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Einleitung. 

Bei der Vergarung der Fette spielen bekanntlich die Schimmel. 
pilze im Verein mit den Bakterien eine wichtige Rolle. Dureh ihre 
Vermittlung werden die Fette gespalten und so der weiteren 
Zersetzung znganglich gemacht. 

Die Arbeiten von Rubner (1900) und Schreiber (1905) zeigen, 
daB im Boden Fett gespalten und aufgezehrt wird, wahrend ateriles Fett 
in sterilisiertem Boden nur eine minimale Spaltung erleidet. In einer Nahr· 
loaung, die 1 % Fleischextrakt, 1% Pepton, Butterfett und au13erdem 
CaCOa enthalt, werden nach Beimpfung mit Boden 86,9% Fettsauren aus 
dem ursprunglich darin vorhandenen Fett abgespalten. Dabei konnten 
PUze und Bakterien isoliert werden, die besonders emulgiertes Fett gut 
verarbeiteten. Damit ist die Fettzersetzung im Boden als mikrobiologischer 
ProzeB erwiesen. 

DaB auch am Zersetzungsprozesse feuchter, fetthaltiger Nahrungs. 
und Futtermittel die Schimmelpilze regen Anteil nehmen, zeigen die Ar· 
beiten von Ritthausen und Baumann (1896), Haselhoff und Mach 
(1906), Biffen (1899), Roussy (1909), Konig, Spieckermann und 
Bremer (1901) usw. FUr die Zersetzung des Butterfettes und des Kase· 
fettes weisen die Arbeiten von Hanus und Stocky (1900), Laxa (1902) 
und Rahn (1906) die Wichtigkeit der Schimmelpilze und Bakterien nacho 

Auch Organfette konnen durch Schimmelpilze intensiv zersetzt werden. 
So zeigte Oh ta (1911), daB Actinomucor repens in sterilem Leberpulver 
nach 2 Wochen 40% und nach 3 Wochen Bogar 54-63% hoher Fettsauren 
verzehrte. 

Bei der Fettvergarung lassen sich 2 wichtige Phasen unterscheiden. 
Vorerst findet eine Hydrolyse der Glyceride Btatt und dann die Verarbeitung 
ihrer Komponenten. 
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DaB die Hydrolyse der Fettsaureglyceride durch die Schimmel
pilze auf einem enzymatischen Vorgang beruht, beweisen die 
Untersuchungen von Cam us (1897), Biffen (1899), Konig, 
Spieckermann und Bremer (1901), Went (1901), Laxa (1902), 
Garnier (1903). Ein eingehendes Studium der Lipase, wie es 
z. B. Rouge bei Lactarius sanguifluus (Fr.) durchgefiihrt hat, 
liegt aber fiir Schimmelpilze noch nicht vor. 

Die Lipase, die Biffen (1899) aus einer auf Cocosniissen gewachsenen 
Nectriacee gewann, 8paltete sowohl CocosnuBfett als auch Monobutyrin. 
Laxa (1902) gewann aus Penicillium und Mucor einen Saft, der Butterfett 
und Monobutyrin hydrolysierte, wahrend der Saft von Oidium lactis nur 
auf Monobutyrin spaltend wirkte." Schnell (1912) wies jedoch auch bei 
diesem Pilze nach der Eijkmannschen Methode die Fahigkeit einer wirk
lichen Fettspaltung nacho Diese Versuche zeigen, daB wahrscheinlich eine 
echte Phytolipase vorliegt, durch die besonders die hochmolekularen 
Fettsaureglyceride intensiv gespalten werden. Konig, Spieckermann 
und" Bremer (1901) fanden jedoch, daB Glycerinausziige von Eurotium 
repens und Oidium nur auf Monobutyrin merkbar wirkten, wahrend dio 
Einwirkung auf Baumwollsamenol nicht deutlich war. 

tJber die Liislichkeits- und Diffusionsverhii.ltnisse der Schimmelpilz
lipasen lassen sich aus der Literatur ebenfalls einige Anhaltspunkte ge
winnen. Cam us (1897) fand das neutralisierte Filtrat einer Raulinschen 
Nahrlosung, die mit Penicillium glaucum beimpft war, schwach lipolytisch 
wirksam. Desgleichen wirkten die Kulturfiltrate von Aspergillus niger 
spaltend auf Monobutyrin ein. AuBerdem fand Garnier (1903) die Kultur
filtrate einer Reihe von Sterigmatocystis- resp. Aspergillusarten lipase
aktiv. Das Kulturfiltrat einer Glycerin-Arachisolkultur von Monilia sito
phila enthalt nach Went (1901) ebenfalls Lipase. Diese Resultate zeigen 
somit, daB die Lipase dieser Pilze durch die Zellmembran in die Nahrlosung 
diffundiert. 

Ferner beweisen die Versuche von Garnier (1903), daB die Lipase 
lI,uch auf fettfreien Substraten gebildet wird. 

Da aile bis jetzt vorliegenden Untersuchungen uber die 
~'ettspaltung durch Sehimmelpilze immer nur einzelne Tatsachen 
konstatiert haben, steUte ieh mir auf die Anregung von Herrn 
Dr. Bassalik, bis 1918 Assistent am botan. Institut in Basel, 
die Aufgabe, die Eigenschaften der Lipase von Aspergillus niger 
van Tiegh. moglichst umfassend zu studieren und den Zusammen" 
hang zwischen Wachstum und Lipasebildung bzw_ der Lipase
wirkung festzusteUen. Die Arbeit wurde in der Zeit vom Winter
semester 1918 bis Sommersemester 1920 ausgefiihrt. Es ist mir 
eine a,ngenehme Pflicht, Herro Prof. Bassalik fur die Anregung 
zur Arbeit und fur die Einfiihrung in die Methodik zu danken, 



4 

ebenso HeITn Prof. Senn, der mich bei der Durchfiihrung der 
Arbeit mit seinem Rat unterstiitzte. 

I. Kultur von Aspergillus niger. 
1. DilS Versuchsmaterial. 

Fiir die nachfolgenden Untersuchungen wurde ein aus der 
Laboratoriumsluft isolierter Stamm von Aspergillus niger (van 
Tieghem) verwendet. 

Brenner (1914) hat bei dieser Spezies mehrere morphologisch und 
physiologisch verschiedene Rassen beschrieben. Um meinen Stamm mit 
einer dieser Rassen identifizieren zu konnen, lieB ich den Pilz unter den 
gleichen Kulturbedingungen wie Brenner wachsen. Diese Kulturen 
ergaben die Identitat meines Stammes mit Brenners Rasse P, die sich 
durch groBe Mycelproduktion und intensive Sporenbildung auszeichnet. 
Auch mit dem durch van Tieghem (1867) beschriebenen Aspergillus niger 
erwies sich der von mir kultivierte Stamm ala vollig identisch. 

lch arbeitete ausschlieBlich mit diesem Stamm des Aspergillus 
niger van Tieghem, der bei Zimmertemperatur auf schragem 
Agar von folgender Zusammensetzung fortgeziichtet wurde: 

WOO ccm Leitungswasser 
10 g Rohrzucker 
5" Pepton Witte (16% N) 
1" KH2P04 

15" pulv. Agar. 1 ) 

2. Nachweis der Fettbildung von Asp. niger. 

Der Tabelle I, in welcher die Resultate verschiedener Forscher 
iiber das Wachstum der Schimmelpilze auf Fetten zusammen
gestellt sind, hauptsachlich den Arbeiten von Schmidt (1891) 
und Bremer (1901), konnen wir entnehmen, daB Aspergillus 
niger befahigt ist, die Glyceride der hoheren Fettsauren als Kohlen
stoffquelle zu verwenden und daB er dabei, wie Schmidt quan
titativ nachwies, die Fette in ihre Komponenten: Fettsaure und 
Glycerin, spaltet. 

In meinen Versuchen habe ich zunachst das Verhalten 
meines Aspergillusstammes gegen Fette gepriift. 

Nach Brenner (1914) und Elfving (1920) zeigen die verschiedenen 
Rassen von Aspergillus niger in ernahrungsphysiologischer Hinsicht so 
groBe Differenzen, daB diese Varuntersuchung notwendig war. 

1) AIle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammten von 
Merck (Darmstadt), Kahlbaum (Zurich) oder Konig (Leipzig). 
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Tabelle I. 
Versuchsergebnisse verschiedener Forscher fiber das Wachstum 

einiger Schimmelpilze auf Fetten. 

Autor Pilz Substrat I Wachstum I 
van Tieghem 1880 Saccharomyces 

1881 .. olel 
Bierhefe 
Mucor spinosus 
M. plecerocystis 
Verticillium 
Choetoninm 
Sterigmatocystls 
Penicill. glaucum 

Kirchner 1888 Elaeomyces olei 
Schmidt 1891 Aspergillul 

Penicillium 
Mucor racemosus 

Olivenol 

.. 
MohnOi 

} MandelOl 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Wehmer 1891 Asp. niger 

Biffen 18119 

Ollvenol 
1,5 g 

CocosnuJl
milch 

+ Trocken
gew.O,80g 

Went 1001 

Konig, Splecker· 
mann, Bremer 
J901 

ROU88Y 1909 

Roussy 1911 

Schimmelpilz 
(Hypocreales) 

Monilla sitophila 

Penicill. glaucum 
Asp. flavus usw. 

Verschiedene 
SchimmeJpiJze 

.Asp. niger 

Penicill. glaucum 

Butterfett 
Arachisol 
Olivenol 

Hohere 
Glyceride 

Raulin'sche 
Nahrlosung 

+ Gelatine 

+Schweine
schmalz 

Fettsauren, 
Glycerin 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

Dabei verwendete ich folgende Niihrloaung: 

1000 ccm dest. Wasser 
1 g NH,Cl 
1 .. K 2HPO, 
0,5 g MgSO,7 H20. 

Bemerkungen 

Ver.elfung des Oles 

I An Alteren Mycelpar
tien Krystalle von 
Fettsi!.uren. 

Lebhaftes Wachstum. 
Kein freies Glycerin i. d. 

Nahrlosung. Wieder
gewonnenes 01. Hohe 
SAurezahl. 

0,194 g OxalsAure ge
bildet. 

Neutrale, mit Lackmus 
geiarbte Kultur rot 
verIarbt durch Wir
kungen der auf der 
Oberflilche schwlm
menden Mycelflocken. 

Rascheres Wachstum 
bei Zugabe von 2,5% 
Glycerin neben 5% 
Fett. Lipase in der 
NAhrlOsung. 

Wachstumsbeginn: 
2% Fett 

Optimalkonzentration: 
6-10% Fett 

Maximalkonzentration: 
80-40% Fett. 

1m allgem, Fettsi!.uren 
besser n!lhrend als 
Glycerin. 

Bei Asp. u. Pen. glaucum 
FettsAuren ebensogut 
wirkend wie das Gly
cerin. 

Wenn 01 ala einzige Kohlenstoffquelle geboten wird, darf die Konzen
tration nicht zu groB sein, weil sonat leicht die ganze Oberfliiche mit einer 
geschlossenen Olschicht bedeckt wird, die ein Auskeimen der Sporen 
resp. ein Wachstum verhindert. Wie schon Schmidt (1891) hervorhebt, 
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bilden sieh bei einer Konzentration von 0,5% 01 auf der Niihrlosung nur 
unzusammenhangende Tropfen. 

In kleine Erlenmeyerkolbehen wurden je 10 cem obengenannter 
Nahrlosung abpipettiert und 0,5% Olivenol zugesetzt. Eine Serle oenthielt 
kein 01, eine andere kein NH,CI, eine letzte nur 01, um die Reinheit der 
Nahrsalze und des Oles, das vorher filtriert worden war, zu kontrollieren. 
Die mit Wattepfrop£ versehenen Kulturen wurden im Dampftopf bei 
ca. 98° 1/2 Stunde sterilisiert. Diese Sterilisationsdauer gentigte, denn die 
unbeimpften Kontrollkolbchen blieben mehrere Wochen steril. Nach dem 
Erkalten wurden von jeder Serie je 3 Kolbchen beimpft und mit den un
beimpften Proben in den dunkeln Thermostaten von 27° C gestellt. Die 
Nahrlosung zeigte bei Versuehsbeginn gegen Lackmus neutrale oder schwach 
alkalische Reaktion. Das alkalische K 2HPO, wurde deshalb als Phosphor
und Kaliumquelle gewahlt, damit es bei der Fetthydrolyse etwa auftretende 
Sauren neutralisiere und einer zu starken Aciditatszunahme in der Nahr
losung vorbeuge; auBerdem konnte auf diese Weise der Reaktionsverlauf 
wahrend der Entwicklung des Pilzes bequem verfolgt werden. Vom Beginn 
der Impfung an wurde die Reaktion der Nahrlosung gegen Lackmus taglich 
untersucht. 

Nach 3-4 Tagen erschienen in den Kulturen mit der voll
standigen anorganischen Nahrlosung und 01 als C- Quelle die 
ersten Mycelflocken j in den (unbeimpften) Kontrollen trat selbst 
nach einem Monat keine Pilzentwicklung ein. Mit zunehmendem 
Wachstum nahm auch die Aciditat der Nahrlosung ZUj und als 
der Versuch nach einem Monat abgebrochen wurde, war die Nahr
!Osung deutlich sauer. Die negativen Resultate der anderen 
Serien sprechen fiir die Reinheit der angewendeten Nahrsalze 
und des Oles. Unter sonst gleichen Bedingungen zeigte Asper
gillus Wachstum auf Ricinusol, Mande!Ol (Amygdalus communis), 
HaselnuBol (Corylus avellana), Walnu1301 (Juglans regia), ferner 
auf Butter, Rilldertalg, Schweinefett und Kakaobutter. - Auf 
letzterer war das Wachstum am schwachstenj die Kulturen hatten 
das gleiche Aussehen wie die spater zu erwahnenden, welche 
Tristearin und Tripalmitin und die zugehorigen Fettsauren als 
C-Quellen enthielten. Die Mycelproduktion war hier auI3erst 
gering, wahrend starke Sporenbildung einsetzte. 

Die Olkulturen zeigen durchwegs ein sehr charakteristisches 
Aussehen. Jeder einzelne Oltropfen ist von einem Mycelring 
umgeben. 

Schmid t (1891) hat diese Wachstumsweise in seiner Arbeit ausftihr
Hch besehrieben und ihre Entstehung im hangenden Tropfen mikroskopisch 
verfolgt. In meinen Kulturen beobachtete ich genau dieselben Bilder. 
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EndlichmuBte nooh die Ursache der Aciditat in den Olkulturen 
untersucht werden. 

Es wire vor allem denkba.r, daB infolge der Sterilisation und der nach
herigen langen Beriihrung mit der mineralisohen Niihrlosung eine Spaltung 
des Oles eingetreten wire. Schmidt (1891) verfolgte die Wirkung der 
Sterilisation quantitativ und wies nach, daB durch diesen ProzeB keine 
merkliche Spaltung des Olea eintritt. Dadie von mir beniitzte NiihrlOsung 
eine andere ZlIII&mmensetzung &Is diejenige Schmidts hatte, untersuchte 
ich die Wirkung der Sterilisation auf Olivenol ebenfalls. Das verwendete 
Olivenol batte die Siiurezahl2,9 und die Verseifungszahl192,O, welche Daten 
nach den im Schweiz. Lebensmittelbuch (III. Aufl. S.47) angegebenen 
Methoden gewonnen wurden. Erlenmeyerkolben, die 100 cem NiihrlOsung 
und 0,5% Olivenol enthielten, wurden 1 Stunde im stromenden Dampf 
sterilisiert und unbeimpft 12 Tage bei einer Temperatur von 35° C dunkel 
gebalten. Hierauf wurde das 01 durch Ausschiitteln mit Ather wieder
gewonnen und nach dem Trocknen auf seine Siiurezahl untersucht, die nun 
8,4 war. Die Saurezahl batte somit um 5,5 zugenommen. Dieser Versuch 
zeigt, daB das dem Pilz in der Niihrlasung dargebotene 01 nur zu einem 
minimen Teile schon vor der Beimpfung gespa.lten war. 

Gleichzeitig wurde ein Parallelversueh mit nach der Sterilisation 
beimpften Kolbenausgefiihrt1). Da.s zurUckgewonnene 01 bereitete der 
Bestimmung der Siiurezahl Schwierigkeiten, do. es durch den aus den Sporen 
austretenden Farbstoff (Aspergillin) schwarzbraun verfiirbt war. Durch 
wiederholtes AUSBchiitteln mit Wasser konnte jedoch das 01 ziemllch gut 
entfiirbt werden. Von diesem verbrauchten 1,34:00 g 20 cem D/10·KOH 
somit betragt die Siiurezahl: 

SZ =~O--= 5,61 = 837 
1,340 ' 

Davon sind zu substrahieren 
(Sterilisa.tionswirkung). •. 5,5 

bleibt Siiurezahl, durch Pilz-
tiitigkeit hervorgerufen .. 78,2 

= 41,1% freie Fettsiiuren. 

SOInit ist erwiesen, daB der Pilz in einer anorganischen Nahr
IOsung mit Olivenol als C-QueUe eine Anreicherung der freien 
Fettsauren des Oles bewirkt. Die in der Nahrlosung gefundene 
AciditiLt riihrt wohl nicht von der Olsaure oder anderen hooh
molekularen Fettsauren her, vielmehr konnten gleichzeitig niedere 
Fettsauren oder auch Oxalsaure entstanden sein, welch letztere 
Wehmer (1891) bei Aspergillus niger mit Olivenol als C.QueUe 
nachgewiesen hat. 

Um die Frltge nach der Ursa.che der Aciditiit zu entscheiden, babe ich 
in Kulturkolben nach Granger von 500 cem Inhalt (F. Z. Glas), die 100 ccm 
NiihrlOsung und 0,5 g Olivenol enthielten, nach halbstiinWger Sterilisa.tion 
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Sporen ausgesat und die Kulturen 11 Tage bei 35° 0 dunkel gehalten. 
Nun wurden die filtrierten und mit HOI angesauerten Nahrl6sungen einiger 
Kulturen der Wasserdampfdestillation unterworfen, um etwaige fliichtige 
Sauren zu fassen. Die Priifung auf Sauren fiel jedoch im Destillat negativ 
aus. 

Nun priifte ich noch nach der von Wehmer (1891; S. 276) 
angegebenen Methode auf Oxalsaure; da ich dabei eine kraftige 
Oxalatfallung erhielt, ist es offenbar die Oxalsaure, welche in 
erster Linie in den neutralen resr. schwach alkalischen Nahr
lOsungen die Aciditat verursacht. 

Des weiteren suchte ich festzustellen, auf welchen Kompo
nenten der Fette die Oxalsaurebildung erfolgt. DaB Aspergillus 
niger mit Glycerin Oxalsaure bildet, hat W eh mer (1891) nach
gewiesen. 

Ich fiihrte aullerdem einen Parallelversuch mit Olsaure einerseits 
und mit Glycerin anderseits aus. Es wurden deshalb mit der oben an· 
gegebenen Nahr16sung 2 Kulturserien mit 0,5% Glycerin und 0,5% Olsaure 
angesetzt. Die Versuchsdauer betrug 9 Tage (Temp. 30° 0). In dieser Zeit 
hatte sich auf den Glycerinkulturen eine lockere Myceldecke gebildet, 
wahrend sich um die Olsauretropfen einzelne Flocken angesammelt hatten. 
In beiden Fallen war das Wachstum gering. Leider gingen mir die Nieder
schlage zugrunde, beY~r ich sie quantitativ zu bestimmen vermochte. 

Die lipolytische Fahigkeit von Aspergillus niger habe ich 
auch noch nach anderen, jedoch nur qualitativen Methoden 
nachgewiesen. 

Sohngen (1910, S.698) hat zum Nachweis der Bakterienlipase 
folgende Methode verwendet. Die Innenseite steriler Reagensglaser wird 
in der Warme mit einem festen Fett, etwa Rindertalg, iiberzogen; nach dem 
Erkalten wird sterile NahrlOsung zugegeben und beimpft. Die Talgschicht 
ist bei Versuchsbeginn homogen, schwach grauweiB und durchscheinend. 
Die von den Mikroorganismen abgeschiedene Stearinsaure macht das Fett 
weill, undurchsichtig und briichig. Ein Vergleich mit einem unbeimpften 
Rohrchen liillt dann entscheiden, ob eine Lipolysewirkung eingetreten ist. 

Zu meinen Versuchen beniitzte ich Erlenmeyerkolbchen, Rindertalg 
und die oben angegebene, mineralische Nahrlosung. Die K6lbchen ent
hielten 10 ccm Nahrlosung und wurden 3 Wochen bei 20° dunkel gehalten. 
Das Pilzmycel entwickelte sich nun, wie zu erwarten war, an der Beriihrungs
stelle von Talgschicht und Niihrl6sung. Nach einigen Tagen begann sich 
von der Beriihrungsstelle mit der Fliissigkeitsoberflache her ein weiBer 
Verseifungsring zu bilden, der rasch breiter wurde. Nach 12 Tagen war die 
ganze Talgschicht weill, kriimelig und undurchsichtig und lieB sich mit der 
Pinzette als zusammenhangender Mantel von der GefaBwand leicht ab
heben. Die mikroskopische Priifung dieser Decke ergab eine vollstandige, 
netzartige Durchwachsung der Fettschicht durch die Pilzhyphen. Die 
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sterilen Proben dagegen zeigten eine unveranderte, durchscheinende Talg
schicht, die hiichstens an der Beriihrungsstelle mit der Fliissigkeitsoberflache 
einen schwaeh weiBen, etwa O,5mm breiten Streifen aufwies. Diese und 
aIle folgenden Kulturen wurden mikroskopisch unter Anwendung der 
Olimmersion auf absolute Reinheit untersucht und nur die Resultate 
soleher Kulturen beriicksiehtigt, die sieh naeh VersuehsabschluB als bak
terienfrei erwiesen hatten. 

Aueh naeh der Eijkmannsehen Diffusionsmethode reagiert Aspergillus 
niger lipaseaktiv. Als Fett benutzte ich Rindertalg, der in Petrisehalen 
gegossen und mit Agar von der obenerwahnten Zusammensetzung bedeekt 
wurde. Es wurde nun eine Anzahl soleher Fettagarplatten, neben einer 
Reihe unbeimpfter Platten, in den dunklen Thermostaten von 27° C gestelIt. 
Die Kulturen zeigten sofort starkes Waehstum, naeh 4-5 Tagen begiunt 
sich die unter den Kolonien gelegene Talgsehicht weiB zu verfarben, 
was auf Verseifung zuriickzufiihren ist. Diese nimmt nun an Intensitat 
rasch zu, und am 8. Tage war die fragliehe Talgschicht volIstandig weiB und 
briichig geworden und lieB sieh leieht vom Schalenboden abheben. Die Ver
seifung wird dureh die von den Pilzkolonien abgeschiedene und durch Agar 
diffundierende Lipase verursacht. In den KontrolIplatten konnte gleieh
zeitig keine Veranderung der Talgsehicht konstatiert werden. 

S. Kultur von Aspergillus niger aul verschiedenen KohlenstoflquelIen. 

Die Versuche mit Fettsauren, Glycerin und Estern hatten 
den Zweck, das Wachstum auf den hochmolekularen Fettsauren 
und Glycerin zu untersuchen und den Nahrwert dieser Stoffe 
zu bestimmen und urn festzustellen, ob z. B. nur Glyceride oder 
auch andere Ester als C-Quelle in Frage kommen. Nachher werde 
ich dann die Wirkung der Lipase auf diese Ester untersuchen, 
urn festzustellen, ob Ester, die sich als fiir den Pilz untaugliche 
C-Quellen erwiesen haben, von der Lipase nicht gespalten werden. 

Die C-Quelle wurde in einer Konzentration von 0,5% jeweilen 10 cem 
der erwahnten mineralisehen Nahrlosung zugesetzt und in Erlenmeyer
kolbehen ca. 30 Minuten im Dampftopf sterilisiert. Wenn moglieh wurden 
immer 2 Versuehsserien ausgefiihrt, die sich durch ihre Versuchsdauer 
unterschieden (I Woche und 3-4 Woehen), um etwaige Zufalligkeiten 
im Waehstum zu erkennen. Jede Serie enthielt wieder 3 Parallelreihen. 
AuBerdem wurden unbeimpfte Kolbehen als Kontrollen verwendet und 
endlieh je eine kIeine Menge der mineralisehen Nahrlosung und der C- QueUe 
fiir sieh beimpft, um ihre Reinheit zu priifen. Die Kulturen wurden im 
Dunkelzimmer bei 19-20° C gehalten. nber die Starke der Entwicklung 
geben eigentlieh nur Troekengewiehtsbestimmungen AufsehluB. Dabei 
miiBten die C-Quellen in bezug auf den Kohlenstoff aquivalent sein und es 
miiBten die Trockengewiehte unter Beriicksichtigung der Zeit miteinander 
vergliehen werden. Solche quantitative Bestimmungen habe ich nioht 
ausgefiihrt, da sie fiir meine Zweeke nieht notwendig waren. Ieh habe mich 
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deshalb beschrankt, die Intensitat des Wachstums abzuschatzen. Die auf 
diese Weise erhaltenen Resultate sind deshalb nur Vergleichswerte, gesta.tten 
jedoch als solche einen annahernden SchluB auf die Tauglichkeit der ver· 
wendeten Stoffe alB C-Quelle zu ziehen. 

In den nachfolgenden Tabellen wird durch 3 Kreuze das 
beste, durch ein Kreuz das schwachste Wachstum bezeichnet. 

a) K ultur auf Fettsauren und Glycerin. 

Tabelle II. 
Beimpfung ab Ag-Kultur: 31. I. 1919. 

Datum I Ricinusol Glycerin 
I 

Olsaure Palmitin· Stearin· 
saure siure 

3. II. I -
I I 

+ + + 
II. II .. +++ ++ ++ + + 

Tabelle III. 

Beimpfung: 5. III. 1919. 

Datum I RicinusOl Glycerin I Olsaure Palmitin- I St~arin. 
saure saure 

---_.------
7. III. + + + -1 I -? 

10. III. + ++ ++ + I + 
13. III. ++ +++ ++ + + 
17. III. +++ +++ ++ + + 
25. III. +++ +++ ++ + + 
Reakt. sauer stark sauer I schwach schwach 

sauer sauer sauer 

Aus Tabelle II und III geht hervor, daB das Wachstum 
auf den Fettsauren schwacher ist als dasjenige auf 01 und auf 
Glycerin. Von den Fettsauren erlaubte Olsaure das beste Wachs
tum. Die bei Versuchsbeginn neutrale Reaktion machte einer 
sauren Platz, welche bei Glycerin am starksten,. bei Palmitin
und Stearinsaure dagegen am schwachsten war. Die Olsaure
kulturen zeigten bald die fiir die Olkulturen charakteristischen 
Umrahmungsbilder. Auf Palmitinsaure und Stearinsaure bildete 
der Pilz fast nur Sporangientrager aus, die auf der Oberseite der 
auf der anorganischen NahrlOsung schwimmenden Fettsaure
blattchen ausgebildet wurden. 

b) Kul tur auf verschiedenen Estern. 

Die mit Wasserdampf nicht fliichtigen Ester wurden vor dem 
Sterilisieren in die Kolbchen gegeben, die fliichtigen erst nachher mit 
steriler Pipette. Von den unlOslichen Estern wa.r bei Versuchsabbruch 
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jeweilen nooh ein Teil im ungelOsten Zust&nde vorhanden; es hatten 
also dem Pilze geniigend C-Verbindungen zur Verfugung gestanden. Die 
Konzentration betrng 0,5 % 

Tabelle IV. 
Wachstum auf verschiedenen Estern. 

RioinusOl .. 
Triolein . . 
Tripalmitin . 
Tristearin . 
Triacetin .. 
Monobutyrin . . . . 
Buttersaureathylester 
Malonsaureathylester . 
Bernsteinsaureathylester 
Benzoesaureathylester . 

II I. Serie: I II. Serie: 
S. III.-IO. III. 4. VII.-29. VII. 

1: .. \ _L +++-+++ 

lilt tt 
il -1 T -:-+-+ 

Unter diesen Bedingungen tritt also Wachstum auf den 
Triglyceriden der Fettsauren em. Von diesen Estern zeigte 
Triacetin das rascheste und starkste Wachstum, doch ist hier 
die Sporenbildung relativ. geringer als bei den Kulturen mit· 01, 
Triolein, Tripalmitin und Tristearin. Die Triacetinkulturen 
reagieren nach kurzer Zeit sauer gegen Lackmus und entwickeln 
Essigsauregeruch. Das Wachstum auf den Triglyceriden der 
Palmitin- und Stearinsaure unterscheidet sich nicht wesentlich 
von demjenigen auf den entsprechenden freien Sauren; wie bei 
diesen tritt intensive Sporenbildung ein. - Auf Monobutyrin 
gedieh der Pilz ebenfalls nicht, obschon, wie wir sehen werden, 
seine Lipase diesen Ester intensiv zu spalten verm.ag. Ich behalte 
mir vor, diese Versuche liber den Nahrwert verschiedener anderer 
Ester spater weiter auszudehnen. 

II. Die Lipase von Aspergillus niger. 
1. Darstellungsmethoden. 

Cam us (1897) und Garnier (1903) wiesen nach, daB die Fettspaltung 
duroh Aspergillus niger enzymatisohen Charakter hat. Die Ergebnisse dioser 
und vieler anderer Forsoher, die sioh mit Pilzlipasen besohii.ftigten, zeigen, 
daB diese leichter darzustellen sind als die Lipasen der hoheren Pflanzen. 
Cam us (1897) und Garnier (1903) fanden die Nahrlosung lipolytisch 
wirksam, ebenso Deleano (1909), der bei Lactarius sanguifluus 2 Lipasen 
unterschied, eine wasserlosliohe und eine im Mycel verbleibende. Wii.sserige 
Ausziige verwendeten Biffen (1899), Konig, Spieckermann und 
Bre mer (1901). Rouge (1907) erhielt das wirksamBte Praparat dadurch, 
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daB er die Mycelien mit Sand und Glycerin zerrieb und hierauf bei 37 0 C 
24 Stunden lang digerieren lieB. Nachher setzte er fUr 1 Volumen Glycerin 
1 Volumen Wasser zu und preBte den 8aft aus. Laxa (1902) zerrieb Mycelien 
und preBte dann den Brei durch feine Leinwand. Das Prii.parat spaltete 
BOwohl Monobutyrin als auch Butterfett. 

2. Quantitatlver Nachweis der Lipasewirkung. 

Als MaG fiir die Wirkung der Lipase beniitzte ich die Menge 
der von ihr aus den Fetten bzw. Estern freigemachten Fettsauren. 
Diese bestimmte ich durch Titration mit n/1o-KaIilauge unter 
Anwendung von 1 proz., athylalkoholischer Phenolphthalein
lOsung als Indikator. 

Zuerst arbeitete ich mit 0,5-1 proz. 01- oder Trioleinemulsionen. 
Da diese jedoch bald wieder aufrahmten und damit die Angriffsfiii.che 
fur die Lipase erheblich reduzierten, verwendete ich in der Folge die in 
Wasser loslichen Glyceride: Monobutyrin und Triacetin. AuBer ihrer 
Laslichkeit haben die beiden Ester den Vorteil, daB sie eine erheblich 
groBere Verseifungszahl aufweisen als Triolein, was die Genauigkeit der 
Methode erhOht. Je nach der Quantitiit des zugesetzten Esters und der 
Aktivitat der Praparate arbeitete ich mit einer NormalbUrette von 50 ccm 
Inhalt mit Teilung in 1/10 ccm oder mit Mikroburetten, bei denen ein Kubik
zentimeter in 100 Teile geteilt war. tiber die Genauigkeit der Methode 
bei Anwendung der verschiedenen Ester gibt folgende Tabelle Auskunft. 

Tabelle V. 
Fehlergrenzen bei Verwendung verschiedener Ester. 

TrioleIn I Triacetin I Monobutyrin 
------
Verseifungszahl: 1 g Ester ver-

braucht zur Verseifung mg 
KOH. .. 190,4 772,0 343,3 

5 ccm 1 proz. Esterlosung 
(Emuls.) verbraucht z. Ver-
seifung mg n/10-KOH. . . 9,52 38,6 17,3 

5 ccm Iproz. Esterlosung 
(Emuls.) verbraucht z. Ver-

6,879 3,086 seifung ccm n/lO-KOH . . 1,697 
1% gespalt. Ester entsprechen 

0,068 0,0308 ccm n/1o-KOH. . . . . . 0,016 
Genauigkeit bei Ablesung mit 

Normalbiirette, genaue Ab-
0,73% lesung = 1/20 ccm .... 3,1% 1,2% 

Genauigkeit bei Ablesung mit 

0,07% \ 
Mikrobiirette, Ablesung 

0,12% -;noglich bis 0,005 ccm 0,31% 

Mit Monobutyrin hat bereits Hanriot (1896) gearbeitet, der die freia 
Buttersii.ure mit Na2C03-LOsung titrierte mit Phenolphthalein ala Indikator. 
Rouge (1907, S. 593) ersetzte dann die N~COa-LOsung durch Ca.(OH) •• 
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dessen Titer nach jeder Versuchsserie mit 1l/1o·0xalsaure kontrolliert wurde. 
Zu meinen Versuchen beniitzte ich eine Il/lo·Kalilauge, deren Titer mit 
Il/lo·RCl in gleicher Weise nachgepriift wurde. Die Vorratsflasohe wurde 
durch ein Reberrohr mit der Biirette verbunden, deren Luftraum mit 
demjenigen der Flasche kommunizierte. Letztere war oben durch ein 
U·Rohr abgeschlossen, das mit KOH durohtrankte Bimssteinstiicke enthielt. 

Die Lipolyseversuche wurden in sterilisierten, mit Wattepfropf ver· 
sehenen Erlenmeyerkolbchen ausgefiihrt. Als Aseptioum wurde Toluol 
verwendet und zwar soviel, daB die Fliissigkeitsoberflache gerade damit 
bedeckt war. Durch Versuche wurde festgestellt, daB bei PreBaaften und 
Extrakten oder befeuchteten Trockenpraparaten ein 5 Minuten langes 
Kochen geniigt, um die Lipase abzutoten. Um zu erfahren, wieviel der ent· 
standenen Sauren ausschlieBlich durch die Lipase gebildet worden war 
(reine Lipasewirkung), wurde neben jedem Versuch eine Kontrolle ver· 
wendet, die sich vom Versuche nur dadurch unterschied, daB in ihr die 
Lipase durch Koohen zerstort war. Durch Subtraktion der Aciditat dieser 
Kontrollfliissigkeit von der Aoiditat der aktive Lipase enthaltenden Ver· 
suchsfliissigkeit erhielt ich die reine Lipasewirkung. Wenn das Lipase. 
material ausreiohte, stellte ioh stets 2 Parallelversuohe an; das Mittel aus 
beiden Saurebestimmungen beobachtete ioh als MaB der Lipasewirkung. 
MuBte bei hoheren Temperaturen gearbeitet werden, so wurden die Watte· 
pfropfen durch gepreBte Korke ersetzt, um ein Entweiohen von Ester bzw. 
freier Saure zu verhindern. Samtliche Versuche wurden im Dunkeln aus· . 
gefiihrt. 

3. Wirkung verschiedener Lipase-Priiparate. 

a) Lipase in der Nahrlosung. 

Garnier (1903) und Cam us (1897) haben gezeigt, daB 
Aspergillus niger Lipase in die NahrlOsung abscheidet. Cam us 
verwendete die Raulinsche NahrlOsung (vgl. Kiister); Garnier 
die von Lutz und Gueguen modifizierte Raulinsche Losung. 
Schmidt (1891) hat schon vermutet, daB bei der extracellularen 
Spaltung von Mandelol ein Ferment in Frage kommen konnte. 
Wie seine Analysen zeigen, wird die eine Komponente des Gly
cerids, namlich das Glycerin, schneller verarbeitet als die Olsaure, 
so daB das aus alten Kulturen zuriickgewonnene Fett fast nur 
noch aus OIsaure besteht. Die beinahe vollstandige Spaltung des 
Oles in der vorher mit dem Pilz beschickten NahrlOsung laBt ohne 
weiteres auf ein Ektoenzym schlieBen. 

Urn die lipolytische Wirkung der Nahrlosung zu untersuchen, legte ich 
in groBen, 3litrigen Erlenmeyerkolben Kulturen auf 200 ccm von folgend6l' 
Nahrlosung an: 

0,1% K 2RPO, 
0;1% NH.Cl 

0,05% kryst. MgSO, 
1,0% Ricinusol. 
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Nach halbstiindigem Sterilisieren im Dampftopf impfte ich und hielt 
die Kulturen 21 Tage im dunkeln Thermostaten von 26° C. Nach dieser 
Zeit waren die Oltropfen ganz von Mycel eingehiillt, das inzwischen reichlich 
Sporen gebildet hatte. Die Nahrlosung war schwach braungelb verfarbt, 
jedoch konnte an 20 ccm derselben der Farbenumschlag bei der Titration 
noch gut. erkannt werden. Nach Priifung mit Olimmersion auf absolute 
Reinheit wurde die Nahrlosung zweier Kolben durch dichte Schleichersche 
Filter filtriert, die eine Haifte mit K2COa gegen Lackmus schwaeh alkaliseh 
gemacht, die andere Halfte nieht neutralisiert. Sie reagierte gegen LaekmuB 
sauer. Die Wirkung gleieher Mengen beider Proben auf 5 eem Triolein· 
emulsion bei gleichen auBeren Bedingungen ist aus Tabelle VI ersichtlich. 

Tabelle VI. 

Wirkung eines Kulturfiltrates auf Triolein. 

Versuchsdauer 54 Stunden, Temp. 38°. 4 Tropfen Phenolphth. 

Schwach·alkal. Kulturfiltrat 

20 ccm nieht· 
gekoeht. Filt. 0,25 cern n/10·KOH 

20 ecm gekoch. 
tea Filtrat. . 0,25 cern n/10·KOH 

Wirkung. . . 0,0 cern n/1o·KOH 
i.%: O. 

L Saures Kulturfiltrat 

20 cem nicht· 
gekoeht. Filt. 8,70 cern n/10·KOH 

20 cern gekoeh. 
tes FiItrat. . 7,50 cern n/10·KOH 

Wirkung. . . 1,20 cern n/10·KOH 
i. %: 75. 

Der Versuch zeigt deutlieh, daB die Nahrlosung lipolytisch 
wirkt und daB es sich um eine Phytolipase handelt, die Glyceride 
hoherer Fettsauren, z. B. Triolein, kraftig zu spalten vermag. 
Ferner sehen wir, daB bei gegen Lackmus alkalischer Reaktion 
die Lipasewirkung gehemmt wird, wahrend sie bei saurer Reaktion 
eintritt. 

In einem weiteren Versuehe wurde mit sonst gleicher Nahr· 
losung Pepton als N·Quelle beniitzt (O,5proz.). 

Die Kulturen wurden 20 Tage in der Dunkelkammer bei 20° C ge· 
halten. In dieser Zeit bildete sich eine maBig dicke, noeh nieht kompakte 
Myeeldecke, die starke Sporenbildung aufwies. Die Nahriosung war von 
weingelber Farbung, voilkommen klar und bakterienfrei; ich neutralisierte 
sie nach Filtration mit KzCOa gegen Lackmus und stellte mit ihr folgenden 
Versueh an: 

Tabelle VII. 

Wirkung eines Kulturfiltrates auf Triolein. 
Zeit: 41 Stunden, Temp.: 21 0 C. 

10 cern Filtrat + lO ccm 1 proz. Trioleinemulsion: 0,35 ccm n/19·KOH 

20 " + 10 " 0,70 " 
30 " + 10 " 1,00 " 
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Die Nahrlosung erweist sich somit als lipaseaktiv. Zugleich 
zeigen die erhaltenen Resultate eine deutliche Abhangigkeit der 
Fettspaltung von der Filtratmenge. 

Aus dem Mycel wurde nach Ausatherung ein Extrakt nach 
Rouge (1907, S. 594) bereitet und dieser ebenfalls mit K 2COa gegen 
Lackmus neutralisiert. 2,5 ccm dieses Extraktes machen in 24 Stun
den bei 21 0 C aus 5 ccm 1 proz. Trioleinemulsion 12,5% Olsaure 
frei. Leider reichte der Extrakt zu vergleichenden Versuchen mit 
der lipasehaltigen NahrlOsung nicht mehr aus. Der Mycelriick
stand wurde. bei 22 0 C getrocknet und nachher gut zerrieben. 

2 g desselben setzten in 25 Stunden bei 21 ° C aus 10 eem 1 proz. 
Trioleinemulsion 4,5% Cilsaure in Freiheit. Diese sehwaehe Wirkung ist 
wahrseheinlieh auf die unvollkommene Auspressung des mit Sand zer
riebenen Myeels zurliekzufiihren und sprieht wie die relativ starke Wirkung 
des Myeelextraktes zugunsten der Wasserloslichkeit der Lipase. 

Ein letzter Versuch wird zeigen, daB auch auf einem von Fett 
freien Substrat Lipase gebildet wird. 

In Grangerkolben wurden je 100 cem folgender NahrlOsung abgefilllt: 

0,1% KH2P04 

0,05% MgS04 kryst. 
0,5% Pepton 
1,0% Rohrzueker. 

An 3 aufeinanderfolgenden Tagen wurden die KulturgefaBe je 20 Min. 
lang sterilisiert. Naeh Beimpfung verblieben die Kulturen 10 Tage bei 
20° C im Dunkelzimmer. In dieser Zeit bildeten sieh dieke Decken, die einen 
krii.ftigen Sporenbelag aufwiesen. Die Kulturfliissigkeit wurde abfiltriert 
und gegen Laekmus neutralisiert; sie war so intensiv braungelb veriarbt, daB 
beirn Titrieren nur 10 eem den Farbenumschlag noch deutlich erkennen HeBen. 
10 eem Kulturfliissigkeit verursaehten in einer 0,5 proz. Olivenolemulsion 
eine Spaltung von 37,5% (Zeit: 24 Stunden, Temp.: 36°, Mikrobiirette)_ 

£s wird somit auch Lipase in eine NahrlOsung ausgeschieden, 
die k('~'l Fett enthiilt. 

Ie? versuchte durch Eintragen der Nahrl6sung in das 5- bis 
6fache lolumen von 96proz. Alkohol die Lipase auszufallen; 
die gebildeten Niederschlagsmen"gen waren jedoch auBerst gering 
und bestanden wohl zum gr6Bten Teil aus Pepton. 

b) I .. ipase in Extrakten. 

Es wurde bereits oben gezeigt, daB ein nach der Methode 
von Ro uge hergestellter Glycerinextrakt ein wirksames Praparat 
liefert, doch gibt auch ein Wasserextrakt ein positives Resultat. 

2 
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Die zum Extrakt verwendeten Kulturen wurden 14 Tage bei 27° C 
auf folgender N8.hrlosung geziichtet: 

0,1 KHzPO, 
0,1 NH,' Cl 
0,05 MgSO, kryst. 
1,0 Haselnu130L 

Die dicht mit Sporen bedeekten, relativ diinnen Decken wurden 
nach Entfettung durch..!ther mit gereinigtem Quarzsand und einigen Tropfen 
D/10·Essigsaure so lange zerrieben, bis eine Probe unter dem Mikroskop 
keine intakten Zellen mehr erkennen lieB. Dann wurde das 10f&che Volumen 
dest. Wassers zugesetzt, das Ganze durch ein Schleichersches Filter filtriert 
und das Filtrat mit NazOOa gegen Lackmus neutralisiert. 

Tabelle VIII. 

Wirkung verschiedener Extraktmengen bei konstantem Volumen 
auf 5 ccm 1 proz. Monobutyrin bei 40°. 

Versuchsdauer: 22 Stunden. 

cem Extrakt 

II 
1 2 3 4 I) 

ccm R,O 4 B 2 1 0 

Wirkung in ccrn n/1o·KOH 
II 

0 0,4 \ 0,8 \ 1,1 \ 1,45 

" in % .. 0 13,3 26,6 36,6 48,3 

Der wasserige Auszug aus Aspergillus niger enthalt also 
Lipase. Die Essigsaure wurde darum zugegeben, weil sich eine 
ganz schwach saure Reaktion als fur die lipolytische Wirkung 
giinstig. ~rwies. 

c) Wirkung eines PreBsaftes. 

Um eine moglichst groBe Mycelrnenge zu erhalten, habe ich 27 Granger. 
kolben mit je 100 ccm der obenerwahnten Ni.i.hrlosung mit 0,5% Pepton 
und 1% Rohrzucker beschickt. Na.ch Beimpfung standen die Kolben bel 
32° C 7 Tage lang im Dunkeln. Den PreBsaft stellte ich nach der Methode 
von Pringsheim (1910, S. 197) dar. Das gewaschene Mycel wurde in einer 
Handpresse leicht entwassert, dann in einer Reibschale mit Quarzsand und 
Kieselgur zerrieben, bis eine homogene Masse von Teigkonsistenz resulti6rte. 
[Gewichtsverhaltnisse wie bei der PreBsaftdarstellung aus Hefe nach 
Buchner (1903, S.60).] Die Masse wurde in ein vorher ausgekochteB 
PreBtuch gegeben und in einer hydraulischen Presse bei 350 Atm. Druck 
ausgepreBt. Der steril aufgefangene PreBsaft war braunrot und reagierte 
gegen Lackmus sauer. Er lieB sich durch ein gewohnliches Filter leicht 
filtrieren. 
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ccm Prellsaft ccm HIO I Wirkung in ccm I o/.o·KOH Wirkung In % 
==~====~~==~==~~====~~ 
1 
2 
3 
4 
5 

4 
3 
2 
1 
o 

0,30 
0,65 
0,95 
1,05 
1,25 

Der Versueh zeigt also, daB der 
PreBsaft Lipase enthlilt, daB aber 
die Spaltung des Monobutyrins nur 
anfangs proportional der Enzym
menge ansteigt, nachher aber nicht 
mehr. 

In folgendem Versuche wurden 
10 cern Olivenolemulsion zur Sta
bilisierung der Emulsion mit einer 
Spur Gummi arabicum versetzt und 
saftes auf Olivenol untersucht. 

Tabelle X. 

10 
21,6 
31,6 
35,0 
41,6 

Abb.l. 

die Wirkung des PreB-

Wirkung eines PreBsaftes auf Olivenolemulsion. 
Zeit: 45 Stunden, Temp.: 40,5°. 

10 cern ungekochter PreBsaft verbr. n/wKOH in cern: 4,70, gesp. 01: 59,8% 
10 " gekochter " 2,90,,, .. OOk 

Der PreBsaft besitzt somit die Fahigkeit, auch Olivenol 
intensiv zu spalten. 

d) Ausfall ung der Lipase aua einem PreBaaft. 

Um die Lipase aus einem PreBsaft ausfallen zu konnen, habe 
ich 20, 6 Tage alte, bei 34 0 C gewachsene Kulturen von Granger
kolben mit 100 ccm Nahrlosung (enthaltend Rohrzucker und 
Pepton) ausgepreBt. 

Der PreJ3saft, der genau gleich aussah wie beim vorherigen Versuche, 
wurde durch Glaswolle filtriert und hierauf in das 6fache Volumen 95proz. 
Alkohol gegossen. Es bildete sich ein grauweiBer Niederschlag, der nach 
kurzem Absitzenlassen rasch filtriert und bei 40° getrocknet wurde. Der 
trockene Riickstand wurde vom Filter abgehoben und fein zerrieben. Von 
diesem Pulver spalteten 0,05 g in 23 Stunden bei 40° C aus 5 cern 1 proz. 
Monobutyrin 16,6% Buttersaure ab. Mit 0,05 g Pulver, 1 g Triolein und 

2* 
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0,6 ccm Wasser wurde eine Emulsion hergestellt, wie Hie von Yalander 
(1911) bei eeinen Studien iiber die Ricinuelipaee verwendet wurde. Daa 
Gemisch blieb 48 Stunden bei 33° C etehen. 

Leider vergaS ich die Proben hie und da zu schiitteln, um 
die Emulsion intakt zu erhalten. Diese war denn auch bei Ver
suchsabbruch aufgerahmt und es lieB sich deshalb keine starke 
Lipasewirkung erwarten; tatsachlich wurden in dieser Zeit nur 
4% Triolein gespalten. 

Der bei 40 0 C getrocknete PreBriickstand zeigte keine Wir
kung. 

e) Wirkung von Acetondauerprii.paraten. 

Bei der Darstellung von Acetondauerpraparaten folgte ich 
der Methode von Pringsheim (1910, S. 197). 

Die Myceldecke einer 14 Tage bei 18° C gewachsenen Pepton-Rohr
zuckerkultur wurde ausgewaschen und hierauf in einer Handpresse kraftig 
entwassert. Der PreBkuchen wurde nun 10 Minuten lang in Aceton ge· 
schwenkt, na.chdem er vorher fein zerkleinert worden war. Nach dem Ab
eitzen der aufgeechwemmten Masse wurde auf der Nutsche maglichst trooken 
abgesaugt und der wieder zerkleinerte PreBkuchen neuerdings in Aceton 
eingetragen, wo er wiihrend 2 Minuten geschwenkt wurde. lch habe iibrigens 
festgestellt, daB beirn Eintragen in Aceton eine Temperatursteigerung 
von hOchBtene 1 ° C eintritt. Nachdem die Masse grobgepulvert ist, wird 
Hie in einer Schale mit Ather iibergossen; Hie bleibt 3 Minuten darin und wird 
after umgeriihrt. Na.ch dem Absaugen des Athers wird die gepulverte Maese 
,auf Filtrierpapier 1/2-1 Stunde an der Luft liegengelaasen. Nachher trocknet 
man im Thermostaten bei 40-45°. Die Auebeute betrug in diesem FaUe 
0,5 g. Mit diesem Praparat wurde die Wirkung auf Triacetin untereucht. 

Tabelle XI. 
Wirkung eines Acetonpraparates auf Triacetin. 

5 cem 2,5 :proz. Triacetin. Dauer: 24 Stunden, Temp.: 41 ° C 

Pulver Wirkung %-Triaeetin 
g oem n/,o·KOH I mgr KOH gespalten 

0,1 I 3,70 I 20,75 21,6 
0,2 4,68 26,25 27,5 

Dieser Versuch zeigt deutlich, daB das Acetonpraparat 
Lipase enthalt. 

4. Abhingigkeit der Lipasebildung von Kohlenstofl· und Stickstoffquelle. 

Aus den Arbeiten zahlreicher Forscher (Katz 1898, Butke
witsch 1902, Grezes 1912, Knudson 1913, Kylin 1914) 
geht hervor, daB der Nahrboden die Bildung der Enzyme so weit 
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beeinflussen kann, daB sie in verschiedener Menge oder iiberhaupt 
nicht gebildet werden. So hat Kylinfestgestellt, daB die Diastase
bildung von Aspergillus niger bei Zugabe von Starke gesteigert 
wird und bei ausschlieBlicher Kultur auf Starke einen maximalen 
Wert erreicht. 

Um die Einwirkung des Nahrbodens auf die Lipasebildung festzustellen, 
habe ich Kulturen in Grangerkolben auf 100 ccm folgender Nahrlosung 
angesetzt: 0,1% KH2PO, 

0,1% NH,Cl resp. aquival. Menge Pepton 
0,05% MgSO, kryst. 
1,0% C-Quelle 
100 ccm Aqua dest. 

Von diesen Kulturen wurden Acetondauerpraparate hergestellt und 
die Wirkung gleicher Gewichtsmengen des Praparates auf eine gIeiche Ester
.menge unter gleichen Versuchsbedingungen untersucht. Kulturdauer 
9 Tage, Temp. 35 0 C. 

Tabelle XII. 
EinfluB verschiedener C- und N-Quellen auf die Lipasebildung. 
0,1 g Acetondauerpraparat, 5 ccm 1 proz. Monobutyrin. Zeit: 24 Stunden, 

Temp.: 380 C. 

Substrat 

Haselnul301 ...... . 
H.-OI + Pepton (16% N) . 
Rohrzucker + Pepton. . . 

I Wirkung in % 

: I 
98,3 
90,0 
33,3 

Rier fallt sofort der groBe Unterschied zwischen der Lipase
bildung auf 01 als einziger organiseher C-Quelle und einer Nahr
losung mit Pepton als N -Quelle und Rohrzucker als C- Quelle 
auf. 1m ersten Falle ist die relative Lipasemenge 3 mal groBer 
als im letzten. Die Lipasebildung der Pepton-Olkultur steht da
gegen nur wenig hinter derjenigen der Olkultur· zuriick. 

Der folgende Versuch befaBte sich mit der Lipasebildung 
auf Triolein und seinen Komponenten. Die Kulturdauer betrug 
11 Tage, Temp. 35 0 C. 

Tabelle XIII. 

Lipasebildung auf verschiedenen C-Quellen. 
0,2 g Pulver, 5 cem 1 proz. Monobutyrin. Zeit: 24 Stunden, Temp.: 38 0 C. 

Triolein 
Olsaure . 
Glycerin. 

Substrat I Spaltung in % 

.. / .. 
98,3 
90,0 
40,0 
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Aus Tabelle XIII geht hervor, daB die C.Quelle die Lipase. 
bildung quantitativ zu beeinflussen vermag; am meisten Lipase 
wird auf Triolein gebildet, auf Olsaure ist die Enzymbildung fast 
ebenso stark, wahrend sie auf Glycerin um mehr als die Hallie 
geringer ist. 

Nun sind allerdings diese Resultate nicht ohne weiteres 
vergleichbar, da wir nach Went (1918, S.l) auf diese Weise 
nicht ganz entsprechende Stadien des Pilzwachstums vergleichen, 
weil ja das Trockengewicht z. B. bei O.Quellen von verschiedenem 
Nahrwert nicht zu gleicher Zeit sein Maximum erreicht. Wen t 
zeigte weiter, daB ffir die Enzymbildung auch ein Zeitoptimum 
besteht, in welchem diese ihr Maximum erreicht, daB sie spater . 
aber wieder sinkt. Da jedoch der Beginn der Mycelentwicklung 
und derjenige der Sporenbildung unter den angefiihrten Kultur· 
bedingungen und auf den untersuchten Nahrli:isungen hOchstens 
um einen Tag differierte, so kann man mit Hilfe der Resultate 
dieser Versuche den Einflull des Nahrbodens auf die Lipase. 
bildung doch einigermaBen abschatzen. Der genaue VerIauf der 
Lipasebildung auf den verschiedenen Substraten solI der Gegen. 
stand einer spateren Arbeit sein. 

5. Zeitlicher Veriaut .der Lipaseblldung. 

In seiner Untersuchung liber den Verlauf der Diastasebildung 
bei Aspergillus niger hat Went (1918) gezeigt, daB in einer Nahr· 
100ung mit 0,5% Glucose, 0,5% NH4· NOs. 0,1% K 2HP04 und 
0,05% MgS04 bei 35°0 die Diastasebildung sofort rasch ansteigt, 
naeh etwa 5 Tagen ein Maximum erreicht und dann ebenso rasch 
wieder abnimmt. Das Trockengewicht dagegen erreicht das 
Maximum erst nach 9 Tagen. 

Folgender Versuch zeigt nun, daB auch bei der Lipasebildung 
ahnliche Verhaltnisse bestehen. 

Der Pilz wurde in Grangerkolben hei 33-34° C auf 100 ccm Nahr· 
100ung folgender Zusammensetzung kultiviert: 

0,1% KH2PO, 
0,05% MgSO", 
0,5% Pepton 
1,0% Rohrzucker. 

Die im foigenden fiir das Trockengewicht angegebenen Zahlen sind 
immer das Mittel aus 2 Bestimmungen. Um diese aUBzufiihren, hob ich die 
Myceidecken moglichst ohne Verlust ab, wusch sie gut aus und troclmete 
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nachher in tarierten Wagglaschen bei 105 0 C bis zur Gewichtskonstanz, 
was etwa 6 Stunden beanspruchte, und wog dann. Zur Bestimmung des 
Lipasegehaltes der Niihrliisung wurde diese filtriert und mit K2COa gegen 
Lackmus neutralisiert. Die durch die Verdunstung eingetretene Volum
abnahme glich ich durch Zugabe von destilliertem Wasser aus. Von den 
Mycelien wurden gleiche Gewichtsmengen eines Acetonpriiparates verglichen. 

a) Verlauf der Bildung des Trockengewichtes. 

Tabelle XIV. 

VerIauf der Bildung des Trockengewichtes. 

Alter der Kultur 
Tage 

2 
4 
6 
8 

10 

Trockengewicht 
in g 
=== 

0,135 
0,301 
0,515 
0,490 
0,440 

Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, daB das Trocken
gewicht naQb. einer Kulturdauer von 6 Tagen sein Maximum erreicht. 

6M% 

t35 

3.% 

o 2 " 6 
Zeit /n Tagen -

8 10 

Abb. 2. 

b) Verlauf der Aciditat in der Nli.hrlosung. 

Die Resultate der Versuche liber den zeitlichen VerIauf der 
Lipasebildung sind in Abb. 2 graphisch dargestellt. Diese enthalt 
noch eine Kurve, die den Reaktionsverlauf in der Nli.hrlosung 
wahrend der Versuchsdauer zeigt. 

Von 2 verschiedenen Kulturen wurden je 20 ccm der fiItrierten Niihr
losung genau abpipettiert, mit 3 Tropfen Phenolphthalein versetzt und 
unter Anwendung von n/wKOH titriert. Die Werte, nach denen die Kurve 
konstruiert ist, sind immer das Mittel aus 2 solchen Bestimmungen. 
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Tabelle XV. 
Verlauf der Reaktion. 

Alter der Kultur 
Tage I Verbrauch an D!,,·KOH 

_ in cern 

2 4,87 
4 7,92 
6 5,60 
8 2,40 

10 1,35 

Die in Kolonne 2 von Tabelle XV enthaltenen Zahlen repra
sentieren keine eigentlichen Aciditatsbestimmungen, sondern nur 
Bestimmungen der freien Wasserstoffionen, wobei noch zu beruck
sichtigen ist, daB eventuell vorhandene, kolloid geloste Stoffe, 
fiir die ja eine enorme Oberflachenentwicklung charakteristisch 
ist, die Kalilauge durch Adsorption festhalten konnen. Zudem 
ist ja in der NahrlOsung Pepton vorhanden, das in seiner Eigen
schaft als amphoterer Elektrolyt sowohl Sauren als auch Rasen 
binden kann. Trotzdem schien mir eine Bestimmung des Reaktions
verlaufes angezeigt, well wir durch sie in den Stand gesetzt werden, 
die Reaktionsverhaltnisse zu iiberblicken, unter denen das Enzym 
wahrend der Versuchsdauer steht. 

c) Verlauf der Enzymbildung. 

Enzymabscheidung in die Nahrlosung. 

Verwendet wurden 30 ccm der Kulturfliissigkeit, deren 
Volumen ich durch Zusatz von destilliertem Wasser stets auf 
100 ccm hielt und dadurch den Verdunstungsverlust ausglich. 

Zeit: 24 St~nden, Temp.: 40 0 C, 3 Tropfen Phenolphthalein. 

Tabelle XVI. 
IX) Lipasebestimmungen in der Nahrlosung. 

Alter der Kultur 
Tage 

2 
4 
6 
8 

10 

Wirkung In % 
Mittel aus 2 Kulturen 

94,0 
33,3 
16,6 
3,3 
o 

Wie Tabelle XVI zeigt, erreicht der Lipasegehalt der Nahr
!Osung schon nach 2 Tagen sein Maximum, fallt dann aber rasch 
und erreicht nach lO Tagen den Wert Null. 
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fJ) Enzymbildung im Mycel. 

0,1 g Acetondauerpraparat aus Material von 4 Kolben nach 
moglichst feiner Pulverisierung, 5 cem I proz. Monobutyrin, Zeit: 
24 Stunden, Temp.: 40 0 C. 

Tabelle XVII. 
Lipasegehalt des Mycels. 

Alter der Kultur 
Tage 

Wirkung in % 
Mittel aus 2 Bestim

mungen 

2 50,0 
4 43,3 
6 33,2 
8 26,6 

10 26,6 

Also aueh hier wird das Maximum der Lipasebildung schon 
am 2. Tage erreicht. Ailerdings sinkt von diesem Zeitpunkt an 
der Gehalt nicht so rasch wie in der NahrWsung. Es Iiegen somit 
hier ahnliehe Verhaltnisse vor wie bei der von Wen t studierten 
Diastasebildung. Auch fiiI die Lipase fallen die Maxima des 
Trockengewiehtes und der Enzymbildung nicht zusammen, indem 
zuerst naeh 2 Tagen die Enzymbildung das Maximum erreicht 
und das Troekengewicht erst Iiach 6 Tagen maximal wird. Der 
Lipasebildung im Mycel entspricht auch der Lipasegehalt der 
NahrWsung, es handelt sich also um ein Ektoenzym. 

Die naeh Erreichung des Maximums erfolgende Abnahme 
des Enzymgehaltes ist schwierig zu erklaren. Went halt eine 
spater eintretende Zerstorung des Enzyms fiiI mogIieh. 

Die oben angefiihrten Versuehe erstrecken sich auf die 
Dauer von 10 Tagen. Es erhebt sieh nun die Frage, wie sich 
der weitere Verlauf der Kurve gestaltet. Dieser wird wohl durch 
die Bildung von neuem Mycel stark beeinfluBt, das durch Aus
keimung der in der Kultur gebildeten Sporen entsteht. Dieser 
Vorgang wird sich in ailerdings stets abnehmendem Malle immer 
wiederholen. Die Kurven, die aile mehr oder weniger vol1kommene 
Horizontalriehtung angenommen haben, erleiden dadurch so lange 
kleine Aussehlage nach oben, bis fiir die Sporenkeimung keine 
giinstigen Bedingungen mehr existieren. Diese Verhaltnisse hat 
Went (1918) bei der Diastasebildung durch Aspergillus niger 
eingehend studiert und den Verlauf der Enzymbildung wahrend 
149 Tagen quantitativ verfolgt. 
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Spatere Versuche miissen zeigen, wie sich der Verlauf der 
Lipasebildung noch auf anderen Substraten gestaltet und von 
welchen Faktoren die Lage der verschiedenen Maxima abhii.ngt. 

m. Abhangigkeit der Lipasewirkung von iiullem Faktoren. 
1. Einflull der Temperatur. 

a) Hohe Temperatul'en. 

Zu den Versuchen liber die Abhangigkeit der Lipasewirkung von 
auI3eren Faktoren wurde Material verwendet, das aus Rohrzucker-Pepton
kulturen stammt, welche 7 Tage bei 34 0 C gehalten worden waren. 

Urn den EinfluI3 hoher Ternperaturen bzw. trockener und feuchter 
Hitze festzustellen, lieB ich solche in verschiedener· Dauer auf das Enzym 
wirken. 

Tabelle XVIII. 

Wirkung trockener und feuchter Warme. 
Wirkungsdauer des Enzyrns: 48 Stunden, Temp.: 31-32° C, 10 ccm 

1 proz. Triacetin, 0,1 g Pulver. 

VorbehandJung II Wirkung in rug KOR 

Keine Vorbehandlung ..... II 6,73 
1 Stde. im Trockenschrank bei I 

100 0 erhitzt . . . . . . . . 3,59 

100 0 erhitzt . . . . . . . . 1,96 
2 Stdn. im Trockenschrank bei I 
5 Min. im Dampftopf (97°) erhitzt 0 

Tabelle XVIII zeigt, daB ein 1 stiindiges Erhitzen die Wirkung 
des Praparates nicht ganz aufhebt, sondern nur etwa auf die 
Halfte reduzierl; eine 2stiindige, gleichstarke Erwarmung setzt 
die Wirkung etwa auf ein Drittel herab. Das 5 Minuten lange 
Erhitzen im Dampfstrome hat dagegen eine vollstandige Auf
hebung der Aktivitat zur Folge. 

b) Mittlere Temperaturen. 

0,2 g Pulver, 5 cem 1 proz. Monobutyrin, Versuchsdauer 25 Stunden. 

Tabelle XIX. 

EinfluB mittlerer Temperaturen. 

Temperatur I Verbrauch an I %-Monobutyrin 
·0 mg KOR gespalten 

20 6,40 36,6 
30 7,29 43,3 
40 12,06 71,6 
50 10,09 60,0 
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Wir sehen aus diesem Versuche, daB bei 40 ° C die stii.rkste 

Esterspaltung eintritt. 
1m folgenden Versuch mit neutralem PreBsaft einer gleich

altrigen Kultur wurde hauptsachlich die Wirkung der Tempera
turen in der Nahe von 40° C untersucht. 

Tabelle XX. 
Wirkung derTemperaturen um40 c C. t 

Temperatur I %·Ester 
o C gespalten ~ 

~ 
21,5 13,3 ~ 
35,0 20,0 
40,0 23,3 ZOO J5"Ij(}0Il50 5z<' 
44,5 13,3 liwp -
52,0 6,6 Abb. s. 

Beide Versuche zeigen, daB die Wirkung bis zu 40° C ansteigt 
und bei hOherer Temperatur wieder abzunehmen beginnt. Rouge 
(1907, S. 660) stellte fest, daB die Lipase von Lactarius sanguifluus 
(Fres.) bei einer Temperatur von 45° C am stiirksten wirkt, 
wahrend die Optimaltemperatur fUr das Wachstum des Pilzes 
bei 25 ° C liegt; zwischen beiden Optima befindet sich somit das 
betrachtliche Intervall von 20° C. 

Salmenlinna (1917), der die Entwicklung der Rasse fJ 
von Aspergillus niger bei verschiedenen Temperaturen studierte, 
fand, daB ~as okologische Optimum, d. h. diejenige Temperatur, 
bei welcher unter gleichzeitig intensiver Sporenbildung das groBte 
Trockengewicht in kiirzester Zeit gebildet wird, bei 35-37° C 
Iiegt. Eigene Versuche, bei denen ich den Durchmesser der 
Kolonien auf Agarplatten, sowie die Sporenbildung als Kriterien 
fur die Intensitat des Wachstums benutzte, ergaben, daB dieses 
bei 35 ° C am starksten iat. Somit Hegen bei Aspergillus niger die 
Optima fUr das Wachstum und fiir die Lipasewirkung nur 3_5° C 
auseinander, also lange nicht so weit auseinander wie bei Lactarius 
sanguifluus. 

2. ElnfluJl der Enzymmenge. 

Der EinfluB der Enzymmenge auf die Lipolyse wurde dadurch 
festgestellt, daB bei gleicher Estermenge und gleichen Versuchs
bedingungen verschiedene Enzymmengen zur Wirkung kamen. 
5 ccm 2,5proz. Triacetin, Zeit 49 Stunden, Temp. 38° C. 
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Tabelle XXI. 

EinfluB der Enzymmenge. 

Pulvermenge I Relative Enzym· Verbrauch 

\ 
KOH-Spaltung 

g I konzentration mg In % 

0,05 1 15,14 15,8 
0,10 2 24,12 25,2 
0,20 4 30,29 31,7 
0,30 6 40,39 42,3 
0,40 8 I 44,88 47,0 
0,50 10 49,36 51,7 

Diese Versuchsserie zeigt, daB mit zunehmender Enzym
konzentration auch die Spaltung zunimmt. Doch besteht zwischen 
diesen beiden GroBen keine Proportionalitat. 

Nach Schlitz (1885) verlauft die Enzymwirkung proportional 
der Quadratwurzel aus der Enzymmenge. Die Formel ffir diesen 

t 

Abb.4. 

2-
Verlauf lautet: U = X· fE, wo U 
den Umsatz, E die Enzymmenge 
und x in diesem Beispiele die Ester
menge bedeutet, die durch die Kon
zentration 1 des Enzyms gespalten 
wird. Die Konstante x hat hier 
den Wert 15,8. 

In Abb. 4 verbindet die obere 
Kurve die tatsachlich gefundenen 
Werte, wahrend die untere die nach 
der Schlitzschen Regel berechneten 

darstellt. Die Abbildung zeigt, daB zwischen den theoretischen 
und den praktisch gefundenen Werten eine gute tJbereinstimmung 
besteht. 

3. EinlluB des Substrates. 

a) Qualitat des Substrates. 

Durch einen frliheren Versuch (S. 18) habe ich gezeigt, daB 
Aspergillus niger auf Triolein, Tripalmitin und Triacetin Wachs
tum zeigt, auf Monobutyrin und den Athylestern der Butter-, 
Bernstein- und Benzoesaure dagegen nicht gedeiht. 

Der folgende Versuch soli nun die Wirkung der von Asper
gillus gebildeten Lipase auf verschiedene Ester zeigen und gleich
zeitig feststellen, ob der Pilz auf oben genannten Stoffen darum 
nicht gedeiht, weil seine Lipase diese nicht zu hydrolysieren vermag. 
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Tabelle XXII. 
Wirkung auf verschiedene Ester. 

0,1 g Pulver, 10 ccm 1 proz. Ester. Versuchsdauer: 48 Stunden, Temp.: 
39 0 c. 

Ester II Spaltung in % . 

Monobutyrin 45,1 
Triacetin . . . . 28,5 
Benzoesaur. ~thyl 0 
Buttersaur. Athyl 6 

Tabelle XXII zeigt die gute Wirkung der Lipase auf Mono
butyrin und Triacetin, wahrend der Buttersaureathylester nur 
schwach und das benzoesaure Athyl iiberhaupt nicht gespalten 
wurde. Die Wirkung auf malonsaures bzw. bernsteinsaures 
Athyl war in einem ahnlichen Versuche undeutlich. AuBerdem 
wurde festgestellt, daB 0,05 g dieses Pulvers von 1 g .Ricinusol 
in 461/ 2 Stunden bei 39° C 9% spalteten. Diese geringe Wirkung 
muD wahrscheinlich darauf zuriickgefiihrt werden, daB sich die 
Emulsion nicht lange hielt. Die Versuche zeigen, daB wir es bei 
Aspergillus niger mit einer echten Lipase zu tun haben, die haupt
sachli<:h die Glyceride der Fettsauren intensiv zu spalten vermag. 
Da der Pilz auf Glycerin gut gedeiht, ist wahl die Buttersaure 
ffir die Wachstumshemmung verantwortlich zu machen. 

b) Quantitat des Substrates. 

Der EinfluB der Substratmenge auf den Verlauf der Ester
spaltung kann dadurch klargestellt werden, daB gleichen Enzym
mengen unter sonst gleichen Versuchsbedingungen verschiedene 
Estermengen geboten werden. Folgender Versuch gibt dariiber 
naheren AufschluB. 

Tabelle XXIII. 

EinfluB der Substratmenge. 
0,1 g Pulver, Zeit: «Stunden, Temp.: 40 0 C, 1% Monobutyrin, konstantes 

Volumen: 10 ccm. 

t 66,6 
Relat. I KOH:Verbrauch I Spaltung 

~ Estermenge mmg .in % 

I 
, ~ 

2 4,48 66,6 ~ 
~ 

4 5,61 41,6 ~ 
6 6,73 32,7 
8 7,57 27,6 z 'I (j 8 10 

10 8,13 21,9 Esfermenge ~ 
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Diese Versuchsreihe zeigt, daB die Spaltung nicht proportional 
der Konzentration des Esters erfolgt, daB also der relative Umsatz 
um so groBer ist, je niedriger die Konzentration des Esters, und 
umgekehrt. 

4. Einflufl der Spaltprodukte. 

Beim Studium des Einflusses der Spaltprodukte auf die 
Enzymtatigkeit untersuchte ich zuerst die Wirkung verschiedener 
Glycerinkonzentrationen. 

Dabei wandte ich 0,1 g Enzympulver und 5 eem 1 proz. Monobutyrin 
an. Durch Zugabe von destilliertem Wasser hielt ieh das Volumen kon· 
stant bei 15 ccm. Versuchsdauer: 24 Stunden, Temp.: 40° C. 

Tabelle XXIV. 

Wirkung des Glycerins. 

G1ycerinmenge I 
---- Gespaltenes Monobutyrin 

in cern i in Vol.·Proz. 

o 
2 
4 
6 

o 
13,3 
26,6 
40,0 

30,2 
25,0 
22,3 
19,7 

Wir konnen dieser Versuchsreihe entnehmen, daB ein Zusatz 
von 13,3 vol.-proz. Glycerin auf die Esterspaltung bereits hemmend 
wirkt und daB die hemmende Wirkung mit zunehmender Glycerin. 
konzentration zunimmt. Wenn wir aber mit so geringen Ester· 
mengen arbeiten, wie dies in meinen Versuchen der Fall ist, so 
wird das bei der Fettspaltung freiwerdende Glycerin die Tatigkeit 
des Enzyms kaum zu beeinflussen vermogen. 

Von den Sauren wurde die Essigsaure hinsichtlich ihrer Wir· 
kung auf den Verlauf der Esterspaltung untersucht. 

leh lieD dabei 0,2 g Enzympulvcr auf eine Losung von 1 proz. Triacetin 
in destilliertem Wasser oder in D/10., Dlloo ' und D/1000-Essigsaure a18 Sub· 
strat einwirken. Ver8uchsdauer: 441/, Stunden, Temp.: 34° C (Mikro· 
biirette). 

Tabelle XXV. 

Wirkung verschiedener Essigsauremengen. 

1 % Triacetin 
in 10 ccm 

H 20 ..... . 
n/lOoo·Essigsaurc 
n/1oo·Essigsaure . 
D/10 ·Essigsaure . 

I Esterspaltung 
in % 

11,5 
11,5 
10,7 
8,4 
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Tabelle XXV zeigt, daB in einer n/1o-Essigsaure die Spaltung 
deutlich gehemmt wird, wahrend sie in einer n/loo- bzw. n/1ooo·Essig
saure von derjenigen in Wasser nur schwach oder gar nicht 

abweicht. 
In derselben Weise untersuchte ich auch die Wirkung der 

Oxalsaure und zwar hauptsachlich deshalb, weil diese js von 
Aspergillus niger selbst gebildet wird. 

Tabelle XXVI. 

Wirkung verschiedener Oxalsauremengen. 

1 % Monoblltyrin I Esterspaltung 
in 6 cem , in % 

RzO. . . . . . 50,0 
n/lOoo·Oxalsaure . 30,0 
n/1oo·Oxalsaure . 26,6 
n/1o-Oxalsaure • 5,0 

Die Resultate dieser Versuchsreihe sind leicht verstandlich, 
wenn man den Dissoziationsgrad der beiden verwendeten Sauren 
miteinander vergleicht. Nach Treadwell (1914, S.13) ist die 
n/lO·Oxalsaure zu 60% dissoziiert, die n/1o·Essigsaure dagegen 
bloB zu 1,3%. Die viel starker hemmende Wirkung hOherer 
Oxalsaurekonzentrationen beruht also offen bar auf ihrem hOher~n 
Dissoziationsgrad. 

o. Zeitl. VerIauf der Esterspaltung. 

Um einen Einblick in den zeitlichen Verlauf der Ester
spaltung zu gewinnen, setzte ich gleichzeitig zahlreiche Versuchs
gemische unter genau denselben Bedingungen an und hielt sie 
wahrend der Versuchsdauer unter genau gleichen auBeren Be
dingungen. 

Tabelle XXVII. 

Zeitlicher Verlauf der Esterolyse. 

0,2 g Pulver, 5 ccm 1 proz. Mono
butyrin. Temp.: 39° C. 

Zeit in Std. I Spalt~ng in % 

1 I 10,0 
2 15;0 
3 18,3 
4 
5 23,3 

1 2 3 
Stunden

Abb.6. 

23,3 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Esterspaltung 
bis zur 5. resp. 8. Stunde stetig ansteigt. Immerhin besteht kein 
Parallelismus zwischen Zeit und Enzymwirkung. Die Kurve 
nahert sich bald der Horizontalen, was zeigt, daB die Reaktion 
einem Gleichgewichtszustande zustrebt. 

Ein weiterer, sich auf 8 Tage erstreckender Versuch lieferte 
dasselbe Kurvenbild. 

SchluBbetrachtungen. 

Der von mir untersuchte Stamm von Aspergillus niger hat 
die Fahigkeit, die Fette, welche in der freien Natur in den ver
schiedensten Substraten enthalten sind, auf enzymatischem Wege 
zu hydrolysieren und dadurch einen weiteren Abbau dieser Stoffe 
zu ermoglichen. Seine Lipasebildung befahigt ihn, auf organischen 
Medien mit Fetten als einziger organischer 0- QueUe zu gedeihen 
und aus diesen seinen O·Bedarf zu decken. Da seine Temperatur
kurven fur Wachstum und Lipasebildung nahezu parallel ver
laufen und dementsprechend auch die Temperaturoptima 
fUr beide Vorgange nahe beisammen liegen, vermag Asper
gillus niger gerade bei bestem Wachstum die Fette am besten 
zu spalten. 

Bei Wachstum und Lipasewirkung von Aspergillus niger 
spielt die Reaktion des Substrates eine wichtige Rolle. Der 
untersuchte Pilz gehort bekanntlich zu denjenigen Organismen, 
die bei saurer Reaktion des Mediums bedeutend besser gedeihen 
als bei alkalischer. Meine Versuche haben nun ergeben, daB die 
Aspergilluslipase bei gegen Lackmus neutraler Reaktion bzw. 
schwaoh saurer Reaktion am starksten wirkt, wahrend sie bei 
alkalisoher und stark saurer Reaktion in ihrer Wirkung bedeutend 
gehemmt wird. Vielleicht fallen auch hier die optimalen Be
dingungen fiir Wachstum und Lipasewirkung zusammen, doch 
konnen daruber nur genaue Bestimmungen der fiir das Wachstum 
und Lipasewirkung optimalen Wasserstoffionenkonzentrationen 
AufschluB geben, die ioh nicht ausgefuhrt habe. 

Aspergillus niger bildet auf zahlreichen, wesentlioh ver
schiedenen Substraten Lipase, offenbar ganz aUgemein dann, 
wenn die Bedingungen fiir den Pilz gunstig sind. Eine be
deutende Steigerung der Enzymbildung tritt aber ein, sobald ein 
Medium Fette enthalt, also diejenigen Stoffe, welche vom Enzym 
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gespalten werden. SOInit liegt bei Aspergillus niger nach Kylins 
(1914, S .. 499) Ausdrucksweise quantitative Enzymregulation vor. 
Eine solche ist fiir verschiedene andere Enzyme dieses Pilzes 
schon friiher nachgewiesen worden, namlich duroh Katz (1898) 
und durch Kylin (1914) fiir die Amylase, durch Grezes (1912) 
fur die Maltase, Invertase, Inulase und das Emulsin. 

Auf die Frage nach der Beeinflussung der Enzymbildung 
durch verschiedene organische Nahrstoffe (Kohlenhydrate, Pep
ton usw.) kann fiir Aspergillus erst dann eine endgiiltige Antwort 
gegeben werden, wenn eine groBere Zahl von Versuchen durch
gefiihrt worden ist, wie dies Went (1918) fiir die Diastase 
getan hat. 

Immerhin scheint aus meinen Versuchen (Tabellen XII, Xill) 
hervorzugehen, daB Rohrzucker, wahrscheinlich auch andere 
Kohlenhydrate, die Lipasebildung hemmen, wahrend die N
Verbindungen (Pepton oder NH4CI) ohne wesentlichen Ein
fluB sind. 

Die hemmende Wirkung von Rohrzucker und wahrscheinlich 
auch anderer Kohlenhydrate auf die Lipasebildung ist offenbar 
darauf zurUckzufiihren, daB die genannten Stoffe vom Pilze ohne 
Mitwirkung der Lipase direkt resorbiert werden konnen; eine 
Herabsetzung der Lipasebildung ist somit biologisch verstandlich. 
Wahrscheinlich ist auch die Abnahme der Lipasebildung bei Zugabe 
von Glycerin ebenso zu erklaren, indem auch hier die Lipase
bildung eigentlich iiberfliissig ist. 

Ob die bei der Spaltung der Fette entstehenden Fettsauren, 
die ja dem Pilz auch als Nahrstoffe dienen konnen, die Enzym
bildung aus dem gleichen Grunde hemmen, kann vorlaufig nicht 
entschieden werden, weil der EinfluB der Fettsauren auf die 
Lipasebildung nicht eingehend untersucht worden ist. 

Ebenso bleibt noch zu untersuchen, ob der die Enzym
wirkung hemmende EinfluB der Fettsauren nur auf der Wasser
stoffionenkonzentration beruht, oder ob auch das Anion hemmend 
wirkt. 

Die mit der Fettspaltung von Aspergillus niger stets ver
bundene Bildung von Oxalsaure steht mit der Lipasebildung 
in keinem engeren Zusammenhang, da dieser Pilz auch bei fett
freier Ernahrung Oxalsaure bildet. 

3 
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Zusammenfassung. 

1. Der untersuchte Stamm von Aspergillus niger (Rasse fJ
Brenner) ist zur Fettspaltung befahigt. Er zeigt Wachstum auf 
Tripalmitin, Tristearin, TrioleIn; besonders gut gedeiht er auf 
Triacetin. Kein Wachstum tritt dagegen ein auf den Athylestern 
der Buttersaure, der Malonsaure, der Bernsteinsaure und der 
Benzoesaure. 

2. Auf Olivenol, Olsaure und Glycerin wird wie auf Rohr
zucker Oxalsaure gebildet. 

3. Die Fettspaltung wird durch eine in die Nahrl6sung ab
geschiedene Lipase, somit durch ein Ektoenzym bewirkt, das 
jedoch auch in einem Wasserextrakt, in einem Glycerinextrakt 
(nach Rouge), im PreBsaft und in einem Acetondauerpraparat 
in wirksamer Form aus dem Mycel gewonnen werden kann. Aus 
cinem PreBsafte konnte das Ferment mit Mohol ausgefallt 
werden. 

4. Auf fetthaltigen Medien wird am meisten Lipase gebildet, 
bedeutend mehr ala auf solchen, die Rohrzucker oder Glycerin 
enthalten. 

5. FUr die Lipasebildung existiert ein Maximum, das mit dem 
Trockengewichtsmaximum nicht zusammenfallt, sondern vorher 
erreicht wird. 

6. Das Enzym wird durch feuchte Ritze zerstOrt. 
7. Das Temperaturoptimum fUr die Spaltung Iiegt bei 40 0 c. 
8. Die Spaltung geht am besten in einem neutralen bzw. 

schwach sauren Medium vor sich. 
9. Die Spaltung erfolgt bei zunehmender Enzymmenge 

ziemlich genau nach der Schiitzschen Regel. 
10. Die relative Spaltung sinkt mit zunehmender Ferment

konzentration. 
11. AuBer verschiedenen Olen und Fetten spaltet die Lipase 

auch Monobutyrin und Triacetin. Es liegt also eine echte Lipase 
vor. 
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Lebenslauf. 

Am. 30. Januar 1896 wurde ich, Robert Schenker, in Olten 
geboren als Sohn des Konstantin Schenker, Schlossers daselbst, 
und der Maria geb. Rotheli. 

Nach Absolvierung der Primarschule (1903-1909) und der 
Sekundarschule (1909-1913) trat ich im Friibjahr 1913 in die 
Kantonsschule zu Aarau ein, woselbst ich am 2. Oktober 1915 
das Reifezeugnis erhielt. 

Vom Wintersemester 1915/16 biszum Wintersemester 1920/21 
war ich an der Universitat Basel immatrikuliert. Wiihrend dieser 
Zeit hOrte ich Vorlesungen und nahm an "Obungen teil bei den 
Herren Professoren und Dozenten: Bally, Bassalik, Buxtorf, 
Fichter, Hagenbach, Ruggli, Rupe, Schiiepp, Senn, Zickendraht, 
Zschokke. 

Allen diesen Herren bin ich zu groBem Dank verpflichtet.. 




