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I n d e m vorausgegangenen T e i l der A r b e i t ( M O L I T O R I S 1 9 6 3 a) w u r d e 
über a l lgemeine C h a r a k t e r i s t i c a , d ie M o r p h o l o g i e u n d s y s t e m a t i s c h e 
S t e l l u n g der Stämme NRRL 2334, 2335, 2336 b e r i c h t e t . Sie k o n n t e n als 
Beauveria tenella (Delacr . ) S i e m . i d e n t i f i z i e r t w e r d e n . I m fo lgenden so l l 
über d ie w e i t e r e n U n t e r s u c h u n g e n bezüglich des W a c h s t u m s , des Stoff ­
wechsels u n d der F e t t s p e i c h e r u n g dieser Stämme sowie i h r e r E n z y m ­
aktivitäten b e r i c h t e t w e r d e n . 

Die Pilze der Gattung Beauveria erregten zuerst Aufmerksamkeit als Erreger 
der im 18. und 19. Jahrhundert berüchtigten Krankheit des Seidenspinners (Bombyx 
mori L . ) , die damals der Seidenindustrie beträchtliche Verluste verursachte. 
A G O S T I N O B A S S I isolierte 1834 von einer infizierten Seidenspinnerraupe den später 
nach ihm benannten Pi l z Beauveria bassiana als den Erreger dieser Krankhei t und 
war damit wohl der erste Untersucher ( F I L D E S 1951), der ein „kleines Lebewesen" 
als Erreger einer Krankheit entdeckt und beschrieben hat. 

Die systematische Stellung der Beauveria-Arten wechselte im Laufe der Zeit 
häufig, bis schließlich M A C L E O D (1954 a, 1954b) diese Gattung eingehend nach­
untersuchte. E r reduzierte die zahlreichen Arten nach Abtrennung anderer Gat­
tungen auf zwei, nämlich Beauveria bassiana und Beauveria tenella, die sich nur 
durch ihre Sporenform unterscheiden. 

Die Untersuchungen an Beauveria wurden hauptsächlich im Hinbl ick auf ihren 
Parasitismus an Insekten durchgeführt ( M A D E L I N 1960), einerseits als unerwünsch­
ter Erreger der Seidenspinnerkrankheit, andererseits aber auch als willkommener 
Helfer in der biologischen Bekämpfung von Schadinsekten wie des Kartoffelkäfers 
(Leptinotarsa decemlineataLt.), des Maikäfers (Melolontha melolontha L.) und anderer 
(vgl. F B A N Z 1961). 

I n jüngerer Zeit wurden auch Versuche über die Wachstumsansprüche in 
Submerskultur angestellt ( M A C L E O D 1954b; H U B E R 1958; C O R D O N U . S C H W A R T Z 
1962), sowie über die Produktion von Chitinase ( H U B E R 1958; C L A U S 1961), die der 
P i l z für die Durchdringung der Insektencuticula benötigt. 

D u r c h die I d e n t i f i z i e r u n g der b i sher als Agaricus campestris g e l t e n d e n 
Stämme NRRL 2334, 2335, 2336 a ls Beauveria tenella, t r a g e n n u n a u c h 
die a n i h n e n durchgeführten U n t e r s u c h u n g e n z u r K e n n t n i s der G a t t u n g 





Beauveria be i . Diese V e r s u c h e w u r d e n v o r a l l e m u n t e r k o m m e r z i e l l e n 
A s p e k t e n z u m E i n s a t z des P i l z e s i n der C h a m p i g n o n k u l t u r , oder z u r 
H e r s t e l l u n g v o n M y c e l für S u p p e n u n d ähnlichem durchgeführt. 

Sie beschäftigten sich mit Kulturverfahren, Nährstoffansprüchen und dem 
Einfluß verschiedener Faktoren auf Entstehung und Verbesserung des erwünschten 
Champignongeschmackes ( H U M F E L D 1948; H U M F E L D U . S U G I H A R A 1949; H U M F E L D 
1950/51; H U M F E L D U . S U G I H A R A 1952; S U G I H A R A U . H U M F E L D 1954; S Z U E C S 1956; 
O ' N E I L 1956; B E N K O 1958; R E U S S E R , S P E N C E R U . S A L L A N S 1958; M O U S T A F A 1960; 
F A L A N G H E 1962). 

E i n in Submerskultur gut wachsender Stamm des Fliegenpilzes Amanita mus-
caria L . , wurde kürzlich ebenfalls als Beauveria (bassiana) identifiziert. Mi t ihm 
waren bereits Submerskulturversuche über Nährstoffansprüche und einen aus­
geschiedenen Farbstoff durchgeführt worden ( P A C I F I C I et al . 1960; V I N I N G , K E L ­
L E H E R U . S C H W A R T I N G 1962). 

A . Organismen und Methoden 
1. Organismen 

Es wurden wiederum die Stämme NRRL 2334, 2335, 2336 verwendet und auf 
Biomalzagar-Schrägröhrchen (2,5% Biomalz, 1,5% Agar, p H 5,5) durch Sporen-
überimpfung vermehrt. 

2. Nährmedien 
Wie in der vorhergehenden Arbeit (MOLITORIS 1963 a) kamen Biomalznährlösung 

und das Medium nach H U M F E L D U . S U G I H A R A (1949) zur Verwendung und wurden 
ebenso angesetzt. Weiterhin wurde ein Mineralmedium folgender Zusammensetzung 
benutzt: Grundmedium: K H 2 P 0 4 1,0 g; M g S 0 4 • 7 H 2 0 0,4 g; CaCl 2 0,15 g; H 2 S 0 4 

1,0 n 1,5 m l ; Spurenelementlösung (FeCl 3 • 6 H 2 0 0,25 g; M n C l 2 • 4 H 2 0 0,36 g; 
Z n C l 2 0,20 g; C u S 0 4 • 5 H 2 0 0,005 g; aqua dest. auf 1000 ml) 20,0 m l ; C-Quelle (ver­
schiedene Mengen Biomalz oder Glucose); aqua dest. auf 900 m l ; mit N a O H auf 
P H 7,5. Stickstoff quelle: 1% Harnstofflösung in aqua dest., steril filtriert. Das 
Grundmedium wurde zu je 36 ml in 300 ml Erlenmeyerkolben gefüllt, autoklaviert 
(15 min bei 1,2 atü) und dann unter sterilen Bedingungen mit je 4 ml der Harnstoff­
lösung versetzt (Endkonzentration Harnstoff = 0,l° / 0 ; Stickstoif = 0,05%). 

Aus Testbestimmungen ergab sich, daß unter den gewählten Bedingungen die 
Caramelisierung der Glucose so gering war, daß sich eine getrennte Sterilisation 
erübrigte. Bei Versuchen mit zusätzlichen C-Quellen in kleinen Mengen (Crotonat, 
Acetat, Lactat, Pyruvat) wurden diese mit dem Harnstoff steril filtriert und zu­
gegeben. 

3. Methodik 

a) Z e l l a n z u c h t u n d E r n t e 
Die Anzucht der Zellen erfolgte entweder in Schüttelkolben (300 ml Erlen­

meyerkolben, 40 ml Inhalt, Watte oder Schaumstoffhauben, Schüttelmaschine mit 
3 cm Weg und 150 H i n - und Hergängen/min) oder in Rührkultur bei jeweils 27° C 
im Dunkeln. Von den Kolben wurde täglich der sich bildende Rand abgeschüttelt. 
Die Rührkultur wurde in 2 1-Zweihals-Rundkolben durchgeführt. Diese enthielten 
je 1 1 Nährlösung, die magnetisch gerührt (etwa 650 U/min) und gleichzeitig mit 
steriler, befeuchteter Luf t (etwa 60 1/Std/l Nährlösung) durchströmt wurde 
( S C H L E G E L , K A L T W A S S E R U . G O T T S C H A L K 1961). 

Beimpft wurde jeweils entweder direkt mit Agarmycelstückchen ( 5 x 5 mm) 
einer mindestens 3 Wochen alten Biomalzagarkultur oder im Verhältnis 1:10 mit 



einer 3 Tage alten Vorkultur , die bei 2 7 ° C auf der Schüttelmaschine angezogen 
wurde. 

Tabelle 1. Aufarbeitungs-Schema der Flüssigkeitskulturen 
A B 

Dreimal je 1 Schüttelkolben Inhalt von mind. 3 Schüttelkolben 
(oder Rührkulturprobe) (oder Rührkulturproben) 

pH, makroskop. und mikroskop. Unters. pH, makroskop. und mikroskop. Unters. 

Abnutschen auf Kieselgurfilterpapier 
(Schi. & Sch. N r . 2 8 7 ) , waschen 

/ \ 
Fi l ter F i l t rat 

I 
Ofentrocknung 1 0 5 ° C 

2 4 Std 
\ 

Abkühlen, Exsiccator 
1 Std 

1 
Tr. Gew. (Ofentr.) 

Abzentrifugieren, zweimal waschen 

i 
Gefriertrocknen, 2 4 Std, - 4 0 ° C 

i 
Tr. Gew. (Gefriertr.) 

/ \ 
Aufschluß, Extrakt ion Veraschung 

1 V 
Fettgehalt N-Gehalt 

(Mikrokjeldahl) 

auf 1 0 0 m l auffüllen 

Bestharnstoff Bestglucose 

Die Ernte der Zellen erfolgte nach dem Schema in T a b . l . Falls erforderlich, 
wurden die Zellen nach dem Abzentrifugieren bis zur Weiterverarbeitung bei 
— 2 0 ° C eingefroren. Wenn nicht anders vermerkt, wurden für jeden Wert drei 
Kolben oder Proben aufgearbeitet und das Mit te l der Parallelbestimmungen an­
gegeben. 

b) B e s t i m m u n g s m e t h o d e n 
Das Trockengewicht der Zellen wurde wieder durch Ofentrocknung ( 1 0 5 ° C) 

bestimmt, oder das Material wurde in einer Gefriertrocknungsanlage der F a . Schutt/ 
Göttingen bei — 4 0 ° C und 1 0 ~ 2 Torr bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und in 
den Trocknungskolben gewogen. 

Die pH-Messung wurde mit der Glaselektrode und dem pn-Meßgerät der F a . 
Metrohm, Herisau/Schweiz vorgenommen. 

Die Bestimmung der Glucose im Kulturmedium wurde mit dem Anthron-
reagens nach H E W I T T (1958) i n einem Zeiss-Photometer (PMQ II) durchgeführt; 
die Methode wurde durch einige Parallelbestimmungen mit dem Fehlingschen 
Reagens nach L E H M A N N , M A Q U E N N E U . S C H O O R L (1932 ) geprüft. 

Der Harnstoff im Kulturf i l trat wurde enzymatisch mit Urease (Merck 8 4 8 9 ) 
nach B A U E R U . M O L L ( 1 9 6 0 , modifiziert nach eigenen Erfahrungen) bestimmt. 

Die Ermitt lung des Mycelstickstoffgehaltes erfolgte im Mikrokjeldahl nach 
P E L C Z A R , H A N S E N U . K O N E T Z K A (1956 ) . 



c) L i p i d u n t e r s u c h u n g 
Für alle Extraktionen wurde gefriergetrocknetes Mycel verwendet. 
Extrakt ion ohne vorhergehenden Aufschluß: Das Mycel wurde allein durch 

Schütteln mit verschiedenen Lösungsmitteln in Erlenmeyerkolben auf der Schüttel­
maschine bei 27° C extrahiert. Anschließend wurde es auf Kieselgur-Filterpapier 
(Schi. & Sch., N r . 287) abfiltriert, nachgewaschen und der Extrakt auf ein be­
stimmtes Volumen aufgefüllt. 

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

Aufschluß mit dem Mickle-Desintegrator: Je 250 mg Trockensubstanz wurden 
durch Schütteln mit je 1 cm 3 Glaskugeln (1 mm 0 ) und 5 ml Äther je Gefäß me­
chanisch aufgeschlossen. Schüttelzeit und Intensität wurden variiert. Das auf­
geschlossene Mycel wurde mit 45 ml Äther in 300 ml Erlenmeyerkolben überführt 
und 24 Std wie oben auf der Schüttelmaschine extrahiert und weiterbehandelt. 

Aufschluß im Potter-Elvehjem-Homogenisator ( P O T T E R U . E L V E H J E M 1935): 
250 mg Trockensubstanz wurden mit 10 ml Äther verschieden lange bei verschie­
dener Umdrehungszahl zerrieben, mit 40 ml Äther in 300 ml Erlenmeyerkolben 
überführt und wie oben weiterbehandelt. 

Zur Bestimmung von Anwesenheit und Menge von Poly-ß-Hydroxy-Butter-
säure (PHBS) wurde die gewogene Mycelmenge mit Chloroform im Verhältnis 1:24 
24 Std bei Zimmertemperatur extrahiert, abfiltriert und nachgewaschen. Im Fi l trat 
kann vorhandene P H B S mit Äther ausgefällt, auf gewogener Fritte abgenutscht 
und nach dem Trocknen gravimetrisch bestimmt werden. 

Zur gravimetrischen Bestimmung der Gesamtlipide wurde der von einer be­
stimmten Mycelmenge gewonnene Ätherextrakt in einem gewogenen Becherglas 
unter der IR-Lampe bis zur völligen Vertreibung des Lösungsmittels eingedampft, 
über CaCl 2 und Paraffin getrocknet und gewogen. 

Die serienmäßige Lipidbestimmung wurde mit der Estergruppenbestimmung 
nach S N Y D E R U . S T E P H E N S (1959) vorgenommen. Pr inz ip : Das aus dem alkalischen 
Hydroxylamin und den hydrolysierten Fetten gebildete Fettsäurehydroxamat 
reagiert mit F e + + + im Sauren zu einem purpurnen Komplex, der gegen die reine 
Reagentienlösung bei 530 mju im Zeiss-Photometer gemessen wird. Bei jeder Be­
stimmung liefen Triolein-Eichwerte mit. Die Reagentien wurden täglich frisch 
angesetzt. 

d) A r b e i t e n m i t ze l l f re ien E x t r a k t e n 
Zur Herstellung von Arylaminacetylase wurde das Acetontrockenpulver aus 

frischen Taubenlebern in Anlehnung an K A P L A N U . L I P M A N N (1948) hergestellt. 
Das teilweise gereinigte E n z y m wurde im Prinzip nach C H O U U . L I P M A N N (1952) 
und T A B O R , M E H L E R U . S T A D T M A N (1953) nach Verwerfen der ersten Acetonfällung 
(44% Sättigung) als Acetonniederschlag bei 75°/ 0 Sättigung hergestellt, in Phos­
phatpuffer (m/2000; p H 6,8; m/1000 ÄDTA 1 ; m/1000 Cystein) aufgenommen und 
bei — 20° C in kleinen Portionen eingefroren. 

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

1 Die folgenden Abkürzungen werden benutzt: Acetyl-CoA = Acetyl -
Coenzym A ; A D P = Adenosindiphosphat; ÄDTA = Äthylendiamintetraessigsäure; 
B T S = Brenztraubensäure; F-6-P = Fructose-6-Pho3phat; F-1 ,6-DP = Fructose-
1,6-Diphosphat; I D P = Inosindiphosphat; N A D H 2 = Nicotinamid-Adenin-Di-
nucleotid (reduziert); P E P = Phosphoenolbrenztraubensäure; R i - 5 - P = Ribose-5-
Phosphat; R u - l , 5 - D P = Ribulose-l,5-Diphosphat; T r . S . = Trockensubstanz; 
Tris-Puffer = Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan-HCl-Puffer. 



geerntet und mit der Cepa-Schnellzentrifuge (C. Padberg, Lahr/Baden) bei 14000 -g 
abzentrifugiert, i n Phosphatpuffer (m/20; p H 7,4; m/2000 ÄDTA; m/2000 Cystein; 
0° C) aufgenommen, nochmals zentrifugiert und bei — 20° C in kleinen Portionen 
eingefroren. 

Für die Herstellung der Extrakte zur Bestimmung der BTS-Dehydrogenase, 
Phosphoketolase und Aldolase wurde das Zellmaterial nach H U G H E S (1951) in der 
sogenannten „Hughes-Presse" (Schandon Scientific Co./London) auf — 30° C unter­
kühlt, die gefrorene Zellmasse dann hydraulisch durchgepreßt und dabei auf­
geschlossen. Die Abtrennung der Zellreste erfolgte durch Zentrifugieren (30 min, 
17000 • g, 0° C). Das Uberstehende wurde soweit nötig, bis zur Weiterverarbeitung 
in kleinen Portionen bei — 20° C eingefroren. 

D a bei der Bestimmung der Ru-l ,5-DP-Carboxylase, PEP-Carboxylase und 
Triosephosphat-Isomerase Phosphationen stören, wurde das Mycel hierfür vor dem 
Aufschluß mit reichlich Pufferlösung ( p H 7,4; m/2000 ÄDTA; m/2000 Cystein) ge­
waschen, wie oben aufgeschlossen und anschließend in Tris-Puffer (m/20; p n 7,6) 
aufgenommen, abzentrifugiert und eingefroren. 

Bestimmungsmethoden: Die Proteinbestimmung wurde nach der von B E I S E N -
H E R Z et al . (1955) abgewandelten Biuretmethode vorgenommen. Zur Entfernung 
störender Salzkonzentrationen im Enzymextrakt wurden die Proteine nach B Ü C H E R 
(unveröffentlicht) umgefällt und der nach Reagenszugabe entstehende gefärbte 
Komplex bei 546 m^ im Eppendorf-Photometer gemessen. 

Aldolase wurde mit der Boehringer Testkombination „Aldolase" (Boehringer a) 
bestimmt. Meßgröße war dabei die Abnahme der N A D H 2 - E x t i n k t i o n bei 366 m// 
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 Aktivität des Enzyms in 
fjM. Substrat/mg Enzymprotein/min berechnet werden. 

Triosephosphat-Isomerase wurde nach Biochemica-Boehringer (Boehringer b) 
bestimmt. Meßgröße war wiederum die Abnahme der N A D H 2 - E x t i n k t i o n . 

BTS-Dehydrogenase und Phosphoketolase wurden in einem kombinierten 
optischen Test ( S C H I N D L E R , persönliche Mitteilung) bestimmt. Als Substrate der 
Phosphoketolase wurden F -6 -P und R i - 5 - P eingesetzt. 

Zur Bestimmung von Ru-l ,5-DP-Carboxylase wurde der Einbau von radioakti­
vem C 0 2 und dessen Nachweis in den entstehenden Triosephosphaten nach P E T E R -
K O F S K Y u. R A C K E R (1961) geprüft. Nach Abstoppen der Reaktion und Abzentrifu­
gieren wurde 0,1 ml des Überstehenden auf ausgestanzte Aluminiumplättchen mit 
„Josephspapier" aufgetragen und unter der IR-Lampe getrocknet ( L A F F E R T Y 
1963). 

PEP-Carboxylase wurde nach S U Z U K I U . W E R K M A N (1958) untersucht. Dabei 
wird der Einbau von radioaktivem C 0 2 in P E P im dadurch markierten Oxalacetat 
nachgewiesen. 

Die Anwesenheit von Oxalessigsäure-Carboxylase wurde im gleichen Ansatz 
durch Zugabe von A D P (Boehringer) geprüft. Das Oxalacetat wurde mit dem 
2,4-Dinitrophenylreagens nach S H R I N E R et al . (1956) ausgefällt und auf einem 
Membranfilter niedergeschlagen ( S C H L E G E L U . L A F F E R T Y 1961) und getrocknet. 

Die Radioaktivität der Proben wurde mit einem Endfensterzählrohr (Massen­
belag 1,15 mg/cm 2) im Abstand von 5,0 mm gemessen. Die Meßeinrichtung (Frie-
seke & Hoepfner/Erlangen) bestand aus dem Probenwechsler F H 448, dem Zähl­
gerät F H 49 und dem Zeitdrucker F H 449. 



B . Versuche und Ergebnisse 
1. Wachstumsphysiologische Versuche 

E s sol l te das W a c h s t u m der d r e i Stämme m i t verschiedenen S u b ­
s t raten u n d u n t e r v a r i i e r t e n K u l t u r b e d i n g u n g e n untersucht u n d schließ­
l i c h d u r c h A u f n a h m e einer W a c h s t u m s k u r v e der ze i t l i che V e r l a u f des 
W a c h s t u m s Vorganges ver fo lg t werden . 

a) Einfluß des Nährmediums u n d des p n - W e r t e s 
W i e bereits H U M F E L D U . S U G I H A R A (1949), S Z U E C S (1956) sowie 

R E U S S E R , S P E N C E R U . S A L L A N S (1958) ge funden h a t t e n , k o n n t e eine 
ganze R e i h e def in ierter u n d k o m p l e x e r C - Q u e l l e n z u m W a c h s t u m ver ­
wertet werden , A u s n a h m e n b i l d e t e n l e d i g l i c h L a c t o s e , 1-Rhamnose u n d 

Tabelle 2. Vergleich der Trockensubstanzbildung in verschiedenen Nährmedien 

E r n t e ­
tag 

St . 2334 St . 2335 St . 2336 
Nährmedium E r n t e ­

tag T r . S . 1 A u s b . 2 T r . S. 1 A u s b . 2 T r . S . 1 A u s b . 2 
E r n t e ­

tag m g / m l °/o m g / m l °/o m g / m l °/o 

5% Gluo. (Humfeld-Med., 
P H 4,5) 6. 15,4 30,8 16,6 33,2 14,6 29,2 

1% Gluc. (MacLeod-Med.) 6. 3,0 30,0 3,0 30,0 3,2 32,0 
5°/ 0 = 0,28 m Gluc. 

(Humfeld-Med., p H 4,5) 7. 16,7 
4,l°/ 0 = 0,28 m Acetat 

(Humfeld-Med., p H 4,5) 7. 0,3 3 

2,3% = 0,28 m Crot. 
(Humfeld-Med., p H 4,5) 7. 0,3 3 

5 % Gluc. (Humfeld-Med., 
P H 4,5) 9. 18,5 37,0 15,7 31,4 

5 % Gluc. (Humfeld-Med., 
P H 6,0) 9. 14,9 29,8 

2°/ 0 Gluc. + M i n . Lösg. 
+ Harnst. 9. 6,6 30,3 6,9 34,5 5,9 29,5 

5% Biomalz + M i n . Lösg. 9. 6,5 13,0 5,8 11,6 5,2 10,4 
5°/o Biomalzlösung 9. 5,1 10,2 7,1 14.2 4,5 9,0 

1 T r . S . = Trockensubstanz, Ofentrocknung, 24 Std 105° C. 
0 g gebildete Trockensubstanz • 100 
1 Ausb. = °/ 0 Ausbeute: ; r~L—TTTS;—Ti 

/ u g eingesetzte C-Quelle 
3 Praktisch kein Wachstum. 
Die Beimpfung erfolgte in allen Fällen durch Agarmycelstückchen. 

N a - C a r b o x y m e t h y l c e l l u l o s e . U m Verg le i chswerte über das W a c h s t u m 
der d r e i Stämme z u e r h a l t e n u n d u m einige weitere S u b s t r a t e z u testen, 
w u r d e n wie üblich Schüttelkulturen angesetzt u n d m i t A g a r m y c e l ­
stückchen b e i m p f t . D i e Z u s a m m e n s e t z u n g der Nährlösungen, der E r n t e ­
z e i t p u n k t sowie die erz ie l ten T r o c k e n s u b s t a n z m e n g e n gehen aus T a b . 2 
hervor . 



D e m n a c h k o n n t e v o n d e n u n t e r s u c h t e n S u b s t r a t e n das M e d i u m n a c h 
H U M F E L D a m besten v e r w e r t e t w e r d e n . E i n A n f a n g s - p n v o n 4,5 erwies 
s i ch d a b e i als günstiger. A c e t a t u n d C r o t o n a t w a r e n als a l le in ige C - Q u e l l e n 
ungeeignet . D e r S t a m m NRRL 2335 l a g i n der T r o c k e n s u b s t a n z b i l d u n g 
m e i s t a n der S p i t z e . 

b) W a c h s t u m s k u r v e n 
Einfluß verschiedener S u b s t r a t e , I m p f - u n d K u l t u r v e r f a h r e n 

D a in den vorangegangenen Versuchen der Zeitfaktor nicht berücksichtigt 
worden war, wurden mit den bereits vorher untersuchten Nährmedien Wachstums-
kurven mit Stamm NRRL 2334 aufgenommen und dabei p n und Trockengewicht 

bestimmt. Beimpft wurden die Kolben mit 
Agarmycelstückchen. M i t dem Medium, 
das sich bei diesen Versuchen als das 
günstigste herausstellte, sollte dann in 
weiteren Versuchen der Einfluß von Impf-
und Kulturverfahren auf das Wachstum 
festgestellt werden. 

D i e Abhängigkeit des W a c h s t u m s 
u n d p H - W e r t e s v o n der K u l t u r d a u e r 
be i versch iedenen Nährmedien i s t i n 
A b b . l darges te l l t . B e i a l l e n Nähr­
m e d i e n w u r d e das M a x i m u m der 
T r o c k e n s u b s t a n z b i l d u n g z w i s c h e n 
d e m 5. u n d 6. K u l t u r t a g erre i cht , b e i 
M e d i u m C (2° / 0 Glucose) a m ersten , 
be i M e d i u m A ( H u m f e l d - M e d i u m , 
5 ° / 0 G lucose , p n = 4,5) a m l e t z t e n . 
A n s a t z C e rbrachte i m Verhältnis 
z u r e ingesetzten K o h l e n h y d r a t m e n g e 
etwas höhere Erträge, d o c h w a r e n 
i m H i n b l i c k a u f d ie w e i t e r e n V e r ­
suche die Nährmedien günstiger, d ie 
be i höherer S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n 
a u c h erhöhte M y c e l m e n g e n b r i n g e n . 
D i e be iden W a c h s t u m s k u r v e n m i t 
d e m M e d i u m n a c h H U M F E L D ze ig ten 
wieder eine l e i chte Überlegenheit 
eines n i e d r i g e n A n f a n g s - p n u n d be­
stätigten so d ie E r g e b n i s s e des v o r ­
hergehenden V e r s u c h e s . 

D e r v o r a l l e m be i A n s a t z A (mi t n i e d r i g e m A n f a n g s - p n ) , i n ge­
r i n g e r e m Maße aber a u c h be i B z u beobachtende anfängliche A n s t i e g 
des p n - W e r t e s b is z u e i n e m M a x i m u m , i s t d u r c h d ie S p a l t u n g des H a r n ­
stoffes z u erklären. B e i M e d i u m C, dessen H a r n s t o f f g e h a l t u m z w e i 
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A b b . l . W a c h s t u m s k u r v e n . Abhängigkeit der 
Trockensubs tanzb i ldung u n d des pH-Wertes 
v o n der K u l t u r d a u e r be i verschiedenen Nähr­
medien . A • • 5 % Glucose, 0 , 3 % 
H a r n s t o f f ( H u m f e l d - M e d i u m , P H 4,5); 
B o o 5 % Glucose, 0,3%, H a r n s t o f f 
( H u m f e l d - M e d i u m , p H 6,0); C A A 2 ° / 0 

Glucose, 0 , 1 % H a r n s t o f f u n d M i n e r a l ­
m e d i u m . Schüttelkultur, B e i m p f u n g m i t 

Agarmycelstückchen S t a m m NRRL 2334 



D r i t t e l u n t e r d e m der anderen M e d i e n l a g , k a m es z u k e i n e m anfäng­
l i chen p H - A n s t i e g . B e i a l l en Ansätzen fällt der p n - W e r t u n m i t t e l b a r v o r 
oder be i E r r e i c h e n des M a x i m u m s der T r o c k e n s u b s t a n z b i l d u n g a u f e in 
M i n i m u m ab , hervorgeru fen d u r c h die völlige A u f n a h m e der A m m o n i u m -
Ionen i n die Z e l l e n . D e r anschließende A n s t i e g des p n - W e r t e s zeigt d a n n 
die beginnende A u t o l y s e des Z e l l m a t e r i a l s a n , wobe i N - h a l t i g e S u b ­
stanzen ins M e d i u m abgegeben werden . 

U m D a t e n über die Ökonomie der U m w a n d l u n g des K o h l e n h y d r a t s 
i n Z e l l m a t e r i a l z u e r h a l t e n , w u r d e bei den fo lgenden V e r s u c h e n neben 
T r o c k e n s u b s t a n z u n d p n a u c h die Restg lucose i m M e d i u m b e s t i m m t . 

Obwohl im vorhergehenden Versuch für jeden Punkt der Wachstumskurve 
3 — 5 Kolben geerntet und getrennt aufgearbeitet wurden, streuten die Werte zu 
stark. Das konnte sicher großenteils auf die Impfmethode zurückgeführt werden. 
Ziel des folgenden Versuches war es daher, die Beimpfung durch Agarmycelstück­
chen und mit flüssiger Vorkultur bezüglich ihrer Einwirkung auf die Streuung unter 
den Parallelen, die zeitliche Verschiebung der Wachstumskurve und die Höhe des 
Ertrages zu untersuchen. Weiterhin sollten Rühr- und Schüttelkultur hinsichtlich 
ihres Einflusses auf das Wachstum und ihre methodischen Vor- und Nachteile ver­
glichen werden. 

Als Substrat wurde das Humfeld-Medium mit einem Anfangs-pn von 4,5 ver­
wendet, das sich in den vorhergehenden Versuchen als günstigstes erwiesen hatte. 
Als Impfmaterial für die Ansätze mit flüssiger 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 täglich zur gleichen 
Zeit entnommen. Für jeden Punkt der Wachstumskurve wurden mindestens drei 
Bestimmungen durchgeführt. 

I n A b b . 2 s i n d die Versuchsergebnisse i n K u r v e n f o r m wiedergegeben. 
D a r a u s geht h e r v o r , daß die m i t A g a r m y c e l b e i m p f t e n Ansätze das 
M a x i m u m i h r e r T r o c k e n s u b s t a n z b i l d u n g a m 6. (Schüttelkultur), b z w . 
a m 7. T a g (Rührkultur) e rre i chten , also jewei ls e t w a 4 Tage später als 
bei B e i m p f u n g m i t einer flüssigen V o r k u l t u r . D i e I m p f m e t h o d e bee in­
flußte die Höhe der T r o c k e n s u b s t a n z b i l d u n g k a u m , w o h l aber die K u l ­
t u r m e t h o d e , i n d e m die M a x i m a l w e r t e des W a c h s t u m s be i der Schüttel­
k u l t u r jewei ls höher lagen. B e i den m i t e iner Ze l l suspens ion b e i m p f t e n 
K u l t u r e n setzte die A u t o l y s e der Z e l l e n langsamer e in , u n d die T r o c k e n ­
substanz n a h m weniger s t a r k ab als bei der anderen I m p f m e t h o d e . 

I n a l l e n Fällen w a r die Glucose z u m Z e i t p u n k t des M a x i m u m s der 
T r o c k e n s u b s t a n z b i l d u n g völlig v e r b r a u c h t . 

D e r V e r g l e i c h der K u l t u r - u n d I m p f m e t h o d e n zeigte, daß bei der 
Schüttelkultur u n d be i B e i m p f u n g m i t flüssiger V o r k u l t u r das M a x i m u m 
des Ökonomischen K o e f f i z i e n t e n ( O . K . ) 1 jewei ls eher erre i cht w u r d e . 

W i e schon i m vorhergehenden V e r s u c h beobachtet , st ieg der p n - W e r t 
zunächst bis z u e inem M a x i m u m a n , das 1—2 Tage v o r d e m Höhepunkt 
der T r o c k e n s u b s t a n z b i l d u n g erre icht w u r d e . Z u diesem Z e i t p u n k t waren 

l Ö . K . = 
g gebildete Tr . S. X 100 
g verbrauchte C-Quelle ( P F E F F E R 1895). 



die p H - W e r t e i n z w i s c h e n wieder a u f e in M i n i m u m abgesunken , u m m i t 
e insetzender A u t o l y s e wieder z u z u n e h m e n . Sie st iegen zunächst s t e i l , 
d a n n flacher a n , b is sie e inen Sättigungswert e r re i chten , der be i d e n 
Schüttelkulturen jewei ls höher l a g . 

Tage 
A b b . 2. W a c h s t u m s k u r v e n . Abhängigkeit des W a c h s t u m s v o n verschiedenen B e i m p f u n g s - u n d 
K u l t u r v e r f a h r e n , P H ( x x ) p H - W e r t ; T r . S. (• •) Trockensubstanz (Ofentrocknung) ; 
G l u c . (• •) l lestglucose i m M e d i u m . A Schüttelkultur, be impf t m i t A g a r m y c e l ; B Schüt­
t e l k u l t u r , be impft m i t 1 0 % einer 3 Tage a l ten V o r k u l t u r ; C Rührkultur, be impft m i t A g a r m y c e l ; 
I) Rührkultur, be impf t m i t 1 0 % einer 3 Tage a l t en V o r k u l t u r , H u m f e l d - M e d i u m , P H 4,5. S t a m m 

NRRL 2334 

I n d e n V e r s u c h e n zeigte s i ch die B e i m p f u n g der K u l t u r e n m i t flüssiger 
V o r k u l t u r d e m a n d e r e n V e r f a h r e n d u r c h größere Homogeni tät des Z e l l ­
m a t e r i a l s , bessere R e p r o d u z i e r b a r k e i t der E r g e b n i s s e u n d schnel leres 
W a c h s t u m e i n d e u t i g überlegen u n d w u r d e i m fo lgenden stets ange­
wendet . 



D a be i Rührkulturen i m V e r l a u f e des W a c h s t u m s starke K l u m p e n ­
b i l d u n g a m R a n d e des Kulturgefäßes u n d a n den Belüftungsstutzen 
au f t ra t u n d s i ch die W a c h s t u m s b e d i n g u n g e n i m Rührkolben d u r c h die 
tägliche P r o b e n e n t n a h m e u n d die A u s t r o c k n u n g ständig u n k o n t r o l l i e r ­
bar veränderten, w u r d e d e m Schüttelverfahren der V o r z u g gegeben. 
H i e r l iegt z u d e m das M a x i m u m der T r o c k e n s u b s t a n z b i l d u n g höher, es 
w i r d eher erre i cht , die In fekt i onsge fahr i s t geringer , u n d es bietet s ich der 
V o r t e i l v ie ler v o n e i n a n d e r unabhängiger P a r a l l e l e n . 

2. Stoffwechselphysiologische Versuche 

a) V o r v e r s u c h e 
Lipidnachweis. E s w a r bereits be i den m i k r o s k o p i s c h e n U n t e r s u c h u n ­

gen, v o r a l l e m während der A u f s t e l l u n g der W a c h s t u m s k u r v e n auf­
gefal len, daß i m V e r l a u f e der K u l t u r i n z u n e h m e n d e r Z a h l k l e ine , s t a r k 

A b b . 3 . F e t t g r a n u l a u n d K u g e l n i m M y c e l , Subn iersku l tur , H u m f e l d - M e d i u m , ungefärbt, S t a m m 
NRRL 2335 ( x 640) 

l i chtbrechende G r a n u l a i n den Z e l l e n gebi ldet w u r d e n , die m i t z u ­
nehmender K u l t u r d a u e r i m m e r größer w u r d e n u n d schließlich z u einer 
oder m e h r e r e n großen K u g e l n je Ze l le zusammenflössen ( A b b . 3 ) . B e i m 
Übergang der Z e l l e n i n das A u t o l y s e s t a d i u m t r a t e n d a n n s i ch v e r ­
größernde V a c u o l e n auf, wobe i die erwähnten l i c h t b r e c h e n d e n K u g e l n 
wieder k l e i n e r w u r d e n . Diese G r a n u l a ließen s i ch m i t S u d a n r o t u n d 
S u d a n s c h w a r z n a c h d e n üblichen V e r f a h r e n gut anfärben, bestanden 
d e m n a c h also aus einer l i p i d a r t i g e n S u b s t a n z . 

E s w u r d e zunächst a u f A n w e s e n h e i t v o n P o l y - / ? - H y d r o x y - B u t t e r -
säure u n t e r s u c h t . D a i n d e m C h l o r o f o r m e x t r a k t der ge fr iergetrockneten 

A r c h . M i k r o b i o l . , B d . 4 7 6 



Z e l l e n b e i Ätherzusatz k e i n N i e d e r s c h l a g a u f t r a t , k o n n t e d ie A n w e s e n ­
he i t v o n Po ly -ß -Hydroxy -Buttersäure ausgeschlossen w e r d e n . 

E s l ießen s i ch dagegen i n d e m C h l o r o f o r m e x t r a k t n a c h S N Y D E R U . 
S T E P H E N S (1959) größere L i p i d m e n g e n nachwe i sen . D a diese M e t h o d e 
s i ch als r a s c h , zuverlässig u n d a u c h für größere Z a h l e n v o n B e s t i m m u n g e n 
als geeignet erwies , w u r d e sie für d ie we i teren U n t e r s u c h u n g e n z u r q u a n ­
t i t a t i v e n L i p i d b e s t i m m u n g verwendet . 

U m d ie M e n g e n a n g a b e n i n Äquivalent E s t e r , d ie m a n n a c h dieser 
M e t h o d e erhält, i n G e w i c h t s p r o z e n t e der T r o c k e n s u b s t a n z u m r e c h n e n 
z u können, w u r d e eine größere M y c e l m e n g e e x t r a h i e r t u n d a l i q u o t e 
T e i l e des so gewonnenen R o h l i p i d s e i n m a l n a c h S N Y D E R U . S T E P H E N S 
(als / / -Äquivalente E s t e r / m g T r . S . ) u n d z u m anderen g r a v i m e t r i s c h (als 
G e w i c h t s - P r o z e n t der T r . S . ) b e s t i m m t . E s ergab s i ch d a r a u s , daß u n t e r 
d e n gegebenen B e d i n g u n g e n e in Mikroäquivalent E s t e r des u n t e r ­
s u c h t e n R o h l i p i d e s 387 y a n G e w i c h t e n t s p r a c h . 

Lipidextraktion. D a s i ch S c h w i e r i g k e i t e n be i der E x t r a k t i o n der 
L i p i d e aus d e m ge f r i e rge trockneten M y c e l ergaben, w u r d e n zunächst 
einige V o r versuche z u r M e t h o d i k der E x t r a k t i o n des L i p i d s angeste l l t , 
u m e i n für die gegebenen B e d i n g u n g e n geeignetes V e r f a h r e n z u finden. 

Die für diese Untersuchungen benötigte Mycelmenge wurde im Rührkultur­
verfahren (Humfeld-Medium, Agarmycelstücke, Ernte 7. Tag) angezogen, wie 
üblich geerntet und gefriergetrocknet. Die Lipidgewinnung selbst erfolgte nach ver­
schiedenen Methoden: Zunächst wurden die Zellen ohne vorherigen mechanischen 
Aufschluß 24 Std durch Schütteln in Erlenmeyerkolben extrahiert. Dabei wurde 
der Einfluß verschiedener organischer Lösungsmittel (Diäthyläther, Petrolbenzin 
= Petroläther, Siedebereich: 60—70° C; Trichloräthylen, Chloroform) auf die 
Menge des extrahierten Lipids untersucht. 

O b w o h l C h l o r o f o r m die größte L i p i d m e n g e e x t r a h i e r t e , w u r d e für 
die w e i t e r e n V e r s u c h e schließlich d o c h Äther als E x t r a k t i o n s m i t t e l 
g e n o m m e n , d a er das re inste L i p i d l ie ferte , während m i t C h l o r o f o r m 
a u c h größere M e n g e n höherer A l k o h o l e u n d W a c h s e aus d e n Z e l l e n her ­
ausgelöst w e r d e n ( P R U E S S 1934). D i e E r g e b n i s s e s i n d i n A b b . 4 u n t e r A1 

gezeigt . 
W e i t e r h i n w u r d e der Einfluß der E x t r a k t i o n s z e i t , b z w . e iner m e h r ­

m a l i g e n E x t r a k t i o n a u f die M e n g e des e x t r a h i e r t e n R o h l i p i d s u n t e r ­
sucht ( A b b . 4, A 2 , A 3 ) . 

I n e i n e m a n d e r e n A n s a t z w u r d e n die i n einer G e s a m t e x t r a k t i o n s z e i t 
v o n 24 S t d n a c h versch iedenen V e r f a h r e n gewonnenen L i p i d m e n g e n 
v e r g l i c h e n ( A b b . 4, A 4 ) . 

D a d ie verhältnismäßig derbe P i l z z e l l w a n d für d ie E x t r a k t i o n eben­
fal ls e in H i n d e r n i s b i l d e t , w u r d e w e i t e r h i n u n t e r s u c h t , i n w i e w e i t die 
L i p i d a u s b e u t e d u r c h m e c h a n i s c h e n Aufschluß des M y c e l s v o r der E x ­
t r a k t i o n gesteigert w e r d e n k a n n . E i n m a l w u r d e d a z u der , , M i c k l e -
D e s i n t e g r a t o r " b e n u t z t , w o b e i Schüttelzeit u n d F r e q u e n z v a r i i e r t 



w u r d e n ( A b b . 4, B ^ , z u m anderen w u r d e das M y c e l m i t d e m P o t t e r -
Elvehjem-Gerät aufgeschlossen. H i e r b e i w u r d e n Aufschlußzeit u n d 
U m d r e h u n g s z a h l des K o l b e n s verändert ( A b b . 4 , B 2 ) . 

A u s d e n E r g e b n i s s e n geht h e r v o r , daß vorher iger Aufschluß des 
M y c e l s die L i p i d a u s b e u t e beträchtlich erhöht u n d daß be i den be iden 
untersuchten M e t h o d e n die e x t r a h i e r t e L i p i d m e n g e sowohl v o n der 
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Extrakt 24 Std 

A b b . 4 . Abhängigkeit der gewonnenen L i p i d m e n g e v o n der M e t h o d i k . L i p i d b e s t i n u n u n g nach 
S N Y D E R U . S T E P H E N S (1953). M a t e r i a l : Gefriergetrocknetes M y c e l (Rührknltur, H u m f e l d - M e d h m i , 
E r n t e a m 7. Tag) , S t a m m NRRL 2334. A Ohne vorherigen mechanischen MycelanfSchluß. 1. V e r ­
schiedene Lösungsmittel: Äther (a), Petroläther (6), Trichloräthylen (c), Chloro form (d); 2. ver ­
schiedene E x t r a k t i o n s z e i t e n (Schütteln m i t Äther) , a 12 S t d , b 24 S t d ; 3. f rakt ion ier te E x t r a k t i o n 
(Schütteln m i t Äther) a 12 + 12 S t d , b 24 + 12 S t d ; 4. verschiedene (Äther-)Extraktionsverfahren, 
Dauer 24 S t d Soxhlet (a), 24 S t d Schütteln m i t Äther (b), 12 + 12 S t d Schütteln m i t Äther (c). 
B N a c h vorher igem mechanischen Mycelaufschluß (Ätherextraktion, Schüttelmaschine). 1. P o t t e r -
Elvehjein-Gerät. a Aufschluß 5 m i n bei 600 U m d r e h u n g e n ; b Aufschluß 5 m i n bei 1100 U m d r e h u n g e n ; 
c Aufschluß 10 m i n bei 1100 U m d r e h u n g e n . 2. Mickle-Gerät. a Aufschluß 10 m i n , m a x i m a l e I n ­
tensität (nicht geschüttelt); b Aufschluß 5 m i n , halbe Intensität (geschüttelt); c Aufschluß 10 m i n , 

m a x i m a l e Intensität (geschüttelt) 

Schüttelfrequenz bzw. der U m d r e h u n g s z a h l als a u c h v o n der A u f ­
schlußzeit abhängig i s t . O b w o h l e in Mycelaufschluß m i t d e m M i c k l e -
Gerät eine etwas höhere A u s b e u t e ergab, w u r d e für die fo lgenden q u a n ­
t i t a t i v e n S e r i e n b e s t i m m u n g e n d o c h m i t d e m Potter-Gerät gearbei tet , 
d a h ier die S t r e u u n g geringer u n d die Ergebn i sse besser r e p r o d u z i e r b a r 
waren . 

b) S t a m m t e s t e 
Einfluß verschiedener C - Q u e l l e n a u f die L i p i d b i l d u n g 

Zunächst sol l te u n t e r s u c h t werden , ob u n d i n w e l c h e m Maße Zusätze 
v o n 0 ,5° / 0 A c e t a t , P y r u v a t u n d L a c t a t z u d e m n o r m a l e n , 5 ° / 0 G lucose 
en tha l t enden H u m f e l d - M e d i u m z u r Z e l l s u b s t a n z - u n d F e t t s y n t h e s e ver ­
wertet w e r d e n können. G l e i c h z e i t i g sol lte u n t e r den d r e i Stämmen der­
jenige e r m i t t e l t werden , der die günstigsten W e r t e für die F e t t s y n t h e s e 
aufweist . 

G* 



St. 2334 St. 2335 St. 2338 
A b b . 5. Abhängigkeit der M y c e l p r o d u k t i o n der Stämme NRRL 2334, 2335, 2336 v o n verschiedenen 
Zusätzen z u m M e d i u m . K K o n t r o l l e , 5 % Glucose ( i m H u m f e l d - M e d i u m ) ; A 5 % Glucose + 0 , 5 % 
Ace ta t ( i m H u m f e l d - M e d i u m ) ; L 5%, Glucose + 0 , 5 % L a c t a t ( i m H u m f e l d - M e d i u m ) ; P 5 % Glucose 

+ 0 , 5 % P y r u v a t ( im H u m f e l d - M e d i u m ) 

St 2334 St. 2335 St. 2336 
A b b . 6. Abhängigkeit der abso luten F e t t p r o d u k t i o n v o n verschiedenen Zusätzen z u m M e d i u m . 

Erklärung siehe A b b . 5 
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A b b , 7, Abhängigkeit des Fet tgehal tes des Myce l s v o n verschiedenen Zusätzen z u m M e d i u m . 
Erklärung siehe A b b . 5 



Die Zusätze wurden mit dem Harnstoff steril filtriert und zugegeben. Die 
Zellen wurden in Schüttelkultur angezogen (3 Tage alte Vorkultur, 10°/0 Inoculum) 
und am 4. Tage der Hauptkultur geerntet. 

D i e E r g e b n i s s e s i n d aus d e n A b b . 5, 6 u n d 7 e r s i c h t l i c h . I n a l l en Fällen 
t r a t eine Erhöhung der T r o c k e n s u b s t a n z m e n g e gegenüber der K o n t r o l l e 
e in ( A b b . 5 ) . D a b e i k o n n t e L a c t a t a m besten, A c e t a t a m schlechtesten 
i n Z e l l s u b s t a n z umgesetz t w e r d e n . Z w i s c h e n d e n d r e i Stämmen selbst 
bestanden n u r geringe U n t e r s c h i e d e . E s zeigte s i ch be i d iesem V e r s u c h 
also, daß A c e t a t , w e n n es z u s a m m e n m i t Glucose gegeben w u r d e , i n 
ger ingem U m f a n g e v e r w e r t e t w e r d e n k o n n t e , während es s i ch als 
al le inige C -Que l l e als ungeeignet erwiesen h a t t e (vg l . T a b . 2 ) . D i e Z u ­
sätze b e w i r k t e n gegenüber d e n K o n t r o l l e n n i c h t n u r eine Erhöhung der 
abso lut geb i lde ten L i p i d m e n g e ( A b b . 7, bis a u f S t a m m NRRL 2335 m i t 
P y r u v a t ) , s ondern a u c h eine S te igerung des L i p i d g e h a l t e s der T r o c k e n ­
substanz ( A b b . 7, b is a u f S t a m m NRRL 2335 be i P y r u v a t u n d L a c t a t ) . 
D a für d ie fo lgenden U n t e r s u c h u n g e n besonders e in hoher F e t t g e h a l t 
des M y c e l s in teressant w a r u n d S t a m m NRRL 2334 d a m i t d e n anderen 
Stämmen überlegen w a r , w u r d e er für die we i teren V e r s u c h e eingesetzt . 

Z u r U n t e r s u c h u n g des E in f lusses verschiedener C- u n d N - G e h a l t e 
sowie verschiedener C/N-Verhältnisse des M e d i u m s a u f die F e t t b i l d u n g 
wurde der C - G e h a l t des Nährmediums v o n 1—30°/ 0 G lucose gesteigert , 
e i n m a l be i e i n e m g le i chb le ibenden N - G e h a l t v o n 1,0 m g N / m l (Re ihe 
A = steigendes C/N-Verhältnis) u n d e i n m a l be i p a r a l l e l geste igertem 
N - G e h a l t v o n 0 , 2 - 6 , 0 m g N / m l (Re ihe B = g le ichble ibendes C / N - V e r ­
hältnis). 

Der Versuch wurde in Schüttelkultur (3 Tage Vorkultur, 10°/0 Inoculum, 
Humfeld-Grundmedium) durchgeführt und am 4. Tage geerntet. Für jede Sub­
stratkombination wurden fünf Kolben geerntet, in denen einzeln pn-Wert, Trocken­
gewicht (Ofen- und Gefriertrocknung) Restglucose und Reststickstoff im Medium, 
Stickstoffeinbau in die Zellen (Mikrokjeldahl) und der Fettgehalt bestimmt wurden. 

D i e A b b . 8—10 zeigen die Ergebn i sse . M i t z u n e h m e n d e m K o h l e n -
h y d r a t g e h a l t des M e d i u m s stiegen also die T r o c k e n s u b s t a n z - u n d F e t t -
b i l d u n g ( m g / m l u n d P r o z e n t der T r . S . ) a n ( A b b . 8 ) . I n d e n P a r a l l e l e n 
m i t d e m jewei ls höheren N - G e h a l t w u r d e m e h r T r o c k e n s u b s t a n z , j e d o c h 
weniger F e t t je m l Nährlösung gebi ldet , a u c h der F e t t g e h a l t des M y c e l s 
l ag h ier jewei ls n iedr iger ( A b b . 9 ) . D i e T a t s a c h e , daß L i p i d - u n d Z e l l ­
mater ia l synthese u m die C-Quel le k o n k u r r i e r e n , geht a u c h aus d e m V e r ­
g le ich der Ökonomischen K o e f f i z i e n t e n u n d F e t t k o e f f i z i e n t e n ( F . K . ) 1 

hervor ( A b b . 10). E i n höherer Ökonomischer K o e f f i z i e n t i s t jewei ls m i t 

c) Abhängigkeit der L i p i d b i l d u n g 
v o n der K o h l e n h y d r a t - u n d S t i c k s t o f f k o n z e n t r a t i o n 

1 F . K . = g gebildetes Fett - 100 
( R I P P E L 1940). g verbrauchte C-Quelle 



e i n e m n i e d r i g e r e n F e t t k o e f f i z i e n t e n gekoppe l t (über die A u s n a h m e n 
b e i 20 u n d 3 0 ° / 0 G lucose i m M e d i u m siehe u n t e n ) . D e r synthe t i s che W i r ­
k u n g s g r a d n i m m t a l l g e m e i n m i t s te igendem K o h l e n h y d r a t g e h a l t des 
M e d i u m s a b . E s zeigte s i ch we i ter , daß der N - G e h a l t des P i l z m y c e l s 
v a r i a b e l u n d s t a r k v o m N - G e h a l t des M e d i u m s abhängig i s t . 

AB AB AB AB AB 
7 5 70 20 30 % G/ucose 

A b b . 8. Abhängigkeit der F e t t - u n d Trockensubs tanzb i ldung v o n der K o h l e n h y d r a t - u n d Stickstoff ­
k o n z e n t r a t i o n . Schüttelkultur, G r u n d m e d i u m nach H U M F E L D , be impft m i t 1 0 ° / 0 einer 3 Tage a l ten 
V o r k u l t u r , E r n t e a m 4. T a g , S t a m m NRRL 2334. A steigendes C/N-Verhältnis ( 4 , 2 / 1 ; 2 1 / 1 ; 8 4 / 1 ; 
1 2 6 / 1 ) ; B konstantes C/N-Verhältnis (21/1) . • P a r a l l e l e n m i t dem jeweils niedrigeren N - G e h a l t ; 

RSd Para l l e l en m i t dem jeweils höheren N - G e h a l t 

Aß 
30 % G/ucose 

A b b . 9. Abhängigkeit des Fettgehaltes v o n der Zusammensetzung des M e d i u m s . Erklärung siehe 
A b b . 8 

AB AB 
1 5 

A b b . 10 . Abhängigkeit des F e t t 

AB AB AB 
70 20 30 % G/ucose 

u n d ökonomischen Koe f f i z i enten v o n der Zusammensetzung des 
M e d i u m s . Erklärung siehe A b b . 8 



E i n V e r g l e i c h der T r o c k e n g e w i c h t s b e s t i m m u n g e n m i t O f e n - u n d 
G e f r i e r t r o c k n u n g ( A b b . 8) ze igt , daß die d u r c h O f e n t r o c k n u n g ge­
wonnenen W e r t e jewei ls n iedr iger l iegen, daß be i diesem V e r f a h r e n also 
offenbar flüchtige S u b s t a n z e n entwe i chen . D e r G e h a l t des M y c e l s a n 
diesen S u b s t a n z e n n i m m t m i t größerem K o h l e n h y d r a t g e h a l t des M e ­
d i u m s z u , en t sprechend größeren Di f f erenzen zwischen be iden B e ­
s t i m m u n g s a r t e n . 

W i e aus d e n W e r t e n der M y c e l - u n d F e t t p r o d u k t i o n für d ie M e d i e n 
m i t 20° / 0 , besonders aber 3 0 ° / 0 G lucosegehal t e r s i c h t l i c h i s t , h a t h ier die 
W a c h s t u m s k u r v e a m E r n t e t a g offenbar i h r M a x i m u m n o c h n i c h t er­
re i cht . D a s geht a u c h daraus h e r v o r , daß Glucose u n d tei lweise a u c h der 
S t i cks to f f des M e d i u m s n o c h n i c h t völlig v e r b r a u c h t w a r e n . D a h ier die 
K u l t u r d a u e r als begrenzender F a k t o r a u f t r a t , s i n d die W e r t e der M e d i e n 
m i t 20 u n d 3 0 ° / 0 G lucose k a u m m i t denen verg le i chbar , d ie v o n S u b ­
s t ra ten m i t geringerer K o h l e n h y d r a t k o n z e n t r a t i o n gewonnen w u r d e n . 

d) Abhängigkeit der L i p i d b i l d u n g v o m C/N-Verhältnis u n d der Z e i t 
U m die Z e i t als begrenzenden F a k t o r für M y c e l - u n d F e t t s y n t h e s e 

auszuscha l ten , w u r d e n W a c h s t u m s k u r v e n über e inen längeren Z e i t r a u m 
h i n w e g b e i täglicher E r n t e a u f g e n o m m e n . D a b e i w u r d e der Einfluß des 
i m Nährmedium verfügbaren St i cksto f f s a u f die F e t t b i l d u n g u n t e r s u c h t . 

Die Kohlenhydratkonzentration wurde mit 5°/ 0 Glucose so gewählt, daß eine 
hohe Populationsdichte (ungenügende 0 2-Versorgung) ebenfalls nicht begrenzend 
wirken konnte. Die N-Konzentration des Mediums wurde so eingestellt, daß einmal 
die Glucose (bei 5,0 mg N/ml) und einmal der Stickstoff (bei 0,2 mg N/ml) zuerst 
als begrenzende Faktoren auftreten mußten, während bei 1,4 mg N / m l zu erwarten 
war, daß Stickstoff und C-Quelle etwa gleich schnell verbraucht würden. 

Die drei Versuchsreihen I , I I , I I I (mit 0,2, 1,4 und 5,0 mg N/ml) und je 5°/ 0 

Glucose im Humfeld-Medium wurden in Schüttelkultur durchgeführt (3 Tage alte 
Vorkultur, 10°/0 Inoculum). Täglich wurden je Versuchsreihe neun Kolben ent­
nommen und für die verschiedenen Bestimmungen aufgearbeitet. 

I n K u l t u r I (0,2 m g N / m l , A b b . 11) k o m m t n a c h V e r b r a u c h des i m 
M e d i u m e n t h a l t e n e n St icksto f fs das W a c h s t u m a m z w e i t e n K u l t u r t a g 
p r a k t i s c h z u m S t i l l s t a n d , während die F e t t s y n t h e s e b i s z u i h r e m 
M a x i m u m a m 8. K u l t u r t a g weiterläuft. D i e n a c h d e m 2. K u l t u r t a g noch 
erfolgende geringe Z u n a h m e des W a c h s t u m s (als T r o c k e n s u b s t a n z ) i s t 
n u r s che inbar . Sie b e r u h t darauf , daß eine stärkere abso lute Z u n a h m e 
a n F e t t die bereits einsetzende schwache A u t o l y s e überdeckt . E i n A n ­
steigen des N - G e h a l t e s des M e d i u m s weist ebenfal ls a u f die e insetzende 
A u t o l y s e h i n . E s zeigte s i ch h ier also, daß be i N - M a n g e l aus n o c h v e r ­
fügbarem K o h l e n h y d r a t wei ter F e t t s y n t h e t i s i e r t werden k a n n . D e r 
F e t t g e h a l t der Z e l l e n st ieg d a b e i n o c h v o n 12,6° / 0 a m 2. K u l t u r t a g a u f 
3 4 , l ° / 0 a m 8. K u l t u r t a g a n . 



B e i K u l t u r I I (1,4 m g N / m l , A b b . 12) w i r d b e i g l e i c h z e i t i g e m völl igem 
V e r b r a u c h der S t i cks to f f - u n d K o h l e n h y d r a t quel le a m 2. K u l t u r t a g a u c h 
das M a x i m u m der T r o c k e n s u b s t a n z - u n d P e t t b i l d u n g erre i cht . D e r F e t t ­
geha l t de r Z e l l e n s te igt b i s z u m 3 . K u l t u r t a g n o c h geringfügig v o n 13,9 
a u f 1 4 , l ° / 0 a n . V o m 2 . T a g a n , wo S t i c k s t o f f u n d K o h l e n h y d r a t bereits 
als w a c h s t u m s b e g r e n z e n d e F a k t o r e n a u f t r a t e n , erfolgte m i t e insetzender 
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A b b . 11. W a c h s t u m s k u r v e . Ze i t l i cher V e r l a u f der Trockensubstanz - ( T r . S . » •) u n d F e t t ­
b i l d u n g (o o ) , des p H - W e r t e s ( x x ) sowie der A b n a h m e der Glucose (Gluc . • •) 
u n d des Stickstoffs ( N A A) i m M e d i u m . Schüttelkultur, B e i m p f u n g m i t 1 0 % V o r k u l t u r 
(3 Tage a l t ) M e d i u m I . H u m f e l d - M e d i u m m i t 5 % Glucose u n d 0,2 m g N / m l . S t a m m NRRL 2334 

A u t o l y s e eine e t w a p a r a l l e l ve r lau fende A b n a h m e v o n Z e l l s u b s t a n z u n d 
F e t t . E i n A n s t e i g e n des N - G e h a l t e s des M e d i u m s deutete w ieder a u f d ie 
a u t o l y t i s c h e n Vorgänge i n d e n Z e l l e n h i n . 

I n V e r s u c h s r e i h e I I I (5,0 m g N / m l , A b b . 13) i s t ebenfal ls a m 2. K u l ­
t u r t a g das verfügbare K o h l e n h y d r a t bere i ts v e r b r a u c h t , u n d M y c e l u n d 
F e t t p r o d u k t i o n h a b e n i h r M a x i m u m erre i cht . D a aber n o c h genügend 
S t i c k s t o f f i m M e d i u m verfügbar i s t , t r i t t n u r der K o h l e n h y d r a t m a n g e l 
als begrenzender F a k t o r auf . E s k o m m t z u r A u t o l y s e , w o b e i d ie Z e l l ­
subs tanz w e s e n t l i c h schne l ler a b n i m m t als das F e t t (absolut u n d p r o ­
z e n t u a l ) . 

W ä h r e n d s i c h der p n - W e r t b e i A n s a t z I wegen der ger ingen N H 4 -
M e n g e n , d ie aus d e m w e n i g e n H a r n s t o f f freigesetzt w e r d e n können, i m 
V e r l a u f der K u l t u r n u r w e n i g ändert, s te igt er i n K u l t u r I I u n d I I I 
anfangs s te i l a n . A m 1. K u l t u r t a g e r re i cht er e i n M a x i m u m , s i n k t a m 
2. K u l t u r t a g , d e m M a x i m u m der T r o c k e n s u b s t a n z u n d F e t t p r o d u k t i o n , 
a u f e i n M i n i m u m ab ( A u f n a h m e des i m M e d i u m gelösten N H 4 + i n d ie 
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A b b . 12. W a c h s t u m s k u r v e . Ze i t l i cher V e r l a u f der T r o c k e n s u b s t a n z - ( T r . S. • •) u n d F e t t ­
b i ldung (o o) , des p H - W e r t e s ( x x ) , sowie der A b n a h m e der Glucose (Gluc . • •) 
und des Stickstoffs ( N A A) i m M e d i u m . M e d i u m I I . H u m f e l d - M e d i u m m i t 5 % Glucose u n d 

1,4 m g N / m l . Sonstige Bed ingungen wie A b b . 11 
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A b b . 13. W a c h s t u m s k u r v e . Ze i t l i cher V e r l a u f der T r o c k e n s u b s t a n z - ( T r . S. 
b i ldung (o o) , des p H - W e r t e s ( x x ) , sowie der A b n a h m e der Glucose (Gluc . • 

• ) u n d F e t t -
•) 

u n d des Stickstoffs ( N A A) i m M e d i u m . M e d i u m I I I . H u m f e l d - M e d i u m m i t 5 % Glucose 
u n d 5 m g N / m l . Sonstige Bed ingungen wie A b b . 11 



Zel len ) u n d ste igt d a n n wieder m i t e insetzender A u t o l y s e b is z u e i n e m 
Sättigungswert a n ( A b b . 11, 12 u n d 13). 

W i e aus d e n A b b i l d u n g e n h e r v o r g e h t , n i m m t die M e n g e des ge­
b i l d e t e n F e t t e s m i t s te igendem N - G e h a l t der M e d i e n a b , wogegen die 
Z e l l s u b s t a n z p r o d u k t i o n z u n i m m t . 

D i e s e Verhältnisse sp iege ln s i ch a u c h i n d e n U m s a t z k o e f f i z i e n t e n 
w i e d e r . D a s M a x i m u m des ö k o n o m i s c h e n K o e f f i z i e n t e n ste igt m i t z u ­
n e h m e n d e m N - G e h a l t des M e d i u m s u n d i s t m i t 57,6 (1. Tag ) i m M e ­
d i u m I I I a m höchsten u n d m i t 48,2 ( l . T a g ) i n M e d i u m I a m n iedr igs ten . 
U m g e k e h r t weist d ie F e t t s y n t h e s e i n M e d i u m I m i t d e m n i e d r i g s t e n 
N - G e h a l t d e n höchsten F e t t k o e f f i z i e n t e n m i t 8,8 (8. Tag ) auf , wogegen 
der m a x i m a l e F e t t k o e f f i z i e n t i m M e d i u m I I I m i t e i n e m W e r t v o n n u r 
3,5 (2. Tag ) a m n i e d r i g s t e n l i eg t . 

D e r V e r s u c h ze igt a lso , daß Z e l l s u b s t a n z - u n d F e t t s y n t h e s e u n t e r 
günstigen B e d i n g u n g e n g l e i chze i t i g a b l a u f e n , j edoch d u r c h K o h l e n -
h y d r a t m a n g e l beide z u m S t i l l s t a n d gebracht w e r d e n , unabhängig v o n 
der n o c h i m M e d i u m verfügbaren N - M e n g e . D a g e g e n k o m m t b e i 
N - M a n g e l n u r das W a c h s t u m z u m S t i l l s t a n d , während F e t t s y n t h e s e 
u n d - S p e i c h e r u n g w e i t e r l a u f e n , so fern n o c h K o h l e n h y d r a t verfügbar i s t . 

D e r V e r s u c h ze igt ferner die K u l t u r b e d i n g u n g e n , u n t e r denen a m 
günstigsten eine größere M e n g e F e t t z u r A n a l y s e gewonnen w e r d e n k a n n . 

3. Untersuchungen an zellfreien Extrakten 
I m fo lgenden s o l l t e n einige H a u p t e n z y m e des E m b d e n - M e y e r h o f -

A b b a u w e g e s der K o h l e n h y d r a t e , sowie c h a r a k t e r i s t i s c h e E n z y m e 
anderer Stof fwechselwege nachgewiesen u n d i n i h r e r Akt iv i tät b e s t i m m t 
w e r d e n . 

a) Schlüsselenzyme des E m b d e n - M e y e r h o f - A b b a u w e g e s 
D i e z u r S p a l t u n g des F - 1 , 6 - D P nötige A l d o l a s e w u r d e i n e inem z e l l ­

f re ien E x t r a k t nachgewiesen u n d i h r e Akt iv i tät b e s t i m m t m i t 0,074 /uM 
F - l , 6 - D P / m g P r o t e i n / m i n . 

T r i o s e p h o s p h a t - I s o m e r a s e , welche die B i l d u n g des G l y c e r i n a l d e h y d -
p h o s p h a t s aus d e m zunächst d u r c h die A l d o l a s e hauptsächlich g e b i l ­
de ten D i o x y a c e t o n p h o s p h a t k a t a l y s i e r t , k o n n t e ebenfal ls nachgewiesen 
w e r d e n . D i e spezif ische Akt iv i tät b e t r u g 1,704 JUM T r i o s e p h o s p h a t / m g 
P r o t e i n / m i n . 

E i n e zent ra l e S t e l l u n g i m Stof fwechsel für A b b a u - , E n e r g i e -
g e w i n n u n g s - u n d Synthesevorgänge n i m m t die , , a k t i v i e r t e E s s i g ­
säure" , das A c e t y l - C o A e i n . E s ents teht d u r c h D e c a r b o x y l i e r u n g 
der i m V e r l a u f des E m b d e n - M e y e r h o f - A b b a u w e g e s geb i lde ten B T S . 
D a s d a b e i bete i l ig te E n z y m B T S - D e h y d r o g e n a s e w u r d e nachgewiesen 



u n d seine spezif ische Akt iv i tät b e s t i m m t m i t 0,012 JUM. B T S / m g P r o ­
t e i n / m i n . O h n e ^-Liponsäure w u r d e z w a r ke ine V e r m i n d e r u n g der 
Enzymaktiv i tät festgestel l t , d o c h k a n n daraus n o c h n i c h t u n b e d i n g t 
geschlossen w e r d e n , daß die R e a k t i o n ke iner k a t a l y t i s c h e n M e n g e n 
dieser S u b s t a n z bedarf , d a m i t e inem r o h e n E n z y m e x t r a k t gearbeitet 
wurde , der S p u r e n der w i r k s a m e n S u b s t a n z e n t h a l t e n k o n n t e . 

b) Phosphoketolase-Aktivität 
U m die F r a g e z u klären, ob a u c h a u f a n d e r e m W e g e a k t i v e A c e t y l -

e inhe i ten geb i ldet w e r d e n können, w u r d e der E n z y m e x t r a k t a u f die 
A n w e s e n h e i t v o n P h o s p h o k e t o l a s e u n t e r s u c h t . Diese spa l te t A c e t y l -
p h o s p h a t v o n b e s t i m m t e n Z u c k e r p h o s p h a t e n ab . A l s S u b s t r a t e w u r d e n 
F - 6 - P u n d R i - 5 - P eingesetzt . E s k o n n t e j edoch ke ine P h o s p h o k e t o l a s e -
Aktivität festgestel lt w e r d e n . D i e Reaktionsfähigkeit der Ansätze selbst 
ließ s i ch d u r c h Z u g a b e eines a k t i v e n Lactobacillus-JLxtraktes u n d die 
d a d u r c h b e w i r k t e E x t i n k t i o n s a b n a h m e beweisen. 

c) E i n b a u v o n 1 4 C 0 2 

D i e A n w e s e n h e i t c a r b o x y l i e r e n d e r E n z y m e w u r d e i n d e m zel l f re ien 
E x t r a k t d u r c h E i n b a u v e r s u c h e m i t 1 4 C 0 2 nachgeprüft. 

R u - l , 5 - D P - C a r b o x y l a s e , d ie die B i l d u n g v o n 2 M o l 3 -Phospho -
glycerinsäure aus 1 M o l R u - l , 5 - D P u n d 1 M o l 1 4 C 0 2 k a t a l y s i e r t , Heß s i ch 
n i c h t nachwe isen . A u c h P E P - C a r b o x y l a s e k o n n t e i n F o r m m a r k i e r t e n 
O x a l a c e t a t s i n d e m ze l l f re ien E x t r a k t n i c h t nachgewiesen w e r d e n d u r c h 
I n k u b a t i o n v o n P E P m i t N a H 1 4 C 0 3 . D a a u c h be i Z u g a b e v o n A D P z u 
ob igem A n s a t z k e i n m a r k i e r t e s O x a l a c e t a t nachwe i sbar w a r , k o n n t e 
a u c h d ie A n w e s e n h e i t der A D P - ( o d e r IDP-)bedürft igen Oxalessigsäure-
C a r b o x y l a s e ausgeschlossen werden . 

C. Diskussion 
W i e aus d e n vorangegangenen V e r s u c h e n anderer A u t o r e n z u er­

w a r t e n w a r , erwies s i ch der O r g a n i s m u s wegen seines homogenen , hefe­
ähnlichen W a c h s t u m s u n d der e in fachen Nährstoffansprüche i n S u b m e r s -
k u l t u r für die gep lanten sto f fwechselphysio log ischen U n t e r s u c h u n g e n 
als sehr geeignet. Z u r G e w i n n u n g genauer q u a l i t a t i v e r u n d q u a n ­
t i t a t i v e r D a t e n über Menge u n d Z u s a m m e n s e t z u n g des Z e l l m a t e r i a l s , 
sowie über die Veränderungen i m K u l t u r m e d i u m w a r die S u b m e r s k u l t u r 
das geeignete V e r f a h r e n . P a r a l l e l versuche m i t Rühr - u n d Schüttelkultur 
ließen letztere wegen i h r e r überwiegenden V o r t e i l e als die M e t h o d e der 
W a h l erscheinen. 

D i e Spezifität der d r e i u n t e r s u c h t e n Stämme v o n Beauveria tenella 
für b e s t i m m t e C - Q u e l l e n w a r i m Gegensatz z u v i e l e n anderen verg l e i ch ­
baren P i l z e n n i c h t sehr ausgeprägt. So k o n n t e n n a c h H U M F E L D U . S U G I ­
H A R A (1949), R E U S S E R , S P E N C E R U . S A L L A N S (1958), sowie M O U S T A F A 



( 1 9 6 0 ) u n d e igenen U n t e r s u c h u n g e n als C -Que l l e v e r w e r t e t w e r d e n : 
A n k o m p l e x e n S u b s t r a t e n d ie Abfallflüssigkeit b e i der S p a r g e l - u n d 
B i r n e n k o n s e r v i e r u n g („asparagus b u t t J u i c e " , , ,pear waste j u i c e " ) , 
R e i s s c h r o t - E x t r a k t (,,rice b r a n e x t r a c t " ) , M a i s - S i r u p , G e r s t e n k e i m -
E x t r a k t ( , ,malt s p r o u t e x t r a c t " ) , M a l z - S i r u p ( , ,malt s y r u p " ) , B i o m a l z , 
Melasse u n d lösliche Stärke, a n de f in ier ten C - Q u e l l e n d -Glucose , d - G a -
lactose , d - M a n n o s e , d - F r u c t o s e , d - X y l o s e , d - A r a b i n o s e , M a l t o s e , Sac ­
charose , D e x t r i n , L a c t a t u n d P y r u v a t . A c e t a t k o n n t e , als e inzige 
C - Q u e l l e v e r a b r e i c h t , n i c h t v e r w e r t e t w e r d e n . A u s d e n U n t e r s u c h u n g e n 
g i n g we i t e r h e r v o r , daß L a c t a t , P y r u v a t u n d A c e t a t n i c h t n u r die A u s ­
beute a n T r o c k e n s u b s t a n z , s o n d e r n a u c h a n F e t t s te igerten . D a s s t i m m t 
überein m i t d e n E r g e b n i s s e n , die H O P P E ( 1 9 6 0 ) v o n V e r s u c h e n a n H e f e n 
z i t i e r t . K L E I N Z E L L E R ( 1 9 4 4 ) dagegen k o n n t e b e i Torula lipofera ke ine 
v e r m e h r t e F e t t b i l d u n g d u r c h L a c t a t - , P y r u v a t - u n d A c e t a t z u g a b e 
beobachten . A l s C - Q u e l l e n ungee ignet w a r e n C r o t o n a t , 1 - R h a m n o s e , 
N a - C a r b o x y m e t h y l c e l l u l o s e u n d L a c t o s e . D a die H y d r o l y s e p r o d u k t e 
der L a c t o s e , G a l a c t o s e u n d G lucose j edoch g u t v e r w e r t e t w e r d e n 
können, s che int d e m O r g a n i s m u s n u r das h y d r o l y s i e r e n d e E n z y m , die 
L a c t a s e z u f eh l en . E s k a n n s i c h j e d o c h a u c h u m eine F r a g e der P e r ­
meabil ität h a n d e l n . 

Daß Lactose und Cellulose eine schlechte C-Quelle für Pilze darstellen, ist 
häufig beobachtet worden ( H E I D E 1939; M A R G O L I N 1942; E S T I E N N E , C A S T A G N E U . 
B E R T R A N D 1947; L I L L Y U . B A R N E T T 1953; C O C H R A N E 1958). Dies wird auch durch 
Untersuchungen von H U B E R (1958) an Beauveria bassiana bestätigt, der in Subniers­
kultur einerseits ein ähnlich weites Spektrum von verwertbaren definierten und 
komplexen C-Quellen fand, andererseits aber ebenfalls feststellte, daß Lactose 
selbst schlecht genutzt werden konnte, während ihre Spaltprodukte gute C-Quellen 
darstellten. E r fand weiterhin lipolytische Aktivität, indem der P i l z verschiedene 
Fette als Substrat verwerten konnte (besonders deren Glycerinanteil). Dies paßt 
gut zu den Befunden, daß besonders das Fettgewebe der befallenen Insekten von 
dem Pi lz angegriffen wird. 

D a G lucose s c h n e l l u n d g u t i n Z e l l s u b s t a n z u n d L i p i d e umgesetz t 
w e r d e n k a n n u n d l e i c h t erhältlich i s t , w u r d e sie als H a u p t - C - Q u e l l e be­
n u t z t . 

A u c h h i n s i c h t l i c h der N - Q u e l l e n i s t der O r g a n i s m u s sehr a n s p r u c h s ­
los. E r k a n n s o w o h l A m m o n s a l z e , Aminosäuren u n d H a r n s t o f f , wie a u c h 
k o m p l e x e F o r m e n organ i s chen St i cksto f f s v e r w e r t e n ( M A C L E O D 1 9 5 4 a ; 
H U M F E L D U . S U G I H A R A 1 9 5 2 ) . A u c h a n Beauveria bassiana f a n d H U B E R 
( 1 9 5 8 ) , daß eine ganze R e i h e anorgan ischer ( N H 4 N 0 3 , N a N 0 3 , ( N H 4 ) 2 S 0 4 ) 
u n d organischer N - Q u e l l e n (Aminosäuren, P e p t o n , C a s e i n , H a r n s t o f f ) 
g u t v e r w e r t b a r w a r e n . D a H a r n s t o f f bei seiner V e r w e r t u n g d e n p n -
W e r t des M e d i u m s n i c h t z u s t a r k beeinflußt, w u r d e er als e inzige 
N - Q u e l l e b e n u t z t . 

Diese A n s p r u c h s l o s i g k e i t bezüglich der Nährstoffe dürfte a u c h eine 
der H a u p t u r s a c h e n für d ie wei te V e r b r e i t u n g v o n Beauveria d a r s t e l l e n 



( M A C L E O D 1 9 5 4 a u n d 1 9 5 4 b ; H U B E R 1958; M A D E L I N 1960; F R A N Z 1961). 

D e r B e s i t z v o n C h i t i n a s e ( H U B E R 1958; C L A U S 1961) erklärt besonders 
die Befähigung z u m P a r a s i t i s m u s a n I n s e k t e n , d o c h wurde Beauveria 
auch v o n höheren T i e r e n ( S M I T H 1897), j a sogar v o m Menschen ( K U R U 
1932) i so l i e r t . A u c h eine s a p r o p h y t i s c h e Lebensweise wurde vere inzel t 
gefunden ( V I N C E N S 1923 ; S A C C A S 1948; M O L I T O R I S 1963a) , z u m i n d e s t 

wurde das häufige A u f t r e t e n v o n Beauveria i m B o d e n i n der R i c h t u n g 
d i s k u t i e r t , daß die Rückkehr z u m S a p r o p h y t i s m u s d e m P i l z die Mög­
l i c h k e i t b iete , ungünstige L e b e n s b e d i n g u n g e n z u überdauern ( M A D E L I N 
1960; F R A N Z 1961). H U B E R (1958) dagegen k o m m t a u f G r u n d seiner 
U n t e r s u c h u n g e n z u d e m Schluß, daß Beauveria z u einer s a p r o p h y t i s c h e n 
Lebensweise i m B o d e n n i c h t befähigt sei . 

D a i m V e r l a u f der U n t e r s u c h u n g e n insbesondere der F e t t b i l d u n g 
u n d i h r e r Abhängigkeit v o n versch iedenen F a k t o r e n nachgegangen 
werden so l l te , mußte der M e t h o d i k der L i p i d g e w i n n u n g u n d U n t e r ­
suchung zunächst besondere A u f m e r k s a m k e i t geschenkt werden . 

Die Lipide der Zellen sind nicht nur in den verschiedenen organischen Lösungs­
mitteln zu verschiedenen Anteilen löslich, sondern auch die Zellwand besitzt für sie 
nicht die gleiche Durchlässigkeit. Weiterhin sind die Lipidtröpfchen in den Zellen 
teilweise von Proteinmembranen umgeben oder die Lipide liegen als „gebundene 
Lipide" in schwer löslicher Form in Strukturelementen der Zelle vor. Die Ergeb­
nisse der Lipidbestimmung sind daher in hohem Maße von der angewandten 
Methodik abhängig. 

Die Problematik dieser Bestimmungen wird bei F O S T E R (1949) , C O C H R A N E 
(1958) und H O P P E (1960) diskutiert. Der Einfluß von Lipid-Lösungsmitteln und 
Extraktionsmethoden wurde bei verschiedenen Organismen von P R U E S S (1934) , 
P E C K (1947) und B E R N H A U E R (1950) eingehend untersucht. In eigenen Vorunter­
suchungen wurden diese Angaben für das spezielle Untersuchungsobjekt bestätigt. 

Z u r E x t r a k t i o n w u r d e schließlich Diäthyläther verwendet , d a er das 
reinste L i p i d erg ibt . D a s gefr iergetrocknete M y c e l w u r d e v o r der E x ­
t r a k t i o n n o c h m e c h a n i s c h aufgeschlossen. D a d u r c h k o n n t e d ie L i p i d -
ausbeute a u f e t w a das D o p p e l t e gesteigert w e r d e n . O b w o h l d u r c h eine 
H y d r o l y s e d ie A u s b e u t e a n F e t t gegebenenfal ls n o c h we i ter z u s te igern 
gewesen wäre, w u r d e a u f sie v e r z i c h t e t , d a be i dieser neben der A u f ­
s p a l t u n g der L i p i d s y m p l e x e a u c h eine Z e r l e g u n g des N e u t r a l f e t t e s u n d 
vor a l l e m der P h o s p h a t i d e erfo lgt . D e r F e h l e r k a n n be i h o h e n P h o s -
p h a t i d g e h a l t e n b is 3 0 ° / 0 be tragen ( H O P P E 1960). 

B e i d e n w a c h s t u m s p h y s i o l o g i s c h e n V e r s u c h e n ste l l te s i ch heraus , 
daß der ö k o n o m i s c h e K o e f f i z i e n t m i t s i n k e n d e r K o h l e n h y d r a t k o n z e n ­
t r a t i o n der M e d i e n z u n i m m t u n d a u c h v o n deren C/N-Verhältnis i n ­
sofern abhängt , als er be i dessen Z u n a h m e abfällt (vg l . A b b . 10). D i e 
Bee in f lussung der T r o c k e n s u b s t a n z b i l d u n g d u r c h d e n A n f a n g s - p H des 
M e d i u m s w a r n u r ger ing , d o c h k o n n t e be i n i e d r i g e n p n - W e r t e n stets 
eine etwas bessere E r n t e erz ie l t werden . 



M O U S T A F A ( 1 9 6 0 ) , der allerdings bei seinen Untersuchungen den Zeitfaktor un­
berücksichtigt ließ, fand in einem Glucosemedium mit komplexen organischen Be­
standteilen ebenfalls bei niedrigen Kohlenhydrat-Konzentrationen ( 2 , 3 ° / 0 Glucose) 
die höchsten Zellsubstanz-Ausbeuten und ein Ansteigen der Ausbeute mit sinkendem 
C/N-Verhältnis (Maximalwerte der Ausbeute bei C / N = 19 /1 : 4 6 - 5 1 % ) . Der 
Anfangs-pn beeinflußte 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 höheren 
Pilzen einige, deren Fähigkeit zur Fettsynthese besonders ausgeprägt ist. Man 
nimmt an, daß das Fett intracellulär, wahrscheinlich im Zusammenhang mit 
cytoplasmatischen Partikeln gebildet wird. Die Hauptmenge findet man dabei in 
vacuolären Kugeln, geringere Anteile auch fein im Plasma verteilt und den Rest an 
Strukturen gebunden. Wie von verschiedenen Autoren auch schon an anderen 
Mikroorganismen beobachtet ( H E I D E 1 9 3 9 ; S T E I N E R U . H E I N E M A N N 1 9 5 4 ; H E I N E ­
M A N N 1 9 5 6 ) und bei H O P P E (1960) ausführlich besprochen worden ist, tr i t t das Fett 
in den Zellen häufig zuerst in Form sehr vieler kleiner, sich ständig vergrößernder 
Kugeln auf, die dann im weiteren Kulturverlauf zusammenfließen. S T E I N E R U . 
H E I N E M A N N (1954) beobachteten die Fettbildung an Grana mit positiver Nadi -
Reaktion, was mit verschiedenen Befunden übereinstimmen würde, nach denen in 
den Mitochondrien ein Großteil der Enzyme der Oxydoreduktion, also auch der 
Fettsynthese lokalisiert ist. Neuere elektronenoptische Untersuchungen lieferten 
dagegen besonders bei höher organisierten Zellen, so bei Vertebraten und Insekten 
( B A R G M A N N U . K N O O P 1 9 5 9 ; v. G A U D E C K E R 1963 ) , Hinweise dafür, daß die Fett ­
synthese nicht im Zusammenhang mit den Mitochondrien steht, sondern im E r -
gastoplasma der Zelle vor sich geht. 

Über die Fettbildung der untersuchten Stämme ist bisher kaum etwas bekannt. 
Die von H U M F E L D U . S U G I H A R A ( 1 9 4 9 ) ; R E U S S E R , S P E N C E R U . S A L L A N S (1958) sowie 
von F A L A N G H E (1962 ) vorliegenden Untersuchungen geben einen Fettgehalt des 
Mj^cels zwischen 3,1 und 9 , 9 ° / 0 , je nach Stamm und Kulturbedingungen, an. D a 
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 E r ­
gebnissen vergleichbar. 

B e i d e r U n t e r s u c h u n g der F e t t b i l d u n g i n Abhängigkeit v o n der Z u ­
s a m m e n s e t z u n g des Nährmediums, ohne Berücksichtigung des Z e i t ­
f a k t o r s , ließ s i c h bereits festste l len , daß steigende K o h l e n h y d r a t m e n g e n 
eine S t e i g e r u n g der T r o c k e n s u b s t a n z - u n d F e t t b i l d u n g bed ingen , w o b e i 
l e tz tere besonders d u r c h e i n hohes C/N-Verhältnis gefördert w u r d e . D i e 
m i t s te igenden K o h l e n h y d r a t m e n g e n erhöhte S p e i c h e r s u b s t a n z b i l d u n g 
h a t t e e inerse i ts e i n A b s i n k e n des Ökonomischen K o e f f i z i e n t e n , anderer ­
seits a b e r e i n A n s t e i g e n des F e t t k o e f f i z i e n t e n z u r F o l g e , d a die C -Que l l e 
i n s t e i gendem Maße i n intracellulär angehäuftes F e t t u m g e w a n d e l t 
w u r d e . M i t 52,1 u n d 11,6 er re i ch ten d a b e i ökonomischer b z w . F e t t ­
koe f f i z ient vergle ichsweise hohe W e r t e 1 . 

W ä h r e n d d ie V e r s u c h e über d ie F e t t b i l d u n g ohne Berücksichtigung 
des Z e i t f a k t o r s n u r bed ing t allgemeingültige A u s s a g e n zu lassen , w o r a u f 

1 Zu Berechnungen über die Korrelation ökonomischer Koeffizient/Fett-
koeffizient vgl. R I P P E L (1940 ) . 



besonders a u c h C O C H R A N E ( 1 9 5 8 ) h i n w e i s t , ergeben die Versuche über 
die F e t t b i l d u n g i n Abhängigkeit v o n der Z u s a m m e n s e t z u n g der Nähr­
medien u n d v o n der Z e i t e in wesent l i ch k lareres B i l d . 

L I N D N E R spricht bereits 1 9 2 2 im Zusammenhang mit der Fettbildung bei 
Endomyces vernalis von zwei Synthesephasen, die zeitlich aufeinanderfolgen: 1. Die 
Eiweißgeneration. Hier findet in erster Linie Wachstum unter Eiweißbildung und 
rascher N-Aufnahme statt, solange noch größere Mengen Stickstoff in der Nähr­
lösung vorhanden sind. 2 . Die Fettgeneration. Sie tritt ein, sobald der Stickstoff 
der Nährlösung verbraucht ist. In dieser Phase wird aus noch verfügbarem Kohlen­
hydrat in der Hauptsache nur noch Fett gebildet. 

Diese zwei Phasen wurden auch von verschiedenen anderen Autoren, besonders 
an Hefen, gefunden ( F O S T E R 1 9 4 9 ; L U N D I N 1 9 5 0 ; M A A S - F Ö R S T E R 1 9 5 5 ; H O P P E 
1960) . 

Umgekehrt wurden jedoch auch Fälle berichtet, in denen die Fettgeneration 
zeitlich neben der Eiweißgeneration herläuft ( R A A F 1 9 4 2 ; G O O D W I N U . W I L L M E R 
1952) . 

Besonders d ie E r g e b n i s s e v o n R A A F zeigen eine gute Übereinstim­
m u n g m i t d e n v o n d e n N R R L - S t ä m m e n gewonnenen D a t e n . D u r c h die 
Z u s a m m e n s e t z u n g des Nährmediums (C/N-Verhältnis ) ließ s i ch bei den 
hier beschr iebenen V e r s u c h e n v o n v o r n h e r e i n entweder die Eiweiß-
generat ion oder d ie F e t t g e n e r a t i o n e inse i t ig fördern. D i e W a c h s t u m s ­
geschwind igke i t w a r be i d e n V e r s u c h e n i n der Eiweißgeneration (nied­
riges C /N-Verhäl tn is ) e t w a doppe l t so h o c h wie be i der F e t t g e n e r a t i o n 
(vgl . a u c h R A A F 1 9 4 2 ) . D i e V e r s u c h e ze igten wei ter , daß K o h l e n h y d r a t -
mange l W a c h s t u m u n d F e t t s y n t h e s e z u m S t i l l s t a n d b r i n g t , unabhängig 
v o n der n o c h verfügbaren N - M e n g e . Dagegen k o m m t be i a l l e in igem 
N - M a n g e l n u r das W a c h s t u m (Prote insynthese ) z u m S t i l l s t a n d , während 
F e t t s y n t h e s e - u n d S p e i c h e r u n g we i te r lau fen , sofern n o c h ass imi l ierbares 
K o h l e n h y d r a t v o r h a n d e n i s t . D i e Ergebn i s se der V e r s u c h e über die 
E i n w i r k u n g des C/N-Verhältnisses a u f die F e t t b i l d u n g stehen i n guter 
Übereinstimmung m i t d e n B e f u n d e n anderer A u t o r e n (z i t iert i n H O P P E 
1 9 6 0 ) , w o n a c h eine B e h i n d e r u n g der Eiweißsynthese eine v e r m e h r t e 
F e t t b i l d u n g z u r F o l g e h a t . D i e inverse B e z i e h u n g zwis chen P r o t e i n -
u n d F e t t s y n t h e s e i n der lebenden Ze l le geht w a h r s c h e i n l i c h a u f eine 
K o n k u r r e n z der be te i l i g ten E n z y m e u m das S u b s t r a t zurück, wobe i die 
G e s c h w i n d i g k e i t der Aminosäuresynthese offenbar beträchtlich höher 
ist als die der F e t t s y n t h e s e . 

Das intracellulär gebildete und gespeicherte Fett wird allgemein als Reserve­
substanz betrachtet, die bei Kohlenhydratmangel unter sonst günstigen Bedingungen 
(genügend N , P , S) Proteinbildung ermöglicht ( P R I L L 1 9 3 5 ; C H I B N A L L 1 9 3 9 ; R A A F 
1 9 4 2 ; Y E M M U . F O L K E S 1954 ) . Dabei unterscheidet B E L I N (1926) zwei Fraktionen: 
1. „element constant", den für die Lebensfähigkeit der Zelle unbedingt notwendigen 
Lipidanteil (Phospholipide, Lipoproteine, besondere Teile des Plasmas), der ein 
gewisses Minimum nicht unterschreiten darf, und 2 . „element variable" als Reserve­
material, dessen Menge in weiten Grenzen schwanken kann und das nicht als echter 
Teil des Protoplasmas anzusehen ist. 



Es sind aber auch Fälle beschrieben worden, in denen dem Fett keine Funktion 
als Reservesubstanz zukommt, es also bei C-Mangel nicht abgebaut wird und nur 
als unverwertbares Speicherprodukt vorliegt 1 . Dazu wären auch die Fälle einer 

degenerativen Fettbi ldung" aus Plasmasubstanzen, besonders bei höherem K u l t u r ­
alter zu zählen ( K O R D E S 1923; G E F F E R S 1937; K L E I N Z E L L E R 1944). 

D i e e igenen V e r s u c h e geben k e i n e n e indeut igen Aufschluß über die 
phys i o l og i s che W e r t i g k e i t des gespeicherten L i p i d s , das z w a r n a c h V e r ­
b r a u c h des K o h l e n h y d r a t s i m M e d i u m , während der A u t o l y s e abso lu t 
u n d p r o z e n t u a l (zur T r o c k e n s u b s t a n z ) a b n i m m t , d o c h wesent l i ch 
wen iger s t a r k als d ie Z e l l s u b s t a n z selbst . 

U n t e r natürlichen L e b e n s b e d i n g u n g e n f indet be i d e n M i k r o o r g a n i s m e n 
i m a l l g e m e i n e n ke ine nennenswerte F e t t b i l d u n g s t a t t , b e i u n p h y s i o ­
l og i s ch h o h e n K o h l e n h y d r a t k o n z e n t r a t i o n e n i m Nährmedium w i r d 
j e d o c h m e h r K o h l e n h y d r a t gespal ten , als z u m Z e l l a u f b a u u n d z u r 
E n e r g i e g e w i n n u n g v e r w e n d e t w e r d e n k a n n . D e r das S u b s t r a t völlig 
o x y d i e r e n d e E n z y m m e c h a n i s m u s w i r d so abgesättigt ( F O S T E R 1949: 
, , bo t t l e -neck e n z y m e s " , , ,overf low m e t a b o l i s m " ) u n d die i m Überschuß 
v o r h a n d e n e n , te i lweise o x y d i e r t e n A b b a u p r o d u k t e w e r d e n entweder 
ausgeschieden oder z u sekundären H i l f s e n z y m s y s t e m e n wei terge le i te t . 
Diese können n u r verhältnismäßig geringe Veränderungen a n den 
Z w i s c h e n p r o d u k t e n v o r n e h m e n , d ie d a r a u f h i n ausgeschieden oder wie i m 
F a l l e der L i p i d e , intracellulär angehäuft w e r d e n . 

O b w o h l d ie P i l z e aerobe O r g a n i s m e n s i n d , b a u e n sie i m a l l g e m e i n e n 
die H a u p t m e n g e der angebotenen K o h l e n h y d r a t e über d e n a n s i ch 
anaeroben E m b d e n - M e y e r h o f - S t o f f w e c h s e l w e g a b . So k o n n t e n S H U , 
F U N K U . N E I S H (1954) d u r c h I so topenversuche nachwe i sen , daß Asper­
gillus niger e t w a 8 0 ° / 0 der angebotenen Glucose a u f d iesem W e g e a b b a u t . 
E s zeigte s i c h , daß der E m b d e n - M e y e r h o f - W e g n i c h t a u f anaerobe B e ­
d i n g u n g e n beschränkt i s t , s ondern a u c h u n t e r aeroben Verhältnissen 
streckenweise z u m K o h l e n h y d r a t - A b b a u b e s c h r i t t e n w e r d e n k a n n , 
i n d e m er t e r m i n a l m i t aeroben Prozessen gekoppe l t i s t . D a b e i w i r d 
reduz ier tes C o - E n z y m d u r c h e in O x y d a s e - S y s t e m regener iert . D i e 
D e c a r b o x y l i e r u n g des P y r u v a t s z u r a k t i v e n Essigsäure s te l l t d a b e i d ie 
V e r b i n d u n g z u m Tricarbonsäure-Cyclus her , der eine hohe E n e r g i e ­
ausbeute aus d e m abgebauten K o h l e n h y d r a t gewährleistet. D a s für die 
t e r m i n a l e O x y d a t i o n benötigte C y t o c h r o m - S y s t e m sche int i n P i l z e n 
ebenso wie d ie E n z y m e des E m b d e n - M e y e r h o f - W e g e s a l l g e m e i n v o r ­
h a n d e n z u se in ( C O C H R A N E 1958). 

I n d e n eigenen V e r s u c h e n k o n n t e ebenfal ls d u r c h d e n N a c h w e i s der 
Schlüsselenzyme A l d o l a s e , Tr i o sephosphat - I somerase u n d B T S - D e h y d r o -
genase dieser A b b a u w e g u n d die V e r b i n d u n g z u m Tricarbonsäure-
C y c l u s nachgewiesen w e r d e n . D i e l e t z tgenannte R e a k t i o n l ie fert d ie 

1 V g l . hierzu S T E I N E R U . K A T I N G (1963). 



A c e t y l - C o A - E i n h e i t e n für d e n Tricarbonsäure-Cyclus u n d die F e t t ­
synthese. D a aus d e m Tricarbonsäure-Cyclus für weitere S y n t h e s e n D i -
carbonsäuren abgezweigt w e r d e n , i s t , u m e i n W e i t e r l a u f e n des C y c l u s 
z u gewährleisten, eine de T w w o - B i l d u n g v o n Dicarbonsäuren a u f anderem 
Wege nötig, e t w a über d e n Glyoxylsäure-Cyclus oder d u r c h C a r b o x y -
l i e r u n g s - R e a k t i o n e n . B e i P i l z e n w u r d e häufig eine Wachstumsförderung 
d u r c h C 0 2 nachgewiesen u n d a u c h der E i n b a u v o n C 0 2 i n B r e n z t r a u b e n ­
säure, Milchsäure, Oxalessigsäure, Bernsteinsäure u n d Citronensäure 
( C L E L A N D U . J O H N S O N 1 9 5 4 ) festgestel lt ( C O C H R A N E 1 9 5 8 ) . I m R o h ­

e x t r a k t des M y c e l s der NRRL-Stämme ließ s i ch j edoch eine F i x i e r u n g 
v o n 1 4 C 0 2 i n O x a l a c e t a t weder d u r c h P E P - C a r b o x y l a s e ( B A N D U R S K I 
1 9 5 5 ) , n o c h d u r c h Oxalessigsäure-Carboxylase ( U T T E R , K U R A H A S H I U . 

R O S E 1 9 5 4 ; S U Z U K I U . W E R K M A N 1 9 5 8 ) , ebensowenig wie die C a r b o x y -

l i e rung des R u - l , 5 - D P d u r c h die R u - l , 5 - D P - C a r b o x y l a s e nachwe isen . 
Dieses E n z y m w u r d e u n t e r a n d e r e m bisher i m S p i n a t u n d i n anderen 
grünen P f l a n z e n ( J A K O B Y , B R U M M O N D U . O C H O A 1 9 5 6 ) , A l g e n ( C A L V I N 

1 9 5 6 ; P E T E R K O F S K I U . R A C K E R 1 9 6 1 ) u n d c h e m o l i t h o t r o p h e n M i k r o ­

organismen ( T R U D I N G E R 1 9 5 6 ) ge funden . A u c h die Phosphoketo lase , die 
v o n Z u c k e r p h o s p h a t e n A c e t y l p h o s p h a t abspa l te t u n d bisher be i L a c t o -
bac i l l en ( L A M P E N , G E S T U . S O W D E N 1 9 5 1 ; H E A T H et a l . 1 9 5 8 ) , be i Leu-

conostoc ( H U R W I T Z 1 9 5 8 ) u n d Acetobacter ( S C H R A M M , K L Y B A S U . R A C K E R 

1 9 5 8 ) , n i c h t j e d o c h b e i P i l z e n ge funden w u r d e , ließ s i ch i n d e m E n z y m ­
e x t r a k t v o n Beauveria n i c h t nachwe isen . 

Zusammenfassung 

Für die serienmäßige q u a n t i t a t i v e L i p i d b e s t i m m u n g be i Beauveria 
tenella a u f der G r u n d l a g e der opt i s chen Hydroxamsäureester-Best immung 
wurde eine für d ie vor l i egenden B e d i n g u n g e n geeignete Mycelaufschluß -
u n d E x t r a k t i o n s m e t h o d e e n t w i c k e l t . D a s gefr iergetrocknete M y c e l 
wurde i m P o t t e r - E l v e h j e m - H o m o g e n i s a t o r m i t Äther aufgeschlossen 
u n d a u f der Schüttelmaschine e x t r a h i e r t . I n S u b m e r s k u l t u r v e r s u c h e n 
wurde das W a c h s t u m der d r e i Stämme NRRL 2334, 2335, 2336 i n A b ­
hängigkeit v o n der K o h l e n s t o f f - Q u e l l e u n d i h r e r K o n z e n t r a t i o n , d e m 
Zusatz anorganischer Salze u n d v o m p n - W e r t geprüft. 

E s w u r d e n W a c h s t u m s k u r v e n m i t Rühr - u n d Schüttelkultur auf ­
genommen. A l s günstigste M e t h o d e erwies s i ch die Schüttelkultur, 
be impf t m i t e iner flüssigen V o r k u l t u r . 

D i e F e t t b i l d u n g der Stämme i n Abhängigkeit v o n versch iedenen z u ­
sätzlichen K o h l e n s t o f f q u e l l e n w u r d e geprüft. A c e t a t , P y r u v a t u n d 
L a c t a t k o n n t e n i n Z e l l s u b s t a n z u n d F e t t u m g e w a n d e l t werden . S t a m m 
NRRL 2334 w a r der beste F e t t b i l d n e r . 

D i e A u s w i r k u n g verschiedener K o h l e n h y d r a t - u n d S t i c k s t o f f k o n z e n ­
t r a t i o n e n a u f d ie L i p i d s y n t h e s e w u r d e u n t e r s u c h t . T r o c k e n s u b s t a n z -
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u n d L i p i d s y n t h e s e n e h m e n m i t s te igendem K o h l e n h y d r a t g e h a l t des 
M e d i u m s z u , d o c h s i n k t d a b e i der s y n t h e t i s c h e W i r k u n g s g r a d . E i n hohes 
C/N-Verhältnis begünstigte die F e t t b i l d u n g . F e t t - u n d Z e l l s u b s t a n z ­
b i l d u n g k o n k u r r i e r e n u m die K o h l e n s t o f f - Q u e l l e . E i n höherer ö k o n o m i ­
scher K o e f f i z i e n t i s t jewei ls m i t e i n e m n iedr igeren F e t t k o e f f i z i e n t e n ge­
k o p p e l t . E s w u r d e i n W a c h s t u m s k u r v e n die Abhängigkeit der L i p i d ­
synthese v o m C/N-Verhältnis u n d der Z e i t b e s t i m m t . D i e F e t t b i l d u n g 
setz t s c h o n e i n , b e v o r S t i c k s t o f f z u m w a c h s t u m s b e g r e n z e n d e n F a k t o r 
w i r d . S ie s chre i te t n a c h A u f b r a u c h der S t i c k s t o f f - Q u e l l e b is z u e inem 
F e t t g e h a l t v o n 3 4 ° / 0 des M y c e l t r o c k e n g e w i c h t s f o r t . 

A l s Schlüsselenzyme des E m b d e n - M e y e r h o f - A b b a u w e g e s w u r d e n i n 
ze l l f re i en E x t r a k t e n A l d o l a s e , T r i o s e p h o s p h a t - I s o m e r a s e u n d B r e n z ­
traubensäure-Dehydrogenase nachgewiesen u n d i n i h r e r Akt iv i tät be­
s t i m m t . 

Phosphoenolbrenztraubensäure-Carboxylase, Oxalessigsäure-Carb-
o x y l a s e u n d R i b u l o s e - l , 5 - D i p h o s p h a t - C a r b o x y l a s e ließen s i ch n i c h t 
n a c h w e i s e n ; 1 4 C 0 2 w u r d e m i t d e n entsprechenden E n z y m s u b s t r a t e n 
n i c h t e ingebaut . P h o s p h o k e t o l a s e k o n n t e ebenfal ls n i c h t au fge funden 
w e r d e n . 

Summary 
A m e t h o d for the b r e a k i n g u p a n d e x t r a c t i o n o f f u n g a l m y c e l i u m 

(Beauveria tenella) p r i o r t o the q u a n t i t a t i v e d e t e r m i n a t i o n o f l i p i d s b y 
m e a n s o f t h e h y d r o x a m i c ac id -ester r e a c t i o n was deve loped . T h e l y o -
p h i l i z e d m y c e l i u m , suspended i n ether , was b r o k e n u p u s i n g a P o t t e r -
E l v e h j e m homogen i sor a n d f u r t h e r e x t r a c t e d o n a shaker . 

T h e g r o w t h o f three f u n g a l s t ra ins (NRRL 2334, 2335, 2336) i n 
r e l a t i o n t o t h e c a r b o n source a n d c o n c e n t r a t i o n , the presence o f i n -
o rgan i c sa l ts a n d t h e p n - v a l u e o f the m e d i u m was e x a m i n e d . 

G r o w t h curves o f s h a k e n a n d s t i r r e d cu l tures were r e co rded . T h e 
best g r o w t h m e t h o d f o u n d was t h e s h a k e - c u l t u r e m e t h o d u s i n g a l i q u i d 
p r e - c u l t u r e . 

T h e p r o d u c t i o n o f f a t i n these s t ra ins i n r e l a t i o n to the c a r b o n source 
u t i l i z e d was i n v e s t i g a t e d . A c e t a t e , p y r u v a t e a n d l a c t a t e were i n c o r p o r a t -
ed i n t o ce l l - substance a n d fa ts . S t r a i n NRRL 2334 was t h e best f a t -
p r o d u c e r . 

T h e effect o f v a r i o u s c a r b o h y d r a t e a n d n i t r o g e n concent ra t i ons on 
l i p i d synthes i s was e x a m i n e d . T h e synthes i s o f ce l l m a t e r i a l a n d l i p i d s 
increases w i t h h i g h e r c oncent ra t i ons o f c a r b o h y d r a t e s ; at t h e same t i m e , 
t h e s y n t h e t i c e f f ic iency is l o w e r e d . A h i g h C / N r a t i o f a v o u r e d f a t p ro ­
d u c t i o n . T h e synthes i s o f f a t a n d ce l l m a t e r i a l f r o m c a r b o h y d r a t e s is a 
c o m p e t i t i v e r e a c t i o n . A h i g h e r economic coeff icient is c o u p l e d w i t h a 



l o w e r fat -coef f i c ient . T h e r e l a t i o n s h i p between l i p i d synthesis a n d the 
C / N r a t i o a n d be tween l i p i d synthes is a n d t i m e was de te rmined . L i p i d 
p r o d u c t i o n commences before n i t r o g e n becomes g r o w t h - l i m i t i n g . F o l i o w -
ing complete c o n s u m p t i o n o f the n i trogen-source the fat content rises t o 
a m a x i m u m o f 3 4 ° / 0 o n a d r y - w e i g h t basis . 

T h e k e y e n z y m e s o f the E m b d e n - M e y e r h o f s cheme—aldo lase , t r iose -
phosphate - i somerase a n d p y r u v i c dehydrogenase—were f o u n d a n d t h e i r 
a c t i v i t y d e t e r m i n e d . 

T h e presence o f phosphoeno l p y r u v a t e - c a r b o x y l a s e , oxa lace t i c -
carboxy lase a n d r i b u l o s e - l , 5 - d i p h o s p h a t e - c a r b o x y l a s e c o u l d no t be 
d e m o n s t r a t e d ; 1 4 C 0 2 was n o t i n c o r p o r a t e d i n e n z y m a t i c tests w i t h the 
respect ive S u b s t r a t e s . P h o s p h o k e t o l a s e a c t i v i t y c o u l d n o t be f o u n d . 

Mit Unterstützung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
Herrn Prof. D r . H . G. S C H L E G E L danke ich für sein reges Interesse an der Arbeit 

und ihre stete Förderung. 
Fräulein M A R I T A M A U danke ich für stets zuverlässige Hilfeleistung bei den 

abschließenden Versuchen. 
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