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Die Milchsdurebildung bei Rhizopus chinensis Saito
Von Heinz Schaub
(Aus der Botanischen Anstalt der Universitit Basel)
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Einleitung

Wihrend die Bildung von Milchsiure bei Bakterien haufig beob-
achtet wird, ist sie bei den Pilzen auf wenige systematische Gruppen
beschrénkt. Man findet sie hier vor allem bei verschiedenen Mwucorineen,
besonders bei der Gattung Rhizopus.

Bei der Milchséuregirung kann der Abbau der Hexosen auf zwei Ar-
ten erfolgen (Kluyver and Donker, 1925): Die homofermentative Gé.-
rung ist eine reine Spaltung nach dem Schema,

C;H1:04 — 2 CH,-CHOH - COOH (1)

wobei keine Nebenprodukte entstehen (Orla-J ensen, 1919). Sie tritt
bei verschiedenen Bakterien auf (z. B. Bact. Delbriicki) und wird auch zur
technischen Milchséiuregewinnung beniitzt (Haehn, 1952). Bei der hetero-
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fermentativen Girung, wie sie beispielsweise bei Rhizopus vorkommt, tre-
ten auBer der Milchsdure verschiedene Nebenprodukte auf, wie Alkohol
und Kohlendioxyd (Kluyver and Donker, 1925). Oft wird neben der
Milchsiure auch Fumarsiure gebildet; unter den Rhizopus-Arten gibt es
solche, die nur eine der Sduren, und andere, die beide nebeneinander
bilden (Sakaguchi et al. 1941, 1942).

Zu den Milchsiurebildnern gehoren u. a. Rhizopus oryzae, nodosus
und chinensis. Foster (1949), der eine Ubersicht iiber die Milchsdure-
bildung durch Pilze gegeben hat, stellt fest, dal gute aerobe Bedingungen
die Milchséurebildung férdern, wihrend die Zugabe von Zink die Milch-
siurebildung herabsetzt, dafiir aber das Wachstum steigert (s. a. Lilly
and Barnett, 1951). Die aerobe Milchsiuregirung stellt er folgender-
maflen dar (gekiirzt):

9 CO,+9 H,0
oder
10 CH,,0, — 15 C;H 0, + 2 C,H,0H + 2 CO, 4 1,5 (CH,0), (2)
: oder

(CH,,0), -+ 3 €O,

Die ersten und auch einige neuere Arbeiten iiber die Milchsdurebildung
durch Rhizopus-Arten stammen von Japanern (Takahashi and Saka-
guchi, 1925; Sakaguchietal.,, 1941, 1942, 1951; Kitaharaand Fukui,
1951). Die meisten dieser Arbeiten sind japanisch geschrieben, und nur
knappe Zusammenfassungen der Resultate sind zugénglich (Biological
abstracts, 1942, 1952, 1953). Andere physiologische Arbeiten stammen
von amerikanischen Autoren (Lockwood et al., 1936; Ward et al., 1936,
1938; Waksman and Hutchings, 1937; Waksmanand Foster, 1938;
Foster, 1949). Die zitierten Untersuchungen wurden vor allem an Rha-
20pus oryzae, nodosus und arrhizus ausgefithrt. Oft handelt es sich dabei
um Deckenkulturen oder submerse Kulturen der Pilze, die ab und zu von
Hand geschiittelt wurden. Maschinell betriebene Schiittel- und Rithrkul-
turen von Rh. oryzae wurden durch Bernhauer et al. (1950) angelegt.
Amerikanische Autoren (Carson et al., 1951; Gibbs and Gastel, 1953)
untersuchten neuerdings die chemischen Vorgiinge bei der Milchsdure-
giarung, wofiir sie Verbindungen mit verschiedenen markierten (isotopen)
C-Atomen verwendeten.

Rhizopus chinensis wird jeweils bei der Aufziahlung mil cheiurebilden-
der Pilze auch erwéhnt, physiologische Studien mit dieser Art wurden
jedoch bisher nicht ausgefiithrt. Dabei erweckt aber Rh. chinensis beson-
deres Interesse durch seine hohen Kardinalpunkte der Temperatur, die ihn
von allen iibrigen Rhizopus-Arten unterscheiden (Weimer and Harter,
1923). Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der physio-
logischen Bedingungen der Milchsiurebildung und des Wachstums bei
dieser thermophilsten Rhizopus-Art. | |
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Methodisches

Milchsdurebestimmung

Es galt zuniichst, unter den vielen in der Literatur angegebenen Me-
thoden zur quantitativen Milchséurebestimmung eine passende fiir Serien-
versuche an Kulturlésungen auszuwihlen. Man muB von einer solchen
Methode fordern, daB sie nur geringe Mengen Versuchsgut und zur Durch-
fithrung nur wenig Zeit benétigt; daf sie spezifisch, geniigend genau und
empfindlich ist.

In den Handbiichern von Klein (1932, 2, S. 435) und Bamann-
Myrback (1941, 1, S. 292) wird die kolorimetrische Methode von Mendel -
Goldscheider (1925) empfohlen. Bei dieser wird nach Entfernung von
Eiweill und Kohlehydraten die Milchséiure durch heiBe konzentrierte
Schwefelsiure in Acetaldehyd iibergefiihrt; durch Zusatz von Veratrol
entsteht eine rote Farbe, deren Intensitéit proportional der Milchséure-
konzentration sein soll. Entscheidend fiir das Gelingen ist die Schwefel-
sdure; die Literaturangaben dariiber sind allerdings widersprechend (Men-
del-Goldscheider, 1925; Fuchs, 1930). Fiir meine Versuche wurde
«Schwefelsdure fiir Analyse» von Riedel-de Haén (mit maximal 0,0002 9%,
Ammonium und maximal 0,0002%, Nitrat) beniitzt. Leider erwies sich
auch diese Sdure trotz besonderer VorsichtsmaBnahmen gegen Wasser-
zutritt (Mendel, 1928) und trotz Variation der Methode als ungeeignet ;
es wurden nur schlecht reproduzierbare Werte mit auBerordentlich starken
Streuungen erzielt. Hansen und Riesser (1932) teilen denn auch mit,
dall das Gelingen der Analysen von gewissen unkontrollierbaren Verun-
reinigungen der analysenreinen Schwefelsiure abhénge, und daf} es «mehr
oder weniger Gliickssache ist, daB man die ,,richtige* Schwefelsiure in
die Hand bekommt». Obwohl weitere Untersuchungen iiber geeignete
Schwefelsiure vorliegen (Diemair et al., 1940; Mauer, 1948/49), habe
ich auf die Anwendung dieser Methode verzichtet.

Bei den Stoffwechseluntersuchungen wurden die Milchsiurebestim-
mungen nur nach der Methode von Lang und Pfleger durchgefiihrt
(Lang, 1939; Lang und Pfleger, 1951; Hinsberg und Lang, 1951).

Prinzip: Nach Entfernung stérender Stoffe wird die Milchsiure der
Kulturlsung zu Acetaldehyd oxydiert; dieser wird destilliert, in Bisulfit
aufgetangen und titrimetrisch bestimmt.

Vorarbeiten : Als stsrende Substanz kommt in erster Linie die Glukose
in Frage. Diese wurde nach Salkowski-Van Slyke entfernt (Oppenheimer
und Pincussen, 1929). Die Reagenzien wurden aber in andern Mengen
verwendet. Durch Vorversuche wurde festgestellt, daB zur Entzuckerung
von 1 cm? Kulturlésung (mit maximal 59, Glukose) 4 cm?® 10prozentige
CuSO,-Lésung und 5 cm3 10prozentige Ca(OH),-Suspension nétig sind.
Nach Paech (1955) werden dabei die geringen Mengen EiweiB, die vor-
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handen sein kénnten, mit entfernt. Eine weitere Vorbehandlung war nicht
notig.

An den Analysenvorschriften von Lang und Pfleger (1951) erwiesen
sich einige Verbesserungen als zweckmiBig: Die auftretenden Tempera-
turdifferenzen beanspruchen die Analysengefifle stark, weshalb diese aus
Pyrexglas hergestellt wurden, das eine lange Lebensdauer garantiert. Ihre
Form wurde zweckmiBiger gestaltet. Es kann vorkommen, dafl trotz
Verwendung von Siedesteinen die Fliissigkeit im Reaktionsgefa wihrend
des Erhitzens spritzt und dadurch in die Vorlage gelangt; dies sollte aber
unbedingt vermieden werden. Die beste Abhilfe ist eine moglichst senk-

Figur 1

Mikrodestillationsapparat
zur Bestimmung von Milch-
sdure

A: Realktionsgefa

B: Vorlagegefal3

(B’ : im Querschnitt)

A und B sind durch paraf-

finierten Normalschliff
(11/10) verbunden. w

C: Kiihlgefal mit Eis-Was-
ser-Gemisch. MaBe in mm

-0 \_ )

rechte Lage des Reaktionsgefies; dies fithrt indessen beim Apparat von
Lang (1939) dazu, daB Vorlage und Schliff nicht mehr geniigend in das
Kiihlwasser eintaucht. Um beides zu erreichen, wurde der Schliffansatz
abgewinkelt und verlingert. Der Winkel mift nun statt 90° nur 55°
(Figur 1). Das Vorlagegefil und der paraffinierte Schliff wurden in Eis-
wasser gekiihlt. Dadurch eriibrigte sich die Kithlung durch auftropfendes
Wasser. Die von Lang (1939) beschriebenen retortenférmigen Vorlage-
gefifle kénnen nur in besonderen Haltern abgestellt werden und sind so
klein, daB darin nicht titriert werden kann. Ich liefl deshalb gréBere mit
ebener Unterseite anfertigen, die 90 cm?® aufnehmen und leicht abgestellt
werden kénnen (Figur 1). Es ist zweckmiBig, das Reaktionsgefil zum
Schutz der Augen hinter einer Glasscheibe zu erhitzen. Es kann ndmlich
nach langem Gebrauch wihrend des Erhitzens zerspringen.
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Besondere Sorgfalt ist auf die Reinigung der Reaktionsgefie zu
verwenden ; sie erfolgte mit heiBer Salzsiure, Chrom-Schwefelsiure, Was-
ser mit Sand und zuletzt Aqua destillata. :

Ins ReaktionsgefiB kamen nicht, wie vorgeschrieben, 5 cm3, sondern
nur 1 cm? der zu untersuchenden Fliissigkeit. AuBerdem wurde so lange
erhitzt, bis fast alle Fliissigkeit destilliert war und weiBe Déampfe auf-
traten. Bei der Titration achtete ich immer darauf, daB bis zum Schlufl
iberschiissiges Natriumbicarbonat vorhanden war.

Bei Verwendung von Mikrobiiretten wird eine befriedigende Genauig-
keit erzielt. Zur Titration wurde 0,005 J odlosung verwendet; 1 cm3 der-

Tabelle 1
Ergebnisse der Milchsiureanalysen

@) Versuche mit Laktatlosungen

Vorgelegt 0 mg 1,0 mg 5,0 mg 25,0 mg
Gefunden 0,0206 mg 0,965 mg 4,64 mg 22,8 mg
0,0274 1,106 4,43 22,2
0,0320 0,944 4,77 21,6
0,0229 0,981 4,43 22,6
0,0297 0,960 4,67 22,8
0,0114 0,868 4,50 22,6
Mittelwert, 0,024 mg 0,971 mg 4,56 mg 22,4 mg
Mittlerer Fehler 0,043 mg 0,059 mg 0,24 mg
44 % L3 % LI %
Manko 0,029 mg 0,44 mg 2,6 mg
2.9 o 88. -9% 10,4 9
Korrektionsfaktor 1,030 1,096 1,115

Bei allen Werten (auBer 0 mg) ist der Nullwert (0,024 mg) schon subtrahiert.

b) Kulturlésung allein und mit Laktatzusatz (entsprechend 5 mg Milchséure)

Kulturlésung Kulturlésung
Vorgelegt allein +Laktat
Erhalten 12,13 mg 16,80 mg
12,20 16,61
12,20 16,60
12,11 16,74
12,06 16,68
12,10 16,60
Mittelwert 12,13 mg 16,67 mg
Differenz 4,54 mg
Manko 0,46 mg
9.2 ) ok




selben entspricht 0,225 mg Milchsiure. Tabelle 1 zeigt, dafl bei der Berech-
nung der Milehsdure ein Leerwert von 0,024 mg Milchséure (d. h. 0,10 cm?
Jodlosung) subtrahiert werden muf. AuBerdem ist die berechnete Menge
etwas kleiner als die vorgelegte. Dieses Manko steigt mit der vorgelegten
Milchsiduremenge; es kann rechnerisch eliminiert werden, indem durch
Vorversuche mit Laktatlosungen fiir verschiedene Milchsduremengen ent-
sprechende Korrekturfaktoren berechnet werden (Tabellel). Im Teil b)
der Tabelle 1 wird gezeigt, daB die Analysen in Kulturldsungen in der
gleichen Weise verlaufen wie in reinen Laktatlosungen.

Weitere Messungen

Das Trockengewicht wurde als MaB fiir das Wachstum verwendet.
Die Myzelien wurden auf gewogenen Filtern abgenutscht und bei 105° C
mehrmals bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. ‘

Die Glukose wurde nach Bertrand bestimmt. Der Arbeitsgang verlief
entsprechend den Angaben von Klein (1932). Blindversuche zeigten einen
etwas schwankenden Wassergehalt der Glukose. Zur genauen Ermittlung
des Glukoseverbrauchs wurde jeweils auch der Gehalt der unbeimpften
Nihrlosung bestimmt.

Da. jeweils eine bestimmte Impfstirke gewiinscht war, mulflte vor der
Impfung zuerst die Sporendichte der Suspension bestimmt werden. Dies
geschah mit einem Blutkdrperzihlapparat (Carl Zeif3, Jena). Hier werden
die Sporen in einem bestimmten Volumen gezéhlt ; nachher kann berechnet
werden, wie viele Tropfen geimpft werden miissen, damit sich die ge-
wiinschte Sporenzahl ergibt.

Die pH-Messungen wurden mit einem Beckmann-Gerit (Glaselek-
trode) elektrometrisch durchgefiihrt.

Kulturbedingungen

Fiir die Versuche wurde Rhizopus chinensis Saito vom C. B. S. Baarn
(Niederlande) verwendet. Es handelt sich dabei um eine Rhizopus-Art,
die Saito (1904 und 1911) in China entdeckt hat. Der Pilz wird dort bei
der Herstellung eines alkoholischen Getréinkes aus Reis und Weizen ge-
braucht. Das Myzel ist in Deckenkulturen zuerst weil’, spéter grau; auch
in Schiittelkulturen ist es zuerst wei, wird aber bald gelblich und zuletzt
gelb-grau. Die jungen Sporangien sind weil3, die reifen schwarz.

Die Stammkulturen von Rh. chinensis wurden alle vier bis acht Wo-
chen iibergeimpft, um den Pilz in einem wachstumsfihigen Zustand zu
erhalten. Zur Verhinderung von Degenerationserscheinungen wurden ver-
schiedene natiirliche Substrate beniitzt ; abwechslungsweise fanden Malz-
und Hefewasseragar (mit Glukose und Kreide) Verwendung.

Wie andere Rhizopus-Arten (Meder, 1952) neigt auch Eh. chinensts
zu relativ schwacher Sporenbildung. Dies ist besonders fiir die Impfung
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der vielen Kulturkolben fiir Serienversuche unangenehm. Bierwiirze- und
Hefewasseragar waren als Substrat fiir gute Sporenbildung ungeeignet,
ginstiger waren Traubensaft- und Tomatenagar, am meisten Sporen er-
zielte ich aber bei Verwendung von Mannit-Hefewasser-Agar (s. a. Meder,
1952). Dafiir werden 20 g Bickerhefe in 100 cm3 Leitungswasser eine halbe
Stunde lang gekocht, dann zentrifugiert, 10 ¢ Mannit zugesetzt und auf
100 em?® aufgefiillt. Dazu kommen 4 g Agar (in 100 cm3 Wasser gelost).
Damit dem Pilz fiir die Sporenbildung eine groBe Oberfliche zur Verfii-
gung steht, wird der Nihrboden in Kolleschalen gebracht. Auf diese
Weise erhielt ich immer gentigend Sporen; bei schwacher Sporenbildung
verwendete ich zwei Kulturen. Nach vier bis sieben Tagen waren die
Sporen reif.

Die Voraussetzung fiir ein moglichst gleichméBiges Wachstum der
Kulturen ist eine gleich starke Impfung der Parallelkolben. Zu diesem
Zweck wurden Sporensuspensionen hergestellt. Jeder Kolben erhielt 1
bis 5 Tropfen dieser Suspension, entsprechend der Sporendichte und der
gewiinschten Impfstirke. Die Suspension enthielt 0,19%, des Netzmittels
Tween 80, um ein Zusammenballen der Sporen zu verhindern. Das Netz-
mittel war also in der Kulturlssung in einer Verdiinnung von 1:2-106
vorhanden, so daB3 keine Beeinflussung der Versuche zu befiirchten war.
Eine Wirkung auf den Stoffwechsel zeigte sich nie.

Fiir die Herstellung der Ndihrlgsung fand im Ionenaustauscher ent-
salztes Wasser (spez. Widerstand > 4- 10°2) Verwendung. Da Rhizopus-
Arten den Stickstoff in Form von Nitrat nicht verwerten kénnen, wurde
Ammoniumchlorid beniitzt. Als Kohlenstoffquelle diente Glukose in ver-
schiedenen Konzentrationen. Um das Wachstum nicht zu beeintrichtigen,
muB die gebildete Milchsiure neutralisiert werden. Die Verwendung der
Puffersubstanzen ist in einem spéiteren Abschnitt eingehend beschrieben.
Wenn nichts anderes bemerkt ist, enthilt die N dhrlosung Natriumzitrat
als Puffer. Um den Pilz auch mit allen eventuell notigen Spurenelementen
zu versorgen, erhielt jeder Liter 1 em3 Hoaglandsche A-Z-Losung. Bei
den Versuchen zur Untersuchung des Zink-EinfluBes unterblieb das natiir-
lich. Wenn nicht anders bemerkt, enthielt 1 Liter N dhrlosung jeweils 0,5 g
MgS0,-7 H,0,1 gKH,PO,,3 ¢ NH,CL, 0,02 g FeCl,, 30 oder 60 g Glukose,
21 g Zitronensiure, 8 g NaOH und 1 cm? A-Z-Losung.

Vor jedem Versuch erfolgte eine sorgfiltige Reinigung der Kultur-
kolben: Zuerst mit heiBem Wasser und einem Reinigungsmittel, nachher
mit Aqua destillata, auBerdem wurden sie von Zeit zu Zeit mit verdiinnter
Salzsdure ausgekocht. Als Kulturgefiile dienten 500-cm3-Erlenmeyer-
kolben aus Pyrexglas. Jeder Kolben erhielt 200 cm3 Néhrlosung. Sterili-
siert wurde dreimal (im Abstand von je 24 Stunden) im stromenden
Dampf. Die fertige Nahrlssung war klar, nur bei hohen Glukosekonzen-
trationen zeigte sie eine leicht briunliche Farbe. Die in den Kurven dar-
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gestellten Punkte sind Mittelwerte aus 3 bis 4 Parallelkolben. Wo nichts
anderes bemerkt ist, erfolgte das Wachstum der Kulturen bei 300 C.

Schiittelbedingungen

Driihte und Gummibinder halten die Kulturkolben in einem Metall-
korb fest. Ein solcher nimmt (in 4 Reihen zu 4 Kolben) 16 Halbliterkolben
auf. Er kann mit verschiedener Frequenz (38 bis 180 Schwingungen pro
Minute) und mit verschiedener Amplitude (2,5 bis 5 cm) in einem tempe-
raturregulierten Wasserbad hin- und herbewegt werden (Figur 2).

Die ersten 2 bis 3 Tage entscheiden {iber die Art des Wachstums, die
hier begonnene Form éndert sich meist nicht mehr. Fiir die Stoffwechsel-
versuche ist ein moglichst homogenes Myzel, bestehend aus kleinen Ein-
zelstiicken, erwiinscht (Kluyver und Perquin, 1933). Als wichtiger

Figur 2
Schiitteleinrichtung mit
Kulturkolben in
“temperaturkonstantem
Wasserbad

Faktor ist in diesem Zusammenhang die Nahrlosung zu nennen, besonders
die darin enthaltene Puffersubstanz. Wie Meder (1952) auch bei Rh. ja-
ponicus bemerkte, ist Marmor ungeeignet, wenn Korn- oder Kugelmyzel
gewiinscht wird, wihrend Natriumzitratpuffer sich fiir diesen Zweck gut
eignet (s. a. S. 85 ff.). Auch die Art des Schiittelns beeinflut die Myzel-
form wesentlich. Eine sehr schwache Frequenz hat eine zu schwache Be-
wegung der Kulturfliissigkeit zur Folge, so daB eine Myzeldecke entsteht
und man gar keine Schiittelkultur im tiblichen Sinn erhilt. Bei sehr starker
Frequenz ist kein nennenswertes Wachstum mehr moglich, aulerdem
werden die Stopfen durch das starke Spritzen mit Nahrlosung durchtrankt,
so daB eine starke Infektionsgefahr besteht. Es sind also nur mittlere
Frequenzen giinstig. Man muB die Amplitude in Abhéngigkeit von der
Frequenz o bestimmen, daB die Néhrlosung moglichst stark bewegt wird,
aber doch nicht so stark, dal} sie an die Stopfen spritzt. Als optimal in
diesem Sinn erwiesen sich 60 Schwingungen pro Minute und mittlere
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Amplitude. Diese muB auch nach dem vorhandenen Myzel gerichtet wer-
den. Ist viel Myzel vorhanden, so ist eine groBere Amplitude notig, damit
die Nahrlosung gleich stark bewegt wird wie bei wenig Myzel durch die
kleinere Amplitude. Unter diesen Bedingungen kultiviert, lieferte der
Pilz homogenes Kugelmyzel mit 14 bis 2 em (ausnahmsweise bis 3 cm)
Kugeldurchmesser. Bei iiber zwei Wochen alten Myzelien gingen die gro-
Ben Kugeln dann oft in rundliche Klumpen iiber. Die Versuche zeigten
tibrigens, daB der Pilz auf geringfiigige Anderungen der Schiittelbedingun-
gen nicht reagiert. Wie schon Meder (1952) bemerkte, miissen die Kolben
in den ersten Tagen gelegentlich in kreisende Bewegung versetzt werden,
damit allenfalls vorhandene Myzelspuren von den Winden abgespiilt
werden. Unterléit man dies, so erhilt man neben schonen Kugeln auch
langgestreckte Gebilde.

Alle Versuche fiihrte ich unter den genannten Bedingungen durch, -
sofern nichts anderes bemerkt ist. Dafiir standen mir acht Wasserbéider
mit Kérben fiir maximal je 16 Kulturkolben zur Verfiigung, so daB parallel
8 Kulturserien bei Temperaturen von 100 bis 450 C angelegt werden
konnten.

Streuung

Will man den Einfluf verschiedener Faktoren auf den Organismus
untersuchen, so mufl man iiber die natiirliche Streuung gleich behandelter
Kulturen Bescheid wissen und darauf achten, daf} diese moglichst gering
ist. Zu diesem Zweck ist auf gleich starke Impfung, Verhinderung des
Myzelwachstums an der Kolbenwand und gleiche Schiittelbedingungen
zu achten. Trotz diesen MaBnahmen treten Unterschiede im Wachstum
auf, was auch nicht verwunderlich ist, da es sich um einen lebendigen
Organismus handelt. Diese Differenzen kénnen dadurch ausgeglichen wer-
den, daB man den Mittelwert aus Messungen von mehreren Kulturen
bildet. Dabei kommt es auch noch auf die Auswahl der Kolben an. Man
konnte sie absolut willkiirlich aussuchen. Dies scheint auf den ersten Blick
am objektivsten. Dabei konnte es jedoch geschehen, daB man einmal zu-
fillig das Mittel aus drei stark gewachsenen Kulturen, ein anderesmal
aus drei schwach gewachsenen Kulturen bilden wiirde. Dadurch wiirden
Unterschiede vorgetiuscht, die in Wirklichkeit gar nicht existieren. Um
dies zu vermeiden, miiBte man das Mittel aus einer gréferen Zahl von
Messungen bilden. Fiir die praktische Ausfithrung ist das hingegen nicht
glnstig, weil eine gréBere Zahl von Analysen mehr Zeit beanspruchen
wiirde, als zwischen zwei MeBtagen zur Verfiigung steht. Deshalb wurden
zur Bildung des Mittelwertes jeweils drei Kolben verwendet, diese aber
S0 ausgesucht, daBl eine schwach, eine mittel und eine stark gewachsene

Kultur darunter war., :
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Tabelle 2
Unterschiedliche Entwicklung in gleich behandelten Kulturen

mg Trockengewicht mg Milchsiure/em?®
Maximum 352 14,9
Mittelwert = M 267 12,1
Minimum 205 8,4
Standardabw. = @ 43,2 mg = 16,2% v. M 1,64 mg/em? = 13,6% v.M.

Zur Berechnung der Streuung wurden bei 16 gleich behandelten
Kulturen (350 C, 7 Tage alt, 350 Sporen/cm? geimpft) das Trockengewicht
und die Milchséurebildung bestimmt (Tabelle 2). Schon das Aussehen der
Kulturen war verschieden: die Zahl der Myzelstiicke schwanlkte zwischen
zwei und zehn; teils waren es Kugeln, teils zylindrische Stiicke, in einem
- Fall sogar eine faserige, gleichférmige Masse. Entsprechend zeigten sich
auch Unterschiede in Trockengewicht und Milchséurebildung. Als MaB
fiir die Streuung diente die Standardabweichung o. :

e V Zde
n—1

Der Vergleich der beiden Standardabweichungen zeigt, daBl die Streuung
bei der Milchssurebildung geringer ist als beim Trockengewicht. Diese
Erscheinung wurde auch durch spéitere Versuche wiederholt bestétigt.
Die wirkliche Streuung bei der Milchsiurebildung ist wohl noch geringer,
denn die Genauigkeit der Bestimmungsmethode ist hier kleiner als beim
Trockengewicht. Durch kleine, unkontrollierbare Differenzen der Kultur-

bedingungen wird die Milchsiiurebildung also weniger beeinfluflt als das
Trockengewicht.

Um zu zeigen, wie stark die Streuung der Milchséurebestimmungs-
methode die Kurven der Milchsaurebildung beeintriichtigt, wurde bei drei
Kulturen die Milchsiiure fortlaufend bestimmt (Figur 3). Zu diesem Zweck
muBten jeweils nur 2 cm?® Nahrlosung steril entnommen werden. Der
gleichmiBige Verlauf der Kurven zeigt die geringe Streuung der Bestim-
mungen. In andern Figuren treten oft gréBere UnregelmaBigkeiten auf,
doch handelt es sich dort um Mittelwerte, bei denen sich Ungleichheiten
des Wachstums zeigen. j

Meder (1952) fand, daf} die Placierung der Kolben im Schiittelkorb
die Fumarsiurebildung bei Rh. japonicus beeinflullt, wihrend das Trok-
kengewicht von der Lage unabhéingig war; an den Eckplitzen wurde
weniger Fumarsiure gebildet. Es wurde deshalb untersucht, ob bei der
Milchséurebildung durch Rh. chinensis etwas Ahnliches zu bemerken sei,
doch konnte eine Sonderstellung irgendwelcher Plitze nicht festgestellt
werden. Beim Trockengewicht zeigten sich Unterschiede zwischen  ver-
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schiedenen Reihen (Linien senkrecht zur Schiittelrichtung), die zunéchst
beim Fenster liegende Reihe wies ein groBeres mittleres Trockengewicht
auf als die iibrigen ; um dies zu verhindern, wurden die Plitze gelegentlich
gewechselt.

Physiologie der Milchsiurebildung

EinfluB} der Impfstirke

Die Zahl der geimpften Sporen beeinfluft das Wachstum und die
Milchsdurebildung. Bevor die Wirkung anderer Faktoren untersucht wer-
den kann, mul festgestellt werden, in welchem MaBe der Stoffwechsel des
Pilzes von der Impfung abhingt. Die verwendete Niahrlosung enthielt

mg mg
o
Figur 4
—1600 : $

ok Einfluf der Impfstirke auf Milchsiure-
o | E bildung und Wachstum

.§ 2 —0 Milchséurekonzentration
i b W

g 1E —A Trockengewicht

S , , o | & 3% Glukose, 30° C, 7 Tage alt

107 104 105
IMPFSTARKE SPOREN /cc

3% Glukose; nach 7 Tagen war diese vollig verbraucht und die Milch-
sdurebildung abgeschlossen. In diesem Moment wurden Trockengewicht
und Milchséurekonzentration bei verschieden stark geimpften Kolben
bestimmt (Figur 4). Betrachtet man die Abhingigkeit der gemessenen
GroBen von der Impfstirke, so bemerkt man drei verschiedene Bereiche:

1. Schwache Impfung (400 bis 1600 Sp/em?): wenig Trockengewicht,
viel Milchséure, geringer EinfluB der Impfstirke.
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2. Mittelstarke Impfung (1600 bis 50000 Sp/cm3): wechselnde Mengen
Trockengewicht und Milchséure, starker EinfluB der Impfstirke.

3. Starke Impfung (iiber 50000 Sp/em?): viel Trockengewicht, wenig
Milchsiure, geringer Einflu der Impfstirke.

Fiir Serienversuche sind die Bereiche 1 und 3 giinstig, weil dort
Schwankungen der Impfstirke eine minimale Wirkung ausiiben. Da in
der vorliegenden Arbeit die Milchsiurebildung im Zentrum des Interesses
steht, wurde der Bereich 1 gewihlt; hier tritt eine maximale Milchséiure-
bildung auf. Der geringe Einflul} der Impfstirke konnte eliminiert werden,
indem immer moglichst gleiche Sporenmengen geimpft wurden.

Korrelation Trockengewicht - Milchséure

Nachdem gezeigt wurde, dal} Trockengewicht und Milchséure Funk-
tionen der Tmpfstirke sind, soll nun die Beziehung dieser beiden GroBen
zueinander genauer betrachtet werden. Diese 148t sich kurz so ausdriicken :

5l
¥
/

MILCHSAURE
T

1
TROCKENGEWICHT 200 400 500 mg

Figur 5
~ Korrelation Trockengewicht — Milchsaurekonzentration
3 9, CGlukose, 30° C, 7 Tage alt
1
—x
30
Die Punkte stellen Einzelwerte dar

Gerade y = 20 —

Wenn viel Trockensubstanz gebildet wird, tritt wenig Milchsgure auf und
umgekehrt. Dies stimmt mit Beobachtungen von Waksman and Foster
(1938) an Rhizopus arrhizus {iberein, die mitteilen, daB fiir das Wachstum
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giinstige Bedingungen fiir die Milchsdureanhéufung ungiinstig seien. Es
ist moglich, den Zusammenhang zwischen den beiden Gréfen nume-
risch zu erfassen ; es handelt sich hier um eine Korrelation. Fiir die Milch-
sdure kommen dabei zwei MaBe in Frage: die in der Kulturlosung erreichte
Milchsaurekonzentration (oder die total gebildete Milchsiuremenge, wel-
che dieser proportional ist) und die durch 1 mg Trockensubstanz gebildete
Milchsduremenge.

Figur 5 zeigt die Korrelation Trockengewicht — Milchsiwrekonzentra-
tion bei 7 Tage alten Kulturen. An 46 Wertepaaren wurde ein gutes Bild
gewonnen. Die Punkte h#ufen sich lings einer Geraden mit negativer
Steigung; diese kann empirisch so ermittelt werden, dafB gleich viele
Punkte auf beiden Seiten liegen. Extrapoliert man sie, so erhilt man als
Achsenabschnitte ungefihr die Werte Zy = 600 mg und ¥, = 20 mg/cm?.
Daraus 148t sich ijhre Gleichung berechnen. Die Einheiten sind auf der
X-Achse mg Trockengewicht, auf der ¥-Achse mg Milchsédure pro ems3.
Man verschiebt das Koordinatensystem in der X -Richtung, so daB z,/0
der neue Nullpunkt ist. Dann ist 7 — z %o ¥ =y. Die Geradengleichung
lautet '

g
Zuriicktransformiert : Y =Y, — :‘%" x
(]
Eingesetzt : y = 20 ——% 2 (85 << < 580) (3)

Um diese Gerade (die nur fiir Schiittelkultur gilt) scharen sich die Punkte.
Sie besagt, daB die unter den vorliegenden Bedingungen maximal erreich-
bare Milchséiurekonzentration 20 mg/em? betriigt; die Differenz zwischen
diesem Maximalwert und der tatsichlich gebildeten Milchsiure ist dem
Trockengewicht proportional; je groBer also das Trockengewicht, um so
tiefer liegt die Milchsiurekonzentration unter 20 mg/cm3, Setzt man zwei
Wertepaare (z, <z, | y, >Y») in die Gleichung ein und subtrahiert, so folgt

AY=%0%  (Ae=m—a/Ay=y—yp) @

Das heiBit: vergleicht man eine stirker gewachsene Kultur mit einer
schwicher gewachsenen, so ist die Abnahme der Milchséurekonzentration
proportional der Zunahme des Trockengewichts. '

Trigt man auf der Y-Achse statt der Milchséurekonzentration die
relative (d. h. von 1 mg Myzel gebildete) Milchsduremenge ein, so folgt die
zugehorige Punkteschar nicht mehr einer Geraden, sondern einem Hyper-
belast (Figur 6). Bei kleinen Myzelien ist also nicht nur die absolute, son-
dern erst recht auch die relative Milchsduremenge groBer als bei groflen
Myzelien. DaB8 hier gerade eine Hyperbel entsteht, 148t sich aber rein
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~—— Hyperbel

2
x (y + 6?3—) = 4000

Die Punlkte stellen Einzelwerte
dar

RELATIVE MILCHSAUREMENGE 3

1
rRockenGew, 20 400 500mg

formal erkliren. Figur 6 folgt aus Figur 5, indem die Milchsdurekonzen-
200 ;
tration y durch die relative Milchsduremenge _w_y ersetzt wird (Volumen

der Nahrlosung: 200 cm®). Die neuen Koordinaten lauten dann:

Trockengewicht : @ =

. . 200
Relative Milchsiduremenge: g == 3

T

1 ot !
€T

Gleichung (3) geht dann iiber in % = 20 — 5

umgeformt : #'(y' + 6=) = 4000 (' >0,y' >0) (5)

Diese Gleichung eines Hyperbelastes wurde auf rein mathematischem
Weg aus der Geradengleichung hergeleitet. Figur 6 ist also nur eine andere
Darstellung der in Figur 5 gezeigten Beziehung. Die Hyperbelgleichung
163t aber zusitzlich erkennen, daB Trockengewicht und relative Mileh-
siuremenge in einem reziproken Verhéltnis stehen.

Tiir die statistische Berechnung der Korrelation (Fisher, 1946; Linder,
1951) beniitzt man aber besser die Milchsiurekonzentration als Maf} fiir
die Milchséurebildung, denn die Korrelation ist hier linear (Figur 5). Der
Mittelpunkt der 46 Wertepaare (¥ = Trockengewicht, y = Milchséure-
konzentration) ist ,
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1
s :ZZ‘x = 272 mg Y, = %Ey = 11,2 mg/cm?

Das Koordinatensystem wird nun so transformiert, daB dieser Mittel-

punkt der neue Nullpunkt ist; dann erfolgt die Berechnung der beiden
Regressionskoeffizienten '

Xy 2y -
ERlis U A = = -—0,0334
e Sy 0,0303 My e 0,
und des Korrelationskoeffizienten
Zxy
Y —m—— = — 0,9526
]/'2932 < 2y

Er unterscheidet sich nur wenig vom idealen Wert —1. Die Korrelation
ist also sehr straff; sie ist linear und negativ. Uberhoht man (wie in Figur 5)
die y-Werte zwanzigfach, so bilden die beiden Regressionsgeraden Winkel
von 148°46' und 146016’ zur X-Achsge.

Alle bisherigen Untersuchungen betrafen 7 Tage alte Kulturen. Es
wurde nun aber auch untersucht, wie sich verschieden starke Impfung auf
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Figur 7

Zeitlicher Verlauf des Wachstums bei verschieden stark geimpften Kulturen
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800 Sporen/cm3
&
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den gesamien Kulturverlauf auswirkt. Figuren 7 und 8 zeigen, daB die fest-
gestellte Abhiingigkeit vom 5. Tage an besteht und wihrend der ganzen
weiteren Kulturdauer erhalten bleibt. Die an 7 Tage alten Kulturen ge-
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15t
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MILCHSAURE

e
)
ALTER 10 20 TAGE 37 44
Figur 8 ‘
Zeitlicher Verlauf der Milchsaurebildung bei verschieden stark geimpften
Kulturen
— A\—— 800 Sporen/cm?® O 2000 Sporen/cm?
O 17500 Sporen/ecm?®
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15 -
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W
S
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TROCKENGEWICHT

Figur 9

Korrelation Trockengewicht — Milchsiurekonzentration bei 1 bis 15
Tage alten Kulturen
Lage der Geraden empirisch ermittelt
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wonnenen Erkenntnisse haben also allgemeine Giiltigkeit fiir Kulturen,
die mindestens 5 Tage alt sind. Die Verhiltnisse an den ersten Tagen
verlangen noch eine genauere Abklirung. Erweitert man die Messungen
iiber die Korrelation Trockengewicht - Milchsiurekonzentration auf 1 bis
15 Tage alte Kulturen, so kann man die zugehérigen Geraden nach ihrer
Richtung in zwei Gruppen einteilen (Figur 9): Am 1. bis 3. Tag ist die
Steigung positiv, d. h. die Milchsiurekonzentration ist ungefihr propor-
tional dem Trockengewicht. Erst vom 5. Tag an wird die Korrelation in
der beschriebenen Art beobachtet, d. h. die Geradensteigung ist negativ.
In den folgenden 10 Tagen éndert sich dies nicht wesentlich, die Gerade
verschiebt sich aber langsam nach rechts.

Sucht man nach einer Erklirung dieser Verhiéltnisse, so ist auch zu
beachten, da3 bei der vorliegenden Glukosekonzentration (3%) der Glu-
koseverbrauch und die Milchséurebildung am 4. Tag im wesentlichen ab-
geschlossen sind. Das ist aber gerade der Tag, an welchem der Ubergang
von positiven zu negativen Geradensteigungen stattfindet. Die Korrela-
tion stellt sich also erst dann ein, wenn die Néhrlosung keine nennenswerten
Glukosemengen mehr enthilt. Gleichung (4) 18t erwarten, daB als Ur-
sache fiir die geringe Milchséurebildung bei groBen Myzelien ein Faktor
in Frage kommt, dessen GréBe ebenfalls proportional der Trockengewichts-
zunahme ist. Dies trifft fiir den N dhrstoffverbrauch, insbesondere fiir den
Glukoseverbrauch zu. Die Vermutung liegt nahe, dal stirkere Impfung
stirkeres Wachstum und damit stirkeren Glukoseverbrauch verursacht,
so daB fiir die Milchsiiurebildung entsprechend weniger Glukose zur Ver-
figung steht. Zur weiteren Priifung dieser Vermutung werden gleich
schwere Myzelien betrachtet, die bei verschiedenem Glukosegehalt ge-
wachsen sind. Diese miissen nicht absolut gleich alt sein, sie miissen sich
aber im gleichen Entwicklungsstadium befinden (d. h. die Milchsiure-
konzentration hat das Maximum erreicht, das Wachstum ist zum Still-

Tabelle 3

Milchséurebildung durch annihernd gleich schwere Myzelien bei
verschiedener Glukosekonzentration

Trockengewicht Milchséure (am SchlufB) Glukose (am Anfang) 4 Alter
mg mg/cm? 2% Tage
228 ' 7.6 1,5 10
249 6,9 1,5 10
244 11,8 3 T
224 26,8 ! 6 6
301 10,4 3 7
292 28,1 12 8
503 2,1 3 7
495 26,3 12 8
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stand gekommen). Tabelle 3 zeigt, daB gleich schwere Myzelien um so
mehr Milchsiure bilden, je mehr Glukose zur Verfigung steht. Das be-
stitigt die Vermutung, daB die geringe Milchsdurebildung bei grollen
Myzelien durch Glukosemangel hervorgerufen wird. Damit ist auch er-
klirt, warum die Korrelation erst vom 5. Tage an beobachtet wird, denn
von diesem Tage an ist die Glukose aufgebraucht. Bei Kulturen mit 6%,
oder mehr Anfangsglukosekonzentration wird die Korrelation tatséchlich
nicht mehr festgestellt; groBere Myzelien erzeugen hier oft groBere Milch-
siiuremengen, noch hiufiger ist aber hier iiberhaupt keine gesetzmilige
Beziehung zwischen Trockengewicht und Milchsdurebildung zu erkennen.

Die beschriebene Korrelation ist also bezeichnend fiir ungeniigende
Glukoseversorgung. Sie zeigt, daB in diesem Falle Milchséurebildung und
Wachstum nicht im gleichen Verhiltnis reduziert werden, sondern dall
bei Glukosemangel das Wachstum (sofern es durch hinreichend starke
Impfung erméglicht wird) gegeniiber der Milchsdurebildung bevorzugt
wird. Wird es aber durch schwache Impfung gedrosselt, so werden trotz
Glukosemangel betrichtliche Milchsiiuremengen gebildet.

Es ergibt sich schon hier eine Moglichkeit, abzuschétzen, wieviel
Glukose in Milchsiure umgesetzt werden kann. Die Nahrlosung enthélt
(nach Abzug des Wassergehaltes) 27 mg/cm? reine Glukose. Wiirde iiber-
haupt kein Wachstum stattfinden, so kénnten laut Gleichung (3) maximal
20 mg/em?® Milchsdure gebildet werden. Dies wiirde einer maximalen
Milchséureausbeute von 749 der Glukose entsprechen. Spiter be-
schriebene Versuche iiber den Betriebsstoffwechsel (unter Verhinderung
des Wachstums) bestitigen dieses Resultat.

Einflu@ der Temperatur

Rhizopus chinensis wird in der Literatur als ausgesprochen thermo-
philer Pilz beschrieben, dessen Kardinalpunkte héher liegen als bei allen
andern Rhizopus-Arten; die zahlenmiBigen Angaben dariiber sind aber
unterschiedlich. Weimer und Harter (1923) zitieren folgende Optimal-
werte fir das Wachstum: :

Weimer und Harter: 37,50 — 40,50 C
Hanzawa: 380 — 420 C
Lendner: 300 — 400 C
Ferner nennen sie als Minimum fiir das Wachstum: 10,40 C
Maximum fiir das Wachstum: 49° C

Bigene Versuche ergaben, daB die Lage der Kardinalpunkte keine rein
konstitutionelle Eigenschaft des Pilzes ist, sondern auch durch die Kultur-
bedingungen beeinflut wird. So wird beispielsweise das Maximum durch
die Nihrlésung mitbedingt; in peptonhaltiger Nahrlosung liegt es hoher
als in mineralischer mit Glukose. Das diirfte der Grund fir die unter-
schiedlichen Literaturangaben sein.
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Zur Gewinnung eines Uberblicks werden mit Vorteil Kulturen ver-
wendet, in denen nicht nur bei optimalen, sondern bei moglichst vielen
Temperaturen die gesamte Glukosemenge verbraucht ist. Dies ist bei
21 Tage alten Kulturen mit 6% Glukose der Fall; hier sind einzig bei
15° C noch Spuren und bei 10° C noch die Hilfte der Glukose vorhanden.
Figur 10 zeigt die durch vélligen Glukoseabbau bei verschiedenen Tem-
peraturen entstandenen Milchsiure- und Trockengewichtsmengen. Bei
450 C ist kein Wachstum mehr méglich, auch nicht unter andern Kultur-
bedingungen. Bei 40° C ist es noch sehr stark. Das Maximum liegt bei
42° bis 44° C. Das Minimum betriigt fiir das Wachstum 60 bis 90 C, fiir die

1€C

Figur 10
Temperaturabhingigkeit von
Wachstum und Milehsaurebil-
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Sporenkeimung 5° C. Unter den vorliegenden Bedingungen betrigt das
Optimum fiir das Wachstum 40° C. Zum Vergleich sei bemerkt, daB es in
einer Deckenkultur auf peptonhaltiger N dhrlosung nur 25¢ C betragt.
Man erkennt an diesem Beispiel den starken Einfluf} der Kulturbedingun-
gen. Differenzen gegeniiber der Literatur bestehen vor allem beim Maxi-
mum, das tiefer als angegeben liegt ; auch das Minimum liegt etwas tiefer.
Bei allen Temperaturen, bei denen der Pilz wichst, wird auch Milchsiure
gebildet. Maximum und Minimum der Milchsgurebildung sind daher mit
den entsprechenden Werten fiir das Wachstum identisch. Wihrend aber
fiir das Wachstum hohe Temperaturen optimal sind, liegt das Optimum
fiir die Milchséurebildung bei mittleren Temperaturen (20° bis 35° (), am
meisten Milchsdure wird bei 25° C gebildet. Neben der Kurve der Milch-
sdurebildung, die eine einfache Temperaturabhiingigkeit zeigt, wirkt die
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Kurve des Trockengewichts mit ihren zwei Maxima zunéchst etwas selt-
sam. Doch ist dies durch eine dhnliche Korrelation wie die im vorherge-
henden Kapitel beschriebene zu erkliren: Wo viel Milchséure gebildet
wird, ist die Trockengewichtsbildung gering und umgekehrt. Es ist jedoch
nicht ohne weiteres einleuchtend, weshalb das Wachstum von der Milch-
sidurebildung abhingen soll und nicht umgekehrt, wie im vorhergehenden
Kapitel beschrieben.

Zur genaueren Untersuchung werden 7 Tage alte Kulturen verwendet.
Hier ist bei keiner Temperatur die Glukose vollig aufgebraucht. Der
Glukoseverbrauch gewihrt aber einen genaueren Einblick in den Stoff-
wechsel. Dazu werden noch zwei Begriffe gebraucht: der dkonomische
Koeffizient und die Milchsdureausbeute.

Der Begriff «konomischer Koeffizient» wurde von Pfeffer (1895)
fiir das Verhiiltnis des Zuwachses zur Menge der verbrauchten Stoffe ein-
gefiihrt!.

Er wird hier im Pfefferschen Sinne fiir das Verhéltnis

Gramm gebildetes Trockengewicht

Gramm verbrauchte Glukose

verwendet. Er wird meist in Prozent ausgedriickt und gibt einen Anhalts-
punkt dafiir, wieviel von der verbrauchten Glukose fiir die Trockenge-
wichtsbildung verwendet wurde.
Die Milchsiureausbeute (von Foster, 1949, «conversion efficiency»
genannt) wird dargestellt durch das Verhéltnis
Gramm gebildete Milchséure

Gramm verbrauchte Glukose
Er gibt an, wie viele Prozent der Glukose in Milchséure verwandelt werden.

Figur 11 zeigt diese Werte fiir 7 Tage alte Kulturen (mit 6 %, Glukose).
Der Kurvenverlauf der Milchsiiure und des Trockengewichts ist gleich wie
bei Figur 10; doch sind die erreichten Werte, besonders bei tiefen Tem-
peraturen, noch etwas geringer. Die Kurve des Glukoseverbrauchs zeigt,
daB der Stoffwechsel zwischen 25° und 35° C am intensivsten ist; das
Maximum liegt bei 30° C. Priift man, wie sich die verbrauchte Glukose

1 Foster (1949) verwendet diesen Begriff ebenfalls, bezeichnet aber mit «conomic
coefficient» zwei verschiedene Dinge. Auf S. 43, 143, 148 und 149 meint er damit das Ver-

haltnis Gramm gebildetes Myzeltrockengewicht

Gramm verbrauchte Kohlehydrate

und bezeichnet dies etwa genauer als Skonomischen Koeffizienten der Zellsynthese. -Auf
S. 272 und 289 verwendet er dasselbe Wort «economic coefficient» fiir das reziproke Ver-

haltnis, namlich fiir
Gramm verbrauchter Zucker

 Gramm Trockengewicht

und denkt dabei wohl an die Oekonomie des Zuckerverbrauchs. Nur aus FuBnoten ist
jeweils zu erkennen, was mit dem Wort gemeint ist.
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auf Wachstum und Milchsiurebildung verteilt, so erkennt man aus dem
minimalen 6konomischen Koeffizienten und aus der maximalen Milch-
sdureausbeute, daB bei 25° bis 30° C ein maximaler Bruchteil der Glukose
fiir die Milchséurebildung und ein minimaler Bruchteil fiir das Wachstum
verwendet wird. Da hier der Stoffwechsel am intensivsten ist, kann ange-
nommen werden, dafl hier auch die Aktivitit der glukoseabbauenden
Fermente am grofiten ist. Daher werden bei diesen Temperaturen wohl
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Figur 11
Temperaturabhingigkeit des Stoffwechsels
7 Tage alte Kulturen, Glukosevorrat noch nicht erschopft
—0 Milchsédurekonzentration —A Trockengewicht
———&——— Okonomischer Koeffizient —— Y —— Milchséure-
ausbeute
——[]—— Glukoseverbrauch (% der Anfangskonzentration)

schon durch relativ kleine Myzelien grofBe Milchsduremengen gebildet :
dies fithrt zu einem weitgehenden Verbrauch der Glukose und damit zu
einer Verminderung des weiteren Wachstums. Die hier auftretende Kor-
relation zwischen Trockengewicht und Milchsgurebildung gleicht zwar
der frither beschriebenen, entsteht aber aus andern Ursachen: Friiher
entstand wenig Milchsiure infolge Forderung des Wachstums durch op-
timale Impfung; hier zeigt sich geringes Wachstum infolge Begiinstigung
der Milchsédurebildung durch optimale Temperatur. Aus diesem Grunde
weist die Kurve des Trockengewichts als Funktion der Temperatur im
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Bereich der starken Milchs'aurebildung ein relatives Minimum, in den
Gebieten der schwachen Milchsiurebildung zwei Maxima (relatives bei
200 C und absolutes bei 400 C) auf.

EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration

Giibt man keine neutralisierenden oder puffernden Substanzen in die
‘Nahrlosung, so sinkt infolge der Saurebildung das pH ziemlich rasch auf
Werte, die fiir das Wachstum (Foster, 1949) und vor allem fiir die Milch-
siurebildung (Waksman and Hutchings, 1937) ungiinstig sind. Der
Nihrlosung wurde deshalb versuchsweise Marmor, Kaliumphosphat- und
Natriumzitratpuffer zugesetzt. Bei Verwendung von Marmor zeigt sich
unregelmiaBiges Wachstum : oft entstehen groBe Klumpen, oft lange, wurst-
artige Gebilde. Zur Erzielung homogenen Kugelmyzels ist Natriumzitrat-

Figur 12

Beeinflussung der Wachstumsform
Links: Natriumzitratpuffer
Rechts: Marmor

puffer am besten geeignet (s. a. Meder, 1952). Figur 12 zeigt das darin
entstehende Myzel. Dieser Puffer wurde deshalb am meisten verwendet. Nur
wo es sich darum handelte, die Eignung von Kohlenstoffquellen fiir den
Stoffwechsel zu untersuchen, wurde Marmor zur Neutralisation beniitzt,
denn beim Fehlen von giinstigeren Kohlenstoffverbindungen kann der
Pilz auch die Zitronensiure verwerten. In glukosehaltigen Nihrlosungen
geschieht dies allerdings nie, auch nicht nach dem Verbrauch der Glukose.

Untersucht man den Einflu verschiedener Wasserstoff ionenkonzen-
trationen, so hiingt das Resultat auch teilweise vom verwendeten Puffer
ab, da auch die Puffersubstanzen in ihren wechselnden Verhiltnissen den
Pilz beeinfluBen konnen. Der Einflu des pH wurde deshalb unter Ver-
wendung von zwei verschiedenen Puffern beobachtet (Figur 13). In Phos-
phatpuffer ist pH 4 bis 5 fiir das Wachstum optimal, hohere Werte sind
weniger giinstig. Bei allen untersuchten Werten wurde relativ viel Milch-
siure gebildet, das Optimum liegt bei pH 5,2 bis 5,8. In Zitratpuffer hangt
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die Milchséurebildung stirker vom pH ab. Optimal ist hier pH 5,7. Geht
das pH auf 3 zuriick, so sinkt die Milchsdurebildung auf einen Fiinftel des
Wertes bei optimalem pH. Die Kurve des Trockengewichts zeigt bei pH
4,9 ein relatives Minimum, welches an dasjenige von Figur 11 erinnert und
wohl auch eine #hnliche Ursache hat. pH-Werte, welche geringere Milch-
sdurebildung verursachen, erlauben dafiir stirkeres Wachstum. Beiden
Puffern gemeinsam ist die Tatsache, daB pH 5,7 fiir die Milchsgurebildung
optimal ist. Fiir die weiteren Versuche wurde Natriumzitratpuffer be-
nitzt, der zusammen mit der N dhrlosung pH 4,9 ergab. Hier bildete der
Pilz auch immer homogenes Kugelmyzel ; die Kugeldurchmesser betrugen
meist 1 bis 2 ecm.

mg mg
e
400
115 Figur 13
v— EinfluB der Wasserstoffionen-
chd konzentration auf Wachstum und
Milchsaurebildung
% o R S Milchsé,urel in natrium-
Lr —A—— Trocken- | zitrathaltiger
= : Vg e
o u gewicht ’ Nahrlosung
z 3
w
& z:f:; —— Milchsﬁ.urel in phosphat-
g f § —V— Trocken- ¢ pufferhaltiger
. gewicht I Néhrlésung
b ANFanGs-pH S 8 4

Einflu} des Zinks

Foster (1949) und Waksman and Foster (1938) beschreiben einen
auffilligen EinfluB des Zinks auf den Stoffwechsel ; ein Zusatz von 10 bis
50 mg/Liter ist optimal (Lockwood et al., 1936). Seine Wirkung besteht
in einer Steigerung von Wachstum und Glukoseverbrauch und in einer
Herabsetzung der Milchsiureausbeute und des reziproken skonomischen
Koeffizienten! (im gleichen Verhiltnis) sowie der Milchséiurebildung.

1 Schon auf Seite 83 (FuBnote) wurde auf die unkonsequente Verwendung des
Begriffs «6konomischer Koeffizient» bei Foster (1949) hingewiesen. Hier wird damit das
Verhaltnis

Gramm Trockengewicht

Gramm Glukose

bezeichnet, wihrend der reziproke Wert davon «eziproker Skonomischer Koeffizient»
genannt wird.
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In eigenen Versuchen wurde die iibliche Nihrlosung mit Dithizon
moglichst gut von Zinkspuren gereinigt (Véchting, 1953), dann erfolgte
Zugabe von Zink in verschiedenen Konzentrationen. Mengen iiber 1 g/1
wirken toxisch, und bei mehr als 5,8 g/l ist kein Wachstum mehr moglich.
Im Bereich des normalen Wachstums ist aber kein wesentlicher Einflul
der Zinkkonzentration auf Wachstum, Glukoseverbrauch, Milchséure-
bildung, Milchsédureausbeute und reziproken tkonomischen Koeffizienten?!
zu bemerken ; nur die zinkfreie Néhrlosung zeigt etwas geringere Werte.
Es stellt sich nun die Frage, ob das Ausbleiben des «Zinkeffekts» vielleicht
durch ungeeignete Versuchsbedingungen verursacht wurde. Es wiire denk-
bar, daB das zugefiigte Zink durch irgendwelche Komponenten der Néhr-
losung (z. B. Zitronensdure) in eine Form iibergefiihrt wurde, in der es
nicht aufgenommen werden konnte. :

Zur weiteren Untersuchung wurde dieselbe Nahrlosung beniitzt, die
Waksman and Foster (1938) verwendet hatten. Diese enthielt in 1 Liter:
2 g (NH,),S0,, 0,56 g K,HPO,, 0,5¢ MgS0,-7 H;0, 0,1 g Fe, (80y)s, 60g
Glukose. Die Zugabe von Marmor muBte unterbleiben, da sich zeigte, dafl
dieser erhebliche Zinkspuren enthilt. Zur Stabilisierung des pH wurde an
seiner Stelle ein Puffergemisch aus KH,PO, und Na,HPO, zugefiigt. In
dieser Nahrlosung zeigt sich tatsichlich ein deutlicher Einfluf} des Zinks
(Tabelle 4). Bei Zinkzusatz erfolgt hier eine VergroBerung des Wachstums

Tabelle 4 .

EinfluB des Zinks auf den Stoffwechsel von Rhizopus chinensis
Nahrlosung mit Phosphatpuffer |

Nihrlosung
Von Zink e Zusatz:
gereinigt Ungereinigt 10 mg Zn/l
Trockengewicht 277 mg 384 mg 688 mg
Glukoseverbrauch 2,96 g 5,62 g 8,70 g
Milchséurebildung 1,79 g 1,81 g 1,12 g
Milchséureausbeute 60,4 % 82,2 9% 12,9 9
Reziproker dkonomischer Koeffizient 10,7 14,5 12,6

und des Glukoseverbrauchs sowie eine Verkleinerung der Milchsgurebil-
dung und -ausbeute, dhnlich wie Foster (1949) dies mitteilt. In Abwei-
chung von dessen Feststellungen bleibt: aber der konomische Koeffizient
im wesentlichen unverindert ! DaB er auf den gleichen Bruchteil wie die
Milchsiureausbeute reduziert werde, trifft also micht zu. Wihrend die
Zugabe von Zink bei Rh. chinensis zu einer Steigerung des Trockenge-
wichts und des Glukoseverbrauchs fiihrt, ist die zur Bildung einer Einheit
Zellsubstanz notige Glukosemenge von der Anwesenheit des Zinks unab-
hiingig ; dagegen wird beim Fehlen von Zink aus einer Einheit Glukose die
4- bis 5fache Milchsiuremenge gebildet wie bei Gegenwart von 10 mg Zn/1.

1 Siehe FuBnote auf Seite 86.
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Wachstum, Glukoseabbau und Milchsdurebildung

Zur Gewinnung eines Uberblicks {iber die physiologischen Vorgiinge
in den Kulturen von Rh. chinensis sei der zeitliche Verlauf von Trocken-
gewicht, Glukose- und Milchsiurekonzentration verglichen. Als erstes
Beispiel dient eine Kultur mit 6 % Glukose bei 300 C (Figur 14). Die Milch-
sdurebildung ist in den ersten Tagen ungefihr proportional der Zeit, dann
wird sie plotzlich verlangsamt, und in dem Moment, in welchem alle
Glukose verbraucht ist, wird die Milchsiurebildung eingestellt, und die
Milchsiurekonzentration bleibt von nun an konstant. Man erkennt hier,
daB der Glukoseabbau die Voraussetzung fiir die Milchséurebildung ist;
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Figur 14

Zeitlicher Verlauf von Wachstum, Milchsé‘mrebildung und Glukose-
verbrauch (Anfangskonzentration: 6 %)

O
Restglukose

Milchsaure

B

Trockengewicht
[l

aulerdem weist die genaue Entsprechung der beiden Kurven darauf hin,
daB keine weiteren Stoffe (z. B. Zitronensiure) fiir die Milchsdurebildung
verwendet werden. Die Trockengewichtsbildung hort schon auf, wenn erst
die Hélfte bis zwei Drittel der Glukose verbraucht sind. Moglicherweise
wirkt hier auch die Impfitirke als begrenzender Faktor.

Das zweite Beispiel ist eine Kultur mit 1,5% Glukose (Figur 15).
Betrachtet man nur die ersten 10 Tage, so findet man analoge Verhiltnisse
wie bei Figur 14. Doch beobachtet man hier einige Tage nach dem totalen
Verbrauch der Glukose ein erneutes Wachstum, verbunden mit einer Ab-
nahme der Milchsiure. Dies dauert etwa zehn Tage, dann stellt sich ein
stabiler Endzustand ein, und beide Werte bleiben konstant. Die vorher
ausgeschiedene Milchsiure wird also erneut in den Stoffwechsel einbezogen,
bildet die Kohlenstoffquelle fiir erneutes Wachstum und wird dabei weiter
abgebaut. Der Glukoseabbau findet hier in zwei zeitlich getrennten Etap- -
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pen statt: zuerst vollstindiger Abbau zu Milchsiure, spéter weiterer
Abbau eines Teils der Milchsiure. Dies stimmt mit Beobachtungen von
Waksman and Hutchings (1937) an Rhizopus MX iiberein, wo nach
dem Verbrauch der gesamten Zuckermenge ein Teil der Milchséure zu
niedrigeren Siuren weiteroxydiert wurde. Die Milchsiure ist also ebenfalls
eine geeignete Kohlenstoffquelle fiir den Baustoffwechsel (s. a. S. 961f.).
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Figur 15

Zeitlicher Verlauf von Wachstum, Milchsdurebildung und Glukose-
verbrauch (Anfangskonzentration: 1,5 %)

Trockengewicht O
[]—— Restglukose

Milchsaure

e 4.

Da Rhizopus-Arten heterofermentative Milchsiurebildung zeigen,
wurde auch fiir Rh. chinensis orientierend untersucht, ob auBer Milchséure
noch andere Giarungsprodukte auftreten (Tabelle 5).

Die Bestimmung des Athylalkohols geschah im Labor des Kantonschemikers (Dr.
R. Miiller), die polarographische Bestimmung der Fumarsdure im Botanischen Institut
durch Dr. H.Schoch, der die Fumarsiaurebildung an andern Rhizopus-Arten untersuchte.
Tiir die Durchfithrung dieser Analysen danke ich den beiden Herren bestens.

Tabelle 5

Bildung verschiedener Stoffwechselprodukte durch Rh. chinensis
(Heterofermentative Milchsauregarung)

Stoffwechselart legiflg F;?;gfg 3 Aﬁg?-
a) Gesamtstoffwechsel A S Spur - +
b) Reiner Betriebsstoffwechsel + 4+ + Spur +
¢) Reiner Betriebsstoffwechsel mit Zn-Zusatz e e & Spur -+

EinfluB der Glukosekonzentration

Als Kohlenstoffquelle fiir die Milchsiduregéirung wurde in der Regel
Glukose verwendet. Der EinfluB ihrer Anfangskonzentration auf den
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Stoffwechsel ist sehr auffillig. Die Figuren 16 bis 18 zeigen den zeitlichen
Verlauf von Milchséurebildung, Glukoseverbrauch und Wachstum bei
verschiedenen Glukosekonzentrationen.

Die Milchsiurebildung (Figur 16) ist in den ersten beiden Tagen sehr
gering. Bei kleinen Glukosekonzentrationen setzt sie erst richtig ein, wenn
das Wachstum schon fast zu einem (voriibergehenden) Abschlufl gelangt
ist. Dies deutet darauf hin, daB die Milchséure vor allem ein Produkt des
Betriebsstoffwechsels ist. Der bereits genannte Zusammenhang zwischen
totalem Verbrauch der Glukose und dem Aufhéoren der Milchsdurebildung
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Figur 16
Zeitlicher Verlauf der Milchséurebildung bei verschiedenen Glukose-
konzentrationen
—&— 1,5 9% Glukose \V4 3 9% Glukose El 6 % Glukose

A 12 %, Glukose

2 24 % Glukose

- ist bei allen Glukosekonzentrationen zu erkennen. Dort wo diese so grof
ist, daB kein vollstindiger Abbau der Glukose erfolgt, hort die Milch-
sédurebildung gleichzeitig mit dem Glukoseverbrauch auf. Eine Steigerung
der Glukosekonzentration verursacht eine Erhéhung der Milchsiurebil-
dung. Bei der optimalen Konzentration von 129, Glukose erreicht man
als maximale Milchsiurekonzentration 29 mg/cm3. Bei weiterer Steigerung
der Glukose geht die Milchséurebildung wieder leicht zuriick.

Figur 17 zeigt die Abnahme der Glukosekonzentration in der Kultur-
16sung bei verschiedener Anfangskonzentration. Der Glukoseverbrauch
verlduft so, dafl Mengen bis 6%, bei 30° C in 5 bis 11 Tagen vollig aufge-

braucht werden; gréBere Mengen werden auch bei langer Kulturdauer
nur teilweise abgebaut. Nun lassen sich auch die im vorhergehenden
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Figur 18

Zeitlicher Verlauf des Wachstums bei verschiedenen Glukosekonzentrationen
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Kapitel beschriebenen Unterschiede zwischen verschiedenen Kulturen
erkliren: Gibt man weniger als 69, Glukose, so gerit nach einiger Zeit
die Kohlenstoffquelle ins Minimum, und nach dem volligen Verbrauch
der Glukose wird die vorher ausgeschiedene Milchsiiure erneut in den
Stoffwechsel einbezogen und weiter abgebaut. Sie stellt also fiir den Pilz
eine Kohlenstoffreserve dar, die aber nur angegriffen wird, wenn giinsti-
gere C-Quellen (z. B. Glukose) nicht (mehr) vorhanden sind. Das durch
den Milchsdureabbau ermoglichte Wachstum dauert allerdings nicht bis
zum volligen Verbrauch der Saure, sondern wird schlieBlich durch das
Aufbrauchen anderer Nihrstoffe begrenzt. Gibt man 69 oder mehr Glu-
kose, so unterbleibt der Milchsédureabbau, weil dann die Glukose nie ins
Minimum gerit.

Das Wachstum (Figur 18) beginnt (im Gegensatz zur Milchsaurebil-
dung) sofort nach der Impfung. Es wird ebenfalls durch die gebotene
Glukosemenge beeinfluBt. Daneben sind jedoch auch noch andere Fak-
toren wirksam. Wie friiher gezeigt, kann das Wachstum bei konstanter
Glukosekonzentration durch stirkere Impfung verstirkt werden. Bei den
vorliegenden Versuchen wurde iiberall moglichst gleich stark geimpft.
Trotzdem ist das Wachstum keine eindeutige Funktion der Glukosekon-
zentration. Durch Steigerung der Glukosemenge wird das Trockengewicht

Tabelle 6
Glukoseverbrauch bis zum AbschluBl des Wachstums?

Glukose-Angangskonzentration in der
Néhrlosung L5%' 3% | 6% | 12% | 249

Tag von dem an das Trockengewicht konstant
bleibt ! 3.T. (3.T. |4.T. | 4.T. | 6. T.

Bis zu diesem Tag verbrauchter Prozentsatz
der urspriinglichen Glukosemenge 60,6 %| 75% | 60% [72,6 %|41,4 9

! Bei niederen Glukosekonzentrationen wird der Restzucker fiir die Milchsiaurebil-
dung verbraucht, anschlieBend findet unter Abbau der Milchséure ein erneutes Wachstum
statt, das hier aber nicht berﬁcksichtigt wird.

erhoht; das scheint darauf hinzudeuten, daB die Glukosekonzentration
in der vorliegenden Nahrlésung der einzige wachstumsbegrenzende Faktor
ist; andrerseits wird aber die gebotene Glukosemenge fiir das Wachstum
gar nicht restlos ausgeniitzt. Tabelle 6 zeigt: Das Wachstum (bei 1,59,
und 39%: die erste Wachstumsphase) wird schon eingestellt, wenn erst
60% bis 75%, (bei 24°, Glukose sogar erst 419%,) der gebotenen Glukose
verbraucht sind; der Rest wird teils fiir den Betriebsstoffwechsel, teils
Uberhaupt nicht verwendet. Das Trockengewicht erreicht das Maximum
schneller als die Milchsaure: Schon nach 3 bis 6 Tagen wird das Wachs-
tum (vorléufig oder definitiv) eingestellt.
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Die Milchsiureausbeute und der ékonomische K oeffizient hiingen eben-
falls vom Glukoseangebot ab. Ein Vergleich von Kulturen mit verschie-
dener Anfangs-Glukosekonzentration an einem bestimmten Tage ware
unzuléssig, weil sich dann nicht alle Kulturen im gleichen Entwicklungs-
stadium befinden wiirden. Als vergleichbarer Zeitpunkt eignet sich viel-
mehr der Moment kurz vor dem Aufhéren des Glukoseverbrauchs; dann
haben meist auch die Milchséure und das Trockengewicht ihr Maximum
erreicht. Figur 19 zeigt alle gemessenen Werte an diesem Tag als Funktion
der Glukosekonzentration. Wihrend die absolut gebildeten Milchsdure-
mengen bei hoher Glukosekonzentration am gréfiten sind, zeigt die Milch-
siureausbeute bei geringem Glukoseangebot maximale Werte (48,89, bei
1,5%, Glukose), nimmt mit steigender Glukosekonzentration kontinuier-
lich-ab und betrigt bei 249, Glukose noch 21,4%.
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Figur 19
Stoffwechsel in Abhingigkeit vom Glukoseangebot
———()—— Milchséurekonzentration vV Milchsaureausbeute
—A Trockengewicht 6—— Okonomischer Koeffizient

Auch der Skonomische Koeffizient ist bei 1,5%, Glukose am gréfiten
(9,7%). Mit steigender Glukosekonzentration nimmt er rasch ab, und bel
mehr als 6% Glukose ist er von der Glukosekonzentration weitgehend
unabhingig. ‘

Die Ausniitzung der Glukose fiir die Milchséurebildung und fiir das
Wachstum ist bei geringer Konzentration (1,5 %) am besten. Zur Erzielung
groBer Milchsiuremengen sind 12 %, fiir groBes Trockengewicht sind 24 %,
Glukose optimal.

Vergleich zwischen Schiittelkultur und Deckenkultur

Bei beiden Kulturarten findet das Wachstum in sehr verschiedener
Form statt. In Deckenkulturen sind die Bedingungen, denen die einzelnen
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Myzelteile ausgesetzt sind, sehr unterschiedlich : Der untere Teil ist in der
Néhrlosung untergetaucht und verfiigt iiber weniger Sauerstoff; der obere
Teil hat kaum Kontakt mit der Nihrlsung, hat aber geniigend Sauerstoff
zur Verfiigung. In Schiittelkulturen ist das Myzel dagegen sehr homogen
und iiberall gleichen Bedingungen ausgesetzt: Alle Teile sind in die Nihr-
l6sung getaucht, doch ist durch das stéindige Schiitteln und durch das
Fehlen einer Decke eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff gewihr-
leistet. Diese beiden Faktoren sind fiir die Milchsdurebildung besonders
wichtig. Die vorliegenden Stoffwechseluntersuchungen wurden ausschlieB-
lich in Schiittelkulturen durchgefiihrt. Vergleichshalber wurden aber
auch Deckenkulturen angelegt.

In Deckenkultur wird bis zum 2. Tag nur submerses Myzel gebildet,
dann beginnt die Deckenbildung. Etwa am 7. Tag fiillt die Decke den
ganzen Kolben aus. Die Sporenbildung war bei dieser Kultur sparlich.,
Dies héingt mit der Jahreszeit zusammen, in welcher der Versuch durch-
gefiihrt wurde. In den Monaten November bis Februar ist die Sporenbil-
dung schwiicher als in der iibrigen Zeit des Jahres. Es konnte auch kein
Mittel gefunden werden, um sie zu steigern. In den Sommermonaten
findet auch im Thermostat, also bei Dunkelheit, eine stirkere Sporenbil-
dung statt. Am 15. Tag war alle Glukose verbraucht, am 19. Tag erfolgte
Sporenbildung, und gleichzeitig nahm das Gewicht ab, auch begann die
Decke zu versinken. Vom 24. Tag an war sie ganz untergetaucht.

Figur 20 zeigt den zeitlichen Verlauf bei beiden Kulturarten. Das
Wachstum ist bei Deckenkultur in den ersten 5 Tagen geringer. Dann ist
eine Decke vorhanden, die einen groBen Teil der Oberflidche ausfiillt. Nun
wichst der Pilz viel stirker als in Schiittelkultur und erreicht nach 19
Tagen das Maximum des Gewichtes. In Schiittelkultur wichst der Pilz
langsamer, aber dafiir linger. Er erreicht aber nach 44 Tagen das gleiche
Gewichtsmaximum (1040 mg). Man kénnte ein rascheres Erreichen des
Maximums in Schiittelkultur dadurch hervorrufen, daB3 die zehnfache
Sporenmenge geimpft wiirde als in Deckenkultur. In diesem Falle wird
das Gewichtsmaximum schon nach 25 Tagen erreicht. Sein Betrag ist aber
immer ungefihr gleich; er héingt nicht von den #uBleren Bedingungen,
sondern von der Nahrlosung ab.

Obwohl der Pilz in Deckenkultur rascher wiichst, erreicht die Milch-
sdure das Maximum spéter (nach 7 Tagen) als in Schiittelkultur (nach 4
Tagen). Die Werte der beiden Maxima sind jedoch gleich, némlich 12,7 mg
Milchsdure pro cm? Nahrlosung. Nach Erreichen des Maximums erfolgt
die Abnahme in beiden Kulturen in dhnlicher Weise.

Die gebotene Glukose (3°,) wird in Deckenkultur langsamer abge-
baut und ist nach 15 Tagen verbraucht, wihrend in Schiittelkultur dafiir
nur 5 Tage notig sind.

Zusammenfassend ist festzustellen : Die Quantitit der gebildeten und
verbrauchten Substanzen ist bei beiden Kulturarten gleich, doch sind die
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bendtigten Zeiten verschieden. In Deckenkultur verlduft das Wachstum

rascher, die Milchsiurebildung und der Glukoseverbrauch langsamer als
in Schiittelkultur. ‘
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Figur 20

Wachstum, Milchséurebildung und Glukoseverbrauch (30° C,
3 9%, Glukose)
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Weitere Kohlenstoffquellen
Saito (1904, 1911) und Waksman and Foster (1938) geben ver-

schiedene Kohlenstoffquellen an, die als Substrat fiir Rh. chinensis ge-
-eignet sind. Diese lassen sich in zwei Gruppen einteilen: aus den einen
wird Milchséure gebildet, aus den andern nicht. Fiir die Milchsdurebildung
gab ich immer Glukose, deren Einflull im vorhergehenden Kapitel be-
schrieben wurde. Es sind aber hier noch zwei andere Kohlenstoffverbin-
dungen als Nahrstoffe fiir Wachstum und Stoffwechsel von besonderem
Interesse: Zitronensiure und Milchsiure. Die Zitronensiure wird in der

Literatur nicht erwihnt, iiber die Milchsiure schreiben Waksman and
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Foster (1938), daB sie als einzige Energiequelle fiir das Wachstum unge-
eignet sei. Eine Untersuchung des EinfluBes dieser Siuren wurde vorge-
nommen, weil beide in der Kulturfliissigkeit vorhanden sind, die eine von
Anfang an als Puffer, die andere vom 2. Tage an als Metabolit.

Auller der Glukose, welche als Kohlenstoffquelle in der Néhrlésung
ist, enthélt diese eine weitere C-Verbindung, nimlich die Zitronensiure
des Zitratpuffers. Es muBite mit der Méoglichkeit gerechnet werden, daB
diese dem Pilz ebenfalls als Nahrstoff dient und eventuell sogar als Sub-
strat fiir die Milchsiiurebildung in Frage kommen kénnte. Wie schon ge-
zeigt wurde, tritt dies in glukosehaltiger N dhrlésung nicht ein. Zur genaue-
ren Abklirung dieser Frage wurde Rhizopus in eine N ahrlésung geimpft,
die keine Glukose enthielt und in der sich als einzige C-Verbindung die
Zitronensiure des Puffers befand. Dieser Versuch ergab: In einer Nihr-
l6sung, die als einzige C-Quelle Zitronensiure aufweist, wichst der Pilz
ziemlich gut. In den ersten 12 Tagen steigt das Trockengewicht propor-
tional dem Alter und bleibt nachher konstant auf etwa 200 mg. Die Tat-
sache, dal in glukosehaltigen Néhrlésungen dieser Wert schon nach 4
Tagen erreicht ist, und die festgestellten Zusammenhénge zwischen Glu-
koseverbrauch und Wachstum und zwischen Milchsiureabbau und Wachs-
tum lassen es als sehr wahrscheinlich erscheinen, daB dort die Zitronen-
sdure nicht oder hochstens minim angegriffen wird. Milchsiurebestim-
mungen wurden in den ersten 25 Tagen alle 2 bis 3 Tage durchgefiihrt;
withrend dieser ganzen Zeit wurde nie Milchsiure festgestellt. Rh. chinen-
sts kann also aus Zitronensiure keine Milchsiure bilden. Es ist daher
nicht moglich, daB die Zitronensiure bei der Untersuchung der Milch-
sdurebildung aus Glukose stérend in Erscheinung tritt.

Wie frither genannte Versuche zeigen, ist Rh. chinensis in der Lage,
nach Verbrauch der Glukose die vorher gebildete Milchsdure als C-Quelle
zu beniitzen und weiter abzubauen. Es lag daher nahe, zu untersuchen,
ob der Pilz auch wachsen kann, wenn ihm iiberhaupt nur Milchséiure zur
Verfiigung steht. Waksman and Foster (1938) verneinen dies fiir Rhi-
zopus arrhizus oder Rh. nodosus und berichten, daB weder Sporen noch
junge Decken irgendwie wachsen konnten, wenn Milchséure als einzige
Energiequelle gegeben wurde. Fiir diese Untersuchung muBte in meiner
Néahrlgsung der Natriumzitratpuffer durch Marmor ersetzt werden, da
sonst die Zitronensgure als C-Quelle beniitzt werden kénnte. Als einzige
C-Quelle wurde zur Nahrlsung die im Handel kiiufliche Milchsiure ge-
geben, die wahrscheinlich aus Bakterienkulturen gewonnen wurde. In.
einem ersten Versuch wurden der Nihrlésung verschiedene Milchsiure-
mengen zugesetzt, so dafl die Konzentration zwischen 1 und 25 mg/cm3
betrug; dann wurden Sporen geimpft. Der Pilz wuchs tatsdchlich, doch
nur sehr schwach. Meist umgab das Myzel als fetzenartiges Gebilde die .
Marmorstiicklein ; nur dort, wo durch die starke Milchsiurekonzentration
aller Marmor aufgelost worden war, bildeten sich kleine Myzelkiigelchen.
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Die optimale Milchsiurekonzentration war 10 mg/om?, doch betrug das
Trockengewicht nach 10 Tagen nur 21 mg. Dieser Versuch zeigt aber, dal
Milchsiure als einzige C-Quelle grundsitzlich geeignet ist und daB auf
diesem Substrat auch Sporen keimen und Myzel bilden kénnen. Andrer-
seits erkennt man aber auch, daB dieses Milieu fiir die Ausbildung groferer
Myzelmassen wenig giinstig ist. Deshalb wurden in einem weiteren Ver-
such keine Sporen geimpft, sondern es wurde 5 Tage altes Myzel verwen-
det, das in glukosehaltiger Nihrlgsung (3 %) mit Marmor gewachsen war.
Diese Nihrlosung wurde samt der bisher gebildeten Milchsdure ausge-
gossen, die Myzelien gespiilt und dann neue Néhrlosung aseptisch zuge-
geben; sie enthielt 10,7 mg Milchsiure/cm3. Hier zeigte sich ein viel bes-
seres Wachstum als beim vorhergehenden Versuch. Das Trockengewicht
nahm in 13 Tagen um 249 mg zu und blieb dann konstant (Figur 21). Die
Milchsdure nahm in der gleichen Zeit von 10,7 mg/cm? auf 6,3 mg/cm? ab.

Figur 21
Wachstum mit Milchsaure als einziger
C-Quelle
Der Pilz wurde zuerst 5 Tage in normaler
Néhrlosung (mit 3 % Glukose) geziichtet;
nachher wurde diese durch eine andere mit
10,5 mg/cm?® Milchséure ersetzt
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Dies gibt fiir den ckonomischen Koeffizienten den Wert 28,3%,. Dieser
Wert ist fast das dreifache des optimalen 6konomischen Koeffizienten
beim Glukoseabbau. Die Milchsiure wird also viel besser ausgeniitzt als
die Glukose. Nach dem Aufhiren des Wachstums wurden weiter kleine
Milchséuremengen fiir den Betriebsstoffwechsel verwendet. Die Milchséure
ist also als C-Quelle fiir den Bau- und Betriebsstoffwechsel verwendbar.

Ausniitzung der Glukose im Betriebsstoffwechsel

Nach Gleichung (2) kénnen bei der heterofermentativen Milchséure-
girung unter aeroben Verhiltnissen aus 2 Molekiilen Glukose 3 Molekiile .
Milchsiure entstehen ; dies bedeutet eine Ausbeute von 75 %, Im Abschnitt
iiber den EinfluB der Glukosekonzentration wurde gezeigt, dal bei den
iiblichen Kulturen die maximal erreichte Ausbeute 48,89, betrug. Dabei
ist jedoch zu bedenken, daB ein Teil der Glukose fiir die Bildung des
Myzels verwendet wird.

Esist moglich, eine groBere Milchsdureausbeute zu erhalten, indem man
den Baustoffwechsel ausschaltet und den Betriebsstoffwechsel allein be-

7 97



trachtet. Zu diesem Zweck wird bei einer ausgewachsenen (10 Tage alten)
Kultur die Nahrlésung samt der gebildeten Milchséure entfernt und asep-
tisch durch eine neue Nihrlosung ersetzt, die keine Stickstoffverbindungen
enthélt; dadurch wird weiteres Wachstum verhindert. Dann bringt man
die Kultur auf die fiir die Milchsiurebildung optimale Temperatur (25° C).
Solange Glukose vorhanden ist, wird sie nun im reinen Betriebsstoffwech-
sel zu Milchsiure abgebaut (Tabelle 7). Dieser Abbau verliuft in den

Tabelle 7
Glukoseabbau im reinen Betriebsstoffwechsel (Myzelwachstum verhindert)

Dauer Milchsdure- Glukosever- Milchsiure-
(Tage) bildung (mg) brauch (mg) ausbeute (%)

{

1 744 1780 57,2
2 2200 2600 69,4
4 5820 7560 77,0
8 6720 9520 70,5
16 7140 9740 73,5

Mittelwerte aus je drei Kulturen bei 259 C.
ersten Tagen ziemlich rasch, verlangsamt sich aber nach 8 Tagen, weil
dann rund 90%, der Glukose abgebaut sind. Der Mittelwert fiir 1 Tag ist
etwas abweichend, moglicherweise weil wegen der geringen gemessenen
Mengen der relative Fehler der Messungen ziemlich grof} ist. Zwischen
den Ausbeuten an den andern Tagen bestehen keine signifikanten Diffe-
renzen. Der Durchschnitt dieser vier Mittelwerte betrigt 72,6 %, (0 = 3,49,).
Dieser experimentell gewonnene Wert unterscheidet sich nicht wesent-
lich vom theoretischen Wert 75 9%,. Wihrend also beim Gesamtstoffwechsel
die Milchsdureausbeute je nach den Bedingungen 21,49, bis 48,8%, be-
tragt, erreicht sie bei Ausschaltung des Baustoffwechsels im reinen Be-
triebsstoffwechsel unter optimalen Bedingungen den Wert 72,6 %:- Dieser
dndert sich im Laufe der Kulturdauer nicht wesentlich: :

Nachdem sich gezeigt hat, daB die Milchséiureausbeute von der Kul-
turdauer unabhiingig ist, geniigt fiir die Feststellung des Temperaturein-
Jiusses die Untersuchung einer Anzahl gleichaltriger Kulturen (Tabelle 8).
Bei Glukoseverbrauch und Milchsiurebildung besteht eine starke Tem-
peraturabhingigkeit, wihrend die Ausbeute bei allen Temperaturen un-
gefihr gleich ist. Die Temperatur beeinflut also die Quantitiit der Stoff-
wechselprodukte, 148t aber die Qualitit der Milchsduregéirung unverin-
dert. Der Durchschnitt der drei Mittelwerte fiir die Ausbeute betragt
75,49, und liegt also sehr nahe am theoretischen Wert 75 s

Zusammenfassend laBt sich feststellen: Betrachtet man nur den Be-
triebsstoffwechsel, so erkennt man bei Glukoseverbrauch und Milchséiure-
bildung je nach den Bedingungen groBe Unterschiede, doch betragt die
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Tabelle 8

Glukoseabbau im reinen Betriebsstoffwechsel bei verschiédenen Temperaturen
Versuchsperiode: 4 Tage

. Milchséinre-
Temperatur | Milchséure- Glukosever- ausbeute (%)
°C) bildung (mg) brauch (mg)
Mittel g
100 1036 1320 77,6 15,8
259 5820 7560 77,0 b
400 2720 3820 71,6 7,0

Milchsiureausbeute jederzeit und bei jeder Temperatur rund 75%. Der
Glukoseabbau im Betriebsstoffwechsel verlduft also auch bei Rhizopus
chinensis in der durch Foster (1949) dargestellten Weise: Aus zwei Glu-
kosemolekiilen entstehen drei Milchsiuremolekiile (Gleichung 2), und zwar
unabhingig von den dulleren Bedingungen.

Zusammenfaésung der wichtigsten Ergebnisse

1. In Schiittelkulturen von Rhizopus chinensis Saito werden Milch-
sdurebildung, Wachstum und Glukoseverbrauch wihrend der gan-
zen Kulturdauer (10 bis 40 Tage) bestimmt.

2. Die Milchssurebestimmung erfolgt nach der Mikromethode von
Lang und Pfleger mit einem mittleren Fehler von maximal 4,4 %.

3. Bei spirlicher Glukoseversorgung (weniger als 6%,) wird die vor-
handene Glukose in erster Linie fiir das Wachstum verwendet,
wihrend die Milchsdurebildung gering bleibt. Wird das Wachs-
tum jedoch durch schwache Impfung zuriickgedimmt, so wird
mehr Glukose fiir die Milchsdurebildung verwendet. Kleine Myzelien
bilden daher relativ und absolut mehr Milchsdure als grofie.

4. Die Lage der Kardinalpunkte der Temperatur fiir das Wachstum
ist keine rein konstitutionelle Eigenschaft des Pilzes, sondern wird
durch die Kulturbedingungen mitbestimmt. Unter den vorliegenden
Bedingungen betragen fiir das Wachstum: das Minimum 6° bis
90 C, das Optimum 40° C und das Maximum 42° bis 44° C.

5. Minimum und Maximum fiir die Milchsédurebildung sind dieselben
wie fiir das Wachstum ; das Optimum liegt jedoch bei 25° C.

6. Maximaler Glukoseverbrauch findet bei 25° bis 30° C statt. Hier
tritt eine maximale Milchsdureausbeute und ein minimaler 6kono-
mischer Koeffizient auf. Diese Temperaturen begiinstigen die Milch-
sdurebildung auf Kosten des Wachstums.

7. Fiir die Milchsiurebildung ist pH 5,2 bis 5,8 optimal.
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Wiinscht man Kugelmyzel, so ist fiir die Abstumpfung der gebil-
deten Milchsidure Natriumzitratpuffer am besten geeignet ; verwendet
man Marmor, so wird faseriges Myzel gebildet.

Gibt man Natriumzitrat als Puffer, so hat das Zink im Bereich des
normalen Wachstums keinen EinfluB auf den Stoffwechsel. Gibt
man jedoch Phosphatpuffer, so bewirkt die Zugabe von Zink eine
Erhohung des Trockengewichts und des Glukoseverbrauchs sowie
eine Herabsetzung der Milchsdurebildung und -ausbeute, beeinfluBt
aber den Gkonomischen Koeffizienten nicht. Die zur Bildung
einer Hinheit Zellsubstanz notige Glukosemenge ist also von der
Anwesenheit des Zinks unabhingig; dagegen wird beim Fehlen
von Zink aus einer Einheit Glukose die 4- bis 5fache Milchsiure-
menge gebildet wie bei dessen Anwesenheit.

Wird weniger als 3%, Glukose geboten, so wird nach ihrem Ver-
brauch die vorher gebildete Milchsiure als Energiequelle in den
Stoffwechsel einbezogen und weiter abgebaut. Gibt man mehr als
6% Glukose, so wird diese nicht mehr vollstindig abgebaut.

Bei geringen Glukosekonzentrationen (1,59%) sind Milchsiureaus-
beute und 6konomischer Koeffizient am gréBten. Fiir die Bildung
groBer Milchsiuremengen sind unter den gewiihlten Bedingungen
12%, fiir viel Trockengewicht 24 %, Glukose optimal.

In Deckenkultur werden gleiche Quantititen Milchsiure und Trok-
kenmasse gebildet wie in Schiittelkultur, doch verlaufen in Decken-
kultur Glukoseabbau und Milchsiurebildung langsamer, das Wachs-
tum rascher. '

Zitronenséure allein ist als Kohlenstoffquelle fiir das Wachstum
geeignet, doch wird daraus keine Milchsiure gebildet.

Gibt man die im Handel kéufliche Milchsdure als alleinige Kohlen-
stoffquelle, so wird diese sowohl im Bau- als auch im Betriebsstoff-
wechsel verwendet, besonders wenn man junge Myzelien beniitzt,
die vorher in glukosehaltiger Nihrlosung gewachsen sind. Der 6ko-
nomische Koeffizient ist beim Milchsiureabbau mindestens dreimal
so grol} wie beim Glukoseabbau.

Milchséure wird im Gesamt- wie auch im reinen Betriebsstoffwechsel
gebildet. '

Wiéhrend im reinen Betriebsstoffwechsel Qlukoseverbrauch und Milch-
siurebildung je nach Kulturdauer und Temperatur sehr variieren,
ist die Milchsdureausbeute zeitlich konstant und von der Temperatur
unabhéngig.

Beim Gesamtstoffwechsel iiberschreitet die Milchsiureausbeute 50 0%
nicht; im reinen Betriebsstoffwechsel erreicht sie unter optimalen
Bedingungen 759, d. h. aus 2 Glukosemolekiilen entstehen 3 Milch-
sduremolekiile, wie Gleichung (2), S. 65, besagt.
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