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In dem vorausgegangenen Teil der Arbeit (MorITORIS 1963 a) wurde
iber allgemeine Charakteristica, die Morphologie und systematische
Stellung der Stémme NRRL 2334, 2335, 2336 berichtet. Sie konnten als
Beauveria tenella (Delacr.) Siem. identifiziert werden. Im folgenden soll
iiber 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.
AgosTINO BassI isolierte 1834 von einer infizierten Seidenspinnerraupe den spéter
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 schlieflich MacLrop (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 hauptsichlich 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 Bekampfung von Schadinsekten wie des Kartoffelkifers
(Leptinotarsa decemlineata L.), des Maikafers (M elolontha melolontha L.) und anderer
(vgl. Franz 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; CLaus 1961), die der
Pilz fiir die Durchdringung der Insektencuticula benétigt.

Durch die Identifizierung der bisher als Agaricus campestris geltenden
Stimme NRRL 2334, 2335, 2336 als Beauveria tenella, tragen nun auch
die an ihnen durchgefiihrten 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 Myecel fiir Suppen und dhnlichem durchgefiihrt.

Sie beschéftigten sich mit Kulturverfahren, Niahrstoffanspriichen und dem
EinfluB verschiedener Faktoren auf Entstehung und Verbesserung des erwiinschten
Champignongeschmackes (HuMFELD 1948; HUMFELD u. SucIHARA 1949; HUMFELD
1950/51; HUMFELD u. SUGIHARA 1952; SUGIHARA u. HUMFELD 1954; Szurcs 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 Néhrstoffanspriiche und einen aus-
geschiedenen Farbstoff durchgefiihrt worden (Pacirict et al. 1960; ViNiNG, KEL-
LEHER u. SCHWARTING 1962).

A. Organismen und Methoden

1. Organismen

Es wurden wiederum die Stimme NRRL 2334, 2335, 2336 verwendet und auf
Biomalzagar-Schragrohrchen (2,5°/, Biomalz, 1,5°/, Agar, pg 5,5) durch Sporen-
tiberimpfung vermehrt.

2. Nihrmedien

Wie in der vorhergehenden Arbeit (MoLITORTS 1963 a) kamen Biomalznéhrlosung
und das Medium nach HUMFELD u. SucrHARA (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; Spurenelementlosung (FeCl, - 6 H,O 0,25 g; MnCl, - 4 H,O 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
pu 7.5. Stickstoffquelle: 1°/, Harnstofflésung in aqua dest., steril filtriert. Das
Grundmedium wurde zu je 36 ml in 300 ml Erlenmeyerkolben gefiillt, autoklaviert
(15 min bei 1,2 atii) und dann unter sterilen Bedingungen mit je 4 ml der Harnstoft-
losung versetzt (Endkonzentration Harnstoff = 0,1°/y; Stickstoff = 0,05°/,).

Aus Testbestimmungen ergab sich, dafl unter den gewihlten Bedingungen die
Caramelisierung der Glucose so gering war, dall sich eine getrennte Sterilisation
eriibrigte. Bei Versuchen mit zusitzlichen C-Quellen in kleinen Mengen (Crotonat,
Acetat, 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 Hergéngen/min) oder in Riihrkultur bei jeweils 27° C
im Dunkeln. Von den Kolben wurde tiglich der sich bildende Rand abgeschiittelt.
Die Riihrkultur wurde in 2 1-Zweihals-Rundkolben durchgefiihrt. Diese enthielten
je 11 Nihrlosung, die magnetisch geriihrt (etwa 650 U/min) und gleichzeitig mit
steriler, befeuchteter Luft (etwa 60 1/Std/l Nihrlosung) durchstrémt wurde
(SCHLEGEL, KALTWASSER u. GOTTSCHALK 1961).

Beimpft wurde jeweils entweder direkt mit Agarmycelstiickchen (5X5 mm)
einer mindestens 3 Wochen alten Biomalzagarkultur oder im Verhiltnis 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 Rithrkulturprobe) (oder Rithrkulturproben)

v v

g, makroskop. und mikroskop. Unters.  pg, makroskop. und mikroskop. Unters.

v v

Abnutschen auf Kieselgurfilterpapier Abzentrifugieren, zweimal waschen
(Schl. & Sch. Nr. 287), waschen l
' AN
Filter Filtrat Gefriertrocknen, 24 Std, —40° C
v l |
Ofentrocknung 105° C
24 Std ‘ Tr. Gew. (Gefriertr.)
v | v/ N
Abkiihlen, Exsiccator ‘ Aufschluf3, Extraktion Veraschung
} } !
Tr. Gew. (Ofentr.) 5 Fettgehalt N-Gehalt
J (Mikrokjeldahl)
auf 100 ml auffillen

7N

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 das Material wurde in einer Gefriertrocknungsanlage der Fa. Schiitt/
Gottingen bei —40° C und 102 Torr bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und in
den Trocknungskolben gewogen.

Die pg-Messung wurde mit der Glaselektrode und dem pg-MelBgerdt 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 BAUER u. MorL (1960, modifiziert nach eigenen Erfahrungen) bestimmt.

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

Fiir alle Extraktionen wurde gefriergetrocknetes Mycel verwendet.

Extraktion ohne vorhergehenden Aufschlufl: 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 aufgefillt.

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

Aufschlul mit dem Mickle-Desintegrator: Je 250 mg Trockensubstanz wurden
durch Schiitteln mit je 1 em® Glaskugeln (1 mm @) und 5 ml Ather je Gefil 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.

Aufschlufl 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 volligen Vertreibung des Losungsmittels eingedampft,
iiber CaCl, und Paraffin getrocknet und gewogen.

Die serienmiflige Lipidbestimmung wurde mit der Estergruppenbestimmung
nach SNYDER u. STEPHENS (1959) vorgenommen. Prinzip: Das aus dem alkalischen
Hydroxylamin und den hydrolysierten Fetten gebildete Fettsiurehydroxamat
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. LipMANN (1948) hergestellt.
Das teilweise gereinigte Enzym wurde im Prinzip nach Crou u. Lipmanxy (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 27 stiindiger Hauptkultur aus der aktivsten Wachstumsphase

1 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-HCI-Puffer.
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geerntet und mit der Cepa-Schnellzentrifuge (C. Padberg, Lahr/Baden) bei 14000 - ¢
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 durchgepreBt und dabei auf-
geschlossen. Die Abtrennung der Zellreste erfolgte durch Zentrifugieren (30 min,
17000 - g, 0° C). Das Uberstehende wurde soweit notig, 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
AufschluB mit reichlich Pufferlosung (pg 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
(unveroffentlicht) umgefillt und der nach Reagenszugabe entstehende gefirbte
Komplex bei 546 myu im Eppendorf-Photometer gemessen.

Aldolase wurde mit der Boehringer Testkombination ,,Aldolase‘ (Boehringer a)
bestimmt. Mefgrofle war dabei die Abnahme der NADH,-Extinktion bei 366 mpu
im Eppendorf-Photometer. Nach Auftragen der Extinktionswerte gegen die Zeit
kann aus dem Bereich der linearen Extinktionsabnahme A4 E/Zeiteinheit bestimmt
werden. Aus 4K, dem molaren Extinktionskoeffizienten des Substrats und dem
Proteingehalt des Enzymextraktes kann die spezifische Aktivitit des Enzyms in
uM Substrat/mg Enzymprotein/min berechnet werden.

Triosephosphat-Isomerase wurde nach Biochemica-Boehringer (Boehringer b)
bestimmt. Mefgrofle 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 Suzukr u. WERKMAN (1958) untersucht. Dabei
wird der Einbau von radioaktivem CO, in PEP im dadurch markierten Oxalacetat
nachgewiesen.

Die Anwesenheit von Oxalessigsiure-Carboxylase wurde im gleichen Ansatz
durch Zugabe von ADP (Boehringer) gepriift. Das Oxalacetat wurde mit dem
2,4-Dinitrophenylreagens nach SHRINER et al. (1956) ausgefillt 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) Einflul} des Nahrmediums und des pg-Wertes
Wie bereits HUMFELD u. SuciHArRA (1949), Szurcs (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, -Rhamnose und

Tabelle 2. Vergleich der Trockensubstanzbildung in verschiedenen Ndhrmedien

St. 2334 St. 2335 St. 2336
Nihrmedium E{’;;e‘ Tr. 8.0 | Ausb.? | Tr.S.t | Aush.r | Tr. 8.t | Aush.?
’ mg/ml | °/, | mgml| °, | mg/ml| ¢,
59/, Gluc. (Humfeld-Med., i 1
pH 4.5) 6. 154 | 30,8 | 16,6 | 33,2 | 14,6 | 29,2
19/, Gluc. (MacLeod-Med.) 6. 3,0 | 30,0 3,0 | 30,0 3,2 | 32.0
5%, = 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
2,3%/y = 0,28 m Crot.
(Humfeld-Med., pg 4.,5) 7. 0,33
59/ Glue. (Humfeld-Med.,
P 4,5) 9. | 185 | 37,0 157 | 31,4
5%/, Gluc. (Humfeld-Med.,
pa 6.0) 9. | 149 | 298
2%/, Glue. + Min. Losg.
-+ Harnst. 9. 6,6 | 30,3 6,9 | 34,5 5,9 | 29,5
5%/, Biomalz -+ Min. Losg. 9. 6,5 | 13,0 5,8 | 11,6 5,2 | 10,4
5%/, Biomalzlésung 9. 5,1 | 10,2 7,1 | 14.2 4.5 9,0

1 Tr.S. = Trockensubstanz, Ofentrocknung, 24 Std 105° C.
> Aush. — 9, Ausbeute: g gebildete Trockensubstanz - 100

g eingesetzte C-Quelle
* 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 Nahrlosungen, 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
HumrELD am besten verwertet werden. Ein Anfangs-py 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
Einfluf} verschiedener Substrate, Impf- und Kulturverfahren

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

8

r | 2 B und Kulturverfahren auf das Wachstum
8 o . . festgestellt werden.
3 | e/ ' ‘ Die Abhéngigkeit des Wachstums

und pg-Wertes von der Kulturdauer
bei verschiedenen Nahrmedien ist in
4 Abb.1 dargestellt. Bei allen Nahr-
1 : medien wurde das Maximum der
Trockensubstanzbildung  zwischen
‘ dem 5. und 6. Kulturtag erreicht, bei
2 /L | Medium C (2°/, Glucose) am ersten,
‘ bei Medium A (Humfeld-Medium,
Y / P . 5% Glucose, pg = 4,5) am letzten.
74t CT g Ansatz C erbrachte im Verhéltnis
% zur eingesetzten Kohlenhydratmenge
etwas hohere Ertrdge, doch waren
| im Hinblick auf die weiteren Ver-

« 5 6 7 63

Tage ——=
Abb.1. Wachstumskurven. Abhiingigkeit der

Tr.S. mg/ml ——=

suche die Nahrmedien giinstiger, die
bei hoherer Substratkonzentration
Trockensubstanzbildung und des pu-Wertes
von der Kulturdauer bei verschiedenen Nihr-

medien. 4 = » 5%, Glucose, 0,3%,
Harnstoff (Humfeld-Medium, pa 4,5);
B o----- o 5%, Glucose, 0,3°/, Harnstoff
(Humfeld-Medium, pu 6,0); ¢ a-—---- a 2°/,
Glucose, 0,1°/, Harnstoff und Mineral-
medium. Schiittelkultur, Beimpfung mit
Agarmycelstiickchen Stamm NRRL 2334

auch erhohte Mycelmengen bringen.
Die beiden Wachstumskurven mit
dem Medium nach HUMFELD zeigten
wieder eine leichte Uberlegenheit
eines niedrigen Anfangs-pg und be-
statigten so die Ergebnisse des vor-

hergehenden Versuches.

Der vor allem bei Ansatz A (mit niedrigem Anfangs-py), in ge-
ringerem MaBe aber auch bei B zu beobachtende anfingliche Anstieg
des pa-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 anfing-
lichen pg-Anstieg. Bei allen Ansitzen fillt der pg-Wert unmittelbar vor
oder bei Erreichen des Maximums der Trockensubstanzbildung auf ein
Minimum ab, hervorgerufen durch die vollige Aufnahme der Ammonium-
Tonen in die Zellen. Der anschlieBende Anstieg des pg-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 flisssiger Vorkultur beziiglich ihrer Einwirkung auf die Streuung unter
den Parallelen, die zeitliche Verschiebung der Wachstumskurve und die Hohe 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 fir die Ansitze mit flisssiger 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 téglich zur gleichen
Zeit entnommen. Fir jeden Punkt der Wachstumskurve wurden mindestens drei
Bestimmungen durchgefiihrt.

In Abb.2 sind die Versuchsergebnisse in Kurvenform wiedergegeben.
Daraus geht hervor, daB die mit Agarmycel beimpften Ansitze das
Maximum ihrer Trockensubstanzbildung am 6. (Schiittelkultur), bzw.
am 7. Tag (Riithrkultur) erreichten, also jeweils etwa 4 Tage spiter als
bei Beimpfung mit einer fliissigen Vorkultur. Die Impfmethode beein-
flute die Hohe der Trockensubstanzbildung kaum, wohl aber die Kul-
turmethode, indem die Maximalwerte des Wachstums bei der Schiittel-
kultur jeweils hoher 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
Trockensubstanzbildung véllig verbraucht.

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

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

ik _ & gebildeto Tr. 8. x 100
" g verbrauchte C-Quelle

(PFEFFER 1895).
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die pg-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.
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Glue. (o

®) Trockensubstanz (Ofentrocknung);
o) Restglucose im Medium. 4 Schiittelkultur, beimpft mit Agarmyecel; B Schiit-

telkultur, beimpft mit 10°/, einer 3 Tage alten Vorkultur; €' Riihrkultur, beimpft mit Agarmycel;
D Riihrkultur, beimpft mit 10°/, einer 3 Tage alten Vorkultur, Humfeld-Medium, pu 4,5

. Stamm
NRRL 2334

In den Versuchen zeigte sich die Beimpfung der Kulturen mit fliisssiger
Vorkultur dem anderen Verfahren durch gréere Homogenitit des Zell-
materials, bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und schnelleres

Wachstum eindeutig tiberlegen und wurde im folgenden stets ange-
wendet.
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Da bei Riihrkulturen im Verlaufe des Wachstums starke Klumpen-
bildung am Rande des Kulturgefifles und an den Beliiftungsstutzen
auftrat und sich die Wachstumsbedingungen im Riihrkolben durch die
tigliche Probenentnahme und die Austrocknung stindig unkontrollier-
bar verdnderten, wurde dem Schiittelverfahren der Vorzug gegeben.
Hier liegt zudem das Maximum der Trockensubstanzbildung hoher, es
wird eher erreicht, die Infektionsgefahr ist geringer, und es bietet sich der
Vorteil vieler voneinander unabhéngiger Parallelen.

2. Stoffwechselphysiologische Versuche
a) Vorversuche

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

Abb.3. Fettgranula und Kugeln im Myecel, Submerskultur, Humfeld-Medium, ungefirbt, 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-
groflernde Vacuolen auf, wobei die erwihnten lichtbrechenden Kugeln
wieder kleiner wurden. Diese Granula lielen 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-Buttersédure ausgeschlossen werden.

Es lieflen sich dagegen in dem Chloroformextrakt nach SNYDER u.
STEPHENS (1959) groflere Lipidmengen nachweisen. Da diese Methode
sich als rasch, zuverlissig und auch fir groB3ere 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, dafl unter
den gegebenen Bedingungen ein Mikrodquivalent Ester des unter-
suchten Rohlipides 387 » an Gewicht entsprach.

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

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

Obwohl Chloroform die grofite Lipidmenge extrahierte, wurde fiir
die weiteren Versuche schlieBlich doch Ather als Extraktionsmittel
genommen, da er das reinste Lipid lieferte, wihrend mit Chloroform
auch grolere Mengen hoherer Alkohole und Wachse aus den Zellen her-
ausgelost werden (PruEss 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 verhiltnismaBig derbe Pilzzellwand fiir die Extraktion eben-
falls ein Hindernis bildet, wurde weiterhin untersucht, inwieweit die
Lipidausbeute durch mechanischen Aufschluf3 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-Geriat aufgeschlossen. Hierbei wurden AufschluBzeit und
Umdrehungszahl des Kolbens verdndert (Abb.4, B,).

Aus den Ergebnissen geht hervor, dafl vorheriger Aufschlull des
Mycels die Lipidausbeute betrichtlich erhoht und daf} bei den beiden
untersuchten Methoden die extrahierte Lipidmenge sowohl von der

20
78

A Okne mech. Aufschlulf B it mech. Aufschius

= |

% d. /nsS.
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reft

a b ¢ d a b a b a b c a b ¢ a b ¢
1 Losungsm.  2.Zeit 3. [frak.  4versch.Meth 1Poffer 2. Mickle
Extrakt. 24 Std

Abb.4. Abhidngigkeit 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 Mycelaufschlufl. 1. Ver-
schiedene Losungsmittel: Ather (a), Petrolither (b), Trichlorithylen (¢), Chloroform (d); 2. ver-
schiedene Extraktionszeiten (Schiitteln mit Ather). a 12 Std, b 24 Std; 3. fraktionierte Extraktion
(Schiitteln mit Ather) @ 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 Mycelaufschluff (Atherextraktion, Schiittelmaschine). 1. Potter-
Elvehjem-Geriit. @ AufschluB 5 min bei 600 Umdrehungen; b Aufschluf3 5 min bei 1100 Umdrehungen;
¢ Aufschlu 10 min bei 1100 Umdrehungen. 2. Mickle-Gerit. ¢ AufschluB3 10 min, maximale In-
tensitit (nicht geschiittelt); b Aufschluf8 5 min, halbe Intensitit (geschiittelt); ¢ Aufschlufl 10 min,
maximale Intensitit (geschiittelt)

Schiittelfrequenz bzw. der Umdrehungszahl als auch von der Auf-
schluBzeit abhingig ist. Obwohl ein Mycelaufschluf3 mit dem Mickle-
Gerit eine etwas hohere Ausbeute ergab, wurde fir die folgenden quan-
titativen Serienbestimmungen doch mit dem Potter-Gerit 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 Male Zusitze
von 0,5, Acetat, Pyruvat und Lactat zu dem normalen, 5°/, Glucose
enthaltenden Humfeld-Medium zur Zellsubstanz- und Fettsynthese ver-
wertet werden konnen. Gleichzeitig sollte unter den drei Stdmmen 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

Zusiitzen zum Medium. K Kontrolle, 5°/, Glucose (im Humfeld-Medium); 4 5°/, Glucose + 0,5,

Acetat (im Humfeld-Medium); L 5°/, Glucose + 0,5°/, Lactat (im Humfeld-Medium); P 5°/, Glucose
+ 0,56°/, Pyruvat (im Humfeld-Medium)
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Abb. 6. Abhingigkeit der absoluten Fettproduktion von verschiedenen Zusiitzen zum Medium.
Erklirung siehe Abb.5
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Abb.7, Abhiingigkeit des Fettgehaltes des Mycels 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, 109/, Inoculum)
und am 4. Tage der Hauptkultur geerntet.

Die Ergebnisse sind aus den Abb.5, 6 und 7 ersichtlich. In allen Fillen
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 Stammen selbst
bestanden nur geringe Unterschiede. Es zeigte sich bei diesem Versuch
also, dal 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-
sitze bewirkten gegeniiber den Kontrollen nicht nur eine Erh6hung 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 Myecels interessant war und Stamm NRRL 2334 damit den anderen
Stammen iiberlegen war, wurde er fiir die weiteren Versuche eingesetzt.

¢) Abhéingigkeit 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 Ndhrmediums von 1—30°/, Glucose gesteigert,
einmal bei einem gleichbleibenden N-Gehalt von 1,0 mg N/ml (Reihe
A = steigendes C/N-Verhiltnis) 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 pg-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, dal 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 hoherer Okonomischer Koeffizient ist jeweils mit

g gebildetes Fett - 100

1 il
PR = g verbrauchte C-Quelle

(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 abhingig ist.

50 - N
I \
2 8
E 40 - Q /n 8. mg/ml
> | & [ (Gefrier-T)
E 0 N
E I§ nS. mg/ml
20 | [ 0ten-1)
Y \
. \
R 7w §
\
P - }/“e# mg,/ml
AB AL
20 30 % Glucose

Abb.8. Abhingigkeit der Fett- und Trockensubstanzbildung 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 hoheren N-Gehalt
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Abb.9. Abhiingigkeit des Fettgehaltes von der Zusammensetzung des Mediums. Erklirung siehe
Abb.8
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Mediums. Erklirung siche Abb.8



Untersuchungen an Beauveria tenella. 11 87

Ein Vergleich der Trockengewichtsbestimmungen mit Ofen- und
Gefriertrocknung (Abb.8) zeigt, dal die durch Ofentrocknung ge-
wonnenen Werte jeweils niedriger liegen, da3 bei diesem Verfahren also
offenbar fliichtige Substanzen entweichen. Der Gehalt des Mycels an
diesen Substanzen nimmt mit grofferem Kohlenhydratgehalt des Me-
diums zu, entsprechend groferen Differenzen zwischen beiden Be-
stimmungsarten.

Wie aus den Werten der Mycel- und Fettproduktion fiir die Medien
mit 20°/,, besonders aber 30°/, 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) Abhiingigkeit der Lipidbildung vom C/N-Verhiltnis 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 Einfluf} des
im Nihrmedium verfiigharen Stickstoffs auf die Fettbildung untersucht.

Die Kohlenhydratkonzentration wurde mit 5°/;, Glucose so gewihlt, dafl eine
hohe Populationsdichte (ungeniigende O,-Versorgung) ebenfalls nicht begrenzend
wirken konnte. Die N-Konzentration des Mediums wurde so eingestellt, dal einmal
die Glucose (bei 5,0 mg N/ml) und einmal der Stickstoff (bei 0,2 mg N/ml) zuerst
als begrenzende Faktoren auftreten muflten, wilhrend bei 1,4 mg N/ml zu erwarten
war, daB3 Stickstoff und C-Quelle etwa gleich schnell verbraucht wiirden.

Die drei Versuchsreihen I, II, ITI (mit 0,2, 1,4 und 5,0 mg N/ml) und je 59/,
Glucose im Humfeld-Medium wurden in Schiittelkultur durchgefiihrt (3 Tage alte
Vorkultur, 10°/, Inoculum). Téglich 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, wéihrend 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, dall eine stirkere absolute Zunahme
an Fett die bereits einsetzende schwache Autolyse tiberdeckt. Ein An-
steigen des N-Gehaltes des Mediums weist ebenfalls auf die einsetzende
Autolyse hin. Es zeigte sich hier also, dall bei N-Mangel aus noch ver-
fiigbarem Kohlenhydrat weiter Fett synthetisiert werden kann. Der
Fettgehalt der Zellen stieg dabei noch von 12,6/, am 2. Kulturtag auf
34,1%/, 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 o) und Fett-
bildung (o o), des pu-Wertes (X -++-- X ) sowie der Abnahme der Glucose (Gluc. O-----0)
und des Stickstoffs (N a----- a) im Medium. Schiittelkultur, 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 Vorginge in den Zellen hin.

In Versuchsreihe IIT (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 verfiugbar 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 koénnen, im
Verlauf der Kultur nur wenig dndert, steigt er in Kultur II und IIT
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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Tage —=
Abb.13. Wachstumskurve. Zeitlicher Verlauf der Trockensubstanz- (Tr. S. e o) und Fett-
bildung (o 0), des pa-Wertes (X:+-** X ), sowie der Abnahme der Glucose (Gluc. O----- o)
und des Stickstoffs (N a----- 4) im Medium. Medium IIT. Humfeld-Medium mit 5°, Glucose
und 5 mg N/ml. Sonstige Bedingungen wie Abb.11
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und des Stickstoffs (N a----- a) im Medium. Medium II. Humfeld-Medium mit 5°/, Glucose und
1,4 mg N/ml. Sonstige Bedingungen wie Abb.11
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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 hochsten 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 IIT mit einem Wert von nur
3,5 (2. Tag) am niedrigsten liegt.

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

Der Versuch zeigt ferner die Kulturbedingungen, unter denen am
glinstigsten eine groBlere 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 notige Aldolase wurde in einem zell-
freien Extrakt nachgewiesen und ihre Aktivitit 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 hauptséichlich gebil-
deten Dioxyacetonphosphat katalysiert, konnte ebenfalls nachgewiesen
werden. Die spezifische Aktivitit betrug 1,704 uM Triosephosphat/mg
Protein/min.

Eine zentrale Stellung im Stoffwechsel fiir Abbau-, Energie-
gewinnungs- und Synthesevorginge nimmt die ,aktivierte Kssig-
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 xM BTS/mg Pro-
tein/min. Ohne «-Liponsdure wurde zwar keine Verminderung der
Enzymaktivitit festgestellt, doch kann daraus noch nicht unbedingt
geschlossen werden, daB3 die Reaktion keiner katalytischen Mengen
dieser Substanz bedarf, da mit einem rohen Enzymextrakt gearbeitet
wurde, der Spuren der wirksamen Substanz enthalten konnte.

b) Phosphoketolase-Aktivitéit

Um die Frage zu kldren, ob auch auf anderem Wege aktive Acetyl-
einheiten gebildet werden konnen, 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 Reaktionsfahigkeit der Ansitze selbst
lie sich durch Zugabe eines aktiven Lactobacillus-Extraktes und die
dadurch bewirkte Extinktionsabnahme beweisen.

¢) Einbau von CO,

Die Anwesenheit carboxylierender Enzyme wurde in dem zellfreien
Extrakt durch Einbauversuche mit 1*CO, nachgepriift.

Ru-1,5-DP-Carboxylase, die die Bildung von 2 Mol 3-Phospho-
glycerinsiure aus 1 Mol Ru-1,5-DP und 1 Mol CO, katalysiert, lief} sich
nicht nachweisen. Auch PEP-Carboxylase konnte in Form markierten
Oxalacetats in dem zellfreien Extrakt nicht nachgewiesen werden durch
Inkubation von PEP mit NaHCO,. Da auch bei Zugabe von ADP zu
obigem Ansatz kein markiertes Oxalacetat nachweisbar war, konnte
auch die Anwesenheit der ADP-(oder IDP-)bediirftigen Oxalessigsiaure-
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 Néahrstoffanspriiche in Submers-
kultur fiir die geplanten stoffwechselphysiologischen Untersuchungen
als sehr geeignet. Zur Gewinnung genauer qualitativer und quan-
titativer Daten iiber Menge und Zusammensetzung des Zellmaterials,
sowie tiber die Verdnderungen im Kulturmedium war die Submerskultur
das geeignete Verfahren. Parallelversuche mit Riihr- und Schiittelkultur
lieBen letztere wegen ihrer iiberwiegenden Vorteile als die Methode der
Wahl erscheinen.

Die Spezifitat 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. SuGI-
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 Abfallfliisssigkeit 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 Stirke, 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
héufig beobachtet worden (HEIDE 1939; MARGOLIN 1942; ESTIENNE, CASTAGNE u.
BERTRAND 1947; Lirry u. BARNETT 1953; CocHRANE 1958). Dies wird auch durch
Untersuchungen von HUBER (1958) an Beauveria bassiana bestitigt, der in Submers-
kultur einerseits ein dhnlich weites Spektrum von verwertbaren definierten und
komplexen C-Quellen fand, andererseits aber ebenfalls feststellte, dall Lactose
selbst schlecht genutzt werden konnte, wihrend ihre Spaltprodukte gute C-Quellen
darstellten. Er fand weiterhin lipolytische Aktivitit, indem der Pilz verschiedene
Fette als Substrat verwerten konnte (besonders deren Glycerinanteil). Dies paf3t
gut zu den Befunden, dafl 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 erhéltlich ist, wurde sie als Haupt-C-Quelle be-
nutzt.

Auch hinsichtlich der N-Quellen ist der Organismus sehr anspruchs-
los. Er kann sowohl Ammonsalze, Aminosiduren und Harnstoff, wie auch
komplexe Formen organischen Stickstoffs verwerten (MacLrop 1954a;
HuMFELD u. SuctHARA 1952). Auch an Beauveria bassiana fand HUBER
(1958), daB3 eine ganze Reihe anorganischer (NH,NO,, NaNO,, (NH,),SO,)
und organischer N-Quellen (Aminoséduren, Pepton, Casein, Harnstoff)
gut verwertbar waren. Da Harnstoff bei seiner Verwertung den pg-
Wert des Mediums nicht zu stark beeinflufit, wurde er als einzige
N-Quelle benutzt.

Diese Anspruchslosigkeit beziiglich der Néahrstoffe diirfte auch eine
der Hauptursachen fiir die weite Verbreitung von Beauveria darstellen
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(MacLrop 1954a und 1954 b; HUBER 1958 ; MADELIN 1960 ; FrRANZ 1961).
Der Besitz von Chitinase (HuBER 1958; Craus 1961) erklirt besonders
die Befihigung zum Parasitismus an Insekten, doch wurde Beauveria
auch von hoheren Tieren (Smith 1897), ja sogar vom Menschen (Kuru
1932) isoliert. Auch eine saprophytische Lebensweise wurde vereinzelt
gefunden (VINCENS 1923; Saccas 1948; Morrroris 1963a), zumindest
wurde das haufige Auftreten von Beauveria im Boden in der Richtung
diskutiert, dafl 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 SchluB}, dall Beauveria zu einer saprophytischen
Lebensweise im Boden nicht befihigt sei.

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

Die Lipide der Zellen sind nicht nur in den verschiedenen organischen Losungs-
mitteln zu verschiedenen Anteilen 16slich, 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 lslicher Form in Strukturelementen der Zelle vor. Die Ergeb-

nisse der Lipidbestimmung sind daher in hohem Mafle von der angewandten
Methodik abhingig.

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

Zur Extraktion wurde schlieflich Didthylather 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 ware, 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 309/, betragen (HorpE 1960).

Bei den wachstumsphysiologischen Versuchen stellte sich heraus,
daBl der Okonomische Koeffizient mit sinkender Kohlenhydratkonzen-
tration der Medien zunimmt und auch von deren C/N-Verhiltnis in-
sofern abhéiingt, als er bei dessen Zunahme abfillt (vgl. Abb.10). Die
Beeinflussung der Trockensubstanzbildung durch den Anfangs-py des
Mediums war nur gering, doch konnte bei niedrigen pmp-Werten stets
eine etwas bessere Ernte erzielt werden.
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MousTaFa (1960), der allerdings bei seinen Untersuchungen den Zeitfaktor un-
beriicksichtigt lie, 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 beeinfluBte 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 héheren
Pilzen einige, deren Fihigkeit zur Fettsynthese besonders ausgeprigt ist. Man
nimmt an, daBl das Fett intracellular, wahrscheinlich im Zusammenhang mit
cytoplasmatischen Partikeln gebildet wird. Die Hauptmenge findet man dabei in
vacuoldren 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 hiufig zuerst in Form sehr vieler kleiner, sich stindig vergrofernder
Kugeln auf, die dann im weiteren Kulturverlauf zusammenflieBen. STEINER u.
HEINEMANN (1954) beobachteten die Fettbildung an Grana mit positiver Nadi-
Reaktion, was mit verschiedenen Befunden iibereinstimmen wiirde, nach denen in
den Mitochondrien ein Grofiteil 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
(BArRGMANN u. Kxoor 1959; v. GAUDECKER 1963), Hinweise dafiir, dal} die Fett-
synthese 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. SUGTHARA (1949); REUSSER, SPENCER u. SALLANS (1958) sowie
von FALANGHE (1962) vorliegenden Untersuchungen geben einen Fettgehalt des
Myecels 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 Abhédngigkeit von der Zu-
sammensetzung des Néhrmediums, ohne Beriicksichtigung des Zeit-
faktors, liel sich bereits feststellen, dal} steigende Kohlenhydratmengen
eine Steigerung der Trockensubstanz- und Fettbildung bedingen, wobei
letztere besonders durch ein hohes C/N-Verhéltnis geférdert wurde. Die
mit steigenden Kohlenhydratmengen erhohte Speichersubstanzbildung
hatte einerseits ein Absinken des Okonomischen Koeffizienten, anderer-
seits aber ein Ansteigen des Fettkoeffizienten zur Folge, da die C-Quelle
in steigendem Mafle in intracellulir angehduftes 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

1i;hié;echnungen iiber die Korrelation Okonomischer Koeffizient/Fett-
koeffizient vgl. RippEL (1940).
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besonders auch CoCHRANE (1958) hinweist, ergeben die Versuche iiber
die Fettbildung in Abhéngigkeit von der Zusammensetzung der Nihr-
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
EiweiBgeneration. Hier findet in erster Linie Wachstum unter Eiweibildung und
rascher N-Aufnahme statt, solange noch grofiere Mengen Stickstoff in der Niihr-
losung vorhanden sind. 2. Die Fettgeneration. Sie tritt ein. sobald der Stickstoff

der Nihrlosung verbraucht ist. In dieser Phase wird aus noch verfiigharem Kohlen-
hydrat in der Hauptsache nur noch Fett gebildet.

Diese zwei Phasen wurden auch von verschiedenen anderen Autoren, besonders
an Hefen, gefunden (FosTer 1949; Luxpix 1950; Maas-Forster 1955; Horre
1960).

I)ngekehrt wurden jedoch auch Fille berichtet, in denen die Fettgeneration
zeitlich neben der Eiweillgeneration herlauft (Raar 1942; GoopwiN u. WILLMER
1952).

Besonders die Ergebnisse von RaAF zeigen eine gute Ubereinstim-
mung mit den von den NRRL-Stammen gewonnenen Daten. Durch die
Zusammensetzung des Nihrmediums (C/N-Verhiltnis) liel sich bei den
hier beschriebenen Versuchen von vornherein entweder die Eiweil-
generation oder die Fettgeneration einseitig fordern. Die Wachstums-
geschwindigkeit war bei den Versuchen in der Eiweillgeneration (nied-
riges C/N-Verhiltnis) etwa doppelt so hoch wie bei der Fettgeneration
(vgl. auch Raar 1942). Die Versuche zeigten weiter, dall 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 Hoprrg
1960), wonach eine Behinderung der Eiweillsynthese 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 betrichtlich hoher
ist als die der Fettsynthese.

Das intracellulir gebildete und gespeicherte Fett wird allgemein als Reserve-
substanz betrachtet, die bei Kohlenhydratmangel unter sonst giinstigen Bedingungen
(gentigend N, P, S) Proteinbildung erméglicht (PrILL 1935; CHIBNALL 1939; Raar
1942; Yemm u. FoLkes 1954). Dabei unterscheidet BELIN (1926) zwei Fraktionen:
1. ..lément constant‘‘, den fiir die Lebensfahigkeit der Zelle unbedingt notwendigen
Lipidanteil (Phospholipide, Lipoproteine, besondere Teile des Plasmas), der ein
gewisses Minimum nicht unterschreiten darf, und 2. ..élément 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 C-Mangel nicht abgebaut wird und nur
als unverwertbares Speicherprodukt vorliegt!. Dazu wiiren auch die Fille einer
,.degenerativen Fettbildung* aus Plasmasubstanzen, besonders bei hoherem Kultur-
alter zu zihlen (KorpEs 1923; GEFFERS 1937; KLEINZELLER 1944).

Die eigenen Versuche geben keinen eindeutigen Aufschluf} iiber die
physiologische Wertigkeit des gespeicherten Lipids, das zwar nach Ver-
brauch des Kohlenhydrats im Medium, wihrend 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 Néahrmedium wird
jedoch mehr Kohlenhydrat gespalten, als zum Zellaufbau und zur
Energiegewinnung verwendet werden kann. Der das Substrat vollig
oxydierende Enzymmechanismus wird so abgesittigt (FosTer 1949:
,,bottle-neck enzymes‘, ,,overflow metabolism*) und die im Uberschuf}
vorhandenen, teilweise oxydierten Abbauprodukte werden entweder
ausgeschieden oder zu sekundéren Hilfsenzymsystemen weitergeleitet.
Diese konnen nur verhiltnismallig geringe Verdnderungen an den
Zwischenprodukten vornehmen, die daraufhin ausgeschieden oder wie im
Falle der Lipide, intracelluldr angehduft 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,
Fuxnk u. Nu1su (1954) durch Isotopenversuche nachweisen, dall Asper-
gillus niger etwa 80°/; der angebotenen Glucose auf diesem Wege abbaut.
Es zeigte sich, dafl 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 Co-Enzym durch ein Oxydase-System regeneriert. Die
Decarboxylierung des Pyruvats zur aktiven Essigsdure stellt dabei die
Verbindung zum Tricarbonséure-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 Tricarbonsidure-
Cyclus nachgewiesen werden. Die letztgenannte Reaktion liefert die

1 Vgl. hierzu STEINER u. KaTING (1963).
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Acetyl-CoA-Einheiten fiir den Tricarbonsdure-Cyclus und die Fett-
synthese. Da aus dem Tricarbonséure-Cyclus fiir weitere Synthesen Di-
carbonsiduren abgezweigt werden, ist, um ein Weiterlaufen des Cyeclus
zu gewdhrleisten, eine de novo-Bildung von Dicarbonséiuren auf anderem
Wege notig, etwa iiber den Glyoxylsiure-Cyclus oder durch Carboxy-
lierungs-Reaktionen. Bei Pilzen wurde hdufig eine Wachstumsférderung
durch CO, nachgewiesen und auch der Einbau von CO, in Brenztrauben-
siure, Milchsdure, Oxalessigsdure, Bernsteinsidure und Citronensiure
(CLELAND u. JoHNSON 1954) festgestellt (CocHraNE 1958). Im Roh-
extrakt des Mycels der NRRL-Stimme lie} sich jedoch eine Fixierung
von MCO, in Oxalacetat weder durch PEP-Carboxylase (BANDURSKI
1955), noch durch Oxalessigsdure-Carboxylase (UTTER, KURAHASHI u.
Rose 1954; Suzukt 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
grinen Pflanzen (JAkoBY, 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. SOWDEN 1951 ; HEATH et al. 1958), bei Leu-
conostoc (Hurwirz 1958) und Acetobacter (ScHRAMM, KLYBAS u. RACKER
1958), nicht jedoch bei Pilzen gefunden wurde, lief} sich in dem Enzym-
extrakt von Beauveria nicht nachweisen.

Zusammenfassung

Fir die serienméflige quantitative Lipidbestimmung bei Beauveria
tenella auf der Grundlage der optischen Hydroxamséureester-Bestimmung
wurde eine fir die vorliegenden Bedingungen geeignete Mycelaufschluf3-
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-
héngigkeit von der Kohlenstoff-Quelle und ihrer Konzentration, dem
Zusatz anorganischer Salze und vom pg-Wert gepriift.

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

Die Fettbildung der Stimme in Abhingigkeit von verschiedenen zu-
siatzlichen 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 héherer Okonomi-
scher Koeffizient ist jeweils mit einem niedrigeren Fettkoeffizienten ge-
koppelt. Es wurde in Wachstumskurven die Abhéngigkeit 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-
traubensiure-Dehydrogenase nachgewiesen und in ihrer Aktivitdt be-
stimmt.

Phosphoenolbrenztraubensidure-Carboxylase,  Oxalessigsiure-Carb-
oxylase und Ribulose-1,5-Diphosphat-Carboxylase liefen sich nicht
nachweisen; 4CO, 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 pg-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 synthesis and the
C/N ratio and between lipid synthesis and time was determined. Lipid
production commences before nitrogen becomes growth-limiting. Follow-
ing complete consumption of the nitrogen-source the fat content rises to
a maximum of 349/, on a dry-weight basis.

The key enzymes of the Embden-Meyerhof scheme—aldolase, triose-
phosphate-isomerase and pyruvic dehydrogenase—were found and their
activity determined.

The presence of phosphoenol pyruvate-carboxylase, oxalacetic-
carboxylase and ribulose-1,5-diphosphate-carboxylase could not be
demonstrated ; 1*CO, was not incorporated in enzymatic tests with the
respective substrates. Phosphoketolase activity could not be found.

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.

Friulein MariTA MAU danke ich fiir stets zuverldssige Hilfeleistung bei den
abschlieenden Versuchen.
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