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[Aus dem Institut fiir landw. Bakteriologie und Géarungsbiologie der Eidg.
Technischen Hochschule, Ziirich]

Uber den EinfluB von Spurenelementen auf Wachstum und
Enzymbildung von Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohn?)

Karl Steiner
Mit 4 Abbildungen im Text

1. Einleitung

Aus zahlreichen Arbeiten ist bekannt, daf3 die Elemente Zn, Fe, Cu,
Mn und Mo das Wachstum von Schimmelpilzen, die Konidien- und Farb-
stoffbildung sowie allgemein den Stoffwechsel entscheidend beeinflussen
(FostER 1939, FosTER 1949, PeriMan 1949, Cocurane 1958).

Die genannten Metallionen werden als Spurenelemente bezeichnet, weil
sie, verglichen mit den iibrigen Bestandteilen einer Nihrlésung (C- und
N-Quelle, K, P, S, Mg), nur in dullerst geringen Konzentrationen benotigt
werden. Nach Cocurane (1958) sind, je nach der Zusammensetzung eines
Mediums, 0,001—0,5 mg Zn, 0,1-—0,3 mg Fe, 0,01—0,1 mg Cu, 0,005—0,01 mg
Mn und 0,0001—0,01 mg Mo pro Liter Néihrlosung erforderlich.

Neben den sicher lebensnotwendigen Elementen Zn, Fe, Cu, Mn und
Mo kommt wahrscheinlich auch dem Ca Spurenelementcharakter zu, da der
wachstumsférdernde Einflul dieses Elements schon wiederholt bestéitigt
werden konnte. Ein allgemeiner Bedarf fiir Ca, V, B, Co und Sc¢ scheint
hingegen noch nicht geniigend gesichert (Foster 1949, Cocurane 1958).

Spurenelemente sind als Verunreinigungen in den Makrobestandteilen
einer Nihrlosung enthalten. Ferner kénnen auch die KulturgefiBe Spuren-
elemente an das Medium abgeben, und schlieBlich enthilt auch das Impf-
material Spurenelemente. Ohne besondere ReinigungsmaBnahmen, auf welche
im Abschnitt iiber Methodik niher eingegangen wird, sind deshalb die Spuren-
elemente gewohnlich in geniigender Konzentration vorhanden, um optimale
Myzel- und Konidienbildung zu ermoglichen. Die Spurenelemente konnen
sich z.T. gegenseitig ersetzen oder in ihrer Wirkung beecinflussen (Foster
1949, Kocu und DEpic 1957 b). Bei Untersuchungen iiber den spezifischen
EinfluB eines einzelnen Spurenelements sollten daher die vorhandenen Kon-'
zentrationen der iibrigen Spurenelemente bekannt sein. Diese Forderung
kann am besten erfiillt werden durch méglichst vollstindige Entfernung
aller Spurenelemente aus der Nihrlosung mit einer besonderen Reinigungs-

1} Diese Untersuchungen wurden durch Mittel aus den Arbeitsbeschaffungskrediten
des Bundes ermoglicht, wofiir auch an dieser Stelle bestens gedankt sei.
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methode und nachtriglichem optimalem Zusatz aller Spurenelemente mit
Ausnahme des einen Elements, dessen spezifischer Einflul untersucht werden
soll. Eine derartige Reinigungsmethode wurde erstmals von Steinpere (1919)

eingefiihrt.

BERTRAND (zit. in FostEr 1949) vermutete schon 1910, da die Spuren-
elemente, entsprechend der geringen benodtigten Konzentrationen, als Bio-
katalysatoren wirken. Mit der raschen Entwicklung der Enzymologie in
den letzten Jahrzehnten konnte u.a. gezeigt werden, daB viele Enzyme
spezifische Spurenelemente in festgebundener Form enthalten. Hiufig wir-
ken Spurenelemente auch in freier Form als Aktivatoren von Enzymsystemen
(Lennineer 1950, McELroy und Nasony 1954, Variee 1955, ManrLer 1956,
Nicuoras 1957 b, Lams et al. 1958, Dixon 1958). Die Vermutung von Bert-
rAND wurde also insofern bestitigt, als Spurenelemente zusammen mit En-
zymen mafigeblich an der Biokatalyse beteiligt sind. Man ging deshalb in
den letzten Jahren immer mehr dazu iiber, den EinfluB von Spurenelementen
auf die Enzymbildung und Enzymaktivierung zu untersuchen.

In der folgenden Literaturbesprechung werden zuerst bisherige Ergeb-
nisse iiber den EinfluB von Spurenelementen auf die Enzymbildung bei
Schimmelpilzen und anschlieBend Arbeiten iiber Spurenelementversuche mit

Aspergillus oryzae beriicksichtigt.

Aspergillus niger (van Tieghem): HOFFMANN et al. (1949) stellten bei Mn-Mangel
vermehrte Saccharasebildung und Hemmung der Katalasebildung fest. Zusitze von
40  und 100 y Mn/Liter wirkten sich gerade umgekehrt auf die Bildung der beiden
Enzyme aus. GorBacH et al. (1956, 1957) stellten durch Zusatze einzelner Elemente
zu einem gereinigten Medium folgende Einfliisse auf die Saccharasebildung fest: Stimu-
lierung durch Fe-, Zn- und Cu-Gaben; im Konzentrationsbereich von 0—10 /100 ml,
héhere Konzentrationen der genannten Elemente hemmten die Saccharasebildung.
Auch bei gleichzeitiger optimaler Versorgung mit den iibrigen Spurenelementen wirkten
die genannten Elemente fordernd auf die Saccharasebildung. Nach BERTRAND und
DE WOLF (1958 a) kann Zn nicht direkt an der Saccharasesynthese beteiligt sein, da
Zn-Mangelmyzel relativ mehr Saccharase enthilt als Myzel bei optimaler Zn-Versorgung.
BerTRAND und DE WoLF (1957, 1958 b) konnten jedoch zeigen, dafl Zn unbedingt
erforderlich ist zur Bildung von Aldolase sowie den Dehydrogenasen von Glucose-6-
phosphat und 6-Phosphogluconsaure. Nach GorBacE und KocH (1955) ist die Bildung
von Proteinasen Zn- und Fe-abhéngig.

Neurospora crassa.(Shear et Dodge): NicHOLAS und Nason (1954), NicHonAs (1957
a, ¢), MEDINA und NrcHOoLAS (1957), NicHOLAS und GoobpMAN (1958) beobachteten fol-
gende Spurenelementeinfliisse auf die Enzymbildung: Zink fordert die Bildung von Hexo-
kinase, Glutaminséuredshydrogenase, DPN- und TPN-Diaphorase. Eisen wirkt férdernd
auf die Bildung von Cytochrom c¢-Reduktase, Katalase und Peroxydase. Molybdin
fordert die Bildung von Katalase, Peroxydase und Nitratreduktase. UberschuB von
Mo und Cu hemmen die Bildung von TPN-Diaphorase, nicht aber diejenige von DPN-
Diaphorase, Katalase und alkalischer Phosphatase.

Trichoderma viride Pers. ex Fr.: MANDELs und REESE (1957) stellten fest, dal Cu
die Amylasebildung hemmt, hingegen die Cellulasebildung fordert.

Aspergillus-Gruppe flavus-oryzae: (Bei keiner der zitierten Arbeiten iiber diese
Gruppe wurde eine Reinigungsmethode zur Entfernung der Spurenelementverunreini-
gungen angewandt.)

: Horrmany et al. (1950) stellten fest, dal bei Mn-Mangel (d. h. ohne Mn-Zusatz)
die Saccharasebildung gefordert, bei Mn-Zusatz (40—100 y/Liter) geshemmt wird. Der
Einflu von Mn auf die Katalasebildung war gerade umgekehrt.

MaxwzLL (1952) beobachtete eine Forderung der Proteinasebildung bei 4. flavus-
oryzae durch Fe. Die Bildung wurde gehemmt durch je 100 y Mn, Co, Ni und Mo/Liter.

Nach den Arbeiten von AKABORI et al. (1954), O1kaAwA und MAEDA (1957) und
O1rawA (1959) enthalt kristalline Taka-Amylase von A. oryzae ein Atom Ca pro
Molekiil in festgebundener, nicht dialysierbarer Form. Die Entfernung des nicht dia-
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lysierbaren Ca mit EDTA (Aethylen-diamin-tetraessigsiure) bewirkte eine Inaktivierung
der Amylase bis zu 97%,. Durch wiederholtes Umkristallisieren konnte Ca ohne Aktivi-
tatsverlust bis zu 40%, durch Sr und bis zu 20%, durch Mg ersetzt werden. Wurde das
Ca in Kulturversuchen durch Sr ersetzt, so enthielt die kristallin isolierte Amylase vor-
wiegend Ca, angereichert aus den Verunreinigungen der Nihrlosung, neben Sr.

Nach Tamrya (1929) sind Zusdtze von Zn und Cu fiir optimales Wachstum von
A. oryzae bei leicht saurem Kultivierungs-pH von 4—5 unerlaBlich, wihrend die gleichen
Elemente bei hoherem pH wachstumshemmend wirken sollen. Nach YamMacaTA et al.
(1955) werden von 4. oryzae folgende optimale Spurenelementzusitze pro Liter Nahr-
16sung bendtigt: 107* Mol Mg, 10~ Mol Zn, Fe und Mn, 1076 Mol Cu. McHARGUE und
CALFEE (1931) stellten fest, daB Zn, Cu und Mn die Myzelbildung bei- 4. flavus fordert,
wobei der relative Proteingehalt des Myzels erniedrigt wird. Nach SIMONART und Cuow
(1954) benotigt 4. oryzae Ca fiir optimales Wachstum mit Caseinhydrolysat als C- und
N-Quelle. Nach Raveux (1950) sind Zn und Fe fiir optimale Myzelbildung bei 4. flavus
erforderlich. ,

FiscHER (1941/42) stellte fest, daB in einer Nahrlosung nach STEINBERG mit Stirke
als C-Quelle der Quotient Stirkeverbrauch/Myzeltrockengewicht von der Spurenelement-
konzentration abhangig ist. Bei Mangel oder UberschuB war der Quotient hoher als
bei Spurenelementzusitzen, welche maximale Myzelbildung ergaben. Der Effekt war
fir Cu am ausgeprigtesten und nahm in der Reihenfolge Zn, Mn, Fe ab,

In der zitierten Literatur finden sich bisher keine Untersuchungen iiber
den Einflu der Elemente Zn, Fe, Cu, Mn und Mg auf die Amylasebildung
von A. oryzae.

MevYrATH (1957 b) stellte fest, daB die Amylasebildung auf Maltose, Dextrin oder
Stirke als Kohlenstoffquelle je nach Handelspriparat verschieden ausfiel. Wurde jedoch
ein bestimmtes Stirkepraparat mit einer Enzymlosung von A.oryzae teilweise oder
vollstindig hydrolysiert, so war die Amylaseausbeute mit der betreffenden Stiérke und
deren abgestuften Hydrolysaten unter sich gleich. MEYRATH vermutete deshalb, daB
die unterschiedliche Amylaseausbeute bei C-Quellen verschiedener Herkunft auf Spuren-
elementeinfliissen beruhen kdnnten. :

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB der Spurenelemente Zn,
Fe, Cu und Mn sowie des Makroelements Mg auf das Wachstum und die
Bildung amylolytischer und proteolytischer Enzyme von A. oryzae unter-
sucht. Ferner wurden Versuche iiber den EinfluB verschiedener C-Quellen
bei definierten Spurenelementbedingungen ausgefithrt. Voraussetzung fiir
solche Versuche ist, wie bereits erwdhnt, eine wirksame Reinigung der Nihr-
losungen von Spurenelementen. Im folgenden methodischen Teil werden
deshalb verschiedene Reinigungsmethoden untereinander verglichen. Sodann
werden die enzymatischen Bestimmungsmethoden erortert. Zur Erreichung
optimaler Amylaseausbeuten wurde schlieBlich dem EinfluB von pH und
N-Quelle auf die Amylasebildung spezielle Beachtung geschenkt. -

II. Material und Methoden

A. Organismen

Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohn. Der verwendete Stamm war in fritheren Publi-
kationen des Instituts mit dem Gruppennamen A. flavus-oryzae, Stamm II (vgl. MEy-
RATH 1957 a) bezeichnet worden. Herr Dr. E. MULLER vom Institut fiir spezielle Bo-
tanik der ETH bestimmte den Stamm als A. oryzae. Es sei ihm dafiir an dieser Stelle
bestens gedankt.

Aspergillus niger (van Tieghem, Mulder-Stamm) wurde vom Centraalbureau voor
Schimmelcultures in Baarn bezogen. MULDER (1939) verwendete diesen Stamm erst-
mals zur mikrobiologischen Bestimmung von Spurenelementen im Boden. Der M-Stamm
erwies sich in den Arbeiten von Nicnoras (1950) und DoNALD et al. (1952) als empfind-
licher Testorganismus fir Spurenelementmangel und wurde deshalb auch in der vor-
liegenden Arbeit zur Priifung der Reinigungstechnik beigezogen.

4 Zweite Abt. Bd. 114
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B. Kulturmethoden

I.Impfmaterial und Impftechnik

Als Impfmaterial dienten Konidien von ca. 14 tagigen Bierwiirze-Schragagarkulturen.
Um eventuellen Degenerationserscheinungen entgegenzuwirken, wurde von Zeit zu Zeit
auf eine bei 0° aufbewahrte Stammkultur zuriickgegriffen. Die Konidien wurden durch
oberflachliches Abreiben einer Schrigagarkultur mit einer Platindse in bidestilliertem
sterilem Wasser suspendiert, durch Watte filtriert, um Myzel- und Agarteilchen abzu-
trennen, und anschlieBend 5-—6 mal mit bidestilliertem Wasser durch Zentrifugieren

gewaschen. -
Die gewaschene Konidiensuspension wurde nach dem Auszéhlen mit der Thoma-

kammer so verdiinnt, daB ein Tropfen (!/;, ml) der Impfsuspension die gewéhlte Impf-
menge pro Kolben von ca. 10° Konidien enthielt.

Zusammensetzung des Bierwiirzeagars: 500 ml ungehopfte
Bierwiirze von 16 Balling werden mit 500 ml Leitungswasser verdiinnt und 20 g Agar

zugesetzt.

2. Nahrlésungen

Es wurden hauptsichlich die folgenden Nahrlosungen verwendet:

Néahrldosung A (nach DoNaLp et al. 1952): 50 g Saccharose (Handelsware),
5g KNO,, 2,5 g K,HPO,, 0,5 g MgSO, - 7 H,0, 200y Fe (FeCl, - 6 H,0), 180y Zn (ZnSO,~
.7H,0), 40y Cu (CuSO, - 5 H,0), 20 y Mn (MnSO; - 4 H,0), 10y Ca (CaCl), 10 y Mo
(NH,);MoO,, 10 y B (H,BO,). Das pH wurde vor dem Autoklavieren mit HCl auf 7,5
eingestellt. AuBler Saccharose wurden nur Reagenzien vom Reinheitsgrad ,,pro ana-

lysi“ (p.a.) verwendet.
Diese Nahrlosung wurde mit A. niger fiir die Untersuchungen des folgenden Ab-

schnittes iiber die Reinigungstechnik verwendet.

Nahrlosung B: 15 g Maltose (puriss. Hoffmann-La Roche), 20 g Na,HPO, -
2 H,0, 20 g KH,PO,, 1,5 g (NH,),HPO,, 0,3 g MgSO, - 7 H,0, 400 y Zn, 400 y Fe, 40 »
Cu, 20 y Mn, 2 » Mo, Ca, B, ad 1 Liter mit Tonenaustauschwasser. pH = 6,0 mit HCl

eingestellt.
Diese Nahrlosung wurde in den Untersuchungen iiber den Einflul von Spuren-

elementen auf Wachstum und Enzymbildung von 4. oryzae verwendet.

3. Durchfiithrung der Kulturversuche
» Die Ziichtung erfolgte als Standkultur in 25 ml Néahrlésung pro 100-ml-Erlen-
meyerkolben in einem Brutraum bei 25° C. Die Kulturdauer geht jeweils aus den Tabellen
oder Abbildungen hervor.

Die Nahrlésungen wurden mit MeBpipetten abgefiillt, die Kolben mit Pfropfen
aus langfaseriger, entfetteter Watte verschlossen und wéhrend 15 Min. bei 1 atii auto-
klaviert.

4. Bestimmung des Myzeltrockengewichtes

Das Myzel wurde mit einem Gazetuch iiber einer Porzellannutsche abfiltriert,
mit 2—3 Giissen destilliertem Wasser gewaschen und wihrend 24 Std. bei 105°C ge-
trocknet.

5.-Wasserstoffionenkonzentration

Alle pH-Werte wurden mit einer Glaselektrode gemessen.

€. Reinigungstechnik

1. Allgemeines

a) Der ,,Nullwert*

Auf die Notwendigkeit, bei Spurenelementversuchen erst alle Spurenelemente zu
entfernen und nachtréglich die gewiinschten in bekannter Konzentration zuzugeben,
wurde in der Einleitung bereits hingewiesen. Nach Kocn und Dgprc (1957 b) kionnen
Untersuchungen iiber Spurenelementeinflisse ohne Anwendung einer besonderen Reini-
gungstechnik nur qualitative Anhaltspunkte liefern. Als Hauptargumente fithren die
genannten Autoren den Ionenantagonismus sowie die gegenseitige Ersetzbarkeit von
Spurenelementen an. .

Das Ziel der Reinigungstechnik ist die Schaffung moglichst spurenfreier Bedin-
gungen. Sie umfaBt eine Methode zur Entfernung von Spurenelementen, welche in
einer Nihrlosung als Verunreinigungen enthalten sind sowie Mafnahmen zur bestmég-
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lichen Ausschaltung weiterer Verunreinigungsquellen bei der Durchfithrung von Kultur-
versuchen. Es sei zum vornherein bemierkt, dafl eine vollige Spurenfreiheit (Wachstum
= 0) praktisch nicht erreicht werden kann. Als Mafl des Reinigungseffekts fiir die ein-
zelnen Spurenelemente dient der sogenannte Nullwert.

Werden einem gereinigten Medium sémtliche, fiir optimales Wachstum erforder-
lichen Spurenelemente zugesetzt, mit Ausnahme desjenigen, dessen spezifischer Ein-
fluB untersucht werden soll (Spurenelement S), so bezeichnet man den im Kulturversuch
noch erreichten Myzelertrag als Nullwert fiir das betreffende Spurenelement S (vgl.
z. B. Kocn und DEbpic 1957 b). Das Ziel der Reinigungstechnik besteht also in moglichst
tiefen Nullwerten fiir die einzelnen Spurenelemente.

Als relativer Nullwert eines Spurenelementes S gilt in der vorliegenden Arbeit der
Quotient:

Myzelertrag ohne Zusatz von S x 100 .

Myzelertrag bei optimaler Konzentration aller Spurenelement

b) Literatur

Die erste Reinigungstechnik war die CaCO,-Methode nach STEINBERG (1919). Seit-
her wurden zahlreiche andere Reinigungsmethoden beschrieben (Ubersicht: FosTER 1949).
Doxarp et al. (1952) fithrte einen Vergleich iiber die Reinigungswirkung von 38 ver-
schiedenen Methoden zur gleichzeitigen Entfernung von Zn, Fe, Cu, Mn und Mo aus.
Als Testorganismen dienten Stdmme von A. niger, u. a. der Mulder (M)-Stamm.

Nach der genannten Autorin erwies sich als wirksamste Methode das Autoklavieren
der Nahrlosung A mit 5 g Al,O; pro Liter. Mit ihr erreichte sie bei einem Myzelertrag
von 430 mg/25 ml Medium mit optimalen Spurenelementkonzentrationen die folgenden
relativen Nullwerte: 2%, fiir Zn, 5%, fiir Fe, 33%, fiir Cu, 36%,, fiir Mn, 429, fiir Mo. Durch
kombinierte Extraktion mit Dithizon und Oxin lieBen sich ebenso tiefe Nullwerte fiir
Zn und Fe erzielen, wihrend diejenigen fiir Cu (49%,) und Mn (55%,) etwas hoher aus-
fielen. Aus den vergleichenden Untersuchungen von DoNaALD et al. (L. c.) geht ferner
hervor, daB8 es auch mit anderen Methoden im allgemeinen leicht gelingt, tiefe Null-
werte filr Zn und Fe zu erhalten, wihrend dies fiir Cu und Mn ungleich schwieriger ist.
Die nach der Literatur bisher tiefsten Nullwerte fiir die letztgenannten Elemente er-
reichte Nicnoras (1950) durch Sulfidfillung. Seine Ergebnisse konnten jedoch von
Doxarp et al. (l. c.) nicht reproduziert werden.

¢) Eigene Versuche

Auf Grund der Vergleichsversuche von Doxarp et al. (1. c.) wurde fiir
die eigenen Untersuchungen zunichst die Al,OyMethode als Reinigungs-
methode ausgewihlt. Hierbei ergaben sich zwei Schwierigkeiten :

1. Bei Verwendung der gleichen Nahrlosung (Niahrlésung A) und des
gleichen Testorganismus (4. niger, Mulder-Stamm) lieBen sich in unserem
Laboratorium die von DoxaiLp et al. erzielten Nullwerte fiir Zn und Fe ohne
weiteres reproduzieren, nicht aber diejenigen fiir Cu und Mn. Es wurde
daher ,versucht, durch verschiedene Modifikationen der Reinigungsmethode
tiefere' Nullwerte fiir Cu und Mn zu erhalten. Nachdem dies nur teilweise
gelang (s. ndchster Abschnitt), wurde systematisch eine Reihe weiterer Fak-
toren untersucht, die als Quelle von Verunreinigungen mit Spurenelementen
in Frage kommen (s. iibernichster Abschnitt). Es sind dies:

— Reinigung, Material und VerschluBart der Kulturkolben,
— Wasserqualitit,

— Reinheitsgrad der fiir den Spurenelementzusatz verwendeten Chemikalien,
— Impfmaterial.

2. Nihrlosung A mit Saccharose als C-Quelle, Nitrat als N- Quelle und
relativ schwacher Pufferung ist fiir Versuche tiber Amylasebildung durch
4. oryzae ungeeignet. Zu diesem Zweck wurde in Versuchen, die in Kapitel E
dargestellt sind, Nihrlosung B entwickelt. Die Behandlung dieser Nahr-
16sung mit AlLO, fihrte nun aber zu starker Braunfirbung und Ausfillung
von Phosphat. Es muBite daher fiir die enzymatischen Versuche eine andere
4%
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Reinigungsmethode gewihlt werden. Als geeignet erwies sich die Extrak-
tionsmethode mit Dithizon und Oxin als komplexbildenden Reagenzien nach
Kocu und Dfipic (1957 b) (s. 6. Abschnitt). Einige Versuche wurden ferner
iiber separate Reinigung der C-Quelle mit Hilfe von Tonenaustauschern aus-
gefithrt (s. 7. Abschnitt). :

d) Statistische Auswertung

IS

In den Tabellenwerten bedeutet s; =] e

n(n—1)

Wo keine Streuung angegeben ist, wurde das Myzel der Parallelkolben wegen des ge-
ringen Einzelgewichts gemeinsam geerntet und gewogen.

Es sei darauf hingewiesen, dafl Unterschiede der Nullwerte in den vorliegenden
Untersuchungen iiber die Reinigungstechnik nirgends als signifikant bezeichnet werden
konnen. Eine statistische Auswertung wire bei der geringen Anzahl von Parallelen,
den groBen Streuungen, die sich in Spurenelementversuchen kaum vermeiden lassen
und den medifikationsbedingten Anderungen des Myzelertrages bei den kompletten
Medien hichstens von theoretischem Wert. Dennoch konnen die erhaltenen Unter-
schiede Hinweise von praktischer Bedeutung fiir die Reinigungstechnik bietent).

2. ALO, -Methode

Ausfihrung nach DonNxaALD et al. (1952): 1 Liter der Nahrldsung A
wird mit 5 g ALO, (British Drug Houses Ltd., ,,zur chromatographischen Analyse‘)
versetzt, das Al,0, durch Schiitteln oder Schwenken gut suspendiert, das Gemisch
wahrend 20 Min. bei 1 atii autoklaviert, unmittelbar nach dem Autoklavieren das
Al,0, wiederum durch Schiitteln suspendiert und das Ganze nach Stehenlassen iiber
Nacht bei 0° C tiber eine Glasfritte filtriert, welche mittels Schliff mit einer Saugflasche
verbunden ist (Fritte und Saugflasche aus Pyrexglas).

Der filtrierten Néhrlosung werden hierauf die Spurenelemente als p. a. Reagenzien

beigefiigt (der Zusatz erfolgte aus zusammengestellten Stammlésungen, welche pro ml
alle erwiinschten Spurenelemente in der angegebenen Konzentration enthielten). Nach
dem Abfiillen der Nahrlgsung in die Kulturkolben werden diese mit Wattepfropfen
verschlossen, autoklaviert und mit einem Tropfen der beschriebenen Konidiensuspension
geimpft. :
Die Kulturkolben sowie alle iibrigen verwendeten Glaswaren wurden wihrend je
12 Std. in kalte Chromséure bzw. Salzsiure eingelegt und hierauf mit heilem Leitungs-
wasser, lonenaustauscherwasser und schlieSSlich noch mit redestilliertem Ionenaustauscher-
wasser griindlich gespiilt. Fiir die Wasserdestillation stand eine Pyrex-Apparatur mit
Quarzglas-Destillieraufsatz zur Verfiigung.

Die Nullwerte fiir Zn, Fe, Cu und Mn sowie der Myzelertrag ohne Zu-
satz irgendwelcher Spurenelemente (Bezeichnung = 0), die nach der be-
schriebenen Methode erhalten wurden, sind in Tab. 1 als Variante a auf-
gefiihrt. (MTG = Myzeltrockengewicht bei Zusatz aller Spurenelemente.)

‘Wie man sieht, wurden fiir Zn und Fe Nullwerte erreicht, die den Angaben
von Donarp et al. (1952) entsprechen. Dagegen ist der Cu-Nullwert um
309, der Mn-Nullwert sogar um 509, hoher ausgefallen als bei Donxarp
et al. (L. c.).

Um moglicherweise die Cu- und Mn-Nullwerte weiter zu senken, wurde
die beschriebene Methode folgendermaflen modifiziert:

Variante b): Zweimaliges Autoklavieren mit 5 g AlLO,/Liter.

Eine gereinigte Nahrlosung wurde nochmals mit 5 g ALO, versetzt
und die Reinigung wiederholt.

Variante c¢) : Doppelt konzentrierte Nihrlosung. Die Reagenzien fiir Nahrlosung A

wurden in 500 ml Wasser gelost und zusammen mit 5 g ALO; auto-

1) Ich bin Herrn Prof. Dr. H. L. Lt Roy vom Institut fiir Tierzucht an der ETH
fir die dargelegte Beurteilung der Untersuchungsergebnisse im Abschnitt Reinigungs-
technik zu Dank verpflichtet. '
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klaviert. Nach der Filtration wurde mit bidestilliertem Wasser auf
iibliche Konzentration verdiinnt.

Variante d): Erhohung des Al,0,-Zusatzes.
Eine doppelt konzentrierte Nahrlésung nach Variante ¢) wurde mit
10 g Al,O, autoklaviert.

Die Ergebnisse dieser Modifikationen sind in Tab. 1 zusammengestellt.
Tab. 1. Wirksamkeit der ALO;,-Methode und einiger Modifi-

kationen auf die gleichzeitige Entfernung von Zn, Fe, Cu
und Mn aus Nahrlosung A

l ’ v Myzelertrag bei
Variante ! | Nullwerte fiir Zusatz aller
: \ Spurenelemente
! 0 Zn Fe Cu Mn MTG
mg/25ml | 1,8 52 43 217,3 3189 351,7
a 8x — — — 5,9 3,2 16,8
% MTG 04 1,5 1,2 62 30 100
mg/25 ml 1,2 2,9 3,5 170,9 2519 . 260,3
b 8x 1 — — — 3,1 2,2 1.8
. 0/0 MTG 0,5 1,1 14 65 96 100
mg/25 ml 1,8 51 52 213,9 3449 400,2
c Sx —_ — — 3,2 7,5 5,8
% MTG 04 1,3 ,3 53 86 100
‘ mg/25 ml 2,3 3.6 4,8 190,0 3486 406,7
d | sx — — — 3,5 3,1 8,2
| % MTG 06 08 1,2 47 86 100

Nahrlosung A, Kulturdauer 7 Tage, Variante a und b je vier Parallelen, Variante ¢
und d je drei Parallelen. 4. niger, M-Stamm. MTG = Myzeltrockengewicht.

Besprechung der Ergebnisse von Tab. 1l Die niedrige
Myzelausbeute in Variante b deutet darauf hin, daB bei zweimaligem Auto-
klavieren gewisse Makrobestandteile der Nihrlésung verlorengehen oder
daB vermehrt Hemmstoffe gebildet werden. Die relativen Nullwerte liegen
eher hoher als in Variante a; also keine Verbesserung des Reinigungseffekts.
Hingegen 148t sich bei Anwendung einer doppelt konzentrierten Nahrlésung
(Variante c), sowie hoherer Al,O,-Gabe (Variante d) die Tendenz einer besse-
ren Reinigungswirkung erkennen. Der relative Nullwert fiir Cu konnte
gegeniiber Variante a um 159, derjenige fiir Mn um 49 reduziert werden.

In einem weiteren Versuch wurde ein Medium mit 5 g Al,O,/Liter wih-
rend 40 Min. im Dampftopf erhitzt und das abgesetzte Al,0, jeweils in Inter-
vallen von 5 Min. durch Schiitteln wiederum suspendiert. Die Nullwerte
fir Cu und Mn konnten jedoch dadurch nicht weiter gesenkt werden. Auch
die Filtration des autoklavierten Mediums iiber eine auf der Glasfritte auf-
geschwemmte Al,O;-Schicht ergab keinen besseren Reinigungseffekt. Durch
die zusitzliche Al,0,-Schicht auf der Glasfritte wurde jedoch die leichte
Opaleszenz, welche das Filtrat sonst immer zeigte, beseitigt. Damit war
gleichzeitig eine analoge Verminderung der Myzelausbeute verbunden, wie
in Variante b Tab. 1.
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In einer weiteren Versuchsserie zeigte sich, daB die tieferen Myzel-
ausbeuten bei der beschriebenen Modifikation einem Mg-Verlust zuzuschreiben
sind. Die in Tab. 2 zusammengestellten Ergebnisse basieren auf folgenden
Versuchsanordnungen:

Variante e: 750 ml Nahrlosung A mit 5 g AL O, autoklaviert und iiber eine Al,O,-
Schicht filtriert. Nach dem Autoklavieren Zusatz von 250 ml Wasser.

Variante f: wie e, aber ohne MgSO,. Nach der Filtration Zusatz von 0,3 g MgSO,
(durch Extraktion gereinigt) in 250 ml Wasser.

Variante g: wie e, aber doppelte Zusitze an MgSO, und K,HPO, vor dem Auto-
klavieren. Nach der Filtration Zusatz von 0,3 g MgSO, in 250 ml Wasser.

Variante h: wie g, aber mit vierfachem Zusatz von MgSO, und K,HPO, vor dem
Autcklavieren.

Tab. 2. Einfluf von Mg-Zusatz nach dem Autoklavieren auf
die Myzelausbeute. Einflufi steigender MgSO,- und K,HPO,-
Gaben auf die Nullwerte

Variante Nullwerte fiir MTG
| O Zn  Fe Cu Mn
|
mg/25 ml | 34 52 69 1120 2704 267,0
e sx = = = 09 28 3.4
o MTG | 13 19 26 42 101 100
mg/25 ml | 2,3 14 17,2 1852 2868 330,6
f sx - - = 96 43 10,7
o, MTG 07 04 52 56 87 100
o]
mg/25 ml | 4,0 38 79 1555 2748 356,0
g sx - = = L7 33 3,3
o, MTG L1 L1 22 417 100
C mg/25ml | 40 31 120 16,0 2685 346,5
h 8% - - = 52 28 | 6,5
o, MTG L1 08 35 46 7| 100

Nahrlosung A, Kulturdauer 6 Tage, vier Parallelen. A. niger, M-Stamm.

Besprechung der Ergebnisse in Tab. 2. Der Vergleich
von Variante e und f zeigt, daB durch Zusatz von MgSO, nach dem Auto-
klavieren die Myzelausbeute um 129/ erhoht wird. Aus dem Vergleich der
Nullwerte geht ferner hervor, daB es nicht ohne EinfluBl auf die Reinigungs-
wirkung der Methode ist, ob das MgSO, vor oder nach dem Autoklavieren
‘zugegeben wird. In Variante g und h wurde deshalb versucht, durch gleich-
zeitige Erhohung der MgSO,- und K,HPO,-Gaben und des daraus resul-
tierenden erhohten Mg—Phosphatmederschlages beim Autoklavieren mit Al,O,
einen giinstigen Reinigungseffekt zu erzielen. Die Reinigung von Kultur-
medien mittels eines Niederschlages von Mg-Phosphat ist ja bekannt (Er-
vEHIJEM 1931).

Gegeniiber Variante f konnten durch die hoheren Mg- und Phosphat-
zusitze der Cu-Nullwert der Varianten g und h um 89 bzw. 69, der Mn-
Nullwert um 109, gesenkt werden.

Als weitere Varianten wurde die Re1mgungsw1rkung von Al,O, verschie-
dener Herkunft (British Drug Houses, Merck, Woelm) verghchen (Tab. 3).
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Tab.3. Reinigungswirkung von ALO, verschiedener Herkunft

.- . Nullwerte fiir - -
AlL,O MTG -
2 O Zn Fe Cu  Mn

. mg/25 ml 2,8 74 21,3 2174 268,2 400,7
§x BDH — — — 3,9 4,5 4,6

0/6 MTG 0,7 1,8 5,3 54 67 100
mg/25 ml 2,0 6,7 13,8 2194 2489 4225
sx Merck — — — 0,3 9,0 2,5

% MTG 05 16 3,3 52 59 100
mg/25 ml 5,6 10,1 12,3 228.6 230,5 420,7
Sx Woelm — —_— —_ 8,0 9,8 6,2

% MTG 1,3 24 29 54 55 100

Nihrlosung A, Kulturdauer 7 Tage, Durchschnitt aus vier Parallelen. A. niger,
M-Stamm.

Besprechung der Ergebnisse in Tab. 3. Die absoluten
Nullwerte fiir Fe, Cu und vor allem fiir Mn fielen mit Al,0; BDH héher aus
als mit den AL,O, von Merck und Woelm.

Der relatlve Mn Nullwert mit Al,0, von Woelm war um 12 A, mit
AlLO; von Merck um 89 niedriger als mlt ALO, BDH. Die Unterschiede
der relatlven Cu-Nullwerbe sind unbedeutend ( % Hingegen diirfte der
um 29 hohere Fe-Nullwert mit AlL,O, BDH ins Gewicht fallen.

Zusammcnfassung

Die erreichten Nullwerte fiir Zn und Fe entsprechen den Angaben von
Donarp et al. (1952) oder liegen z.T. noch tiefer. Die fiir Cu und Mn an-
gegebenen Nullwerte konnten dagegen weder nach der Methode von DoxaLp
et al. (Tab. 1, Var. a) noch mit den gepriiften Modifikationen reproduziert
werden. Der giinstigste Cu-Wert (Tab. 2, Var.e) lag um 119, der giin-
stigste Mn-Wert (Tab.3, Woelm Al 03) lag um 199, tber den relativen
Nullwerten von Donarp et al. (l.c.).

Es fragt sich, welche Unterschiede in der Versuchstechnik hierfirr ver-
antwortlich sind. Die bisher beschriebenen Versuche wurden mit 25-ml-
Kolben aus Jenaer Glas G 20 mit Wattebausch als VerschluB ausgefiihrt,
wihrend DonaLp et al. mit 100-ml-Kolben aus Pyrexglas und Becherglidsern
als VerschluB arbeitete. Als nichstes war also Glasqualitit und Art des
Verschlusses zu untersuchen. Ferner wire maglich, dall DoNaLp et al. reineres
Wasser herstellen konnte als das hier benutzte. SchlieBlich war zu priifen,
ob trotz Verwendung des gleichen Pilzstammes und prinzipiell gleicher
Impftechnik nicht doch Unterschiede in der Beschaffenheit des Inoculums
die ausschlaggebende Rolle spielten. Einer Untersuchung dieser Faktoren
sind die folgenden Abschnitte gewidmet. :

3. EinfluB der Reinigung, des Materials und des
Verschlusses der KulturgefiBe auf die Nullwerte
a) Reinigungsart
In der Literatur werden fiir die spezielle Reinigung der Kulturkolben und iibrigen

Glaswaren folgende Behandlungen in der jeweils angegebenen Reihenfolge vorgeschlagen:
Kochende 6 n HCl — Leitungswasser — dest. Wasser — bidest. Wasser (KocH und
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Dgprc 1957 b). Organisches Reinigungsmittel — bidest. Wasser (Niczoras 1950). Ein-
legen in Konigswasser — bidestilliertes Wasser (DONALD et al. 1952), (SpicHER 1954).
Heile Chromschwefelsiure — Leitungswasser — bidest. Wasser (SANDELL 1954). Sal-
petersiure — Ammoniakwasser — Dithizon in Chloroform gelost — bldest Wasser
(IWANTSCHEFF 1958).

Reinigungsgang fiir die eigenen Untersuchungen: 12 Std. Einlegen in
* Chromsaure — 12 Std. Einlegen in Salzséure, hierauf griindliche Spiilung
mit heilem Leitungswasser — Ionenaustauscherwasser -— redest. Tonen-
austauscherwasser.

Der EinfluB folgender Modifikationen wurde untersucht:

Variante a: Reinigung wie oben beschrieben.
Variante b: nach a gereinigte Kolben werden mit bidest. Wasser aufgefiillt und
- unter Watteverschlul wahrend 1 Std. bei 1 atii autoklaviert.

Variante c: Reinigung wie a.

Variante d: Reinigung wie a — XKolben zusdtzlich wihrend 2 Std. mit heiBer
HCI behandelt — griindlich gespiilt mit redest. Ionenaustauscher-
wasser.

Die Ergebnisse sind in Tab. 4 zusammengestellt. Es sind nur die Varianten a und b

einerseits und ¢ und d andererseits vergleichbar (gleiche Versuchsserie).

Tab. 4. EinfluB verschiedener Reinigungsarten

Variante Nullwerte fiir MTG
(8] Zn Fe Cu Mn

mg/25 ml i 52 13,0 134 2032 2289 310,5

a % = = 2 70 271 9.5
o/ MTG | 1,7 42 43 65 74 100

mg/25 ml 58 13,0 13,2 2060 2554 2017

b sz - =z 60 40 03
o/ MTG 20 45 45 70 88 . 100

.| mg/25ml | — — — 1386 2511 3174

¢ | s - - — 28 25 2.7
o/ MTG —  — 43 79 100

me, /25 ml — 1405 26907 3174

d - - 29 30 27
% MTG - - = 4 85,0 100

Néhrlosung A, AlLO, gereinigt, Kul'curdauer 7 Tage. Variante a und b zwei, Va-
riante ¢ und d sechs Parallelen. - A. niger,” M-Stamm.

Besprechung der Ergebnisse von Tab. 4. Aus dem
Vergleich der Nullwerte von Variante a und b geht hervor, daB durch das
Autoklavieren der Kulturkolben mit redest. Ionenaustauscherwasser nach
erfolgter Reinigung kein positiver Reinigungseffekt erzielt werden konnte.
Die relativen Nullwerte von Variante b liegen fiir Cu um 59;, fir Mn sogar
um 149, hoher. Durch das Autoklavieren erfolgt also keine bessere Ab-
lésung der Spurenelemente von den Glaswandungen als bei griindlicher
Spillung mit der gleichen Wasserqualitdt. Die zusétzliche Behandlung der
Kolben mit heifler 5 n HCl bewirkte ebenfalls eine Erhohung der relativen
Nullwerte (19 fiir Cu, 69 fiir Mn) gegeniiber der nach iiblicher Art ge-
reinigten Kolbenserie (Var.c), obwohl redest. p.a. HCl verwendet wurde.
Es eriibrigt sich demzufolge, eine Behandlung mit heier HCI in den Reini-
gungsgang der KulturgefaBe einzuschalten.
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b) Material der Kulturgefifle

Nach JaviLpier (1914) und RoBErG (1928) sollen mit Kulturkolben aus Quarz-
glas tiefere Nullwerte erreicht werden als mit GefiBen aus Pyrex oder Jenaer G 20.
-GaLLMICK (1936) stellte fest, dafl nach achttigiger Kulturdauer der Myzelertrag in
Versuchsserien mit Quarz- und Jenaer Glasgefafen nicht verschieden war, jedoch nach
24 Tagen in den Jenaer Kolben um den doppelten Betrag hoher ausfiel als in den Quarz-
kolben. Nach WassiLsew (1935) waren in Versuchsserien mit Kolben aus Jenaer G 20
und Pyrex keine Unterschiede in den Nullwerten festzustellen. Dozer (1952) kcnnte
zeigen, daB Kunststoffbehilter geringere Mengen Spurenelemente an Losungen ab-
geben als GefaBle aus Hartglas. SpicHER (1954) schligt vor, Silikone als Glasiiberzug
zu verwenden, um die Spurenelementabgabe zu verringern.

Es wurde untersucht, ob Erlenmeyerkolben aus Pyrex-Glas oder Roll-
flaschen aus Polyithylen gegeniiber GefiBen aus Jenaer Glas G 20 Vorteile

~ bieten. Die Priifungen umfafiten: .
a) einen Vergleich liber Cu- und Mn-Abgabe von Jenaer G 20- und Pyrexkolben,

b) einen Vergleich iiber Zn-, Fe-, Cu- und Mn-Abgabe von Erlenmeyerkolben aus
Jenaer G 20 und Rollflaschen aus Polyithylen.

Fir die in Tab. 5 zusammengestellten Ergebnisse gilt folgende Ver-
suchsanordnung :

Variante a: Erlenmeyerkolben aus Jenaer G 20.

Variante b: Erlenmeyerkolben aus Pyrex.

Variante c¢: Erlenmeyerkolben aus Jenaer G 20 (Standkultur).

Variante d: Erlenmeyerkolben aus Jenaer G 20 (Schiittelkultur).

Variante e: Rollflaschen aus Polyithylen (Schiittelkultur).

Es sind einerseits die Varianten a und b, andererseits die Varianten ¢, d und e
vergleichbar (gleiche Versuchsserie). Die Schiittelkultur wurde bei Variante d und e
gewahlt, um die Unterschiede der Néahrlosungsschichththe, welche durch den verschie-
denen Durchmesser der Bodenflichen von Erlenmeyerkolben (6,0 cm) und Rollflaschen
(4,8 cm) bedingt war, auszugleichen (Schiittelfrequenz: 80 Hin- und Herbewegungen/
Min. Amplitude: 4 cm).

Tab. 5. Verwendung von GefaBBen aus Jenaer G20, Pyrex
und Polyathylen im Kulturversuch

. ] Nullwerte fiir
v t ; MTG
anante 0} Zn Fe Cu Mn

mg/25 ml — — — 138,6 251,1 —

a sx — —_ — 3,1 2,56 —

b mg/25 ml — — — 186,6  265,0 —
Sx — —_ — 3,2 4,9 —
mg/25 ml 1,8 5,1 5,2 213,8 3449 400,2

c Sx — —_ — 4,7 7,5 5,8
% MTG 04 13 1,3 53 86 100
mg/25 ml 10,8 25,0 103 88,9 148,9 1544

d- Sx — — — 4,5 28,1 9,9
%, MTG 7,0 16,2 6,7 57 96,0 100
mg/25 ml 3,1 17,1 7,5 113,3 152,0 115,6

e sx — — — 1,0 3,9 6,6
%, MTG 2,7 15,0 - 6,5 98 131 100

Kulturdauer: Varianfe a, b, ¢ = 7 Tage, Variante d, e = 5 Tage. Nahrlosung A,
Al Oy-gereinigt. Variante a und b Durchschnitt von sechs, Variante c, d, e Durchschnitt
von drei Parallelen. . niger, M-Stamm. : :
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Besprechung der Ergebnisse von Tab. 5. Aus dem
Vergleich von Variante a und b geht hervor, daBl die verwendeten Pyrex-
kolben besonders mehr Cu, aber auch mehr Mn an die Nihrlésung abgaben
als die Jenaer Kolben.

Der Vergleich von 100-ml-Jenaer Kolben mit 125-ml-Rollflaschen aus
Polyithylen fiel betreffend Cu- und Mn-Abgabe ebenfalls zugunsten des
Jenaer Glases aus, wahrend das Polydthylenmaterial betreffend Zn- und
Fe-Abgabe vorteilhafter erscheint.

Merkwiirdigerweise war in der Polyidthylenserie der Mn-Nullwert hoher
als der Myzelertrag im kompletten Medium. Ferner iibertraf der Myzel-
ertrag im kompletten Medium der Jenaer Kolbenserie den der Polyéithylen-
serie. Es wire denkbar, dafl dieser Effekt durch die hohere Fliissigkeits-
schicht in den Roliflaschen bedingt war.

In der gleichen Versuchsserie werden mit Standkulturen (c) tiefere
relative Nullwerte erreicht als mit Schiittelkulturen (d). Entweder kénnen
noch vorhandenc Spurenelemente in Schiittelkulturen besser ausgenutzt
werden, oder es werden mehr Spurenelemente vom Glas abgegeben, da ja
ein ungleich groferer Teil der Gefiflwandungen benetzt wird.

Besonders auffallend ist ferner der hohere Myzelertrag im kompletten
Medium der Standkultur verglichen mit demjenigen der Schiittelkultur.

¢) VerschluBlart der Kulturkolben

Nach Stapp und WeTTER (1953) konnen die in die Nahrlosung fallenden Fasern
von Wattepfropfen eine Verunreinigungsquelle darstellen. Haufig werden deshalb in
Spurenelementversuchen an Stelle von Wattebduschen als KolbenverschluB kleine
Becherglaser verwendet, die iiber den Kolbenhals gestiilpt werden (DoNaALD et al. 1952,
SeicuER 1954), Nach Kocu und DEpic (1957 b) ergibt sich bei Verwendung von Watte-
pfropfen eine maximal mogliche Verunreinigung von 40 y Baumwollwattefaden/Kultur.
Durch spektrochemische Bestimmung des Spurenelementgehaltes von Baumwollwatte
gelangen sie zur Ansicht, dafl} diese Verunreinigungsquelle vernachlassigt werden darf.

In Tab. 6 sind die Nullwerte zweier Kolbenserien aufgefithrt, die
a) mit Wattepfropfen verschlossen,
b) denen Bechergliser aus Jenaer G 20 iibergestiilpt wurden.

Tab. 6. Vergleich von Watte- und BecherglasverschluB

. Nullwerte fiir
Variant : MTG
arante O Zn TFe Cu Mn
|
mg/25 ml 6,5 3,6 22,0 253,4 386,1 436,3
a Sk - = = 1.4 32 4.1
0/0 MTG 1,5 0,8 5,0 58 88 100
mg/25 ml 4,9 6,2 20,3 2654 372,6 392,0
b Sx — — — 4,9 2,2 6,3
o, MTG L2 16 51 68 95 100

Nahrlosung A, Al,0,-gereinigt, Kulturdauer 7 Tage, Durchschnitt von drei Parallelen,
A. niger, M-Stamm.

Besprechung der Ergebnisse von Tab. 6. Die Null-
werte fir Cu und Mn konnten durch den Becherglasverschlufl gegeniiber
dem WatteverschluB nicht gesenkt werden. Die relativen Nullwerte der
genannten Elemente ficlen sogar in der Becherglasserie um 109, bzw. 7%
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hoher aus als in der Watteserie. Die Zn- und Fe-Nullwerte zeigten keine -
Unterschiede. Es fillt auf, daBl im kompletten Medium der Watteserie ein
hoherer Myzelertrag erreicht wurde als in der Becherglasserie.

4. Die Wasserqualitat

Das Wasser, das zum Spiilen der Kulturkolben und der iibrigen Glas-
waren sowie zur Herstellung von Spurenelementlésungen und Impfsuspen-
sionen verwendet wird, kann eine Verunreinigungsquelle darstellen.

Der Zweck der Untersuchungen dieses Abschnitts bestand darin, mit
den gegebenen Apparaturen ein moglichst spurenelementarmes Wasser zu
gewinnen, um die daher stammenden Verunreinigungen einzuschréinken.

Aus der Literatur geht hervor, dal am haufigsten bidestilliertes Wasser aus einer
‘Hartglasapparatur verwendet wird (vgl. z. B, Kocr und D#pic 1957 b). NricmoLas
(1952) stellte durch mikrobiologische Bestimmung mit 4. niger fest, daB das Bidestillat
aus einer Pyrex-Apparatur noch 0,5y Zn, 0,2 y Fe, 0,1 y Cu und 0,2 y Mn pro 100 ml
enthielt. Dieser Metallgehalt lieB sich durch eine dritte Destillation nicht mehr weiter
reduzieren. Nach einem Prospekt der ,,Elga Products Ltd. London‘‘ kann bei Verwen-
dung von Quarzglasapparaturen der Widerstand eines Bidestillats von 2 000 000 Ohm/cm
durch 28 weitere Destillationen nur auf 28 000 000 Ohm/cm erhdht werden, wihrend
mit Jonenaustauschern eine Wasserqualitit erzielt wird, die hinsichtlich Widerstand
dem Tridestillat einer Quarzglasapparatur entspricht. IwWANTSCHEFF (1958) erachtet
eine Redestillation von Ionenaustauscherwasser als notwendig, da dasselbe stets ab-
geloste feinste Harzteilchen enthalten soll, welche Metallionen tarnen und spiter ab-
geben konnen.

Fir die eigenen Untersuchungen stand als Ausgangswasser das Eluat
eines Gemischtbettaustauschers (Dowex 50/Dowex 2) zur Verfiigung.

- Um abzukliren, ob sich der Spurenelementgehalt des Ausgangswassers
durch Destillation reduzieren lieBe, wurde die Nahrlosung B einerseits mit
Tonenaustauscherwasser, andererseits mit dem Bidestillat desselben her-
gestellt und der Spurenelementgehalt der beiden ungereinigten Nahriésungen
im Kulturversuch verglichen. Zur Herstellung des Bidestillats diente eine
kombinierte Hartglasapparatur: Kolben und Kiihler aus Pyrex, Aufsatz
(nach WigreT) und Uberlauf aus Quarz, Auffangstutzen aus Jenaer G 20.
Das Bidestillat wird in Behdltern aus Jenaer G 20 aufbewahrt.

Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Tab.7 zusammengestellt.

Tab. 7. Vergleich der ,,Nullwerte“ von zwei ungereinigten
Nahrlosungen (B): a) mit Jonenaustauscherwasser,
b) mit dem Bidestillat desselben hergestellt

Variante Nullwerte fiir MTG
0 Zn Fe Cu Mn
mg/25ml | 88,5 77.7 1212 126,56 123,1 137,6
a st 31 27 0,2 1,4 1,2 7,9
' % MTG 64 56 88 92 89 | 100
mg/25 ml 49,8 42,7 119 99,7 123,8 121,1
b sx L7 25 27 3,3 1,1 0,4
% MTG 41 35 98 82 102 100

Nahrlosung A, Al O,-gereinigt. Kulturdauer 6 Tage, Durchschnitt von vier Par-
allelen. A, niger, M-Stamm.
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Tab. 7 zeigt, dafl das zur Verfiigung stehende Ionenaustauscher-Wasser
durch zweimalige Destillation mit einer Hartglasapparatur spurenirmer
wird. In der mit dem Ausgangswasser hergestellten Nihrlésung wird ohne
Spurenelementzusatz ein Myzelertrag von 88,5 mg/25 ml errcicht gegen-
iiber einem Myzelertrag von 49,8 mg/25 ml mit Bidestillat. Die einzelnen
Nullwerte zeigen, daB das Bldestlllat vor allem weniger Zn und Cu enthilt
als das Ausgangswasser.

In einem weiteren Versuch wurde das eigene Bidestillat mit demjenigen
einer entlehnten Heraeus-Apparatur (Hanauer Quarzglas) verglichen. Bei
dieser Apparatur wird das Ausgangswasser mit einem Gemisch aus Anionen-
und Kationenaustauscher entsalzt und anschlieBend zweimal destilliert. Das
Bidestillat der Heraeus-Apparatur wurde in Polyathylenbehiltern auf-
bewahrt.

Die Kulturkolben sowie alle iibrigen bendtigten Glasgerite, wie Pipetten, Mef-
zylinder usw., wurden vor ihrer Verwendung mit Wasser der entsprechenden Qualitit
gespiilt. Die Spurenelementzusitze erfolgten aus den gleichen, mit dem eigenen Bi-
destillat hergestellten Standardldsungen. Fiir die Herstellung der Impfsuspension wurde
ebenfalls das eigene Bidestillat verwendet. Der EinfluB der beiden ,,Spiilwasser‘- Quali-
taten geht aus Tab. 8 hervor.

Tab.8. Vergleich des eigenen Bidestillats (a) mit demjenigen
einer entlehnten Heraeus-Apparatur (b). (Spiilwasser)

. i Nullwerte fiir
t 1 MTG
Variante 0 Zn Fe Cu Mn

mg/25 ml 1,9 34 42 221,5 271,5 360,2

a Sx — — — 2,3 47 1,0.
0/0 MTG 0.5 1,0 1,2 61 75 100
mg/25 ml 49 50 6,1 209,6 250,2 3440 .

b sx — — — 5,0 0,2 5,2

| 9% MTG 14 15 18 61 72 100

Nahrlosung A, AlO;-gereinigt. Kulturdauer 6 Tage, Durchschnitt aus zwei Paral-
lelen. A. niger, M- Stamm

Besprechung der Ergebnisse von Tab. 8 Die rela-
tiven Nullwerte der beiden Serien sind praktisch nicht verschieden. Die
Senkung des Mn-Nullwertes von 39, bei Verwendung von Heraeus-Wasser
ist nicht von Bedeutung. Als Spiilwasser stellt also das eigene Bidestillat
gegeniiber demjenigen der Heraeus-Apparatur keine groere Verunreinigungs-
quelle dar. 4

5. Spurenelemente

Die Spurenelemente werden den gereinigten Nahrlosungen gewohnlich
als Losungen von p. a.-Reagenzien in bidestilliertem Wasser zugesetzt.

Doxaip et al. (1952) verwendete umkristallisierte Spurenelemente. Um reinste
-Spurensalze zu gewinnen, extrahiert NicHOLAS (1952) Loosungen von CuSO, und ZnSO,
mit Dithizon in Tetrachlorkohlenstoff. FeCl, wird vom gleichen Autor durch Extraktion
mit Ather gereinigt. Kocu und Dipic (1957 b) sind der Ansicht, dal eine Umkristalli-
sation oder anderweitige Reinigung von Spurensalzen nicht notig sei, da Verunreini-
gungen derselben quantitativ zu unbedeutend seien, um sich auf die Nullwerte aus-
zuwirken.
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7Zn und Fe sind diejenigen Spurenelemente, welche in groBter Konzen-
tration einer Nahrlosung zugesetzt werden miissen. Die Salze dieser beiden
Elemente stellen also am ehesten eine Verunreinigungsquelle dar. Es sollte
deshalb untersucht werden, ob sich durch zweimalige Umkristallisation der
p.a.-Reagenzien fiir Zn und Fe in bidest. Wasser die Nullwerte von Cu und
Mn reduzieren lieBen (vgl. Tab.9).

Tab. 9. EinfluB der Umkristallisierung von FeCl,*6H,0
und ZnSO,-6H,0 auf die Nullwerte von Cu und Mn

Nullwerte fir MTG
Cu Mn
Qualitat mg/25 ml 331,6 340.2 411,0
p. 8. sx 11,3 3,1 3,0
o/, MTG: 80 83 100
mg/25ml | 3157 3175 | 4104
2x um- ) sx 19,0 2,6 3.4
kristallisiert (70 MTG 77 77 100

Nahrlosung A, Al,O,-gereinigt, Kulturdauer 6 Tage, Durchschnitt aus vier Parallelen.
A. niger, M-Stamm,

Besprechung derErgebnisse von Tab. 9. In der Serie
mit umkristallisiertem FeCl, und ZnSO, ist der relative Cu-Nullwert um
3% (15,9 mg), der relative Mn-Nullwert um 69 (22,7 mg) tiefer als in der
Vergleichsserie mit p.a. Salzen. In- der Folge wurden deshalb die um-
kristallisierten Salze der beiden Elemente verwendet.

6. Impfmaterial

Es ist bei Spurenelementversuchen allgemein iiblich, Konidien als Impf-
material zu verwenden. Dabei sollte das Ubertragen von Nihrbodenbestand-
teilen der Vorkultur mit den Konidien in die gereinigte Nahrlosung ver-
mieden werden. Bei der gewihlten Impftechnik wurde deshalb die Konidien-
suspension filtriert und mit bidest. sterilem Wasser gewaschen.

In der Literatur findet man folgende Impfmethoden: Direkte Ubertragung von
Konidien mit der Ose von einer Schriagagarkultur in die Kolben mit gereinigter Néahr-
I6sung (z. B. NicEOLAs 1950). Die Konidien werden mit der Ose vom Schrigagar in
bidest. sterilem Wasser suspendiert und die so gewonnene Suspension zum Impfen ver-
wendet (z. B. DoNALD et al. 1952). Kocu und Dpic (1957 a) gewinnen die Konidien
mit einem speziell konstruierten Absauggerit von Vorkulturen in Petrischalen und
stellen damit eine Suspension her. Die Konidien selbst enthalten Spurenelemente (Fo-
STER 1949). RENNERFELT (1934) konnte zeigen, daBl mit steigender Mn-Konzentration
des Sporulierungsmediums der Mn-Gehalt der Konidien von A. niger zunimmt. STEIN-
BERG (1950) schligt vor, den Testorganismus auf spurenarmen Medien vorzuziichten.
Kocu und Dgpic (1957 b) haben unter Beriicksichtigung einer Impfmenge von 5 - 10°
Konidien von 4. niger die damit eingeschleppten Spurenelementmengen errechnet. Sie
gelangten zur Ansicht, daB die Werte fiir die einzelnen Spurenelemente durchweg eine
Zehnerpotenz unterhalb der Empfindlichkeitsgrenze der Schimmelpilze liegen.

Nach den zitierten Angaben schien es angebracht, den Einfluf der
Vorziichtung des Impfmaterials auf die Nullwerte zu priifen.

Mit A. niger als Testorganismus wurde nach der Al,0;-Methode ge-
reinigte Nihrlésung A einerseits mit Konidien von Bierwiirzeagar, anderer-
seits mit Konidien von einem spurenarmen Néhrboden geimpft.
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Herstellung des spurenarmen Nahrbodens: 20 g gewaschener
Agar wird zu 500 ml Wasser gegeben und mit 5 g AL,O, 30 Min. autoklaviert, heil durch
Watte und ein Whatman-Papierfilter filtriert und einem durch Extraktion gereinigten
Medium (10 g Maltose, 5 g KH,PO,, 5 g Na,HPO, - 2 H,0, 1,0 g (NH,),S0,, 0,2 g MgSO,
pro 500 ml Wasser) zugesetzt. Der Nihrboden wurde in gereinigte Reagenzgliser aus
Jenaer G 20-Glas abgefillt.

Das Wachstum auf diesem gereinigten Néahrboden war nur schwach,
verglichen mit demjenigen auf Bierwiirzeagar. Die Konidien von A. niger
zeigten nicht die tiefschwarze Pigmentierung wie auf Bierwiirzeagar, sondern
waren lediglich braunschwarz. Die Ergebnisse iiber den Einflul des ver-
schieden vorgeziichteten Impfmaterials auf die Nullwerte im Kulturversuch
sind in Tab. 10 zusammengestellt.

Tab. 10. Einflufl der Vorziichtung des Impfmaterials
auf die Nullwerte

a) Konidien von gereinigtem synthetischen Néhrboden
b) Konidien von Bierwiirzeagar

Variante Nullwerte fiir MTG
0 Zn  Fe Cu Mn
i |

mg/25 ml 58 93 102 1703 2078 | 315,3
a sx - = = 7,3 49 | 11,5

% MTG L8 29 32 & 66 100
mg/25 ml 60 80 89 1855 2380 1290,6
b Csx - = = 42 60 . Lo

% MTG 21 27 31 64 82 100

Néhrlosung A, Al,O,-gereinigt. Kulturdauer 6 Tage, Durchschnitt aus drei Par-
allelen. Impfmenge: je 10° Konidien/25 m} Nahrlosung. 4. niger, M-Stamm.

Besprechung der Ergebnisse von Tab. 10. Die rela-
tiven Nullwerte in der mit Konidien von gereinigtem Néahrboden beimpften
Serie sind fir Cu um 109, fir Mn um 169 tiefer ausgefallen als die mit
Konidien von Bierwiirzeagar. Bei den Nullwerten fir Zn und Fe ist kein
Unterschied festzustellen. Die beiden Konidiensuspensionen wurden je sechs-
mal mit bidestilliertem sterilem Wasser gewaschen. Es ist deshalb kaum
anzunehmen, daB die Unterschiede der Cu- und Mn-Nullwerte auf Verunreini-
gungen im Suspensionswasser zuriickzufithren sind, sondern die tieferen Cu-
und Mn-Nullwerte diirften auf dem unterschiedlichen Gehalt der Konidien
selbst beruhen.

Aus dem Vergleich der Myzeltrockengewichte im kompletten Medium
der beiden Serien ersieht man, daB bei gleicher Impfmenge mit Konidien
von gereinigtem Agar eine hohere Myzelausbeute erreicht wird als mit Koni-
dien von Bierwiirzeagar. Ein dhnlicher Effekt wurde von Mevratu (1959)
mit Myzel als Impfmaterial festgestellt. Ein auf spurenarmer Nihrlosung
vorgeziichtetes Myzel ergab im nachherigen Kulturversuch eine hohere
Myzelausbeute als auf spurenelementreicher Nahrlésung vorgeziichtetes Impf-
myzel.

. In einem weiteren Versuch wurde der Einflu der Impfmenge auf die
Nullwerte gepriift. Die Ergebnisse sind in Tab. 11 aufgefiihrt.



"Uber den EinfuB von Spurenelementen auf Wachstum und Enzymbildung usw. 63

Tab. 11. Einflull der Impfmenge auf die Nullwerte von Zn,
Fe, Cu und Mn

Konidien . .. :
pro 25 ml Nullwerte fiir MTG
Nahrlosung O Zn Fe Cu Mn
mg/25 ml 60 50 84 1368 2071 297.4
10° 8% , _ = = 15,5 3,7 25,5
% MTG 20 1,7 28 46 70 100
mg/25 ml 66 56 10,0 1734 2920 382,0
10° sx e 11,2 8,3 8,3
% MTIG L7 1,5 26 45 76 100
mg/25 ml 73 7,8 134 1933 3100 374,2
107 8% —_ = - 4,0 3.8 7.2
% MTG 20 21 36 52 83 100
mg/25 ml 85 13,3 14,5 2190 3487 376,0
108 % - = — 12,7 0,4 10,6
: o, MTG 23 35 38 58 92 100
mg/25 ml 93 13,5 28,0 2540 356,3 391,4
2. 108 % - - = 17,1 2,7 2,5
% MTG 24 34 72 65 91 100

Nahrlosung A, Al O,-gereinigt. Kulturdauer 6 Tage, Durchschnitt aus drei Par-
allelen. A. niger, M-Stamm.

Besprechung der Ergebnisse von Tab. 11. Die rela-
tiven Nullwerte der einzelnen Spurenelemente fallen mit steigender Impf-
menge hoher aus. So betrigt der relative Mn-Nullwert bei 105 Konidien
pro Kolhen 709 gegeniiber 919 bei 2.10% Konidien. Beim Cu betrigt
der Unterschied der relativen Nullwerte zwischen der hochsten und geringsten
Impfmenge 199]. Selbst fiir Zn und Fe 148t sich mit steigender Impfmenge
eine Erhohung der Nullwerte feststellen.

Die Myzelauskbeuten im kompletten Medium steigen ebenfalls mit zu-
nehmender Impfmenge. Bei der Serie mit 10° Konidien pro Kolben fillt
die grofle Streuung zwischen den Parallelen auf. Dies ist moglicherweice
auf die mangelhafte Deckenbildung bei der geringsten angewendeten Impf-
menge zurlickzufiithren.

Obwohl es an sich wiinschenswert wire, mit moglichst germger Konidien-
zahl zu impfen, um tiefe Nullwerte zu erhalten, kann offenbar eine bestimmte
Grenze nicht unterschritten werden, wenn noch ein hoher Myzelertrag im
kompletten Medium erreicht und keine allzu grofle Streuung zwischen den
Parallelkolben in Kauf genommen werden soll. Von diesem Gesichtspunkt
aus ist eine Impfmenge von 10® Konidien pro Kolben gegeniiber 10% unter
den gegebenen Kultivierungsbedingungen vorzuziehen.

7. Extraktionsmethode

Wie spiter gezeigt wird (siche Kap. E), ist die Amylasebildung bei
. oryzae pH-abhingig. Die Versuche iiber den EinfluBl von Spurenelementen
auf die Enzymbildung miissen daher bei konstantem pH ausgefiithrt werden,
und hierfiir ist eine starke Pufferung der Néahrlosung erforderlich. Phosphat-
puffer erwiesen sich am geeignetsten. Bei Reinigung phosphatreicher Nahr-
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16sungen mit der Al,O,-Methode werden nun aber die Phosphate ausgefillt.
Es war deshalb zu priifen, ob solche Nahrlésungen (Nahrlgsung B) mit der
Extraktionsmethode von Spurenelementen befreit werden konnen.

Die Extraktionsmethode beruht darauf, daB gewisse organische Verbindungen mit
Metallionen innere Komplexsalze bilden konnen, welche in Wasser praktisch unloslich,
in organischen, mit Wasser nicht mischbaren Losungsmitteln jedoch I8slich sind. Hier-
fiir werden vor allem die Reagenzien Diphenylthiocarbazon (Dithizon) und 8-Oxy-
chinolin (Oxin), einzeln oder in Kombination, verwendet. In definierten pH-Bereichen
koénnen mit diesen Verbindungen alle Metallionen, welche erwiesenermafien Spuren-
elementcharakter besitzen, erfalt werden (KocE und Di#pic 1957 b).

Die praktische Durchfithrung geschah in Anlehnung an Kocr und D#p1o (1957 b):
1 Liter des zu reinigenden Mediums wird auf das gewiinschte pH eingestellt und in
einem 2-Liter-Scheidetrichter aus Pyrex-Glas nach Zusatz von je 20 ml der Oxin- und
Dithizonlosung wihrend 1—2 Minuten kriftig geschiittelt. Nach der Phasentrennung
wird die Extraktion bei gleichem pH mindestens noch zweimal wiederholt. Man iiber-
zeugt sich dann, ob das Chloroform beim Nachwaschen den reinen griinen Farbton
der Dithizonlosung aufweist. Jede Abweichung vom Farbton der verdiinnten Dithizon-
Iosung deutet auf eine unvollstindige Extraktion hin. Hierauf wird ein anderes er-
wiinschtes pH eingestellt und wiederum so oft extrahiert, bis die Chloroformphase
griin bleibt. SchlieBlich wird auf pH 6,0 eingestellt und der Uberschuff an Oxin und
Dithizon, sowie eventuell noch vorhandene Oxychinolate und Dithizonate durch
dreimaliges Ausschiitteln mit je ca. 25 ml Chloroform beseitigt. Um das in der Nahrlosung
enthaltene Chloroform entweichen zu lassen, wurde jeweils beim Autoklavieren mit
dem Schlieflen des Autoklavventils etwas zugewartet.

R\ea,genzien:

Oxin p. a., 0,19, in CHCl,.

Dithizon p. a., 0,05% in CHCI,.

Chloroform: Zur Herstellung der Reagenzlosungen wurde die Qualitit p. a. ver-
wendet. Das Nachwaschen der extrahierten Nahrlosungen erfolgte mit bidestilliertem
Chloroform, welches durch Regenerierung der Abfille gewonnen wurde (vgl. Iwax-
TSCHEFF 1958).

Ammoniak: konz. p.a. Ammoniak wird 1:1 mit bidest. Wasser verdiinnt und
zweimal am Vakuum destilliert (Hartglasapparatur). Das entwickelte NH,-Gas wird
in Waschflaschen aus Jenaer G 20-Glas eingeleitet, welche eisgekiihltes bidestilliertes
Wasser enthalten. .

Salzsdure: p. a. HCl konz. wird 1: 1 mit bidest. Wasser verdiinnt und zweimal in
einer Hartglasapparatur redestilliert.

Die giinstigsten pH-Bereiche zur Komplexbildung der einzelnen Spuren-
elemente gehen aus den Angaben von SaANDELL (1954) und IWANTSCHEFF
(1958) hervor. Mit Nahrlésung B konnten fiir Fe und Mn optimale Reaktions-
werte nicht eingestellt werden, da oberhalb pH 6,5 Ausfillungen einsetzten.
Zur Entfernung von Zn und Cu ist es nicht notwendig, tiefer als pH 5 zu
gehen. Dem fiir die Extraktion moglichen pH-Bereich waren also von vorn-
herein recht enge Grenzen gesetzt.

In einem Versuch eollte abgeklirt werden, ob es von Vorteil ist, inner-
halb des moglichen pH-Bereiches bei verschiedenem pI zu extrahieren,
oder ob eine wiederholte Extraktion bei einem bestimmten pH ebenso wirk-
sam ist.

Folgende Extraktionen wurden verglichen:
a) Nahrlosung B je 4 mal extrahiert bei pH 6,5, 5,0, 6,0,

b) ’s ,» 5 Dmal extrahiert bei pH 6,5,
c) v 5 5 5 mal extrahiert bei pH 6,0,
d) ss s 5 O mal extrahiert bei pH 5,5.

Die Nullwerte dieser Varianten sind in Tab. 12 zusammengestellt.
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Tab. 12 Wirksamkeit der Extraktionsmethode bei ver-
schledenem pH

Variante | Nullwerte fiir MTG
| 0 Zn Fe Cu Mn

mg /25 ml 82 85 704 321 686 76,0

a 5% L= — 40 0,6 23 2,4
o MTG | 108 1L2 92 42 90 100

mg/25 ml 82 9,1 743 393 965 | 97,5

b sx —  — 41 09 44 3,4
o, MTG 84 93 76 40 99 100

mg/25ml | 92 98 882 40,6 925 93,6

o sx — — L1519 45 1,9
% MTG 98 10 94 43 98 100

| mg/25ml 7.2 61 986 445 101,01 | 104,7

d st — = 27 50 26 1,0
| % MTG 76 94 42 97 100

Rulturdauer 8 Tage, A. oryzae, Durchschnitt aus vier Parallelen, Nahrlosung B.

Besprechung der Ergebnisse von Tab. 12. Die Ex-
traktion bei einem bestimmten pH (Var. b, ¢, d) ist im.allgemeinen ebenso
wirksam wie Extraktionen bei verschiedenem pH (Var. a). Zn und Cu lassen
sich bei allen Varianten gut extrahieren. Fiir das Fe ist die Extraktion bei
pH 6,5 (Var. b) wirksamer als bei tieferen pH-Werten. Obwohl auch in
Variante a bei pH 6,5 extrahiert wurde, betrigt der relative Nullwert fir
Fe hier 929, gegeniiber nur 769 in Variante b, was wohl auf die Einschlep-
pung dieze* Spurenelements mit NH; und HCI zuriickzufiihren ist. Fiir das
Mn ist die Extraktion in diesem pH-Bereich nicht wirksam.

In den folgenden Versuchen mit Nahrlosung B wurde lediglich wieder-
holt bei pH 6,0 extrahiert. Durch sorgfiltigere Phasentrennung, sowie
durch Nachwaschen mit Chloroform nach jeder Extraktion lieBen sich bei
pH 6,0 auch die Fe-Nullwerte noch weiter senken.

8. Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Reini-
gungsmethoden

Verschiedene Autoren empfehlen, die Kohlenhydrate getrennt von den
itbrigen Bestandteilen einer Néhrlosung mit Ionenaustauschern von Spuren-
elementen zu reinigen (Nicuoras 1950, PErLmaN 1945, Perivan 1949, Rocn-
Forp und Manpir 1953, McLeop und SyeLi 1950, TomuinsoN et al. 1951,
Warker 1953).

~ Zur Priifung dieser Methode im Vergleich mit der Extraktions- und
Al,0,-Methode wurden folgende Varianten angesetzt:

a) Gesamte Nihrlosung durch Extraktion mit Dithizon und Oxin bei pH 6,0 ge-
reinigt.

b) Anorganische Salze wie unter a) durch Extraktion gereinigt.
Glucose als 4 proz. Losung iiber eine Sdule von Dowex 50, H-Form, per-
koliert. (Zur Uberfilhrung des Austauschermaterials in die H-Form wurde
bidest. HCI benutzt. Die Siaule wurde bis zur Chlorfreiheit mit bidest. Wasser
gewaschen. Die ganze Apparatur war aus Pyrex-Glas.)

5 Zweite Abt. Bd. 114.
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. ¢) Glucoseldsung (4%,) und anorganische Salze werden getrennt mit je 5 g Al,0,/
500 ml autoklaviert (Glucoseldsung bei pH 7,5, Losung anorganischer Salze bei
pH 6,8, um allzu groBe Phosphatausfallungen zu vermeiden).

Die Nullwerte fiir 4. niger und A. oryzae sind in Tab. 13 zusammengestellt.

Tab.13. Vergleich der Wirksamkeit verschiecdener Reinigungs-
‘ ' methoden

a) Extraktion, b) Ionenaustauscher/Extraktion, c) ALO,.

Te'St" ‘ Variante Nullwerte fiir MTG
orgamsmus O Zn PFe Cu Mn
A. niger mg/25 ml 50 53 1353 91,2 1203 156,0
a sx —_ - 4,8 5,3 2,4 4,8
o, MTG | 32 34 8 58 77 100
mg/25 ml 7.9 7,3 1757 1169 161,9 171,56
b Sx —_— — 3,7 16,0 1,0 0,5
(70 MTG 46 43 102 68 94 100
mg/25 ml 45 58 526 92,5 98 114
¢ Sx —_ - 55 10,0 6,7 1,1
0/0 MTG 4,0 51 46 81 86 - 100
A. oryzae mg/25ml | 12,8 83 47,3 56,8 99,5 87,3
a sx —_ — 4,0 L7 1,5 1,5
0/0 MTG 14,7 95 542 650 114 100
mg/25ml | 10,5 9,8 120,2 78,2 1455 123,3
b 8x — - 2,1 3,2 1,0 0,8
% MTG 85 80 975 634 1180 100
mg/25ml | 7,9 8,6 13,1 86,5 103,6 108,9
[ Sx . — — — 0,7 0,4 1,9
% MTG 73 79 12,0 79 95 100

Medium: 20.g Glucose, 10 g Na,HPO, - 2 H,0, 10 g KH,PO,, 1,2 ¢ NH,NO,, 0,3 g
MgSO, - 7H,0 pro Liter. Kulturdauer 7 Tage. Durchschnitt aus drei Parallelen.

Besprechung der Ergebnisse von Tab. 13

1. Das Zink ist, praktisch ohne Unterschiede, mit allen Varianten leicht
zu beseitigen.

2. Das Eisen wird unterschiedlich entfernt; am wirkungsvollsten ist
die Al,0,-Adsorption mit relativen Nullwerten von 469} fiir 4. niger
und 129 fiir A. oryzae. An zweiter Stelle folgt Dithizon-Oxin-
Extraktion mit relativen Fe-Nullwerten von 869 fiir A. niger und
459, fiir A. oryzae. Die Kombination Ionenaustauscher/Extraktion
ergibt keinen guten Reinigungseffekt, denn es wird 100 proz. Wachs-
tum erreicht. Als einzige Wirkung war spirlichere Konidienbildung
zu beobachten.

3. Die Cu-Nullwerte fallen bei der Al,0,-Methode héher aus als in den
beiden anderen Varianten. Extraktion und Ionenaustauscher/Extrak-
tion sind in jhrer Wirksamkeit zur ‘Entfernung von Cu einander
ebenbiirtige Methoden. ’ ; _

4. Gemessen am Bedarf von A. niger wird das Mn am besten durch
Extraktion entfernt (77 %), gefolgt von Al,0;-Adsorption (869;) und
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Kombination Ionenaustauscher/Extraktion (949,). Bei 4. oryza¢ 148t
sich das Mn durch keine der drei Varianten so weit entfernen, daB
ein Mangel sichtbar wird.

Aus dem. Vergleich der Nullwerte fiir die beiden Organismen bei jeweils
gleicher Reinigungsmethode lassen sich Unterschiede im Bedarf fiir einzzIne
Spurenelemente feststellen:
1. A. niger bendtigt mehr Zink als 4. oryzae. Die relativen Zn-Nullwerte
betragen durchschnittlich 4 94 fiir 4. niger, fiir 4. oryzae hingegen 8.

2. Der Bedarf an Eisen ist fiir 4. oryzae grofer als fir 4. niger, denn
der relative Fe-Nullwert betrdgt z.B. in Variante ¢ nur 129/ fiir
A. oryzae, fir A. niger dagegen 469,.

3. Betreffend Cu-Bedarf lassen sich keine Unterschiede feststellen.

4. A. niger bendtigt mehr Mn als A. oryzae.

Bei der Reinigung der C-Quelle mit Dowex 50 (Var. b) fallt vor allem
der hohe Fe-Nullwert auf. Dieses Ergebnis stimmt mit Angaben von Peri-
MAN (1945) iiberein, wonach es schwierig sein soll, Lésungen durch Perko-
lation iiber einen Kationenaustauscher in der H-Form von Fe-Tonen zu
befreien. Er schligt deshalb vor, zur besseren Entfernung von Fe den Aus-
tauscher erst in der Mg-Form und anschliefend in der Na-Form zu beniitzen.

P. Enzymatische Akfivititsmessungen

1. Bestimmung der dextrinogenen Aktivitit

Es wurde zur Aktivititsbestimmung die modifizierte Wohlgemuth-
Methode nach MryraTu (1957 a) benutzt.

In ein dickwandiges Reagenzglas werden 20 ml 1 proz. Stirkelosung gegeben und
in einem Wasserbad auf die gewiinschte Temperatur gebracht (20° C). 10 mi einer eben-
falls auf 20° C temperierten Enzymlosung werden hinzupipettiert und gut mit der Starke-
losung vermischt. In bestimmten Zeitabstinden, welche sich nach der Aktivitat der
Enzymlosung richten, wird 1 ml der Reaktionsmischung zu 5 ml einer verdiinnten Jod-
losung pipettiert und die sich entwickelnde Farbung mit einem Farbstandard verglichen.
Die Reaktion wird so lange verfolgt, bis die Jod-Stirkefirbung dem gewéhlten Farb-
standard entspricht. Die hierfiir bendtigte Zeit wird als Dextrinisierungszeit (t) be-
zeichnet.

Reagenzien:

Vorratsjodlosung: 11 g Jod und 22 g Kaliumjodid werden in 500 ml Wasser gelist.

Verdiinnte Jodldsung: 2 ml der Vorratsjodlosung werden mit 20 g Kaliumjodid
in 500 ml Wasser geldst. .

Farbstandard: 20 g CoCl, - 6 H,0 und 3 g K,Cr,0, werden mit 10 ml 0,1 n HCl
zu 100 ml Wasser gelost.

Starkelosung: 10 g losliche Analarstirke werden in wenig Wasser zu einem Brei
angerithrt und quantitativ zu ca. 750 ml siedendem Wasser gegeben. Nach 10 miniitigem
Kochen wird sofort abgekiihlt, mit 150 mi 2 n NaOH versetzt, das pH mit 2 m Zitronen-
saure auf 5,0 eingestellt und die Losung mit dest. Wasser auf 1 Liter aufgefiillt.

In Abidnderung der Vorschriften von MeyraTa wurde das pH der Stirke-
losung auf 5,0 eingestellt, nachdem sich gezeigt hatte, daB bei diesem pH
eine optimale Dextrinisierungszeit erreicht wird. Um ein pH von 5,0 im
Reaktionsgemisch zu erreichen, muBite die Stirkelosung stirker gepuffert
werden. i

Die Angabe der dextrinogenen Aktivitit erfolgt in Einheiten nach Mey-
RATH durch die Umrechnung: cd =1/t x 1000, wobei t die Dextrinisierungs-
zeit in Minuten bedeutet. Sie gibt unmittelbar ein Bild von der Enzym-

5%
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konzentration im untersuchten Substrat, da MuvraTu nachgewiesen hat,
daB zwischen dem reziproken Wert der Déxtrinisierungszeit und der Enzym-
konzentration Linearitdt herrscht. Als spezifische dextrinogene Aktivitit
gilt in der Folge der Quotient:

ed

MTG

wobei MTG das Myzeltrockengewicht pro 25 ml Néhrlosung bedeutet. Mit
der beschriebenen Art der Aktivititsbestimmung wird hauptsiichlich die

Cd

400

200

1 It " It

3. 4. 5 6 2

Abb. 1. Abhingigkeit der dextrinogenen Aktivitat eines Kulturfiltrates von 4. oryzae
vom pH des Reaktionsgemisches (Enzymlosung + Stirkeldsung)

a-Amylase erfallt, welche an beliebigen Stellen des Stirkemolekiils die a-1,4-
Bindungen spaltet unter Bildung niedermolekularer Dextrine.

a) Bestimmung der extrazelluliren dextrinogenen Aktivitit
Das vom Myzel befreite Kulturfiltrat stellt die Enzymlosing dar.

b) Bestimmung der intrazelluliren dextrinogenen Aktivitdt

Das Myzel wird wie iiblich mit einem Gazetuch iiber eine Porzellannutsche vom
Substrat abfiltriert, mit 5—6 Giissen dest. Wasser gewaschen und jedesmal griindlich
ausgeprelit. : .

Das feuchte Myzel wird hierauf vorerst grob in einem Morser zerrieben und an-
schlieBend in einem Potter-Elvehjemkolben mit Eiskiihlung bis zur Zellfreiheit auf-
geschlossen (mikroskopische Kontrolle). Die Myzeltrimmer werden in 25 ml dest. Wasser
aufgeschwemmt und, nach 24 stiindiger Aufbewahrung bei 0° C, zentrifugiert. 10 ml des
tiberstehenden Eluats werden als Enzymlosung zur Bestimmung der intrazelluliren
Aktivitat verwendet. Durch Aufbewahren der Myzeltriimmer unter Toluolzusatz (Huco
1954) wurde keine hohere Ausbeute an intrazellulirer Amylase erzielt. Selbst wenn
die zentrifugierten und gewaschenen Myzeltriimmer nochmals mit dem Potter-Elvehjem-
kolben zerrieben und neuerdings mit dest. Wasser eluiert wurden, konnte keinc Rest-
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aktivitit mehr ermittelt werden. Man kann also annehmen, dall mit der beschriebenen
Methode die. intrazellulire dextrinogene Amylase quantitativ erfalt wird.

2. Bestimmung der proteolytischen Aktivitat

Die Aktivititsmessung proteolytischer Enzyme kann auf sehr unter-
schiedliche Weise durchgefiihrt werden (Ubersicht: Bayany und MyrBACK
1941, Corowick und Karran 1957).

Es seien einige Methoden aufgezihlt, die schon zur Bestimmung von
Proteasen der A. flavus-oryzae-Gruppe verwendet wurden:

Viskosimetrische Verfolgung des Gelatineabbaues (MAXwELL 1950, 1952, DWORSCHACK
et -al. 1952, Kivicar 1954). Acidimetrische Bestimmung der bei der Hydrolyse von
Gelatine oder Casein freigesetzten Carboxylgruppen (PECHMANN 1951, DWORSCHACK
et al. 1952). Nephelometrische Bestimmung des nichtabgebauten Caseins (DWORSCHACK
et al. 1952). Bestimmung des beim Caseinabbau in Trichloressigsdure loslich gewor-
denen Stickstoffs (PECHMANN 1951). Kolorimetrische Bestimmung der beim Casein-
abbau in Trichloressigsiure loslich gewordenen aromatischen Aminosiduren mit dem
Phenolreagens nach ForLin und CrocALTEAU (ANsoN 1938, PECHMANN 1951, NAKANISHI
1959).

Die zuletzt erwihnte Bestimmungsmethode wurde fiir die eigenen Unter-
suchungen gewihlt, nachdem Vorversuche gezeigt hatten, daB gut reprodu-
zierbare MeBergebnisse erzielt werden koénnen.

Reagenzien: 1 g Casein nach Hammersten (Merck) werden in 100 ml m/15 Phosphat-
puffer nach Sorensen (pH 6,7) suspendiert und 20 Min. im siedenden Wasserbad er-
hitzt. Nach dem Abkiihlen wird auf 100 ml ergénzt.

Phenolreagens: In einem 1500-ml-Kolben werden 100 g Na,WO,-2H,0, 25 g
Na,MoO, - 2 H,O gelést in 700 ml Wasser, mit einem Gemisch von 50 ml 85 proz. H,PO,
und 100 ml konzentrierter HCI versetzt und wihrend 10 Std. am RiickfluB gekocht.
Hierauf werden 150 g Li,SO,, 50 ml Wasser und ein paar Tropfen fliissiges Brom hinzu-
gegeben und nochmals ohne RiickfluBkithler 15 Min. gekocht, um das iberschiissige
Brom entweichen zu lassen. Nach dem Abkiihlen wird auf 1 Liter verdiinnt und filtriert.
Das Reagens soll keinen griinen Farbton aufweisen und muBl in gut verschlossener
dunkler Flasche aufbewahrt werden.

Durchfihrung der Aktivitdtsmessung:

5 ml 1 proz. Caseinlésung werden im Wasserbad bei 20° C mit 2 ml der Enzym-
losung versetzt und gut gemischt. Die Reaktion wird nach 1—2 Std. durch Zugabe von
10 ml 5 proz. Trichloressigsdure unterbrochen. Nach kraftigem Schiitteln wird das Ge-
misch iiber ein Faltenfilter filtriert. .

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben gibt man dann 5 ml des Filtrats, 10 ml 0,5 n
NaOH und unter Schiitteln 3 ml des 1: 3 mit Wasser verdiinnten Phenolreagens. Die -
sich bildende blaue Farbe wird nach 10 Min. gegen eine Vergleichslosung bei 660 myu
kolorimetriert.

Vergleichslésung: Zu 5 ml Caseinlosung werden 10 ml Trichloressigsiure
und anschlieBend 2 ml Enzymlosung beigefiigt, das Gemisch gut geschiittelt und filtriert.

Nach J. R. Spres (zit. in CoLowick und KapLax 1957) ergibt sich bei der kolori-
metrischen Bestimmung von reinen Tyrosin- und Tryptophanlosungen eine lineare
Bezieh}lng zwischen molarer Konzentration der Aminosduren und Extinktionswert
(log 1,/I). ) ) '

Die proteolytische Aktivitit des Pepsins wird von Anson (1938) in Tyrosiniqui-
valenten ausgedrickt. NaraxNisur (1959) gibt die Aktivitit der Proteasen von 4. oryzae
in Extinktionswerten an.

In der vorliegenden Arbeit gilt als AktivititsmaB der Extinktionswert
log I,/1, der sich bei der Bestimmung des Trichloressigsiurefiltrats mit dem
Folin-Ciocalteau-Reagens ergibt.

Die Beziehung zwischen Extinktionswert und Konzentration des Tri-
chloressigsdurefiltrates aus zwei Fermentansitzen mit Kulturfiltraten von
d. oryzae als Enzymlosungen zeigt Abb. 2. Der Konzentration 5 entspricht
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das unverdiinnte Trichloressigsdurefiltrat aus dem Fermentansatz (5 ml).
Die Konzentrationen 4, 3, 2, 1 stellen entsprechende Verdiinnungen des glei-
chen Filtrates dar.

Aus Abb. 2 geht hervor, daf zwischen der Konzentration der nach dem
enzymatischen Caseinabbau mit Trichloressigsdure nicht mehr fillbaren
Spaltprodukte (Aminosduren und Peptide) und dem Extinktionswert Linea-
ritdt besteht, sofern ein Extinktionswert von 1,0 nicht tiberschritten wird.

loglo/1 I
I
1.2
0.8 r
04 r
) I [ 1 1
1 2 3 4 5 Konz.

Abb. 2. -Abhingigkeit der Extinktion log I,/I von der Konzentration der beim enzy-
matischen Caseinabbau mit Enzymlésungen von A.oryzae erhaltenen Tri-
chloressigsaurefiltrate

" Es sei noch erwihnt, daB 1,6 — 102 miq. Tyrosin einem Extinktionswert
von 0,7 entsprechen (eigene Bestimmung).

Abb. 3 zeigt die Beziehung .zwischen Enzymkonzentration und Ex-
tinktion. Zur Aufnahme dieser Eichkurve wurde ein Kulturfiltrat von
A. oryzae auf Pepton als N-Quelle verwendet. Die Einwirkungszeit des Fer-
mentansatzes betrug 2 Std. Zwischen Enzymkonzentration und Extinktion
besteht also Linearitit, sofern ein Extinktionswert von 0,7—0,8 nicht iiber-
schritten wird. Bei den Aktivititsmessungen von A. oryzae-Kulturfiltraten
(Nédhrlésung B) wurde der genannte Extinktionswert in 2 stiindiger Ferment-
einwirkung nur mit wenigen Ausnahmen iiberschritten. Die Extinktions-
werte stellen demnach ein direktes MaB der Enzymkonzentration dar. Fiir
hohere Extinktionswerte kann die entsprechende Enzymkonzentration aus
Abb. 3 ermittelt werden.

Tab. 14 gibt Extinktionsmessungen bei verschiedenem pH im Reaktions-
gemisch wieder und zeigt, da die proteolytische Aktivitit eines Kultur-
filtrates von A.oryzae innerhalb eines pH-Bereiches von 5,7—7,7 praktisch
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konstant ist. Auflerhalb des aufgefiihrten pH-Bereiches wurden keine Akti-
vitdtsmessungen ausgefiihrt, da die Caseinlésung Tendenz zur Ausflockung
zeigte. -

DaB die proteolytische Aktivitit keine pH-Abhiingigkeit erkennen li8t,
deutet auf das Vorhandensein mehrerer Proteasen hin. Nach Angaben der

loglof!

1.6}
1.4}
12}
10}
08}
06}
0al

02}

| 3 1 1

1245 8 16 32 64
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Abb. 3. Beziehung zwischen Extinktion und Konzentration einer Enzymlosung von
A. oryzae nach 2 stiindiger Reaktionszeit

Tab. 14. EinfluBB des pH auf die proteolytische Aktivitit
(log I,/I) eines Kulturfiltrates von 4. oryzae

pH im Reaktionsgemisch

Einwirkungszeit (
: I 5,7 6,5 6,7 7,2 7,7

!
30 Min. 1 0,18 0,19 0,18 0,17 0,17
60 Min. ) 0,36 0,40 0,37 0,36 0,36

Literatur ist dies in Kulturfiltraten von 4. oryzae auch zu erwarten. Max-
weLL (1952) stellte auf einem modifizierten Raulinnihrboden ein Gemisch
von drei Proteasen fest mit Aktivitdtsoptima bei pH 4,5, 6,0—7,0 und 8,5.
GiLLespIE et al. (1952) konnten in einem Kulturfiltrat von A. oryzae vier
verschiedene Fraktionen mit proteolytischer Aktivitdt durch Papierchromato-
graphie trennen.



72 Karl Steiner,

E. Einfluf} von pH und N-Quelle auf die Bildung dextrinogener Amylase

1. Literatur

Nach Miuasar und TATsumI (1954) produziert 4. oryzae mehr Amylase auf NH,CI,
(NH,),S0, oder Tyrosin als auf NaNO,. ST{rxa (1955) hingegen erreichte hohere Amy-
laseausbeuten mit NalNO, als mit (NH,),S0,. Aus den Untersuchungen von FENIKsOVA
(1957) und SmirxNov (1958) geht hervor, daBl priméar die durch Verwendung verschiedener
N-Quellen hervorgerufenen pH-Anderungen' die Amylaseausbeute beeinflussen. FENIK-
sova (1957) stellte fest, dal auch das Verhéltnis zwischen intra- und extrazellulirer
Amylaseausbeute vom pH der Nahrlosung abhingig ist. So betrug in ihren Versuchen
die_extrazellulire amylolytische Aktivitit nur 239, der Gesamtaktivitit (Kulturfiltrat
+ Myzel), wenn das pH einer Czapek-Nihrlosung mit NaNO, wihrend der Inkubation
von 6,7 auf 7,2 anstieg. In der gleichen mit m/15 Phosphat auf pH 6,2 gepufferten
Nahrlosung betrug die extrazellulire amylolytische Aktivitit 859, bei verdoppelter
Gesamtaktivitét. '

Aus obigem ergibt sich, daB bei Untersuchungen iiber den Einflufl
verschiedener N-Quellen auf die Bildung amylolytischer Enzyme das pH
der Nihrlosung im Verlauf der Kulturdauer konstant gehalten werden muB.

Die eigenen Untersuchungen umfassen: Den EinfluB des pH der Nihr-
losung auf Bildung und Stabilitit extrazellulirer amylolytischer Enzyme,
sowie den Einflu verschiedener N-Quellen auf die Bildung extrazellulirer
amylolytischer Enzyme bei konstantem pH.

2. EinfluBB des pH der Nihrlosung auf die Bildun
extrazellulirer dextrinogener Amylase -
Nihrlosung: 20 g Dextrin, 18 g KH,PO,, 22 g Na,HPO,, 1,8 g NH,NO,, 0,5 g
MgS80,+ 7H,0 oder 1 Liter mit Leitungswasser. pH mit 6 n HCI bzw. 309, NaOH
eingestellt.

MTG }
mg/25ml pH
7.0
110 } gg
100 | 6.0
90}
30}
70}
60 }
50 |

- 3 4 5 6 7 Talge

Abb. 4 a. Einflu des pH der Néhrlosung auf die Bildung dextrinogener Amylase
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Abb. 4 a zeigt, daB die Bildung extrazellulirer "Amylase im Bereich
von pH 5,5—7,0 mit steigendem pH abnimmt. Die Aktivititsabnahme von
pH 5,5 auf 7,0 betrigt rund 509, wihrend der Myzelertrag in diesem pH-
Bereich praktisch unverindert bleibt (Abb. 4 b).

Ein weiterer Versuch ergab, daf bei pH 7,5 und 8,0 keine weitere Ab-
" nahme. an extrazellulirer dextrinogener Amylase eintritt, sondern daB} im

pH
55
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Abb. 4 b. Einflul des pH der Néhrlosung auf die Myzelbildung

Gegenteil eine leichte Zunahme gegeniiber pH 7,0 zu beobachten war. Bei
einem pH der Nihrlosung von 5,0 betrug die nachweisbare Amylase nur
noch 259 decjenigen bei pH 5,5. In einer weiteren Variante mit eingestelltem
pH 4,0 konnte im Kulturfiltrat praktisch keine Aktivitit mehr festgestellt
werden.

3. Einflull des pH auf die Stabilitdt dextrinogener
Amylase
Auf Grund obiger Ergebnisse wurde der EinfluB des pH auf die Stabi-
litit der dextrinogenen Amylase untersucht.

Ein Kulturfiltrat bekannter Aktivitidt wurde mit NaOH oder HCl auf das ge-
wiinschte pH eingestellt und davon je eine Serie bei 0° C und 25° C aufbewahrt.
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Nach bestimmten Zeitintervallen wurde die Aktivitit gemessen. Die Ergebnisse
sind in Tab. 15 zusammengestellt.

Tab.15. Aktivitdtsabnahme einer Amylaseldsung
(Kulturfiltrat) in Funktion von Zeit, Temperatur und pH
(Restaktivitdt in 9 der Ausgangsaktivitit)

Temperatur pH Zeit in Tagen
1 3 7
00 C 4,5—9,0 100 100 100
4,0 84 66 60
250 C 5,5—9,0 100 100 —
5,0 86 68 —
4,5 67 48 —
4,0 9 0 —

Tab. 15 zeigt, dal die Amylase bei 25° C (Bebriitungstemperatur) unter-
halb pH 5,5 inaktiviert wird. Nach 24 Std. betrigt die Aktivitdtsabnahme
bei pH 5,0 149, nach 3 Tagen 329,. Nach 3 Tagen betrigt der Aktivitits-
verlust bei pH 4,56 529, bei pH 4,0 1009;. Die gebildete Amylase bleibt
bei 25° C im pH-Bereich 5,5—9,0 stabil.

Bei 0° C bleibt die Amylase noch bei tieferem pH stabil als bei 25° C.
Im pH-Bereich 4,5—9,0 1aBt sich wihrend 7 Tagen kein Aktivitdtsverlust
feststellen. Bei pH 4,0 betrigt die Aktivitdtsabnahme nach 7 Tagen 409.

Die Ergebnisse iiber den EinfluB des pH auf die Stabilitit der Amylase
in Kulturfiltraten von A. oryzee zeigen, dafl in Kulturversuchen ein pH
von 5,5 nicht unterschritten werden darf.

4. EinfluBl verschiedener N-Quellen auf die Bildung
extrazelluldrer dextrinogener Amylase

In den folgenden Versuchen wurde die Nahrlosung mit Na,HPO, -2 H,0 und
KH,PO, so stark gepuffert, daB das pH im Verlauf der Kulturdauer konstant blieb.
Es hatte sich zwar gezeigt, daB mit pH 5,5 der Nahrlosung die hochsten Amylaseaus-
beuten erreicht werden ; da jedoch bei pH 5,5 zur pH-Konstanthaltung betrachtlich hhere
Mengen an Phosphatsalzen notwendig sind als bei pH 6,0 (bei pH 6,0 ist die Puffer-
wirkung der Phosphatsalze besser), wurde ein Kultivierungs-pH von 6,0 gewahlt,
und die Nahrlosungen wurden jeweils mit 6 n HCl auf diesen Wert eingestellt.

In einem ersten Versuch wurden (NH,),S0,, (NH,),HPO, und NH,NO,
verglichen. Die Ergebnisse sind in Tab. 16 zusammengestellt.

Tab. 16. EinfluB verschiedener Ammonsalze auf Wachstum
und Bildung extrazellularer Amylase

\ N-Quelle | o
(NH,),80, | (NH,),HPO, NH,NO,

It :
Ko (“1‘:;1:,;;”\| MTG od | MTG  od | MIG od

2 1 10,2 9,0 L5

57 545 | 508 430 | 541 364
661 924 | 682 924 | 69,0 752
| e84 1000 | 707 1000 | 690 800
70,3 1000 | 744 1090 | 656 856
631 1000 | 67,0 1090 | 67.6 924
507 1090 | 67.9 1090 | 69,5 924

Nahrlésung B, Durchschnitt aus zwei Parallelen, N-Gehalt {iberall entsprechend
1,5 g (NH,),S0,/Liter.

W TUUH W
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Aus Tab. 16 geht hervor, daBl mit NH,NO, die extrazellulire Amylase-
ausbeute um 159 niedriger ausfillt als mit (NH )e50, und (NH,),HPO,.
Die beiden letzteren N-Quellen ergeben unter sich glelche Amylaseausbeute

In Tab. 17 sind-die Amylaseausbeuten mit NH,NO,, NH ,CONH,, Pepton
und Glutaminsdure dargestellt.

. Tab.17. EinfluB einiger N-Quellenauf Wachstum und Bildung
extrazelluliarer dextrinogener Amylase

N-Quelle ) ‘ NH,NO, Pepton 1 Glutaminsiure
} ‘
MTG in mg pro 25 ml | ‘ | ' ‘
Medium . . . . . . : 163,2 188,6 161,0 - 220,0
ed. .. ..., 600 ! 312 105 330
cd/MTG . . . . . . 3,7 | 1,65 0,65 1,5

. Durchschnittswerte aus zwei Parallelen. Nahrlosung: 20 g Glucose, 40 g KH,PO,,
6 g Na,HPO, - 2 H,0, 0,5 g MgSO0, - 7H,0, pH = 6,0. N-Gehalt iiberall entsprechend
2,0 g (NH,),50,/Liter.

Tab. 17 zeigt, daBl hier mit Ammonnitrat die hochste Amylaseausbeute
erreicht wird. Mit Harnstoff und Glutaminsiure betrigt die Amylaseausbeute
nur 5095, mit Pepton sogar nur 189 derjenigen von NH,NO,.

In einem weiteren Versuch mit verschiedenen Néahrlésungen zeigte sich,
daB durch Erhohung der Peptonkonzentration die Amylaseausbeute gestei-
gert werden kann und sogar diejenige von Ammonphosphat iibertrifft (Tab. 18).

Die folgenden Medien wurden miteinander verglichen:

a) Maltose . . . . . . . .. 16 ¢
KH,PO,. . . . .. . .. 20 ¢
Na,HPO,-2H,O0 . . . . . 20 g
(NH),HPO, . . . . . . . 1,6 g
MgSO, . . .. ... .. 04 ¢

ad 1 Liter mit dest. Wasser
b) wie a), aber 0,5 g Pepton
statt (NH,),HPO,

¢) Maltose . . . . . . . .. 8 g
KH,PO,. . . . . . . .. 20 g
Na,HPO,-2H,0 . . . . . 20 g
Pepton . . . . . .. .. 10 g
MgSO, . ... .. ... 0,4 g

ad 1 Liter mit dest. Wasser
d) wie ¢), aber 10 g Casein- Hammarsten
an Stelle von Pepton
Das pH wurde iiberall mit 5n HCl auf 6,0 emgestellt
Allen Varianten wurden 400 ¢ Zn, 400 y Fe, 40 y Cu und 20 y Mn zugesetzt.

Tab. 18. EinfluB verschledener Nahrlosungen auf Wachstum
und Bildung dextrinogener Amylase

Kulturdauer (Tage)
Medium 4 | 5 ' 6 ‘ 10
| MTG [ MTG MTG ed | MTG cd
i | ‘
a 824 110,9 ' 124,2 706 109,0 750
b 70,4 “ 88.5 94,1 250 106,5 316
c 61,8 81,4 90,4 1330 78,4 1330
d 42,1 ; 80,1 95,9 800 . 118,0 1000

Durchschnitt aus zwei Parallelen.
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Besprechung der Ergebnisse von Tab. 18. Die Amy-
laseausbeute ist bei gleicher N-Konzentration mit Pepton (b) geringer als
mit (NH,),HPO, (a). Wird die Maltosegabe reduziert und durch annihernd
die gleiche Menge Pepton ersetzt (c), so ergibt sich eine um 809 erhohte
Amylaseausbeute gegeniiber Medium a. Wird Maltose in gleicher Weise
durch Casein ersetzt (d), so fillt die Amylaseausbeute, verglichen mit (c)
niedriger aus, ist aber immer noch héher als in Medium (a).

Die Untersuchungen waren deshalb von Interesse, weil mit Pepton als
N-Quelle geringere pH-Anderungen in der Nihrlésung auftreten als mit
(NH,),HPO, und demzufolge weniger Phosphatsalze zugesetzt werden miissen,
um pH-Konstanz zu gewihrleisten. Wie bereits erwihnt, ist eine moglichst
geringe Pufferung im Hinblick auf die Reinigung von Néhrlésungen nach
der Extraktionsmethode wiinschenswert, damit ohne allzu groB8e HCl- oder
NH;-Zusidtze bei verschiedenem pH extrahiert werden kann. Durch die
hohen Peptongaben wird jedoch die Viskositit der Nihrlosung erhoht, was
zu starker Schaumbildung beim Schiitteln fiihrt, so daB eine ‘gute Phasen-
trennung auch bei lingerem Stehenlassen nicht erreicht und eine wirkungs-
volle Extraktion unméglich wird.

Na-Zitrat, welches in dem fiir die Amylasebildung erwiinschten pH-
Bereich eine groBere Pufferkapazitit aufweist als Phosphate gleicher molarer
Konzentration, erwies sich deshalb als ungeeignet, weil es bei der Extraktion
einen geringeren Reinigungseffekt ergibt. " Offenbar hat- Zitrat ein groBeres
Komplexbildungsvermogen fiir Spurenelemente als Phosphat. Zudem kann
Zitrat als C-Quelle dienen, so daB8 nach Abbau der Haupt-C-Quelle ein zu-
sitzliches Wachstum, verbunden mit starkem pH-Anstieg, eintritt.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde fiir die Untersuchungen iiber Spuren-
elementeinflisse auf die Amylasebildung (NH,),HPO, als N-Quelle und
Phosphat zur Pufferung verwendet (vgl. Nahrlésung B). '

III. Einflu von Spurenelementen auf Wachstum und Enzymbildung
von Aspergillus oryzae
1. Ubersicht

Die Untersuchungen umfassen die Elemente Zn, Fe, Cu, Mn und Mg.
Der Einflu} einzelner Spurenelemente in steigender Konzentration wird zu-
néchst bei optimaler Konzentration aller iibrigen Elemente mit gereinigter
Nihrlosung B untersucht.

In einem 1. Versuch wurden jeweils Wachstum und Bildung extra-
zelluldrer Amylase wihrend 7 Tagen verfolgt. In einem 2. Versuch sollte
gepriift werden, ob sich die im 1. Versuch festgestellten Effekte reprodu-
zieren lassen. Zudem wurde die intrazelluldre Aktivitit ermittelt, um ab-
zukldren, ob sich die Spurenelementeinfliisse auf die gesamte Amylase-
ausheute auswirken, oder ob lediglich eine Verschiebung zwischen intra-
und extrazellulirem Amylasegehalt eintritt. Ferner wurde die proteolytische
Aktivitdt im 6- und 8 tigigen Kulturfiltrat bestimmt. Schlie8lich wurde
der EinfluB einiger Spurenelementmangel-Kombinationen auf Wachstum
und Bildung extrazellulirer amylolytischer und proteolytischer Enzyme
untersucht.
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2. EinfluBl von Zink
a) Ergebnisse des 1. Versuches

Tab.19. Einflufl steigender Zn-Gaben auf das Myzeltrocken-
gewicht in mg/25 ml Medium. Durchschnitt aus vier Parallelen

Zn/Liter l Kulturdauer in Tagen
' 4 | 5 | 6 7
0 5,2 6,7 7,2 7,1 10,0
49 7,2 6,7 8,8 - 7,8 12,2.
10 » 6,2 7.4 18,5 14,6 29,5
20 y 9,7 | 14,8 18,1 21,2 4- 1,3 29,3 + 2,1
40 y 12,8 30,0 37,6 + 1,7 47,5 + 4,4 50,1 4- 3,9
100 y 28,1 78,3 4- 10,5 1254 4 9,5 120.5 4+ 9,1 1234 4- 3,7
200 » 31,7 | 1053 + 1,2 132,04 2,9 151,3 + 44 133.24 2,5
1mg | 350 98,4 4 8,4 134,0 + 9,5 122,2 4 3,7 121,9 -+ 0,8
10mg | 36,6 71,94+ 52 108,9 4 5,6 149,8 45,8 131,6 + 1,5
100 mg | 23,5 69,0 4- 6,1 104,8 4- 8,5 12514+ 5,7 | 11524 39

Tab. 20. EinfluB steigender Zn-Gaben auf die absolute (cd)
und spezifische (cd/MTG) dextrinogene Aktivitat im Kultur-
filtrat wahrend des Wachstums'

. Kulturdauer in Tagen
Zn/Liter 4 5 6 7
, ed cd/MTG| cd cd/MTG| cd cd/MTG  —cd cd/MTG

0 55 8,3 48 6,7 67 94 100 10,0
49y 57 8,5 55 6,2 74 9,56 125 10,2
10 64 8.7 182 9,8 — —_ 273 9,2
20 » 105 7,5 167 9,2 182 8,7 250 8,5
40 y 167 56 | 235 6,2 333 6,3 364 7,2
100 » 600 7,7 750 6,0 856 7,1 1000 8,0
200 y 666 6,3 800 6,1 856 5,7 1000 7,5
1 mg 570 5,7 666 5,0 750 6,2 800 6,6
10 mg 522 7.3 666 61 | 750 5,0 800 6,1
100 mg 480 7,0 600 57 | 707 5,6 6,5

750

b) Ergebnisse des 2. Versuches

Tab.21. EinfluBl steigender Zn-Gaben auf das Myzeltrocken-
gewicht in mg/25 m] Medium. Durchschnitt aus zwei Parallelen

Zn/Liter ‘ Kulturdauer in Tagen
3 : 4 6 } 8 10
0 — — ! — | — 109
209 [100 | 255+ 3,7 484 + 14 534+ 54 ' 68,3447
40 » 25,4 l 50,6 + 12,2 ) 78,6 4 4,4 l 92,7 4+ 1,1 103,2 + 3,2
60 » 26,7 | 79,84 14 98,1 + 2,7 l 109,7 4 2,7 107,3 4- 0,5
200 42,4 | 101,04+ 0,8 17,2472 , 1171 443 108,4 4 0,6
0mg | 200, 87,1+ 1,7, 1293+0 | 1208 +24 113,4 + 8,0
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Tab. 22. EinfluB steigender Zn-Gaben auf die absolute (cd)
und spezifische (cd/MTG) dextrinogene Aktivitdat im Kultur-
filtrat wahrend des Wachstums

Kulturdauer in Tagen

Zn/Liter 4 - 6 8 10
cd cd/MTG| cd cdMTG| od ed/MTG| cd cd/MTG
0 — — — — — — 125 11,5 -
20y - 117 4,7 375 7,8 387 7,3 546 8,0
40 y 353 7,0 570 7,3 666 7,3 800 7.8
60 y 570 7,2 750 7,6 800 7,3 800 7,5
200 y 500 5,0 632 5,4 750 6,4 750 6,9
10 mg 500 5,7 750 58 706 5,9 750 6,6

Tab. 23. EinfluB steigender Zn-Gaben auf den Amylasegehalt
des Myzels von 25 ml Medium

7in/Liter intrazellulire Aktivitit (cd) nach Tagen
’ 4 6 8 10
20 y 25 30 25 32
40 72 64 62 37
60 ¢ 84 80 67 41
200 ¢ 110 95 50 28
10 mg 110 - 83 52 32

Tab. 24. EinfluBB des Zn auf die Bildung
proteolytischer Enzyme

Zn/Liter! Proteolytische Aktivitdt (log I,/T)
! der Kulturfiltrate bei steigenden Zn-Gaben
Tage 20 y 40 y 60 y 200 » 10 mg
6 | 0,0 0,0 0,025 044 0,42
8 t 0,0 0,0 0,070 0,38 0,42

’

¢) Besprechung der Ergebnisse

Morphologische Merkmale: Im gereinigten Medium, dem
alle Spurenelemente auller Zink beigefiigt wurden, bildete sich nur wenig
submerses Myzel ohne Konidien. Mit 4 und 10y Zn-Zusatz pro Liter wurde
zwar noch vorwiegend submerses Myzel, daneben aber auch schon Ober-
flichenmyzel gebildet. Letzteres zeigte sich vor allem entlang den Glas-
winden der Kulturkolben, sowie in Form von inselférmigen Erhebungen auf
der Flissigkeitsoberfliche. Konidien waren bei den letztgenannten Zn-
Konzentrationen praktisch noch nicht vorhanden.

Mit 20 und 40y Zn pro Liter bildeten sich diinne, aber geschlossene
Myzeldecken mit wenig Konidien. Die spérlichen Konidien waren gelb,
wihrend. sie bei optimaler Zn-Versorgung einen griinbraunen Farbton auf-
weisen... Bei 100y Zn/Liter blieb die Konidienbildung anfinglich hinter den
‘Varianten mit 200y und 1 mg Zn/Liter zuriick, doch war der Riickstand nach
_ 7-tagiger Kulturdauer aufgeholt.
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Die rascheste Decken- und Konidienbildung erfolgte bei den Varianten
mit 200y und 1 mg Zn/Liter. Zur Ausbildung der genannten Merkmale ist
also eine Zn-Konzentration zwischen 200y und 1mg/Liter als optimal zu
betrachten. )

Bei den hochsten Zn-Konzentrationen von 10 und 100 mg/Liter war die
Konidienbildung deutlich gehemmt. Zudem waren die Myzeldecken nicht
so homogen ausgebildet wie bei optimaler Zn-Konzentration.

Myzelausbeute: Tab. 19 und 21 zeigen, dal der Myzelertrag mit
steigender Zinkabgabe zunimmt, im Bereich von 200y und 10 mg Zink/Liter
ein breites Maximum aufweist und mit 100 mg Zn/Liter wieder etwas absinkt.
100 mg Zn/Liter wirken sich vor allem in der Induktionsphase hemmend auf
die Myzelbildung aus. So betrigt die Myzelausbeute mit 1 mg Zn/Liter nach
3 Tagen 35mg/25ml Nihrlosung, wihrend bei 100 mg Zn/Liter. der Myzel-
ertrag nach gleicher Kulturdauer nur 23,5 mg/25 ml Nahrlosung erreicht.
Aber auch nach lingerer Kulturdauer fillt der Myzelertrag bei 100 mg Zn/
Liter niedriger aus als mit 200y, 1 mg und 10 mg Zn/Liter.

Bei den Zink-Mangelvarianten féllt auf, daBl der Myzelertrag iiber die
ganze Kulturdauer hinweg zunimmt, wéhrend bei optimaler Zn-Versorgung
nach 5—6 tigiger Kulturdauer ein Maximum erreicht wird und anschlieBend
der Myzelertrag stationdr bleibt oder infolge Autolyse wieder abnimmt. Das
langsame stetige Wachstum bei Zn-Mangel konnte eventuell folgendermaflen
erklirt werden: Das Zink wirkt im intermedidren Stoffwechsel nur teilweise
in festgebundener Form, z. B. als integrierender Bestandteil von Enzymen.
Im iibrigen scheint das Zink innerhalb der Assimilationsprozesse in freier
Form zu wirken, z. B. als Aktivator von Enzymsystemen, der immer wieder
zu neuer Myzelbildung zur Verfiigung steht, so dal ein wohl langsames, aber
stetiges Wachstum ermdglicht wird. Es ist nicht anzunehmen, dafl im Ver-
laufe der Kulturdauer standig soviel Zn vom Glas der Kulturkolben abgegeben
wird, wie eine fortgesetzte Myzelbildung im festgestellten Ausmafie benotigen
wiirde. Stéindiges Freiwerden von fest gebundenem Zink durch fortwihrende
Autolyse ist ebenfalls unwahrscheinlich.

Bildung dextrinogener Amylase: Die Amylaseausbeute
nimmt mit steigender Zinkkonzentration zu, erreicht ein Maximum zwischen
60y und 200y Zn/Liter und sinkt bei den hoheren Zinkkonzentrationen
wieder ab. So betrigt die Aktivitit der Kulturfiltrate bei 100y und 200y
Zn/Liter je 1000 Einheiten nach 7tigiger Kulturdauer, bei 1 mg und 10 mg
Zn/Liter hingegen nur noch 800 Einheiten und fillt bei 100 mg Zn/Liter auf
750 Einheiten ab (vgl. 1. Versuch Tab. 20). Auch aus dem 2. Versuch (Tab. 22)
geht hervor, dafl die maximale Amylaseausbeute bei einer Zinkgabe erreicht
wird, welche fiir Wachstum und Konidienbildung als suboptimal zu be-
trachten ist.

Myzel- und Amylasebildung sind also nicht gekoppelt. Diese Tatsache
geht besonders deutlich aus der spezifischen dextrinogenen Aktivitit (cd/MTG)
hervor. Hochste spezifische Aktivitdt ergibt sich im 1. Versuch bei O (cd/
MTG = 10,0) und bei 4y Zn (cd/MTG = 10,2) und nimmt mit steigender
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Zn-Konzentration ab (vgl. Tab, 20). Auch im 2. Versuch fallen die spezi-
fischen Aktivititen bei 20 y, 40y und 60y Zn/Liter hoher aus als diejenigen
bei 200y und 10 mg Zn/Liter (vgl. Tab. 22).

Verfolgt man Myzelbildung und amylolytische Aktivitit im Verlaufe
der Kulturdauer, so zeigt sich, dal diese beiden GroBen nicht parallel ver-
laufen, sondern daB die dextrinogene Aktivitit der Kulturfiltrate im Auto-
lysestadium noch zunimmt.

Aus der Bestimmung der intrazelluliren Amylase im
2. Versuch (Tab. 23) ergibt sich, daB die nach Erreichen des Wachstums-
maximums noch gebildete Amylase nur zu einem kleinen Teil auf das durch
Autolyse bedingte Freiwerden intrazellulirer Amylase zuriickzufiihren ist.
Wie Tab. 23 zeigt, ist der Amylasegehalt des Myzels uberhaupt sehr gering,
verglichen mit demjenigen des Kulturfiltrates. Er ist im jungen Myzel etwas
hoher als im alten und betriagt nach 10tigiger Kulturdauer zwischen 20 und,
40 Einheiten oder 3—69, der extrazelluliren Amylase.

Vergleicht man die intrazellulire amylolytische Aktivitdt der 10tédgigen
Myzelien der verschiedenen Zinkkonzentrationen, so sieht man, daBl bei der
fiir Myzelbildung suboptimalen Konzentration von 60y Zn/Liter der
Amylasegehalt des Myzels am hochsten ist. Der bereits erwihnte Effekt,
wonach leichter Zinkmangel optimale extrazellulire Amylaseausbeute er-
gibt, gilt also auch fiir intrazellulire Amylase und somit fiir die gesamte
Amylaseausbeute. Er 148t sich deshalb nicht nur als eine Verschiebung
zwischen intra- und extrazellulirem Amylasegehalt erkliren.

Proteolytische Aktivitat: Tab. 24 1aBt erkennen, dafl die
6- und 8tigigen Kulturfiltrate der Varianten mit 20y und 40y Zn/Liter -
keine meBbare proteolytische Aktivitit aufweisen. Selbst bei der Zink-
konzentration von 60y/Liter, welche annihernd maximalen Myzelertrag
ergibt, ist die proteolytische Aktivitit des Kulturfiltrates nur geringfiigig,
verglichen mit derjenigen von 200y und 10 mg Zn/Liter. Im Kulturfiltrat
zeigt sich also erst dann eine nennenswerte proteolytische Aktivitit, wenn
" die Zinkkonzentration fiir maximale Myzelbildung ausreicht. Die Bildung
von Proteasen in Abhingigkeit von der Zinkkonzentration verliuft also
ebenfalls nicht parallel zur Myzelbildung. Das Verhiltnis proteolytische
Aktivitit/MTG ist jedoch gerade umgekehrt wie das Verhiltnis cd/MTG
bei den verschiedenen Zinkkonzentrationen.

Das Zink scheint also an der Synthese dextrinogener Amylase nicht
direkt beteiligt zu sein, da bei Zinkmangel im Verhiltnis zum Myzelertrag
mehr Amylase gebildet wird als bei optimaler Zinkversorgung. Wie bereits
erwihnt, haben BerTranDp und pE WoLr (1958) einen analogen Effekt be-
treffend Saccharasebildung und Zinkmangel bei A. niger festgestellt Hin-
gegen ist Zink erforderlich zur B1ldung von Proteasen, wobei eine Mindest-
konzentration an Zink vorhanden sein muB, bis iiberhaupt Proteasen mef-
bar werden.

Es sei an dieser Stelle nochmals erwihnt, dafl Gorsacu und Kocu (1955)
bei A. niger dieselbe Abhingigkeit der Proteasebildung von der Zinkkonzen-
tration festgestellt haben. Sie sprechen in diesem Zusammenhang von einem
,»Schwellenwert . :
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3. EinfluBl von Eisen
a) Ergebnisse des 1. Versuches

Tab. 25. EinfluB steigender Fe-Gaben auf das Myzeltrocken-
gewicht in mg/25 ml Medium. Durchschnitt aus vier Parallelen

. Myzeltrockengewicht nach Tagen
Fe/Liter 5 | 4 ‘ % [ p l .

0 36,1 50,7 4+ 2,5 1 63,4 4- 6,4 V74 4,3 92,2 4 6,1
4y 30,5 51,4 + 1,1 81,0 4+ 1,8 80,4 + 2,9 114,2 4 3,1
10y | 355 70,8 * 4,7 82,0 & 5,9 112,9 £ 10,2 | 116,1+ 2.4
20y | 38,0 75,3 &+ 2.4 105,7 + 4,9 168,7+ 11,8 | 1236+ 2.3
40 y 33,1 95,0 + 6,0 128,2 42,5 1352 + 5,6 122,2 + 2,0
100 4.1 | 102,94 5,6 144,1 4 3,7 151,2 + 3,1 1324 4 21
200 y 50,4 1159 4 1,4 140,6 3+ 3,7 1292 4 1.4 135,0 + 2,5
1mg | 394 | 101,33-1,7 150,5 1 3,1 1475+ 82 | 151,54 5,0
10 mg | 40,1 | 100,3 4 4,9 160,8 4 2,3 1251+ 1,5 127,8 4 4,0
100 mg | 27,3 59,2 4- 6,2 1053 L 44 1204 4 18 12444+ 25

Tab. 26. EinfluB des Fe auf die absolute (cd) undspezifische
(cd/MTG) dextrinogene Aktivitdt im Kulturfiltrat wahrend
des Wachstums

Kulturdauer in Tagen

Fe/Liter 4 5 6 7
ed c¢d/MTG| ecd cd/MTG| cd cd/MTG| cd cd/MTG
0 235 4,6 333 3,95 398 5,1 414 4,5
49 250 4,9, 428 5,3 400 5,0 428 3,8
10 » 375 5,3 462 5,6 424 3,7 462 4.0
20 y 428 5,7 546 5,2 428 2,5 500 4,05
40 444 4,7 — — 546 4,05 570 4,65
100 y 500 4,9 632 44 578 3,85 632 4,80
200 v 522 4,5 666 4,75 616 4,80 666 4,95
1 mg 546 5,4 750 5,0 650 4,40 706 4,70
10 mg 632 6,3 800 5,0 640 5,15 706 5,5
100 mg 480 81 | 750 7,15 728 6,05 856 6,90

b) Ergebnisse des 2. Versuches

Tab. 27. EinfluBl steigender Fe-Gaben auf das Myzeltrocken-
gewicht in mg/25 ml Medium. Durchschnitt aus zwei Parallelen

Fo/Liter Myzeltrockengewicht nach Tagen
3 | 4 l 6 | 8 | 10
0 7,9 | 20,9 + 0,3 ! 28,94+27; 30,84 0,6 3784+ 2,6
20 y 33,9 50,1 + 1,1 56,6 £ 0,6 | 62,0410 81,0+ 5,9
200 y 78,0+ 1,8| 12454 2,5 ( 127,3 4+ 0,7 ) 125,0 + 0,2 125,74+ 0,1
10 mg 704478 11994 0,7 ;1324 43,21 126,56 + 3,1 120,06 + 11,4
100 mg | 19,9 } 58.0 4+ 17,2 . 106,34-.2,1 | 1174 4+ 1,4 ‘ 116,2 4+ 7,6

Tab. 27a. EinfluBl vongleichzeitig iberoptimalen Fe- und Zn-
Zusitzen auf das Myzeltrockengewicht in mg/25 ml Medium.
Durchschnitt aus zwei Parallelen .

l Myzeltrockengewicht nach Tagen
6 8

100 mg Fe + 100 mg Zn/Liter. . ‘ 130,0 + 5,0 115,6 4 0,2
6 Zweite Abt. Bd. 114



82 . Karl Steiner,

Tab. 28. EinfluB des Fe auf die absolute (cd) und spezifische
(cd/MTG) dextrinogene Aktivitat im Kulturfiltrat wihrend
des Wachstums

| Kulturdauer in Tagen

Fe/Liter 4 6 8 10
od od/MTG| cd cd/MTG| cd cd/MTG| od od/MTG

0 ¢ 94 4,6 136 4,7 171 5,5 226 6,0
20 y i 176 3,5 324 5,7 333 5,4 352 4,4
200 y 500 - 4,0 666 5,2 706 - 5,7 750 6,0
10 mg 546 4,6 706 5,4 800 6,4 800 6,7
100 mg 400 6,9 750 7,1 1000 8,5 925 8,0

Tab. 28a. EinfluB von gleichzeitig ﬁbéroptimalen Fe- und
Zn-Zusitzen auf die dextrinogene Aktivitidt des Kultur-
filtrates

Kulturdauver in Tagen
6 8
ed cd/MTG ¢ oed od/MTG

100 mg Fe + 100 mg Zn/Liter . . 750 5,8 ‘ 800 6,85

Tab.29. EinfluB steigender Fe-Gaben auf den Amylasegehalt
des Myzels von 25 ml Medium

Fo/Li ter‘ intrazellulire Aktivitit (cd) nach
4 6 8 10 Tagen
0 14 14 13 14
20 y 55 38 36 38
200 » 7 56 38 28
10 mg 67 59 34 27
100 mg 56 36 32 25
Tab. 30. Einflufl des Eisens auf die Bildung proteolytlscher
Enzyme

Proteolytische Aktivitat (log I,/I) der
Kulturfiltrate bei steigenden Fe-Gaben

0 20y 200y 10 mg 100 mg

Fe/Liter

6 ‘ 0,000 0,010 0300 0,375 0,430
8 | 0,000 0,020 0320 0,340 0,560

¢) Besprechung der Ergebnisse

Morphologlsche Merkmale: Rascheste Decken- und Ko-
nidienbildung erfolgte mit 1 mg und 10 mg Fe-Zusatz pro Liter. Mit 200y
Fe/Liter setzte die Konidienbildung etwas spiter ein als bei den nichst-
hoheren Konzentrationen. Der anfingliche Riickstand war jedoch nach
7 tiagiger Kulturdauer aufgeholt. 100y Fe/Liter sind fir die Konidien-
bildung bereits als suboptimal zu bezeichnen. Bei den noch niedrigeren Fe-
Konzentrationen werden praktisch iiberhaupt keine Konidien mehr gebildet.
100 mg Fe/Liter wirken hemmend auf die Konidienbildung, jedoch nicht in
gleichem Ausmafie wie 100 mg Zink/Liter.
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Myzelausbeute: Tab. 25 und 27 zsigen, dall der Myzelertrag mit
steigenden Fe-Konzentrationen zunimmt, ein breites Optimum zwischen
100 y und 10 mg Fe/Liter aufweist und mit 100 mg Fe/Liter wieder absinkt.
Das Eisen wird also fiir optimales Wachstum in ungefihr gleicher Konzen-
tration benétigt wie das Zink. Beriicksichtigt man die hoheren Nullwerte
~ fiir Eisen gegeniiber denjenigen von Zink, so ergibt sich, dafl etwas hohere
- Fe-Konzentrationen fiir optimalen Myzelertrag erforderlich sind als Zn-Kon-
zentrationen.

100 mg Fe/Liter hemmen das Wachstum vor allem in der Induktions-
phase. So betrigt der Myzelertrag mit 100 mg Fe/Liter nach 3-tiagiger Kultur-
daver nur 27,3 mg/25ml Nihrlésung, wibrend beispielsweise mit 200y
Fe/Liter (Tab. 22) ein Myzelertrag von 50,4 mg/25 ml erreicht wird.

Beide Versuche zeigen, daB3 der Myzelertrag bei den Fe-Mangelvarianten
iiber die ganze Kulturdauer hinweg zunimmt. Es wird kein Maximum er-
reicht wie bei den Varianten optimaler Fe-Konzentration. Mogliche Deu-
tungen fiir das langsame, stetige Wachstum bei Spurenelementmangel wurden
bereits bei Besprechung der Zinkversuche (s. S. 79) gegeben.

Bildung dextrinogener Amylase: Bei beiden Versuchen.
nimmt die Bildung dextrinogener Amylase mit steigender Fe-Konzentration
zu. Es wird kein Optimum erreicht wie im Falle des Zn, sondern selbst bei der
hochsten bereits wachstumshemmenden Fe-Konzentration ist noch eine ver-
mehrte Amylasebildung festzustellen. So betridgt die Zunahme der extra-
zelluldren amylolytischen Aktivitit von 10 mg zu 100 mg Fe/Liter im 1. Ver-
such (Tab. 26) nach 7tigiger Kulturdauer 150 Einheiten, im 2. Versuch
(Tab. 28) nach 8tidgiger Kulturdauer 200 Einheiten.

Aus diesem Grunde ergibt sich bei den hochsten Fe-Konzentrationen
auch die hochste spezifische Aktivitédt, wihrend sie im Bereich
von 0—I1 mg Fe/Liter, abgesechen von groflen Schwankungen, konstant ist
(Tab. 26).

Wie aus Tab. 29 hervorgeht, fillt auch hier die intrazellulédre
Amylase nicht ins Gewicht gegeniiber der extrazelluliren. Der Amy-
lasegehalt ist im jungen Myzel wiederum etwas hoher als im alten. So be-
trigt die intrazellulire dextrinogene Aktivitit bei 200y Fe/Liter nach
4tigiger Kulturdauer 71 Einheiten und sinkt nach 10tagiger Kulturdauer
auf 28 Einheiten ab. Bei den tibrigen Fe-Konzentrationen schwankt die intra-
zelluldre Aktivitat nach 10 tagiger Kulturdauer zwischen 14 und 38 Einheiten
und ist somit von der gleichen GroBenordnung wie bei den verschiedenen
Zink-Konzentrationen.

Protecolytische Aktivitat: Tab. 30 zeigt, daB das Kultur-
filtrat des Fe-Nullwertes nach 6- und 8 tigiger Kulturdauer keine meBbare
proteolytische Aktivitit aufweist. Mit 20 p Fe/Liter werden praktisch eben-
falls noch keine Proteasen gebildet. Eine nennenswerte proteolytische Ak-
tivitdt ist erst bei der fiir optimales Wachstum erforderlichen Fe-Konzen-
tration von 200 y/Liter feststellbar.

Die Bildung von Proteasen ist also in dhnlicher Weise von der Fe-Konzen-
tration abhingig wie von der Zinkkonzentration. Die beiden Elemente Fe
und Zn miissen in fiir das Wachstum optimaler Konzentration vorhanden .
sein, damit iiberhaupt Proteasen gebildet werden.

Wiahrend jedoch beim Zink mit 200 y/Liter maximale proteolytische
AKktivitat erreicht wurde, kann die Proteasebildung durch hohere Fe-Zusétze
6* '
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noch betrdchtlich gefordert werden. Sie betrdgt im 8 tigigen Kulturfiltrat
mit 100 mg Fe/Liter 1759, derjenigen mit 200y Fe/Liter.

In diesem Zusammenhang sei daran erinnert, dall die hochste bereits
wachstumshemmende Fe-Konzentration von 100 mg/Liter sich auch fordernd
auf die Amylasebildung ausgewirkt hatte.

Einflufl hoher Zn- und Fe-Konzentrationen auf
Wachstum und Amylasebildung: Im 2. Versuch wurde in
einer Variante der Nahrlosung gleichzeitig 100 mg Fe und 100 mg Zn beige-
fiigt. Einzel-Zuséitze der beiden Elemente in der angegebenen Konzentration
hatten sich bekanntlich hemmend auf Myzel- und Konidienbildung ausge-
wirkt. Durch alleinigen hohen Zn-Zusatz war die Amylasebildung gehemmyt,
mit ausschlieBlichem hohen Fe-Zusatz hingegen geférdert worden.

Die hemmende Wirkung der hohen Einzelgaben wird fiir Myzel- und
Konidienbildung durch gleichzeitige hohe Fe- und Zn-Konzentrationen auf-
gehoben (vgl, Tab. 27 a).

Die vermehrte Amylasebildung bei 100 mg Fe/Liter (1000 Einheiten)
wird durch ebenso hohe Zinkkonzentration reduziert (800 Einheiten) (vgl.
Tab. 28 a). . -

4. EinfluB von Kupfer
a) Ergebnisse des 1. Versuches .

Tab. 31. Einflufl steigender Cu-Gaben auf das Myzeltrocken-
gewicht in mg/25 ml Medium. Durchschnitt aus vier Parallelen

Cu/Liter ‘ Myzeltrockengewicht nach Tagen
l

3 | 4 | 5 , 6 | 7

0 20,7 ) 69,3 -+ 10,6 96,8 + 6,6 } 63,8+ 4,1 1.4 + 6,6
2y | 268 6841 21 859+ 7.2 688+ 65 | 52333
4y | 846 | 930+ 7.6 | 1005+ 50 83,81 3.6 81,7 L 2,7
107 | 441 | 1063F 34 | 130,8% 3,5 | 1137+ 2.8 | 103,11 2.8
20y .| 50,2 | 1323+ 2,0 | 127,2% 3,0 | 1676+ 13,1 | 12025 17
40y | 682 | 1386 3,9 | 1455+ 21 | 1552% 6,2 | 1264+ 24
100y | 68,0 1487+ 3,5 | 1539+ 55 | 1325+ 1,0 | 1285+ 1,0
200 | 57,1 | 1338+ 3,1 | 1802% 122 | 143.3L 29 | 1272t 3.1
2mg | 57,0 | 16551+ 6,0 | 171,31 11,7 | 1365+ 06 | 1297+ 1.5
20mg | 57,0 | 1230 1,0 | 1593F 89 | 1367+ 2.8 | 1214+ 26

Tab. 32. EinfluB des Cu auf die absolute (c
(cd/MTG) dextrinogene Aktivitdat im Kult
des Wachstums

1

=&
=
—

d spezifische
trat wihrend

=
o

. Kulturdauer in Tagen
Cu/Liter. 4 . 5 6 ' 7

ed cd/MTG| cd ¢d/MTG| ecd cd/MTG| od cd/MTG

0 ‘ 428 6,2 706 7,3 923 144 | 923 13,0
2y 522 7,6 750 8,8 923 13,4 940 18,0
4y 522 5,6 666 6,3 857 10,2 857 10,5
10 500 4,7 632 4,8 706 6,2 750 7,3
20 y 480 3,6 600 4,7 706 4,2 | 706 5,9
40 y 522 3,8 632 4.4 706 4.6 750 5,9
100 y 572 3,9 706 4,6 750 5,6 800 6,3
200 y 546 4,1 600 3,3 706 5,0 750 5,9
2 mg 546 3,3 [ 632 3,7 706 5,2 750 5,8
20 mg 522 4,2 | 572 3,6 706 5.2 750 6,2
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b) Ergebnisse des 2. Versuches

Tab.33. Einflul von Cuauf das Myzeltrockengewicht in mg/25 ml
Medium. Durchschnitt aus vier Parallelen :

Myzeltrockengewicht nach Tagen

Cu/Liter ’ 3 I ‘ I 6 ‘ s ’ 10
0 125 | 8L54 17 63,4 + 0,8 72,1 4+ 11,5 53,1 4+ 0,9
2y 14,0 479+ 7.9 82,6 4+ 2,0 70,8 - 0,4 71,3 +- 0,9
4y 22,5 64,8 4+ 0,8 91,6 4 1,8 87,0 + 17,0 90,7+ 7,9
100 y» 23,6 100,9 + 2,5 134,3 + 1,1 1279+ 2,3 130,9 4- 4,56
40mg | 140 | 90161 127.8 L 04 1144 08 | 1215+ 05

Tab. 33a. EinfluBl der Kombination Cu-Mangel und hoher¢
Fe-Konzentration auf das Myzeltrockengewicht in mg/25 ml

Myzeltrockengewicht nach Tagen

! 8 10

0 Cu + 100 mg Fe/Liter . . . . . . 69,3407 58,3 - 5.9

Tab. 34. EinfluB des Cu auf die absolute (cd) und spezifische
(cd/MTG) dextrinogene Aktivitat im Kulturfiltrat wahrend
des Wachstums

Kulturdaver in Tagen

Cu/Liter 4 6 8 10
cd cd/MTG ced cd/MTG| cd cd/MTG cd cd/MTG

0 l 320 9,5 800 12,6 922 12,8 1000 18,8
2y 430 9,0 750 9,2 856 12,1 856 12,1
4y 522 8,1 800 8,7 810 9,3 820 9.2
100 » 522 5,2 666 5,0 706 5,5 725 5,6
40 mg I 546 6,0 666 5,2 706 6,2 750 6,2

Tab. 34a. Einflufl der Kombination Cu-Mangel und hoher Fe-
Konzentration auf die absolute (cd) und spezifische (cd/MTG)
dextrinogene Aktivitdt im Kulturfiltrat

Kulturdauver in Tagen

8 ; 10
l cd cd/MTGfi ced cd/MTG
) |

|
0 Cu + 100 mg Fe/Liter . . . . | 86 125 | 856 148

Tab.35. EinfluB steigender Cu-Gaben auf den Amylasegehalt
des Myzels pro 25 ml Medium

Cu/Liter

intrazellulire Aktivitit (ed) Dei steigender Cu-Gabe
0 2y 4y 100 40 mg

8 22 25 26 34 51
10 _ 18 18 24 29 43
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Tab.36. Einflufl des Cuauf die Bildung proteolytischer Enzyme
bei steigenden Cu-Gaben

Cu/Liter Proteolytische Aktivitat (log Ip/T)
im Kulturfiltrat bei steigender Cu-Gabe
Tage 0 2y 4y 100 y 40 mg
6 055 048 042 028 044
8 072 056 055 036 040

¢) Besprechung der Ergebnisse

Morphologische Merkmale: Rascheste Decken- und Koni-
dienbildung erfolgte bei den Varianten mit 40y, 100y und 200y Cu/Liter.
Bei den niedrigeren Cu-Gaben bildeten sich mit sinkender Konzentration
abgestufte Mangelmyzelien, unvollstindig geschlossene oder nur dinne
Decken mit wenig Konidien. Die Konidienfarbe war in diesen Mangelvarian-
ten ein leuchtendes Gelb im Unterschied zur flaschen- bis braungriinen Farbe
bei optimaler Cu-Versorgung. 2 und 20 mg Cu/Liter wirkten sich verzogernd
auf Konidien- und Deckenbildung aus. Am Ende der Inkubationszeit zeigte
sich indessen gegeniiber den Varianten mit 40, 100y, 200y Cu/Liter kein
Unterschied mehr in der Ausbildung der genannten Merkmale. Die hochste
angewendete Cu-Konzentration von 40 mg/Liter im 2. Versuch wirkte sich
dagegen ausgeprigt hemmend auf die Konidienbildung aus.

Myzelausbeute: Tab. 31 und 33 zeigen, dafl die Myzelausbeute
mit steigender Cu-Konzentration zunimmt. Die maximalen Ausbeuten an
Myzeltrockengewicht werden bei 409 bis 20 mg Cu/Liter nach 5—6 tigiger
Kulturdauer erreicht. 40 mg Cu/Liter hemmen das Wachstum in der In-
duktionsphase (Tab. 33). Nach 3 tidgiger Kulturdauer betrigt der Myzel-
ertrag 14 mg/25ml, wihrend mit 1009 Cu/Liter 23,6 mg/25ml erreicht
werden. Auch im weiteren Wachstumsverlauf fillt der Myzelertrag mit 40 mg
Cu/Liter durchweg etwas geringer aus als mit 100y Cu/Liter.

Der Wachstumsverlauf bei Cu-Mangel ist grundsétzlich verschieden von
demjenigen bei Zn- und Fe-Mangel. Nach Erreichen eines Maximums tritt
bei Cu-Mangel Autolyse ein, wie in einem kompletten Medium, wihrend bei
Zn- und Fe-Mangel selbst nach 10 tdgiger Kulturdauer immer noch stetig
ansteigendes Wachstum festgestellt werden kann (vgl. Tab. 19 und 25).
Wahrscheinlich besteht die Erklirung darin, daB3 alles Cu in festgebundener
Form am Myzelaufbau beteiligt ist und das Wachstum aufhért, wenn der
Vorrat an diesem Spurenelement in der Nihrlosung verbraucht ist.

Bildung dextrinogener Amylase: Beide Versuche (Tab.
32 und 34) ergeben iibereinstimmend, daB Cu-Mangel die Amylasebildung
fordert. Die hochsten cd-Werte werden in der Nullvariante erbalten sowie
bei der tiefsten Cu-Konzentration von 2y Cu/Liter. Die dextrinogene Ak-
tivitdt nimmt bis zum Zusatz von 10y Cu/Liter um rund 200 Einheiten ab.
. Hohere Cu-Gaben bis zur Konzentration von 40 mg/Liter bewirken keine
weitere Aktivititsabnahme. Die Amylasebildung wird also durch eine Cu-
Konzentration gehemmt, welche fiir das Wachstum optimal ist.

Aus den Werten der spezifischen dextrinogenen Ak-
tivitdt (Tab. 32 und 34) geht besonders deutlich hervor, dai Myzel und
Amylasebildung in Abhingigkeit von der Cu-Konzentration nicht parallel
verlaufen. So betrigt im 2. Versuch (Tab. 34) die spezifische dextrinogene
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Aktivitdt nach 10 tigiger Kulturdauer beim Cu-Nullwert 18,8, bei 100y
Cu/Liter hingegen nur 5,6. Bei ausgeprigtem Cu-Mangel wird also im Ver-
hiltnis zum Myzelertrag rund dreimal mehr Amylase gebildet als bei wachs-
tumsoptimaler Cu-Konzentration.

Die intrazellulire dextrinogene Aktivitdt betrigt
bei 100 y und 40 mg Cu/Liter rund das Doppelte der Varianten mit 0 und 2 y
Cu-Zusatz pro Liter (Tab. 35). Der Amylasegehalt der Myzelien ist jedoch bei
allen Cu-Konzentrationen so niedrig, da8 er gegeniiber der extrazelluliren
Amylase vernachlissigt werden kann.

Um abzukliren, ob sich durch eine Kombination von Cu-
Mangel und hoher Eisenkonzentration die Amylase-
ausheute noch erhohen lieBe, wurde im 2. Versuch als zuséitzliche Variante
das Cu-Mangel-Medium mit 100 mg Fe/Liter versetzt. Diese Eisenmenge
hatte einerseits das Wachstum gehemmt, andererseits die Amylasebildung
gefordert. Wie aus Tab. 34 8 hervorgeht, wirkten sich die beiden Einzel-
effekte durch Kombination nicht kumulierend aus.

In diesem Zusammenhang sei nochmals erwdhnt, da Cu die Amylase-
bildung bei Trichoderma viride hemmte (ManpErs und Reese 1957).

Proteolytische Aktivitdt: Tab. 36 148t erkennen, daB sich
Cu-Mangel auch fordernd auf die Bildung proteolytischer Enzyme auswirkt.
Die hochste proteolytische Aktivitit weist das Kulturfiltrat des Cu-Null-
wertes auf. Die Aktivitdt sinkt mit steigender Cu-Gabe, erreicht mit 100 y
Cu/Liter ein Minimum und nimmt mit 40 mg Cu/ther wieder zu.

Die Blldung proteolytischer Enzyme ist also in dhnlicher Weise vom Cu
abhingig wie die Bildung amylolytischer Enzyme.

Aus den Ergebnissen betreffend Amylase- und Proteasebildung in Ab-
héngigkeit von der Cu-Konzentration folgt, dafl Cu offenbar nicht an der
Synthese dieser Enzyme beteiligt ist.

5. Einflu8 von Mangan

Mit der beschriebenen Extraktionsmethode gelang es mnicht, das Mn
so weit aus der Nihrlosung zu entfernen, dall typische Mangelerscheinungen
auftraten. Im 1. Versuch ergaben deshalb steigende Mn-Zusitze von 0—20
mg/Liter keine merklichen Unterschiede im Myzelertrag. Lediglich die Koni-
dienbildung war anfinglich bei der Mn-Nullvariante etwas verzdgert. Im
aufgefiihrten Konzentrationsbereich war auch kein EinfluB des Mn auf dxe
Amylasebildung festzustellen.

Im 2. Versuch wurde die Mn-Konzentration bis auf 40 mg pro Liter
erhoht. Die Ergebnisse dieses 2. Versuches betreffend Myzelertrag sowie
Bildung amylolytischer und proteolytischer Enzyme sind in Tab. 37,
38 und 39 zusammengestellt.

Tab.37. EinfluB steigender Mn-Gaben auf das Myzeltrocken-
gewicht in mg/25 ml Medium

Mn/Liter Myzeltrockengewicht nach Tagen
3 ! 4 | 6 [ 8 10
o 43,8 | 102,8 +- 11,2 | 123,54 3,5 122,0 4 2,0 120,2 + 5,8
2y 41,2 | 103,6 + 3,0 123,56 + 2,5 120,2 4- 0,4 119,3 4+ 2,3
40 46,2 998% 24 | 12801 1,0 12321 14 120,7 + 0,3
2mg | 51,5 10941 24 | 120471 16 122,1 ¥ 0,1 121,8 + 2.4
40 mg | 26,2 | 95,3 4 1,7 143,0 + 1,0 123,0 & 1,0 126,1 + 3,7
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Tab. 38. EinfluB von Mn auf die absolute (cd) und spezifische
(cd/MTG) dextrinogene Aktivitat im Kulturfiltrat wahrend
des Wachstums

- Kulturdauer in Tagen
Mn/Liter 4 6 8 10
ed cd/MTG| c¢d cd/MTG| cd cd/MTG| cd cd/MTG

0 546 5,3 706 5,8 715 5.8 715 6,0
2y 600 5,8 706 6,1 750 5,9 750 6,3
40 y. 600 6,0 725 5,9 750 5,9 750 6,3
2 mg 570 5,2 666 5,8 750 5,4 750 . 6,1
40 mg 500 53 | 632 4,7 666 5,1 632 5,0

Tab.39. EinfluB des Mn auf die Bildung proteolytischer Enzyme

Mn/Liter Proteolytische Aktivitit im Kulturfiltrat -
bei steigender Mn-Gabe (log Io/I)
Tage ‘ () 2y 40 y 2 mg 40 mg
6 0,36 0,45 0,46 0,43 0,31
8 0,40 0,43 0,43 0,45 0,26

Besprechung der Ergebnisse

Auch im 2, Versuch ohne Mn-Zusatz wird ein maximaler Myzel-
ertrag erreicht (Tab. 37). Die Myzelausbeute ist bei 0 und 2y Mn-Zusatz
pro Liter nach 3 tigiger Kulturdauer wohl noch etwas niedriger als in den
Varianten mit 409 und 2 mg Mn pro Liter; nach 4 tigiger Kulturdauer ist
indessen kein Unterschied mehr festzustellen. Wie schon im 1. Versuch,
setzte die Konidienbildung 'beim Nullwert und der Variante mit .
2 y Mn-Zusatz etwas spiter ein als bei den nichsthoheren Konzentrationen.
Offenbar bleibt also nach erfolgter Reinigung der Nahrlésung gerade noch, so-
viel Mn zuriick, als der fir Wachstum und Konidienbildung unteren opti-
malen Grenze entspricht. Im 1. Versuch war bis zur Konzentration von

" 20 mg Mn/Liter keine Wachstumshemmung beobachtet worden. Wie man
aus Tab. 37 ersieht, wirken 40 mg Mn/Liter in der Induktionsphase wachs-
tumshemmend. Nach 3 tagiger Kulturdauer betrigt die Myzelausbeute bei
40 mg Mn/Liter nur die Hilfte derjenigen mit 2 mg Mn/Liter, nach 6 tigiger
Kulturdauer hingegen wird eine héhere Myzelausbeute erreicht als bei allen
tibrigen Varianten. _

Die Amylaseausbeute war im 1. Versuch bei allen Mn-Kon-
zentrationen von 0—20mg/Liter konstant. Die Bildung dextrinogener
Amylase wird bei 40 mg Mn/Liter gehemmt (Fig. 38). Die dextrinogene
Aktivitat ist aber bei dieser Konzentration nach 10 tédgiger Kulturdauer nur
um 120 Einheiten geringer als bei den iibrigen Varianten. Der Mn-Nullwert
weist fiir Amylaseausbeute ebenfalls leicht sinkende Tendenz auf. Die Unter-
schiede sind allerdings nur geringfiigig und waren, wie bereits erwihnt, im
1. Versuch nicht zu beobachten.

Tab. 39 148t erkennen, daf die proteolytische Aktivitit
im Kulturfiltrat bei 40 mg Mn/Liter geringer ausfillt als im Bereich von
2y—2mg Mn/Liter. Die proteolytische Aktivitdt ist im letztgenannten
konstant und nimmt in der Nullvariante wieder etwas ab.
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6. Einflull von Magnesium

a) Allgemeines

Das Magnesium ist kein eigentliches Spurenelement, sondern nimmt eine
Mittelstellung zwischen den Makro- und Mikrobestandteilen einer Néahr-
losung ein. Die hervorragende Bedeutung dieses Elements als Aktivator
vieler Enzymsysteme ist bekannt. Im Zusammenhang mit den vorliegenden
Untersuchungen sei besonders die aktivierende Funktion des Mg bei den
durch die Transphosphatase katalysierten Ubertragungsreaktionen erwihnt.
Nach Sivkin (1959) werden durch derartige Ubertragungsreaktionen auch die
Aminoséuren aktiviert und damit die Bildung von Peptidbindungen ermog-
licht. Die aktivierende Rolle des Mg bei den Beladungsreaktionen der Amino-.
sduren unter Mitwirkung des ATP/ADP Systems wurde schon wiederholt
festgestellt (vgl. Dixon 1958).

Auf Grund dieser Tatsachen schien es interessant, den EinfluB des Mg
auf die Bildung amylolytischer und proteolytischer Enzyme bei definierten
Spurenelementbedingungen zu untersuchen.

b) Ergebnisse des 1. Versuches

Tab.40. EinfluB steigender Mg-Gaben auf das Myzeltrocken-
gewicht in mg/25 ml Medium. Durchschnitt aus vier Parallelen

Mg/Liter " Myzeltrockengewicht nach Tagen
mg 3 4 | 5 ! 6 [ 7
‘ i
0 4,6 9,6 10,9 16,2 15,2

1 28,4 50,6 4+~ 2,6 55,2 + 3,7 68,8 + 3,3 72,34+ 1,3
2 ' 32,8 66,0 + 3,1 69,6 -+ 3,0 90,5 + 1,3 95,44+ 1,8
4 - 66,2 93.5 4- 11,5 101,9 4+ 6,3 106,4 4 3,9 101,0 4+ 1,2
10 65,2 139,3 - 6,8 117,1 + 1,0 114,2 4+ 1,8 118,3 + 1,9
30 65,0 1449 + 8,0 1222 4- 1,3 117,0 4+ 0,9 1186 + 1,4
100 651 | 131,27+ 14 | 1172F 47 | 1208+ 1.7 1168+ 1,3
1000 10,7 31 10,0 81,5 1 16,8 23.6 843 1L 11,5

Tab. 41. EinfluBl des Mg auf die absolute (cd) und spezifische
(cd/MTG) dextrinogene Aktivitdt im Kulturfiltrat wahrend
des Wachstums

Mg/Liter Kulturdauer in Tagen
4 5 6 7.

mg ed ¢d/MIG|{ cd cd/MTG| ecd ed/MTG| cd cd/MTG
0 40 4,1 56 5,3 71 4,4 78 5,1
1 125 2,5 142 2,5 164 2,4 174 2,4
2 154 2,3 200 2,9 222 2,5 245 2,6
4 . 240 2,6 260 2,6 428 4,0 333 3,3
10 o 462 3,3 632 5,4 706 6,2 750 6,3
30 500 - 3,5 666 5,6 800 6,8 706 6,0
100 480 3,7 632 54 706 5,8 800 6.9
1000 100 2,3 344 4,2 117 5,1 316 3,7
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c) Ergebnisse des 2. Versuches

Tab.42. Einflul des Magnesiums auf das Myzeltrockengewicht
in mg/25 ml Medium. Durchschnitt aus zwei Parallelen

Mg/Liter Myzeltrockengewicht nach Tagen’

mg 3. | 4 . | 6 [ 8 | . 10
0 — — — i — 19,0
1 16,2 46,9 4- 3,5 744 + 20 794 4 1,8 84,5 41,9
2 42,5 65,4 + 0,8 90,8 4- 2,8 92,4 4+ 24 94,2 1+ 3,8
4 61,8 88,8 4+ 0,2 106,9 4 2,3 104,1 4+ 2,7 105,1 + 3,1
6 59,7 954 4 3,8 . 116,7 -+ 2,5 112,1 + 1,1 113,6 + 0,4

30 60,3 112,5 41,7 129,1 + 3,9 1286 + 2,6 1124 4 0,2

Tab. 43. EinfluB des Mg auf die absolute (cd) und spezifische
(cd/MTG) dextrinogene Aktivitdt im Kulturfiltrat wahrend
des Wachstums '

Mg/Liter Kulturdauer in Tagen .
4 6 -8 10
mg ed cd/MTG cd cd/MTG| cd cd/MTG ced cd/MTG

0 — —_ — — — — 118 6,2

1 148 3,1 176 2,4 187 2,4 222 2,6

2 207 3,2 235 2,6 250 27 300 3,2

4 400 4,5 462 4,3 480 4,6 522 5,0

6 600 6,3 706 6,2 750 6,7 750 6,6.

30 666 6,0 856 6,6 856 6,7 856 7,6

Tab. 44. EinfluB des Mg auf den Amylasegehalt des Myzels
von 25 ml Medium

Mg/Liter

" intrazellulire Aktivitat (cd)
bei steigender Mg-Gabe in mg

Tage 1 2 4 6 30
8 25 27 38 36 31
10 31 29 25 33 30
Tab.45.. Einflu des Mg auf die Bildung proteolytischer Enzyme
Mg/Liter Proteolytische Aktivitat im Kulturfiltrat
bei steigender Mg-Gabe (log I,/I) in mg
Tage 0,5 1 2 4 6 30 60
1. Versuch 6 — 040 062 1,20 095 047 —
8 — 035 086 1,35 1,00 0,50 —
2. Versuch 6 0,39 0,58 0,67 0,88 1,20 0,81 0,74
8 0,50 0,62 065 1,17 1,34 0,80 0,71

d) Besprechung der Ergebnisse

Morphologische Merkmale: Rascheste Decken- und Ko-
nidienbildung erfolgte bei den Varianten mit 30 und 100 mg Mg/Liter. Fir die
Konidienbildung sind 10 mg Mg/Liter bereits als suboptimal zu bezeichnen.
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Die Konidienbildung setzte nicht nur spiter ein als bei den erstgenannten
Varianten, sondern es wurden iiberhaupt weniger Konidien gebildet. In den
Varianten mit 4,2 und 1mg Mg/Liter bildeten sich abgestuft diinnere Myzel-
decken, praktisch ohne Konidien. Die geringe Myzelbildung in der Null-
variante war vorwiegend submers.

Myzelertrag: Tab. 40 und 42 zeigen, daB die Myzelausbeute mit
steigender Mg-Gabe zunimmt. Bei der fiir Konidienbildung noch subopti-
malen Mg-Konzentration von 10 mg/Liter, sowie bei Mg-Gaben von 30 und
100 mg/Liter, wird maximaler Myzelertrag erreicht. Mit 1 g Mg/Liter fallt
der Myzelertrag wiederum betridchtlich tiefer aus (Tab. 40). Sodann zeigen
sich in dieser Variante groBe Unterschiede zwischen den einzelnen Kolben
(vgl. sg). Das Autoklavieren hatte bei der hochsten Mg-Konzentration
(1 g/Liter) starke Ausfillungen zur Folge. Die niedrigen Myzelausbeuten
sind deshalb nicht ohne weiteres einer hemmenden Wirkung zu hoher Mg-
Konzentrationen zuzuschreiben, sondern es ist denkbar, daf auch Mg ge-
fillt wurde und nicht mehr in optimaler Konzentration in léslicher Form zur
Verfiigung stand. _

Die Ergebnisse beider Versuche lassen erkennen, dafl der Myzelertrag
bei Mg-Mangel wihrend der ganzen Inkubationszeit zunimmt. So betrigt
beispielsweise der Myzelertrag bei 1 mg Mg/Liter nach 3, 4, 6, 8 und 10 Tagen:
16,2, 46,9, 74,4, 79,4 und 84,5 mg/25ml Nihrlosung. Die entsprechenden Myzel-
trockengewichte bei 30 mg Mg/Liter im Verlaufe der Kulturdauer sind:
60,3, 112,5, 129,1, 128,6 und 112,4 mg (vgl. Tab. 42). Bei optimaler Mg-Ver-
sorgung wird also nach 6 tigiger Kulturdauer ein-Maximum erreicht, und
nachher nimmt die Myzelausbeute wieder ab. Der Vergleich der Myzeltrocken-
gewichte bei steigender Mg-Konzentration nach 10 tigiger Kulturdauer zeigt,
daf schon mit geringem Mg-Zusatz ein relativ hoher Myzelertrag erreicht
wird. So ergibt z. B. 1,0 mg Mg/Liter eine Myzelausbeute von 84,5 mg/
Kolben; mit 2 und 4 mg Mg/Liter 94,2 und 105,1 mg/Kolben. (Vgl. Tab. 42.)
Vom Nullwert zur Variante mit 1 mg Mg/Liter ergibtsich also eine Zunahme der
Myzelausbeute um ca. 70 mg/25 ml Nahrlésung, wihrend bei doppelter und
4 facher Mg-Konzentration die weitere Zunahme nur noch je ca. 10 mg/25 ml
Nihrlosung betrigt. Der Verlauf des Wachstums bei Mg-Mangel, sowie die
relativ hohen Myzelausbeuten bei geringer Mg-Konzentration stehen mit
der Annahme in Einklang, daB das Mg im intermedidren Stoffwechsel vor-
wiegend katalytische Funktionen in freier Form ausiibt.

Bildung dextrinogener Amylase: Aus Tab. 41 und 43
ersieht man, daf} die dextrinogene Aktivitit mit steigender Mg-Konzentration
zunimmt. Maximale Aktivitdt wird im Konzentrationsbereich von 10—100 mg
Mg/Liter erreicht.

Verfolgt man gleichzeitig Myzel- und Amylasebildung in Abhingigkeit
von der Mg-Konzentration, so zeigt sich, dafl bei suboptimalen Mg-Konzen-
trationen relativ zum Myzelertrag weniger Amylase gebildet wird. So be-
trigt z.B. die spezifische dextrinogene Aktivitat bei
1 mg Mg/Litér im 1. Versuch 2,6 nach 7 tigiger Kulturdauer (Tab. 41), im
2. Versuch 2,4 nach 10 tagiger Kulturdauer (Tab. 43), wihrend die spezi-
fische dextrinogene Aktivitit bei optimaler Mg-Konzentration zwischen
6,3 und 7,0 liegt. Bei steigender Mg-Gabe wird also primir mehr Myzel ge-
bildet und erst sekundir mehr Amylase. Der Mg-Nullwert stellt eine Aus-
nahme dar. Die spezifische dextrinogene Aktivitéit ist in beiden Versuchen
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hoher als mit 1, 2 und 4 mg Mg/Liter. Wenn also nur Spuren von Mg in der
Nihrldsung enthalten sind, steigt das Verhéltnis ¢d/MTG wieder an.

Die intrazelluldre dextrinogene Aktivitat ist sehr
gering und zwischen den einzelnen Mg-Konzentrationen sind praktisch keine
Unterschiede vorhanden (Tab. 44). Der Amylasegehalt des Myzels ist also
nicht von der Mg-Konzentration abhingig und kann im Verhiltnis zur extra-
zelluliren Amylase vernachldssigt werden.

Proteolytische Aktivitat: Tab. 45 1iBlt erkennen, daB die
proteolytische Aktivitdt der Kulturfiltrate im Konzentrationsbereich von
4—6mg Mg/Liter am hochsten ist. Der genannte Bereich ist, wie bereits
erwihnt, fir das Wachstum suboptimal. Bei optimaler Mg-Versorgung
(30 mg/Liter) ist die proteolytische Aktivitdt absolut tiefer. Unter Beriick-
sichtigung der Beziehung zwischen Enzymkonzentration und Extinktion
(vgl. Fig. 3) folgt, daf im Bereich von 4—6 mg Mg/Liter 2—4 mal soviel proteo-
lytische Enzyme gebildet werden wie bei optimaler Mg-Versorgung (30 und
60 mg Mg/Liter). Im Bereich von 0—2mg Mg/Liter ist die proteolytische
Aktivitit absolut geringer als bei Mg-Gaben von 4 und 6 mg/Liter; relativ
zum Myzelertrag werden jedoch auch im Mg-Mangelbereich von 0—2 mg/
Liter mehr proteolytische Enzyme gebildet. Die Bildung proteolytischer
Enzyme ist also nicht in gleicher Weise vom Mg-Gehalt des Mediums ab-
hingig wie die Amylasebildung. Mg-Mangel wirkt sich hemmend auf die
Amylasebildung, jedoch férdernd auf die Proteasebildung aus.

7. BinfluB hoherer Ca-Gaben bei optimaler und sub-
optimaler Mg-Versorgung

Die Arbeiten von Akapor: et al. (1954), Omkawa und Maepa (1957) und
Omxawa (1959) wurden mir erst nach Abschlufl der eigenen Untersuchungen
bekannt. Wie bereits in der Einleitung kurz erwahnt wurde, stellte Orkawa
(L c.) fest, daB 1 Molekiil Amylase 1 Atom Ca in festgebundener, nicht dia-
lysierbarer Form enthélt. Die Entfernung des nicht dialysierbaren Ca mit
EDTA hatte eine 97 prozentige Inaktivierung der Amylase zur Folge. Durch
wiederholtes Umbkristallisieren konnte das Ca ohne Aktivititsverlust bis zu
- 409 durch Sr und bis zu 209 durch Mg ersetzt werden. Nach den Unter-
suchungen des genannten Autors liel sich das Ca auch im Kulturversuch
durch Sr ersetzen. Orkawa (1959) ziichtete 4. oryzae auf einer Nahrlssung
mit Sr an Stelle des Ca. Die aus dem Kulturfiltrat gewonnene kristalline
Amylase enthielt vorwiegend Ca, aber auch Sr. Die Amylase weist also eine
groBere Affinitét zu Ca auf als zu Sr, da das Ca aus den Verunreinigungen
.der Nihrlésung gegen einen Uberschuf an Sr im betreffenden Enzym an-
gereichert wurde. Aus der Arbeit von Oixawa (1. ¢.) geht nicht hervor, ob
die Amylaseausbeute im Kulturversuch geringer ausfillt, wenn die Nahr-
losung Sr statt Ca enthilt.

Auf Grund der dargelegten Ergebnisse von Oixawa muBte abgeklirt
werden, ob die in Nahrlosung B enthaltene Ca-Menge von 2 y/Liter fiir maxi-
male Amylaseausbeute ausreicht. Zudem schien es notwendig, den EinfluBl
hoherer Ca-Gaben bei gleichzeitigem Mg-Mangel zu untersuchen. Wie die
eigenen Befunde gezeigt haben, fillt die spezifische dextrinogene Aktivitit
bei Mg-Mangel niedriger aus als bei optimaler Mg-Versorgung. Da das Ca
in kristalliner Amylase ohne Aktivititsverlust teilweise durch Mg ersetzt
werden kann (Orkawa), schien es méglich, daB sich im Kulturversuch eine
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eveﬁtuelle ungeniigende Ca-Konzentration bei gleichzeitig optimaler Mg-
Versorgung nicht auf die Amylaseausbeute auswirkt, sondern daf erst bei
Mg-Mangel relativ zum Myzelertrag weniger Amylase gebildet wird.

Mit gereinigter Néhrlbsuﬁg B wurden folgende Varianten angesetzt:
a) 30 mg Mg, 40 y Ca/Liter
b) 30 mg Mg, 400 y Ca/Liter
c) 2 mg Mg, 400 y Ca/Liter
d) 4 mg Mg, 400 y Ca/Liter

Die Ergebnisse dieses erganzenden Versuches smd in Tab. 46 und 47
zusammengestellt

Tab. 46. Einflul hdoherer Ca-Gaben bei optimaler und sub-
optimaler Mg-Versorgung auf die Myzelausbeute in mg/25ml
] ﬁN ahrlosung. Durchschnitt aus zwei Parallelen -

Kulturdauer MTG/25 ml der Varianten » ‘
Tage a [ b | c ( d

5 i 115,7 + 2,5 ‘ 117,1 + 3,5 l 41,3 3.9 ‘ 59,0 4 8,0

6 125,9 + 0,9 125,2 4- 4,8 . 052,04+ 1,2 61,56 + 9,5

8 126,9 + 1,5 123,2 4- 3,2 . 67,5 1 2,5 ' 88,0 4- 2,4

10 119,2 + 2,8 119,2 + 4,2 73,6 1- 4,6 100,1 4 3.7

Tab. 47. EinfluBl héherer Ca-Gabeéen bei optimaler und sub-
optimaler Mg-Versorgung auf die absolute (cd) und spezi-
fische (cd/MTG) dextrinogene Aktivitdt im Kulturfiltrat

Kulturdauer V.ariante ) )
T:ige' a ! b , ¢ d
| ol cl/MTG| od od/MTG| od od/MIG| od od/MTG
5 666 58 | 66 57 | 100 24 | 14 26
6 666 53 | 706 56 | 111 21 | 154 25
8 706 56 | 706 - 57 | 125 18 | 210 24
10 50 63 | 706 59 | 148 20 | 222 22

Besprechung der Ergebnisse

Myzeltrockengewicht: Aus dem Vergleich der Myzeltrocken-
gewichte (MTG) von Tab. 46 mit denjenigen von Tab. 40 und 42 geht hervor,
daB sich hohere Ca-Zusitze bei gleichzeitig optimaler Mg-Versorgung (Var. a
und b) nicht auf den” Myzelertrag auswirken. Bei den beiden Mg-Mangel-
varianten (Var. ¢ und d) kann hingegen ein Unterschied festgestellt werden.
So betrigt die Myzelausbeute bei 2 mg Mg/Liter in den beiden Versuchen
des vorherigen Abschnittes nach 6 tagiger Kulturdauer 90,5 mg bzw. 90,8 mg/
Kolben, wihrend mit gleicher Mg-Konzentration, aber 400y Ca-Zusatz nur
ein Myzelertrag von 52 mg erreicht wird. Mit 4 mg Mg/Liter Nihrlosung B
betrug die Myzelausbeute in den beiden Versuchen des vorherigen Abschnittes
106,4 und 106,9 mg pro Kolben nach 6 tigiger Kulturdauer; die entsprechende
Myzelausbeute in Var. d hingegen betrigt nur 61,5 mg/Kolben. Die erwihn-
ten Unterschiede im Myzelertrag bei Mg-Mangel mit 29 respektive 400y
Ca/Liter sind auch nach 8- und 10 tigiger Kulturdauer noch deutlich zu er-
kennen. Die Ca-Konzentration von 400y/Liter wirkt sich offensichtlich bei
Mg-Mangel hemmend auf den Myzelertrag aus.
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Bildung dextrinogener Amylase: Wie aus Tab. 47 her-
vorgeht, wird die Amylaseausbeute durch die zusitzliche Ca-Gabe von
40y und 400y/Liter zur vollstindigen Nahrlosung B (Var.a und b) nicht
erhoht. Die dextrinogene Aktivitidt fillt im Gegenteil etwas tiefer aus als
in den beiden Versuchen iiber den EinfluB des Mg in Nahrlésung B mit 2y
Ca/Liter. Bei den beiden Mg-Mangelvarianten ¢ und d ist die dextrinogene
Aktivitdt geringer als bei entsprechendem Mg-Mangel in den frither beschrie-
benen Versuchen (Tab. 43). So betrigt die dextrinogene Aktivitit in Var. ¢
(2mg Mg/Liter) nach 10 tidgiger Kulturdauer 148 Einheiten, wihrend bei
entsprechendem Mg-Mangel mit 2y Ca/Liter 300 Einheiten erreicht werden
(Tab. 43). Variante d ergibt nach 10 tédgiger Kulturdauer eine dextrinogene
Aktivitit von 222 Einheiten, der entsprechende cd-Wert betrigt hingegen
522. Die oben dargelegte Vermutung, dafl die niedrige spezifische dextrino-
gene Aktivitdt bei Mg-Mangel auf einer ungeniigenden Ca-Menge beruhen
konnte, wurde also nicht bestétigt, sondern hohere Ca-Gaben wirkten im Gegen-
teil ungiinstig auf die Amylasebildung.

Der erginzende Versuch zeigt also:

1. Die in Nahrlosung B enthaltene Ca-Menge von 2y/Liter ermoglicht
optimale Amylasebildung. [Es sei noch erwiahnt, dal Ca-Verunreini-
gungen der Néhrlosung durch die Extraktionsmethode nicht ent-
fernt werden (Kocu und DEpic 1957 b)].

2. Mg ist zur Amylasebildung notwendig und kann im Kulturversuch
nicht durch Ca ersetzt werden.

Proteolytische Aktivitat: Bei der Bestimmung der extra-
zelluldren proteolytischen Aktivitdt nach der beschriebenen Methode liefien
sich infolge Niederschlagsbildung beim Hinzufiigen des Folin-Reagens’ zum
Filtrat keine reproduzierbaren kolorimetrischen MeBergebnisse erzielen. Die
Aktivititsbestimmung erfolgte deshalb durch Wigung des vor und nach der
Reaktionszeit durch Trichloressigsiure noch fillbaren Caseins. Die Diffe-
renzen der Wigungen ergaben dabei fiir die 1 :2 verdiinnten Kulturfiltrate
der Varianten a, b, ¢, d: 5,2 mg, 4,8 mg, 7,6 mg, 15,2 mg." Die proteolytische
Aktivitét ist also bei den, Mg-Mangelvarianten (Var. ¢ und d) wiederum hoher
als bei optimaler Mg-Versorgung (Var. a und b).

Bei diesem ergidnzenden Versuch wurde auch die intrazellulédre
proteolytische Aktivitat im 10 tdgigen Myzel ermittelt. Der
Aufschlufl des Myzels erfolgte dabei in gleicher Weise wie fiir die Bestimmung
der intrazelluliren Amylase mit dem Unterschied, daB Thymolwasser zur
Elution benutzt wurde, wie das GorBacu und Kocu (1955) zur Bestimmung
der proteolytischen Aktivitit im Myzel von A. niger vorgeschlagen haben.

Das zerriebene Myzel eines Kolbens wurde in insgesamt 25 ml Thymolwasser auf-
geschwemmt und itber Nacht bei 0° C aufbewahrt. Der Fermentansatz mit dem zentri-
fugierten Eluat wurde in gleicher Weise durchgefiihrt wie mit den Kulturfiltraten.
Fiir die Varianten a, b, ¢, d ergaben sich dabei folgende Extinktionswerte :

0,02, 0,035, 0,150, 0,260. ,

Die intrazellulire proteolytische Aktivitit ist also bei Mg-Mangel (Var.
¢ und d) ebenfalls hoher als bei optimaler Mg-Versorgung (Var. a und b).
Der Proteasegehalt der Myzelien, welche bei optimaler Mg-Konzentration
gewachsen sind, ist praktisch gleich Null. Durch Vergleich mit der extra-
zelluldren proteolytischen Aktivitit der entsprechenden Mg-Mangelvarianten,
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welche in Tab. 46 aufgefiihrt sind, betrigt der Proteasegehalt des Myzels
ca. 259 desjenigen des Kulturfiltrates bei 2 mg Mg/Liter und ca. 109} bei
4 mg Mg/Liter. i .

8 EinfluBB einiger Spurenelement-Mangel-Kombi-
nationen auf dieenzymatische Aktivitdtim Kul-
turfiltrat ,

Unter den iiblichen Versuchsbedingungen wurden folgende Varianten angesetzt:

Spurenelementzusatz in y pro Liter Grundmedium

Variante ! Fe Mn Zn Ca Mo B Cu
0 0 0 0 0 0 0 0
1 400 20 0 0 0 0 0
2 400 20 20 0 0 0 0
3 400 20 40 0 0 0 [
4 400 20 400 0 0 0 0
5 400 20 400 2 2 2 0
6 0 20 400 0 0 0 0
7 20 200 400 0 0 - 0 0
8 - 40 20 " 400 0 0 0 0
9 40 20 40 0 0 0 0

10 400 20 400 2 2 2 40

Die Ergebnisse betreffend Myzeltrockengewicht (MTG), dextrinogene Aktivitit
(ed), spezifische dextrinogene Aktivitit (cd/MTG) und proteolytische Aktivitit (log To/I)
nach 7 tagiger Kulturdauer sind in Tab. 36 zusammengestellt.

Tab. 48. EinfluBl einiger Spurenmangel-Kombinationen auf
Myzelertrag (MTG) absolute (cd), spezifische (cd/MTG), dextri-
nogene und proteolytische Aktivitat (log I,/I) im Kultur-
’ filtrat. Durchschnitt aus drei Parallelen

Variante MTG | o [ od/MTG ’ log To/I
0 10,6 74 7,0 0,000
1 13.3 94 71 0,030
2 3554 21 200 5,7 0,000
3 5364 47 421 8.3 0,082
4 593 4 22 572 9,7 0.615
5 72,7 1 10,0 1034 14,2 0,710
6 4233 40 232 5.5 0,000
7 500 + 7.1 320 6.4 0,000
8 5121 28 468 9,2 0,000
9 7441 164 482 6.8 0,005
10 1410 & 44 800 5.1 0,72

Besprechung der Ergebnisse

Aus Tab. 48 geht hervor, dafl bei alleinigem Cu-Mangel die hochste
Amylaseausbeute erreicht wird (Var. 5). Im kompletten Medium (Var. 10)
sinkt die dextrinogene Aktivitit gegeniiber dem Cu-Nullwert um 200 Ein-
heiten; die spezifische dextrinogene Aktivitit fillt von 14,2 auf 5,7. Diese
Befunde bestitigen also wiederum die hemmende Wirkung des Cu auf die
Amylasebildung. Fehlen auBler Cu noch die drei Elemente Ca, Mo und B
(Var. 4), so fillt der Quotient ¢d/MTG trotz optimaler Versorgung mit Zn,
Fe und Mn von 14,2 auf 9,7. Fiir die erhdhte Bildung amylolytischer Enzyme
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bei Cu-Mangel sind demnach eines oder mehrere der Elemente Ca, Mo und B
notwendig. Bei zusdtzlichem abgestuftem Zn-Mangel (Var. 3, 2, 1) sinkt
die spezifische dextrinogene Aktivitdt von 9,7 auf 8,3 bei 40y Zn/Liter, auf
5,7 bei 20y Zn/Liter und auf 7,1 in der Variante ohne Zinkzusatz. Bei zu-
sitzlichem abgestuften Fe~Mange1 sinkt die spezifische dextrinogene Aktivi-
tdt von 9,7.(Var. 4) bei optimaler Fe-Konzentration auf 9,2 bei 40y, auf
6,4 bei 20y Fe/Liter und auf 5,5 in der Variante ohne Fe-Zusatz. Daraus
ergibt sich, daB fiir die erhohte Bildung dextrinogener Amylase bei Cu-Mangel
und gleichzeitiger Abwesenheit von Ca, Mo und B sowohl Zn als auch Fe
nétig sind.

Wie sich schon in fritheren Versuchen gezeigt hatte, ist die proteolytische
Aktivitdt aller Kulturfiltrate, welche Zn- oder Fe-Mangel aufweisen, prak-
tisch gleich Null. Vergleicht man die Varianten 3,7, 8 und 9 beispielsweise
mit der Variante 4, so sieht man, dafl auch dann noch keine proteolytische
Aktivitdt nachweisbar ist, wenn die vorhandenen Konzentrationen an Zn
oder Fe fiir die mogliche Myzelbildung bei gleichzeitigem Cu-Mangel geniigen
wiirden. So ergab Var. 3 bei Cu-Mangel und geniigender Fe- und Mn-Ver-
sorgung mit 40 p Zn/Liter eine durchschnittliche Myzelausbeute von 53,6 mg
pro Kolben, jedoch praktisch keine proteolytische Aktivitit im Kultur-
filtrat, wihrend in Var. 4 mit 400y Zn/Liter und gleichen iibrigen Spuren-
elementbedingungen die proteolytische Aktivitat (ausgedriickt als Extink-
tionswert) von 0,08 auf 0,615 anstieg bei einer nur geringfiigigen Erhohung
der Myzelausbeute auf 59,3 mg/Kolben. Der gleiche Effekt gilt fiir das Eisen
noch ausgeprigter und geht aus dem Vergleich der Var. 8 und 4 hervor.

Aus der Gegeniiberstellung der Var. 4 und 5 folgt, da8 die drei Elemente
Ca, Mo und B keinen spezifischen EinfluB auf die Bildung proteolytischer
Enzyme ausiiben; denn die Erhéhung der Aktivitit bei Var. 5 entspricht
lediglich der gleichzeitigen Erhéhung des Myzeltrockengewichts. Andererseits
zeigt der Vergleich der Var. 5 und 10, daB bei Cu-Zusatz die proteolytische
Aktivitdt praktisch unverdndert bleibt, wihrend die Myzelausbeute ver-
doppelt wird. Die relative proteolytische Aktivitit ist also bei Cu-Mangel

groBer.

IV. Einfluf verschiedener C-Quellen auf die Bildung dextrinogener Amylase

1. Literatur

Nach Mraasuar und Tarsumr (1954) und SmirNov (1957) bildet A. oryzae auf einer
modifizierten Czapek-Dox-Nahrlosung mehr Amylase mit Starke, Dextrin und Maltose
als mit Glucose. Mit Xylose und Arabinose wurde wohl ein gutes Wachstum erzielt,
jedoch keine Amylase gebildet. STirxa (1955) stellte in Néhrldsungen mit 1—29
Starke die hochsten Amylaseausbeuten fest. Hohere Konzentrationen wirkten hemmend
auf die Amylasebildung. Nach FEniksova (1957) ist die Amylaseausbeute mit Maltose,
Dextrin und Stirke hoher als mit Glucose, Saccharose, Arabinose, Xylose, Glyzerm
und Mannit. TikrOMIROVA (1959) beobachtete abnehmende Amylasebildung in der
Reihenfolge: Stirke, Maltose, Dextrin, Glucose. MEYRATH (1957 b) stellte fest, daf}
die Amylaseausbeute bei gleicher C-Quelle je nach Herkunft des verwendeten Praparats
(Merck, BDH) verschieden ausfiel. Die Bildung dextrinogener Amylase war im Durch-
schnitt mit Maltose, Dextrin und Stirke gleich groB, jedoch durchweg hoher als mit
Glucose. Wie bereits erwihnt, vermutete MEYRATH, daf die unterschiedliche Amylase-
ausbeute bei C-Quellen verschiedener Herkunft auf Spurenelementeinfliisssen beruhen

kénnte.
Nachdem sich gezeigt hatte, daB die Amylasebildung durch Spuren-
elemente beeinflut werden kann, schien es angebracht, die Amylaseausbeute
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bei verschiedenen C- Quellen unter definierten Spurenelementbedingungen
zu iiberpriifen. Der Einflul von Zn-, Fe- und Cu-Mangel wurde dabei eben-
falls beriicksichtigt. o :

2. Experimentelles

In den Vergleich wurden einbezogen: Glucose (Merck), Maltose (Hoffmann-La Roche,
Basel), Dextrin (150/160, Blattmann, Widenswil) und 16sliche Stirke (Analar, BDH).
Diese C-Quellen werden 1 proz. einem Grundmedium folgender Zusammensetzung bei-
gefiigt: 15 g KH,PO,, 15 g Na,HPO,- 2 H,0, 1 g (NH,),HPO,, 0,3 g -MgSO,- 7 H,O0.
pH = 6,0 mit 5n HCL. .

Es zeigte sich, daB eine Reinigung des Stirkemediums nach der beschriebenen
Extraktionsmethode nicht méglich war, da sich beim Schiitteln starke Emulsionen
bildeten. Eine geringe Schaumbildung trat wohl auch beim dextrinhaltigen Medium
auf, doch konnte durch lingeres Stehenlassen eine befriedigende Phasentrennung er-
zielt werden.

Die Stirke wurde deshalb als 2 proz. Losung durch Autoklavieren mit AL,O, separat
gereinigt, der anorganische Anteil der Nahrlosung hingegen bei pH 6,0 mit Oxin und
Dithizon in Chloroform extrahiert. .

3. Ergebnisse
a) Ergebnisse des 1. Versuches

Tab.49. EinfluB verschiedener C-Quellen auf ¢d, MTG (in mg/25 m1l
Niahrlésung) und cd/MTG. Durchschnitt aus zwei Parallelen

Taye “ i Glucose Maltose Dextrin ’ - Starke

cd 100 ‘ 270 250 —

3 | MTG 56,0 4- 1,6 50,1 + 3,7 21,4 + 2,6 —
¢d/MTG 1,8 5.4 11,9 —
cd 160 g 400 546 —

4 | MTG 87,6 + 2,4 86,2 + 2.8 40,0 4+ 1,2 —
cd/MTG 1,8 47 ©13,6 —
cd 187 462 632 255

5 | MTG 96,6 + 4.8 92,0 + 0.6 45,0 + 0,2 39,3 + 0,5
¢d/MTG 1,9 5,0 14,0 6,5
ed 197 462 706 279

6 | MTG 97,0 + 1,0 98,4 - 2,0 52,0 + 0,4 64,2 + 3.8
¢d/MTG 2,0 4,7 13,6 ,
ed 197 462 750 210

8 | MTG 94,6 +- 0,6 1057 + 0.3 51,8 + 34 95,2 + 04
cd/MTG 2,1 44 14,5 2.2
ed — — — 232

10 | MTG — — i 952 + 44
¢d/MTG — — — 24

i

ed 191 400 . 666 210

12 | MTG 88,8 + 3.4 929+55 | 583+ 2.1 89,9 + 0,1
cd/MTG 2.2 44 Lo114 23

Die Nullvarianten fir Zn, Fe und Cu wurden nach 8 tigiger Kultur-
dauer geerntet. Die Ergebnisse sind in Tab. 50 zusammengestellt.
7 Zweite Abt. Bd. 114
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Tab.50. EinfluB von Zn-, Fe- und Cu-Mangel auf ¢d, MTG (inmg/25 ml
Nahrlosung) und ¢d/MTG bei verschiedenen C-Quellen.
Durchschnitt aus zwei Parallelen

Null-
vari- Glucose Maltose Dextrin Starke
ante
ed 31 71 45 113
Zn MTG 9,5 + 0,7 10,5 4+ 0,6 9,04+ 1,0 8,8 4- 0,2
cd/MTG 3,3 6.8 5,0 7,8
cd 108 215 125 ‘114
Fe MTG 30,2 41,8 55,3 + 5,7 25,1 4- 0,3 - 16,9 4- 0,5
cd/MTG R ‘ 3,9 5,0 6,7
) ed 214 571 750 333
Cu MTG 43,7 1+ 7,1 434 + 0,8 37,1 + 49 90,1 - 0,7
ed/MTG 49 13,2 20,2 ,

b) Ergebnisse des 2. Versuches. Es wurde nicht nur die Stéirke, son-
dern auch das Dextrin separat durch Autoklavieren mit AlL,O, gereinigt,
um einen eventuellen nachteiligen Einflu dieser Reinigungsart auf die
Enzymbildung abzukliren (vgl. Tab. 51), Zudem wurden die Zn-, Fe- und
Cu-Nullvarianten wihrend der ganzen Kulturdauer verfolgt (vgl. Tab. 52).
Glucose und Maltose wurden wie im 1. Versuch nach der Extraktionsmethode

gereinigt.

Tab. 51. EinfluB verschiedener C-Quellen auf cd, MTG (mg/25 ml

Nahrlosung) und ¢d/MTG. Durchschnitt aus zwei Parallelen

Tage Glucose Maltose Dextrin Starke
cd — — — —
3 | MIG 40,9 4- 6,5 42,4 1+ 1,0 — —
cd/MTG — — — —
cd 143 342 — —
4 | MTG 108,4 4 4,4 80,1 4- 3,3 41,1 4- 4,1 34,4 426
ed/MTG 14 4,3 — R
ed 167 400 375 273
5 | MTG 114,1 4- 0,3 122,1 4 3,9 53,0 £ 0,0 824 164
cd/MTG 1,5 : » 7, ;
ed 182 400 460 300
6 | MTG 106,8 - 3,4 132,0 4 0,6 614 4 0,6 1114 41,4
.cd/MTG 1,7 ,0 7,5 2,7
cd — — 460 333
7 . | MTG — — 65,7 4+ 0,1 150,56 4- 1,56
cd/MTG — — 7,0 5
ed 193 428 460 324
8 MTG 150,56 4 7,5 142,7 49,3 85,9 4 0,4 129,1 + 1,1
1,3 3,0 54 - 2,

od/MTG
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Tab. 52. Einfluf von Zn., Fe- und Cu-Mangel auf cd, MTG (mg/25 ml
Nahrlésung) und ¢d/MTG bei verschiedenen C- Quellen

Durchschnitt aus zwei Parallelen

Tage vg}{a}gbe Glucose Maltose Dextrin Stirke
cd 17 35 40 109
Zn MTG 7,6 6,7 9,7 20,6
cd/MTG | 2,2 5,2 4,1 5.4
cd 50 100 42 64
5 Fe MTG 16,3 30,1 7,8 10,2
cd/MTG 3,2 3.3 5,4 6,3
cd 172 444 364 273
Cu MTG 478+ 08| 46,5 +1,1| 4584 78| 56,04 1,8
cd/MTG s 9,5 8,1 4,9
cd 29 46 43 154
Zn MTG 10,5 - 8,5 8,6 26,3
cd/MTG 2,8 5.4 5,3 5,8
cd 64 107 71 83
6 Fe MTG 27,4 30,7 16.8 14,3
cd/MTG 2,3 3,6 4,2 5,9
cd 214 522 444 300
Cu MTG 46,0 + 1,0 | 46,8+ 6,8 4744 2,2 | 89,04 10,0
cd/MTG 4.6 11,1 s 34
ed 83 72 48 207
Zn MTG 25,2 10,5 10,6 31,2
cd/MTG | 3,3 6,3 45 6,7
cd 59 216 128 133
8 Fe MTG 30,8 55,3 26.6 22,7
cd/MTG | 1,9 3.9 4.8 5.9
cd 207 572 546 400
Cu MTG 94,5 4+ 24,1| 43,3 + 0,8 65,5 4- 3,9 | 107,56 + 4,9
cd/MTG 2,2 13,3 8,3 4,0

c) Ergebnisse des 3. Versuches. Nachdem sich im 2. Versuch gezeigt
hatte, daB die Reinigungsmethode einen Einflul auf die Amylaseausbeute
ausiibt, wurden in einem weiteren Ansatz ungereinigte und gereinigte Medien
mit Maltose und Dextrin verglichen. Zudem hatten Untersuchungen iiber den
EinfluB steigender N-Zusétze ergeben, daB mit 15 g Maltose pro Liter Grund-
medium mit 0,29, (NH,),HPO, mehr Amylase gebildet wird als' mit den
bisher zugesetzten 0,159 (NH,),HPO,. Da die Myzelausbeuten mit Dextrin
wesentlich tiefer ausfallen als mit Maltose (bei gleicher Konzentration),
wurde vermutet, daB die N-Konzentration der zwei ersten Versuche fiir
die Amylasebildung auf Dextrin, nicht aber fiir die potentiell héhere Pro-

duktion auf Maltose ausreichte.
tration erhoht.

Aus diesem Grund wurde die N-Konzen-
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Versuchsanordnung:

Maltose oder Dextrin
Na,HPO,- 2 H,0

Karl Steiner,

ungereinigtes Medium
g
15
20
20

2
0.3

gereinigtes Medium

g
10
13,5
13,5
1,5
0,3

ad 1 Liter mit dest. Wasser
Spurenelementzusatz wie bei
Néhrlosung B

ad 1 Liter mit dest. Wasser
Spurenelementzusatz wie bei
Nahrlosung B

Die geringere Konzentration der C-Quelle im gereinigten Medium wurde
gewihlt, um eine befriedigende Phasentrennung beim Extrahieren des Dextrin-
mediums zu erreichen.

Tab. 53. Einfluf von Maltose und Dextrin auf c¢d, MTG (mg/25 ml
Néahrlosung) und ¢d/MTG, bei ungereinigter und gereinigter
Nahrlosung. Durchschnitt aus vier Parallelen

Tage’ | ungereinigt gereinigt
Maltose Dextrin Maltose Dextrin
cd ] 1150 812 858 954
6 MTG 104,4 + 2,7 85,8+ 28| 10584+ 1,8 100,54 0,8
cd/MTG 11,0 9,5 8,1 9,5
cd 1176 960 858 1008
8 MTG 110,8 4+ 3.8 82,1 + 54| 104,24 1,2 88,3 - 3,8
od/MTG 10,7 11,7 8,2 10,0

Tab. 54. EinfluB von Zn-, Fe- ‘und Cu-Mangel auf ¢d, MTG (mg/25 ml
Néihrlosung) und ¢d/MTG bei Maltose und Dextrin. Durchschnitt
aus vier Parallelen

Tago Null- Maltose Dextrin
variante ed MTG  cd/MTG| cd MTG ed/MTG

Zn 102 12,6 + 1,5 8,1 l 42 93428 4,5

6 Fe 100 202422 50 | 97 190134 51
Cu 924 46,84 1,8 19,2 | 430 - 452 41,9 9,6

: Zn 120 175421 174 1 59 105+ 1,1 56

8 Fe 138 35,3 4+ 2,1 4,0 109 25,1 4+ 3,7 5,7
Cu 1000 46,2 4- 0,2 21,6 ‘ 685 40,8 4 2,6 16.6

4. Besprechung der Ergebnisse

a) 1. Versuch: Tab. 50 zeigt, daf die relativen Nullwerte fiir Zn, Fe,
Cu und damit die entsprechenden Spurenelementgehalte der gereinigten
Medien nur unwesentlich voneinander abweichen. Abgesehen von der ver-
schiedenen Reinigungsmethode (Stirke mit Al,O, autoklaviert, iibrige Me-
dien extrahiert) ist also nach Zusatz der angegebenen Spurenelementmengen
der alleinige EinfluB der C-Quellen gewéihrleistet.

Die Myzelausbeuten (Tab.49) erreichen mit Glucose, Maltose und
Stirke anndhernd den gleichen Wert, wobei jedoch die Induktionsphase
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im Stirkemedium bedeutend verlingert ist. Mit Dextrin hingegen betrigt
der Myzelertrag nur ca. 609, desjenigen der ibrigen C-Quellen.

Die dextrinogene Aktivitit erreicht bei allen C- Quellen nach 6—S8 tigiger
Kulturdauer eip Maximum und sinkt bis zum 12.Tage wieder etwas ab.

Nach 8 tiagiger Kulturdauer ist die dextrinogene Aktivitdt (cd) mit
Dextrin (750) am hochsten, gefolgt von Maltose (462), Stirke (210) und
Glucose (197). Die spezifische dextrinogene Aktivitdt (cd/MTG) betragt in
gleicher Reihenfolge: 14,5, 4,4, 2,2 und 2,1. Im Verhiltnis zum Myzelertrag
wird also mit Dextrin rund dreimal mehr Amylase gebildet als mit Maltose
und sechsmal mehr als mit Stirke und Glucose. Verfolgt man die spezifische
dextrinogene Aktivitit der verschiedenen C-Quellen im Verlauf der Kultur-
dauer, so zeigt sich, daB mit Glucose, Maltose und Dextrin nur geringe
Schwankungen auftreten; im Stdrkemedium hingegen sinkt c¢d/MTG von
" 6,5 auf 2,2. Dieser Unterschied ergibt sich, weil mit Stirke schon wihrend
der Induktionsphase maximale dextrinogene Aktivitit erreicht wird. So
betrigt der Myzelertrag nach 5 tégiger Kulturdauer 39,3 mg/Kolben und
die dextrinogene Aktivitit 255 Einheiten; nach 10 tégiger Kulturdauer wird
eine Myzelausbeute von 95,2 mg erreicht, wéhrend die dextrinogene Aktivitét
mit 232 Einheiten sogar etwas gesunken ist.

Tab. 50 148t erkennen, daf sich Zn-, Fe- und Cu-Mangel bei den ver-
schiedenen C-Quellen unterschiedlich auf die spezifische dextrinogene Akti-
vitdt auswirken. Bei Zn-Mangel wird im Verhéltnis zum Myzelertrag mit
Glucose, Maltose und Stirke mehr Amylase gebildet als in- den entsprechen-
den kompletten Medien. Der Effekt ist im Stirkemedium am ausgeprigtesten.
Im Dextrinmedium hingegen sinkt die spezifische Aktivitit von 14,5 bei
optimaler Zn-Versorgung (Tab. 49) auf 5,0 bei Zn-Mangel (Tab. 50).

Bei Fe-Mangel fillt die spezifische Aktivitit im Glucose- und Stirke-
medium héher aus als bei optimaler Fe-Versorgung, wihrend im Maltose-
und Dextrinmedium gerade der umgekehrte Effekt eintritt.

b) 2. Versuch: Tab. 51 zeigt, daB, wie im 1. Versuch, mit Glucose,
Maltose und. Stéirke wiederum eine hohere Myzelausbeute erreicht wird als mit
Dextrin. Die dextrinogene Aktivitét ist nach 8 tégiger Kulturdauer wiederum
am hochsten mit Dextrin (460) gefolgt von Maltose (428), Stirke (324) und
Glucose (193). Fiir cd/MTG ergibt sich ebenfalls die gleiche Reihenfolge
wie im 1. Versuch: Dextrin (5,4), Maltose (3,0), Stirke (2,2), Glucose (1,3).
Der cd-Wert des Dextrinmediums ist im Vergleich zu demjenigen des 1. Ver-
suches von 750 auf 460 gesunken. Diese Tatsache deutet darauf hin, dafBl
sich die Reinigung der C-Quelle mit Al,O, schlecht auf die Amylasebildung
auswirkt. Erhoht man die Aktivitit des Stdrkemediums rechnerisch um
den gleichen prozentualen Betrag, um den die Aktivitit des Dextrinmediums
durch die Behandlung mit Al,O, verringert wird, so ergibt sich fiir das Stirke-
und Maltosemedium annihernd die gleiche Aktivitat. Mit Dextrin wird je-
doch auch bei gleicher Reinigungsmethode (AlLQ,) eine hohere Amylase-
ausbeute erzielt, als mit Starke.

Aus Tab. 52 geht hervor, daB sich Zn-, Fe- und Cu-Mangel bei den ver-
schiedenen C-Quellen in gleicher Weise auf die spezifischen dextrinogenen
Aktivititen auswirken wie im 1. Versuch. Im Vergleich mit vollstindigem
Medium ergibt: Zn-Mangel hohere spezifische Aktivitdt bei Glucose, Mal-
tose und Stirke, geringere spezifische Aktivitdt bei Dextrin. Fe-Mangel
hohere spezifische Aktivitdt bei Glucose und Dextrin, gleiche spezifische
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Aktivitit mit Maltose, geringere spezifische Aktivitdt mit Dextrin. Cu-
Mangel hébere spez1flsche Aktivitat bei allen C-Quellen, am ausgepragtesten
bei Maltose.

Ein weiterer Versuch mit Dextrin bestétigte, daBl die Amylaseausbeute
hoher ausfillt, wenn die Nahrlésung durch Extraktion gereinigt wird, als
durch Autoklavieren mit Al,O;. Die dextrinogene Aktivitit betrug nach
8 tiagiger Kulturdauer 924 Einheiten und tibertraf somit den im 1. Versuch
erhaltenen Wert (750) noch betrichtlich. Auch im EinfluB von Zn-, Fe
und Cu-Mangel auf die spezifische dextrinogene Aktivitit stimmten die
Ergebnisse mit dem 1. Versuch iiberein. So betrug ¢d/MTG im vollstindigen
Medium 18,4, bei Zn-Mangel 5,3, bei Fe-Mangel 3,6, bei Cu-Mangel 22,4.

¢) 3.Versuch: Tab. 53 148t erkennen, daB die hohere N-Konzentration
die Amylasebildung férdert. Im Vergleich zum 1. Versuch ist die dextrino-
gene Aktivitdt im gereinigten Maltosemedium  um rund 400, im Dextrin-
medium um 250 Einheiten hoher. Selbst bei fiir Amylaseausbeute optimaler
N-Konzentration ist jedoch die dextrinogene Aktivitat nach 8 tigiger Kultur-
dauer im gereinigten Dextrinmedium um 150 Einheiten oder 179, héher
als im Maltosemedium. Mit ungereinigten Nahrlésungen hingegen ergibt
Maltose eine hohere Amylaseausbeute als Dextrin. Der Unterschied betrigt
nach 8tégiger Kulturdauer rund 200 Einheiten oder 189,. Es ist ferner
auffallend, dafl auf dem ungereinigten Maltosemedium mehr dextrinogene
Amylase geblldet wird als auf dem gereinigten. Moglicherweise beruht der
Unterschied lediglich auf den hoheren Maltose- und (NH,),HPO,-Konzen-
trationen; es wire aber auch denkbar, daB beim Extrahieren des Maltose-
mediums eine Substanz entfernt wird, welche die Amylasebildung stimuliert.
Im ungereinigten Dextrinmedium wird trotz héherer C- und N-Konzentra-
tion weniger Amylase gebildet als im gereinigten. Beim Extrahieren des
Dextrinmediums wird vielleicht eine Substanz entfernt, welche die Amylase-
bildung hemmt. '

Es fragt sich, ob die besprochenen Effekte auf Spurenelementemﬂussen
beruhen. Da ja den ungereinigten Medien die gleichen Spurenmengen ‘zu-
gesetzt wurden wie den gereinigten Néhrlosungen, kann es sich nicht um
Wirkungen der Elemente handeln, die im III. Teil dieser Arbeit untersucht
wurden. Denkbar wire, dafl neben den untersuchten noch andere Spuren-
elemente die Amylasebildung beeinflussen. Es scheint aber auch nicht aus-
geschlossen, dall organische Substanzen eine Rolle spielen. So geht aus der
Arbeit von Feniksova (1957) hervor, daBl durch geringe Malzextraktzusitze
zu einer synthetischen Néahrlosung die Amylaseausbeute von 4. oryzae ver-
doppelt werden kann. Dunwy et al. (1959) haben festgestellt, daBl Ca-Phytat
oder Phytinsiure die Amylasebildung von 4. niger und A. oryzae in aus-
geprigtem MaBe stimuliert. Die Phytinsdure lieB sich in ihrer Wirkung
weder durch Inosit und Na,HPO, noch durch Hefeextrakt, Pepton und
verschiedene Vitamine ersetzen.

Auf Grund der vorliegenden Untersuchungsergebnisse kann nicht ent-
schieden werden, ob derartige organische  Substanzen eine Rolle spielen.
Hingegen zeigt der 3. Versuch wiederum '(Tab. 54), daBl sich Zinkmangel
unterschiedlich auf die spezifische dextrinogene Aktivitit auswirkt, je nach-
dem ob Maltose oder Dextrin als C-Quelle verwendet wird. Mit Maltose
als C-Quelle ergibt sich bei Zn-Mangel die gleiche spezifische dextrinogene
Aktivitit wie bel optimaler Zn-Versorgung.. Mit Dextrin dagegen betrigt
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die spezifische Aktivitit bei Zn-Mangel nur die Hilfte derjenigen des kom-
pletten Mediums. Cu-Mangel bewirkt bei allen C-Quellen eine Erhohung
der spezifischen Aktivitdt. Der Effekt ist im Maltosemedium am ausgeprig-
testen. So betrigt cd/MTG im kompletten Medium 4,4, bei Cu-Mangel 13,2.

V. Diskussion

Bei den beobachteten Spurenelementeinfliissen auf die Enzymbildung
von A. oryzae wurde jeweils gepriift, ob eventuell eine bloBe Aktivierung
oder Hemmung der enzymatischen Reaktion vorliege. So wurde beispiels-
weise die dextrinogene Aktivitdt eines Cu—Mangelkulturflltrates mit und
ohne Cu-Zusatz ermittelt; die proteolytische Aktivitit eines Mg-Mangel-
kulturfiltrates wurde mit und ohne Mg-Zusatz bestimmt usw. In keinem
Fall konnte jedoch durch Spurenelementzusatz eine Anderung der dextrino-
genen oder proteolytischen Aktivitit festgestellt werden. Die beobachteten
Spurenelementeinfliisse beziehen sich somit direkt auf die Enzymbildung
und beruhen nicht auf einer Hemmung oder Aktivierung der enzymatischen
Reaktion.

-Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist die Bildung amyloly-
tischer und proteolytischer Enzyme z.T. in gle1cher z. T. jedoch gerade
in entgegengesetzter Weise von den einzelnen Elementen abhingig. Es ist
vorldufig nicht moglich, die spezifischen - Wirkungen einzelner Spurenelemente
auf die Enzymbildung zu erkliren, da die Proteinsynthese selbst ja noch
ein weitgehend ungeldstes Problem darstellt (vgl. z. B. Smvkin 1959). AuBer
der bereits erwihnten aktivierenden Rolle des Mg bei-den Beladungsreak-
tionen der Aminosduren finden sich in der Literatur auch keine Angaben
iiber spezifische Funktionen von Spurenelementen innerhalb der Protein-
synthese. Gerade das Beispiel des Mg zeigt indessen, dafl allzu direkte Er-
kKlirungsversuche versagen, da ja bei Mg-Mangel nicht nur relativ zum
Myzelertrag, sondern auch absolut mehr Proteasen gebildet wurden als bei
fir das Wachstum . optimaler Mg-Versorgung. Verallgemeinerungen von
Einzelergebnissen sind auf diesem Gebiet wohl sicher noch verfriiht.

Dennoch sei kurz auf einige Literaturangaben hingewiesen, die mog-
licherweise mit der hier beobachteten eigenartigen Steigerung der Amylase-
und Proteasebildung durch Cu-Mangel in Zusammenhang stehen.

Es scheint, dafl Cu die Bildung von Atmungsenzymen begiinstigt. Nach
Uxprirz (1957) wird zur Synthese.von Haem, der prosthetischen Gruppe
des Himoglobins, Cu benotigt. Gleiches gilt nach Scuurrze und Kuiken
(1941) fir die prosthetische Gruppe des Hiaminferments Katalase. Man
darf annehmen, daB Cu auch bei der Synthese des Haminanteils der Cyto-
chrome, dieser wichtigen Atmungsfermente, mitwirkt. In diesem Zusammen-
hang sei der Befund von Nicmoras (1957 ¢) erwihnt, daB die hemmende
Wirkung von Mo auf die Bildung von Cytochromoxydase und Cytochrom
c-Reduktase bei Neurospora crassa durch Cu-Zusatz teilweise aufgehoben
werden kann. Daneben sollen Cu-Proteide wie die Phenoloxydasen fiir die
Atmung, wenigstens bei hoheren Pflanzen, eine Rolle spielen (vgl. Barpwix
1957).

Ein gewisser Antagomsmus von Atmung einerseits und Amylasebildung
andererseits wird nun aber durch Beobachtungen von Snv (1953) angedeutet.
Er stellte fest, daB bei Aspergillus niger die O,-Aufnahme fiir maximales
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Wachstum um 1509 hoher liegt als die O,-Aufnahme fiir maximale Amylase-
ausbeute. Es wire also denkbar, da3 bei Cu-Mangel deshalb mehr Amylasen
und Proteasen gebildet werden, weil primir die Synthese prosthegischer
Gruppen von Atmungsfermenten gehemmt ist.

VI. Zusammenfassung

Der Einflu von Zn, Fe, Cu, Mn und Mg auf das Wachstum von Asper-
gillus oryzae und die Bildung amylolytischer und proteolytischer Enzyme
wurde untersucht. Ferner wurden Versuche iiber den EinfluB verschiedener
C-Quellen auf die Bildung dextrinogener Amylase unter definierten Spuren-
elementbedingungen durchgefiihrt. Hierzu waren ausgedehnte Vorversuche
iiber die Arbeitstechnik bei Spurenelementversuchen sowie iiber Zusammen-
setzung und Pufferung von Nihrlosungen fiir optimale Amylasebildung er-
forderlich. Die Ergebnisse lassen sich folgendermaBen zusammenfassen:

a) EinfluBB von Spurenelementen auf Wachstum und
Enzymbildung.

1. Fiur das Wachstum auf einer gereinigten Nihrlésung mit 15 g Mal-

tose, 40 g Phosphat und 1,5 g (NH,),HPO, pro Liter (Nihrlésung B)
- erwiesen sich. folgende Spurenelementzusitze als optimal: 200 y —

1 mg Zn, 200 y — 10 mg Fe, 40 y — 200 y Cu und 15—100 mg Mg.

Reduzierte Konidienbildung zeigt schwachen, reduzierter Myzel-

ertrag stirkeren Spurenelementmangel an. Uberoptimale Spuren-

elementkonzentrationen konnen die gleichen Effekte in geringerem
. MaBe hervorrufen.

2. Der zeitliche Wachstumsverlauf bei Cu-Mangel unterscheidet sich
wesentlich von demjenigen bei Zn-, Fe- und Mg-Mangel. Bei Cu-
Mangel wird, wie in einem kompletten Medium, nach ca. 5 tigiger
Kulturdauer ein maximaler Myzelertrag erreicht, worauf anschlieBend
Autolyse einsetzt. Bei Mangel eines der tibrigen Elemente hingegen
nimmt der Myzelertrag selbst nach 10 tdgiger Kulturdauer noch
weiter zu.

3. Die Bildung dextrinogener Amylase ist in folgender Weise von den
untersuchten Elementen abhingig:

Zn: 60y — 200y Zn/Liter ergaben maximale Amylaseausbeuten.
Hohere Konzentrationen wirkten hemmend. Die spezifische dextrino-
gene Aktivitit nimmt mit steigender Zn-Konzentration ab.

Fe: Mit steigender Fe-Konzentration wird vermehrt Amylase
gebildet. Hochste Amylaseausbeute wurde bei wachstumshemmen-
den Fe-Konzentrationen von 10—100 mg/Liter erreicht.

Cu: Bei Cu-Mangel wird nicht nur relativ zum Myzelertrag,
sondern auch absolut mehr dextrinogene Amylase gebildet als bei
wachstumsoptimaler Cu-Konzentration.

Mn: Im Konzentrationsbereich von 0—20 mg Mn/Liter war kein
Einflu zu bemerken. 40 mg Mn/Liter wirkten hemmend.

Mg : Die hochste Amylasecausbeute ergaben Konzentrationen von
30—100 mg Mg/Liter. Bei fiir das Wachstum suboptimalen Mg-
Konzentrationen wird im Verhiltnis zum Myzelertrag weniger Amy-
Jase gebildet. Ca-Zusatz bei Mg-Mangel verstirkt die Hemmung der
Amylasebildung. ’ '



Uber den EinfluB von Spurenelementen auf Wachstum und Enzymbildung usw. 105

4. Zur Bildung proteolytischer Enzyme sind Zn und Fe unbedingt er-
forderlich. Die Kulturfiltrate zeigen erst dann eine nennenswerte
proteolytische Aktivitat, wenn die vorhandenen Zn- und Fe-Kon-
zentrationen fiir maximale Myzelbildung ausreichen.

Im Vergleich zur optimalen Spurenelementversorgung werden
besonders bei Mg-Mangel, etwas weniger ausgepriagt auch bei Cu-
Mangel und Fe-UberschuB vermehrt proteolytische Enzyme ge-
bildet.

b) EinfluB verschiedener C-Quellen auf die Bildung
dextrinogener Amylase '

- 1. In gereinigter Nahrlosung B wird mit Dextrin als C-Quelle sowohl
absolut wie auch relativ zum Myzelertrag mehr dextrinogene Amy-
lase gebildet als mit Maltose, Stirke und Glucose. Maltose und
Stérke ergaben etwa gleiche Amylaseausbeute, Glucose erwies sich
fiir die Amylasebildung als schlechteste C-Quelle.

2. Inungereinigter, mit Spurenelementzusitzen versehener Nihrlosung B
hingegen wurde auf Maltose mehr dextrinogene Amylase gebildet
als auf Dextrin.

3. Im Vergleich zur spezifischen dextrinogenen Aktivitit der ent-
sprechenden kompletten Medien ergab Cu-Mangel bei allen C-Quellen
hohere ; Fe-Mangel bei Glucose und Stirke héhere, bei Dextrin und
Maltose dagegen tiefere; Zn-Mangel bei Glucose, Maltose und Stirke
hohere, bei Dextrin dagegen geringere spezifische dextrinogene Ak-
tivitat. :

¢) EinfluB von pH und N-Quelle auf die Bildung

dextrinogener Amylase .

1. Die Amylasebildung ist im benutzten Medium bei pH 5,5 am hochsten,
nimmt bis pH 7,0 ab und steigt bis pH 8,0 wieder leicht an. Unter-
halb pH 5,5 ist die dextrinogene Amylase bei der Kultivierungs-
temperatur von 25° C unstabil.

2. Mit (NH,),SO, und (NH,),HPO, wurden hohere Amylaseausbeuten
erzielt als mit NH,NO,, Pepton, Harnstoff und Glutaminsiure, wenn
der Zusatz der einzelnen N-Quellen so bemessen wurde, daB die

- N-Konzentration derjenigen von 2,0 g (NH,),S0, pro Liter Nihr-
lésung entsprach.
d) Arbeitstechnik bei Spurenelementversuchen

1. Mit der Al,0;-Methode nach Doxarp et al. (1952) lieBen sich die von ihr
erreichten Nullwerte fiir Zn und Fe ohne weiteres reproduzieren,
nicht aber diejenigen fiir Cu und Mn. Durch verschiedene Modi-
fikationen gelang es, die Cu- und Mn-Nullwerte etwas weiter zu
senken.

2. Zur Reinigung des fiir die enzymatischen. Untersuchungen entwickel-
ten, stark gepufferten Mediums (Nihrlosung B) erwies sich die Ex-
traktion mit Dithizon und Oxin geeigneter als die Al,O,-Methode.
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Summary

The influence of Zn, Fe, Cu, Mn, and Mg on the growth of Aspergillus
oryzae and on the formation of amylolytic and proteolytic enzymes has been
studied. The effect of various carbon sources on the formation of dextrino-
genic amylase under defined trace element conditions has also been investi-
gated. For these purposes, both preparatory detailed investigations on puri-
fication techniques and studies on optimum conditions for amylase formation,
with respect to composition and buffering of the medium, were found neces-
sary. The following results have been obtained: ‘

a) Influence of trace elements on growth and en-
zyme formation

1. For optimal growth in a purified medium containing 15 g maltose,
40 g phosphate buffer pH 6,0, and 1,5 g (NH,),HPO, per liter (nu-
trient soln. B), the following amounts of trace elements are required:
200y — 1 mg Zn, 200y—10mg Fe, 40y — 200y Cu and 15 — 100 mg
Mg. Slight decrease in the amounts of any of the above mentioned
trace elements retards or prevents spore formation. Pronounced. defi-
ciency of any of these elements depresses the dry welght of myce-

" lium. Excess of any of these elements also retards or inhibits
sporulation and decreases the dry weight, but to a lesser degree
than in the case of deficiency.

2. The growth of the fungus in a Cu-deficient medium follows a different
pattern from that of media deficient in Zn, Fe or Mg. The patterns
of growth in a Cu-deficient and in a complete medium are similar.
In both the dry weight reaches a maximum after about 5 days and
then gradually falls due to progressive autolysis. If any of the other
trace elements is deficient, the mycelial dry weight continues to
increase even after 10 days of growth.

3. The formation of amylolytic enzymes is influenced by the trace
elements in the following way:

Zn: Maximum formation of amylase was obtained with 60
—— 200 y Zn/liter. Higher concentrations inhibited amylase pro-
duction. The specific dextrinogenic activity decreases with increasing
Zn-concentration.

Fe: With increasing concentration of Fe amylase formation also
increases. Highest yields of amylase were obtained with growth
inhibiting Fe-concentrations of 10 and 100 mg/liter.

Cu: In-a Cu-deficient medium, amylase formation was higher
than at optimal Cu-concentrations for growth.

Mn: No influence was observed between 0 and 20 mg/liter.
40 mg/liter inhibited amylase formation.

Mg: Highest amylase formation was observed on media with
30—100 mg/liter. In Mg-deficient medium, the specific dextrino-
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genic activity is diminished. Addition of Ca to a Mg-deficient me-
dium increases the inhibition of amylase formation.

For the formation of proteolytic enzymes, Zn and Fe are essential.
The culture filtrates practically show no proteolytic activity unless
the concentrations of Zn and Fe are sufficient for maximum growth.
In a medium deficient in Mg, more proteolytic enzymes are produced
than at optimal Mg-concentrations for growth. The same applies,
though to a lesser degree, to deficiency of Cu or excess of Fe.

Influence of various carbon sources on the
formation of dextrinogenic amylase

In purified nutrient solution B, with trace. elements added, more
amylase is produced with dextrin as carbon source than with mal-
tose, starch, or glucose. Maltose and starch gave about equal yields
of amylase. Glucose ranged as the poorest carbon source for amylase
formation.

In unpurified nutrient solution B, with trace elements added, however,
more dextrinogeni¢ amylase was formed with maltose as carbon
source than with dextrin.

In comparison to the specific dextrinogenic activity of the corre-
sponding complete media, Cu-deficiency resulted with all carbon
sources in a higher specific dextrinogenic activity, Fe-deficiency
with glucose and starch in a higher, with dextrin and maltose in a
lower, and Zn-deficiency with glucose, maltose and starch in a higher,
and with dextrin in a lower specific dextrinogenic activity.

Influence of pH and nitrogen sources on the
formation of dextrinogenic amylase

. The formation of amylase in nutrient solution B is highest at pH 5.5,

decreases toward pH 7.0, and slightly increases again toward pH 8.0.
Below pH 5.5, the dextrinogenic amylase is unstable at the incu-
bation temperature of 25° C. '

With (NH,),80, and (NH,),HPO, higher amylase yields were ob-
tained than with peptone, urea, and glutamic acid, if the N-concen-
tration of the media corresponded in every case to 2.0 g of (NH,),SO,
per liter.

Purification techﬁique '

. With the Al,0,-method of DoNaLp et al. (1952) it was easy in our
Jaboratory to reproduce their low zero values for Zn and Fe, but

not those for Cu and Mn. The application of several modi-
fications to  this method gave only small reductions of the Cu-

-and Mn-zero values.

For purification of the heavily buffered nutrient solution B, as espe-
cially developed for the enzymatic investigations, an extraction me-
thod with dithizon and oxine proved to be better suited than the
above mentioned Al,O,-method.
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