die pH-Erniedrigung
und Saccharose und Fruktose die pH-Umkehr bei der Kultur von
Aspergillus oryzae verursachen. -Damals war die Bedeutung der
Schwermetalle fiir die pH-Veridnderung ganz unbekannt, und daher
wurden die Versuche ohne Riicksicht darauf ausgefiihrt. Es ist jetzt
klar, daB3 die Schwermetalle in dieser Beziehung nicht mehr vernach-
lissigt werden diirfen. Da der Zweifel aber nicht ausgeschlossen ist,
ob der erwidhnte Unterschied je nach der Zuckerart auf das mogliche

Vorkommen der mit Zucker vermischten Schwermetallspuren zu- .

riickzufiihren sei, ist es jetzt notwendig, die Ergebnisse der friitheren
Versuche unter Verwendung der verbesserten Reinigungsmethode
der Nihrlosung nachzupriifen, um zu sehen, ob die Zucker tatsichlich
je nach ihren Eigenschaften beziiglich der Ammoniak- und Nitratauf-
nahme sich verschieden verhalten.

VERSUCH 11

Schwermetalle: Fe, Zn, Mn und Cu 2x10-%mol, Kultur: (1) Glukose m/4,
(2) Fruktose m/4, (3) Saccharose m/8. Zucker: 4500 mg NO,:0,0622 mol.
NH,:0,0624 mol. (Tabelle 11). :

Kein merklicher Unterschied des Wachstums war zwischen der
Glukose- und Fruktosekultur ersichtlich, und der pH-Wert sank
immer niedriger bis auf 2,0 oder 2,1 bei beiden KulturenV. Im

. 1) Der pH-Wert neigte allerdings bei der Fruktosekultur zu etwas hoherer
Zunahme als bei der Glukosekultur.
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Tabelle 11

Kul- Kulturdauer Pilzgewicht | Zucker | Ammoniak| Nitrat in .

tur | in Tagen pH ing in mg in mol mol NH;: NO,
1 6 21 0,478 3050 0,0382 0,0498 0,7671
2 6 2,2 0,490 3000 | - 0,0399 0,0493 0,8093
3 6 3,6 0,661 2700, 0,0422 0,0400 1,0550 |
1 9 2,0 0,695 2625 0,0295 0,0421 0,7007
2 9 2,1 0,551 2676 0,0347 0,0479 0,7301
3 9 41 1,018 1300 0,0314 0,0314 1,2194
1 1 2,0 0,633 2350- 0,0290 0,0400 0,7250
2 1 2,1 0,665 2325 0,0337 0,0464 0,7263
3 1 4,1 1,071 1350 0,0358 0,0280 | 11,2783

Gegensatz dazu kamen in der Saccharosekultur die pH-Umkehr und
die lberwiegende Aufnahme von Nitrat zum Vorschein, und das
Mycelwachstum war merklich iippiger als bei den zwei anderen
Zuckerarten. In meiner fritheren Arbeit (1930) fand die pH-
Umkehr betrichtlicher bei der Fruktosekultur statt als bei der
Saccharosekultur, aber jetzt trat ein umgekehrtes Verhiltnis auf.
Um zu sehen, ob dieser Unterschied auf der verschiedenen Fabrika-
tion des Zuckers beruhe, wurde der folgende Versuch ausgefiihrt
unter Verwendung von Fruktose aus einer anderer Fabrik (TAKEDA),
wihrend in der vorliegenden Arbeit fiir alle iibrigen Versuche nur
Fruktose von MERCK benutzt wurde.

VERSUCH 12

Schwermetalle: Fe, Zn, Mn und Cu 2x10-6 mol. Kultur: (1) Glukose m/4,
(2) Fruktose (TAKEDA) m/4, (3) Saccharose m/8. Zucker: (1) 4500mg, (2)
4300 mg, (3) 4500 mg. NO,:0,0624 mol. NH,:0,0625 mol. (Tabelle 12).

)

Tabelle 12

Kul- Kulturdauer Pilzgewicht | Zucker | Ammoniak| Nitrat in .

tur | in Tagen pH ing in mg in mol mol NH,:NO,
1 6 2,1 0,513 2900 0,0363 0,0506 0,7154
2 6 2,4 0,483 2800 0,0361 0,0470 0,7689
3 6 3,7 0,567 26560 0,0415 0,0437 0,9496
1 8 2,1 0,578 2450 0,0312 | 0,0508 0,6157
2 8 2,2 0,579 2200 0,0318 0,0453 0,7019
3 8 4,0 0,856 2000 0,0365 0,0353 1,0341
1 11 2,1 0,632 1975 0,0288 0,0461 0,6249
2 11 2,1 * 0,622 1900 - 0,0292 © 0,0400 0,7030
3 11 4,1 1,142 .’ 125 10,0324 0,0316 1,0253
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Der Versuch ergab sich gleich wie Versuch 11, also ist der
Unterschied der Ergebnisse zwischen der fritheren und vorliegenden
Arbeit auf andere Ursachen zuriickzufiihren als auf die Verschieden-
heit der Fabrikation. T

Es ist eine nétige MaBregel, gleichzeitig auch die Wirkung der
Schwermetalle zu beriicksichten, wenn die Bedeutung der Zucker-
arten fiir die Ammoniak- und Nitrataufnahme studiert wird, und
zwar kann dadurch die Rolle der Schwermetalle in dieser Richtung
festgestellt werden. In einer Reihe von Versuchen wollen wir uns
im folgenden mit dieser Frage beschiftigen.

VERSUCH 13

Schwermetalle: Zn 1,5%10-6mol. Mn 2x10-Smol. Cu 5X10-6mol. Fe (A)
10-6mol, (B) 2x10-%mol. Kultur: (1) Glukose m/4, (2) Saccharose m/8,
(Tabelle 13). : :

Tabelle 13
Kulturdauer in | . . . |
Kultur Tagen pH Pilzgewicht in g Zucker
Al 6 2,3 0,453 +
A2 6 2,9 0,440 +
B1 6 24 0,675 -+
B2 6 3,4 0,640 +
Al 9 2,2 0,408 +
A2 9 3,4 0,690 +
Bl 9 2,5 0,881 +
B2 9 3,8 0,751 +
Al 13 2,0 0,664 +
A2 13 3,7 0,868 +
B1 13 29 1,198 +
B2 13 38 | 0,949 +

Waihrend die Vermehrung der Fe-Konzentration erfolgreich die
pH-Umkehr bei der Glukosekultur verursacht, kam die besondere
Wirkung von Fe bei der Saccharosekultur nicht deutlich zum Vor-
schein, wo eigentlich die Neigung zur pH-Umkehr bestand. Bei
hoher Konzentration von Fe ergab sich ein besseres Wachstum bei
Glukose als bei Saccharose, aber bei kleiner Konzentration von Fe
herrschte ein umgekehrtes Verhiltnis. -Die merkliche Verbesserung
des Wachstums bei der Glukosekultur im letzteren Fall erfolgte
vielleicht infolge gesteigerter Nitrataufnahme.
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VERSUCH 14

Saccharose m/8. Schwermetalle: Fe, Mn und Cu 2x10-6 mol. Kultur: (1)
Zn 5x10-"mol, (2) Zn 5X10-6mol. (3) Zn 10-5mol. (Tabelle 14).

Tabelle 14
Kultur | Kult;%;dgae?r in pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 3,2 0,276 +
2 ; 6 3,0 0,700 +
3 ! 6 3,0 0,753 +
1 9 3,4 0,440 +
2 9 3,6 1,200 +
3 9 3.6 1,108 +
1 13 3,2 0,593 -+
2 13 4,4 1,354 +
3 13 4,2 1,323 +

Bei der Saccharosekultur war auch die fiir die pH-Umkehr
spezifische Wirkung von Zn von geringer Konzentration durch die-
jenige des Zuckers verdeckt, und sie trat kaum deutlich auf. Der
Pilz wuchs um so ilippiger, je stirker die Konzentration von Zn
vermehrt wurde, ohne das Optimum zu iiberschreiten.

VERSUCH 15

Die Wirkung von Cu wurde untersucht.

Schwermetalle: Fe 10-6 mol. Zn 1,5 X10-% mol. Mn 23X 10~6 mol. Kultur: (1)
ohne Cu, (2) Cu 5x10-6 mol. Zucker: (A) Glukose m/4, (B) Fruktose m/4, (C)
Saccharose m/8. (Tabelle 15). '

Bei der Glukosekultur sollte diese Kombination der Metalle,
ungeachtet des Fehlens des Kupfers, eigentlich nur das pH-Sinken
herbeifiihren. Diese Neigung wurde aber durch Cu-Zusatz weiter
verstirkt. Bei der Fruktosekultur sank der pH-Wert in Gegenwart
von Cu, wihrend er bei dessen Abwesenheit steigend umkehrte, und
diese Kultur stand der Glukosekultur an Wachstum nach. Bei der
Saccharosekultur lieB sich das pH-Sinken unter moglichen Bedin-
gungen der Schwermetalle verhindern, und die pH-Umkehr konnte
sich deutlich ergeben. Das beste Wachstum war bei der mit Cu
beschickten Saccharosekultur ersichtlich. i
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Tabelle 15
© Kultur Kultt'i‘:dgag;er in ; pH Pilzgewicht in g Zucker
1A 5 3,2 0,206 +
1B 5 3,3 0,278 +
1C 5 3,7 0,318 +
2A 5 2,4 0,377 +
2B 5 2,7 0,327 +
2C 53 2,9 0,438 +
1A 9 2,9 0,458 +
1B 9 3,8 0,378 +
1C 9 4,0 0,510 +
2A 9 2,1 0,616 +
2B 9 2,2 0,608 +
2C 9 3,5 0,675 +
1A 13 2,1 0,822 +
1B. 13 3,8 0,558 +
1C 13 4,2 0,608 +
2A 13 1,9 0,952 +
2B 13 2.1 0,812 +
2C 13 3,8 0,965 +
VERSUCH 16

Dieser Versuch wurde angestellt, um zu sehen, wie Fruktose
im Vergleich mit Glukose und Saccharose, den pH-Verlauf beeinflufit,
wenn die Schwermetalle in der Weise kombiniert gegeben werden,
daBl bei der Glukosekultur die pH-Umkehr entweder erschwert oder
erleichtert werden kann. :

Schwermetalle: (A) Fe, Zn, Mn und Cu 2X10-6 mol. (B) Fe 5x10-6mol.
Zn 10-®mol. Ohne Cu. Kultur: (1) Glukose m/4, (2) Fruktose m/4, (3)
Saccharose m/8. (Tabelle 16). :

In der Kombination (A) der Schwermetalle, die der Glukose-
kultur keine pH-Umkehr ermiglicht, waren bei der Fruktosekultur
gleicher pH-Verlauf und gleiches Wachstum ersichtlich wie in jener
Kultur. Aber in der Kombination (B), die die pH-Umkehr bei der
Glukosekultur erlaubte, zeigte die Fruktosekultur dieselbe Neigung
zur pH-Umkehr, und zwar etwa so stark wie bei der Saccharose-
kultur, wihrend fiir das Pilzwachstum die Fruktosekultur denjenigen
mit anderen Zuckerarten nachstand.
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Tabelle 16
(A)
Kul- Kulturdauer, Pilzgewicht | Zucker | Ammoniak| Nitrat in .
tur | in Tagen pH %n g in mg in mol mol NH;: NO,
1 6 2,2 0,508 3225 0,0394 0,0545 0,7229
2 6 2,4 0,504 2950 0,0423 0,0530 0,7943
3 6 3,4 0,565 ? ? ? ?
1 9 21| 0,671 2275 0,0320 0,0453 0,7064
2 9 2,2 0,656 2175 0,0330 0,0453 0,7306
3 9 4,0 ‘ 0,889 1700 0,0376 0,0366 1,0273
1 12 . 2,0 0,714 .| 1725 ... 0,0464 0,0464 0,6358
2 12 2,1 0,714 1750 0,0400 0,0400 0,7275
3 12 4,1 1,140 975 0,0320 0,0320 1,1000
z (B)
b1 6 2,8 0,258 +
L 2 6 3,6 0 265 +
3 6 3,6 0,252 +
L1 9 2,8 0,437 +
2 9 3,8 0,309 +
3 9 4,0 0,341 +
1. 12 3,8 0,722 +.
2 12 4,2 0,651 +
3 12 4,2 0,801 +
VERSUCH 17

. Ein Gemisch von Glukose und Fruktose in der Menge, die der-
jenigen des Invertzuckers entspricht, wurde als C-Quelle benutzt, und
es wurde untersucht, in welcher Beziehung das Gemisch zu dem
pH-Verlauf und dem Wachstum steht.

Schwermetalle; Fe, Zn, Mn und Cu 2x10-6 mol. Kultur: (1) Glukose m/4,
(2) Glukose+ Fruktose m/4, (3) Sacphardse m/8. (Tabelle 17).

Aus diesem Ergebnis ist die merkwiirdige Tatsache ersichtlich,
daB bei Verwendung dieses Zuckergemisches die pH-Umkehr so stark
stattfindet wie bei der Saccharosekultur, und das Wachstum {iippiger
vor sich geht als bei der letzteren; also eine neu entstehende Ten-
denz, die in der Kultur mit einzelher Zuckerart nie auftreten kann.
Aus. dieser Tatsache lige es nahe anzunehmen, daB8 die spezifische
Wirkung von Saccharose in Bezug auf die pH-Umkehr und auf das
Wachstum der charakteristischen Zusammenwirkung von Glukose und
‘Fruktose zuzuschreiben sei, die beide durch enzymatische Hydrolyse
wihrend der Kultur gebildet werden.
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Tabelle 17
Kultur Kultl'};c;agxsr in pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 2,3 0,395 +
2 6 3,2 0,620 +
3 6 3,2 0,473 +
1 9 2,0 0,640 +
2 9 3,8 0,877 +
3 9 3,9 0,827 +
1 12 2,0 0,706 +
2 12 3,7 1,073 4
3 12 42 0,943 +
Ammoniakkultur

Obwohl die Wirkung der Schwermetalle und der Zuckerarten
auf die pH-Verdnderung und auf das Pilzwachstum bei der Am-
moniak- oder Nitratkultur etwas anders als bei der NH,NO;-Kultur
sich ergibt, so ist es notwendig die Bedeutung dieser Faktoren fiir
die Aufnahme des Ammoniaks oder Nitrats auch bei der Kultur mit
alleiniger N-Quelle zu studieren. Im vorliegenden Abschnitt kam die
Ammoniakkultur in Betracht, und als N-Quelle wurde Ammomum—
sulfat in dquivalenter Menge verwendet.

I. Wirkung der Schwermetalle.

Als C-Quelle wurde Glukose (m/4) in allen Kulturen verwendet.
Anfangs-pH :5,7.

1. Eisen.
VERSUCH 18

. Schwermetalle: Zn, Mn und Cu 5Xx10-6 mol. Kultur: (1) Fe 10-¢ mol, (2)
Fe 5x10-%mol, (3) Fe 10->mol. (Tabelle 18).

Tabelle 18
Kultur Kult}i‘x;%aé\:fr in pH Pilzgewicht in g Zucker |
1 6 2,2 0,473 +
2 6 22 0,501 +
3 6 2,2 y +
1 9 2,0 0,640 -+
2 9 2,0 0,661 +
3 9 2,0 0,672 +
1 12 1,9 0,727 +
2 12 1,8 0,724 +
3 12 18 | 0,837 ¥
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VERSUCH 19

Schwermetalle: Zn 10-8 mol. Mn 2 10-6 mol. Kultur: (1) Fe 10-6mol, (2)
Bx10-6 mol, (3) 2x10-5mol. (Tabelle 19).

Tabelle 19
Kultur Kult%;‘;aé‘:ler in 7 pH Pilzgewicht in g Zucker
' 6 2,4 0,334 +
2 6 2,5 0,338 +
3 6 2,6 0,413 +
1 10 2,2 0,666 -+
2 10 2,2 0,661 +
3 10 2,1 0,615 +
1 15 1,9 0,740 +
2 15 1,9 0,790 +
3 15 1,9 0,841 +

Die Fe-Konzentration bei der Kultur (3) war so hoch wie die-
jenige bei der NH,NO;-Kultur, wo die pH-Umkehr stattfinden sollte.
Jde grofler die Fe-Konzentration war, desto iippiger geschah das
Wachstum, aber der pH-Wert erniedrigte sich glelch schnell in
beiden Kulturen.

2. Zink. ;
VERSUCH 20

Schwermetalle: Fe, Mn und Cu 5x10-8 mol. Kultur: (1) Zn 10-6 mol. (2)
Zn 5x10-¢mol, (3) Zn 10->mol. (Tabelle 20).

% Tabelle 20

Kultur Kult‘%glgi‘:fr in pH 5 Pilzgewicht in g Zucker
1 6 L g4 | 0,400 +
2 | 6 Lo21 0,564 +
3 6 2.1 0,559 +
1 9 2,1 0,764 +
2 9 2,0 0,793 +
3 9 2,0 0,778 +
1 14 . 1,9 0,834 +
2 14 1,8 0,813 +
3 14 1,9 0,801 -+

Das Wachstumsoptimum befand sich bei der Kultur (2), und die
hohere Konzentration von Zn begiinstigte nicht immer das Wachstum.
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3. Mangan.
' VERSUCH 21

Schwermetalle: Fe, Zn und Cu 5x10-6 mol. Kultur: (1) Mn 10-¢ mol, (2)
Mn 5x10-6mol, (3) Mn 10-5mol. (Tabelle 21).

Tabelle 21
Kgltur Kultﬁ?éier n pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 2,1 0,486 +
2 6 2,1 0,633 +
3 6 2,1 0,644 +
1 9 i 2,0 10,622 +
2 9 { 1,9 0,669 -+
3 9 ! 1,9 0,723 -+
1 12 1,9 0,647 +
2 12 1,8 0,783 -+
3 12 1,8 0,832 +

Je grofer die Mn-Konzentration War,' desto besser fand das
Wachstum statt. Keine groBen Unterschiede der pH-Erniedrigung
wurden unter verschiedenen Mn-Konzentrationen bemerkt.

4. Kupfer.

VERSUCH 22

Schwermetalle: Fe, Zn und Mn 5Xx10-% mol. Kultur: (1) Cu 10-6 mol. (2}
Cu 5x10-5mol, (3) Cu 10-3mol. (Tabelle 22).

Tabelle 22
Kulturdauer in . . .

Kultur Tagen pH Pilzgewicht in g Zucker
1 7 2,1 0,545 +
2 7 2,1 0,627 +
3 7 2,1 0,568 +
1 10 1,9 0,668 +
2 10 1,9 0,707 +
3 10 1,9 0,726 +
1 14 1,8 0,810 +
2 14 1,8 0,840 +
3 14 1,8 0,846 +
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~

VERSUCH 23

Schwermetalle: (A) Fe 2x10-5 mol. Zn 10-6 mol. Mn 210-6 mol. (B) Fe
2%10-8mol. Zn 5X10-7mol. Mn 2x10-6 mol. Kultur: (1) ohne Cu, (2) Cu
5x10-6mol. (Tabelle 23). :

Tabelle 23
Kultur Kulturdauer in pH Pilzgewicht in g Zucker
Tagen )
Al 6 2,4 0,508 -+
A2 6 2.3 0,496 +
B1 6 2,8 0,392 +
B2 6 3,0 0,424 +
Al 9 2,1 0,546 -+
A2 9 2,1 0,579 +
] B1 9 2,4 0,401 +
B2 9 2,4 0,443 +
Al 13 1,9 0,752 -+
A2 13 1,9 0,796 +
B1 13 2,3 0,659 +
B2 13 2,3 0,584 +

Die Fe-Konzentration in (A) und die Zn-Konzentration in (B)
wurden in solchen Mengen genommen, daf3 die pH-Umkehr méglich
war, wenn Ammoniumnitrat als N-Quelle benutzt wurde.

Aus Versuchen 22 und 23 geht hervor, daB Cu-Zusatz das
Wachstum immer fordert.

II. Wirkung der Zuckerarten.

VERSUCH 24

Schwermetalle: Fe, Zn, Mn und Cu 2Xx10-8 mol. Kultur: (1) Glukose m/4,
(2) Fruktose m/4, (3) Saccharose m/8. (Tabelle 24).

Tabelle 24
Kultur Kult%g;fr n ~pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 2,2 0,483 x
2 6 2,2 0,556 +
3 6 2,2 0,437 +
1 9 2,0 0,780 +
2 9 2,1 0,643 -+
3 9 2,1 0,678 +
1 14 1,8 0,866 +
2 14 1,8 0,870 +
3 14 1,8 0,910 -+
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In Bezug auf das Wachstum und auf die pH-Verianderung lie3
sich keine Besonderheit bemerken, die von der Eigenschaft des
Zuckers abhingig ist.

VERSUCH 25

' 'Es wire in Versuch 24 auch moglich, daB Saeccharose ihre
vorteilhafte Wirkung auf das Pilzwachstum praktisch nicht ausiiben
konnte, weil die schnell gehende Steigung der Aciditidt die nﬁtigé
enzymatische Inversion stark hemmen diirfte. Um dieses mogliche
Hindernis zu vermeiden, wurde Saccharose vorher der Inversion
unterworfen. Eine Saccharoseldosung (m/8) wurde mittels bestimm-
ter Menge Salzsiure auf pH 3,0 gebracht und im KocHschen Dampf-
topf 30 Minuten lang bei 100°C geheitzt. Nach dem Abkiihlen
wurden die nbtigen Nihrsalze darin geldst, und die Loésung wurde
mittels NaOH auf pH 5,5 gebracht, um sie sofort in das Adsorptions-
verfahren in gewdhnlicher Weise iiberzufiihren. DafBl Saccharose
vollstindig invertiert wurde, lieB sich durch Analyse ermitteln.

Schwermétalle: Fe, Zn, Mn und Cu 2x10-8 mol. Kultur: (1) Glukose m/4,
‘(2) Invertzucker m/4. (Tabelle 25).

Tabelle 25
Kultur Kult&l‘g(;z%er in pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 2,2 0,602 +
2 6 2.2 0,617 +
1 9 2,0 0,732 +
2 9 2,0 0,746 +
1 11 1,8 0,814 +
2 11 1,8 0,774 +
1 .13 1,8 0,816 +
2 13 1,8 0,790 +

Der Versuch ergab, daB3 in Bezug auf das Pilzwachstum sowie
auf den pH-Verlauf dem Invertzucker keine spezifische Wirkung
zukam, gleich wie bei Gebrauch von Saccharose in Versuch 24.

In den folgenden Versuchen wurdé die Wirkung von Saccharose
bei der Ammoniakkultur untersucht mit gleichzeitiger Beriicksichti-
gung der Schwermetalle. '
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VERSUCH 26

Schwermetalle: Zn 10-6 mol. Mn 2 X 10-6 mol. Kultur: (1) Fe 10-6mol, (2)
Fe 5X10-6mol, (3) Fe 2x10-mol. (Tabelle 26).

Tabelle 26
Kultar Kult%l;dé:::fr in pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 2,6 0,228 +
2 .6 2,6 0,316 -+
3 6 2,7 0,360 -+
1 10 2,4 0,371 -+
2 10 2,4 0,540 +
3 10 2,3 0,697 +
1 13 2,2 0,620 +
2 13 2,1 0,700 -+
3 13 2,0 0,750 +

Die Zunahme der Fe-Menge vermehrte das Pilzgewicht und
beschleunigte das pH-Sinken.
VERSUCH 27

) Schwermetalle: Fe und Mn 2X10-6 mol. Kultur: (1) Zn 5X10-"mol, (2)
Zn 5x%10-%mol, (3) Zn 2x10-5mol. (Tabelle 27). )

Tabelle 27
Kultur K““,‘I‘,gdgi‘:fr in pH ‘ Pilzgewicht in g Zucker
1 6 L 30 0,213 +
2 6 . 23 0,310 +
3 6 24 0,285 +
1 10 | 3,0 0,344 +
2 10 L 20 0,568 +
3 10 20 0,540 +
1 18 i 2,3 0,426 +
2 13 2,0 0,621 +
3 13 2,0 0,593 +

Das Pilzwachstum war tippiger bei der Zn-Konzentration 5x10-8
mol als bei 5x10-7 ynd 2x10-% mol.
VERSUCH 28

Schwermetalle: Fe und Mn 2X10-6 mol. Zn 10-¢ mol. Kultur: (1) ohne Cu,
(2) Cu 2x10-"mol. (Tabelle 28.)
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Tabelle 28
Kultur Kulturdauer in pH ‘ Pilzgewicht in g Zucker
Tagen
1 6 24 0,398 +
2 6 2,3 0,459 +
1 10 2,1 0,655 +
2 10 2,2 0,639 +
1 13 2,1 0,791 +
2 13 1,9 0.855 +
1 15 1,9 0,847 +
2 16 1,9 1,002 +

In -Gegenwart von Cu von 2xX10-5 mol wuchs der Pilz besser als
ohne Cu.

Nitratkultur

I. Wirkung der Schwermetalle

Als N-Quelle wurde hauptsichlich Natriumnitrat in dquivalenter
Menge mit derjenigen von Ammoniumnitrat verwendet, und Glukose
kam als C-Quelle zur Benutzung. Der Anfangs-pH-Wert betrug 5,5,
wenn anders nicht angegeben ist.

1. [Eisen.
VERSUCH 29

Schwermetalle: Zn 1,5 X10-8 mol. Mn 2Xx10-6 mol. Cu 5X10-6.mol. Kultur:
(1) Fe 10-5mol, (2) Fe 10-"mol. pH: (A) 5,5 (B) 2,6 (darauf gebracht mit
verdiinnter Schwefelsiure). (Tabelle 29). .

Im allgemeinen nahm das Mycelgewicht mit der Fe-Konzentra-
tion zu, und der pH-Verlauf war von der Fe-Konzentration fast un-
abhingig. Bei der Kultur, deren Anfangs-pH 5,5 betrug, neigte der
pH-Wert ein wenig zum Sinken, aber er stieg allmihlich an, wenn
der Ausganswert 2,5 betrug. Im Laufe der Kultur niherten sich
die pH-Werte der beiden Kulturen, und am letzten Tag, also am
15ten Tag, betrugen sie beide gleich 5,0. '
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Tabelle 29
Kultur Kult}}.?gﬁfr m pH . Pilzgewicht in g Zucker
Al 4 5,6 0,130 +
A? 4 5.6 0,167 +
B1 4 3,0 0,092 +
B2 4 2,9 0,098 +
Al 7 5,0 0,195 -+ 1
A2 7 5.0 0,205 +
Bl 7 3,3 0,265 + ]
B2 7 3,3 0,297 +
Al 10 5,0 0,296 +
A2 : 10 4,9 0,347 +
B1 10 44 0,457 ' +
B2 10 4,6 0,627 +
Al 15 5,2 0,602 +
X A2 15 5,2 0,565 +
B1 15 5,0 0,738 . +
B2 15 5,2 0,919 +
VERSUCH 30

Schwermetalle: Zn 10-% mol. Mn 2 10-6 mol. Kultur: (1) Fe 10-%mol, (2)
Fe 5X10-6mol, (3) Fe 2X10-3mol.  (Tabelle 30). .

Tabelle 30
Kultur Kult}f;?gler In pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 4,9 0,129 +
2 6 5.0 0,165 +
3 6 5,2 0,198 +
1 10 4,6 0,203 +
2 10 4,6 0,226 -+
3 . 10 - 5,3 0,272 -+
1 16 4,8 0,452 +
2 15 4,6 0,526 +
3 15 4,8 0,523 +

Die Fe-Konzentration in der Kultur (3) wurde so reichlich
genommen, daB die pH-Umkehr moglich war, wenn Ammonium-
nitrat als N-Quelle verwendet wurde. Je mehr Fe verwendet wurde,
desto besser wuchs der Pilz und desto hoher stieg der pH-Wert.
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VERSUCH 31

Schwermetalle: Zn, Mn und Cu 5x10-6 mol. Kultur: (1) Fe 10-¢ mol, (2)
Fe 5x10-6mol, (3) Fe 10-5mol. (Tabelle 31).

Tabelle 31
turd . . . Zucker i itrat i
Kultur Kilxlll Tll!‘agaél!llel‘ pH é Pilzgewicht in g ucmegr_ in | Ni ll';laol n

1 7 5,6 0,202 3850 0,0545
2 7 5,7 0,242 3576 0,0562
3 7 5,9 0,322 3560 0,0556
1 10 5,5 0,324 3200 0,0545
2 8 10 5,6 0,382 3075 0,0549
3 10 5,7 0,391 3160 0,0554
1 14 5,56 0,654 2700 0,0467
2 14 5,7 0,628 2650 0,0467
3 . 14 6,0 0,644 2500 0,0475

Das Wachstumverhiltnis war gleich wie bei Versuch 30. Bei
der Kultur mit gréBerer Fe-Menge lag der pH-Wert hoher, trotzdem
Nitrat relativ wenig aufgenommen wurde. Aus dieser Tatsache 140t
sich vermuten, daB in diesem Fall der pH-Wert nicht nur von der
Nitrataufnahme abhéngig sei und die mogliche NaOH-Aufnahme
sehr zuriicktrete.

2. Zink.
) VERSUCH 32 -

Schwermetalle: Fe, Mn und Cu 5x10-6 mol. Kultur: (1) Zn 5X10-7mol,
(2) Zn 10-%mol, (3) Zn 5x10-5mol. (Tabelle 32).

Tabelle 32

Kultur - Kultﬂ(lge;g:;ft in pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 5,0 0,250 +
2 6 5,2 0,253 +
3 6 5,2 0,243 +
1 8 4,5 0,318 +
2 8 4,7 0,316 +
3 8 4,7 0,271 +
1 11 4,2 0,476, +
2 11 4,3 0,480 +
3 11 4,5 0,447 +

Kein merklicher Unterschied des Wachstums lie sich zwischen
den Zn-Konzentrationen 5x10-" mol und 10-° mol ersehen, aber bei
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5%10-% mol war die Pilzernte viel kleiner als bei den anderen Kon-
zentrationen. Der pH-Wert nahm bei jeder Kultur nach und nach ab.

3. Mangan.
VERSUCH 33

Schwermetalle: Fe, Zn und Cu 5x10-6 mol. XKultur: (1) Mn 10-8 mol,
i(2) Mn 5X10-% mol, (3) Mn 10-3 mol. (Tabelle 33).

Tabelle 33
; i
Kultu.r Kult%gdgaxr n pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 4,4 0,244 +
2 6 4,7 0,238 +
3 6 5.0 0,224 +
1 9 4,2 0,387 +
2 ‘9 43 - 0,409 +
3 9 43 0,340 +
1 12 4,2 0,628 -+
2 12 4,3 0,651 +
3 12 45 0,602 +

. Das Pilewachstum war besser bei der Mn-Konzentration 5x10-¢
mol als bei 10-° und 103 mol. Der pH-Wert nahm im Verlaufe des
Wachstums bei allen Kulturen ab, und diese pH-Erniedringung ging
um so langsamer, je hoher die Mn-Konzentration stand.

4. Kupfer.
VERSUCH 34

Schwermetalle: 'Fe 10-6mol. Zn 1,5x10-6mol. Mn 2x10-8mol. Kultur:
(1) ohne Cu, (2) Cu.5x10-¢ mol. (Tabelle 84).

Tabelle 34
Kultur Kult,%:?éier In pH Pilzgewicht in g Zucker
1 11 4,0 0,211 +
2’ 11 4,6 0,260 +
1 13 4,0 0,247 +
2 13 4,8 0,335 +
1 15 4,2 0,325 +
2 15 4,8 0,474 +

- Die Zugabe von Cu begiinstigte das Wachstum, und daher gab
es keinen Grund, eine Hemmungswirkung von Cu auf die Nitrat-
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aufnahme anzunehmen.

gsich dann wieder zu vergroéBern.
Kultur die Neigung, den pH-Wert zu erhdhen.

T. SAKAMURA

ist auch aus den folgenden Versuchen ersichtlich.

VERSUCH 35

i
Schwermetalle: Fe 10-5 mol. Zn 1,5X10-6¢ mol. Mn 2X10-¢ mol. Kultur:
(1) ohne Cu, (2) Cu 10-% mol, (3), Cu 5X10-° mol, Anfangs-pH.: 3,2 (Tabelle 35).

Der pH-Wert nahm am Anfang ab, um
In Gegenwart von Cu zeigte die
Aehnliches Ergebnis

Tabelle 35
Kultur Ku}t.ﬁ?éger n ‘l pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 | 87 0,172 +
2 6 ' 37 0,130 +
3 6 j 46 0,315 +
1 9 ! 4,0 | 0,210 +
2 9 : 42 | 0,292 +
3 9 1 53 | 0,453 +
1 12 | 44 | 0,302 +
2 12 f49 0,497 +
3 12 : 58 | 0,677 +

Der Versuch ergab sich fast gleich dem Versuch 34.

mol. (Tabelle 36).

VERSUCH 36

Schwermetalle: (A) Fe 2X10-5 mol. Zn 10-¢ mol. Mn 2x10-6 mol. (B) Fe
2%10-6 mol. Zh 5%10-7 mol, Mn 2x10-6 mol. Kultur: (1) ohne Cu, (2) Cu 5x10-6

Tabelle 36
Kulturdauer in . .

Kultur Tagen pH Pilzgewicht in g Zucker
Al 6 4,8 0,220 +
A2 6 5.3 0,163 +
B1 6 52 , 0,147 +
B2 6 5,7 0,267 -+
Al 9 4,1 0,223 +
A2 9 4,8 0,336 +
B1 9 4,0 0,268 +
B2 9 4,5 0,305 +
Al 13 » 3,9 0,228 +
A2 13 4,4 0,364 ) -+
B1 13 44 0,305 +
B2 13 4,3 - 0,408 +

L B
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Die Fe-Konzentration in. (A) und die Zn-Konzentration in (B)
wurden so viel genommen, daB die ’pH-Umkehr moglich sein konnte,
wenn Ammoniumnitrat als N-Quellev‘benutzt wurde.

VII. Wirkung der Zuckerarten

!

VERSUCH 37

N-Quelle KNQ,. Schwermetalle: Fe, Zn, Mn und Cu 2X10-6 mol. Kultur:
(1) Glukose m/4, (2) Fruktose m/4, (3) Saccharose m/8. (Tabelle 37).

Tabelle 87
Kultur Kult%;!;tl:ler in pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 5,2 0,261 +
2 6 63 0,459 . +
3 6 ‘\ 5,9 0,415 -+
1 8 4,8 0,286 +
2 8 6,4 0,661 +
3 8 6,2 0,658 +
1 12 4,8 0,519 +
2 12 6,4 0,724 +
3 12 6,3 0,952 +

Bei der Verwendung von Fruktose ging die pH-Zunahme so
schnell vor sich und geschah das Wachstum so gut, und sogar bis-
weilen besser, wie bei der Verwendung von Saccharose.

 VERSUCH 38

N-Quelle: KNO,. Schwermetalle: Fe, Zn, Mn und Cu 23X 10~¢ mol. Kultur:
(1) Invertzucker (Saccharose wurde mit HCI hydrolysiert) m/4, (2) Saccharose
m/8. (Tabelle 38).

.o Tabelle 38
Kultur K““}Il,;‘;ae‘;er in g pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 6,0 0,404 +
2 6 6.0 0,311 +
1 8 6,2 0,639 +
2 8 6,1 0,536 +
1 10 6,2 0,756 +
2 10 6.2 10,691 +
1 12 6,2 0,872 +
2 12 6,2 0,835 4
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Das Wachstum fand besser bei der Invertzuckerkultur statt als’
bei der Saccharosekultur. Der pH-Wert nahm wahrend der Kultur
zu, und zwar in gleicher Geschwindigkeit bei beiden Znckerarten.

In den folgenden Versuchen wurde untersucht, wie verschiedene
Schwermetalle das Wachstum bei der Nitrat-Saccharosekultur beein-
flussen und wie verschieden diese Einfliisse von denjenigen bei der
Nitrat-Glukosekultur sind. Als N-Quelle wurde Natriumnitrat
benutzt.

VERSUCH 39

Schwermetalle: Zn 1,5X10-¢ mol. Mn 2x10-% mol. Kultur: (1) Fe 5><10—>7
mol, (2) Fe 5X10-6 mol, (3) Fe 5%x10-3 mol. (Tabelle 39). :

Tabelle 39

Kultur Kult%z;dgaé\;ler in pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 5,2 0,193 +
2 6 5,7 0,363 +
3 6 5,6 0,327 +
-1 10 5,0 0,265 +
2 10 5,9 0,506 +
3 10 5,8 0,590 +

1 16 5,1 0,688 -+
2 16 6,3 0,976 +
3 16 6,4 0,927 +

Die pH-Aenderung und das Wachstum gingen beide fast gleich
wie bei den Kulturen (2) und (8) vor sich. Aber in der Kultur
(1), wo Fe in der geringsten Menge zugegeben war, nahm der pH-
Wert am Anfang schwach ab, und nachher blieb er fast unverindert.
Das geringste Wachstum fand bei der Kultur (1) statt.

VERSUCH 40 - :

Schwermetalle: Zn 1,5X10-6 mol, Mn 2X10-6 mol. Kultur: (1)" Fe 5x10-7
mol, (2) Fe 5X10-¢ mol, (3) Fe 5X10-3 mol. Anfangs-pH: 3,2, (Tabelle 40).

Je gréfler die Fe-Konzentration war, desto besser konnte, wenn
auch mit wenigen Ausnahmén, der Pilz wachsen und desto schneller
nahme der pH-Wert zu. Bei der Fe-Konzentration von 5xX10-° mol
war aber die pH-Steigung gar nicht merklich, und sogar zeigte der
pH-Wert die Tendenz, sich zu vermindern.
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Tabelle 40
Kultur K“‘t.‘;.;"g:‘;er in pH Pilzgewicht in g Zucker

1 6. 5,4 0,417 +
2 6 5.4 0,533 +
3 6 5.6 0,658 i
1 9 5,5 0,468 +
2 9 5,9 0,777 H
3 9 5,9 0,827 ¥
1 13 5,2 0,570 +
2 13 6,4 1,120 ¥
3 13 6,2 0,874 H

VERSUCH 41

Schwermetalle: Fe, Mn und Cu 5x10-8mol. Kultur: (1) Zn 5Xx10-7 mol,
‘{2) Zn 10-¢ mol, (3) Zn 5x10-¢ mol. (Tabelle 41). )

Tabelle 41
Kultur Kult,ﬁ%z:er m pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 5,6 0,214 +
2 6 5,8 0,307 +
3 6 6,0 0,459 +
1 8 5,6 0,329 =+
2 8 5,9 0,457 +
3 8 6,5 0,930 +
1 11 5,2 0,428 +
2 11 5,7 0,682 +
3 . 11 7,0- 1,317 +

Die Zusammensetzung der Kulturlosung war gleich wie bei
Versuch 32 und zwar wurde der Versuch mit diesem gleichzeitig
ausgefiihrt. Wie schon bei jenem Versuch festgestellt wurde, zeigte
die Glukosekultur mit Zn von .5><10—6 mol nicht immer das beste
Wachstum, aber es wurde bei der Saccharosekultur bewiesen, daB3
ohne Ausnahme das Wachstum mit der Zunahme der Zn-Konzentra-
tion befordert wurde. Bei der Zn-Konzentration von 5x10-7 mol
nahm der pH-Wert ab, bei 10-¢ mol verdnderte er sich nicht merkhch
und bei 5x10-¢ mol stieg er immer héher.

VERSUCH 42

Schwermetalle: Fe, Zn und Cu 5x10-8 mol. Kultur: (1) Mn 10-® mol (2)
Mn 5x10-6 mol, (3) Mn 10-5 mol. (Tabelle 42). ‘
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Tabelle 42
: Kulturdauer in : s g s .
Kultar Tagen pH Pilzgewicht in g Zucker

1 ) 6,0 0,428 -+
2 6 6,2 0,506 +
3 6 5,9 0,322 +
1 9 6,6 1,246 +
2 9 6,6 1,196 +
3 9 6,5 0,991 +
1 12 7,0 1,331 +
2 12 6,9 1,342 +
3 12 6,8 1,262 +

So wie bei der Glukosekultur in Versuch 33, der gleichzeitig
mit dem vorliegenden Versuch ausgefiihrt wurde, fand das beste
Wachstum bei der miBig groBen Konzentration von Mn (5X10-% mol)
statt, wihrend sowohl die kleinere als auch die grdflere Mn-Kon-
zentration an Pilzwachstum jener nachstand. Die Beziehung
zwischen der Mn-Konzentration und dem pH-Verlauf konnte nicht
entscheidend bestimmt werden, aber bei allen Kulturen nahm der
pH-Wert im Verlauf des Pilzwachstums zu.

VERSUCH 43

Schwermetalle: Fe 5Xx10-3 mol. Zn 1,510-6 mol. Mn 2X10-6 mol. Kultur:
(1) ohne Cu, (2) Cu 10-6 mol, (3) Cu 5x10-3 mol. (Tabelle 43).

* "Tabelle 43

N

. " Kulturdaver in | o . C L.

Kultur Tagen. - ! - pH | Pilzgewicht in g Zucker
1 6 54 | 0,275 ¥
2 6 ! 5,9 ‘ 0,367 +
3 6 ' 6,1 ; 0,461 +
1 13 5,2 0,550 +
2 13 ' 6,0 0,619 +
3 13 L6 0,648 +
1 16 .. 65 0,954 +
2 16 | 6.3 1128 +
3 16 66 1,255 +

i
VERSUCH 44

Versuchsbedingung. war gleich dem Versuch 43. (Tabelle 44)
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Tabelle 44
Kultur Kult’lf;(éaé?ler m pH ! Pilzgewicht in g Zucker
1 6 58 | 0,670 +
2 6 59 | 0,768 +
3 6 60 | 0,667 +
1 9 58 | 0,715 +
2 9 62 0,845 +
3 9 63 | 0,944 +
1 13 65 | 0,969 +
2 13 64 | 1,033 +
3 13 65 | 1,095 +

Gleich wie bei der Glukosekultur forderte Cu-Zusa:tz das Pilz-

wachstum, und dessen so hohe Konzentration wie 5xX10-% mol ergab

das beste Wachstum, ohne irgend eine Hemmung auszuiiben. Der
pH-Wert nahm im Verlauf der Kultur zu, und zwar unter Verwen-
dung von Cu in-hoherer Konzentration.

Nitrakultur mit verschiedenen Kationen
VERSUCH 45

C-Quelle: Glukose m/8. Schwermetalle: Fe, Zn, Mn und Cu 2x10-6 mol.
Kultur: (1) KNOg, (2) NaNO,, (3) Ca(NO,),. Anfangs-pH: (1) und (2) 5,5,
(8) 4,6 (Niederschlag!). (Tabelle 45).

Tabelle 45

Kultur Kult%;‘;agrller in pH Pilzgewicht in .g Zucker
1 4 5,5 0,098 +
2 4 5,6 0,088 +
3 4 4,2 0,133 +
1 6 4,8 0,234 -+
2 6 4,8 0,245 +
3 6 3,8 0,190 +
1 8 5,1 0,241 +
2 8 a® 0,251 +
3 8 3,6 0,194 +
1 11 4,8 0,218 +
2 11 4,8 0,307 +
3 11 4,2 0,288 +
1 13 4,0 0,432 +
2 13 4,6 0,482 +
3 13 3,9 0,283 +
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Zwischen der KNO;- und NaNOQ;-Kultur war kein merklicher
Unterschied beziiglich des Wachstums ersichtlich, aber bei der
Ca (NOj3) o-Kultur ging es sehr kiimmerlich vor sich.

VERSUCH 46

C-Quelle: Glukose m/4. Schwermetalle: Fe, Zn, Mn und Cu 5x10-6¢ mol.
Kultrue: (1) KNOg, (2) Ca(NO,),. Anfangs-pH: (1) 55, (2) 4,6 (Nieder-
schlag!). Zucker: 4500 mg. NO4:0,0624 mol. (Tabelle 46).

Tabelle 46
Kulturdauer Pilzgewicht | Zucker | Ammoniak Nitrat in
Kultur in Tagen pH ing in mg in mol mol
1 6 5,6 0,189 3850 0,0003 0,0486
2 6 4,0 0,155 3850 0,0003 0,0515
1 8 5,0 0.359 3375 0,0003 0,0399
2 8 3,5 0,158 3675 0,0003 0,0400
1 13 4,8 0,670 2325 0,0003 0,0440
2 13 3,6 0,229 3225 0,0003 0,0400

So wie bei Versuch 45 war das Pilzwachstum bei der Ca (NO;).-
Kultur sehr schlecht, aber es ist merkwiirdig, dafl diese Kultur der
anderen an Nitrataufnahme nicht sehr nachstand. Aus -dieser
Tatsache geht hervor, daBl Calcium nicht die Nitrataufnahme selbst,
sondern die nachfolgende Assimilation oder Korperbildung nachteilig
beeinflufit.

i

VERSUCH 47

Da, wie bei den vorigen Versuchen bewiesen wurde, Saccharose
und Fruktose, verschieden von Glukose, bei der Nitratkultur Vorteil
bringen, wiire es nicht ohne Interesse zu sehen, ob jene Zuckerarten
auch bei der Ca(NOj;).-Kultur sich gleich verhalten.

N-Quelle: Ca (NO,),. Schwermetalle: Fe, Zn, Mn und Cu 2X10-%mol.
Kultur: (1) Glukose m/4, (2) Fruktose m/4, (3) Saccharose m/8. Anfangs-pH4,8
-(Niederschlag!) (Tabelle 47).

Wie erwartet, wurde die nachteilige Wirkung von Ca durch
Verwendung von Saccharose oder Fruktose fast vollstindig beseitigt,
und das Pilzwachstum ergab sich so gut wie bei der NaNO;- oder
KNOz-Kultur.
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Tabelle 47
Kultur Kult’lu‘;(gzlrller in pH Pilzgewicht in g Zucker
1 6 4,3 0,140 +
2 6 5,0 0,347 +
3 6 5,0 0,376 +
1 10 4,4 0,182 .+
2 10 5,0 0,581 +
3 10 5,2 0,661 +
1 13 4,6 0,368 4
2 13 5,2 0,781 +
3 13 5,4 0,887 +

pH-Veranderung bei der Nitratkultur

" Mit Ausnahme von NH,NO, werden Nitrate im allgemeinen als
physiologisch alkalische N-Quellen betrachtet. Wird Aspergillus
oryzae in einer nitrathaltigen Nahrlosung mit einem Anfangs-pH
von 5,6 kultiviert, wie gewohnlich in vorliegender Arbeit der Fall
war, so steigt der pH-Wert nicht in allen Fillen, und unter Um-
stinden nimmt er ab, wenigstens im fritheren Stadium. Wie be-
kannt, bildet dieser Pilz Kojisdure, deren Dissoziation aber von
untergeordneter Bedeutung fiir die pH-Verdnderung ist, und die
Bildung anderer starken Siduren ist unwahrscheinlich. Solche pH-
Abnahme im friiheren Stadium ist daher nur dadurch zu erkliren,
daB der Basenanteil verhiltnis-
miBig mehr als Nitrat aufge- 70
nommen werde. Es sei aber
bemerkt, daf3 in diesem Fall der 6,01
Basenanteil, so z.B. KOH, bis-
weilen, aber nicht immer, mehr ;|
als die dquivalente Nitratmenge
aufgenommen werden darf, um
die pH-Abnahme zu ermog-
lichen. Der Puffer der Né&hr-
losung wirkt in der Weise, dafl  3.01
die pH-Abnahme durch die
Aufnahme des Basenanteils 20
leichter gemacht wird, als die
pH-Zunahme durch die Nltrataufnahme

Diese pH-Erniedrigung bei der Nltratkultur wurde oftmals

4,04

Tage
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bei den vorigen Versuchen wahrgenommen und scheint darauf
hinzudeuten, daB fiir die Nitrataufnahme auch das Elndrlngen des
Basenanteils eine wichtige Rolle spielt.

Ob die pH-Veranderung zu sinken oder zu steigen neigt, hingt
nicht wenig von dem Anfangs-pH-Wert ab, aber aus den erwihnten
Versuchen wurden auch andere dafiir verantwortliche Momente
kennen gelernt. Die bisher ermittelten Neigungen der pH-Ver-
dnderung bei der Nitratkultur sollen hier zusammengefaf3t, in zwei
Typen eingeteilt und kurvenmi#Big, wenn auch nur schematisch,
gezeigt werden.

Als die pH-Verdnderung bedingende Faktoren lassen sich
Zuckerarten, Menge von Fe und Zn und Anfangs-pH nennen, die in
folgenden moglichen Kombinationen vorkommen:

1. Fe und Zn je wenigstens von 10-¢ mol.
a) Glukose.
b) Saccharose oder Fruktose.

2. Fe und Zn je von weniger als 10-6 mol.

a) Glukose.
b) Saccharose oder Fruktose.

Einige Beispiele der pH-Veridnderung seien aus den obigen
Versuchen entnommen und nach dem Typus klassifiziert.

Typus I
1-a. Versuche 29(A), 32, 33, 37(1).
2-a. Versuch wurde nicht ausgefiihrt, aber sehr wahr-
scheinlich.
2-b. Versuche 39(1), 40(1), 41(1 und 2).

Typus II

1-b. Versuche 29(B), 37(2 und 3), 39(2 und 3), 40(2 und .

3), 42.

Um das Absorptionsverhiltnis zwischen Nitrat und KOH bei
Typus I analytisch zu bestimmen, wurde der folgende Versuch aus-
gefiihrt.

VERSUCH 48

N-Quelle: KNQ,. C-Quelle: Glukose m/4. Schwermgtalle: Fe, Zn, Mn und
Cu 2X10-5mol. Zucker: 4500 mg. NO,:0,0624 mol. K:0,0809 mol. (Tabelle 48).
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6
9
11
14
16

K}llturdauer
in Tagen

pH { Pilzgewicht

Tabelle 48
Zucker in
g mg
0,183 3810
0,365 3100
0,520 2800
0,691. 1675
0,871 1525

Nitrat in
mol

0,0491
0,0485
0,0505
0,0480
0,0429

Kalium in
mol

0,0799
0,0763
0,0806
0,0806
0,0806

Die Restmenge des Nitrats schwankte mitsamt der pH-Ver-
dnderung, und das anfangs absorbierte Kalium wurde nachher wieder

abgegeben.

VERSUCH 49

Wenn der Anfangs-pH-Wert unter Bedingung von l-a etwas
weniger betrug, so war das Verhiltnis etwas anders.

dafiir sei hier erwihnt.

Ein Beispiel

N-Quelle: NaNO;. C-Quelle: Glukose m/4. Schwermetalle: Zn und Mn 10-6

mol. Kultur:(1) Fe 10-5 mol, (2) Fe 10-5 mol.
(Tabelle 49). .

Anfangs-pH:(A) 5,6 (B) 2,5.

Tabelle 49
" T
t o
Kultar Kut %;‘éaé%er n pH J Pilzgewicht in g Zucker
Al 5 5,1 0,129 +
A2 5 5.2 0,178 +
Bl 5 2,7 0,241 +
B2 5 27 0,188 +
Al 7 4,7 0,160 +
A2 7 48 0,145 +
B1 7 45 0,165 +
B2 7 4.6 0,157 +
Al 10 | a2 0,177 +
A2 10 43 | 0,236 +
Bl 10 3,5 0,273 +
B2 10 |33 0,282 +
i
Al 12 4,6 0,272 +
A2 12 44 0,275 +
B1 12 4,5 0,395 +
B2 12 43 0,403 +
Al - 18 I 50 0,469 +
A2 18 5.4 0,498 +
Bl 18 5,2 0,585 +
B2 18 5,7 0,653 +
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VERSUCH 50

N-Quelle: KNO,. C-Quelle: Glukose 1,5/4 mol. Schwermetalle: Fe,Zn, Mn
und Cu 2X10-6 mol. Zucker: 6750 mg. NO;:0,0624 mol. K:0,0808 mol. (Tabelle
50).

Tabelle 50
Kulturdauer H Pilzgewicht | Zucker in | Nitrat in | Kalium in
in Tagen p ng mg mol mol
5 5,9 0,210 | 6600 0,0568 0,0807
o7 5.7 0,305 6100 0,0560 0,0807
10 5,6 0,328 5850 0,0495 0,0777
12 5.6 0,395 5700 0,0505 0,0769
14 5,6 0,631 5250 0,0505 0,0771
7 5.6 0,703 4850 0,0480 0,0744
19 5,9 0,705 4650 0,0464 0,0755

Selbst bei der Kultur mit einem Anfangs-pH von 5,5 unter der
Bedingung 1-a verlief die pH-Verinderung nicht nach dem Typus 1,
wenn Glukose in einer groferen Menge gebraucht wurde. Der
pH-Wert nahm zunéchst zu, und nachher betrug er fortdauernd so
grofl wie am Anfang. Kalium wurde anfangs gar nicht aufgenom-
men, aber spéter neigte seine Menge zur Abnahme, abgesehen von
kleinen Schwankungen.

Ueberblicken wir die pH-Verdnderung in den Nitratkulturen,
so konnen wir die Ergebnisse folgendermaBlen zusammenfassen:
Bei der Glukosekultur mit einem Anfangs-pH von 5,5 unabhingig
von der Menge der Schwermetalle, sank der pH-Wert zunichst.
Wenn aber der Anfangs-pH-Wert kleiner, z.B. 2,5 war, oder Glukose
in geniligender Menge zugegeben wurde, stieg der pH-Wert zunichst,
sank dann einmal, um wieder zu steigen. Bei Gebrauch von Sac-
charose tritt einseitige Neigung zum pH-Steigen auf. Dies war der
Fall, wenn Fe und Zn in geniigender Menge verwendet wurde, sonst
sank der pH-Wert immer niedriger. Aus dem Ergebnis, so z.B. des
Versuchs 48, kann man ersehen, dafl die pH-Verdnderung bei der
Nitratkultur einerseits auf der Nitrataufnahme, anderseits auf der
Aufnahme des Basenanteils beruht, und da auch der Austritt der
beiden Anteile daran schuldig ist, obwohl es schwer war, zwischen
dem Verhéltnis [K]:[NO;] und dem pH-Wert einen zahlenmiBigen
‘Zusammenhang zu ermitelln.

Bei der Saccharose- oder Fruktosekultur wurde Nitrat besonders
stark aufgenommen und stieg der pH-Wert immer héher.
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Einflu8 von Vitaminen B, und B; auf die pH-Veranderung
bei der Ammoniumnitratkultur

BUNNING (1934) hat angegeben, daB bei der Glukosekultur von
Aspergillus niger Vitamine B, und B. sowie A- und B-Wuchsstoffe
derartige pH-Veridnderung herbeifiihren, die der pH-Umkehr in vor-
lisgendem Fall dhnlich ist. Da Aspergillus oryzae viel leichter als
Aspergillus niger Nitrat verarbeiten kann, 148t es sich erwarten, daB
an jenem Pilz derartige Wirkung von Vitaminen viel deutlicher als
an diesem zum Vorschein kommen kann.

VERSUCH 51

Nach dem Adsorptionsverfahren wurden die Schwermetalle und
Vitamine B; und B, folgendermafBen zur Standardlésung zugegeben,
und dann wurde diese sterilisiert:

Schwermetalle: Fe, Zn, Mn und Cu 2x10-¢ mol. Kultur: (1) Vitamin B,
(RocH) 0,5 mg in 100 cem Néhrlosung, (2) Vitamin B, (RocH) 0,5 mg in 100 cem
Néhrlésung, (3) ohne Vitamine. Anfangs-pH: 5,7. Zucker: 4500 mg. NO;:0,0624
mol. NH;0,0620 mol. (Tabelle 51).

Tabelle 51
Kul- Kulturdauer Pilzgewicht| Zucker { Ammoniak | Nitrat in .
tur | in Tagen pH ing in mg in mol mol NH;:NO,
‘Alﬁ 6 2,2 0,437 2850 0,0546 0,0411 0,7627
3 6 2,4 0,395 3150 0,0501 0,0380 0,7584
1 8 2,1 0,621 2375 0,0467 0,03569 0,7631
2 8 2,4 0,925 1755 0,0494 0,0407 0,8239
3 8 2,2 0,618 2500 . 0,0467 0,0356 0,7623
1 11 2,1 | » 0,621 1920 0,0467 0,0302 0,6439
3 11 2,0 0,644 2050 0,0469 0,0298 0,6354
1 14 2,0 0,701 1625 . 0,0475 0,0288 0,6062
2 14 2,6 1,386 0 0,0400 © 0,0378 0,9035
3 14 2,0 0,660 1725 0,0445 0,0278 0,6247

Da es schwer war, reine Vitamine in geniigender Menge zu
- bekommen, lieB sich der Kulturversuch nicht wiederholen. Doch
aus einem Versuch war es mir nicht umméglich die allgemeine
Tendenz des Wachatums und der pH-Veridnderung bei den vitamin-
haltigen Kulturen zu erblicken, im Vergleich zu derjenigen bei der
Kultur ohne Vitamine.
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Uebereinstimmend mit BUNNINGs Ergebnis an Aspergillus niger,
wirkte nur Vitamin B, (Lactoflavin) wachstumférdernd auf Asper-
gillus oryzae, wahrend Vitamin B; fast keine derartige Wirkung
ausiibfe. Wenn auch Zusatz von Vitamin B; einigermafien das
Wachstum zu fordern schien, fiel der Zahlenwert nicht sicher auller-
halb der Fehlergrenzen.

Vitamin B, konnte die pH-Umkehr herbeifiihren und die
Nitrataufnahme férdern, aber diese Fihigkeiten fehlten Vitamin B;.
Nach der Ansicht von BUNNING (1934) soll die unter dem Einflu3
von Vitamine B; und B, gesteigerte Nitrataufnahme bei Aspergillus
niger auf einer erleichterten Sauerstoffiibertragung und dadurch
bedingten Atmungssteigerung beruhen. YAMAGATA (1938, 1939)
hat bei der bakteriellen Nitrat- und Nitritreduktion je einen Zwi-
schenakzeptor im Dehydrasesystem angenommen, der aktivierten
Wasserstoff zur Nitrat- bzw. Nitritreduktase? iibertridgt. Da
Flavinenzym, das mit groBer Moglichkeit aus Vitamin B, (Lacto-
flavin) abgeleitet werden kann, als derartiger Zwischenakzeptor oft
bei der Koppelreaktion der biologischen Oxyd-Reduktion titig ist,
ist es nicht ausgeschlossen, daf die durch Vitamin B, beférderte
Nitrataufnahme bei Aspergillus niger und Asp. oryzae auf dieser
Beziehung beruht.

Obwohl Vitamin B, die Nitrataufnahme férdern und die pH-
Umkehr herbeifiihren kann, so war die Wirkung nicht so merklich
wie bei der Kultur unter Verwendung von Fe und Zn in optimaler
Konzentration oder von Saccharose. Ob Vitamin B, als Verunreini-
gung soviel Fe enthalte, daB die pH-Umkehr dadurch ermoglicht
werden kann, und ob die pH-Umkehr, die bei Verwendung von
Vitamin B; geschehen mochte, durch Verunreinigungen Cu und Zn
gehemmt werde, erfordert noch weitere Untersuchungen.

Kurze Zusammenfassung der wichtigsten Versuchsergebnisse
Ammoniumnitratkultur

1. Bei der Glukosekultur wurde die gesteigerte Nitrataufnahme
und somit die pH-Umkehr durch die Verwendung von Fe in relativ
grofler Konzentration und von Zn in relativ geringer Konzentration
herbeigefiihrt. Diese Erscheinung wurde durch Cu-Zusatz ver-
hindert.

1) Siehe unten S. 218.
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2. Die Verwendung von Saccharose als C-Quelle forderte die
Nitrataufnahme und damit die pH-Umkehr, unabhingig von der
Konzentration von Fe und Zn.

3. Die pH-Umkehr neigte oft dazu, iippiges Wachstum zu
begleiten,

Ammoniak- und Nintratkultur.

1. Durch Vermehrung der Schwermetalle in der nitigen Menge
wurden das Pilzwachstum beférdert und die pH-Erniedrigung bei
der Ammoniakkultur und die pH-Erhdhung bei der Nitratkultur
beschleunigt.

2. Zum Unterschied von anderen Schwermetallen konnte Zn
von mittelméBiger, aber nicht von héherer Konzentration das beste
Wachstum herbeifithren. Die optimale Konzentration von Zn fiir
das Wachstum bei der Nitratkultur unterschied sich von derjenigen
bei der Ammoniakkultur.

3. Saccharose begiinstigte das Pilzwachstum bei der Nitrat-
kultur und beschleunigte die pH-Steigung, aber bei der Ammoniak-
kultur kam solche spezifische Wirkung diesem Zucker nicht zu.

4. Auch bei der Nitratkultur fand die pH-Erniedrigung im
fritheren Kulturstadium statt, die bisweilen von pH-Zunahme gefolgt
wurde.

Besprechung

Wie schon bisher von mehreren Forschern und auch von uns?®
festgestellt worden ist, sind Fe und Zn fiir verschiedene Aspergillus-
arten unentbehrliche Elemente, und auch Mn und Cu sind notwendig
fiir ihre normale Entwicklung. Wahrscheinlich stellen diese Metalle
mit bestimmten organischen Substanzen Komplexverbindungen her,
die beim Bau- und Betriebsstoffwechsel katalytische Wirkungen
ausiiben. Wenn auch die biochemische Wirkungsweise dieser Metalle
bei der Assimilation der N-Quelle durch die Pilze noch unklar bleibt,
so kann man wenigstens zwei Reaktionsstufen annehmen, an denen
die Metalle teilnehmen: Nitratreduktion und Aminosiduresynthese
oder weitere synthetische Prozesse.

1) SAKAMURA (1936), SAKAMURA und YOSHIMURA (1933), YOSHIMURA
(1934, 1936). . i
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Bevor Nitrat als N-Quelle zum Korperaufbau benutzt werden
kann, muBl es notwendigerweise innerhalb der Zelle reduziert
werden. Dall Fe auf diese Reaktion katalytisch wirkam sein
mag, ist nicht unwahrschlich, weil YAMAGATA (1938, 1939)
bewiesen hat, daB die Nitratreduktase und Nitritreduktase, die
von ihm aus Bakterien entnommen wurden, mit KCN gehemmt
werden. Nach der Ansicht von BURSTROM (1939a, 1939b, 1940)
soll aber fiir die Nitratassimilation in Weizenwurzeln dem
Eisen keine Bedeutung zukommen, wihrend Mn dafiir wirksam
ist. Dieselben Ergebnisse sind vor kurzem von NOACK und PIRSON
(1940) an Chlorella erreicht worden. ITZEROTT (1936) hat eine
von mir gefundene Tatsache?, daBl bei der NH,NO,;-Kultur von
Aspergillus oryzae Fe auf die Nitrataufnahme giinstig wirkt, beriick-
sichtigt und hat einen Versuch angestellt, um zu priifen, ob dasselbe
Verhiltnis auch bei Aspergillus niger giiltig sei. Es scheint mir aber
von vornherein wahrscheinlich, daB es sich wohl nicht so verhalten
diirfte und Aspergillus niger zum Zweck .derartiger Untersuchung
nicht geeignet ist, weil dieser Pilz nach seinem Wesen mit besonderer
Vorliebe Ammoniak angreift und dazu neigt, Nitrat in der Nihr-
16sung zuriickzulassen. Da iiberdies aus meinen angefiihrten Ver-
suchsergebnissen keineswegs ein iiberzeugender Beweis fiir die
Bedeutung von Mn bei der Nitratassimilation besteht, wire es
voreilig die Teilnahme von Fe an der Nitratreduktion bei Aspergillus
oryzae durchaus zu bestreiten. ‘

Bei der Ammoniak- oder Nitratkultur beeinflult Fe gemif
seiner Konzentration das Wachstum fordernd. Durch die Kulturver-
suche mit alleiniger N-Quelle kann man daher die pH-Umkehr, die
bei der NH;NO;-Kultur unter Anwendung von Fe in groBer Kon-
zentration stattfindet, nicht ohne Schwierigkeit erklaren.

Die pH-Umkehr, die bei der NH,NO;-Kultur unter Benutzung
von Zn in niedriger Konzentration (5x10-"mol) geschieht, wird
moglicherweise aus den Ergebnissen der Versuche mit alleiniger
N-Quelle erklirt. Zum TUnterschied von anderen Schwermetallen
kann Zn nur von mittelmiBiger, aber nicht von hdherer Konzentra-
tion im benutzten Bereich das beste Wachstum herbeifiihren. Diese
optimale Konzentration von Zn fiir das Pilzwachstum bei der Nitrat-
kultur unterscheidet sich von derjenigen bei der Ammoniakkultur.
Bei der Nitratkultur ist kein merklicher Unterschied des Wachstums

1‘) SAKAMURA (1934).
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zwischen 5x10-"mol und 10-% mol ersichtlich, und schon bei 5x10-¢
mol tritt die Wachstamsabnahme auf. Bei der Ammoniakkultur
geschieht noch ein besseres Wachstum bei 5x10-° mol als bei nie-
drigeren Konzentrationen, und die Wachstumerniedrigung ereignet
sich erst bei 10 mol. Hier 14Bt sich also ein Unterschied der Zn-
Wirkung auf das Wachstum und damit auf die Assimilation der
N-Quelle zwischen der Nitrat- und Ammoniakkultur erkennen. Bei
jener Konzentration von Zn, die noch das Pilzwachstum in der
Ammoniakkultur begiinstigt, beginnt dieses in der Nitratkultur etwas
abzunehmen. Diese Tatsache zeigt, zwar auf umwegen, dalB die
Nitratassimilation bei der NH,NO;-Kultur mit Zusatz von Zn in
geringerer Konzentration sich relativ vorteilhaft ergibt.

Es ist schwer, aus dem Ergebnis der Kultur mit alleiniger
N-Quelle die Wirkung von Cu zu erkliren, die das pH-Sinken, somit
die vorziigliche Ammoniakaufnahme, bei der NH,NO;-Glukose-
Kultur férdert, weil Zusatz von Cu das Pilzwachstum iiberhaupt bei
allen Kulturarten verbessert, ohne die Stickstoffernihrung bei der
Nitratkultur zu verhindern. Dazu kommt noch als anderes Ver-
hiltnis, daB die pH-Veridnderung bei der Kultur mit alleiniger N-
Quelle ziemlich weit von derjenigen bei der NH,NO;-Kultur abweicht,
was im allgemeinen solchen Erklidrungsversuch der Cu-Wirkung
erschwert. Die Erklirung ist also nur unter Beriicksichtigung des
Unterschiedes der férdernden Wirkung von Cu auf das Wachstum
moglich, der zwischen der Ammoniak- und Nitratkultur in gewissem
Grad moglicherweise angenommen werden kann.

Die Verschiedenheit der pH-Aenderung, die bei der NH;NO;-
Kultur unter Umstinden stattfindet, ist iiberhaupt darauf zuriick-
zufithren, daB das Gleichgewicht zwischen der Ammoniak- und
Nitrataufnahme .infolge des Forderungs- oder Hemmungseffektes,
der abhingig von Schwermetallmengen ist, in verschiedener Weise
verloren geht. Es ist nicht wenig wahrscheinlich, daB die ab-
sorbierten Schwermetalle als intrazellulare Faktoren eine fiir die
Nitrat und Ammoniakaufnahme wichtige Rolle spielen. Dieselbe
Bedeutung kommt auch den Zuckerarten zu. '

Bei der NH,NO;-Kultur férdert Saccharose die Nitrataufnahme
und somit die pH-Umkehr viel stirker als Glukose, und dieselbe
glinstige Wirkung kommt auch der Fruktose zu, wenn die Konzentra-
tionen von Fe und Zn geeignet reguliert werden. Fiir diese eigen-
tiimliche Titigkeit von Saccharose ist aber wesentlich der Invert-
zucker verantwortlich, der durch das Pilzenzym in der Nihrlosung
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aus jenem Zucker entsteht. In der Tat kann auch bei der Kultur
mit einem Gemisch von bereitstehnder Glukose und Fruktose in
dquivalenter Menge eine dhnliche Tendenz bewiesen werden. - Es ist
aber schwer zu verstehen, warum derartige Wirkung einzig der
Glukose oder Fruktose fehlt. Fruktose tibertrifft an Forderung der
Nitrataufnahme die Glukose, aber fiir das Pilzwachstum steht jene
auch bei Verwendung von anderen N-Quellen dieser nach. Aus
dieser Tatsache kann man vermuten, dafl Fruktose in der Funktion
sich von Glukese unterscheide, d.h. Glukose hauptsichlich fiir den
Korperaufbau, wahrend Fruktose fiir Atmung, Nitratreduktion
usw. dienen konne: Damit Glukose fiir die Nitratassimilation gute
Dienste leisten kann, mufB3 Fe in relativ groBer Konzentration als
Hilfsmittel dem Pilz gegeben werden. Wenn diese beiden Zucker-
arten zusammen oder Saccharose bei der NH,NO;-Kultur benutzt
werden, so lassen sich die Nitrataufnahme und gleichzeitig auch das
Pilzwachstum fordern, indem dieses wieder jene vermehrt, was eine
VergroBerung des Verhiltnises [NH;]:[NO;] ergibt.

Bemerkenswert ist, dal derartige eigentiimliche Wirkung von
" Saccharose, die bei der Nitratkultur und bei der NH,NO;-Kultur
das Pilzwachstum und die Nitrataufnahme fordert, bei der Am-
moniakkultur sich nicht betétigt. Diese Tatsache scheint darauf
hinzudeuten, daB3 die Funktion von Saccharose mit der Nitratauf-
nahme, aber weder mit der Ammoniakaufnahme noch mit den nach-
folgenden synthetischen Prozessen zu tun hat. Ist die Kultur mit
dieser spezifischen Tétigkei.t von Saccharose! verkniipft, so erschei-
nen die Wirkungen der Schwermetalle etwas anders als bei der
Glukosekultur, und zwar kann dadurch die Bedeutung der Schwer-
metalle fiir Pilzkultur noch deutlicher erklirt werden.

In dieser Beziehung kommt Fe in erster Linie in Betracht.
Eisen von hoherer Konzentration fiihrt bei der Glukose-NH,NO;-
Kultur die pH-Umkehr herbei, aber bei der Saccharosekultur wird
diese spezifische Wirkung von Fe durch diejenige von Saccharose
verdeckt und tritt undeutlich auf (Versuch 13). Bei der Saccharose-
kultur mit alleiniger N-Quelle kommt der Eisenwirkung keine
Besonderheit zu, und die Erhohung der Fe-Konzentration begleitet
die Wachstumsforderung wie bei der Glukosekultur.

Die pH-Umkehr und das gute Wachstum, die beide bei der

1) Eine nihere Schilderung deiartlger Wirkung des Gemisches . von Glukose
und Fruktose und auch alleinig von Fruktose ist unten oft erspart worden, sofern
nichts anderes erwihnt wird.
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Glukose-NH,NO;z-Kultur unter Benutzung von Zn von geringer
Konzentration auftreten, sind bei der Saccharosekultur nicht mehr
sichtbar, und beide Erscheinungen werden dabei durch grodBere*
Konzentration von Zn eher gefordert. Dies ist wahrscheinlich darauf
zuriickzufiihren, daBl die Wachstumsabnahme, die bei der Glukose-
kultur mit alleiniger N-Quelle unter Verwendung von Zn von groler
Konzentration geschieht, bei der Saccharosekultur nicht der Fall ist.
Die Wirkung von Zn auf die pH-Aenderung kommt bei der
Saccharosekultur nicht mehr in Frage, weil die Wirkung dieses
Zuckers in derselben Richtung vorherrscht. o

Kupfer verhindert die pH-Umkehr bei der NH4N03-Kultur und
die Hemmung ist je nach der Zuckerart verschieden. Fiir die Hem-
mungswirkung gilt eine Reihe Glukose>Fruktose>Saccharose.
Diese schwache Hemmung bei der Saccharosekultur wird vielleicht
dadurch erkliart, daB die Téatigkeit von Saccharose, die mehr die
Nitrataufnahme als die Ammoniakaufnahme zu erleichtern neigt,
die entgegengesetzte Tendenz der Cu-Wirkung iiberwiegt. Der
Saccharose kommt also die Fiahigkeit zu, das Pilzwachstum und die
Nitrataufnahme ohne besondere Kontrolle der Schwermetallmenge
zu fordern.

In meiner fritheren Arbeit (1930) zeigte sich, da Fruktose
fihig ist, die pH-Umkehr bei der NH NO;-Kultur von Aspergillus
oryzae gleich oder mnoch leichter herbeizufiihren wie Saccharose.
Trotz der Verwendung desselben Pilzstamms, der seinerzeit benutzt
worden war, ergaben sich die Versuche (z.B. Versuche 11 und 12) in
der vorliegenden Arbeit in Bezug auf die pH-Umkehr ganz anderes;
also fand keine pH-Umkehr statt. Wie die Ergebnisse von Versuchen
11 und 12 zeigen, hat dieser Unterschied mit der Verschiedenheit
der benutzten Chemikalien nichts zu tun. Als wichtige Kulturbedin-
gung, die allerdings seinerzeit unbemerkt war, kann die Verwendung
der Schwermetalle von exakten Konzentrationen erwihnt werden.
Versuch 16 in der vorliegenden Arbeit ergab, da die pH-Umkehr
bei der Fruktosekultur wirklich geschehen kann wie bei der
Saccharosekultur, wenn jene mit viel Fe und wenig Zn, aber ohne Cu
ausgefiihrt wird, wiahrend mit wenig Fe, viel Zn und auch mit Cu
dies nicht der Fall ist. AuBerdem zeigt es sich in Versuch 15,
dafB die pH-Umkehr bei der Fruktosekultur nur in Abwesenheit von
Cu bemerkbar ist, daB} in dessen Gegenwart aber diese pH-Aenderung
nur auf die Saccharosekultur beschrankt ist.

Aus den oben erwihnten Tatsachen kann man schheBen, dal3
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der Unterschied der pH-Aenderung bei der Fruktosekultur zwischen
meiner friiheren und vorliegenden Arbeit hauptsichlich auf die
' Schwermetallbedingungen zuriickzufiihren sei.

Hinsichtlich der Bedeutung des Zuckers bei der Nitratkultur ist A

noch zu bemerken, daB Ca(NO;). unter anderem als N-Quelle fiir
Aspergillus oryzae ungeeignet ist, wenn Glukose als C-Quelle
verwendet wird. Nach BURSTROM (1939 b) soll Calcium auf die
Nitratassimilation der Weizenkeimlingen starke Hemmung ausiiben.
Er hat diese Hemmung darauf zuriickgefiihrt, daB das fiir Nitrat-
assimilation notwendige Mangan besonders stark durch. Calcium
verdréingt wird, obwohl dieselbe Wirkung auch dem Eisen, Zink und
Kupfer zukommt. Man geht aber zu weit, wenn man dasselbe
‘Sachverhiltnis auch an Aspergillus oryzae geltend machen will, weil
die Versuchsergebnisse keine Tatsache zeigen, die besonders fiir die
Notwendigkeit von Mn bei der Nitratassimilation spricht. Noch
wichtiger ist die Tatsache, dall dieser Nachteil bei Benutzen von
Ca(NO;3); nur auf die Glukosekultur beschridnkt ist, wihrend bei
der Saccharose- und Fruktosekultur der Pilz so gut wachsen kann
wie bei Verwendung von NaNQO; oder KNOz;. Man kann hier eine
Schutzwirkung der Saccharose gegen das durch Calcium ausgeiibte
Verdridngen von Mn sich kaum vorstellen. Ebenso wenig wahrschein-
lich ist es, diesen Nachteil bei der Ca(NO;).-Kultur hauptsichlich
dem Herabsetzen der Permeabilitit des Protoplasmas fiir Nitrat
zuzuschreiben, weil es auch schwer denkbar ist, daB.die Permeabilitiat
durch einen solchen Anelektrolyt wie Saccharose beeinflut werde.
Manches bleibt noch unerklirt beziiglich der giinstigen Wirkung von
Saccharose bei ‘der Ca (NO;).-Kultur, aber soviel ist wahrscheinlich,
daBl die Hemmung durch Calcium erst nach der Nitrataufnahme
auftritt.

Ammoniumnitrat wird als N-Quelle fiir Schimmelpilze sowie fiir
hohere Pflanizen darum oft benutzt, erstens weil der Basen- upd
Sdureanteil dieses Salzes eine doppelte N-Quelle darbieten kénnen,
zweitens weil eilige und extreme pH-Aenderung durch balanzierte
Aufnahme der beiden Anteile vermieden werden mag. Gegen
Erwartung ist der letzte Grund aber in meisten Fillen nicht giltig,
weil in der Regel Ammoniak vorzugsweise besser als Nitrat auf-
genommen wird und der pH-Wert der Nahrlosung dadurch sich
vermindert. Wenn auch Nitrat zugleich mit Ammoniak absorbiert
werden kann, steht die Aufnahme des ersteren iiberhaupt zuriick
und nimmt erst nach dem pH-Sinken zu. Es ist aber nicht aus-
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geschlossen, daB3 Nitrat unter Umstdnden vornehmlich aufgenommen
wird, und es ist einigermaBlen von der Eigentlimlichkeit der Pflanze
abhingig, ob vorzugsweise Ammoniak oder Nitrat absorbiert wird.
Aspergillus niger greift z.B. Ammoniak mit groBer Vorliebe an, und
der pH-Wert wird dadurch endlich bis auf 1,7 oder 1,5 erniedrigt und
bleibt dort unveridnderlich. Bei der Kultur von Aspergillus oryzae
sinkt der pH-Wert bisweilen auf 2,0, oder findet bisweilen die pH-
Umkehr statt, und die pH-Verinderung der NH,NO:-haltigen
Nahrlosung hiangt einerseits von der Stammeigenschaft und ander-
seits von der Kulturbedingung ab. Da diese zweierlei Neigung der
pH-Aenderung darauf beruht, dall vorzugsweise der Basen- oder
Séureanteil aufgenommen wird, gewidhrt eine ausfiihrliche Analyse
der pH-Aenderung bei der NHNO;-Kultur dieses Pilzes einen
Anhaltspunkt fiir das Studium liber den Mechanismus der Aufnahme
von Ammoniak und Nitrat. '

Die Permeabilitit des Protoplasmas bildet eigentlich die Vor-
aussetzung fiir die Absorption, oder jene laBt sich oft als ein Teil
dieser auffassen, obwohl es unbestritten richtig ist, daB beide nicht
als identisch betrachtet werden diirfen. Die Permeabilitit ist die
Eigenschaft des Protoplasmas, die den gelésten Stoffen das Durch-
gehen erlaubt. Es handelt sich daher beim Permeabilititsproblem
um das Hindernis des Protoplasmas fiir die durchgehenden Stoffe.
Bei der Forschung der Absorption darf die Permeabilitdt natiirlich
nicht ignoriert werden, aber das Hauptgewicht ist dabei lieber auf
die Kraft zu legen, die den Eintritt des gelosten Stoffs in die Zelle
bzw. dessen Austritt bedingt.

Die Stoffwanderung in einer Ldsung findet statt, wenn ein
Gefille der Konzentration oder des thermodynamischen Potentials
des Stoffs zwischen zwei Phasen ohne Hindernis ausgeglichen wird.
Wird diese Idee zur Stoffwanderung zwischen dem Zellinneren und
der Aufleren Lésung angewendet, so besteht der Grundbegriff der
Absorption an der Zelle. Bei der Untersuchung iiber die Absorption
eines Elektrolyten durch die Zelle kommt es daher in Frage, wie das
Konzentrationsgefidlle der freien Ionen oder der undissoziierten
Anteile zwischen dem Zellinneren und der umgebenden Lésung
geschaffen und ausgeglichen wird, vorausgesetzt, daB das Proto-
plasma permeabel fiir diesen Elektrolyt ist.

STERN (1933, S. 246) erwihnt in seiner ,,Pflanzenthermody-
namik® Folgendes: ,Vorldufig liefern uns wenigstens bei undissozi-
ierten Teilchen die Konzentrationen ein annidherendes MafB fiir die
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chemischen Potentiale. Sofern diese Teilchen einen durch die Natur
der Plasmamembran bedingten Molekiilldurchmesser nicht ({iber-
. schreiten (RUHLAND, SCHONFELDNER) und wasserloslich sind,
scheinen sonstige Hemmungen gegen den Ablauf von Uebergangs-
reaktion, die nach Gleichheit des chemischen Potentials tendieren, im
allgemeinen nicht vorhanden zu sein, wiahrend fiir Ionen, ........
die Verhiltnisse komplizierter liegen’. Dal} ein Elektrolyt (Saure
oder Base) in undissoziierter Form viel leichter in die Zelle eindrin-
gen kann als in Ionenform, ist bisher wenigstens bei den schwachen
Elektrolyten tatsichlich bewiesen worden. Diese Eigenschaft als
solche kann aber bei starken Sauren oder Basen nicht erwartet
werden, weil hier die undissoziierten Anteile gewodhnlich nicht in
meflbarer Konzentration vorhanden sind.

OSTERHOUT- (1925) hat iiber die Permeabilitit der pﬁanzhchen
Zelle folgende Theorie? aufgestellt:

Die schwachen Siuren und Basen in der elektroneutralen
undissoziierten Form dringen leicht in die Zelle ein, oder werden
durch diese aufgenommen. Dies gilt auch fiir diejenigen schwachen
Sduren und Basen, die aus den Salzen durch die Hydrolyse ent-
standen sind. Das Konzentrationsgefille von solch undissoziierten
Teilchen zwischen dem Zellinneren und der umgebenden Ldsung
bedingt das thermodynamische Potential und bringt die Kraft hervor,
wodurch dieser Stoff absorbiert werden kann. Wenn das thermo-
dynamische Potential eines Stoffs in undissoziierter Form im Zellin-
neren und in der umgebenden Losung im Gleichgewicht ist, findet
keine Stoffwanderung statt. Damit ein Stoff fortdauernd in die
Zelle aufgenommen oder aus der Zelle abgegeben werden kann, mufl
das Potentialgefille immer wieder hergestellt werden. Diese fiir
die schwachen Elektrolyten giltige Betrachtungsweise kann auch
auf die starken Elektrolyten erwartert werden, bei denen allerdings
gar keine mebBbaren Konzentrationen undissoziierten Anteils vor-
handen sind. Stellen wir uns z.B. eine Zelle vor, die in eine KNO;
enthaltenden Losung eingetaucht ist, so mag die durch Hydrolyse
entstandene Salpetersdure in undissoziierter Form in die Zelle auf-
genommen werden, aber nicht abhingig von deren Konzentrations-
gefille, weil der undissoziierte Anteil von HNO,; ja auBen keine

1) Diese Theorie hat aber nicht nur mit der Permeabilitit, sondern auch
viel mit dem Problem der Elektrolytenaufnahme zu tun. OSTERHOUT hat seitdem
zahlreiche Arbeiten ilber diese Theorie verdffentlicht.
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,»Konzentration” hat.V Bei einer starken Sidure, z.B. bei Salpeter-
sénre wird es aber durch ZusammenstiéBe immer einmal zur Bildung
undissoziierter Siure (HNQO;) kommen, nur eben nicht hiufig genug,
um eine meBbare HNOQO; zu erzeugen. Die Wahrscheinlichkeit, dag
es hierzu kommt, wichst mit dem Produkt [NO;][H']. Dasselbe
gilt auch fiir starke Basen. So z.B. bei KOH kommt das Ionen-
produkt [K'J[OH’] in Betracht. In der Ldsung einer starken Siure
oder Base ist das Molekiil bereits als dissoziiert anzusehen, aber
die hier auftretenden Kationen und Anionen werden bei der Absorp-
tion als Ionenpaare mit OH’ bzw. H' betrachtet. Diese Theorie
iiber die Absorption 148t sich also auch bei den starken Elektrolyten
anwenden, wenn anstatt der Konzentration der undissoziierten
Teilchen das thermodynamische Potential .des Ionenpaars, das vom
Ionenprodukt d.h. Aktivitdtsprodukt abhéingig ist, in Betracht
gezogen wird, Gemif des Potentialgefilles zwischen dem Zellinneren
und der Nahrlosung findet entweder die Aufnahme oder die Abgabe
eines Elektrolyten statt, .

Nach der Theorie des thermodynamischen Potentials ist es ver-
stdndlich, daBl die Absorption eines Elektrolyten nicht nur von der
Aktivitdt von H der OH’ in der duBeren Lésung, sondern auch von
derjenigen im Zellinneren und auch von der Aktivitit der begleiten-
den Ionen abhingig ist. Da es aber sehr schwer ist, das thermo-
dynamische Potential im Zellinneren bei beliebigen Materialien genau
Zu bestimmen, ist es bisher noch nicht gelungen, diese Theorie ein-
wandfrei zu beweisen. Daher ist sie bisher mehrfach kritisiert
worden, und von mehreren Forschenrn wurden Einwinde gegen
sie erhoben. Der Hauptpunkt dieser Einwinde besteht darin, daB
gegen die Behauptung dieser Thorie zunehmender pH-Wert der
duBeren Losung nicht immer die Aufnahme der Kationen und ab-
nehmender pH-Wert nicht immer die Aufnahme der Anionen
fordert?.

N Es ist ohne Zweifel nicht richtig, die Theorie des thermodynami-
schen Potentials als einwandfrei bewiesen zu betrachten, aber es
wire voreilig, die Theorie nur aus der gelegentlich vorkommenden
Unabhéingigkeit der Elektrolytenaufnahme vom pH-Wert der
Né&hrlosung in Abrede zu stellen, weil neben H' und OH’ auch andere

1) STeERN (1933. S. 247).

2) PIrscHLE (1931), COLLANDER (1935), JACQUES (1936), ArNoN (1937),
STEWARD und MARTIN (1937) WADLEIGH und SHIVE (1939), HOAGLAND und BROYER
(1940), BURSTROM (1940).
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begleitende Ionen immer gleichzeitig in Betracht gezogen werden
miissen.

HOAGLAND und BROYER (1940) behaupten, daB die Salzakkumu-
lation in Gerstenwprzel mit dem pH-Wert der umgebenden Lésung,
also mit dem thermodynamischen Potential, nicht in Zusammenhang
stehe. Aber es ist noch bezweifelt, ob die metabolische Aktivitit
nach dieser Schule mit dem thermodynamischen Potential gar nichts
zu tun habe. Aus gleicher Betrachtungsweise wire es nicht not-
wendig, die Theorie der Anionenatmung von LUNDEGARDH prinzipiell
als verschieden von der Theorie von OSTERHOUT aufzufassen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Versuche iiber die Ammoniak-
und Nitrataufnahme durch Aspergillus oryzae werden durch die
Theorie des thermodynamischen Potentials am besten erkldrt. Die
Abhingigkeit der Ammoniak- und Nitrataufnahme von dem pH-Wert
der umgebenden Nihrlosung spricht schon fiir diese Theorie.

ITZEROTT (1936) hat die wichtige Bedeutung des pH-Wertes der
Nihrlosung fiir die Assimilation des Ammoniak- und Nitratstick-
stoffs bei der Kultur von Aspergillus niger bestitigt und versucht
die Absorption des Ammoniakstikstoffs durch die Theorie des
thermodynamischen Potentials zu erklidren, aber iiber den Mechanis-
mus der Nitrataufnahme hat diese Forscherin keine 'eingehende
Erérterung angestellt. Als wichtiger Faktor fiir die Nitratauf-
nahme durch Aspergillus niger hat BUNNING (1936), dessen Arbeit
gleichzeitig mit derjenigen von ITZEROTT in derselben Zeitschrift
veroffentlicht steht, die Adsorptionstitigkeit des Zellsaftkolloides
von amphoterer Natur betrachtet, und er hat gefunden, daB bei
pH<4,4 Nitrat adsorbiert und gespeichert wird, weil das Kolloid
positiv geladen ist, aber daB bei pH>4,4 Nitrat kaum adsorbiert
wird, weil es negativ geladen ist. Seiner Ansicht nach soll der
Ladungssinn des. Oberflichenkolloides des Protoplasmas in dieser
Beziehung von keiner Bedeutung sein.

Aus den oben geschilderten Versuchen geht hervor, dafl die
Nitrat- sowie Ammoniakaufnahme nicht nur von dem pH-Wert der
Néhrlosung, sondern auch von der Menge der notigen Schwermetalle
und der Zuckerarten abhdngig ist, und zwar erscheint bei der
NH,NO;z-Kultur dieser Zusammenhang sehr deutlich. Diese Tatsache
deutet darauf hin, daBl die Absorption nicht nur auf den pH-Wert
der Néihrlosung, sondern auch auf die intrazellulare Bedingung sich
bezieht. Um die Aufnahme des Ammoniak- oder Nitratstickstoffs
zu fordern, mufl also im Zellinneren das Streben bestehen der pH-
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Wert zu regulieren oder [NH',] bzw. [NO’;] moghchst zZu ver-
mindern.

Es ist allerings fast unmoglich, den intrazellularen pH-Wert?
S0 genau zu bestimmen, wie in der &uleren Losung, und es ist sehr
schwer zu entscheiden, ob der Zellsaft eine Losung oder hauptsichlich
von kolloider Natur sei. Wenn man auch mit BUNNING annehmen
darf, dal} die Nitrataufnahme auf die Adsorption an positiv geladene
Zellsaftkolloide zuriickzufiihren sei, wéire es mnicht unmoéglich, daB
die hohe Aciditdt, die innerhalb der Zelle den Dissoziationszustand
des amphoteren Zellsaftkolloides bedingen kann, ohne weiteres ein
Gefille des thermodynamischen Potentials herstellt, wodurch Nitrat
in die Zelle aufgenommen wird. ‘

Damit derartiges Potentialgefille hergestellt wird, darf eine
ebenso groBe Bedeutung auch der Aufrdumung des aufgenommenen
Nitrats oder Ammoniaks innerhalb der Zelle beigemesen werden.
Als solche Aufriumungsprozesse mochten wir beispielsweise die
Nitratreduktion, die Aminosiuresynthese aus Ammoniak, den nach-
folgenden Korperaufbau usw. rechnen. Derjenige Faktor, der an
derartigem Prozesse beteiligt ist, sei hier Aufridumungsfaktor oder
kurz Aufraumer genannt.

Aus den oben Erwihnten kann man zwei wichtige Faktoren-
gruppen nennen, die die Nitrat- oder Ammoniakaufnahme bedingen:
pH-Regulator und Aufriumer. Ein gewiBer Teil der metabolischen
Aktivitit (HoAGLAND), der durch die Anionenatmung geleisteten
Arbeit (LUNDEGARDH) und der Speicherungsfiliigkeit (BUNNING)?
diirfen etwa zu diesen zwei Gruppen gehoren.

Wir wissen heute noch fast gar nichts liber die biochemischen
Wirkung der Schwermetalle und iiber die Bedeutung des Zuckers
fiir die Nitrat- und Ammoniakassimilation bei der Kultur der
Schimmelpilze. Deshalb sind wir noch nicht imstande, den Absorp-

1) Bei verschiedenen Aspergillusarten betragt der pH-Wert innerhalb des
Mycels immer mehr als derjenige in der umgebenden Lésung. Nach BUNNING
(1936) soll der pH-Wert des Zellsafts von Aspergillus niger zwischen 4,2 und
und 5,2 betragen, wihrend in der Nahrlésung der Wert zwischen 2,5 und 3,0
liegt. Aechnliches Verhiltnis des pH-Wertes zwischen dem Zellinneren und
-duBeren wurde von BACH und DESBORDES (1937) bei Aspergillus repens bestimmt:
innen pH 6-7, auBen pH 3,0-3,5.

2) Wihrend BUNNING (1936) seine Theorie der Adsorption an Zellsaft-
kolloiden behauptet, duBert er an verschiedenen Orten auch die Ansicht iiber den
Absorptionsmechanismus, die von der hier vorgeschlagenen Auffassung prinzipiell
nicht verschieden scheint.
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tionsmechanismus dieser N-Quellen unter Beriicksichtigung der
Schwermetalle und der Zuckerarten von biochemischer Seite auf-
zuklidren. Da es aber nicht bezweifelt ist, daB irgend wichtige
Bedeutung den Schwermetallen als Katalysatoren und den Zucker-
arten als Substraten der enzymatischen Wirkungen oder als Bau-
materialien fiir die Assimilation dieser N-Quellen beigemessen
werden kann, liegt es nahe anzunehmen, daf3 diese Faktoren als
Aufraumer des Nitrats und Ammoniaks innerhalb der Zelle dienen
und dafl das thermodynamische Potential dadurch bedingt werden.
Es wire aber auch-moglich, daB irgend ein Schwermetall in bestimm-
ter Konzentration als Paralysator der Assimilation wirksam ist, der
die Herstellung des Potentialgefilles erschwert.

In verschiedenen Beziehungen unterscheidet sich die Nitrat-
oder Ammoniakaufnahme aus NH,NQO; von derjenigen von alleihigen
N-Quelle. In jenem' Fall kommen besonders das Gleichgewicht
zwischen den Aufnahmen der beiden N-Quellen und die durch die
Schwermetalle oder: Zucker bedingte pH-Verinderung in Frage.
Aber gemeinsam' bei diesen verwendeten N-Quellen bedingen
bestimmte - Faktoren das ‘thermodynamische Potential, also das
Ionenprodukt [NH'J[OH’] oder [NO;’][H'], im Zellinneren und in
der Nahrlosung. Als solche Faktoren seien die folgenden genannt:

In der Nihrlosung

A. Faktoren, die den pH-Wert bedingen.
a) Anfangs-pH. o
b) Physiologische Aciditit und Alkalitit.
*c) Puffervermogen?. o
*d) Ausscheidung der organischen Siure.-

B. Anfingliche Konzentration der gegebenen N-Quelle.

Innerhalb der Zelle.
" A. TFaktoren, die den pH-Wert bedingen.

a) Eigeptiimlicher pH-Bereich, innerhalb dessen die intra-
zellulare Aciditidt verdnderlich ist.

b) Menge des aufgenommenen Ammoniaks und Nitrats..

c¢) Aufrdumung oder Anhiufung des Ammoniaks und
Nitrats. '

*d) Bildung der organischen Siure oder der Kohlensiure.

1) Die mit Stern * bezeichneten Faktoren sind hier {iberhaupt auBer Be-
tracht gelassen.
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B. Aufrdumung oder Anhidufung des Ammoniaks und Nitrats.

a) Art und Menge der C-Quelle, die zum Korperaufbau
nutzbar ist.

b) XKatalysatoren oder Substrate, die bei der Nitratreduk-

tion oder bei den nachfolgenden Synthesen wirksam

. sind. Moglicherweise bestimmte Schwermetalle oder
Zuckerarten.

¢) Paralysatoren. Moglicherweise Zn von hoherer Kon-
zentration. .

*C. Spezielle intrazellulare Wirkungen, die mit der Funktion
einer Saugpumpe verglichen werden konnen. Metabolische
Aktivitat nach HOAGLAND, Anionenatmung nach LUNDE-
GARDH. Einige davon gehéren zu den Kategorien A and B.

Ammoniakaufnahme.

Wenn Ammoniak und Nitrat gleichzeitig zusammen als N-Quelle
verwendet werden, so 1af8t sich jenes viel leichter aufnehmen und
assimilieren als dieses, und dies macht sich an héheren Pflanzen
sowie an Schimmelpilzen geltend. Der Erkldrungsversuch des
Absorptionsmechanismus selbst scheint bei Ammoniak? viel leichter
Zu sein.

Ammoniak in der Form von NH,OH oder NH; kann leicht
durch das Protoplasma permeieren und bei Pilzkultur bietet sich
oft die Gelegenheit dazu, da3 Ammoniak in undissoziierter Form in
die Zelle aufgenommen wird, wenn der pH-Wert der N&hrlésung
ziemlich hoch liegt. In solchem Fall darf der Absorptionsvorgang
selbst einfach als Diffusion der elektroneutralen Teilchen betrachtet
werden. Dieselbe Erklarungsweise gilt auch bei der Abgabe von
Ammoniak aus der Zelle, wenn der intrazellulare pH-Wert relativ
hoch liegt.

Wenn auch undissoziiertes Ammoniak in meBbaren Konzentra-
tion bei niedrigem pH-Wert nicht vorhanden ist®, so kann man doch
das Vorhandensein des thermodynamischen Potentials von NH,OH
annehmen, das vom Ionenprodukt [NH,][OH’] abhingig ist. In-
nerhalb der Zelle laft sich absorbiertes Ammoniak durch die syn-

1) LUNDEGARDH ( 1937)

2) Schon bej pH-Wert 5,7, womit iiberhapt jede NH4NO3 oder Ammoniak-
kultur der vorliegenden Arbeit begann, erreicht die Dissoziation von Ammoniak
praktisch beinahe ihr Maximum.
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thetischen Prozesse sofort assimilieren und beseitigen, ohne sich dort
anzuhdufen, wodurch es moglich wird, das innere Ionenprodukt
[NH,][OH’], und somit das intrazellulare thermodynamische
Potential von Ammoniak immer wieder zu erniedrigen.

Diese Verhiltnisse erlauyben der Zelle selbst bei einem niedrigen
pH-Wert der Nihrlosung Ammoniak aufzunehmen, der wihrend der
Ammoniakkultur von Aspergillus oryzae gewdhnlich erreicht wird,
indem das thermodynamische Potential der umgebenden Lésung
ziemlich stark sich erniedrigt. Wieweit der Pilz die erhohte Aciditit
der Nahrlosung ertragen kann, d.h. wieweit das Potentialgefille von
aullen nach innen hin trotz der pH-Abnahme der N&hrlésung durch
die Tatigkeit der. Zelle hergestellt werden kann, hingt von der
Eigentiimlichkeit der Zelle ab. Bei der NH,NO;-Kultur ertrigt z.B.
Aspergillus niger eine so hohe Aciditit wie pH 1,7, wihrend an
Aspergillus oryzae das erreichte pH-Minimum nur 2,0 btriagt?. Der
Widerstand gegen die hohe Aciditit besteht daher wenigstens an
diesen Pilzen nicht nur in der Vermeidung einer Beschidigung der

Zelle, sondern auch in der inneren aktiven Regulierungsfihigkeit?®
zugunsten der Stoffaufnahme. Je hoher dieser minimale pH-Wert
liegt, desto kleiner ist die Regulierungsfihigkeit, also desto leichter
wird die Stoffaufnahme durch die pH-Veridnderung der &HuBeren
Losung beeinflufit.

GemilB der Eigenschaft des Pilzes oder je nach der Kultur-
bedingung, mag absorbiertes Ammoniak oft nicht sofort assimiliert
werden, sondern diffundiert infolge der Akkumulation aus der Zelle
hinaus. BACH und DESBOERDES (1937) haben bei der KNO;-Kultur
von Aspergillus repens ersehen, daB3 der bei der Nitratreduktion ent-
-standene Ammoniakstickstoff von diesem Pilz nicht leicht verarbeitet
werden kann und in die umgebende Nihrlosung ausgeschieden wird,
wenn der dullere pH-Wert so wenig wie 1,6 betrdgt. Diese Autoren
haben zur Erklirung dieses Ammoniakaustritts das Hauptgewicht
auf die meBbare Konzentration von Ammoniak in undissoziierter
Form gelegt. Auch bei der NH,NO;-Kultur ist an diesem Pilz ein
dhnliches Verhéltnis beobachtet worden. Solcher leichte Ein- und
Austritt undissoziierten Ammoniaks an Aspergillus repens sind von

1) Die mégliche Grenze der pH-Abnahme d.h. der Wendepunkt der pH-
Umkehr wurde an verschiedenen Aspergillusarten von uns bestimmt. Die Ergeb-
aisse davon werden am anderen Orte mitgeteilt werden.

2) Der Aufriumungsfaktor ist als derartige Regulierungsfihigkeit zu
rechnen. ’
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ihnen auf das Konzentrationsgefille zwischen dem Zellinneren und
-AuBeren zuriickgefiihrt worden. BUNNING (1936) hat diesen
Austritt des bei der Nitratreduktion entstandenen Ammoniaks bei
Aspergillus repens nicht so sehr als die Ursache, sondern eher als
die Folge geringer Synthese aufgefafit. Bei Aspergillus niger ist
von ihm gefunden worden, daB das bei der Nitratreduktion ent-
standene Ammoniak innerhalb der Zelle leicht assimiliert werden
kann, ohne aus der Zelle hinauszudiffundieren, selbst wenn der
pH-Wert der Nihrlosung sich vermindert. In diesen Féllen wire
nicht ausgeschlossen, daf die zufillig der Zelle zur Verfiigung
stehenden Schwermetallspuren, vor allem Cu, als Aufriumer des
Ammoniaks eine wichtige Rolle spielen. _

Als Aufrdumer des Ammoniaks kommen auch verschiedene
Zucker in Betracht, weil diese zum Korperaufbau Ammoniak mit-
nehmen. PRIANISCHNIKOW (1935) hat bei einer Reihe von Unter-
suchungen seit 1900 konstatiert, daf bei der NH/NO;-Kultur der
etiolierten hoheren Pflanzen, die selbstverstédndlich an Kohlehydrat
Mangel haben, das absorbierte oder bei der Nitratreduktion entstan-
dene Ammoniak aus der Wurzel ausgeschieden wird, ohne weiter
assimiliert zu werden. Ammoniak, das gewdhnlich bei Zuckermangel
aus dem Mycel ausgeschieden wird, kommt teils infolge der Autolyse,
teils aber stammt es aus demjenigen, das als solches vom Pilz
absorbiert worden oder aus Nitrat entstanden ist. KLEIN, EIGNER
und MULLER (1926) haben bei der Kultur von Aspergillus niger
festgestellt, daBl das bei der Nitratreduktion entstandene Ammoniak
mitsamt den anderen Reduktionsprodukten aus der Zelle abgegeben
wird, wenn die EiweiBlsynthese, so z.B. wegen der Untauglichkeit
der gegebenen C-Quelle, sistiert wird. Der schnelle Austritt des
Ammoniaks bei dem Zuckermangel in der Pilzkultur spricht jeden- '
falls dafiir, daB iiberhaupt der Aufraumungsfaktor bei der Aufnahme
des Ammoniaks eine wichtige Rolle spielt.

Nitrataufnahme?.

Der Mechanismus der Nitrataufnahme ist viel komplizierter als
derjenige bei Aufnahme von Ammoniak. Da der intrazellulare
pH-Wert bei der Pilzkultur gewhnlich grofer ist als derjenige der
Nihrlosung, ist das thermodynamische Potential von HNO; im An-
fangsstadium selbstverstindlich auflen héher als innen. Verschieden

1) Salpetersiureaufnahme im strengen Sinne.
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von der Ammoniakassimilation ist aber eine Reihe von Reduktions-
prozessen bei der Nitratassimilation benétigt, was dazu neigt, die
Anhdufung des Nitrats im Zellinneren und daher den Ausgleich des
Gefilles des thermodynamischen Potentials von HNO; zu veranlassen,
wenn die Reduktion nicht glatt erfolgt. Nicht nur die Nitratreduktion,
sondern auch die nachfolgenden synthetischen Prozesse, beeinflussen
als Aufriumer die Nitrataufnahme. Wenn die letztgenannten syn-
thetischen Prozesse gestort werden, kann Nitrat nicht mehr auf-
genommen werden, und sogar diffundiert das aus Nitrat entstandene
Ammoniak hinaus. Wie schon KLEIN, EIGNER und MULLER (1926)
bei der Nitratkultur von Aspergillus niger gesehen haben, treten
Aminosdure, Ammoniak und auch Nitrit aus der Zelle aus, wenn die
EiweiBsynthese gestért wird. Die Schwermetalle in bestimmten
Kombinationen und Saccharose konnen als wirksame Aufriumer des
Nitrats genannt werden. Aus meinen Versuchen 5 und 8 ist ersicht-
lich, daB bei der Cu-entbehrenden NH,NO;-Kultur die Restmenge
des Nitrats im spiteren Kulturstadium wieder zunimmt, wihrend
bei der Cu-haltigen Kultur die Nitratmenge in der Nahrlosung im
Verlaufe des Wachstums immer wieder sich vermindert. Dies kit
sich dadurch erkliren, daB ohne Cu die EiweBsynthese nicht glatt
fortschreiten kann und daB Nitrat infolge dessen Anhiufung inner-
halo der Zelle wieder in die Nihrlosung abgegeben wird?. Die
Nitritabgabe, die bisweilen bei der Pilzkultur bemerkt wird, kann
in gleicher Weise erklirt werden. Es unterliegt natiirlich keinem
Zweifel, daB in solchen Fillen der pH-Regulator nicht wenig die
Nitrataufnahme sowie -abgabe beeinflulit.

Da Fe, Zn, Mn und Cu mit der Zunahme ihrer Menge immer
mehr bis zum gewissen Grad das Pilzwachstum bei der Nitratkultur
fordern, gibt es keinen Grund anzunehmen, dafB irgendwie diese
Metalle unter Umstinden die Nitrataufnahme verhindern diirften;
nur mit Ausnahme von Zn und Mn von hoher Konzentration (Ver-
suche 32 und 33).

Saccharose besitzt eine eigentiimliche Fahigkeit, die Nitratauf-
nahme merklich zu begiinstigen, deshalb kann man diesen Zucker als
einen ausgezeichneten Aufriumer des Nitrats betrachten. Nach
BURSTROM (1937, 1939b) soll Glukose fiir die Nitratassimiliation in
Weizenwurzel, und besonders in den abgeschnittenen, benétigt

1) Derartige Nitratabgabe mag aber auch beim genligenden Zusatz der
Schwermetalle unter anderen Bedingungen mdéglich sein. -
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werden. Aber er ist der Ansicht, daB die Reduktion und die An-
hiufung des Nitrats dessen Aufnahme nicht beeinflussen, sondern
diese eher mit der Zusammensetzung (Nitratmenge) der Niéhrlosung
und mit dem Mechanismus der aktiven Absorption® in inniger
Beziehung stehe. Es sei aber bemerkt, dall bei hoheren Pflanzen die
Absorptions- und Assimilationsorte weit voneinander getrennt sind
und iiberdies die Kontrolle der fiir die Nitratreduktion oder fiir die
EiweiBlsynthese erforderlichen C-Quelle viel schwieriger ist als bei
Schimmelpilzen und Bakterien. Trotz der abweichenden Ansicht
von BURSTROM, die allerdings mit anderem Material aufgestellt
worden ist, ware es nicht nétig, den EinfluB der Aufriumung des
Nitrats, z.B. der Nitratreduktion, auf den Absorptionsmechanismus
bei Aspergillus oryzae zu unterschitzen.

Beim Erkliarungsversuche des Mechanismus der Nitratabsorp-
tion ist die begleitende Aufnahme des Basenanteils zu beriicksichti-
gen, worliber schon im vorigen Abschnitt ziemlich ausfiihrlich die
Rede war. Aus den Versuchsergebnissen geht hervor, dafl selbst bei
der Nitratkultur der pH-Wert nicht immer steigt und unter Um-
stinden infolge der gleichzeitigen Aufnahme des Basenanteils
weinigstens in fritherem Kulturstadium sinkt,

Eine gleichartige Erscheinung ist von HOAGLAND und BROYER
(1940) bei der Nitrataufnahme in Gerstenwurzel mitgeteilt worden.
Diese Autoren bereiteten in der Vorkultur die sogen. ,,metabolisch
aktiven Wurzeln*, die wenig Kalium, aber viel Kohlehydrat enthalten.
In der Vorkultur wurden auch andersartige Wurzeln kultiviert, in
denen im Gegensatz zu metabolisch aktiven Wurzeln nicht wenig
Kalium, aber wenig Kohlehydrat aufgespeichert war. Die bei KNOs-
Kultur stattfindende pH-Aenderung wurde auch von diesen Autoren
der ungleichen Aufnahme von Kalium und Nitrat zugeschrieben.
Thre Versuchsergebnisse zeigten, daB an den metabolisch aktiven
Wurzeln die pH-Aenderung den Verlauf nimmt, der dem oben er-
wihnten Typus I in meinem Fall entspricht, da ndmlich der pH-
Wert anfangs sinkt und nachher zunimmt. Bei den metabolische
inaktiven Wurzeln verlduft aber die pH-Aendrung nach dem Typus
II; der pH-Wert steigt nimlich immer héher. Nach diesen Autoren
sollen die pH-Abnahme und -zunahme auf der vorziiglichen Absorp-
tion. von Kalium bzw. von Nitrat beruhen. Es liBt sich also be-

1) Die aktive Absorption diirfte als eine durch die Anionenatmung geleistete
Arbeit aufgefaBt werden.
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merken, da} bei Gerstenwurzel eine dhnliche Beziehung zwischen
der Nitrataufnahme und dem pH-Verlauf entsteht, wie bei Asper-
gillus oryzae.

Bei der Nitrat-Glukosekultur dieses Pilzes mit einem Anfangs-
pH von 5,5 nimmt der pH-Wert zunidchst ab, um wieder zuzunehmen,
unabhingig von der Schwermetallbedingung. Bei der Saccharose-
kultur, sonst unter gleichen Bedingungen, steigt der pH-Wert immer
hoher, ausgenommen, dall bei Gebrauch von Fe und Zn, beide von
kleinen Mengen, der pH-Wert fortdauernd abnimmt. Diese Tatsache
scheint darauf zu beruhen, da Saccharose samt diesen Schwer-
metallen von geniigender Menge absorbiertes Nitrat schnell auf-
riumen konnen und dadurch die Nitrataufnahme férdern, wihrend
der Glukose eine derartige Fiahigkeit fehlt. Es 148t sich vermuten,
daBl der pH-Wert innerhalb des jungen keimenden Mycels in diesem
Fall vielleicht nicht sehr von demjenigen der Néhrlosung (5,5) sich
unterscheide. Schon infolge der Aufnahme des Nitrats von geringer
Menge wird das Gleichgewicht des Potentialgefélles bei der Glukose-
kultur bald erreicht, weil eine geniigende Aufriumungsfihigkeit
hier nicht erwartet werden kann, wenn auch das anfingliche
Ionenprodukt [NOg’J1{H']l in der Nihrlosung ein wenig hoher ist
als im Zellinneren. Damit die Nitrataufnahme selbst bei der
Glukosekultur mit einem grofien ‘Anfangs-pH beginnen oder nach
der pH-Steigung fortdauern kann, ist spezifische Wirkung aufler
derjenigen des Nitrataufrdumers erforderlich. Als solcher Faktor
mag eine der Saugpumpenleistung dhnliche Titigkeit moglich sein?.
Bei Sidurebildnern wie Aspergillus niger wire es auch moglich, daf}
die vom Pilz gebildete Oxalsiure, Citronensiure usw. ausgeschieden
werden und der pH-Wert der Nihrlosung dadurch erniedrigt wird,
wenn dieser Wert anfinglich relativ hoher liegt. Neben diesen auf
dem Betriebsstoffwechsel begriindeten aktiven Téatigkeiten, die zum
Zwecke der Herstellung des Gefilles des thermodynaischen Potentials
von HNO; und damit nach dessen weiterer Aufnahme streben, ist
auch eine physikalische Zwangsldufigkeit denkbar, wovon die Nitrat-
aufnahme abgeleitet werden kann.

Wenn das Ionenprodukt des Basenanteils in der Nihrlosung, so

z.B. [Na'][OH).ugen, mehr als dasjenige im Zellinneren betrigt,
auch wenn [OHJl.usen<< [OH'limnen, aber noch stirker [Na'l.ugen>

1) LUNDEGARDH (1940, S. 185): ,,Die Anionenatmung ist der aktive Hebel
fiir Salzaufnahme.*
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[Na'linnen, 80 tritt zunichst moglicherweise das Ionenpaar Na' und
OH’ gemafl des Potentialgefilles in die Zelle ein. Derartige vor-
hergehender Eintritt des Basenanteils sei hier Ableitungs- oder
Induktionsabsorption genannt. Durch diesen ProzeB erniedrigt sich
der pH-Wert der Néhrlosung, und es 140t sich dabei eine wahrschein-
liche Erhéhung des intrazellularen pH-Werts vermuten. Bei zahl-
reichen Aspergillusarten kann man tatsichlich ersehen, daB
die Zu- und Abnahme des intrazellularen pH-Wertes infolge
der Erhéhung bzw. Erniedrigung desjenigen der Nihrlésung
hervorgerufen wird, indem die Reihe ' pHinnen > PHaugen immer
unveridnderlich bleibt. Diese Ableitungsabsorption des Basenanteils
kann soweit schreiten, als der dadurch erhdhte pH-Wert des Zell-
inneren und der erniedrigte pH-Wert der Nihrldosung genug sind,
um ein neues Potentialgefille von HNO; und damit die Bedingung
fiir die Nitrataufnahme herzustellen. Der Ableitungsaufnahme des
" Basenanteils folgt die Nitratabsorption, wofliir . selbstverstiandlich
wichtig auch die Mitwirkung der intrazellularen Aufrdumer des
Nitrats ist. Die abgeleitete Nitratabsorption ruft matiirlich die
pH-Steigung der umgebenden Lésung hervor. Dafl die Nitratauf-
nahme dessenungeachtet nicht merklich abnimmt, diirfte auf die
Verstirkung der Aufriumungstitigkeit im Zellinneren zuriickzu-
fithren sein, die durch die weitere Absorption und Anhiufung der
notwendigen Schwermetalle, des Zuckers usw. und auch durch die
Neubildung der dafiir wirksamen Stoffe? erreicht wird. - Dazu
kommt noch die Ableitungsabsorption der neu gebildeten Mycelien,
wodurch das pH-Sinken der Nahrlosung hervorgerufen wird. Bei der
schwachen Aufriumung hiuft sich das bei der Nitratreduktion ent-
standene Ammoniak innerhalb der Zelle an, was den pH-Wert dort so
hoch erhéht, daB das Ammoniak selbst und auch andere Basenanteile
austreten. Da auch Nitrat innerhalb der Zelle schon gesittigt ist,
ist seine Aufnahme nicht mehr moéglich und diffundiert® es mitsamt
den Basenanteilen aus der Zelle hinaus (Versuch 48). Genaue Erk-
larung dieser komplizierten Erscheinung des Ein- und Austritts der
beiden Anteile von einem Nitratsalz erfordert noch weitere Unter-
suchungen.

1) Vitamine oder andere Wuchsstoffe (BUNNING 1934 und der obige
Versuch 51).

2) ItzeEroTT (1936) und BUNNING (1936) haben auch bei Aspergillus niger
gesehen, daB Nitrat durch geringere Cy wieder aus den Zellen verdréingt werden
kann.
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Bei der Glukosekultur mit einen niedrigeren Anfangs-pH, so
z.B. von 2,5 (Versuch 49), findet aber keine Ableitungsabsorption
des Basenanteils statt, und infolge der einseitigen Nitrataufnahme
steigt "der pH-Wert immer hoéher, weil das &Aullere Ionenprodukt
[NO3'] [H Jausen schon so hoch ist, dafl neue Schaffung eines Gefilles
des thermodynamischen Potentials fiir die Nitrataufnahme nicht er-
forderlich ist. Eine merkliche pH-Zunahme, damit eine bestimmte
Abnahme des thermodynamischen Potentials von HNO; im dulleren
Medium, die aus dessen Eintritt erfolgt, verlanlaft jetzt umgekehrt
die Aufnahme des Basenanteils?, die eine zeitweilige Erniedrigung
des pH-Werts begleitet.

Bei. der Anwendung von Saccharose, die als stark wirksamer
Aufraumer des Nitrats betrachtet werden kann, tritt keine Ablei-
tungsabsorption des Basenanteils auf und steigt der pH-Wert ein-
seitig.? Aber es sei bemerkt, dall selbst in diesem Fall der pH-Wert
immer wieder zum Sinken neigt, wenn der Pilz an den Schwermetallen
Mangel hat.

Ein anféingliches pH-Sinken und ein darauf folgendes pH-
Steigen, die von HOAGLAND und BROYER (1940) bei ihrem Versuch
iiber die Nitratabsorption in den an Kalium armen sogen. metabolisch
aktiven Gerstenwurzeln festgstellt worden sind, konnen mit der an
Aspergillus oryzae erreichten Kenntnis in der Weise aufgefaBt
werden, da zunichst zwangslaufig die Ableitungsabsorption von K’
und OH’ in Gestalt von Ionenpaar stattfindet und die Nitrataufnahme
dadurch abgeleitet wird. DaB bei den an Kalium reichen Wurzeln
aber dagegen der pH-Wert der umgebenden Lésung immer hdher
steigt, ist darauf zuriickzufiihren, daf3 der intrazellulare pH-Wert
seinerseits bereits so viel betrigt, daB Nitrat ohne weiteres auf-
genommen werden kann,

Bei der NH,NO;-Kultur von Aspergillus oryzae wird Ammoniak
zunidchst vorwiegend aufgenommen, und die Absorption dauvert ziem-
lich lang fort, ohne eilig aufzuhoren, weil das intrazellulare thermo-
dynamische Potential von Ammoniak durch dessen ausgezeichnete
-Assimilierbarkeit immer wieder erniedrigt werden kann. Anderseits
ist es auch moglich, daBl diesem Ammoniakeintritt in friiherem
Stadium die Bedeutung der Ableitungsabsorption beigemessen wird.
Da absorbietes Ammoniak schnell der Assimilation unterworfen

1) Eine klel’nev Ableitungsabsorption.
2) Dasselbe Verhiltnis ist einigermaBen auch bei Verwendung von Glukose
in groBer Konzentration ersichtlich (Versuch 50).
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wird, so der intrazellulure pH-Wert nicht so hoch steigen, dal die
Nitrataufnahme dadurch abgeleitet werden kann. Die Ableitungs-
absorption des Ammoniaks kann daher lieber zur Erhshung .des
thermodynamischen Potentials von HNO; in der Niahrlosung durch
die pH-Abnahine beitragen, als zur Erniedrigung derselben im Zell-
inneren. Es wire eine mogliche Folgerung, dall die pH-Umkehr bei
der NH,NO;-Kultur aus einer Konkurrenz zwischen der Ammoniak-
aufnahme im Sinne der Ableitungsabsorption und der dadurch
induzierten Nitrataufnahme, und zwar unter Mitwirkung der Auf-
raumung absorbierter N-Quelle im Zellinneren erfolgt. Der fiir
jede Pilzart charakteristische Wendepunkt der pH-Umkehr bei der
NH/NO;-Kultur hingt natiirlich davon ab, wieweit die Ableitungs-
absorption des Basenanteils vor sich gehen kann. B

Zusammenfassung

Kurze Zusammenfassung der wichtigsten Versuchsergebnisse
der NH,NO;-, Ammoniak- und Nitratkulturen von Aspergillus oryzae
ist auf S. 216-217 angegeben.

In der Bespruchung.

1. Die Bedeutung der Schwermetalle (Fe, Zn, Mn und Cu) und
einiger Zuckerarten fiir das Wachstum und fiir die Nitrat- und
Ammoniakaufnahme wurde erbrtert. ; o

2. Die Mechanismen der Ammoniak- und Nitrataufnahme
wurden gestiitzt auf die Theorie des thermodynamlschen Potentials
erklart.

3. Es wurde betont, daB3 nicht nur der pH-Wert, sondern auch
die Aufriumung des absorbierten Ammoniaks und Nitrats innerhalb
der Zelle in Betracht gezogen werden miissen, damit die Aufnahme
dieser N-Quellen gestiitzt auf diese Theorie erklirt wird.

4. Die Schwermetalle je von bestimmter Konzentration scheinen
als solche Aufridumungsfaktoren eine wichtige Rolle zu spielen.
Auch Saccharose kann als ausgezeichneter Aufraumer fiir Nitrat
betrachtet werden.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit Hilfe -eines
Stipendiums ausgefiihrt, das mir veom Unterrichtsministerium
gewahrt wurde. s : ’




238 T. SAKAMURA

Literaturverzeichnis

ARNON, D, J. (1937): Ammonium and nitrate nitrogen nutrition of barley at
different seasons in relation to hydrogen ion concentration, manganese,
copper, and oxygen supply. Soil Sci., 44.

BacH, D. et DESBORDE, J. (1937): Sur les mécanismes physicochimiques réglant
P’assimilation des sels ammoniacaux et des nitrates par les végétaux.
Rev. Gén. Got., 49.

BUNNING, E. (1934): Wachstum und Stickstoffassimilation bei Aspergillus
niger unter dem EinfluB von Wachstumsregulatoren und Vitamin B.
Ber. d. d. Bot. Ges., 52. . ,

- (1986): Ueber die Farbstoff- und Nitrataufnahme bei Aspergillus
niger. Flora. 31. '

BURSTRGM, H. (1937): Ueber die Verarbeitung von Nitrat in Weizenpflanzen.
Ann. Landw. Hochsch. Schwed., 6.

——— (1989a): Ueber die Schwermetallkatalyse der Nitratassimilation.
Planta, 29.

~——  (1989b) : Die Rolle des Mangans bei der Nitratassimilation. Planta,
30. .

——— (1940) : Studies on the relation between H-ion concentration and nitrate
utilization by wheat platits. Ann. Agri. College of Sweden, 8. ]

COLLANDER, R. (1935): Salzpermeabilitit und Salzaufnahme der Zellen von
Chara cerathophylle und Tolypellopsis stilligera. Proc. 6th Int. Bot.
Congr. II. Amsterdam, Proc., 2.

HoacLanp, D. R. and BroYer, T. C. (1940): Hydrogen-ion effects and the
accumulation of salt by barley roots as influenced by metabolism. Amer.
Journ. Bot., 27,

ITZEROTT, D. (1936): Ueber die Bedingungen der Stickstoffaufnahme, vor allem
der Nitrataufnahme bei Aspergillus niger. Flora, 31.

JacQues, A. G. (1936): The kinetics of penetration XII. Proc. Nat. Acad.
Sei., 22.

KLEIN, G., EINGER, A. und MULLER, H. (1926) : Nitratassimiliation bei
Schimmelpilzen. HOPPE-SEVLERs Zeitschr. fiir physiol. Chemie, 201.

LUNDEGARDH, H. (1937): Untersuchungen iiber die Anionenatmung. Biochem.

Zeitschr.; 290,

(1940) : Anionenatmung und Bluten. Planta, 31.

Noack, K. und PimsoN, A. (1940): Die Wirkung von Eisen und Mangan auf
die Stickstoffassimilation von Chlorella. Ber. d. d. Bot. Ges., 57.

OstERHOUT, W. J. (1932): Is living protoplasm permeable to ions? Journ.

~ Gen. Physiol, 8.

PIrscHLE, K. (1931): Nitrate und Ammonsalze als Stickstoffquellen fiir hdhere
Pflanzen bei konstanter Wasserstoffionenkonzentration. Planta, 14.

PRIANISCHNIKOW, D. (1985): Ueber den Einflu des Entwicklungsstadiums
auf die Ausnutzung des Ammoniak- und Nitratstickstoffs durch die
Pflanzen. Trans. 3rd Intern, Cong. Soil Sci., 1.

SAKAMURA, T. (1930): Die Resorption des Ammonium- und Nitratstickstoffs
durch Aspergillus oryzae. Planta, 11. -




Ueber die Ammoniak- und Nitrataufnahme bei Aspergillus oryzae 239

SAKAMURA, T. (1934): Ammonio- und Nitratophilie bei Aspergillus oryzae, im
besonderen Zusammenhahg mit Schwermetallen. Journ. Fae. Sci., Hok-
kaido Imp. Univ., Series V, 3.

— (1986): Uecber einige fiir die Kultur von Aspergillen notwendigen
Schwermetalle und das Befreiungsverfaren der Nihrlésung von ihren
Spuren. Journ. Fac. Sci.,, Hokkaido Imp. Univ., Series V, 4.

SAKAMURA, T. und YOSHIMURA, F. (1933): TUeber die Bedeutung der H-Ionen-
konzentration und die wichtige Rolle einiger Schwermetallsalze bei der
Kugelzellbildung der Aspergillen. Journ. Fac. Sci., Hokkaido Imp. Univ.,
Series V, 2.

STERN, K. (1933): Pflanzenthermodynamik. Berlin.

Stewarp, F. C. and MARTIN, J. C. (1987): The distribution and physiology
of Valonia at the Dry Tortugas, with special reference to the problem
of salt accumulation in plants. CARNEGIE Inst. Washington Pub., 31.

WADLEIGH, C. H. and SHIVE, J. W. (1939): Organic acid content of corn plants
as influenced by pH of substrate and form of nitrogen supplied. Amer.
Journ. Bot., 26. .

YAMAGATA, S. (1938): TUeber die Nitratreduktase von Bacterium Coli. Unter-
suchungen iiber die biologischen Reduktionen, I. Acta Phytochimica, 10.

————— (1939): Ueber die Nitratreduktase und die ,,Nitritreduktase,” ein
neues Enzym, von Bacillus pyocyaneus, Untersuchungen iiber die biolo-

: gische Reduktion, II. Acta Phytochimica, 11.

YosHIMURA, F. (1934): Spherical cell formation in Aspergillus oryzae with
sepcial reference to heavy metal impurities in culture solution. Journ.
Fac. Sci.,, Hokkaido Imp. Univ., Series V, 3.

———— (1986): The action of copper and manganese upon the formation and
color of conidium of some species of Aspergillus. Journ. Fac. Sci.,
Hokkaido Imp. Univ., Series V, 4.




	1001190.tif
	1001191.tif
	1001192.tif
	1001193.tif
	1001194.tif
	1001195.tif
	1001196.tif
	1001197.tif
	1001198.tif
	1001199.tif
	1001200.tif
	1001201.tif
	1001202.tif
	1001203.tif
	1001204.tif
	1001205.tif
	1001206.tif
	1001207.tif
	1001208.tif
	1001209.tif
	1001210.tif
	1001211.tif
	1001212.tif
	1001213.tif
	1001214.tif
	1001215.tif
	1001216.tif
	1001217.tif
	1001218.tif
	1001219.tif
	1001220.tif
	1001221.tif
	1001222.tif
	1001223.tif
	1001224.tif
	1001225.tif
	1001226.tif
	1001227.tif
	1001228.tif
	1001229.tif
	1001230.tif
	1001231.tif
	1001232.tif
	1001233.tif
	1001234.tif
	1001235.tif
	1001236.tif
	1001237.tif
	1001238.tif
	1001239.tif
	1001240.tif
	1001241.tif
	1001242.tif
	1001243.tif
	1001244.tif
	1001245.tif
	1001246.tif
	1001247.tif
	1001248.tif
	1001249.tif
	1001250.tif
	1001251.tif
	1001252.tif

