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Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat (iottingen

Untersuchungen an Beauveria tenella
(NRRL 2334, 2335, 2336; bisher Agariecus campestris) *

I. Systematik

Von
H. P. MOLITORIS

Mit 7 Textabbildungen

( Eingegangen am 27. Juli 1963)

Die modernen Methoden der Submerskultur im Riihr- oder Schiittel-
verfahren mit Beliiftung vermeiden weitgehend die Nachteile der her-
kémmlichen Verfahren, indem sie ein schnelles, homogenes Wachstum
des Mycels unter reproduzierbaren Bedingungen ermoglichen. Damit
wird eine exakte Untersuchung des Zellmaterials. seines Stoffwechsels
und der Stoffwechselprodukte erméglicht.

Die Vorteile der Submerskultur lassen sich im allgemeinen nur bei der Heran-
zucht von Hefen und anderen einzelligen Mikroorganismen wahrnehmen, wihrend
bei hoheren Pilzen (vornehmlich Basidiomyceten) gewisse Schwierigkeiten auf-
treten. Sie wachsen in Submerskultur meist nur langsam und begrenzt und bilden
Kugeln (..pellets') oder Klumpen (BURKHOLDER u. SINNOTT 1945; SUGIHARA u.
HuMFELD 1954 ; JENNISON 1956; BEXKO 1958; RoBBINS 1958). Diese Mycelklumpen
sind wachstumsphysiologisch inhomogen. da in verschiedenen Zonen unterschied-
liche Sauerstoff- und Nihrstoffbedingungen herrschen, so daBl im Inneren bereits
Autolyse einsetzen kann. wihrend das Mycel an der Oberfliche noch aktiv wichst.

1948 fand jedoch HuMFELD bei dem Versuch, den Basidiomyceten
Agaricus campestris! in Submerskultur heranzuziehen, einige Stimme
(NRRL 2334, 2335, 2336), die bei einfachen Néhrstoffanspriichen in
Submerskultur ein schnelles, homogenes, hefeahnliches Wachstum zeigten,
das fiir hohere Pilze ungewohnlich war. Diese Stimme wurden, vor allem
unter kommerziellen Gesichtspunkten, in der Folgezeit mehrfach unter-
sucht (HuMFELD 1948; HUMFELD u. SUGIHARA 1949; HUMFELD 1950/51 ;

* Gekiirzte gleichlautende Dissertation der mathematisch-naturwissenschaft-
lichen Fakultit der Universitdt Gottingen.

! In den angelsiichsischen Lindern werden hiufig noch die in der Champignon-
kultur verwandten Staimme als Agaricus campestris bezeichnet, obwohl dieser Name
allein der Wildform mit viersporigem Basidium zukommt, die auch nicht auf
Pferdemist wachst. Der Kulturchampignon trigt wegen seines zweisporigen Ba-
sidiums dagegen den Namen Agaricus (oder Psalliota) bisporus Lange, forma albida
(weiB) und forma avellanea (braun).
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HUMFELD u. StuGrHaRA 1952; SteiHARA u. HUMFELD 1954; O'NEIL 1956;
Bexko 1958; Moustara 1960).

Hierbei hatten sich die erwihnten Stimme fiir stoffwechselphysio-
logische Untersuchungen als besonders geeignet erwiesen. Eigene Vor-
untersuchungen hatten ergeben, dall die Stimme Fett zu speichern ver-
mochten. Die giinstigen Wachstumseigenschaften in Verbindung mit
den Moglichkeiten, moderne Methoden der Stoffwechsel- und Fett-
analyse anzuwenden, lieBen daher Untersuchungen iiber die Fett-
synthese besonders aussichtsreich erscheinen; bei hoheren Pilzen liegen
zu diesem Problem nur wenige Arbeiten vor (JENNISON, RICHBERG u.
KRIKSZENS 1957 ; REUSSER, SPENCER u. SALLANS 1958 ; FALANGHE 1962 ;
Huenes 1962). Fiir diese Untersuchungen sollten nun zunichst in Sub-
merskultur unter normalen Agaricus-Stimmen solche selektioniert und
allgemein charakterisiert werden, die in ihren Eigenschaften den von
HuMFELD beschriebenen Stimmen weitgehend entsprachen.

A. Organismen und Methoden
1. Organismen

Die Agaricus bisporus-Stimme wurden von Prof. KNEEBONE, Penn. State Uni-
versity und den Firmen Hullen/Erlangen. Hullen/Osterode und Witt/Bernkastel
bezogen. — Die als Agaricus campestris bezeichneten Stamme NRRL 2334, 2335,
2336 wurden von Prof. HEsseLTINE, Northern Regional Research Laboratory.
Peoria, zur Verfiigung gestellt. — Die Vergleichsstimme Beauveria bassiana und
Beauveria tenella stammten aus der Sammlung des Centraalbureaus voor Schimmel-
cultures in Baarn/Holland.

2. Nahrmedien

Samtliche Staimme wurden regelmiiBig auf Biomalzagar-Schriagrohrehen (2,50
Biomalz, Kirner Vitabornwerk (imbH; 1,5%/; Agar; pu etwa 5.5) vermehrt, sowie
in Stammkulturen in Reagensgliisern mit kompostiertem. sterilem Pferdemist ge-
halten. Von den .V RRL-Stammen und den Beaureria-Stimmen aus Baarn wurden
Dauerkulturen nach RHopEes (1950) angefertigt.

Zur Untersuchung der Wachstumsgeschwindigkeit und anderer Kultur-
charakteristica wurden feste Substrate aus Kartoffel-. Haferflocken, Kirsch- und
Heuagar angesetzt. Der py-Wert lag dabei jeweils zwischen 5 und 6.

Als fliissiges Nédhrmedium wurde einmal Biomalz-Néahrlosung verwendet.
Hierzu wurde eine entsprechende Menge Biomalz in aqua dest. gelost und mit
NaOH auf py = 8.0 gebracht. Die Sterilisationszeit in den Erlenmeyerkolben
betrug, wie auch bei allen anderen Substraten. 15 min bei 1.2 atii.

Weiterhin wurde das Medium nach HtMFELD u. StciHARA (1949) verwendet.
Grundmedium: KH,PO, 0.87 g; MgHPO, 0,40 g; CaCl, - 2 H,0 0.37 g; H,S0, 2.0 n
5.7 ml; Spurenelementlésung (FeCl; - 6 H,O 0,50 g; MnCl, - 4 H,O 0,36 g; ZnCl,
0,20 g; CuSO, -5 H,0 0.05 g; aqua dest. auf 1000 ml) 20.0 ml; Glucose 50,0 g
(= 5%,); aqua dest. auf 900 ml. Stickstoffquelle: 3°/, Harnstofflosung in aqua dest..
steril filtriert. Das Grundmedium wurde mit NaOH auf py 4.5 gebracht. in Mengen
zu je 36 ml in 300 ml Erlenmeyerkolben mit Watte- oder Schaumstoffhauben ein-
gefiillt, autoklaviert (15 min bei 1,2 atii) und dann unter sterilen Bedingungen mit
je 4 ml der Harnstofflosung versetzt (Endkonzentration Harnstoff = 0,3%/,, Stick-
stoff = 0,14%/).
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Fiir die Vergleichsversuche mit Beaureria wurde zusitzlich das Medium nach
MacLeop (1954a) verwendet. Grundmedium: KH,PO, 1.5 g; Na,HPO, - 12 H,0
1.5 g; MgSO, - 7 H,0 0,025 g; CaCl, - 2 H,0 0.025 g; (NH,),S0, 3,0 g (N-Konzen-
tration = 0.064%/,); Spurenelementlosung [Fe(NH,),(SO,), - 6 H,O 0,05 g; ZnSO,
-7 H,0 0.05 g; MnSO, - H;0 0.05 g; aqua dest. auf 1000 ml] 20,0 ml; Glucose 10.0 g
(= 1%,); aqua dest. auf 1000 ml. Der pg-Wert wurde mit H,S0, ebenfalls auf 4.5
cingestellt und je 40 ml der Lésung in 300 ml Kolben sterilisiert. Bei einem Anfangs-
pu von 4,5 war unter den gewiihlten Sterilisationsbedingungen die Caramelisierung
des Kohlenhydrats so gering, daB sich eine getrennte Sterilisation eriibrigte.

3. Methodik

a) Versuche auf festem Substrat. Einsporkulturen wurden durch Aus-
spateln verdiinnter Sporensuspensionen auf Agarplatten und Uberimpfung der
gekeimten Einzelsporen (mikroskopische Kontrolle!) auf Schrigrohrchen her-
gestellt.

Die Mikroaufnahmen wurden mit einem Zeiss-Winkel-Standard-Mikroskop
(Neofluare), der Contax-Kleinbildkamera und der Leitz Mikrophotoausriistung
(Photoaufsatz Grundkérper 1I, Belichtungsmefgerit, Elektronenblitzgerit Uka-
tron 1I) angefertigt.

Fiir die Infektionsversuche wurden Agaricus-Fruchtkorper (autoklaviert und
nicht autoklaviert) in Erlenmeyerkolben mit Wattehauben mit dem Beauveria-
Mycel beimpft und bei 25° C inkubiert.

Um die Stimme zur Fruchtkérperbildung zu bringen, wurde aus den Mycelien
..Brut‘* hergestellt und diese unter verschiedenen normalen Betriebsbedingungen
(Fa. Hullen/Erlangen) weiterverarbeitet.

Zum Nachweis der Katalase wurde ein Myecelstiick einer aktiv wachsenden
Biomalzagarkultur mit frisch angesetzter 3°/, H,0,-Losung iiberspiilt. Blasen-
bildung zeigte einen positiven Ausfall der Reaktion an.

Die Enzyme Laccase, Peroxydase und Tyrosinase wurden an Biomalzagar-
kulturen nach Lyr (1958) nachgewiesen.

b) Versuche in Submerskultur. Die Anzucht der Zellen erfolgte in Schiittel-
kultur. Beimpft wurde mit Mycelstiickchen (535 mm) einer mindestens 3 Wochen
alten Biomalzagarkultur. 300 ml Erlenmeyerkolben mit Schaumstoff oder Watte-
hauben und je 40 ml Nihrlosung wurden nach der Beimpfung aerob bei 27° C auf
der Schiittelmaschine (3 em Weg, 150 Hin- und Hergiinge/min) inkubiert. Es er-
wies sich als vorteilhaft, taglich den sich bildenden Mycelrand abzuschiitteln.

Die py-Messung wurde mit der Glaselektrode und dem py-MeBgerit der Fa.
Metrohm, Herisau/Schweiz. vorgenommen.

Die Ernte des Zellmaterials erfolgte durch Abnutschen auf Kieselgur-Filter-
papier (Schl. & Sch. Nr. 287) und zweimaliges Waschen mit aqua dest.

Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurden die Filter bis zur Gewichts-
konstanz bei 105° C getrocknet und nach Abkiithlung im Exsiccator gewogen. Fiir
die Leergewichtsbestimmung wurden dic Filter entsprechend vorbehandelt.

Die Bestimmung der Glucose im Kulturmedium wurde mit dem Anthron-
reagens nach HEwrTT (1958) mit dem Zeiss-Photometer PMQ II durchgefiihrt.

B. Versuche und Ergebnisse
1. Versuche zur Mutantenisolierung aus Agaricus bisporus-Stammen
Zur Auswahl der fir die geplanten Untersuchungen geeigneten

Stamme wurden zundchst Submers-Schiittelkulturen mit normalen
Stimmen von Agaricus bisporus angesetzt. Diese Voruntersuchungen
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zielten darauf ab. selbst Stimme zu selektionieren. die in Submerskultur
gut wachsen. eine homogene Suspension liefern und in ihren Eigen-
schaften den von HuMreLD auf dhnlichem Wege (1950/51) isolierten
Stimmen gleichen. Es wurden dazu normale, in der Champignonkultur
verwendete Vielsporenkulturen. sowie aus Sporen gezogene Einspor-
kulturen eingesetzt.

Die Erlenmeyerkolben mit 40 ml Néhrlosung (5°/, Biomalz bzw.
Humfeld-Medium) wurden mit aktiv wachsendem Mycel von Biomalz-
Schragrohrehen beimpft und auf der Schiittelmaschine bei 27° C in-
kubiert. Am 9. Tag wurde geerntet und die Kolben auf py, Trocken-
gewicht. makroskopisches und mikroskopisches Aussehen untersucht.
Von den untersuchten 14 Vielspor- und 44 Einsporkulturen zeigte keine
Merkmale. wie sie von HUMFELD beschrieben wurden. Es wurden daher
die von HUMFELD isolierten Stamme vom Northern Regional Research
Laboratory. Peoria. als Agaricus campestris NRRL 2334, 2335. 2336 be-
zogen und mit den normalen Adgaricus-Stimmen nach verschiedenen
Gesichtspunkten verglichen.

2. Vergleich der NRRL-Stamme mit Agaricus bisporus
a) Eigenschaften auf festem Substrat

Bei der Uberimpfung der NRRL-Stimme auf festes Niahrsubstrat
zeigten sich viele Einzelkolonien, die auf eine starke Conidien- oder
Oidienproduktion hinwiesen. Das Mycel war pelzartig bis wattig, bis
etwa 8 mm hoch, zunichst rein weill. bildete keine Strange, wuchs
schnell, wurde im Alter gelblich unter Hautbildung und zeigte dann
Guttationstropfen.

Tabelle 1. Enzymnachweise auf Biomalz-Agarplatten

Agaricus bisporus NRRL-Stimme
Stimme i ; -
E33 ) 1 1 1 20 22 2334 | 2335 | 2336
Enzyme!: : ‘
Tyrosinase S e b f.,;‘-,- - -
Laccase I ,‘-1‘-14.‘*j*;- se e
Katalase | - X e (s (e )
Peroxyvdase bo— - (+) (+) | (=)
! Stiirke der Enzymreaktion: + + + = sehr stark positiv; + + = stark positiv;
+ = deutlich positiv; (+) = schwach oder unregelmaBig positiv: — = negativ.

Normales Adgaricus-Mycel wuchs langsamer, zeigte hdufig Strang-
und Sektorenbildung und schied keine Guttationstropfen aus. Auf
kompostiertem Pferdemist riefen die NRRL-Stimme nicht die fiir
Agaricus typische Rotbraunfirbung hervor. sondern firbten das Sub-
strat schwiérzlich. Sie wuchsen hier zunichst schnell, blieben dann aber
im Wachstum zuriick.
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Ein Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeiten auf Biomalzagar-
platten (25° C;: 7 Tage) ergab bei neun getesteten Adgaricus-Stimmen
einen durchschnittlichen téaglichen Zuwachs des Koloniedurchmessers
von 0.19 cm, bei den NRRL-Stimmen jedoch von 0.36 em/Tag.

Eine Untersuchung der auf Biomalzagarplatten gebildeten Enzyme
ergab die in Tab.1 gezeigten Verhiltnisse (vgl. auch BExKo 1958).

Tabelle 2. Vergleich normaler Agaricus-Stimme mit den. N RRL-Stdmmen

Agaricus bisporus NRRL-Stimme

Untersuchung/Merkmal | (Mittelwerte) ; (Mittelwerte)

A. Festes Substrat
Biomalzagar: !
Einzelkolonien b. Uberimpfen oo ;
Strang- und Sektorenbildung - o
Mycelfarbe ‘ gelbl. — gelbl. weill — gelbl.
Altes Mycel: Hautbildung -

Guttationstropfen -

Enzyme: Tyrosinase [T
Laccase SR -
Katalase BS (+)!
Peroxydase — ()
komp. Pferdemist :
Anfangswachstum i langsam schnell
Verfiarbung | rot schwarz
Durchwachsung ‘ vollig unvollstindig

Fruchtkorperbildung CoF —

B. Submerskultur
Sudanophile Granula b= [
Sekundirsporenbildung -
(hampignon-Geruch und Geschmack ' - —

Kulturcharakter Kugeln feindispers

Vakuolisierung der Zellen 3 spit i ab 2—3 Tag

Hyphendurchmesser j . 3—9 2—4

Ernte: 9.Tag? mg Tr.S./ml N.M. [ l
Humfeld-Medium ' 0.3 ' 16.1
Biomalzmedium ! 0.9 ' 5.6

! Schwache oder unbestindige Reaktion.
% Schiittelkultur. beimpft mit Agarmycelstiickchen; mg Tr.S./ml N M. = mg
Trockensubstanz/ml Nahrmedium.

b) Eigenschaften in Submerskultur
In Schiittelkultur (Beimpfung mit Mycelstiickchen, Ernte am 9. Tag),
wuchsen die NRRL-Stimme in einem einfachen, synthetischen Néhr-
medium (HUMFELD u. SuciHArA 1949) gut, die normalen Agaricus-
Staimme jedoch nicht. In einfacher 5°/, Biomalzlosung gediehen beide,
die NRRL-Stamme jedoch auch hier weit besser (Tab.2).
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Die NRRL-Stamme unterschieden sich von den normalen Stimmen
auch morphologisch (HumreLp 1948; HumreLp 1950/51). Vom dritten
K‘ﬂ.tlll't&ge an wurden nimlich massenhaft sporenihnliche Gebilde pro-
duziert, die HuMFELD in Anlehnung an Krieman (1942) | secondary
spores‘‘ nennt.

KLiGMAN bezeichnete damit chlamydosporenartige, meist runde Zellen in
(ab 3 Monate) alten Hyphenverbinden auf festem Substrat, die durch Lingen-
verkiirzung und Anschwel-
len intercalar, also im Zell-
verband entstehen und die-
sem ein charakteristisches
kettenihnliches  Aussehen
verleihen (Abb.1). Diese
..Kette* kann dann in die
einzelnen Sekundirsporen
zerbrechen und jede davon
zu einem neuen Mycel aus-
keimen.

Beidenvon HUMFELD
beschriebenen Stimmen
entstehen die von ihm
ebenfalls als ,,secondary
spores  bezeichneten,
meist ovalen bis ling-
lichen Zellen dagegen
terminal an jungen, ak-
tiv wachsenden Mycelien
in Flissigkeitskulturen
und bilden keine ,,Ket-
ten** (Abb.2). Diese in
groller Zahl gebildeten
Sekundérsporen (sie
sollen im folgenden
weiter so  bezeichnet
Abb. 1. Sekundirsporen bei normalen Agaricus-Stimmen in werd.en) gel_)en der Sus'

festem Substrat [aus KLIGMAN (1942)] pension ein ziemlich
homogenes, feinflockiges

Aussehen, wihrend die normalen Agaricus-Stimme in Submerskultur
in Form von Klumpen und Kugeln verschiedener GroBe wuchsen.

Die Hyphender N RR L-Stimme waren diinner, linger und frither vakuo-
lisiert als beinormalen Agaricus-Stimmen und wiesen stark lichtbrechende
Granula auf, die sich als Sudan-positiv erwiesen. Die Wachstumskurve
(Beimpfung mit Agarmycelstiickchen) erreichte bei den NRRL-Stimmen
ihr Maximum am 6.—7. Kulturtag, wihrend die normalen Agaricus-
Stimme ein Vielfaches dieser Zeit benéotigten (vgl. auchTRESCHOW 1944).
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Entwickelten die Agaricus-Stimme auch in Submerskultur einen
angenehmen, typischen Champignongeruch und Geschmack (vgl. auch
BENKO 1958, sowie BLock in Eppy 1958), so fehlte dieser den NRRL-
Stimmen ganz oder wurde nur als wohlriechend, angenehm und nuf-
artig (Sucrmara u. HumreLD 1954) angegeben. In eigenen Versuchen
konnte bei dem Mycel kein champignonartiger Geruch festgestellt

- — B

B . °
Abb. 2. Sekundirsporenbildung in Submerskultur, Humfeld-Medium, Stamm NRRL 2334 (% 640)

werden, der Geruch der Kulturen war teilweise sogar unangenehm und
stechend, besonders bei hoheren Stickstoffkonzentrationen (Am-
moniak!).

¢) SchluBfolgerungen
HumreLD hatte unter etwa 40 in Submerskultur untersuchten nor-
malen Agaricus-Stimmen der weien und braunen Form drei so ,,mu-
tierte oder ,,adaptierte” Stimme gefunden (HumreLD 1950/51). In
eigenen Versuchen konnten jedoch aus einem noch gréBeren Vergleichs-

material keine derartigen Stimme in Submerskultur selektioniert
werden.

Betrachtet man nun ein in so vielen Punkten differierendes morpho-
logisches und physiologisches Verhalten (Tab.2), so liegen Zweifel an
der Identitit der NRRL-Stimme nahe. Es ist auch unwahrscheinlich,
daB durch einen Mutationsschritt in Submerskultur in mehreren Fillen
so viele Merkmale gleichartig verindert wurden und daB sich in eigenen
und auch anderen Nachuntersuchungen (Bexko 1958; Eppy 1958) keine
derartigen Mutationen oder Adaptationen finden lieBen. Vor weiter-
gehenden physiologischen Untersuchungen erschien es daher angebracht,
die Stimme nachzubestimmen.
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3. Nachbestimmung der N RRL-Stiamme

: a) Untersuchung der Hauptfruchtform
Al.miichst wurde aus den NRRL-Stimmen und einigen normalen
Agaricus-Stimmen im Labor der Fa. Hullen, Erlangen, , Brut® zum
..Bespicken** der Beete hergestellt. In den Anlagen des Betriebes wurde

AP Rl | Pl W
Abb. 3. Ca-Oxalat-Kristallnadeln, normaler Agaricus-
Stamm, Hiingetropfen, Biomalzagar (x150)

& -
Abb. 4. Ca-Oxalat-Kristallnadeln, normaler Agaricus-
Stamm, Hingetropfen, Biomalzagar ( > 1000)

dann unter verschiedenen
Bedingungen versucht, die
Stammezur Fruchtkorper-
bildung zu bringen. Dies
gelang bei den normalen
Agaricus-Staimmeninallen
Fillen,die NRR L-Stimme
dagegen wuchsen nicht
einmal in das Deck-
material hinein, starben
bald ab und bildeten keine
Hauptfruchtform. Dieses
Ergebnis bestitigt auch
die Befunde von HUMFELD
u. SUGTHARA (1952).

b) Untersuchung
der Nebenfruchtform

Zur Gewinnung von
Nebenfruchtformen wur-
den Hingetropfenkultu-
ren auf Biomalzagar an-
gesetzt. Bei normalen
Agaricus-Stammen bildete
sich in allen Fillen an
ganzen Hyphenabschnit-
ten ein typischer (SArRAzIN
1951), dichter Besatz von
nadelformigen Ca-Oxalat-
kristallen (Abb.3 und 4),
der bei den NRRL-Stam-
men stets fehlte.

Der Hyphendurch-
messer betrug bei Agari-
cus bisporus 2,5—58 u,

bei den NRRL-Stimmen 1,1—4,7 u. Letztere bildeten auch am Deck-
glas stets eigenartig angeschwollene, gekriimmte oder gelappte Ver-
zweigungen in der Art von Appressorien (Abb.5), wie sie bei pathogenen
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Pilzen hiufig sind, die aber bei den normalen Agaricus-Stimmen nicht
auftraten.

In Abb.6 ist deutlich zu sehen, wie eine fertile Hyphe, die in der
Tiefe Conidien ausgebildet hat, an ihrem Ende, beim Auftreffen auf das
Deckglas der Hangetropfenkultur durch diesen mechanischen Reiz zur
Appressorienbildung veranlaBt wird.

. ¥ L5 %
Abb. 5 Abb. 6

Abb.5. App rienbild am Deckglas einer Hingetropfenkultur, Biomalzagar, Stamm N RRL 2335
( X 1000)
Abb.6. Appressorien- und Conidienbildung, Hingetropfenkultur, Stamm NRRL 2335 (% 640)

Es wurden weiterhin nur bei den NRRL-Staimmen vom 3. Tage an
farblose, asexuelle Sporen (Conidiosporen) an meist flaschenférmig an-
geschwollenen Zellen gebildet (Abb.6, 7).

Auf Grund der bis dahin gewonnenen Befunde (Tab.2) lieB sich
bereits feststellen, daB die drei NRRL-Stimme, die untereinander kaum
Unterschiede aufweisen, nicht zu den Basidiomyceten gehéren, sondern
innerhalb der Fungi imperfecti zu den Moniliaceen zu stellen sind.

¢) Morphologische Untersuchungen’

Zunichst wurden Entwicklung und Form der asexuellen Fort-
pflanzungsorgane in Objekttriger- und Hingetropfenkulturen genauer
untersucht. Die Conidiophoren erscheinen als gewéhnliche, undifferen-
zierte, septierte Hyphen und tragen die sporogenen Zellen (MacLeop

1 Die folgenden Untersuchungen zur Identifikation wurden im ,,Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Baarn, Holland*“ durchgefiihrt.

Arch. Mikrobiol., Bd. 47 b}
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1?54b). Diese sitzen entweder terminal in Wirteln bis zu dreien oder
einzeln direkt an den Conidiophoren und sind einzellig, variabel in Form
und GréBe, jedoch meist bauchig bis flaschenférmig (Abb.7).

Weit iiber 50°/, der Conidiosporen sind oval bis linglich. Sie sind
farblos, hyalin, von glatter Oberfliche und sitzen so dicht am Mittel-
faden, daB dieser kaum erkennbar ist. In ilteren Kulturen kommen
auBerdem noch lingliche Makrosporen vor. Die Male der Conidiosporen
sind 1,8—4.,5 4 1,8—32 u, die der Makrosporen 6,6 —9.4 42432 u.

Abb. 7. Conidienbildung an flaschenformigen Zellen, Hiingetropfenkultur, Biomalzagar, Stamm
NRRL 2336 (x1600)

An Hand dieser Daten, der Literatur und des reichlichen biologischen
Vergleichsmaterials wurden die drei NRRL-Stimme als Gattung
Beauveria bestimmt und auf Grund der iiberwiegend ovalen Sporenform
zur Art Beauveria tenella (Delacr.) Siem. gestellt.

4. Vergleich mit authentischen Beauveria-Stimmen

Um die Bestimmung zu sichern, wurde nun noch die Conidiosporen-
und Sekundirsporenbildung bei den NRRL-Staimmen und zwei authen-
tischen Beauveria-Stimmen (Beauveria bassiana und Beauveria tenella)
untersucht. AuBerdem wurde von Stamm NRRL 2335 eine Einspor-
kultur hergestellt und mit der entsprechenden Vielsporkultur
verglichen, wobei weder auf festem noch in flissigem Substrat
Unterschiede festzustellen waren, so dall das Material als einheitlich
angesehen werden konnte. Der Vergleich dieser Kulturen mit den
authentischen Beauveria-Stimmen ergab ebenfalls keine Unterschiede
auf festem und fliisssigem Substrat.

Auf verschiedenen festen Nihrmedien (Haferflocken-, Heu-, Kar-
toffel-, Kirsch- und Malzagar) zeigten die NRRL-Einspor- und Viel-
sporkulturen gegeniiber den Beauveria-Stimmen kaum Unterschiede
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in Aussehen, Mycel- und Conidienfarbe. Die Werte der Wachstums-
geschwindigkeit bei den NRRL-Stimmen liegen ziemlich nahe bei-
einander und zwischen den Werten von Beauveria bassiana und Beauveria

Tabelle 3. Vergleich der N RRL-Stidmme mit authentischen Beauveria-Stimmen

Untersuchung/Merkmal

r Agaricus bigporus

(Mittelwerte)

N RRL-Stimme
(Mittelwerte)

Authent. Beauveria
(Mittelwerte)

A. Festes Substrat (Biomalz)
Platten:

Temperaturoptimum °C 2324 2325 22-25/23-27*
Wachstumsgeschwindig-
keit bei 25°C cm/Tag 0,19 0,36 0,31
Mycelfarbe gelbl.— gelbl. weill— gelbl. weill— gelbl.
Enzyme: Tyrosinase - -
Laccase ++ —[+++1
Katalase (+)2 +
Peroxydase (+)* -
Héangetropfen:
Ca-Oxalatnadeln + — —
Appressorien — + +
Sporogene Zellen — + farbl. +farbl.
Linge u 3,0—-25,0 3,0—-28,0
grofiter @ pu 0,7— 2,3 1,0— 3,5
kleinster & u 0,3— 1.1 0,5— 1,0
Conidiosporen — + farbl. -+ farbl.
Lange p 1,8—4,5 2,0— 6,0
g u 1,8-3,.2 1,5— 3,0
Makrosporen - I+ farbl. +farbl.
Linge u i 6,6—9,4 7,0—12,0
& " 2,4-3,2 3,0— 3,5
B. Submerskultur
sudanophile Granula — + +
Sekundérsporen — + -
Humfeld-Medium:
Farbe, Geruch, Aus-
sehen gleich gleich
Ernte: 6.Tag® mgTr.S./
ml N.M. 15,5 14,5
pr-Anderung 4,3 ->68 43 > 64
MacLeod-Medium:
Farbe, Geruch, Aus-
sehen gleich gleich
Ernte: 6.Tag? mg
Tr.S./ml N.M. 3.1 2,9
pH-Anderung 4,5 —~ 2,2 4,5 —> 3,5

1 Beauveria bassiana/Beauveria tenella.
2 Schwache oder unbestandige Reaktion.
3 Schiittelkultur, beimpft mit Agarmycelstiickchen.

5*
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tenella (Tab.3). Das Temperaturoptimum befindet sich bei den NRRL-
Stimmen zwischen 23 und 25° C, bei Beauveria bassiana zwischen 22
und 25° (. bei Beauveria tenella zwischen 23 und 27° C.

Die Enzymuntersuchung ergab, daB von beiden Gruppen weder
Tyrosinase noch Peroxydase gebildet wurde, Laccase war reichlich
(bei Beauveria bassiana jedoch nicht) und Katalase wenig vorhanden
(Tab.3).

In Hingetropfenkulturen zeigten auch die authentischen Beauveria-
Stimme Appressorien-Bildung und stimmten in Form und GréBe der
sporogenen Zellen und Conidien weitgehend mit den NRRL-Stimmen
itberein. die Conidiosporen saflen jedoch bei den authentischen Beauveria-
Stimmen lockerer am Mittelfaden.

In Submers-Schiittelkulturen wurden vergleichende Untersuchungen
durchgefithrt mit dem Nihrmedium nach HuMFELD und einem ahnlich
zusammengesetzten synthetischen Néhrmedium, das MacLEoD (1954a)
fiir Beauveria angibt. In Farbe, Geruch, Feinheit der Verteilung, sowie
im mikroskopischen Aussehen der Kulturen, der Tendenz der py-An-
derung im Medium und der Erntemenge herrschte auch hier weit-
gehende Ubereinstimmung (Tab.3). Wahrend im Medium nach MacLEop
jeweils stark aufgetriebene und vakuolisierte Zellen entstanden. wurde
im Humfeld-Medium normales Mycel gebildet.

Fallt man die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zusammen, so be-
stitigen sie die Bestimmung der NRRL-Stimme als Beauveria tenella
(MoLITORTS 1962a, 1962b).

C. Diskussion der Hauptergebnisse

Bei Vorversuchen mit den fiir eingehendere physiologische Unter-
suchungen vorgesehenen drei ,.Agaricus campestris*‘-Staimmen NRRL
2334, 2335. 2336 traten Zweifel an deren Identitit mit Agaricus cam-
pestris auf. Wie nachgewiesen werden konnte, handelte es sich bei diesen
Stimmen tiberhaupt nicht um die Basidiomyceten-Gattung Agaricus.
sondern um eine zu den Fungi imperfecti gehorende Moniliacee, Beauveria
tenella (Delacr.) Siem.

Um die Moglichkeit auszuschalten, daBl bei den eigenen Unter-
suchungen eine Verunreinigung stattgefunden hatte, wurden die NRRL-
Staimme noch ein weiteres Mal bezogen und untersucht. Sie zeigten
jedoch wiederum die gleichen Eigenschaften.

Da die im Laufe dieser Arbeit gewonnenen Untersuchungsergebnisse
mit den bisher iiber diese Stimme verdffentlichten Befunden iiberein-
stimmen, kann man wohl eine Kontaminierung wihrend der Zeit
zwischen der Erstbeschreibung und den jetzigen Untersuchungen aus-
schlieBen. Die Stimme kénnen wihrend der Erstuntersuchung in Sub-
merskultur als Verunreinigung eingeschleppt worden sein und das
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urspriingliche, langsamer wachsende Agaricus-Impfmaterial iiber-
wachsen haben.

Es gibt aber auch noch eine weitere Erklirungsmoglichkeit: Der
insektenpathogene Pilz Beauveria kommt allgemein auch dort vor, wo
Champignons wachsen oder angebaut werden (BELS, personliche Mit-
teilung), kann aber auch, wie im Verlaufe dieser Arbeit festgestellt werden
konnte, zumindest saprophytisch auf 4Agaricus-Fruchtkérpern existieren.
Bei der Erstisolierung der Stimme durch HUMFELD (1948) wurde als
Impfmaterial fiir die Submerskulturen Mycel verwendet, das von
Agaricus-Fruchtkérpergewebekulturen stammte (SUGIHARA u. HuMFELD
1954). Diese konnten nun aber bereits mit Beauveria (Sporen) infiziert
gewesen sein. Moglicherweise kam also das Beauveria-Material schon mit
dem Impfmaterial in die Submerskultur. Dort iiberwuchs es wegen der
ihm besser zusagenden Lebensbedingungen und der besseren Ver-
mehrungsméglichkeit durch seine Sekundérsporenbildung den langsam-
wiichsigen Agaricus-Stamm. Durch &uBerliche Ahnlichkeit des Kolonie-
wachstums blieb die Verunreinigung bisher verborgen.

Nach diesem Untersuchungsergebnis ist es nicht mehr verwunder-
lich, daB die Nahrungsmittelindustrie ihre mit den angeblichen Agaricus-
Stammen nach einigen Patenten (HuMrELD 1952; HUMFELD 1954;
SzuEcs 1958) aufgenommene Mycelproduktion fiir Suppen und dhnliche
Verwendungszwecke nach einiger Zeit wieder aufgab (STOLLER 1954),
da dem Produkt der typische Champignongeschmack fehlte.

VINING, KELLEHER u. SCHWARTING (1962) berichteten kiirzlich iiber einen dhn-
lichen Fall; ein angeblicher Stamm von Amanita muscaria, der in Submerskultur
unter Sekundirsporenbildung gut wuchs, konnte spiter als Beauveria bassiana
identifiziert werden.

Zusammenfassung

Die drei als Agaricus campestris vom Northern Regional Research
Laboratory, Peoria, Ill., bezogenen Stimme NRRL 2334, 2335, 2336,
wurden mit authentischen Agaricus-Stdimmen verglichen. Auffallende
morphologische und physiologische Unterschiede veranlaBten eine Nach-
bestimmung der NRRL-Stamme. Danach gehéren diese nicht den
Basidiomyceten, sondern innerhalb der Fungi imperfecti der Moniliaceen-
gattung Beauveria an.

Summary
Three fungal strains (NRRL 2334, 2335, 2336), supposedly Agaricus
campestris and obtained from the Northern Regional Research La-
boratory, Peoria, Ill., were compared with authentic Agaricus strains.
The observed morphological and physiological differences led to the
identification of the former (NRRL 2334, 2335, 2336) as Fungi imper-
fecti (Family Moniliaceae, Genus Beauveria) and not as Basidiomycetes.
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Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft.

Herrn Prof. Dr. H. G. SCHLEGEL danke ich fiir sein reges Interesse an der
Arbeit und ihre stete Forderung.
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In dem vorausgegangenen Teil der Arbeit (MoLiTORIS 1963a) wurde
iiber allgemeine Charakteristica, die Morphologie und systematische
Stellung der Stimme NRRL 2334, 2335, 2336 berichtet. Sie konnten als
Beauveria tenella (Delacr.) Siem. identifiziert werden. Im folgenden soll
iber die weiteren Untersuchungen beziiglich des Wachstums, des Stoff-
wechsels und der Fettspeicherung dieser Stimme sowie ihrer Enzym-
aktivitdten berichtet werden.

Die Pilze der Gattung Beauveria erregten zuerst Aufmerksamkeit als Erreger
der im 18. und 19. Jahrhundert beriichtigten Krankheit des Seidenspinners (Bombyx
mori L.). die damals der Seidenindustrie betrichtliche Verluste verursachte.
AcosTiNO Bassl isolierte 1834 von einer infizierten Seidenspinnerraupe den spiter
nach ihm benannten Pilz Beauveria bassiana als den Erreger dieser Krankheit und
war damit wohl der erste Untersucher (FiLpes 1951), der ein ,,kleines Lebewesen**
als Erreger einer Krankheit entdeckt und beschrieben hat.

Die systematische Stellung der Beauveria-Arten wechselte im Laufe der Zeit
hiufig, bis schlieSlich MacLeEop (1954a, 1954b) diese Gattung eingehend nach-
untersuchte. Er reduzierte die zahlreichen Arten nach Abtrennung anderer Gat-
tungen auf zwei, nimlich Beauveria bassiana und Beauveria tenella, die sich nur
durch ihre Sporenform unterscheiden.

Die Untersuchungen an Beauveria wurden hauptsédchlich im Hinblick auf ihren
Parasitismus an Insekten durchgefiihrt (MADELIN 1960), einerseits als unerwiinsch-
ter Erreger der Seidenspinnerkrankheit, andererseits aber auch als willkommener
Helfer in der biologischen Bekdmpfung von Schadinsekten wie des Kartoffelkifers
(Leptinotarsa decemlineata L.), des Maikifers (Melolontha melolontha L.) und anderer
(vgl. Fraxz 1961).

In jiingerer Zeit wurden auch Versuche iiber die Wachstumsanspriiche in
Submerskultur angestellt (MacLeop 1954b; HuBER 1958; CORDON u. SCHWARTZ
1962), sowie iiber die Produktion von Chitinase (HUBER 1958; CLavus 1961), die der
Pilz fir die Durchdringung der Insektencuticula benotigt.

Durch die Identifizierung der bisher als Agaricus campestris geltenden
Stimme NRRL 2334, 2335, 2336 als Beauveria tenella, tragen nun auch
die an ihnen durchgefithrten Untersuchungen zur Kenntnis der Gattung
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Beauveria bei. Diese Versuche wurden vor allem unter kommerziellen
Aspekten zum Einsatz des Pilzes in der Champignonkultur, oder zur
Herstellung von Mycel fiir Suppen und #hnlichem durchgefiihrt.

Sie beschiftigten sich mit Kulturverfahren, Nihrstoffanspriichen und dem
EinfluB verschiedener Faktoren auf Entstehung und Verbesserung des erwiinschten
Champignongeschmackes (HuMFELD 1948; HUuMFELD u. SUGIHARA 1949; HUMFELD
1950/51; HUMFELD u. SUGIHARA 1952; SucrHARA u. HUMFELD 1954; SzUECS 1956;
O’NEIL 1956; BENKO 1958; REUSSER, SPENCER u. SALLANS 1958; MOUSTAFA 1960;
FALANGHE 1962).

Ein in Submerskultur gut wachsender Stamm des Fliegenpilzes Amanita mus-
caria L., wurde kiirzlich ebenfalls als Beauveria (bassiana) identifiziert. Mit ihm
waren bereits Submerskulturversuche iiber Nihrstoffanspriiche und einen aus-
geschiedenen Farbstoff durchgefiihrt worden (PacrFIcr et al. 1960; Vining, KEL-
LEHER u. SCHWARTING 1962).

A. Organismen und Methoden

1. Organismen
Es wurden wiederum die Stamme NRRL 2334, 2335, 2336 verwendet und auf
Biomalzagar-Schrigrohrchen (2,5°/, Biomalz, 1,5°), Agar, pu 3,5) durch Sporen-
itberimpfung vermehrt.

2. Ndhrmedien

Wie in der vorhergehenden Arbeit (MoLToRIS 1963 &) kamen Biomalznéhrlésung
und das Medium nach HUMFELD u. SuGIHARA (1949) zur Verwendung und wurden
ebenso angesetzt. Weiterhin wurde ein Mineralmedium folgender Zusammensetzung
benutzt: Grundmedium: KH,PO, 1,0 g; MgSO, - 7 H,0 0,4 g; CaCl, 0,15 g; H,SO,
1,0 n 1,5 ml; Spurenelementlésung (FeCl, - 6 H,0 0,25 g; MnCl, - 4 H,0 0,36 g;
ZnCl, 0,20 g; CuSO, - 5 H,0 0,005 g; aqua dest. auf 1000 ml) 20,0 ml; C-Quelle (ver-
schiedene Mengen Biomalz oder Glucose); aqua dest. auf 900 ml; mit NaOH auf
pPr 7,5. Stickstoffquelle: 1°/, Harnstofflosung in aqua dest., steril filtriert. Das
Grundmedium wurde zu je 36 ml in 300 m] Erlenmeyerkolben gefiillt, autoklaviert
(15 min bei 1,2 atii) und dann unter sterilen Bedingungen mit je 4 ml der Harnstoff-
l6sung versetzt (Endkonzentration Harnstoff = 0,1°/,; Stickstoff = 0,05%/,).

Aus Testbestimmungen ergab sich, daB unter den gewihlten Bedingungen die
Ca"ran.lelisierung der Glucose so gering war, daB sich eine getrennte Sterilisation
eriibrigte. Bei Versuchen mit zusitzlichen C-Quellen in kleinen Mengen (Crotonat,

Acetgt, Lactat, Pyruvat) wurden diese mit dem Harnstoff steril filtriert und zu-
gegeben.

3. Methodik

a) Zellanzucht und Ernte

Die Anzucht der Zellen erfolgte entweder in Schiittelkolben (300 ml Erlen-
meyerkolben, 40 ml Inhalt, Watte oder Schaumstoffhauben, Schiittelmaschine mit
3 cm Weg und 150 Hin- und Hergiingen/min) oder in Rithrkultur bei jeweils 27°C
im Dunkeln. Von den Kolben wurde téglich der sich bildende Rand abgeschiittelt.
Die Riihrkultur wurde in 2 1-Zweihals-Rundkolben durchgefiihrt. Diese enthielten
je 11 Nahrlosung, die magnetisch geriihrt (etwa 650 U/min) und gleichzeitig mit
steriler, befeuchteter Luft (etwa 60 1/Std/l Nihrlosung) durchstromt wurde
(SCHLEGEL, KALTWASSER u. GOTTSCHALK 1961).

Beimpft wurde jeweils entweder direkt mit Agarmycelstiickchen (5X5 mm)
einer mindestens 3 Wochen alten Biomalzagarkultur oder im Verhaltnis 1:10 mit
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einer 3 Tage alten Vorkultur, die bei 27° C auf der Schiittelmaschine angezogen
wurde.

Tabelle 1. Aufarbeitungs-Schema der Fliissigkeitskulturen

A B
Dreimal je 1 Schiittelkolben Inhalt von mind. 3 Schiittelkolben
(oder Riihrkulturprobe) (oder Riihrkulturproben)

v v

Py, makroskop. und mikroskop. Unters.  pg, makroskop. und mikroskop. Unters.

v v

Abnutschen auf Kieselgurfilterpapier Abzentrifugieren, zweimal waschen
(Schl. & Sch. Nr. 287), waschen {
< N v
Filter Filtrat Gefriertrocknen, 24 Std, —40° C
¥ ‘ |
Ofentrocknung 105° C v
24 Std Tr. Gew. (Gefriertr.)

v v N
Abkiihlen, Exsiccator AufschluB3. Extraktion Veraschung
1 Std | !
¥ ; :

Tr. Gew. (Ofentr.) Fettgehalt N-Gehalt
i (Mikrokjeldahl)

auf 100 ml auffiillen

7 N\

Restharnstoff Restglucose

Die Ernte der Zellen erfolgte nach dem Schema in Tab.1. Falls erforderlich,
wurden die Zellen nach dem Abzentrifugieren bis zur Weiterverarbeitung bei
—20° C eingefroren. Wenn nicht anders vermerkt, wurden fiir jeden Wert drei
Kolben oder Proben aufgearbeitet und das Mittel der Parallelbestimmungen an-
gegeben.

b) Bestimmungsmethoden

Das Trockengewicht der Zellen wurde wieder durch Ofentrocknung (105° C)
bestimmt, oder dasMaterial wurde in einer Gefriertrocknungsanlage der Fa. Schiitt/
Gottingen bei —40° C und 10-2 Torr bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und in
den Trocknungskolben gewogen.

Die pu-Messung wurde mit der Glaselektrode und dem py-MefBgerit der Fa.
Metrohm, Herisau/Schweiz vorgenommen.

Die Bestimmung der Glucose im Kulturmedium wurde mit dem Anthron-
reagens nach HEWITT (1958) in einem Zeiss-Photometer (PMQ II) durchgefiihrt;
die Methode wurde durch einige Parallelbestimmungen mit dem Fehlingschen
Reagens nach LEEMANN, MAQUENNE u. SCHOORL (1932) gepriift.

Der Harnstoff im Kulturfiltrat wurde enzymatisch mit Urease (Merck 8489)
nach BATER u. MoLL (1960, modifiziert nach eigenen Erfahrungen) bestimmt.

Die Ermittlung des Mycelstickstoffgehaltes erfolgte im Mikrokjeldahl nach
PELCZAR, HANSEN u. KoNETZKA (1956).
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c) Lipiduntersuchung

Fiir alle Extraktionen wurde gefriergetrocknetes Mycel verwendet.

Extraktion ohne vorhergehenden AufschluB: Das Mycel wurde allein durch
Schiitteln mit verschiedenen Losungsmitteln in Erlenmeyerkolben auf der Schiittel-
maschine bei 27° C extrahiert. AnschlieBend wurde es auf Kieselgur-Filterpapier
(Schl. & Sch., Nr.287) abfiltriert, nachgewaschen und der Extrakt auf ein be-
stimmtes Volumen aufgefiillt.

Zur Extraktion im Soxhlet-Perforator wurden je 500 mg Trockensubstanz mit
je 50 ml Ather bei 50° C 24 Std lang behandelt.

AufschluB mit dem Mickle-Desintegrator: Je 250 mg Trockensubstanz wurden
durch Schiitteln mit je 1 cm® Glaskugeln (1 mm @) und 5 ml Ather je GefaB me-
chanisch aufgeschlossen. Schiittelzeit und Intensitit wurden variiert. Das auf-
geschlossene Mycel wurde mit 45 ml Ather in 300 ml Erlenmeyerkolben iiberfiihrt
und 24 Std wie oben auf der Schiittelmaschine extrahiert und weiterbehandelt.

AufschluB im Potter-Elvehjem-Homogenisator (PoTTER u. ELVEHIEM 1935):
250 mg Trockensubstanz wurden mit 10 ml Ather verschieden lange bei verschie-
dener Umdrehungszahl zerrieben, mit 40 ml Ather in 300 ml Erlenmeyerkolben
iiberfithrt und wie oben weiterbehandelt.

Zur Bestimmung von Anwesenheit und Menge von Poly-f-Hydroxy-Butter-
siure (PHBS) wurde die gewogene Mycelmenge mit Chloroform im Verhiltnis 1:24
24 Std bei Zimmertemperatur extrahiert, abfiltriert und nachgewaschen. Im Filtrat
kann vorhandene PHBS mit Ather ausgefillt, auf gewogener Fritte abgenutscht
und nach dem Trocknen gravimetrisch bestimmt werden.

Zur gravimetrischen Bestimmung der Gesamtlipide wurde der von einer be-
stimmten Mycelmenge gewonnene Atherextrakt in einem gewogenen Becherglas
unter der IR-Lampe bis zur vélligen Vertreibung des Losungsmittels eingedampft,
iiber CaCl, und Paraffin getrocknet und gewogen.

Die serienmiBige Lipidbestimmung wurde mit der Estergruppenbestimmung
nach SNYDER u. STEPHENS (1959) vorgenommen. Prinzip: Das aus dem alkalischen
Hydroxylamin und den hydrolysierten Fetten gebildete Fettsaurehydroxamat
reagiert mit Fet++ im Sauren zu einem purpurnen Komplex, der gegen die reine
Reagentienlosung bei 530 mu im Zeiss-Photometer gemessen wird. Bei jeder Be-
stimmung liefen Triolein-Eichwerte mit. Die Reagentien wurden tiglich frisch
angesetzt.

d) Arbeiten mit zellfreien Extrakten

Zur Herstellung von Arylaminacetylase wurde das Acetontrockenpulver aus
frischen Taubenlebern in Anlehnung an KapLaN u. LipMany (1948) hergestellt.
Das teilweise gereinigte Enzym wurde im Prinzip nach Ciou u. LipMaNy (1952)
und TABOR, MEHLER u. STADTMAN (1953) nach Verwerfen der ersten Acetonfillung
(44°/, Sittigung) als Acetonniederschlag bei 75°/, Sittigung hergestellt, in Phos-
phatpuffer (m/2000; pg 6,8; m/1000 ADTA!; m/1000 Cystein) aufgenommen und
bei —20° C in kleinen Portionen eingefroren.

Herstellung zellfreier Extrakte: Normale Schiittelkulturzellen von Humfeld-
Medium wurden nach 27stiindiger Hauptkultur aus der aktivsten Wachstumsphase

! Die folgenden Abkiirzungen werden benutzt: Acetyl-CoA = Acetyl-
Coenzym A; ADP = Adenosindiphosphat; ADTA = Athylendiamintetraessigsiure;
BTS = Brenztraubensiure; F-6-P = Fructose-6-Phosphat; F-1,6-DP = Fructose-
1,6-Diphosphat; IDP = Inosindiphosphat; NADH, = Nicotinamid-Adenin-Di-
nucleotid (reduziert); PEP = Phosphoenolbrenztraubensiure; Ri-5-P = Ribose-5-
Phosphat; Ru-1,5-DP = Ribulose-1,5-Diphosphat;  Tr.S. = Trockensubstanz;
Tris-Puffer = Tris-(Hydroxymethyl)- Aminomethan-HCl-Puffer.
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geerntet und mit der Cepa-Schnellzentrifuge (C. Padberg, Lahr/Baden) bei 14000 - g
abzentrifugiert, in Phosphatpuffer (m/20; pg 7,4; m/2000 ADTA; m/2000 Cystein;
0° C) aufgenommen, nochmals zentrifugiert und bei —20° C in kleinen Portionen
eingefroren.

Fiir die Herstellung der Extrakte zur Bestimmung der BTS-Dehydrogenase,
Phosphoketolase und Aldolase wurde das Zellmaterial nach HucHEs (1951) in der
sogenannten ,,Hughes-Presse** (Schandon Scientific Co./London) auf — 30° C unter-
kiihlt, die gefrorene Zellmasse dann hydraulisch durchgepre8t und dabei auf-
geschlossen. Die Abtrennung der Zellreste erfolgte durch Zentrifugieren (30 min,
17000 - g, 0° C). Das Uberstehende wurde soweit nétig, bis zur Weiterverarbeitung
in kleinen Portionen bei — 20° C eingefroren.

Da bei der Bestimmung der Ru-1,5-DP-Carboxylase, PEP-Carboxylase und
Triosephosphat-Isomerase Phosphationen storen, wurde das Mycel hierfiir vor dem
AufschluBl mit reichlich Pufferlésung (pr 7,4; m/2000 ADTA; m/2000 Cystein) ge-
waschen, wie oben aufgeschlossen und anschlieBend in Tris-Puffer (m/20; pg 7,6)
aufgenommen, abzentrifugiert und eingefroren.

Bestimmungsmethoden: Die Proteinbestimmung wurde nach der von BEISEN-
HERZ et al. (1955) abgewandelten Biuretmethode vorgenommen. Zur Entfernung
stérender Salzkonzentrationen im Enzymextrakt wurden die Proteine nach BUCHER
(unverdffentlicht) umgefillt und der nach Reagenszugabe entstehende gefiirbte
Komplex bei 546 mu im Eppendorf-Photometer gemessen.

Aldolase wurde mit der Boehringer Testkombination ,,Aldolase** (Boehringer a)
bestimmt. MeBgréBe war dabei die Abnahme der NADH,-Extinktion bei 366 my
im Eppendorf-Photometer. Nach Auftragen der Extinktionswerte gegen die Zeit
kann aus dem Bereich der linearen Extinktionsabnahme A E/Zeiteinheit bestimmt
werden. Aus AE, dem molaren Extinktionskoeffizienten des Substrats und dem
Proteingehalt des Enzymextraktes kann die spezifische Aktivitat des Enzyms in
uM Substrat/mg Enzymprotein/min berechnet werden.

Triosephosphat-Isomerase wurde nach Biochemica-Boehringer (Boehringer b)
bestimmt. MeBgroBe war wiederum die Abnahme der NADH,-Extinktion.

BTS-Dehydrogenase und Phosphoketolase wurden in einem kombinierten
optischen Test (SCHINDLER, personliche Mitteilung) bestimmt. Als Substrate der
Phosphoketolase wurden F-6-P und Ri-5-P eingesetzt.

Zur Bestimmung von Ru-1,5-DP-Carboxylase wurde der Einbau von radioakti-
vem CO, und dessen Nachweis in den entstehenden Triosephosphaten nach PETER-
KOFSKY u. RACKER (1961) gepriift. Nach Abstoppen der Reaktion und Abzentrifu-
gieren wurde 0,1 ml des Uberstehenden auf ausgestanzte Aluminiumplittchen mit
,,Josephspapier aufgetragen und unter der IR-Lampe getrocknet (LAFFERTY
1963).

PEP-Carboxylase wurde nach Stzuki u. WERKMAN (1958) untersucht. Dabei
wird der Einbau von radioaktivem CO, in PEP im dadurch markierten Oxalacetat
nachgewiesen.

Die Anwesenheit von Oxalessigsaure-Carboxylase wurde im gleichen Ansatz
durch Zugabe von ADP (Boehringer) gepriift. Das Oxalacetat wurde mit dem
2,4-Dinitrophenylreagens nach SHRINER et al. (1956) ausgeféllt und auf einem
Membranfilter niedergeschlagen (SCHLEGEL u. LAFFERTY 1961) und getrocknet.

Die Radioaktivitit der Proben wurde mit einem Endfensterzihlrohr (Massen-
belag 1,15 mg/cm?) im Abstand von 5,0 mm gemessen. Die MeBeinrichtung (Frie-
seke & Hoepfner/Erlangen) bestand aus dem Probenwechsler FH 448, dem Zihl-
gerit FH 49 und dem Zeitdrucker FH 449.
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B. Versuche und Ergebnisse
1. Wachstumsphysiologische Versuche
Es sollte das Wachstum der drei Stimme mit verschiedenen Sub-
straten und unter variierten Kulturbedingungen untersucht und schlief3-
lich durch Aufnahme einer Wachstumskurve der zeitliche Verlauf des
Wachstumsvorganges verfolgt werden.

a) EinfluB des Nahrmediums und des pg-Wertes
Wie bereits HUMFELD u. SuciHARA (1949), Szukcs (1956) sowie
REUSSER, SPENCER u. SALLans (1958) gefunden hatten, konnte eine
ganze Reihe definierter und komplexer C-Quellen zum Wachstum ver-
wertet werden, Ausnahmen bildeten lediglich Lactose, I-Rhamnose und

Tabelle 2. Vergleich der Trockensubstanzbildung in verschiedenen Ndhrmedien

St. 2334 St. 2335 St. 2336
Nihrmedium Ernte- Tr.S.t | Aush.2 | Tr. 8.t | Ausb.2 | Tr.s» ! Aush.?
tag mg/ml % mg/ml /s mg/ml % /o
5%, Glue. (Humfeld-Med.. i
pH 4.5) 6. | 154 | 30,8 | 16,6 | 33,2 | 14,6 ! 29.2
1%/, Gluc. (MacLeod-Med.) 6. 3.0 | 30.0 3.0 1300 3.2 1 32,0
5%y = 0.28 m Gluc. : !
(Humfeld-Med.. py 4.5) 7. 16.7 ;
4.1%/, = 0,28 m Acetat !
(Humfeld-Med.. py 4.5) 7. 0.33 i ‘
2,3%, = 0.28 m Crot. i |
(Humfeld-Med., px 4.5) 7. 033 1 i
5%y Gluc. (Humfeld-Med.. '
PH 4,5) 9. 18.5 | 37,0 ! 15.7 i 314
5%/, Gluc. (Humfeld-Med.. i
pH 6.0) 9. | 149 | 298 | |
2% Glue. + Min. Losg. ‘
+ Harnst. 9. | 66 303 ]| 69 ‘ 345 | 59 | 295
5%/, Biomalz +- Min. Losg. 9. 6,5 | 13,0 5,8 | 11,6 52 | 10,4
3/, Biomalzlésung 9. 51 10,2 | 17,1 ‘ 142 | 45| 90

! Tr.S. = Trockensubstanz, Ofentrocknung, 24 Std 105° C.
g gebildete Trockensubstanz - 100
g eingesetzte C-Quelle

? Ausb. = 9/, Ausbeute:

* Praktisch kein Wachstum.
Die Beimpfung erfolgte in allen Fillen durch Agarmycelstiickchen.

Na-Carboxymethylcellulose. Um Vergleichswerte iiber das Wachstum
der drei Stimme zu erhalten und um einige weitere Substrate zu testen,
wurden wie iiblich Schiittelkulturen angesetzt und mit Agarmycel-
stiickchen beimpft. Die Zusammensetzung der Néhrlésungen, der Ernte-

zeitpunkt sowie die erzielten Trockensubstanzmengen gehen aus Tab.2
hervor.
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Demnach konnte von den untersuchten Substraten das Medium nach
HuMFELD am besten verwertet werden. Ein Anfangs-pyg von 4,5 erwies
sich dabei als giinstiger. Acetat und Crotonat waren als alleinige C-Quellen
ungeeignet. Der Stamm NRRL 2335 lag in der Trockensubstanzbildung
meist an der Spitze.

b) Wachstumskurven
Einflul verschiedener Substrate, Impf- und Kulturverfahren

Da in den vorangegangenen Versuchen der Zeitfaktor nicht beriicksichtigt
worden war. wurden mit den bereits vorher untersuchten Nihrmedien Wachstums-
kurven mit Stamm NRRL 2334 aufgenommen und dabei pg und Trockengewicht
bestimmt. Beimpft wurden die Kolben mit
Agarmycelstiickchen. Mit dem Medium,
das sich bei diesen Versuchen als das
giinstigste herausstellte, sollte dann in
weiteren Versuchen der Einflul} von Impf-
und Kulturverfahren auf das Wachstum
festgestellt werden.

Die Abhangigkeit des Wachstums
und pu-Wertes von der Kulturdauer
bei verschiedenen Nahrmedien ist in
Abb.1 dargestellt. Bei allen Nahr-
medien wurde das Maximum der
Trockensubstanzbildung  zwischen

8

~
o

N dem 5. und 6. Kulturtag erreicht, bei
12 Medium C (2°/, Glucose) am ersten,
% bei Medium A (Humfeld-Medium,
' 5%, Glucose, pg = 4,5) am letzten.
= Ansatz C erbrachte im Verhaltnis

zur eingesetzten Kohlenhydratmenge
etwas hohere Ertrage, doch waren
im Hinblick auf die weiteren Ver-
suche die Nahrmedien giinstiger, die

fage — bei hoherer Substratkonzentration
Abb. 1. Wachstumskurven. Abhingigkeit der auch erhéhte Mycelmengen bringen‘

Trockensubstanzbildung und des pu-Wertes
von der Kulturdauer bei verschiedenen Nihr-  Dije beiden Wachstumskurven mit
medien, 4 o 8 5°, Glucose, 0,3%, . .
Harnstoff (Humfeld-Medium,  pn 4,5): dem Medium nach HUMFELD zeigten
o © 5% Glucose, 0,3% Marnstofl  wieder eine leichte Uberlegenheit
(Humfeld-Medium, pu 6,0); C a------ A 2%, . . .
Glucose, 0,1%, Harnstoff und Mineral- eines niedrigen Anfangs-pg und be-
medium. Schiittelkultur, Beimpfung mit e : . ~
Agarmycelstiickchen Stamm NRRL 2334 St'a't'lgten so die Ergebmsse des vor
hergehenden Versuches.
Der vor allem bei Ansatz A (mit niedrigem Anfangs-pg), in ge-
ringerem Mafle aber auch bei B zu beobachtende anfingliche Anstieg
des pu-Wertes bis zu einem Maximum, ist durch die Spaltung des Harn-

stoffes zu erkliren. Bei Medium C. dessen Harnstoffgehalt um zwei
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Drittel unter dem der anderen Medien lag. kam es zu keinem anfiing-
lichen pu-Anstieg. Bei allen Ansétzen fillt der pg-Wert unmittelbar vor
oder bei Erreichen des Maximums der Trockensubstanzbildung auf ein
Minimum ab, hervorgerufen durch die vollige Aufnahme der Ammonium-
Lonen in die Zellen. Der anschlicBende Anstieg des pu-Wertes zeigt dann
die beginnende Autolyse des Zellmaterials an, wobei N-haltige Sub-
stanzen ins Medium abgegeben werden.

Um Daten iiber die Okonomie der Umwandlung des Kohlenhydrats
in Zellmaterial zu erhalten, wurde bei den folgenden Versuchen neben
Trockensubstanz und pg auch die Restglucose im Medium bestimmt.

Obwohl im vorhergehenden Versuch fiir jeden Punkt der Wachstumskurve
3—5 Kolben geerntet und getrennt aufgearbeitet wurden, streuten die Werte zu
stark. Das konnte sicher groBenteils auf die Impfmethode zuriickgefiihrt werden.
Ziel des folgenden Versuches war es daher. die Beimpfung durch Agarmycelstiick-
chen und mit fliissiger Vorkultur beziiglich ihrer Einwirkung auf die Streuung unter
den Parallelen. die zeitliche Verschicbung der Wachstumskurve und die Héhe des
Ertrages zu untersuchen. Weiterhin sollten Riihr- und Schiittelkultur hinsichtlich
ihres Einflusses auf das Wachstum und ihre methodischen Vor- und Nachteile ver-
glichen werden.

Als Substrat wurde das Humfeld-Medium mit einem Anfangs-pyg von 4.5 ver-
wendet. das sich in den vorhergehenden Versuchen als giinstigstes erwiesen hatte.
Als Impfmaterial fiir die Ansiitze mit fliissiger Vorkultur wurde eine 3 Tage alte
Vorkultur verwendet. deren Mycel sich, wie der letzte Versuch gezeigt hatte. in
der aktivsten Wachstumsphase befindet. Die Proben wurden tiiglich zur gleichen
Zeit entnommen. Fiir jeden Punkt der Wachstumskurve wurden mindestens drei
Bestimmungen durchgefiihrt.

In Abb.2 sind die Versuchsergebnisse in Kurvenform wiedergegeben.
Daraus geht hervor, dall die mit Agarmycel beimpften Ansitze das
Maximum ihrer Trockensubstanzbildung am 6. (Schiittelkultur), bzw.
am 7. Tag (Riihrkultur) erreichten. also jeweils etwa 4 Tage spiter als
bei Beimpfung mit einer fliissigen Vorkultur. Die Impfmethode beein-
flulte die Hohe der Trockensubstanzbildung kaum, wohl aber die Kul-
turmethode. indem die Maximalwerte des Wachstums bei der Schiittel-
kultur jeweils héher lagen. Bei den mit einer Zellsuspension beimpften
Kulturen setzte die Autolyse der Zellen langsamer ein. und die Trocken-
substanz nahm weniger stark ab als bei der anderen Impfmethode.

In allen Fillen war die Glucose zum Zeitpunkt des Maximums der
'I‘ro(‘kensubstanzbil(lung vollig verbraucht.

Der Vergleich der Kultur- und Impfmethoden zeigte, dalB3 bei der
Schiittelkultur und bei Beimpfung mit fliissiger Vorkultur das Maximum
des Okonomischen Koeffizienten (0.K.)! jeweils eher erreicht wurde.

Wie schon im vorhergehenden Versuch beobachtet, stieg der pg-Wert
zunichst bis zu einem Maximum an. das 1 —2 Tage vor dem Héhepunkt
der Trockensubstanzbildung erreicht wurde. Zu diesem Zeitpunkt waren
. g gebildete Tr. S. 3 100

1OK. - faliiely C 2T
K. ¢ verbrauchte C-Quelle

(PFEFFER 1895).
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die pyg-Werte inzwischen wieder auf ein Minimum abgesunken, um mit
einsetzender Autolyse wieder zuzunehmen. Sie stiegen zunichst steil,
dann flacher an, bis sie einen Sittigungswert erreichten, der bei den
Schiittelkulturen jeweils hoher lag.

Lo
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Abb. 2. Wachstumskurven. Abhiingigkeit des Wachstums von verschiedenen Beimpfungs. und

Kulturverfahren, py (X--+--- #) pu-Wert; Tr.S. (e ®) Trockensubstanz (Ofentrocknung):

Glue, (@ - ---g) Restglucose im Medium. 4 Schiittelkultur, beimpft mit Agarmyeel; B Schiit-

telkultur, beimpft mit 10°/, einer 3 Tage alten Vorkultur; C Riihrkultur, beimpft mit Agarmycel;

D Riihrkultur, beimpft mit 10°/, ciner 3 Tage alten Vorkultur, Humfeld-Medium, pi 4,5. Stamm
NRRL 2334

In den Versuchen zeigte sich die Beimpfung der Kulturen mit flissiger
Vorkultur dem anderen Verfahren durch gréflere Homogenitit des Zell-
materials, bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und schnelleres
Wachstum eindeutig iiberlegen und wurde im folgenden stets ange-
wendet.
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Da bei Riihrkulturen im Verlaufe des Wachstums starke Klumpen-
bildung am Rande des Kulturgefiles und an den Beliiftungsstutzen
auftrat und sich die Wachstumsbedingungen im Riihrkolben durch die
tagliche Probenentnahme und die Austrocknung stindig unkontrollier-
bar verinderten, wurde dem Schiittelverfahren der Vorzug gegeben.
Hier liegt zudem das Maximum der Trockensubstanzbildung héher, es
wird eher erreicht, die Infektionsgefahr ist geringer, und es bietet sich der
Vorteil vieler voneinander unabhingiger Parallelen.

2. Stoffwechselphysiologische Versuche
a) Vorversuche

Lipidnachweis. Es war bereits bei den mikroskopischen Untersuchun-
gen, vor allem wihrend der Aufstellung der Wachstumskurven auf-
gefallen, daB im Verlaufe der Kultur in zunehmender Zahl kleine, stark

P
8 M\a»\;_}'

£ \ § » S b ‘
Abb.3. Fettgranula und Kugeln im Mycel, Submerskultur, Humfeld-Medium, ungefiirbt, Stamm
NRRL 2335 (% 640)

lichtbrechende Granula in den Zellen gebildet wurden, die mit zu-
nehmender Kulturdauer immer groBer wurden und schlieBlich zu einer
oder mehreren groBen Kugeln je Zelle zusammenflossen (Abb.3). Beim
Ubergang der Zellen in das Autolysestadium traten dann sich ver-
groBernde Vacuolen auf, wobei die erwihnten lichtbrechenden Kugeln
wieder kleiner wurden. Diese Granula lieBen sich mit Sudanrot und
Sudanschwarz nach den iiblichen Verfahren gut anfirben, bestanden
demnach also aus einer lipidartigen Substanz.

Es wurde zunichst auf Anwesenheit von Poly-f-Hydroxy-Butter-
sdure untersucht. Da in dem Chloroformextrakt der gefriergetrockneten

Arch. Mikrobiol., Bd. 47 6
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Zellen bei Atherzusatz kein Niederschlag auftrat, konnte die Anwesen-
heit von Poly-f-Hydroxy-Buttersdure ausgeschlossen werden.

Es lieBen sich dagegen in dem Chloroformextrakt nach SNYDER u.
STEPHENS (1959) groflere Lipidmengen nachweisen. Da diese Methode
sich als rasch, zuverlassig und auch fiir grolere Zahlen von Bestimmungen
als geeignet erwies, wurde sie fiir die weiteren Untersuchungen zur quan-
titativen Lipidbestimmung verwendet.

Um die Mengenangaben in Aquivalent Ester, die man nach dieser
Methode erhilt, in Gewichtsprozente der Trockensubstanz umrechnen
zu konnen. wurde eine groflere Mycelmenge extrahiert und aliquote
Teile des so gewonnenen Rohlipids einmal nach SNYDER u. STEPHENS
(als u-Aquivalente Ester/mg Tr.S.) und zum anderen gravimetrisch (als
Gewichts-Prozent der Tr.S.) bestimmt. Es ergab sich daraus, dafi unter
den gegebenen Bedingungen ein Mikrodquivalent Ester des unter-
suchten Rohlipides 387 v an Gewicht entsprach.

Lipidextraktion. Da sich Schwierigkeiten bei der Extraktion der
Lipide aus dem gefriergetrockneten Mycel ergaben, wurden zunichst
cinige Vorversuche zur Methodik der Extraktion des Lipids angestellt,
um ein fiir die gegebenen Bedingungen geeignetes Verfahren zu finden.

Die fiir diese Untersuchungen benétigte Mycelmenge wurde im Riihrkultur-
verfahren (Humfeld-Medium, Agarmycelstiicke, Ernte 7.Tag) angezogen. wie
iiblich geerntet und gefriergetrocknet. Die Lipidgewinnung selbst erfolgte nach ver-
schiedenen Methoden: Zunidchst wurden die Zellen ohne vorherigen mechanischen
Aufschlufl 24 Std durch Schiitteln in Erlenmeyerkolben extrahiert. Dabei wurde
der Einfluf} verschiedener organischer Losungsmittel (Didthylither, Petrolbenzin
= Petrolither, Siedebereich: 60—70° C; Trichlorithylen, Chloroform) auf die
Menge des extrahierten Lipids untersucht.

Obwohl Chloroform die gréf3te Lipidmenge extrahierte, wurde fiir
die weiteren Versuche schlieBlich doch Ather als Extraktionsmittel
genommen, da er das reinste Lipid lieferte, wahrend mit Chloroform
auch grollere Mengen hoherer Alkohole und Wachse aus den Zellen her-
ausgelost werden (PrRUESs 1934). Die Ergebnisse sind in Abb.4 unter A,
gezeigt.

Weiterhin wurde der Einflul} der Extraktionszeit, bzw. einer mehr-
maligen Extraktion auf die Menge des extrahierten Rohlipids unter-
sucht (Abb.4, A,. A;).

In einem anderen Ansatz wurden die in einer Gesamtextraktionszeit
von 24 Std nach verschiedenen Verfahren gewonnenen Lipidmengen
verglichen (Abb.4, A)).

Da die verhiltnisméBig derbe Pilzzellwand fiir die Extraktion eben-
falls ein Hindernis bildet., wurde weiterhin untersucht, inwieweit die
Lipidausbeute durch mechanischen Aufschlull des Mycels vor der Ex-
traktion gesteigert werden kann. Einmal wurde dazu der .. Mickle-
Desintegrator'* benutzt, wobei Schiittelzeit und Frequenz variiert
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wurden (Abb.4, B,), zum anderen wurde das Mycel mit dem Potter-
Elvehjem-Gerit aufgeschlossen. Hierbei wurden AufschluBzeit und
Umdrehungszahl des Kolbens verindert (Abb.4, B,).

Aus den Ergebnissen geht hervor, dall vorheriger AufschluB des
Myecels die Lipidausbeute betrichtlich erhoht und dal bei den beiden
untersuchten Methoden die extrahierte Lipidmenge sowohl von der

A Obne mech. Aufschlul8 B Mt mech. Aufschius

-

20
8
. 108 mf

70 \ % a

rert % d ns.

8 8 0 @ b a .0 4.0 5 e b ¢ ad ¢
1 Losungsm. 2. Zer) 3. frak. ¢versch.Meth 1Poffer 2. Mickle

Extrakt. 24 Std

Abb.4. Abhiingigkeit der gewonnenen Lipidmenge von der Methodik. Lipidbestimmung nach
SNYDER u. STEPHENS (1953). Material: Gefriergetrocknetes Mycel (Rithrkultur, Humfeld-Medium,
Ernte am 7. Tag), Stamm NRRL 2334. A Ohne vorherigen mechanischen MycelaufschluB. 1. Ver-
schiedene Losungsmittel: Ather (a), Petrolither (b), Trichlordthylen (¢), Chloroform (d); 2. ver-
schiedene Extraktionszeiten (Schiitteln mit Ather). a 12 Std, b 24 Std; 3. fraktionierte Extraktion
(Schiitteln mit Ather) a 12 + 12 Std, b 24 + 12 Std; 4. verschiedene (Ather-)Extraktionsverfahren,
Dauer 24 Std Soxhlet (a), 24 Std Schiitteln mit Ather (b), 12 + 12 Std Schiitteln mit Ather (c).
B Nach vorherigem mechanischen Mycelaufschluf (Atherextraktion, Schiittelmaschine). 1. Potter-
Elvehjem-Gerit. a AufschluB 5 min bei 600 Umdrehungen; b AufschluB 5 min bei 1100 Umdrehungen ;
¢ AufschluB 10 min bei 1100 Umdrehungen. 2. Mickle-Geriit. @ Aufschlu 10 min, maximale In-
tensitit (nicht geschiittelt); b AufschluB 5 min, halbe Intensitit (geschiittelt); ¢ Aufschlu 10 min,
maximale Intensitit (geschiittelt)

& Pz

Schiittelfrequenz bzw. der Umdrehungszahl als auch von der Auf-
schluBzeit abhingig ist. Obwohl ein MycelaufschluB} mit dem Mickle-
Gerit eine etwas hohere Ausbeute ergab, wurde fiir die folgenden quan-
titativen Serienbestimmungen doch mit dem Potter-Geriit gearbeitet,
da hier die Streuung geringer und die Ergebnisse besser reproduzierbar
waren.
b) Stammteste
EinfluB verschiedener C-Quellen auf die Lipidbildung
Zunichst sollte untersucht werden, ob und in welchem MaBe Zusitze
von 0,5%, Acetat, Pyruvat und Lactat zu dem normalen, 5°/; Glucose
enthaltenden Humfeld-Medium zur Zellsubstanz- und Fettsynthese ver-
wertet werden kénnen. Gleichzeitig sollte unter den drei Staimmen der-
jenige ermittelt werden, der die giinstigsten Werte fiir die Fettsynthese
aufweist.
6‘
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Abb.5. Abhingigkeit der Mycelproduktion der Stimme NRRL 2334, 2335, 2336 von verschiedenen

Zusitzen zum Medium. K Kontrolle, 5°/, Glucose (im Humfeld-Medium); A4 5°/, Glucose -+ 0,5°/,

Acetat (im Humfeld-Medium); L 5°/, Glucose + 0,5°/, Lactat (im Humfeld-Medium); P 5°/, Glucose
+ 0,5, Pyruvat (im Humfeld-Medium)
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Abb.6. Abhingigkeit der absoluten Fettproduktion von verschiedenen Zusitzen zum Medium.
Erklirung siehe Abb.5
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Die Zusitze wurden mit dem Harnstoff steril filtriert und zugegeben. Die
Zellen wurden in Schiittelkultur angezogen (3 Tage alte Vorkultur, 10°/, Inoculum)
und am 4. Tage der Hauptkultur geerntet.

Die Ergebnisse sind aus den Abb.5, 6 und 7 ersichtlich. In allen Féllen
trat eine Erhohung der Trockensubstanzmenge gegeniiber der Kontrolle
ein (Abb.5). Dabei konnte Lactat am besten, Acetat am schlechtesten
in Zellsubstanz umgesetzt werden. Zwischen den drei Stimmen selbst
bestanden nur geringe Unterschiede. Es zeigte sich bei diesem Versuch
also, daB Acetat, wenn es zusammen mit Glucose gegeben wurde, in
geringem Umfange verwertet werden konnte, wihrend es sich als
alleinige C-Quelle als ungeeignet erwiesen hatte (vgl. Tab.2). Die Zu-
sidtze bewirkten gegeniiber den Kontrollen nicht nur eine Erhohung der
absolut gebildeten Lipidmenge (Abb.7, bis auf Stamm NRRL 2335 mit
Pyruvat), sondern auch eine Steigerung des Lipidgehaltes der Trocken-
substanz (Abb.7, bis auf Stamm NRRL 2335 bei Pyruvat und Lactat).
Da fiir die folgenden Untersuchungen besonders ein hoher Fettgehalt
des Mycels interessant war und Stamm NRRL 2334 damit den anderen
Stimmen iiberlegen war, wurde er fiir die weiteren Versuche eingesetzt.

c¢) Abhingigkeit der Lipidbildung
von der Kohlenhydrat- und Stickstoffkonzentration

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener C- und N-Gehalte
sowie verschiedener C/N-Verhiltnisse des Mediums auf die Fettbildung
wurde der C-Gehalt des Nihrmediums von 1—30°/, Glucose gesteigert,
einmal bei einem gleichbleibenden N-Gehalt von 1,0 mg N/ml (Reihe
A = steigendes C/N-Verhéltnis) und einmal bei parallel gesteigertem
N-Gehalt von 0,2—6,0 mg N/ml (Reihe B = gleichbleibendes C/N-Ver-
héltnis).

Der Versuch wurde in Schiittelkultur (3 Tage Vorkultur, 10°/, Inoculum,
Humfeld-Grundmedium) durchgefiihrt und am 4. Tage geerntet. Fiir jede Sub-
stratkombination wurden fiinf Kolben geerntet, in denen einzeln pa-Wert, Trocken-
gewicht (Ofen- und Gefriertrocknung) Restglucose und Reststickstoff im Medium,
Stickstoffeinbau in die Zellen (Mikrokjeldahl) und der Fettgehalt bestimmt wurden.

Die Abb.8—10 zeigen die Ergebnisse. Mit zunehmendem Kohlen-
hydratgehalt des Mediums stiegen also die Trockensubstanz- und Fett-
bildung (mg/ml und Prozent der Tr.S.) an (Abb.8). In den Parallelen
mit dem jeweils hoheren N-Gehalt wurde mehr Trockensubstanz, jedoch
weniger Fett je ml Nahrlosung gebildet, auch der Fettgehalt des Mycels
lag hier jeweils niedriger (Abb.9). Die Tatsache, daB Lipid- und Zell-
materialsynthese um die C-Quelle konkurrieren, geht auch aus dem Ver-
gleich der Okonomischen Koeffizienten und Fettkoeffizienten (F.K.)?
hervor (Abb.10). Ein héherer Okonomischer Koeffizient ist jeweils mit

g gebildetes Fett - 100
g verbrauchte C-Quelle

1F.K. = (RrpPEL 1940).
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einem niedrigeren Fettkoeffizienten gekoppelt (iiber die Ausnahmen
bei 20 und 30°/, Glucose im Medium siehe unten). Der synthetische Wir-
kungsgrad nimmt allgemein mit steigendem Kohlenhydratgehalt des
Mediums ab. Es zeigte sich weiter, daB der N-Gehalt des Pilzmycels
variabel und stark vom N-Gehalt des Mediums abhiingig ist.
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Abb.8. Abhﬂnglgkeit der Fett- und Trockenaubstanzbudung von der Kohlenhydrat- und Stickstoff-

konzentration. Schiittelkultur, Grundmedium nach HUMFELD, beimpft mit 10°/, einer 3 Tage alten

Vorkultur, Ernte am 4. Tag, Stamm NRRL 2334. A steigendes C/N-Verhiiltnis (4,2/1; 21/1; 84/1;

126/1); B konstantes C/N-Verhiltnis (21/1). [[] Parallelen mit dem jeweils niedrigeren N-Gehalt;
Parallelen mit dem jeweils héheren N-Gehalt
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Abb.10. Abhiingigkeit des Fett- und Okonomischen Koeffizienten von der Zusammensetzung des
Mediums. Erklirung sieche Abb.8
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Ein Vergleich der Trockengewichtsbestimmungen mit Ofen- und
Gefriertrocknung (Abb.8) zeigt, daB die durch Ofentrocknung ge-
wonnenen Werte jeweils niedriger liegen, daB bei diesem Verfahren also
offenbar fliichtige Substanzen entweichen. Der Gehalt des Mycels an
diesen Substanzen nimmt mit gréBerem Kohlenhydratgehalt des Me-
diums zu, entsprechend grofleren Differenzen zwischen beiden Be-
stimmungsarten.

Wie aus den Werten der Mycel- und Fettproduktion fiir die Medien
mit 20°/,, besonders aber 309/, Glucosegehalt ersichtlich ist, hat hier die
Wachstumskurve am Erntetag offenbar ihr Maximum noch nicht er-
reicht. Das geht auch daraus hervor, dal Glucose und teilweise auch der
Stickstoff des Mediums noch nicht véllig verbraucht waren. Da hier die
Kulturdauer als begrenzender Faktor auftrat, sind die Werte der Medien
mit 20 und 30°/, Glucose kaum mit denen vergleichbar, die von Sub-
straten mit geringerer Kohlenhydratkonzentration gewonnen wurden.

d) Abhingigkeit der Lipidbildung vom C/N-Verhéltnis und der Zeit

Um die Zeit als begrenzenden Faktor fiir Mycel- und Fettsynthese
auszuschalten, wurden Wachstumskurven iiber einen lingeren Zeitraum
hinweg bei téglicher Ernte aufgenommen. Dabei wurde der Einflu} des
im Nihrmedium verfiigbaren Stickstoffs auf die Fettbildung untersucht.

Die Kohlenhydratkonzentration wurde mit 5°/, Glucose so gewiihlt, da3 eine
hohe Populationsdichte (ungeniigende O,-Versorgung) ebenfalls nicht begrenzend
wirken konnte. Die N-Konzentration des Mediums wurde so eingestellt, dafl einmal
die Glucose (bei 5,0 mg N/ml) und einmal der Stickstoff (bei 0,2 mg N/ml) zuerst

als begrenzende Faktoren auftreten mufBiten, wihrend bei 1,4 mg N/ml zu erwarten
war, daB Stickstoff und C-Quelle etwa gleich schnell verbraucht wiirden.

Die drei Versuchsreihen I, II, III (mit 0,2, 1,4 und 5,0 mg N/ml) und je 5%,
Glucose im Humfeld-Medium wurden in Schiittelkultur durchgefiihrt (3 Tage alte
Vorkultur, 10°/, Inoculum). Tiglich wurden je Versuchsreihe neun Kolben ent-
nommen und fiir die verschiedenen Bestimmungen aufgearbeitet.

In Kultur I (0,2 mg N/ml, Abb.11) kommt nach Verbrauch des im
Medium enthaltenen Stickstoffs das Wachstum am zweiten Kulturtag
praktisch zum Stillstand, wihrend die Fettsynthese bis zu ihrem
Maximum am 8. Kulturtag weiterlduft. Die nach dem 2. Kulturtag noch
erfolgende geringe Zunahme des Wachstums (als Trockensubstanz) ist
nur scheinbar. Sie beruht darauf, daB eine stirkere absolute Zunahme
an Fett die bereits einsetzende schwache Autolyse iiberdeckt. Ein An-
steigen des N-Gehaltes des Mediums weist ebenfalls auf die einsetzende
Autolyse hin. Es zeigte sich hier also, daB bei N-Mangel aus noch ver-
fiigbarem Kohlenhydrat weiter Fett synthetisiert werden kann. Der
Fettgehalt der Zellen stieg dabei noch von 12,69/, am 2. Kulturtag auf
34,19/, am 8. Kulturtag an.
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Bei Kultur IT (1,4 mg N/ml, Abb. 12) wird bei gleichzeitigem volligem
Verbrauch der Stickstoff- und Kohlenhydratquelle am 2. Kulturtag auch
das Maximum der Trockensubstanz- und Fettbildung erreicht. Der Fett-
gehalt der Zellen steigt bis zum 3.Kulturtag noch geringfiigig von 13,9
auf 14,1°/; an. Vom 2.Tag an, wo Stickstoff und Kohlenhydrat bereits
als wachstumsbegrenzende Faktoren auftraten, erfolgte mit einsetzender
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Abb.11. Wachstumskurve. Zeitlicher Verlauf der Trockensubstanz- (Tr.S. e ®) und Fett-
bildung (o o), des pa-Wertes (X ---- X ) sowie der Abnahme der Glucose (Gluc. o-----0)
und des Stickstoffs (N a----- 4) im Medium. Schilttelkultur. Beimpfung mit 10°/, Vorkultur

(3 Tage alt) Medium I. Humfeld-Medium mit 5°/, Glucose und 0,2 mg N/ml. Stamm NRRL 2334

Autolyse eine etwa parallel verlaufende Abnahme von Zellsubstanz und
Fett. Ein Ansteigen des N-Gehaltes des Mediums deutete wieder auf die
autolytischen Vorgéange in den Zellen hin.

In Versuchsreihe III (5,0 mg N/ml, Abb.13) ist ebenfalls am 2. Kul-
turtag das verfiigbare Kohlenhydrat bereits verbraucht, und Mycel und
Fettproduktion haben ihr Maximum erreicht. Da aber noch geniigend
Stickstoff im Medium verfiigbar ist, tritt nur der Kohlenhydratmangel
als begrenzender Faktor auf. Es kommt zur Autolyse, wobei die Zell-
substanz wesentlich schneller abnimmt als das Fett (absolut und pro-
zentual).

Wihrend sich der pg-Wert bei Ansatz I wegen der geringen NH,-
Mengen, die aus dem wenigen Harnstoff freigesetzt werden kénnen, im
Verlauf der Kultur nur wenig dndert, steigt er in Kultur II und III
anfangs steil an. Am 1. Kulturtag erreicht er ein Maximum, sinkt am
2. Kulturtag, dem Maximum der Trockensubstanz und Fettproduktion,
auf ein Minimum ab (Aufnahme des im Medium gelosten NH,* in die
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Zellen) und steigt dann wieder mit einsetzender Autolyse bis zu einem
Sattigungswert an (Abb.11, 12 und 13).

Wie aus den Abbildungen hervorgeht, nimmt die Menge des ge-
bildeten Fettes mit steigendem N-Gehalt der Medien ab, wogegen die
Zellsubstanzproduktion zunimmt.

Diese Verhiltnisse spiegeln sich auch in den Umsatzkoeffizienten
wieder. Das Maximum des Okonomischen Koeffizienten steigt mit zu-
nehmendem N-Gehalt des Mediums und ist mit 57,6 (1. Tag) im Me-
dium IIT am héchsten und mit 48,2 (1.Tag) in Medium I am niedrigsten.
Umgekehrt weist die Fettsynthese in Medium I mit dem niedrigsten
N-Gehalt den hochsten Fettkoeffizienten mit 8,8 (8. Tag) auf, wogegen
der maximale Fettkoeffizient im Medium III mit einem Wert von nur
3,5 (2. Tag) am niedrigsten liegt.

Der Versuch zeigt also, dafl Zellsubstanz- und Fettsynthese unter
giinstigen Bedingungen gleichzeitig ablaufen, jedoch durch Kohlen-
hydratmangel beide zum Stillstand gebracht werden, unabhingig von
der noch im Medium verfiigbaren N-Menge. Dagegen kommt bei
N-Mangel nur das Wachstum zum Stillstand, wihrend Fettsynthese
und -Speicherung weiterlaufen, sofern noch Kohlenhydrat verfiigbar ist.

Der Versuch zeigt ferner die Kulturbedingungen, unter denen am
giinstigsten eine groflere Menge Fett zur Analyse gewonnen werden kann.

3. Untersuchungen an zellfreien Extrakten

Im folgenden sollten einige Hauptenzyme des Embden-Meyerhof-
Abbauweges der Kohlenhydrate, sowie charakteristische Enzyme
anderer Stoffwechselwege nachgewiesen und in ihrer Aktivitit bestimmt
werden.

a) Schliisselenzyme des Embden-Meyerhof-Abbauweges

Die zur Spaltung des F-1,6-DP noétige Aldolase wurde in einem zell-
freien Extrakt nachgewiesen und ihre Aktivitat bestimmt mit 0,074 uM
F-1,6-DP/mg Protein/min.

Triosephosphat-Isomerase, welche die Bildung des Glycerinaldehyd-
phosphats aus dem zunichst durch die Aldolase hauptsichlich gebil-
deten Dioxyacetonphosphat katalysiert, konnte ebenfalls nachgewiesen
werden. Die spezifische Aktivitat betrug 1,704 uM Triosephosphat/mg
Protein/min.

Eine zentrale Stellung im Stoffwechsel fiir Abbau-, Energie-
gewinnungs- und Synthesevorginge nimmt die ,aktivierte Essig-
sdure’, das Acetyl-CoA ein. Es entsteht durch Decarboxylierung
der im Verlauf des Embden-Meyerhof-Abbauweges gebildeten BTS.
Das dabei beteiligte Enzym BTS-Dehydrogenase wurde nachgewiesen
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und seine spezifische Aktivitit bestimmt mit 0,012 uM BTS/mg Pro-
tein/min. Ohne «-Liponsiure wurde zwar keine Verminderung der
Enzymaktivitat festgestellt, doch kann daraus noch nicht unbedingt
geschlossen werden, daBl die Reaktion keiner katalytischen Mengen
dieser Substanz bedarf, da mit einem rohen Enzymextrakt gearbeitet
wurde, der Spuren der wirksamen Substanz enthalten konnte.

b) Phosphoketolase-Aktivitit

Um die Frage zu kliren, ob auch auf anderem Wege aktive Acetyl-
einheiten gebildet werden koénnen, wurde der Enzymextrakt auf die
Anwesenheit von Phosphoketolase untersucht. Diese spaltet Acetyl-
phosphat von bestimmten Zuckerphosphaten ab. Als Substrate wurden
F-6-P und Ri-5-P eingesetzt. Es konnte jedoch keine Phosphoketolase-
Aktivitat festgestellt werden. Die Reaktionsfihigkeit der Ansitze selbst
lie§ sich durch Zugabe eines aktiven Lactobacillus-Extraktes und die
dadurch bewirkte Extinktionsabnahme beweisen.

c¢) Einbau von 1CO,

Die Anwesenheit carboxylierender Enzyme wurde in dem zellfreien
Extrakt durch Einbauversuche mit 19CO, nachgepriift.

Ru-1,5-DP-Carboxylase, die die Bildung von 2 Mol 3-Phospho-
glycerinsdure aus 1 Mol Ru-1,5-DP und 1 Mol 1CO, katalysiert, lie3 sich
nicht nachweisen. Auch PEP-Carboxylase konnte in Form markierten
Oxalacetats in dem zellfreien Extrakt nicht nachgewiesen werden durch
Inkubation von PEP mit NaH!CO,. Da auch bei Zugabe von ADP zu
obigem Ansatz kein markiertes Oxalacetat nachweisbar war, konnte
auch die Anwesenheit der ADP-(oder IDP-)bediirftigen Oxalessigsdure-
Carboxylase ausgeschlossen werden.

C. Diskussion

Wie aus den vorangegangenen Versuchen anderer Autoren zu er-
warten war, erwies sich der Organismus wegen seines homogenen, hefe-
dhnlichen Wachstums und der einfachen Nahrstoffanspriiche in Submers-
kultur fir die geplanten stoffwechselphysiologischen Untersuchungen
als sehr geeignet. Zur Gewinnung genauer qualitativer und quan-
titativer Daten iiber Menge und Zusammensetzung des Zellmaterials,
sowie iiber die Verinderungen im Kulturmedium war die Submerskultur
das geeignete Verfahren. Parallelversuche mit Riihr- und Schittelkultur
lieBen letztere wegen ihrer iiberwiegenden Vorteile als die Methode der
Wahl erscheinen.

Die Spezifitit der drei untersuchten Stimme von Beauveria tenella
fiir bestimmte C-Quellen war im Gegensatz zu vielen anderen vergleich-
baren Pilzen nicht sehr ausgeprigt. So konnten nach HuMFELD u. Sucr-
HARA (1949), REUSSER, SPENCER u. SALLANS (1958), sowie MousTaFa
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(1960) und eigenen Untersuchungen als C-Quelle verwertet werden:
An komplexen Substraten die Abfallfliissigkeit bei der Spargel- und
Birnenkonservierung (,,asparagus butt juice, ,,pear waste juice®),
Reisschrot-Extrakt (,rice bran extract‘), Mais-Sirup, Gerstenkeim-
Extrakt (,,malt sprout extract‘), Malz-Sirup (,,malt syrup‘‘), Biomalz,
Melasse und losliche Stiarke, an definierten C-Quellen d-Glucose, d-Ga-
lactose, d-Mannose, d-Fructose, d-Xylose, d-Arabinose, Maltose, Sac-
charose, Dextrin, Lactat und Pyruvat. Acetat konnte, als einzige
C-Quelle verabreicht, nicht verwertet werden. Aus den Untersuchungen
ging weiter hervor, dal Lactat, Pyruvat und Acetat nicht nur die Aus-
beute an Trockensubstanz, sondern auch an Fett steigerten. Das stimmt
iiberein mit den Ergebnissen, die HoppE (1960) von Versuchen an Hefen
zitiert. KLEINZELLER (1944) dagegen konnte bei Torula lipofera keine
vermehrte Fettbildung durch Lactat-, Pyruvat- und Acetatzugabe
beobachten. Als C-Quellen ungeeignet waren Crotonat, 1-Rhamnose,
Na-Carboxymethylcellulose und Lactose. Da die Hydrolyseprodukte
der Lactose, Galactose und Glucose jedoch gut verwertet werden
koénnen, scheint dem Organismus nur das hydrolysierende Enzym, die
Lactase zu fehlen. Es kann sich jedoch auch um eine Frage der Per-
meabilitdt handeln.

Daf3 Lactose und Cellulose eine schlechte C-Quelle fiir Pilze darstellen, ist
haufig beobachtet worden (HEIDE 1939; MARGOLIN 1942; ESTIENNE, CASTAGNE u.
BERTRAND 1947; LiLLy u. BARNETT 1953; CocHRANE 1958). Dies wird auch durch
Untersuchungen von HuBER (1958) an Beauveria basstana bestitigt, der in Submers-
kultur einerseits ein dhnlich weites Spektrum von verwertbaren definierten und
komplexen C-Quellen fand, andererseits aber ebenfalls feststellte, dal Lactose
selbst schlecht genutzt werden konnte, wihrend ihre Spaltprodukte gute C-Quellen
darstellten. Er fand weiterhin lipolytische Aktivitidt, indem der Pilz verschiedene
Fette als Substrat verwerten konnte (besonders deren Glycerinanteil). Dies paBt
gut zu den Befunden, daB} besonders das Fettgewebe der befallenen Insekten von
dem Pilz angegriffen wird.

Da Glucose schnell und gut in Zellsubstanz und Lipide umgesetzt
werden kann und leicht erhiltlich ist, wurde sie als Haupt-C-Quelle be-
nutzt.

Auch hinsichtlich der N-Quellen ist der Organismus sehr anspruchs-
los. Er kann sowohl Ammonsalze, Aminosiuren und Harnstoff, wie auch
komplexe Formen organischen Stickstoffs verwerten (MacLEoD 1954a;
HuMFELD u. SUGIHARA 1952). Auch an Beauveria bassiana fand HUBER
(1958), daB eine ganze Reihe anorganischer (NH,NO,, NaNO,, (NH,),SO,)
und organischer N-Quellen (Aminosiuren, Pepton, Casein, Harnstoff)
gut verwertbar waren. Da Harnstoff bei seiner Verwertung den pg-
Wert des Mediums nicht zu stark beeinfluBt, wurde er als einzige
N-Quelle benutzt.

Diese Anspruchslosigkeit beziiglich der Nahrstoffe diirfte auch eine
der Hauptursachen fiir die weite Verbreitung von Beauveria darstellen
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(MacLeop 1954a und 1954 b; HUBER 1958 ; MADELIN 1960; FRANZ 1961).
Der Besitz von Chitinase (HUBER 1958; (‘LaUs 1961) erklirt besonders
die Befihigung zum Parasitismus an Insekten, doch wurde Beauveria
auch von héheren Tieren (SMITH 1897), ja sogar vom Menschen (Kuru
1932) isoliert. Auch eine saprophytische Lebensweise wurde vereinzelt
gefunden (VINCENS 1923; Saccas 1948: MoLrToris 1963a), zumindest
wurde das hiaufige Auftreten von Beawveria im Boden in der Richtung
diskutiert, daB die Riickkehr zum Saprophytismus dem Pilz die Mog-
lichkeit biete, ungiinstige Lebensbedingungen zu iiberdauern (MADELIN
1960; Fraxz 1961). HUBER (1958) dagegen kommt auf Grund seiner
Untersuchungen zu dem SchluB3, daf3 Beauveria zu ciner saprophytischen
Lebensweise im Boden nicht befihigt sei.

Da im Verlauf der Untersuchungen insbesondere der Fettbildung
und ihrer Abhingigkeit von verschiedenen Faktoren nachgegangen
werden sollte, muBte der Methodik der Lipidgewinnung und Unter-
suchung zunichst besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden.

Die Lipide der Zellen sind nicht nur in den verschiedenen organischen Loésungs-
mitteln zu verschiedenen Anteilen loslich, sondern auch die Zellwand besitzt fiir sie
nicht die gleiche Durchlissigkeit. Weiterhin sind die Lipidtropfchen in den Zellen
teilweise von Proteinmembranen umgeben oder die Lipide liegen als ,.gebundene
Lipide” in schwer lsslicher Form in Strukturelementen der Zelle vor. Die Ergeb-

nisse der Lipidbestimmung sind daher in hohem Malle von der angewandten
Methodik abhiingig.

Die Problematik dieser Bestimmungen wird bei FosTer (1949), COCHRANE
(1958) und Horre (1960) diskutiert. Der EinfluB von Lipid-Losungsmitteln und
Extraktionsmethoden wurde bei verschiedenen Organismen von Prukss (1934),
PECK (1947) und BERNHAUER (1950) eingehend untersucht. In eigenen Vorunter-
suchungen wurden diese Angaben fiir das spezielle Untersuchungsobjekt bestitigt.

Zur Extraktion wurde schlieBlich Didthylither verwendet, da er das
reinste Lipid ergibt. Das gefriergetrocknete Mycel wurde vor der Ex-
traktion noch mechanisch aufgeschlossen. Dadurch konnte die Lipid-
ausbeute auf etwa das Doppelte gesteigert werden. Obwohl durch eine
Hydrolyse die Ausbeute an Fett gegebenenfalls noch weiter zu steigern
gewesen wire, wurde auf sie verzichtet, da bei dieser neben der Auf-
spaltung der Lipidsymplexe auch eine Zerlegung des Neutralfettes und
vor allem der Phosphatide erfolgt. Der Fehler kann bei hohen Phos-
phatidgehalten bis 300/, betragen (HorpE 1960).

Bei den wachstumsphysiologischen Versuchen stellte sich heraus,
daB der Okonomische Koeffizient mit sinkender Kohlenhydratkonzen-
tration der Medien zunimmt und auch von deren C/N-Verhiltnis in-
sofern abhingt, als er bei dessen Zunahme abfallt (vgl. Abb.10). Die
Beeinflussung der Trockensubstanzbildung durch den Anfangs-py des
Mediums war nur gering. doch konnte bei niedrigen pu-Werten stets
cine etwas bessere Ernte erzielt werden.
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MousTara (1960), der allerdings bei seinen Untersuchungen den Zeitfaktor un-
beriicksichtigt lieB. fand in einem Glucosemedium mit komplexen organischen Be-
standteilen ebenfalls bei niedrigen Kohlenhydrat-Konzentrationen (2.3°/, Glucose)
die hochsten Zellsubstanz-Ausbeuten und ein Ansteigen der Ausbeute mit sinkendem
C/N-Verhiltnis (Maximalwerte der Ausbeute bei C/N = 19/1:46—51°/;). Der
Anfangs-py beeinflulte in seinen Untersuchungen den Endertrag kaum.

Pilze verwerten im allgemeinen Kohlenhydrate besser und bilden mehr Zell-
substanz aus einer vorgegebenen Substratmenge als beispielsweise Bakterien. Wie
bei den Hefen gibt es auch unter anderen niederen und verschiedenen hoheren
Pilzen einige, deren Fihigkeit zur Fettsynthese besonders ausgepriigt ist. Man
nimmt an. daB das Fett intracellulir. wahrscheinlich im Zusammenhang mit
cytoplasmatischen Partikeln gebildet wird. Die Hauptmenge findet man dabei in
vacuoliren Kugeln. geringere Anteile auch fein im Plasma verteilt und den Rest an
Strukturen gebunden. Wie von verschiedenen Autoren auch schon an anderen
Mikroorganismen beobachtet (HEIDE 1939; STEINER u. HEINEMANN 1954; HEINE-
MANN 1956) und bei HopPE (1960) ausfiihrlich besprochen worden ist, tritt das Fett
in den Zellen haufig zuerst in Form sehr vieler kleiner, sich stindig vergroflernder
Kugeln auf, die dann im weiteren Kulturverlauf zusammenflielen. STEINER u.
HEINEMANN (1954) beobachteten die Fettbildung an (irana mit positiver Nadi-
Reaktion. was mit verschiedenen Befunden iibereinstimmen wiirde. nach denen in
den Mitochondrien ein GroBteil der Enzyme der Oxydoreduktion, also auch der
Fettsynthese lokalisiert ist. Neuere elektronenoptische Untersuchungen lieferten
dagegen besonders bei hoher organisierten Zellen. so bei Vertebraten und Insekten
(BareMANN u. KxNoor 1959; v. GAuDECKER 1963), Hinweise dafiir. daB die Fett-
svnthese nicht im Zusammenhang mit den Mitochondrien steht. sondern im Er-
gastoplasma der Zelle vor sich geht.

Uber die Fettbildung der untersuchten Stimme ist bisher kaum etwas bekannt.
Die von HUMFELD u. SUGIHARA (1949); REUSSER, SPENCER u. SALLANS (1938) sowie
von FALANGHE (1962) vorliegenden Untersuchungen geben einen Fettgehalt des
Mycels zwischen 3.1 und 9.9%,. je nach Stamm und Kulturbedingungen. an. Da
jedoch Erntedatum. Substratzusammensetzung und Fettbestimmungsmethode
entweder nicht angegeben sind oder von den in dieser Arbeit benutzten Verfahren
abweichen. sind diese Daten nicht ohne weiteres mit den hier vorliegenden Er-
gebnissen vergleichbar.

Bei der Untersuchung der Fettbildung in Abhéngigkeit von der Zu-
sammensetzung des Ndhrmediums, ohne Beriicksichtigung des Zeit-
faktors, lie3 sich bereits feststellen, dal} steigende Kohlenhydratmengen
eine Steigerung der Trockensubstanz- und Fettbildung bedingen, wobei
letztere besonders durch ein hohes C/N-Verhiltnis gefordert wurde. Die
mit steigenden Kohlenhydratmengen erhéhte Speichersubstanzbildung
hatte einerseits ein Absinken des Okonomischen Koeffizienten, anderer-
seits aber ein Ansteigen des Fettkoeffizienten zur Folge, da die C-Quelle
in steigendem MaBe in intracellulir angehiuftes Fett umgewandelt
wurde. Mit 52,1 und 11,6 erreichten dabei Okonomischer bzw. Fett-
koeffizient vergleichsweise hohe Werte!.

Wihrend die Versuche iiber die Fettbildung ohne Beriicksichtigung
des Zeitfaktors nur bedingt allgemeingiiltige Aussagen zulassen, worauf

1211 Bérechnungen iiber die Korrelation Okonomischer Koeffizient/Fett-
koeffizient vgl. RIpPEL (1940).
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besonders auch (‘ocHraxE (1958) hinweist. ergeben die Versuche iiber
die Fettbildung in Abhingigkeit von der Zusammensetzung der Néhr-
medien und von der Zeit ein wesentlich klareres Bild.

LINDNER spricht bereits 1922 im Zusammenhang mit der Fettbildung bei
Endomyces vernalis von zwei Synthesephasen. die zeitlich aufeinanderfolgen: 1. Die
EiweiBigeneration. Hier findet in erster Linie Wachstum unter EiweiBbildung und
rascher N-Aufnahme statt. solange noch groflere Mengen Stickstoff in der Néahr-
losung vorhanden sind. 2. Die Fettgeneration. Sie tritt ein. sobald der Stickstoff
der Nahrlosung verbraucht ist. In dieser Phase wird aus noch verfiigbarem Kohlen-
hydrat in der Hauptsache nur noch Fett gebildet.

Diese zwei Phasen wurden auch von verschiedenen anderen Autoren, besonders

an Hefen. gefunden (FosTer 1949; Luxpiy 1950; Maas-ForsTer 19555 Horrk
1960).

Umgekehrt wurden jedoch auch Fille berichtet, in denen die Fettgeneration
zeitlich neben der Eiweiligeneration herliuft (RaaF 1942; GGoopwIN u. WILLMER

1952).

Besonders die Ergebnisse von Raar zeigen eine gute (bereinstim-
mung mit den von den NRRL-Stimmen gewonnenen Daten. Durch die
Zusammensetzung des Nahrmediums (C/N-Verhéltnis) lie sich bei den
hier beschriebenen Versuchen von vornherein entweder die Eiweili-
generation oder die Fettgeneration einseitig fordern. Die Wachstums-
geschwindigkeit war bei den Versuchen in der EiweiBgeneration (nied-
riges C/N-Verhiltnis) etwa doppelt so hoch wie bei der Fettgeneration
(vgl. auch RaaF 1942). Die Versuche zeigten weiter, dal Kohlenhydrat-
mangel Wachstum und Fettsynthese zum Stillstand bringt, unabhéngig
von der noch verfiigbaren N-Menge. Dagegen kommt bei alleinigem
N-Mangel nur das Wachstum (Proteinsynthese) zum Stillstand, wihrend
Fettsynthese- und Speicherung weiterlaufen, sofern noch assimilierbares
Kohlenhydrat vorhanden ist. Die Ergebnisse der Versuche iiber die
Einwirkung des C/N-Verhiltnisses auf die Fettbildung stehen in guter
Ubereinstimmung mit den Befunden anderer Autoren (zitiert in Horrk
1960), wonach eine Behinderung der Eiweilsynthese eine vermehrte
Fettbildung zur Folge hat. Die inverse Beziehung zwischen Protein-
und Fettsynthese in der lebenden Zelle geht wahrscheinlich auf eine
Konkurrenz der beteiligten Enzyme um das Substrat zuriick, wobei die
Geschwindigkeit der Aminosduresynthese offenbar betriachtlich hoéher
ist als die der Fettsynthese.

Das intracellulir gebildete und gespeicherte Fett wird allgemein als Reserve-
substanz betrachtet, die bei Kohlenhydratmangel unter sonst giinstigen Bedingungen
(geniigend N. P. S) Proteinbildung ermdéglicht (PRILL 1935; CHIBNALL 1939; Raar
1942; YEMM u. FoLkEes 1954). Dabei unterscheidet BELIN (1926) zwei Fraktionen:
1. ..élément constant®, den fiir die Lebensfihigkeit der Zelle unbedingt notwendigen
Lipidanteil (Phospholipide, Lipoproteine, besonderc Teile des Plasmas), der cin
gewisses Minimum nicht unterschreiten darf, und 2. ,,é1ément variable* als Reserve-
material, dessen Menge in weiten Grenzen schwanken kann und das nicht als echter
Teil des Protoplasmas anzusehen ist.
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Es sind aber auch Fille beschrieben worden. in denen dem Fett keine Funktion
als Reservesubstanz zukommt, es also bei (-Mangel nicht abgebaut wird und nur
als unverwertbares Speicherprodukt vorliegtl. Dazu wiren auch die Fille einer
..degenerativen Fettbildung aus Plasmasubstanzen. besonders bei hoherem Kultur-
alter zu zithlen (KorpEs 1923; GEFFERs 1937; KLEINZELLER 1944).

Die eigenen Versuche geben keinen eindeutigen Aufschlul} iiber die
physiologische Wertigkeit des gespeicherten Lipids, das zwar nach Ver-
brauch des Kohlenhydrats im Medium. wiahrend der Autolyse absolut
und prozentual (zur Trockensubstanz) abnimmt. doch wesentlich
weniger stark als die Zellsubstanz selbst.

Unter natiirlichen Lebensbedingungen findet bei den Mikroorganismen
im allgemeinen keine nennenswerte Fettbildung statt. bei unphysio-
logisch hohen Kohlenhydratkonzentrationen im Ndhrmedium wird
jedoch mehr Kohlenhydrat gespalten. als zum Zellaufbau und zur
Energiegewinnung verwendet werden kann. Der das Substrat vollig
oxydierende Enzymmechanismus wird so abgesittigt (FosTErR 1949:
. bottle-neck enzymes. ..overflow metabolism*) und die im ("berschuf}
vorhandenen. teilweise oxydierten Abbauprodukte werden entweder
ausgeschieden oder zu sekundiren Hilfsenzymsystemen weitergeleitet.
Diese konnen nur verhiltnismilBig geringe Verianderungen an den
Zwischenprodukten vornehmen, die daraufhin ausgeschieden oder wie im
Falle der Lipide. intracellulir angehéduft werden.

Obwohl die Pilze aerobe Organismen sind, bauen sie im allgemeinen
die Hauptmenge der angebotenen Kohlenhydrate iiber den an sich
anaeroben Embden-Meyerhof-Stoffwechselweg ab. So konnten Shu,
Fu~k u. NE1sH (1954) durch Isotopenversuche nachweisen, dal Asper-
gillus niger etwa 80/, der angebotenen Glucose auf diesem Wege abbaut.
Es zeigte sich, dal} der Embden-Meyerhof-Weg nicht auf anaerobe Be-
dingungen beschriankt ist. sondern auch unter aeroben Verhiltnissen
streckenweise zum Kohlenhydrat-Abbau beschritten werden kann.
indem er terminal mit aeroben Prozessen gekoppelt ist. Dabei wird
reduziertes (C'o-Enzym durch ein Oxydase-System regeneriert. Die
Decarboxylierung des Pyruvats zur aktiven Essigsdure stellt dabei die
Verbindung zum Tricarbonsdure-Cyclus her, der eine hohe Energie-
ausbeute aus dem abgebauten Kohlenhydrat gewihrleistet. Das fiir die
terminale Oxydation benotigte (Cytochrom-System scheint in Pilzen
ebenso wie die Enzyme des Embden-Meyerhof-Weges allgemein vor-
handen zu sein ((COCHRANE 1958).

In den eigenen Versuchen konnte ebenfalls durch den Nachweis der
Schliisselenzyme Aldolase, Triosephosphat-Isomerase und BTS-Dehydro-
genase dieser Abbauweg und die Verbindung zum Tricarbonsdure-
('yelus nachgewiesen werden. Die letztgenannte Reaktion liefert die

! Vgl. hierzu STEINER u. KaTING (1963).
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Acetyl-CoA-Einheiten fiir den Tricarbonsiure-Cyclus und die Fett-
synthese. Da aus dem Tricarbonsiure-Cyclus fiir weitere Synthesen Di-
carbonsiuren abgezweigt werden, ist, um ein Weiterlaufen des Cyclus
zu gewihrleisten, eine de novo-Bildung von Dicarbonséduren auf anderem
Wege notig, etwa iiber den Glyoxylsiiure-Cyclus oder durch Carboxy-
lierungs-Reaktionen. Bei Pilzen wurde haufig eine Wachstumsférderung
durch CO, nachgewiesen und auch der Einbau von CO, in Brenztrauben-
sdure, Milchsdure, Oxalessigsiure, Bernsteinsiure und Citronensiaure
(CLELAND u. JoHNSON 1954) festgestellt (CocHRANE 1958). Im Roh-
extrakt des Mycels der NRRL-Stamme lieB sich jedoch eine Fixierung
von 1CO, in Oxalacetat weder durch PEP-Carboxylase (BANDURSKI
1955), noch durch Oxalessigsiure-Carboxylase (UTTER, KURAHASHI u.
RosE 1954 ; Suzukr u. WERKMAN 1958), ebensowenig wie die Carboxy-
lierung des Ru-1,5-DP durch die Ru-1,5-DP-Carboxylase nachweisen.
Dieses Enzym wurde unter anderem bisher im Spinat und in anderen
griinen Pflanzen (JoRoBY, BRUMMOND u. OcHOA 1956), Algen (CALVIN
1956; PETERKOFSKI u. RACKER 1961) und chemolithotrophen Mikro-
organismen (TRUDINGER 1956) gefunden. Auch die Phosphoketolase, die
von Zuckerphosphaten Acetylphosphat abspaltet und bisher bei Lacto-
bacillen (LAMPEN, GEST u. SowpEN 1951 ; HEATH et al. 1958), bei Leu-
conostoc (HurwrTz 1958) und Acetobacter (SCHRAMM, KLYBAS u. RACKER
1958), nicht jedoch bei Pilzen gefunden wurde, lieB sich in dem Enzym-
extrakt von Beauveria nicht nachweisen.

Zusammenfassung

Fir die serienmiBige quantitative Lipidbestimmung bei Beauveria
tenella auf der Grundlage der optischen Hydroxamsédureester-Bestimmung
wurde eine fiir die vorliegenden Bedingungen geeignete MyecelaufschluB-
und Extraktionsmethode entwickelt. Das gefriergetrocknete Mycel
wurde im Potter-Elvehjem-Homogenisator mit Ather aufgeschlossen
und auf der Schiittelmaschine extrahiert. In Submerskulturversuchen
wurde das Wachstum der drei Stimme NRRL 2334, 2335, 2336 in Ab-
hingigkeit von der Kohlenstoff-Quelle und ihrer Konzentration, dem
Zusatz anorganischer Salze und vom pu-Wert gepriift.

Es wurden Wachstumskurven mit Riihr- und Schiittelkultur auf-
genommen. Als giinstigste Methode erwies sich die Schiittelkultur,
beimpft mit einer fliissigen Vorkultur.

Die Fettbildung der Stamme in Abhéngigkeit von verschiedenen zu-
sitzlichen Kohlenstoffquellen wurde gepriift. Acetat, Pyruvat und
Lactat konnten in Zellsubstanz und Fett umgewandelt werden. Stamm
NRRL 2334 war der beste Fettbildner.

Die Auswirkung verschiedener Kohlenhydrat- und Stickstoffkonzen-
trationen auf die Lipidsynthese wurde untersucht. Trockensubstanz-

Arch. Mikrobiol., Bd. 47 7
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und Lipidsynthese nehmen mit steigendem Kohlenhydratgehalt des
Mediums zu, doch sinkt dabei der synthetische Wirkungsgrad. Ein hohes
C/N-Verhiltnis begiinstigte die Fettbildung. Fett- und Zellsubstanz-
bildung konkurrieren um die Kohlenstoff-Quelle. Ein hoherer Okonomi-
scher Koeffizient ist jeweils mit einem niedrigeren Fettkoeffizienten ge-
koppelt. Es wurde in Wachstumskurven die Abhingigkeit der Lipid-
synthese vom C/N-Verhiltnis und der Zeit bestimmt. Die Fettbildung
setzt schon ein, bevor Stickstoff zum wachstumsbegrenzenden Faktor
wird. Sie schreitet nach Aufbrauch der Stickstoff-Quelle bis zu einem
Fettgehalt von 349/, des Myceltrockengewichts fort.

Als Schliisselenzyme des Embden-Meyerhof-Abbauweges wurden in
zellfreien Extrakten Aldolase, Triosephosphat-Isomerase und Brenz-
traubensdure-Dehydrogenase nachgewiesen und in ihrer Aktivitit be-
stimmt.

Phosphoenolbrenztraubenséure-Carboxylase,  Oxalessigsidure-Carb-
oxylase und Ribulose-1,5-Diphosphat-Carboxylase lieBen sich nicht
nachweisen; 1¥CO, wurde mit den entsprechenden Enzymsubstraten
nicht eingebaut. Phosphoketolase konnte ebenfalls nicht aufgefunden
werden.

Summary

A method for the breaking up and extraction of fungal mycelium
(Beauveria tenella) prior to the quantitative determination of lipids by
means of the hydroxamic acid-ester reaction was developed. The lyo-
philized mycelium, suspended in ether, was broken up using a Potter-
Elvehjem homogenisor and further extracted on a shaker.

The growth of three fungal strains (NRRL 2334, 2335, 2336) in
relation to the carbon source and concentration, the presence of in-
organic salts and the py-value of the medium was examined.

Growth curves of shaken and stirred cultures were recorded. The
best growth method found was the shake-culture method using a liquid
pre-culture.

The production of fat in these strains in relation to the carbon source
utilized was investigated. Acetate, pyruvate and lactate were incorporat-
ed into cell-substance and fats. Strain NRRL 2334 was the best fat-
producer.

The effect of various carbohydrate and nitrogen concentrations on
lipid synthesis was examined. The synthesis of cell material and lipids
increases with higher concentrations of carbohydrates; at the same time,
the synthetic efficiency is lowered. A high C/N ratio favoured fat pro-
duction. The synthesis of fat and cell material from carbohydrates is a
competitive reaction. A higher economic coefficient is coupled with a
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lower fat-coefficient. The relationship between lipid synthe§1s and‘t}}e
C/N ratio and between lipid synthesis and time was de'ter'n?lnedl‘.1 I;llpld
production commences before nitrogen becomes growth-hmltlngi} o ov:-
ing complete consumption of the m'troger.l-source the fat content rises to
a maximum of 34%/, on a dry-weight basis. ‘

The key enzymes of the Embden-Meyerhof scheme—aldol:imse, (;r:ﬁs?;
phosphate-isomerase and pyruvic dehydrogenase—were found and thei
activity determined.

The presence of phosphoenol pyruvate-carboxylase, oxalacetll:z-
carboxylase and ribulose-1,5-diphosphate-carboxylase could not he
demonstrated ; 24C0O, was not incorporated in enzymatic tests with the
respective substrates. Phosphoketolase activity could not be found.

i i i sche Forschungsgemeinschaft. )
}';let;'rlr{ri’b:;?'t \i‘)t:u;}[g g?gcg;rg;:(z}lla)r,eg;:ke ich fir seir% reges Interesse an der Arbeit
und ihre stete Forderung. ) )
Friulein MariTA MU danke ich fiir stets zuverlissige Hilfeleistung bei den
abschlieBenden Versuchen.
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Im Teil IT dieser Arbeit (MoLITORIS 1963 b) ist iiber die Abhdngigkeit
der Speicherfettbildung bei Beauveria tenella von verschiedenen Fak-
toren sowie den zeitlichen Verlauf dieses Vorganges berichtet worden.
Gegenstand dieser Mitteilung ist die Isolierung und analytische Unter-
suchung des gebildeten Speicherfettes.

Bei der Isolierung der Lipide aus den Pilzzellen geht eine Vielzahl von Ver-
bindungen in Losung, deren Trennung nicht ohne weiteres durchgefiihrt werden
kann. Zum einfacheren und schnelleren Vergleich mit Lipiden anderer Herkunft
fithrt man daher iiblicherweise zunichst summarische Untersuchungen durch. Auf
diese Weise gelingt es in vielen Fillen bereits einen Einblick in die Zusammen-
setzung des Lipidgemisches zu erhalten, bevor es im weiteren Verlauf der Unter-
suchung aufgetrennt und analytisch bestimmt wird. Diese Verfahren werden auf
chemischem Gebiet als Kennzahlbestimmungs-Methoden bezeichnet und ermog-
lichen zusammen mit den physikalischen Konstanten einen Vergleich mit anderen
Lipidgemischen.

A. Material und Methoden
1. Mycelanzucht und Lipidgewinnung

Nach den in der vorangegangenen Arbeit (MoLITORIS 1963 b) gewonnenen Er-
fahrungen wurden Schiittelkulturen des Stammes NRRL 2334 angesetzt (Vor-
kultur: Humfeld-Medium, 3 Tage. 10°/, Inoculum; Hauptkultur: Humfeld-Grund-
medium mit 5%/, Glucose und 0,04°; Harnstoff = 0.2 mg N/ml) und das Mycel am
10. Kulturtage geerntet. Die Ernte betrug insgesamt 104 g gefriergetrocknetes
Mycel. Um das Lipid moglichst quantitativ aus den Zellen herauszulosen, und um
Zeit zu sparen, wurde das Mycel mit dem Mickle-Homogenisator aufgeschlossen
und mehrmals mit Ather extrahiert [je AufschluB zwei Proben mit je 500 mg
Tr.S., 1 em? Glaskugeln, 5 ml Ather, 10 min bei maximaler Intensitit; Inhalt dreier
AufschluBgefiBe -+ 35 ml Ather 24 Std auf der Schiittelmaschine bei 27° C extra-
hiert; Zellreste auf Kieselgur-Filterpapier (Schl. & Sch. Nr. 287) abfiltriert].

Nach Verdampfen des Losungsmittels und Trocknen des Rohlipids iiber CaCl,
und Paraffin im Exsiccator wurden so aus den 104 g Trockensubstanz 46,6 g Roh-
extrakt gewonnen, was einem Lipidgehalt des Mycels von 44,8°/, entspricht. Das
Lipid wurde bis zur Weiterverarbeitung jeweils vor Luft und Licht geschiitzt im
Kiihlraum aufbewahrt.
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2. Physikalische Methoden

Die Dichte wurde gravimetrisch nach KUsTER, THIEL u. FISCHBECK (1958)
bestimmt als p,4 bezogen auf Wasser von 4° C. ) )
Die Refraktion wurde gemessen als n} mit einem Abbé-Refraktometer bei
20,2° C und der Na-D-Linie des Spektrums. R
Die relative Viscositit gegeniiber Wasser wurde nach Marura (1932) mit
einem Ostwald-Viscosimeter ermittelt. hod
Die Bestimmung der Oberflichenspannung erfolgte nach der Blasenmethode
(EUCREN u. SUHRMANN 1954) in dyn/em. ) . .
Die spezifische Drehung wurde mit dem Polarisationsgerat der Fa.Schmidt
und Haensch/Berlin, untersucht. . 1) auf.
Die Absorptionsspektren wurden mit einem Zeiss-Photometer (PMQ II) a‘:i'
genommen und gegen reines Losungsmittel gemessen. Im UV-Be'x.'exch wur t:
n-Hexan und Methanol, im sichtbaren Spektralbereich Ather als Losungsmittel
verwendet. o
Die gravimetrische Fettbestimmung erfolgte wie in der vorangegangenen
Arbeit, (MoLITORIS 1963 b).

3. Chemische Verfahren

Sdurezahl, Verseifungszahl, Esterzahl und Aquivalentgewicht wurc!en nach
WINKLER (in BAUER u. MoLL 1960) bestimmt durch Titration und Verseifung des
Lipids mit n-propylalkoholischer 0,5 n KOH. .

Die Jodzahl wurde nach KauFmaNN (in BAUER u. MoLL 1960) ‘bestxmmt.

Zur Verseifung des Lipids und zur Gewinnung des Unverseifbaren und der
freien Fettsiuren wurde wie iiblich vorgegangen: Die Arbeiu?n erfolgten untfar
CO,-Schutz. Es wurde mit methylalkoholischer 0,5 n KOH verseift. Das‘ Unverseif-
bare wurde mit Petrolﬁther/Athergemisch ausgeschiittelt, abgetrennt, ?1ngedampft
und gewogen. Aus der methyl-alkoholischen Phase wurden die Fettsiuren durch
Ansiduern mit HCI freigesetzt, durch Schiitteln mit Petroliither/ﬁthe.r abgetrennt,
getrocknet, eingedampft und gewogen. Die freien Fettsiuren wurden bis zur Weltfl‘-
verarbeitung in trockenem p-a. Aceton geldst und unter LuftabschluB bei —20° C
aufbewahrt.

Die Methylester der freien Fettsiuren wurden nach GLICK (1960) hergestfallt,
doch wurde an Stelle der methanolischen HCI mit methanolischer H,S(?‘ gea.r!)elte!:.
Das Material wurde in trockenem p-a. Aceton unter Luftabschlul bei —20° C bis
zur Aufarbeitung aufbewahrt.

4. Gaschromatographie und Auswertung

Es wurde ein Argon-Gaschromato aph der Fa.Pye Co.,. Cambridge, ver-
wendet. Die benutzte gﬁule hatte eine Ii";nge von 122 cm und einen DmchlPes§er
von 0,4 cm. Das Trigermaterial war Chromosorb W, die s,ufgezog?ne statxona:l-e
Phase (10°/,) bestand aus Polyithylenglykol-Adipat ’(PE(O}A). Als Tragergas Wlll“; e
Argon verwendet. Die Verdampfertemperatur lag bei 275 C, die Saulentemperatur
bei 175° C.

Die qualitative und quantitative Auswertun'g‘der Chromat?gramme ?rfo]gte
nach JaMES (1962). Nach Berechnung der korrigierten Retentlonqu}umlna aus
den Kurven und den Versuchsbedingungen wurden d!e einzelnen Fettsduren durch
Vergleich mit den Werten reiner Eichsubstanzen ermittelt. ) .

Zur quantitativen Auswertung wurden die Flichen de:: einzelnen Glpi:el durco -
gepaust, ausgeschnitten und gewogen. Die Summe‘ der Gewichte Xvurde gleich 1000/,
gesetzt und daraus der prozentuale Anteil der einzelnen Fettsiduren(methylester)
an der Gesamtmenge errechnet.
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B. Versuche und Ergebnisse
1. Aufarbeitung des Atherextraktes
Das Rohlipid war bei 25° C von gelblich-brauner Farbe, 6liger Kon-
sistenz und enthielt einen geringen Bodensatz von farblosen, wachs-
artigen Schuppen. Die Aufarbeitung und Auftrennung in die einzelnen
Fraktionen wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt.

Rohlipid (Fraktion A)
Abzentrifugieren
< N
Uberstehendes (olige Fr. B,) Sediment (wachsart. Fr. B,)
Verseifung
'/ 4
Freie Fettsdauren (Fr. C;) Unverseifbares (Fr. C,)
¥
Methylierung

!

F ettséiuremeth;rlester (Fr. D)

Um fiir die Untersuchungen ein homogenes Material zu erhalten,
wurde zundchst durch mehrmaliges Zentrifugieren (25°C, 30 min,
5000 U/min) die wachsartige Fraktion B, von der oligen Fraktion B,
abgetrennt.

2. Physikalische und chemische Kennzahlen und Eigenschaften

Die Lipidfraktion B, wurde zunichst auf diese Daten hin untersucht.
Die Ergebnisse sind der Tab.1 zu entnehmen.

Bei der Untersuchung der Absorptionseigenschaften wurde das UV-
Spektrum der Substanz in 0,01°/, Loésung in n-Hexan im Bereich von
218—340 myu aufgenommen (Abb.1, Kurve A). Die Kurve zeigt ein
starkes Maximum bei 230 mu (zwei konjugierte Doppelbindungen) sowie
einen zunéchst steilen, dann flacher werdenden Abfall bis 340 my, unter-
brochen von einer Schulter zwischen 247 und 257 myu. Da die Absorp-
tionsmaxima von einfach ungesittigten Fettsduren unter dem MeB-
bereich (215 mpy) liegen, konnten aus der aufgenommenen Kurve auf
deren Anwesenheit und Menge keine Schliisse gezogen werden.

Unter anderem fiithrt auch eine gréBere Anzahl konjugierter Doppel-
bindungen zu gefarbten Produkten, die also im sichtbaren Spektral-
bereich absorbieren. Da die Fraktion B, gelb-braun gefirbt war, wurde
auch fiir den sichtbaren Bereich ein Absorptionsspektrum aufgenommen
(50°/, Losung in Didthylather).

Die Substanz absorbiert im Bereich unterhalb von 400 my sehr stark,
die Absorption sinkt dann zu lingeren Wellenlingen hin sehr schnell ab
und weist nur noch bei 680 my ein kleineres und bei 750 mu ein etwas
groferes Maximum auf.
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Tabelle 1. Physikalische und chemische Eigenschaften des Roklipids (Atherextrakt)

Fraktionierungsergebnis

Rohextrakt (Fr. A) 44,8/, d. Tr.S
Olfraktion (Fr. B,) 39,99/, d. Tr.S 89,0/, d. Fr. A
Wachsfraktion (Fr. B,) 4,9, d. Tr.S  11,0°,d. Fr. A
Freie Fettsiuren (Fr. ) 62,6%, d. Fr. B,
Unverseifbares (Fr. (',) 374°%,d. Fr. B,
Physikalische Eigenschaften der Fraktion B,

Dichte (bezogen auf Wasser -+ 4° C) 0y = 0,9081
Relative Viscositit gegeniiber Wasser (24° C) = 70,4
Oberflichenspannung (24° C) = 30,9 dyn/em
Refraktion n}) = 1,4708
Spezifische Drehung = optisch inaktiv
Absorptionsspektren!

UV-Bereich Maxima: 230 (254) mp

Minima: 219 (250) mu
Sichtb. Bereich Maxima: (525, 580), 680, 750 mpu

Minima: (520. 575), 645, 705 mpu

Chemische Kennwerte der Fraktion B,

Sdurezahl 14,1
Esterzahl 152,4
Verseifungszahl 166,5
Jodzahl 76,11
Mittleres Aquivalentgewicht der Fettsiduren 337,0

Mittleres Molekulargewicht der Fette (Triglyceride)? 1010,0

! Werte in Klammern bezeichnen unbedeutende Maxima und Minima. '
2 Unter der Annahme, daB praktisch alle Fettsiuren als Triglyceride vorliegen.
Fr. = Fraktion des Rohextrakts.

3. Gaschronmtographische Untersuchung der Fettsiuremethylester

Aus den durch Verseifung gewonnenen freien Fettsiuren wurden
zunéchst mit 0,5 n methanolischer H,SO, die Methylester (GLICK 1960,
modifiziert) hergestellt.

Diese wurden in einem Argon-Gaschromatographen (Pye, Cambridge)
analysiert. Die Probenmengen wurden dabei so variiert, daf einmal die
Hauptkomponenten (Abb.2) und einmal die Nebenkomponenten
(Abb.3) des Fettsauregemisches auf den gewonnenen Kurven die fiir die
qualitative und quantitative Auswertung giinstigsten Werte hatten.

Es wurden zwei Proben der Substanz B, vollig unabhingig von-
einander verseift, verestert, im Gaschromatographen analysiert und
quantitativ ausgewertet. Da die Werte beider Bestimmungen gut iiber-
einstimmten, sind ihre Mittelwerte in Tab.2 angegeben.

Es geht daraus hervor, daB8 nur drei Fettsiuren, namlich Palmitin-,
Octadecen- und Octadecadien-Saure zu etwa gleichen Anteilen fast drei
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Abb.2. Gaschromatogramm der Hauptkomponenten der Fettsiuremethylester. Pye-Gaschromato-

graph. S&ule 122 cm lang, Durchmesser 0,4 cm, gefiillt mit Chromosorb W und 10%/, Polyiithylen-

glykoladipat (PEGA). Trégergas Argon, Druck 1,095 atil, Durchflugeschwindigkeit 10 ml/10,2 sec,

Verdampfertemperatur 265° C, Siulentemperatur 175° C. Zellspannung 1500 V, MeBbereich 10 x.
Luftdruck 760,2 Torr. Probenmenge 0,1 ul



Ci6 Cra

c
100 % Gs. er. J
80
S
c
60 15 ¢
Uy
40
v
N 204 U
E T
- Start
4 ' J M T T T T T ™ T - ng ™ T T - T Y Y
0 10 20 30 ‘0 50 60 70 80 90 160 170

Minuten —»
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Tabelle 2. Gaschromatographische Analyse der Fettsiure- Methylester

Fettsiuren VR VR, Menge ]1{?):?15 gﬁ?,f,? Spuren Menge
Come - - e 109 | a—10y | < )
Kettenlinge Syst. Name Trivial-Name cm? em? 0/y1 o/t o/t /ot o/t
Fettsduren unter C,, nicht beriicksichtigt
C;3—Cys ohne einz. aufgef. Fettsiuren 0,4 0,4
Cpe Dodecansiure Laurinsiure 1,59 0,27 0,4 0,4
Cus Tetradecansiiure Myristinsdure 3,05 0,51 0,8 0,8 < Oy
Cis Pentadecansidure 4,28 0,72 0,4 0,4 24
Cie Hexadecansiure Palmitinsiure 5,94 1,00 24,0 24,0
Cie-1 Hexadecensidure 6,75 1,14 3,0 3.0
U, 7,92 1,33 1,0 1,0
Cyq Heptadecansiure Margarinsiure 8,61 1,41 1,0 1,0 Cis—Cyy
U, 9,41 1,58 0,6 0,6 91,4
Cis Octadecansiure Stearinsiure 12,33 2,08 9,2 9,2
Cisq Octadecensiure 13,15 2,21 25,6 25,6
Ci o Octadecadiensiure 15,85 2,67 23,7 23,7
U, 18,19 3,06 1,8 1,8
Cis. s Octadecatriensiure 20,68 3,48 1,5 1,5
U, 21,60 3,64 0,6 0,6
Cyo Eicosansiure Arachinsiure 24,82 4,18 1,2 1,2
Cyp-1q Jicosensiure 26,63 4,48 0,7 0,7
U, 29,92 5,04 0,5 0,5
Cop_s Eicosadiensiure 31,98 5,38 0,5 0,5
U, 34,53 5,81 0,4 04 |i> 0y
Cao_a Eicosatetraensiaure 39,60 6,67 0,3 0,3 6,2
29 Docosansiure Behensiure 48,67 8,19 0,9 0,9
93-1 Docosensiure 51,81 8,72 0,4 0,4
20-5 Eicosapentaensdure 54,64 9,20 0,3 0,3
Joa Tetracosansiure Lignocerinsiure 99,01 16,67 0,8 0,8
100,0 73,3 18,7 8,0 100,0

10/, der Gesamtmenge; VR’ = korrigiertes Retentionsvolumen; V R’ ; = korrigiertes Retentionsvolumen, bezogen auf ryg (Palmitin-
siure) = 1. Geriit: Pye-Gaschromatograph; Siulenfiillung: Chromosorb W mit 10°/, Polyathylenglykoladipat (PEGA); Trigergas Argon.
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Viertel der Gesamtfettsiduren ausmachen. Fast 60°/, bestehen aus un-
gesittigten Fettsduren. Diese nehmen mit zunehmendem Sattigungsgrad
auch an Menge zu. Dreifach und hoher ungeséttigte Fettsduren sind kaum
vorhanden. Die unbekannten Fettsiduren machen mit etwa 5°/, ebenfalls
nur einen geringen Anteil der Gesamtmenge aus. Der Anteil der Fett-
sduren mit 16— 18 C-Atomen betrigt iiber 90°/,.

Das UV-Spektrum der Methylester (Abb.1, Kurve B) in 0,039/,
Loésung in p.a. Methanol glich im wesentlichen dem der Fraktion B,.
Das Maximum bei 230 mu deutet auf die Anwesenheit von Fettsiuren

mit zwei konjugierten Doppelbindungen hin.

C. Diskussion der Ergebnisse

Die analytische Untersuchung der Fraktion B, des Atherextraktes
ergab bei den physikalischen Konstanten keine Besonderheiten. Es ist
auch durchaus die Regel, dal gemischte Glyceride der natiirlichen Fette
in ihrer Gesamtheit optisch inaktiv sind, obwohl einzelne gemischt-
siurige Glyceride durch ihr asymmetrisches C-Atom selbst optisch aktiv
sein miissen (HoppPE 1960). Die Fraktion des Unverseifbaren, die nach
der Definition von KAUFMANN (1937) die natiirlichen unverseifbaren
Stoffe (Sterine, Kohlenwasserstoffe, Fettalkohole usw.) sowie die bei
100° C nichtfliichtigen unverseifbaren organischen Stoffe (Mineralole
usw.) umfaBt, macht mit 37,4°/, einen verhéltnismiaBig hohen Anteil
der Fraktion B, aus. Das kann jedoch teilweise durch die Extraktions-
methode bedingt sein.

Die Ergebnisse der gaschromatographischen Analyse des Fettsiure-
gemisches bestétigen einen allgemein erhobenen Befund (FosTer 1949;
HiprrcH 1956 ; CocHRANE 1958), daB die Cyg- und C,g-Sduren den Haupt-
teil der Gesamtfettsiuren ausmachen, dafl die ungesittigten Sauren
dabei iiberwiegen und Octadecensdure (wahrscheinlich Olsiure) den
héchsten Prozentsatz unter den Einzelfettsiuren ausmacht. Auch da8
die Zahl und Menge der Fettsiuren mit weniger als 10 und mehr als
22 C-Atomen nur sehr gering ist, entspricht der allgemeinen Erfahrung.
Aus der gaschromatographischen Analyse ist an sich nur die Ketten-
linge und der Séttigungsgrad der Fettsiuren zu ersehen, doch kann man
bei Vergleich mit anderen Untersuchungsergebnissen wohl annehmen,
daB die gefundenen ein- und zweifach ungesittigten C,q-Sduren im wesent-
lichen aus Ol- bzw. Linolsidure bestehen.

Aus den GesetzmaBigkeiten iiber das Ansteigen des Retentions-
volumens bei zunehmender Kettenlinge der Fettsiuren (JAMES 1962)
und der Tatsache, daf} bei Vorhandensein einer groBeren Menge einer
Fettsiure meist auch die um 2 C-Atome kiirzere und lingere Fettsdure
in dem Gemisch vorhanden ist, kénnte man auch darauf schlieBen, dal3
unter den nicht durch Eichsubstanzen identifizierten Fettsauren U, bis
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Us die Fettsiuren U,, U, und U, einer C,q (zweifach-ungesittigten), einer
Cyp und C,, gesittigten Fettsiure entsprechen. Zur Veranschaulichung
ist in Abb.4 die Verteilung der Fettsiuren nach Menge, Kettenlinge und
Sittigungsgrad unter EinschluB dieser Annahme gezeigt. Ungerad-
zahlige Fettsiuren, die in den Lipiden der hier diskutierten Stimme

%% d.Ges. Menge ———=

Kettenlange ———=

Abb. 4. Fettsiureverteilung nach Kettenlinge und Sittigungsgrad. &
a—— —a geradzahlig, 1 x ungesittigt; o- - - -0 geradzahlig, 2 x ungesittigt; e
zahlig, gesiittigt. Werte in ( ): Fettsiure nicht sicher identifiziert

4 geradzahlig, gesiittigt;
® ungerad-

nachgewiesen wurden, sind bisher nur in wenigen Fillen in Mikro-
organismen aufgefunden worden. Nach O’LEarY (1962) wurden C;-
und C,,-Sduren in Bakterien (Gaschromatographie) gefunden, HuGcHES
(1963) fand eine C,,-Séure bei Agaricus (Gaschromatographie) und
FosTER (1949) gibt einige Autoren an, die C,y-Fettsiduren bei anderen
Pilzen festgestellt haben. Der seltene Nachweis dieser ungeradzahligen
Fettsiduren kann vor allem auch methodisch bedingt sein, da sie nur in
geringen Mengen vorkommen und so leicht dem Nachweis entgehen,
sofern nicht mit sehr empfindlichen Methoden wie Papier-, Diinnschicht-
oder Gaschromatographie gearbeitet wurde.

Zusammenfassung
Die physikalischen und chemischen Kennzahlen und Daten des durch
Atherextraktion gewonnenen Rohlipids von Beauveria tenella wurden
bestimmt und spektrale Absorptionskurven aufgenommen.
Die Methylester der Fettsiuren wurden gaschromatographisch
analysiert. Die einzelnen Fettsauren wurden identifiziert und ihr mengen-
méaBiger Anteil ermittelt.
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Etwa 90°, der Fettsiuren haben eine Kettenlinge von 16—18
Kohlenstoffatomen. Nahezu 60°/, der Fettsiuren sind ungesittigt; der
prozentuale Anteil dieser Siuren nimmt mit steigender Zahl der
Doppelbindungen ab.

Octadecensiure hatte mit 25,6°/, den grof3ten Anteil an der Gesamt-
menge.

An seltenen Fettsiuren konnte unter anderem eine gesattigte C,,- und
(C,y-Fettsdure nachgewiesen und das Vorkommen einer geséttigten C,o-
und C,,-Fettsidure wahrscheinlich gemacht werden.

Summary
The physical and chemical constants and the spectral absorption
curves of crude lipids of Beauveria tenella, obtained by means of ether-
extraction, were determined.
The methyl esters of the fatty acids were analyzed using gas-liquid
chromatography. The individual fatty acids were identified and the
amount of each in the complete sample determined.

Approximately 90°/, of the fatty acids had a 16—18 carbon-chain
length, while almost 60°/, of the fatty acids were unsaturated. The per-
centage of fatty acids with unsaturated bonds was reciprocally pro-
portional to the number of double bonds present.

Octadecenoic acid comprised 25,6°/, of the total fatty acids and
represented the largest single amount of a specific fatty acid present.

With respect to unusual fatty acids, a saturated C,, and a C,,
fatty acid were identified, while the presence of a C,y and a C,, fatty
acid was indicated.

Herrn Prof. Dr. H. ;. ScHLEGEL danke ich fiir sein reges Interesse an der Arbeit
und ihre stete Forderung.

Fiir die Moglichkeit zur Benutzung der Gerite und seinen Rat bei der Gas-
chromatographie der Fettsiuren danke ich Herrn Privatdozenten Dr. O. W. THIELE.

Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft.
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