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in organische Stickstoffrerbindnngen durch Schimmelpilze.
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Nachdem durch klassische Untersuchungen Boussin-
gaultsl) nachgewiesen worden war, dal} fiir Samenpflanzen
Nitrate wohl die beste Stickstoffquelle vorstellen, tauchte die
I rage auf, in welcher Weise sich der Ubergang von Salpetersaure
zur Aminogruppe des Eiweilles vollzieht? Gegenwartig ist
die Annahme vorherrschend, dall Salpetersiure Uber salpetrige
Saure zu Ammoniak reduziert wird; erst danach soll die
eigentliche Stickstoffresorption, die sich in der Synthese or-
ganischer Stickstoffverbindungen offenbart, zustande kommen2).
Doch schlielen sich nicht alle Forscher dieser Meinung an;
einige setzen voraus, dafl eine vollkommene Reduktion der
Salpetersédure nicht nétig ist und auch tatséchlich nicht zu-
stande kommt. So behaupten z. B. Baudisch und Mayerj),
daR die Nitratreduktion in Samenpflanzen einen direkten
photochemischen Vorgang vorstellt und nicht zur Ammoniak-
bildung fortschreitet. Zaleski4) und Suzuki6) haben zwar

) J. B. Boussingault, Agronomie, chimie agricole et physiologie
Bd. 1, S. 1—283 (1860).

2) Trier, Uber einfache Pflanzenbasen und ihre Beziehung zum
Aufbau der Eiwei3stoffe und Lezithine S. 39 (1912).

3) 0. Baudisch und E. Mayer, Diese Zeitschr.Bd.89, S.175 (1914).

) W. Zaleski, Ber. d. deutsch, bot. Ges. Bd. 15, S. 536 (1897);
Bd. 27, S. 56 (1909).

) U. Suzuki, Bot. Centralbl. Bd. 75, S. 289 (1898).
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schon langst dargetan, dal} grine Pflanzen nicht nur am
Lichte, sondern auch in Dunkelheit Nitrate assimilieren, wenn
sie Uber fertige Kohlenhydrate verfiigen, und diesen Angaben
sind noch zahlreiche Ergebnisse verschiedener Forscher mit
niederen Pflanzen anzureihen, doch weisen Baudisch und
Mayer mit Recht darauf hin, dal} alle diese Tatsachen der
Annahme nicht widersprechen, dall direkte photosynthetische
Nitratassimilation allenthalben einen natirlichen Vorgang
vorstellt: Zaleski und Suzuki haben nur dargetan, dali3
Lichtstrahlen unter Umstanden durch eine andere Energie-
quelle, namentlich durch eine gesteigerte Kohlenhydratvor-
brennung ersetzt werden konnen.

Es ist in der Tat sehr wahrscheinlich, daf3 griine Pflanzen
eine direkte photochemische Reduktion der Nitrate bewirken;
zugunsten dieser Annahme spricht wohl auch der Umstand,
daR bei Ausschlull der Lichtwirkung Nitrate von allen
Pflanzen schlechter assimiliert werden als Ammoniumsalze,
indes am Lichte Nitrate unstreitig die beste Stickstoffquelle
fur grine Pflanzen vorstellen. Schimmelpilze, welche uber
keine photochemischen Induktoren verfliigen, gedeihen immer
besser auf Ammoniumsalzen als auf Nitraten. Laurent)
suchte zwar nachzuweisen, dall Nitrate fur einige Schimmel-
pilze die beste Stickstoffnahrung bilden, doch sind seine Re-
sultate durch Ritter2) widerlegt worden. Dieser Forscher
hat klargelegt, dal3 bei richtiger Versuchsanordnung alle Pilze
Ammoniumsalze bevorzugen, und nur einzelne Arten, wie
z. B. Mucor racemosus, Cladosporium herbarum und Asper-
gillus glaucus, auf Nitraten ein fast ebenso gutes Wachs-
tum wie auf Ammoniumsalzen zeigen. In Betreff der

Samenpflanzen liefern interessante Vegetationsversuche von
G. Petrow™*) folgende Hinweise: Das Verhalten der in Dunkel-

E. Laurent, Ann. Inst. Pasteur Bd. 2, S. 593 (1888); Bd. 3
S. 362 (1889).
*) G. Ritter, Materialien zur Physiologie der Schimmelpilze S. !
bis 17 (1916); Russisch.
*) G. Petrow, Stickstoffassimilation durch Samenpflanzen am Lichte
und in Dunkelheit S. 209 und 293 (1917); Russisch.
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heit auf Zuckerlésungen unter aseptischen Kautelen gezogenen
Samenpflanzen ist demjenigen der chlorophylifreien Organismen
analog, indem Ammoniumsalze weit vollkommener als Nitrate
ausgenutzt werden, wenngleich letztere an und fir sich wohl
assimilierbar sind, wie es Zaleski und Suzuki schon
langst dargetan haben.

Was die chemische Seite der Nitratassimilation anbelangt,
so setzen Baudisch und Mayer voraus, dal} Nitrate Uber
Nitrite nicht zu Ammoniak, sondern nur zu Nitrosyl reduziert
werden. Der bei gleichzeitig stattfindender photosynthetischer
Kohlenstoffassimilation entstehende Formaldehyd verbindet sich
mit Nitrosyl zu Formhydroxamséure, die also als erstes stick-
stoffhaltiges Assimilationsprodukt anzusehen wére. Bei Ein-
wirkung ultravioletterstrahlen auf Nitrate in Gegenwart von
Methylalkohol haben die Verfasser in der Tat Hydroxamséaure
erhalten und ziehen hieraus den Schluf}, dal analoge Vor-
gange auch in grinen Pflanzen am Sonnenlichte zustande
kommen.

Wir wollen darauf hinweisen, dall die Assimilation des
oxydierten Stickstoffs auch durch Vermittlung anderweitiger
Reaktionen erfolgen konnte. Will man schon eine unvoll-
kommene Reduktion der Salpetersaure annehmen, so ist. die
Voraussetzung naheliegend, daR die Nitratreduktion nur zur
Bildung der Nitrite fdhrt, denn durch direkte Einwirkung
salpetriger S&ure auf Ketone entstehen, wie bekannt, a-Iso-
nitrosoketonel); die Oximgruppe kann aber leicht zur Amino-
gruppe reduziert werden. Findet nun schliel3lich eine oxyda-
tive Spaltung der Kohlenstoffkette zwischen der Carbonyl-
gruppe und dem benachbarten stickstoffreien C-Atom statt,
so entsteht direkt eine a-Aminosaure *).

Aullerdem konnte auch Hydroxylamin das Reduktions-

Y v- Meyer und Zublin, Chem. Ber. Bd. 11, S. 322 (1878);
Claissen und Manass, ebenda Bd. 22, S. 526 (1889).

2) Dieser Reaktionsgang ist doch vielleicht wahrscheinlicher als die
von Baudisch und Mayer in Betracht gezogenen Umwandlungen der
Hydroxamsauren, die zum Teil sehr problematisch sind, wie es die Ver-
fasser selbst hervorheben.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 13
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produkt der Nitrate vorstellen: durch direkte Einwirkung von
Hydroxylamin auf eine Carbonylgruppe wird ebenfalls die
Isonitrosogruppe gebildet; anderseits liefert die Reaktion
zwischen Hydroxylamin und Carbonsdauren die von Baudisch
und Mayer in Betracht gezogenen Hydroxamsdure. Die
weitere Reduktion der etwa gebildeten Isonitrosogruppe liefert
direkt die Aminogruppe. Dieser Vorgang waére also beinahe
antagonistisch demjenigen, den Neubauer und Fromherzl)
bei der biologischen Desaminierung der Aminosauren an-
nehmen. Auf diese Weise konnte z. B. Brenztraubensdure,
ein ohne Zweifel 6fters entstehendes StoffiimWandlungsprodukt
der Pflanzen, glatt in Alanin Gbergehen.

<JH3+ CO + COOHd-NH.OH----->CH§ + C(NOH). COOH-fH. 0
CH, C(NOH) + COOH----------- > CH3 * CH(NH,). COOH.

Die Bildung der Aminogruppe aus der Isonitrosogruppe
konnte auch durch Beckmannsche Umlagerung bewerk-
stelligt werden: sind doch zahlreiche Falle eines Uberganges
der Isonitrosogruppe in Amido- bzw. Lactamgruppe bekannt.
Eine analoge intramolekulare Umlagerung setzt auch Bach2)
voraus, der wohl als Erster den Vorgang der Nitratassimi-
lation der grinen Pflanzen chemisch zu erldutern versuchte.
Das durch Reduktion der Salpetersdure entstandene Hydro-
xylamin liefert, nach Bachs Annahme, mit dem photosyn-
thetisch gebildeten Formaldehyd Formaldoxim, welcher durch
intramolekulare Umlagerung in Formamid Ubergeht.

H-C = N(OH)------ *H-C—NH,
H 0

Alle soeben erorterten, chemisch erklérbaren Félle der
maoglichen Nitratreduktion haben wir erwdhnt, um zu zeigen,
dal? vom chemischen Standpunkt aus verschiedenartige biolo-
gische Umwandlungen des oxydierten Stickstoffs annehmbar
sind; nur direkte Experimente konnen dariber entscheiden,
welcher Weg der richtige ist.

*) Neubauer und Fromherz, Diese Zeitschr.Bd.70, S.32 (1911).
= A. Bach, Comptes rendus Bd. 122, S. 1496 (1896).



Uber die Verarbeitung der Nitrate usw. 175

Nun wollen wir die bisher erhaltenen experimentellen
Ergebnisse uber Nitratreduktion durch grine Pflanzen kurz
zusammenfassen.

Nur Nitrite wurden als Reduktionsprodukt der Nitrate
in Samenpflanzen aufgefunden. Laurentl) hat als Erster
darauf hingewiesen, dal salpetrige S&ure als ein Produkt der
Nitratreduktion durch grine Pflanzen anzusehen ist. Doch
sind die Ergebnisse des genannten Forschers nicht ganz zu-
verlassig, da die Moglichkeit einer Mitwirkung der niederen
Organismen in seinen Versuchen nicht ausgeschlossen war.
Seitdem haben jedoch Godlewski und Polzeniucz*) Nitrit-
bildung in reinen Kulturen der Samenpflanzen nachgewiesen,
was bald darauf von Nabokichg) bestatigt wurde. Als-
dann haben verschiedene Forscher auller Zweifel gestellt,
dall eine Reduktion von Salpetersdure zur salpetrigen Saure
in Samenpflanzen nicht nur bei Sauerstoffzutritt, sondern
auch bei SauerstoffabschluR stattfindetd).

Das weitere Schicksal der Nitrite konnte jedoch nicht
verfolgt werden, was wohl darauf zurtckzufuhren ist, daf3
bei dem gegenwartigen Stande der biochemischen Methodik
derartige Versuche mit Samenpflanzen kaum ausftihrbar sind.
Dagegen erscheinen die Stoffumwandlungen der Schimmelpilze
einer experimentellen Untersuchung weit zugénglicher; aus
diesem Grunde haben wir unsere Untersuchungen vorlaufig
nur mit diesen Objekten ausgefiihrt. Die mit Schimmelpilzen
erhaltenen Resultate konnen zwar auf Samenpflanzen nicht
ungezwungen verallgemeinert werden, da die Nitratreduktion
durch Schimmelpilze ohne Mitwirkung von Strahlenenergie
vor sich geht, doch ist es wohl einleuchtend, dal’ bei gegen-

) E. Laurent, Ann. Inst. Pasteur Bd. 4 (1890).

*) E. Godlewski und Polzeniucz, Anz.d. Akad.d. Wiss. Krakau
S. 227 (1901).

8) A. Nabokich, Ber. deutsch, bot. Ges. Bd. 21, S. 398 (1903).

4) Aso, Beih. z. bot. Cbl. Bd. 15, S. 208 (1903); Moddermann,
them. Chl. S. 377 (1888); Giustiniani, ebenda S. 930 (1896); Kastle
and Elvove, Amer. chem. Journ.Bd.31, S.606 (1904); Mazé, Ann:Inst
Pasteur Bd. 25, S. 289 und 369 (1911); Bach, Biochem. Zeitschr. Bd.52,
S. 412 (1913).
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wartigem Sachverhalt eine jede experimentell begrindete
Tatsache auf dem Gebiete der biologischen Nitratreduktion,
wie Uberhaupt der Stickstoffassimilation, grofdes Interesse
darbietet.

In Betreff der Nitratreduktion durch Schimmelpilze sind
die Angaben verschiedener Forscher leider nicht immer zu-
verlassig, da die nicht selten gleichzeitig stattfindende Des-
aminierung der Aminosauren unter Ammoniakabspaltung nur
zu oft aul3er acht gelassen worden war. Bereits Schloesing
und Muntzl) haben in Nitratkulturen der Schimmelpilze
ganz geringe Ammoniakmengen entdeckt und ohne Bedenken
auf eine Nitratreduktion zurtckgefihrt, da der Vorgang der
Desaminierung zu jener Zeit noch gar nicht bekannt war.
Es ist aber kaum zweifelhaft, dall die Ammoniakausbeuten
der genannten Forscher namentlich das Resultat einer Des-
aminierung vorstellen. Aus eben demselben Grunde ist auch
die Arbeit von Na&ageli und L.oewl) nicht beweiskraftig.
Alsdann hat Laurentd) in einigen Nitratkulturen der
Schimmelpilze Nitrite nachgewiesen, die aber ohne merkbare
Regelmaligkeit zum Vorschein kamen. So ergaben z. B.
Aspergillus niger und Aspergillus glaucus, die mit Nitraten
ganz gut auskommen, nicht die geringste Menge von Ni-
trit. K. Wolf4) hat ebenfalls eine Nitritbildung in Nitrat-
kulturen von Mucor Muccdo wahrgenommen.

Vorstehend erwahnte &ltere Arbeiten liefern uns meistens
nur vereinzelte, beilaufig gemachte Beobachtungen. In neuerer
Zeit hat Hagemo©6) dariber berichtet, dal in Nitratkulturen
einiger Mucoraceen zuweilen Nitrite und Ammoniak ent-
stehen. Doch hat der Verfasser bei scheinbar gleichen Ver-
haltnissen in verschiedenen Versuchen entweder Bildung oder
Abwesenheit von Nitrit verzeichnet. Solche Resultate kénnen

) Schloesing et Muntz, Comptes rendus Bd. 86, S. 892 (1878).

*) C. Nageli und O. Loew, Sitzungsber.Bayer. Akad.Bd. 10, S. 277
(1880).

8) E. Laurent, Bullet, de I’Acad. de Belgique Bd. 20 S. 309 (1890).

4) K. Wolf, Hygien. Rundschau Bd. 9, S. 546 (1899).

s) Hagem, Untersuch, Uber norweg. Mucorineen (1910).
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nicht ausschlaggebend sein, da die Bildung von normalen
Zwischenprodukten der Nitratreduktion von leicht zu prazi-
sierenden RegelméaRigkeiten abhéngen soll. Ist nun keine
RegelmaRigkeit der Nitritanhdufung vorhanden, so kann Ni-
tritbildung als eine gelegentliche Nebenreaktion oder gar als
eine pathologische Erscheinung betrachtet werden.

Noch zweifelhafter sind die Angaben des Verfassers uber
Ammoniakbildung, die er nur qualitativ mit Nel3lers Re-
agens konstatierte, und zwar die Probe in Gegenwart von
Zucker ausfinhrte.

Auch die Arbeit von Kossowiczl) hat, unserer Mei-
nung nach, keine Losung der Frage herbeigeftihrt. Der Ver-
fasser hat eine grolRe Anzahl der Schimmelpilze untersucht
und teilt mit, daB Pilze, die auf Nitraten zum guten Wachs-
tum zu bringen sind, in einigen Fallen Nitrite und Ammoniak
erzeugen. Auch dieser Forscher hat keine bestimmte Regel-
maRigkeit von Nitrit- und Ammoniakbildung festgestellt,
doch zieht er aus seinen Versuchen den Schluf}, dal Nitrate
von Schimmelpilzen Uber Nitrite zu Ammoniak reduziert
werden und dal3 also nur Ammoniak mit organischen Stoffen
Verbindungen eingeht. Es ist jedoch einleuchtend, dal diese
Behauptung auf keiner soliden Unterlage fult: hat doch
Butkewitsch*) dargetan, dall Schimmelpilze sehr grol3e
Mengen von Aminosauren unter Ammoniakbildung bei Zucker-
mangel desaminieren. Zum mindesten sollte Kossowicz
Kontrollversuche bei Abwesenheit von Nitraten ausgefihrt
haben, bevor er sein Urteil féllte. Doch hat er dies ver-
nachlassigt und selbst keine quantitativen Ammoniakbestim-
mungen ausgefihrt; die ganze Frage der sekunddren Am-
moniakbildung hat er gar nicht erwéhnt.

Nur die neueste Arbeit von G. Ritterg) lieferte ein-
deutige Resultate in Betreff der Nitritbildung durch Schimmel-
pilze. Der genannte Forscher hat nachgewiesen, daR in
Nitratkulturen der Schimmelpilze immer Nitritbildung fest-

') Kossowicz, Biochem. Zeitschr. Bd. 67, S. 400 (1914).

¥ Butkewitsch, Jahrb. f. wies. Botanik Bd. 38, S. 147 (1902).
) G. Ritter a. a 0.
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gestellt werden kann, wenn man nur daftr sorgt, dal3 die
Reaktion der Nahrlosung alkalisch bleibt. Wahrend der Aus-
fuhrung unserer Untersuchungen, die mittels anderweitiger
Kunstgriffe ebenfalls eine regelmalige Anhdufung der Nitrite
in Nitratkulturen der Schimmelpilze zum Vorschein gebracht
haben, war die Rittersehe Arbeit noch nicht verdffentlicht.

Von den spéateren Stufen der Nitratassimilation glaubt
Ritter annehmen zu durfen, dal Nitrite zu Ammoniak redu-
ziert werden; doch halt er eine experimentelle Bearbeitung
diesei Frage fir nicht moglich, da die primére Ammoniak*
bildung von dem Resultate der Desaminierung maskiert sein
soll. Unsere nachstehend beschriebenen Versuche zeigen je-
doch, dal} dieses pessimistische Urteil nicht berechtigt ist.

Eigene Versuche wurden mit Schimmelpilzen Aspcr-
guliis niger und Mucor racemosus ausgefiihrt. Es ist schon
langst bekannt, dal} beide Pilze auf Nitraten gut gedeihen.
Aspergillus niger bietet den Vorteil, dal sein Mycelium ein
betrachtliches Gewicht erreicht und also grole Mengen von
Nahrstoffen verarbeitet. Anderseits ist Mucor raemosus in
der Beziehung beachtenswert, dal er auBerordentlich gut
Nitrate assimiliert und auch auf Nitriten zum guten Wachs-
tum zu bringen ist. Beide Pilze wurden auf flussiger Ldsung
folgender Zusammensetzung gezogen.

In 1 Liter: Rohrzucker _- - - - 50g
KH,POLE ... lg
MQgSO, ..o, Ig
FeSO......coviiii Spur

Als Stickstoffquellen dienten verschiedene Mengen Kalium-
nitrat oder Kaliumnitrit. Das Wachstum von Aspergillus
wurde durch Zusatz einer Spur ZnS04 sehr gunstig beférdert.

Ein jeder Kulturkolben enthielt 100 ccm Nahrldsung und
wurde im Autoklaven bei 120° im Verlaufe von 20 Minuten
sterilisiert.  Aspergillus niger wurde bei 34°, Mucor race-
mosus bei 25° gezogen. Das Wachstum der Pilze war
immer ein ausgezeichnetes; so lieferte z. B. Aspergillus
niger bereits nach 21/2 Tagen Uppige zusammenh&ngende
Decken. Als ein hochst wichtiges Verfahren erwies sich der
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Ersatz der Nahrlésung unmittelbar vor Beginn des Versuches
durch eine frische LOsung entsprechender Zusammensetzung.
Nur dieser Methodik verdanken wir die Lésung einiger schwie-
riger Fragen. Durch besondere Einrichtungen, deren Beschrei-
bung wir fur Gberflussig halten, lieR sich das Wechseln der
Losungen unter aseptischen Kautelen bewerkstelligen; unsere
Kulturen waren immer rein geblieben, was auch die wiéder-
holt ausgefiihrte Kontrolle bestatigte.

1. Versuche mit Aspergillus niger.

In erster Linie haben wir uns bemiht, die RegelmaRig-
keit der Nitritbildung und den Ursprung des Ammoniaks in
lange dauernden Kulturen aufzuklaren. In allen unseren Ver-
suchen wurden Ammoniakbestimmungen mittels Destillation
bei vermindertem Druck in Gegenwart von Kalkhydrat aus-
gefuhrtl). Eine Wiederholung der Butkewitschschen Ver-
suche ergab, dall Peptonkulturen grofe Ammoniakmengen
durch Desaminierung bilden:

Eine 7tagige Kultur. Stickstoffquelle 2,5 g Pepton. Die
Ammoniakbestimmung ergab: NH8 = 18,6 mg.

Eine 11t&gige Kultur, unter denselben Verhéltnissen ge-
zogen, ergab: NH3=211,8 mg.

Es ist nun einleuchtend, daR auch in Nitratkulturen durch
Desaminierung der Spaltungsprodukte der Plasmaeiweilie Am-
moniak erzeugt werden kann.

In weiteren Versuchen wurde immer ein mehrmals um-
kristallisiertes Praparat von Kaliumnitrat als Stickltoffquelle
verwendet. Eine jede Kultur erhielt immer 0,75 g KNO3,
also 0,103 g Nitratstickstoff.

Die erste Versuchsserie hatte den Zweck, die Bedingungen
der Nitritanhdaufung festzustellen. Es wurden nur qualitative
Proben auf Nitrit nach Griess ausgefiihrt. Aufierdem haben
wir auch Proben auf Hydroxylamin und auf Hydroxamsauren
angestellt. Fur den Nachweis von Hydroxylamin bedienten

* P. Rona, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmetli. Bd. 3,
S. 771 (1910).
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wir uns der modifizierten Tschugajewschen Dioximinreak-
ion, die aullerst empfindlich und vollkommen zuverlassig ist.
Pschugajew!) hat diese Reaktion als eine scharfe Probe
auf Nickelsalze empfohlen, doch kann sie auch fir den Nach
weis von Hydroxylamin in folgender Modifikation dienen.
Versetzt man sehr verdinnte LOsung von einem Hydroxyl-
aminsalz mit etwas Diacetylmonoxim CH,+ CO+C(NOH) * CH#
und Spur eines Nickelsalzes, so entsteht bei schwach alka-
lischer Reaktion der charakteristische hochrote Niederschlag
der komplexen DimethylglyoximnickelVerbindung:

CHa _ C=NO—Ni—ON=C— Ccnt

CHi —c=NOIlL HON=C cH,

Die Betrachtung der charakteristischen Kristalle unter
dem Mikroskop sichert vor jedem Irrtum. Dies ist zweifel-
os die beste Probe auf Hydroxylamin. Nach Hydroxamsauren
haben wir mit Ferrichlorid gefahndet. Unsere Versuche er-
gaben ganz eindeutig, dal} in Gegenwart von Zucker gar keine
Anhaufung von Nitrit und Ammoniak stattfindet, was wohl
auf ein Uborwiegen synthetischer VVorgénge zuruckzufiihren ist.

Um eine regelmalige Bildung von Nitrit zu erzielen,
haben wir folgenden Weg eingeschlagen. Vom Gedanken
ausgehend, dal? Hemmung synthetischer Vorgéange eine Bildung
von intermedidren Produkten der Nitratverarbeitung zur Folge
haben sojl, lieBen wir unsere Kulturen eine Zeitlang entweder
bei Abwesenheit von Zucker oder bei Sauerstoffabschlul® ver-
bleiben, was auch in der Tat immer Nitritanhdufung hervor-
rief. Besonders deutliche Resultate lieferten Versuche ohne
Zuckorgabe. Zu diesem Zweck haben wir zwei gleichzeitig
gezogene Kulturen auf folgende Weise behandelt: die Nahr-
I6sung wurde abgegossen, die untere Flache der Pilzdecken
mit destilliertem, sterilisiertem Wasser wiederholt abgespult

¥ L* Tschugajew, Zeitschr. f. analyt. Chemie Bd. 46, S. 144
(1905); Chem. Ber. Bd. 39, S. 2692 (1906); Bd. 40, 8. 3498 (1907)- Bd 41
S. 2246 (1908). b
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und alsdann frische Ldsungen eingegossen. Die eine Kultur
erhielt Nitratlosung mit 5°/« Zucker, die andere aber erhielt
Nitratlosung ohne Zucker. Nach einigem Stehenlassen haben
wir in der zuckerfreien Kultur jedesmal Nitrit nachweisen
konnen, indes in der Zuckerkultur gar keine Spur von Nitrit
vorhanden war. Dall Nitrit ein Umwandlungsprodukt des
Nitrats vorstellt, beweisen Versuche, in denen die urspriing-
liche Nahrlosung durch destilliertes Wasser ersetzt worden war.
In diesem Falle war gar keine Nitritbildung zu verzeichnen.
Bei Sauerstoffabschlufi bildete sich Nitrit auch in Gegenwart
von Zucker, da der streng aerobe Pilz an Mangel der fur
synthetische Vorgange notwendigen Energie litt.

Proben auf Hydroxamsauren und Hydroxylamin fielen
Immer negativ aus. Auch Versuche, die etwa gebildete Iso-
nitrosogruppe mit Salzsdure zu verseifen und dann Hydroxyl-
amin zu entdecken, ergaben in verschiedenen Féllen durchaus
negative Resultate.

Die zahlreichen Versuche uber Nitritbildung ergaben
vollkommen eindeutige Resultate. In der Tabelle 1 sind einige
Ergebnisse mit Kulturen von verschiedenem Alter zusammen-
gestellt.

Die Resultate der in Tabelle 1 zusammengestellten Ver-
suche erlauben wohl den SchluR zu ziehen, dall Salpeter-
saure regelmalig zur salpetrigen Saure reduziert
wird.

In der zweiten Versuchsserie haben wir den Ursprung
des Ammoniaks in lange dauernden Kulturen aufgeklart. Mit
voller Bestimmtheit ergab es sich, daR eine betrachtliche
Ammoniakanh&ufung in alten, bereits an Zuckermangel leidenden
Kulturen mit der Nitratreduktion gar nichts zu tun hat und
auf eine Desaminierung der Eiweil’abbauprodukte zurtickzu-
fihren ist. Daflr sprechen folgende schlagende Tatsachen:

1. Nicht nur in Gegenwart von Nitrat, sondern auch auf
reinem Wasser entstehen immer groRe Ammoniakmengen. In
einigen Fallen waren die Ammoniakausbeuten auf Wasser
groBer als auf Nitrat- oder Nitritlosungen. Die Schwankungen
der Ammoniakmengen in verschiedenen Kulturen sind nur auf
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Tabelle 1. Versuche uber Nitritbildung
(Aspergillus niger).

Alter Ver-  Reak-
N\r/. s Kd?r Pilz wéhrend des Versuchs auf suchs- tion auf Reak-
er U tur dauer UNO tion
suchs in folgendem Substrat i opn A
Tagen Tagen Qriesg Zucker
Z ; Urspriingliche Nahrlésung . 0 .
2 9 a ; S 8 3
6 14 H W e 0 +
! 8  100ccm Wasser -f 0,759 KNO, -f 59 Zucker ¢
/ 8 100ccm , -j-0,75gKNO................... 6 4+
I 8 100ccm 6
78 100cem , 4.075gKNO.. . . 6 4
< 8 100cem  ,  -(-0,75gKNO................... 6 4 —
T '8 100cem . ... 6
8 10 100 ccm H.0 + 0,759 KNO, + 59 Zucker 3
8 10 100 ccm Wasser + 0,75 g KNO, 3 4
8 10 100cecm  r o oo 3
9 7 100 ccm Wasser 4- 0,75 g KNO,
9 7 10cm o Lon9n P4
10 7100 ccm Wasser + 0,759 KNO, . . 7 a  _
10 7 100 ccm : ! 7
11 T 100 ccm Wasser + 0,759 KNO, 7 4
11 7 100ccm - - - ot 7
1211 100 ccm Wasser -« 0,75 g KNO, 4
12 11 100 ccm . 7 o
13 12 100 ccm Wasser + 0,75 g KNO., . T a4 -
13 12 100 cem s 3 7
14 100 ccm Wasser  0,75gKNO. - - . . 91 _
14 7 100ccm . - - 1 4
15 7 100 ccm Wasser -f0,75 g KNO 21
15 T 100CCM s e 21 _
16 4 100 ccm Wasser + 0,75 g KNO, 4 CaCOo,
. + 29 Zucker im Wasserstoffe . . . 3 A 4
17 8 100 ccm Wasser 4 0,75 g KNO, —f CaCo,
+ 2 g Zucker im Wasserstoffe . a 4

17 3 100 ccm Wasser |, ”

wW w
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| ungleiche Uppigkeit und ungleichen Stickstoffgehalt der Pilz-
decken zurlckzufuhren.

2. Beim dauernden Verweilen der Pilzkulturen auf zucker-
freien Losungen sind Aminoséuren als Material fur die Ammoniak-
bildung in der Lésung vorhanden.

3. Wo betrachtliche Ammoniakmengen bzw. Aminoséauren im
Substrate nach dauerndem Zuckermangel auftreten, sind die
Mycelien immer erschdpft und enthalten auffallend wenig Stick-
stoff; es findet also unter derartigen Umstédnden eine starke
Autolyse statt. So haben wir im Versuche 22 (Tabelle 2)
gezeigt, daR eine Kontrollkultur, die mit den Versuchskulturen
gleichzeitig gezogen wurde, 55 mg Stickstoff im Micelium ent-
hielt, indes der Stickstoffgehalt der beiden im Verlaufe von
7 Tagen auf Wasser bzw. Nitratlosung belassenen Mycelien
gleich 17,8 resp. 10,6 mg war. Im Versuche 24 haben wir
ebenfalls in Kontrollkulturen 39 resp. 41 mg, in Versuchs-
kulturen aber 15 resp. 10 mg Stickstoff im Mycelium gefunden.

4. Die Ammoniakbildung auf reinem Wasser ist keines-
wegs darauf zuriickzufiihren, dal3 die schon friher in Hyphen
aufgespeicherten Nitrate einer Reduktion anheimfallen,’ denn
im Mycelium ist niemals Nitrat oder Nitrit zu entdecken und
die Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahl und nach JodlI-
bauer ergeben immer ganz gleiche Resultate. Wir haben
wiederholt folgende Priifungen ausgefuhrt: junge, auf Nitrat
gezlchtete Pilzdecken wurden aufgehoben, mit Wasser grindlich
abgespult, dann entweder mit Quarzsand zerrieben und in
Buchnerscher Presse abgeprelt, oder mit Wasser abgekocht.
Weder PreRsaft noch Kochsaft gaben die auflerst empfind-
lichen Proben auf Salpetersdure, salpetrige Saure und Hydro-
xylamin.

Aus Versuchen der Tabelle 2 ist ersichtlich, dal} bereits
nach 7tagigem Verweilen auf zuckerfreien Losungen eine sehr
betrachtliche Autolyse der Mycelien nebst ausgiebiger Ammaoniak-
bildung zustande kommt. Bedenkt man nun, dal} bei normaler
Pilzentwicklung auf allgemein tblichen N&hrlésungen der Zucker

in wenigen Tagen vollkommen verbraucht wird, so mu3 man
zur Uberzeugung gelangen, dall sé&mtliche Ammomakbe-
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Stimmungen in alten Nitratkulturen, die von Kossowiczl)
und anderen Forschern ausgefuhrt waren, in keinem Falle eine
priméare Nitratreduktion beweisen kdnnen *). Alle diese Forscher
hatten zweifellos nur mit sekundarer Ammoniakbildung zu
tun; eine priméare Reduktion der Nitrate zu Ammoniak
wurde bisher noch niemals dargetan.

Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, daR nach 4 tagigem Ver-
weilen auf zuckerfreien Ldsungen die Ammoniakbildung ge-
ringer ist als nach 7tagigem Hungerzustande. Nach 3tagigem
Zuckerhunger ist noch gar keine Ammoniakbildung zu ver-
zeichnen. Das Verhalten der auf Nitritlosung belassenen
Kulturen ist dasselbe wie bei Nitratkulturen.

In unseren Versuchen wurden die Bestimmungen des Ge-
samtstickstoffs in Mycelien nach Jodlbauer und nach Kjel-
dahl, die Bestimmungen des Stickstoffs der Aminogruppen im
Substrate nach der Formolmethode von S6rensens) ausgefiuhrt.
Im Versuche 28 wurden auch Bestimmungen des Nitritstick-
stoffs nach der kolorimetrischen Methode von Griess4) gemacht.
Diese Methode haben wir kontrolliert und empfehlenswert ge-
funden. Es ergab sich, dald sowohl in Gegenwart als bei Abwesen-
heit von Zucker betrachtliche HNOa-Mengen assimiliert wurden.
Die Zuckerkultur hat 35 mg, die zuckerfreie aber 12,9 mg
Nitritstickstoff verbraucht. Neben dem Versuch 28 haben
auch andere Versuche, auf deren Wiedergabe wir verzichten,
auBer Zweifel gestellt, dal nach 2- bis 3tagigem Verweilen
auf zuckerfreien Losungen noch keine Desaminierung eintritt.
Sollte es also gelingen, in sehr kurzdauernden Versuchen eine
Ammoniakanhaufung zu erzielen, so ware es hochst wahr-
scheinlich, daf3 eine primare Ammoniakbildung vorliegt. Diese
Wahrscheinlichkeit wirde zur Gewil3heit erhoben, wenn die

) Kossowicz a. a. 0.

2) Unsere Pilzkulturen auf 100 ccm 5 °/0 iger Zuckerldsung haben immer
die Gesamtmenge von Zucker nach 5 Tagen vollkommen verbraucht.

s) S. P. L. S6rensen, Comptes rendus des trav. du labor, de Cars-
berg Bd. 7, S. 1 (1907); H. Jessen-Hansen, Abderhald. Handb. d. bioch.
Arb. Bd. 6, S. 262 (191 ).

4) llosway, Bull. soc. cliim. [2], Bd. 2, 8. 317 (1902).
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Ammoniakbildung in Gegenwart von Zucker erfolgte, da wir
durch zahlreiche Versuche festgestellt haben, dal in Gegenwart
von Zucker auch spurenweise Desaminierung in jungen Kulturen
nicht zustande kommtl).

Diese Betrachtungen dienten uns als Leitfaden bei der
Ausflihrung von Versuchen, deren Zweck war, die primare
Bildung von Ammoniak- und Aminostickstoff aus oxydiertem
Stickstoff zu erlautern. In diesen Versuchen wurden immer
Nitratkulturen auf Lésungen von Kaliumnitrit Ubertragen. Da
salpetrige Sdure sich als Zwischenprodukt der Nitratverarbei-
tung erwies, so erachteten wir es als empfehlenswert, vom
Nitrit auszugehen. Eine jede Versuchslosung (100 ccm) ent-
hielt immer Nitrit und war entweder zuckerhaltig (5 g in
100 ccm) oder zuckerfrei. Die neutrale Reaktion der Losung
wurde durch Zusatz von Calciumcarbonat in UberschuR- ge-
sichert. Unter diesen Verhaltnissen wird Nitrit durch Nitrat-
kulturen von Aspergillus niger kraftig assimiliert, und es ist
also durchaus nicht notig, auf Nitrjtldsungen gezogene Kul-
turen zu verwenden. Das Wachstum von Aspergillus niger
auf Nitritldsungen ist ein sehr langsames, und durch Experi-
mentieren mit Nitratkulturen haben wir viel Zeit erspart.

Die Resultate von dieser Versuchsserie sind in Tab. 3
zusammengestellt.  Sie ergaben folgendes:

1. Kulturen, die im Verlaufe von 48 Stunden auf Nitrit-
Iosungen belassen worden waren, haben in Gegenwart, von
Zucker fast die Gesamtmenge von Nitrit verbraucht (bei Ab-
wesenheit von Zucker war der Nitritverbrauch ein viel gerin-
gerer). Doch scheint die groRte Menge von Nitritstickstoff
bereits von den Pilzhyphen aufgenommen zu sein, da der
Stickstoffgehalt der Losung ein ganz geringer ist. Ammoniak
ist in der Losung gar nicht aufgefunden worden, Aminostick-
stoff entsteht nur in Gegenwart von Nitrit, nicht aber auf
reinem Wasser. Diese Ergebnisse zeigen, dall nach Ablauf
von 48 Stunden die Stickstoffassimilation bereits so weit vor-
geschritten ist, dafl die Frage nach der primaren Ammoniak-

*) Eine Wiedergabe dieser Kontrollversuche halten wir fur tberflissig.
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bildung durch so lange dauernde Versuche nicht geldst werden
kann.

2. Auch 24standige Versuche ergaben analoge Resultate.
In diesen Versuchen wurde Ammoniak gar nicht, Aminostick-
stoff nur in Gegenwart von Nitrit gebildet. Die gréte Menge
von Nitritstickstoff wurde aber bereits vom Mycelium assi-
miliert, wie es besonders deutlich die Ergebnisse des Ver-
suches 34 zeigen. In diesem Versuche haben wir eine voll-
kommene Stickstoffbilanz ermittelt. Die Kulturen wurden auf
Nitratlosungen gezogen, deren Stickstoffgehalt analytisch be-
stimmt worden war. Am Anfang des Versuches haben wir
die Nahrlésung quantitativ von der Pilzdecke getrennt und
den Stickstoffgehalt der Losung wiederum nach Jodlbauer
ermittelt. Die Differenz der beiden Stickstoffbestimmungen
ergibt die Menge des Myceliumstickstoffs am Anfang des Ver-
suches. Der Stickstoffgehalt der frischen Nitritldsung war
ebenfalls analytisch festgestellt. Nach 24 stdndigem Verweilen
der Pilzdecke auf dieser Losung haben wir Bestimmungen des
Gesamtstickstoffs in Mycelium und Lo6sung ausgefihrt und
aullerdem den Ammoniakstickstoff, Aminostickstoff und Nitrit-
stickstoff in Losung ermittelt. Es ergab sich, daB in Gegen-
wart von Zucker der grofRte Teil des verbrauchten Nitrit-
stickstoffs sich im Mycelium wiederfindet. Im Versuch 32
erhielten wir dasselbe Resultat durch eine indirekte Methode,
namentlich durch Vergleich des Stickstoffgehaltes der Zucker-
kultur mit demjenigen der beiden Kontrollkulturen, die gleich
am Anfang des Versuches aufgehoben und analysiert wurden.
Auch 24sténdige Versuche sind also von zu langer Dauer.

3. Dagegen haben 12standige Versuche eine vollkommene
Losung der Frage herbeigefihrt. Bereits die ersten Versuche
ergaben ganz deutliche Resultate. Nach 12stdéndigem Ver-
weilen der Pilzdecken auf Nitritldsungen ist in der Losung
Ammoniakstickstoff und Aminostickstoff nachweisbar, und
zwar in Gegenwart von Zucker. Beachtenswert ist der
Umstand, dal’ der Verbrauch des Nitritstickstoffs der Summe
der Mengen von gebildetem Ammoniak- und Aminostickstoff
ziemlich genau entspricht. Weder auf reinem Wasser noch
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auf nitritfreien Zuckerlésungen war auch eine Spur von Am-
moniak und Aminostickstoff aufgefunden.

Die im Versuch 37 auf vorstehend beschriebene Weise
ausgefihrte Bestimmung der gesamten Stickstoffbilanz ergab
in der Tat, dal die Menge des Myceliumstickstoffs im Ver-
laufe des Versuches unveréndert bleibt. Bedenkt man, dal
der Stickstoffgehalt des Myceliums am Anfang des Versuches
auf Grund von zwei gesonderten Bestimmungen berechnet
wird, so wird man wohl die Zahlen des Myceliumstickstoffs
als gut dbereinstimmende betrachten. Der Verbrauch des
Nitritstickstoffs deckt sich mit der Summe des Ammoniak-
und Aminostickstoffs.

4. Auch ganz kurzdauernde, 5stiindige Versuche ergaben
dieselben Resultate; nur war in diesem Falle sowohl Nitrit-
verbrauch als Bildung von Ammoniak und Aminostickstoff
schwacher als in 12stédndigen Versuchen. Selbst nach 2stan-
digem Verweilen auf zuckerhaltigen Nitritlosungen haben’ wir
sowohl Nitritkonsum als Ammoniakbildung festgestellt; doch
war in diesen Versuchen noch keine Bildung von Aminostick-
stoff zu verzeichnen.

Durch alle diese Ergebnisse wurde dargetan,’daf3
Nitratstickstoff Uber Nitritstickstoff in Ammoniak-
stickstoff und in Aminostickstoff Ubergeht. Vergleicht
man die Resultate verschiedener Versuche aus Tabellen 2 und 3,
so wird man wohl ersehen, dal in unseren Versuchen eine
Verwechslung der primdren Ammoniakbildung mit der sekun-
daren Desaminierung ausgeschlossen war, da beide Vorgénge
nicht zu gleicher Zeit hervortreten und in Gegenwart von
Zucker eine Desaminierung Uberhaupt ausbleibt.

Um MiRverstdndnissen vorzubeugen, haben wir einige Be-
stimmungen des Aminostickstoffs nicht nur nach der Formol-
methode, sondera auch nach dem volumetrischen Verfahren von

van Slykel) ausgefiihrt. Beide Methoden ergaben gut tber-
einstimmende Resultate.

*) D. van Slyke, Journ. of Biolog. Chemistry Bd. 9, S. 185
(1911); Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. Bd. 5, S. 995
(1912); Bd. 6. S. 278 (1912).

lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 14
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Aus Resultaten der Tabelle 3 ist der Schluld zu ziehen,
dab Nitritstickstoff zu Ammoniakstickstoff reduziert wird. Auch
wurde zum erstenmal eine primare Bildung von Aminostickstoft
aus anorganischem Stickstoff durch Pilze nachgewiesen und
hierdurch die von verschiedenen Verfassern aufgeworfene Frage
nach dem Mechanismus der Eiweil3synthese in Pflanzen in dem
Sinne gel6st, dall nicht direkt Eiweild gebildet wird, wie es
einige Autoren annehmenl), sondern dal zundchst Aminosauren
entstehen®), durch deren Verkettung alsdann grof3ere Molekul-
komplexe aufgebaut werden. Vom chemischen Standpunkte
aus ist auch dieser Weg der theoretisch einzig mogliche.

Es ist leicht einzusehen, daR der Erfolg unserer Ver-
suche einzig und allein der Methode der frischen Ldsungen
nebst sehr kurzer Versuchsdauer zu verdanken ist. Die ur-
sprunglichen Nahrloésungen enthalten oft verschiedene Produkte
der Desaminierung und erlauben also keine eindeutigen Schlisse
zu ziehen.

Merkwurdig ist der Umstand, dall die aus Nitrit ent-
standenen  Ammoniak- und Aminostoffe ausschlie3lich in der
Losung enthalten sind und die Menge des Myceliumstickstoffes
im Verlaufe des Versuches unverandert bleibt. Entweder findet
Reduktion des oxydierten Stickstoffs und gar auch Synthese
organischer Stickstoffverbindungen unter Vermittelung .extra
zellularer Fermente auf3erhalb der Hyphen statt, oder werden
zwar sowrohl Reduktion als synthetische Vorgéange innerhalb
der | ilzzellen bewerkstelligt, doch ist die Geschwindigkeit der
Nitritverarbeitung eine so betrachtliche, daR die Reaktions-
produkte nicht sogleich weiter assimiliert werden koénnen und
m die Lo6sung herausdiffundieren. Die Lo6sung dieser Frage
bleibt dahingestellt. Schon jetzt kénnen wir jedoch den Um-
stand hervorheben, dal} innerhalb der Pilzzellen nicht die ge-
ringste Menge von Ammoniak nachweisbar ist. Mehrmals
haben wir folgende Versuche ausgefiihrt: die Pilzdecken wurden
zerrieben und mit heillem Wasser extrahiert. Weder Ammo-

P Vgl. Pfeffer, Pflanzenphysiologie Bd. 1, S. 464 (1897).
-) Eine lIsolierung der Ajninostoffe hat der eine von uns ausgefihrt.
Diese I ntersuchungen sollen den Inhalt einer gesonderten Mitteilung bilden.
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niak noch Amidostickstoff (nach Sachsse) vermochten wir in
Extrakten aufzufinden. Der groRte Teil des Myceliumstick-
stoffes ist in Verbindungen enthalten, die nach Stutzer mit
Kupferhydroxyd fallbar sind. Dies ist z. B. aus folgenden
Bestimmungen zu ersehen.

Zwei dreitagige Kulturen.
Nr. 1. Trockengewicht 399,2 rag.

Gesamtstickstoff nach Jodlbauer . . . 21,7 mg-

»Proteinstickstoff* ‘) nach Stutzer . . . 187 mg.
“Nr. 2. Trockengewicht 262,2 mg.

Gesamtstickstoff nach Jodlbauer . . . 155 mg

» Proteinstickstoff* > nach Stutzer . . . 12,0 mg.

Hydroxylamin und Hydroxamsauren waren bei keiner Ver-
suchsdauer nachweisbar. Auch wir haben keinmal Amido-
stickstoff wahrgenommen, obgleich die Prifungen bei ver-
schiedenartigen KulturVerhéltnissen ausgefuhrt worden waren.

2. Versuche mit Mucor racemosus —2).

Versuche mit Mucor racemosus ergaben im allgemeinen
dieselben Resultate wie diejenigen mit Aspergillus niger-, nur
findet die Verarbeitung des oxydierten Stickstoffs bei Mucor
racemosus viel langsamer statt. Auch ist der Vorgang der
Desaminierung bei Mucor racemosus weniger stark ausgepragt
als bei Aspergillus niger. Aulerdem war der Unterschied
zwischen Kulturen auf Zuckerldsungen und denjenigen auf
zuckerfreien Substraten bei Mucor racemosus bedeutend schéarfer
als bei Aspergillus niger, da der erstgenannte Pilz tber keine
nennenswerten Vorrate der Nahrstoffe verfugt. Auf Nitrit als
einziger Stickstoffquelle entwickeln sich schnell lppige Myce-
hen von Mucor racemosus, indes Aspergillus niger auf Nitriten
nur dulerst langsames Wachstum zeigt.

In der ersten Versuchsserie haben wir festgestellt, dal3
Nitritbildung in Nitratkulturen nur bei Abwesenheit von Zucker

* In Wahrheit war es freilich nicht lauter Proteinstickstoff.
*) Nach Kosty tschew und Eliasberg (eine gleichzeitig zu publi-

zierende Mitteilung) ist nur Rasse Mucor racemosus — imstande, Rohr-
zucker zu invertieren. Mucor racemosus -f- enthalt dagegen keine Invcrtase.
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stattfindet; die Regelmaligkeit der Nitritbildung ist also die-
selbe wie bei Aspergillus niger. Die Resultate dieser Unter-
suchungen sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Tabelle 4.
Versuche uUber Nitritbildung (Mucor racemosus).

Nr. Alter Ver-

des der  suchs- Pilz im Verlaufe des Ver- Reaktion Reaktion
\er Kl#]tur da:ﬁer suchs auf folgendem auf auf
suchs Tagen Tagen Substrat HNO,. Zucker

41 7 — Urspr. Nahrldsung................. 4

42 f — N S e e — +
43 6 — r . — -+

44 16 — * P s — +

44 16 — * * o e x4 —

45 . 10 5 100 ccm H,0 + 0,75g KNOs ~h

45 10 5 100 , , +0.75, + —
46 7 100 --4-075, + —
47 7 4 100 , , +0,75,

mit (JaC033......cccocevvnee. sehr stark _

Analoge Versuche wurden in grolier Zahl ausgefthrt und
lieferten immer ein und dasselbe Resultat. Auch bei Mucor race-
mosus ist also salpetrige Sdure als das erste Reduktionsprodukt
von Salpetersdure anzusehen. In der zweitenVersuchsserie haben
wir die Ammoniak- und Aminostickstoffbildung in lange dau-
ernden Versuchen studiert. Die Kulturen wurden sowohl auf
KNO3 als auf KNO* als Stickstoffquelle gezogen. Die Nitrit-

kulturen haben wir immer mit Calciumcarbonat versetzt, wo-
durch das Wachstum des Pilzes sehr gunstig beeinflult war.

Nitratkulturen, auf zuckerfreien Nitrat- oder Nitritldsungen
im \erlaufe von mehreren Tagen belassen, erzeugten immer
eine geringe Ammoniakmenge nebst ziemlich betréchtlichen
Mengen von Aminosauren. Auf reinem Wasser kommt eben
dieselbe Ammoniak- und Aminosdurenbildung zustande. Auch
bei Mucor racemosns wird also nach mehrtagigem Hunger-
zustande Desaminierung eingeleitet, und eine Verwechselung
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der primaren Ammoniakbildung mit der sekundaren Ammoniak-
abspaltung ist durchaus nicht ausgeschlossen. Nach 5 tagigem
Stehenlassen auf zuckerfreien Losungen haben wir noch keine
sekundare Ammoniakbildung wahrgenommen.

Einige Versuche Uber sekunddre Ammoniak- und Amino-
saurebildung in Nitratkulturen sind in Tabelle 5 zusammen-
gestellt. Zahlreiche Resultate Uber diese Frage mitzuteilen,
hielten wir fur Gberflissig.

Tabelle 5.
Versuche Uber sekundare Ammoniakbildung in Nitrat-
kulturen.
Xr Alter  Ver- Trock.- N
des 98T SMS bty im Verlanfe des Versuchs NTEN NFN G Gew. - geg
Ver- Kultur dauer in in des Myce-
in in auf folgender Lo&sung Myce- .
suchs mg mg  liums 1UmMSs
Tagen Tagen ing in mg
48 15 12 100 ccm H,0 + 0,75 g KNO, 21 12,1 0,235
48 15 12 100 ccm H L, O, 2,9 10,5 0,253 —
49 6 100 ccm H,0 + 0,75g KNO, U 53 0,196 11,6
49 T 100 ccm HjO + 0,63 g KNO2 83 31 0175 114
49 7 100ccmHjO......oooviiinnns 0 6,1 0,210 . 135
‘0 10 5 100 ccm HjO + 0,759 KNOs o — —
50 10 5 100 ccm HjO -f 0,63 g KNOs 0 — — _
50 10 5 100 ccm H2O.........occveeee 0 _ _ _

Auch Versuche mit Nitritkulturen ergaben analoge Resul-
tate in Betreff der Desaminierung. Beachtenswert ist der
Umstand, daR Nitrit bei Abwesenheit von Zucker gar nicht
reduziert wird, indes die Reduktion von Nitrat zu Nitrit na-
mentlich bei Zuckerabschluf3 stattfindet. Auf Ldsungen von
Milchsaure, Brenztraubensaure, Glyzerin, Mannit und China*
saure war eine Nitritreduktion ebensowenig wie auf reinem
Wasser zu verzeichnen, wéahrend ein Zuckerzusatz sofort be-
deutenden Nitritverbrauch bewirkte. Wir glauben annehmen
zu darfen, daR auch Aspergillus niger Nitrite nur in Gegen-
wart von Zucker reduziert. Da aber im Mycelium des ge-

nannten Pilzes immer vorratige Kohlenhydrate in bedeutender
Menge vorhanden sind, so kénnen zuckerfreie Kulturen eine
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kleine HNO2-Menge auf Kosten des im Mycelium aufgespei-
cherten Zuckers assimilieren.

Die Ergebnisse der lange dauernden Versuche zeigen,
da auch bei Mucor racemosus die primare Ammoniak- und
Aminoséurebildung von den sekunddrem Vorgdngen getrennt
werden muf3. Dies haben wir wiederum durch kurzdauernde
Versuche erzielt. Es ergab sich jedoch, dal} der Vorgang
der Nitritverarbeitung bei Mucor racemosus langsamer als bei
Aspergillus niger vor sich geht. So war in Versuchen, die
weniger als 48 Stunden dauerten, noch keine nennenswerte
Verarbeitung der salpetrigen S&ure durch Mucor racemosus
zu verzeichnen. In 3- und 4 téagigen Versuchen haben wir
aber ebenso deutliche Resultate erhalten, wie mit Aspergillus

niger in 12 standigen Versuchen. Wir wollen nur einige Resul-
tate wiedergeben. Sie sind in Tabelle 7 zusammengestellt.

Tabelle 7.
Versuche uber priméare Bildung von Ammoniak- und
Aminostoffen in Nitritkulturen (Mucor racemosus).

Alter ~ Ver- . . A N der . S Nitri
Nr.des ger suchs- Pilzdecke im Verlaufe des M Amino. Vit S Nitrit-N

Ver-  Kultur dauer  Versuchs auf folgendem MoK gp  ZU9S ver
suchs in in Substrat N in pen in setzt in braucht
Tagen  Tagen ubstra mg mg mg in mg
59 7 ¢« 4 KNOs-j-CaC03 + 5g Zucker 3,2 58 36,8 9,2
59 7 4 KNO,, + CaCO03 - - - - 0 0 36,8 Spur
HO 7 3 KNO* + CaCOs+5¢g Zucker 4,5 7.8 36,0 12,0
HO 7 KNO, + CaC03 . . - - 0 0 36,8 Spur
60 i 3 5g Zucker in 100 ccm Wasser 0 0 — —

Hi

(o)

KNO, -f- CaCO03 -fuig Zucker 0 Spur 35,0 1,1

61 8 2 KNOj + CaCo, - - - - 0 0 35,0. Spur
re 6 1 KNO. caC03-f5g Zucker 0 0 40,5 2,1
62 R 1 KNO02 + CaCo03 - - 0 Spur 40,5 0
02 6 1 CaCO., in 100 ccm Wasser . 0 0 — —

Die Ubereinstimmung der Analysenergebnisse ist eine
Melu- befriedigende: In Zuckerkulturen ist die Summe der
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Mengen von Ammoniak- und Aminostickstoff genau gleich
der Menge des verbrauchten Nitritstickstoffs. Die Beweis-
kraft dieser Zahlen wird noch durch den Umstand erhoht,
daf? ohne Zuckergabe, also bei nicht stattgefundener Nitrit-
reduktion, gar keine Bildung von Ammoniak- und Amino-
stoffen zu verzeichnen ist. In Versuchen mit Aspergillus nigcr
war dieser Zusammenhang durch Gegenwart von Reserve-
kohlenhydraten maskiert.

Mehrmals haben wir Proben auf Hydroxylamin und Hy-
droxamsauren ausgefohrt, und zwar immer mit negativem
Resultate. Ebensowenig vermochten wir Amidostickstoff (nach
Sachsse) in der LOsung nachzuweisen.

Trotzdem sind wir geneigt anzunehmen, dal Nitrit-
reduktion in beiden Pilzen durch die Zwischenstufe von Hy-
droxylamin bewerkstelligt wird. Der Nachweis von Hydro-
X) lamin ist wahrscheinlich nur infolge groRRer chemischer
Aktivitat dieser Substanz bisher miRlungen. Es missen also
spezielle Kunstgriffe zur Entdeckung dieser Zwischenstufe
verwendet werden. Unsere Ansicht wird wohl bekraftigt
durch die Resultate von Neuberg und Weidel), die uber
Zwischenstufen der biologischen Reduktion von Nitrobenzol
zu Anilin durch Hefe AufschluB geben. Schon léngst hat
Pozzi-Escot?) auf diese merkwirdige Reaktion hingewiesen.
Es konnten entweder Azoxybenzol und Azobenzol oder Ni-
trosobenzol und Phenylhydroxylamin als Zwischenprodukte
der Reduktion vorausgesetzt werden. Neuberg und Weide
haben dargetan, dal Hefe nicht imstande ist, Azoxybenzol
und Azobenzol zu verarbeiten, aber Nitrosobenzol und Phe-
nylhydroxylamin leicht zu Anilin reduziert. Letztere Stoffe
sind also als Zwischenprodukte der Reduktion von Nitrobenzol
anzusehen. Die genannten Vorgange kommen zwar in der
Natur nicht vor, da organische Nitroverbindungen in Pflanzen,
wie bekannt, gar nicht gebildet, und also anorganische Nitrate

v C. Neuberg und Weide, Biochem. Zeitschr. Bd. 60, S. 472
(1914) und Bd. 67, S. 18 (1914).

") Pozzi-Escot, Etat actuel de nos connaissances sur les oxydases
et les reductases (1902).
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direkt reduziert werden, doch scheint uns dieser Umstand
vom chemischen Standpunkte aus unwesentlich zu sein, da
es doch hdchst unwahrscheinlich ist, da der Mechanismus der
Nitratreduktion sich von demjenigen der Reduktion von Nitro-
gruppen unterscheidet.

Durch eine weitere Ausarbeitung unserer Methode hoffen
wir nicht nur weitere Zwischenstufen der Nitratreduktion zu
entdecken, sondern auch einige Seiten des Problems des bio-
logischen Aufbaues von Aminosduren und komplizierteren
Stickstoffverbindungen aufzuklaren.

Zusammenfassung der wichtigsten Resultate.

1. Die Methoden des Nachweises der Nitratreduktion
durch Pilze, die bisher von verschiedenen Forschern verwendet
wirden, namentlich aber der Nachweis der priméren Ammoniak-
bildung, konnen keine befriedigenden Resultate liefern, da der
sekundédre Vorgang der Desaminierung ebenfalls Ammoniak
liefert und folglich die Herkunft des Ammoniaks unbekannt
bleibt. Die in vorliegender Arbeit in Anwendung gebrachte
Methode ermdglicht jedoch, primére Vorgéange von den sekun-
daren zu trennen.

2. Schimmelpilze Aspergillus niger und Mucor mcemosus
reduzieren Nitrate zu Nitriten und Ammoniak und synthe-
tisieren alsdann Aminoverbindungen auf Kosten der genannten
anorganischen Stickstoffverbindungen und des Zuckers. Als
Zwischenstufen der Nitratassimilation und des Eiweil3aufbaues
haben wir in beiden Pilzen mit Sicherheit salpetrige Saure,
Ammoniak und Aminostoffe aufgefunden.

3. Obige Zwischenprodukte der Nitratassimilation, Amino-
stoffe eingeschlossen, sind immer nur in LOsung vorhanden.
Oxydierter Stickstoff ist im Mycelium auch qualitativ nicht
nachweisbar. In kurzdauernden Versuchen wird Nitritstick-
stoff auRerhalb der Hyphen in Ammoniak- und Aminostick-
stoff Ubergefihrt, aber nicht assimiliert: die Gesamtmenge

des Myceliumstickstoffes bleibt im Verlaufe des Versuches un-
verandert.
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4. Die Reduktion von Salpetersdure zur salpetrigen Séaure
vollzieht sich in beiden Pilzen ohne Zuckergabe. Die weitere
Verarbeitung der salpetrigen S&ure ist aber, wenigstens bei
Mucor racemosus, nur in Gegenwart von Zucker ausfuhrbar.

5. Ob die photosynthetische Nitratassimilation der Samen-
pflanzen auf dieselbe Weise wie die Nitratverarbeitung durch
Schimmelpilze stattfindet, bleibt dahingestellt.



