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Physiologische Untersuchungen iiber die Erniihrung
von Penicillium glaucum durch Fette
Von WitLt Kussner, Konigsberg (Pr.)
Mit 10 Figuren

Vor kurzer Zeit sind im Konigsberger Botanischen Institut
von H. Ziecenspeck und E. Marrues (Mez, Archiv XV, 1926 und
XVIII, 1927) Untersuchungen iiber die Umwandlung des Oles im
keimenden Sonnenblumensamen gemacht worden.

Diese Arbeit hat mir Anregung gegeben, in dhnlicher Weise die
Umwandlung von Fetten bei ihrem Abbau durch Schimmelpilze zu
untersuchen.

(feschichtliches

Die Literatur weist trotz der groBen Bedeutung des Ol-Zucker-
problems fiir die Physiologie eigentlich wenige Arbeiten dariiber
auf.  Der groBere Teil derselben ist an olhaltigen, keimenden
Samen gemacht worden. Diese Arbeiten haben nicht ein so un-
mittelbares Interesse fiir meine Untersuchungen, daB ihre Behand-
lung an dieser Stelle notwendig erscheint. Ich mochte nur er-
wahnen, daB sich eine eingehende Besprechung derselben in der
Arbeit von E. MarThES, ,,Physiologische Untersuchungen iiber Um-
wandlungen des Oles im keimenden Sonnenblumensamen® (Mez,
Archiv XVIII, 1927), findet.

Der andere der beiden Wege, die bisher beschritten worden
sind, um den Ubergang von Fetten in Zucker zu studieren, ist die
Untersuchung von Fetten bei ihrem Abbau durch Mikroorganismen.

Eine der altesten, hierfiir in Betracht kommenden Abhand-
lungen ist die von R. H. Scamipt, ,,Uber Aufnahme und Verarbeitung
von fetten Olen durch Pflanzen“ aus dem Jahre 1891 (3). Darin
wird sehr eingehend die wichtige Frage behandelt: Ist die Ver-
arbeitung des Oles ein rein intrazellulirer Vorgang oder findet
schon auBerhalb der Zelle eine Wandlung desselben statt?. Obgleich
diese Frage nicht der eigentliche Gegenstand meiner Unter-
suchungen ist, so hat sie doch eine grundlegende Bedeutung fiir
dieselbe und soll daher die entsprechende Beachtung finden.

Die erste Bedingung fiir die intrazellulire Verarbeitung des
Fettes wire die Durchlassigkeit der Zellmembran dafiir. ScumipTr
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hat die Durchlissigkeit von Pflanzenmembranen fiir fette Ole da-
durch nachzuweisen versucht, dall er frockene Moosblattchen eine
Zeitlang in Ol tauchte und diese dann mikroskopisch auf Ol unter-
suchte. Dabei stellte er durch Plasmolyse und Riickgang derselben
die Lebendigkeit der Zellen fest und fand, daB abgestorbene Zellen
reichlich Ol fiihrten. ,In den Zellen, deren Plasmakérper lebend
war, lieB sich ebenfalls Ol nachweisen, obwohl die in ihnen ent-
haltene Menge nur sehr gering war, meist nur aus wenigen Tropf-
chen bestand. Dieselben befanden sich kurze Zeit, nachdem die
Moose aus dem Fett in Wasser gebracht worden, fast nur zwischen
Plasmakorper und Zellwand, wie dies bei Anwendung von Plas-
molyse konstatiert werden konnte.* , Moose, welche nicht vorher
getrocknet, sondern nur durch sanftes Pressen zwischen FlieBpapier
von anhidngender Feuchtigkeit befreit worden waren, wurden zwar
auch von Ol und Olsiure benetzt, jedoch war nach zwei Stunden
noch kein Eindringen in die Blattzellen bemerkbar.” ,Es gelang
auch nicht eine Aufnahme von Fetten in die Wurzelhaare von
Trianea bogolensis und Chara spec. oder in die Blatter von Valis-
neria spiralis zu erzielen.*

Weiter fiihrte Scumipt in demselben Sinne eine Reihe von Ver-
suchen aus, indem er Einschnitte in Pflanzenstengel machte und mit
Olsdure getranktes FlieBpapier in den Schnitt einfiihrte, um die
Wanderung der Olsiure mikroskopisch zu verfolgen. Es muB ihm
dabei aber der Einwand gemacht werden, absterbende oder zum
mindesten in ihrer Vitalitit stark geschwiichte Objekte angewandt zu
haben. ,Die empfehlenswertesten Versuchsobjekte bilden im
Dunkeln erzogene Erbsenkeimlinge, besonders zu- der Zeit, wenn
die Reservestoffe des Samens verbraucht sind.*

Scumior fand, daB Olsiure und o6lsiurehaltige Neutralfette
fliissiger Konsistenz in den Interzellularen und den angeschnittenen
GefiBen weiter wanderten und auch in die umliegenden Zellen
eindrangen, am reichlichsten in die Epidermis- und in die Hypo-
dermiszellen, am wenigsten in das Markgewebe., Dabei schadigte
das Fett die Zellen in der Nihe des Schnittes durch AbschluB3 der
Wasserleitung und damit durch Entziehung von Wasser und Luft,
welche ja in gelostem Zustande aufgenommen werden miissen. ,,Es
trocknete dann nur die vom Fett stark durchtrankte kleinere Halfte
des Stengels an der Einfiihrungsstelle ein, wiahrend der tibrige Teil
frisch blieb.” Mandeldl, dem mit Alkohol die freie Sdure entzogen
worden war, drang ganz bedeutend langsamer oder iiberhaupt nicht
sicher nachweisbar in die Zellen ein. Versuche mit einem Fett
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fester Konsistenz, mit Cacaobutter, ergaben, daBl dieses bei
Temperaturen unierhalb seines Schmelzpunktes nicht aufgenommen
werden konnte. Auch war eine Aufnahme von Paraffinél in die
Zellen nicht zu erzielen.

Aus diesen Versuchsergebnissen zieht R. H. Scumipr die
Folgerung: ,,Durch die Zellulosehiute lebender Parenchymzellen
dringen Fette mit Leichtigkeit in die Zellen ein.” Diese Folgerung
scheint allerdings nur dann richtig zu sein, wenn man die Verhilt-
nisse an den etiolierten, durch den Einschnitt stark geschidigten
Erbsenkeimlingen ohne weiteres mit den normalen vergleichen kann.

Die Membranen etiolierter Keimlinge sollen aber nach den
Arbeiten von PriestLEY nicht aus richtiger Zellulose, sondern aus
einem weniger dichten Korper ,,pectinartiger Natur* bestehen.

Ferner konnten sich bei diesen geschiddigten Objekten beim
Absterben des Protoplasten die Plasmodesmen zuriickziehen und
dadurch Poren in den Zellwandungen entstehen, die das Ol
passieren lassen. In diesem Falle wurde natiirlich ein Zusatz der
stark obcrflichenaktiven Olsidure die Benetzbarkeit erhéhen und
damit den Eintritt des Oles begiinstigen.

Doch soll hier keine Entscheidung iiber die von Scumipor auf-
gestellte Behauptung getroffen werden. - Die ganze Behandlung
dieses Teiles seiner Arbeit ist nur erfolgt, um die Annahme zu ver-
hiiten, daB die Aufnahme des Fettes in intakte Pilzzellen sich
ebenso vollzieht wie in Plasmodesmen fithrende Gewebezellen.

ScuminT stellt auf Grund seiner Untersuchungen fest, daB die
Verhiltnisse hier ganz anders liegen. )

Wie schon erwiihnt, konnte er durch feuchte, intakte Zell-
membranen eine Fettaufnahme iiberhaupt nicht erziclen. Ferner
wurden feste Fette und Paraffinél von Parenchymzellen nicht auf-
genommen, wihrend die wasserimbibierten, intakten Zellen von
Schimmelpilzen diese Objekte ohne weiteres aufnehmen und ver-
arbeiten. Er sagt daher: ,,Im Gegensatz dazu findet bei Pilzen eine
schr bedeutende Spaltung von Neutralfetten auBlerhalb der Pilz-
zelle statt. Ebenso vermogen letztere auch feste Fette als Nahrung
in die Zellen aufzunehmen." '

Mit dieser Feststellung ist auch das unmittelbare Interesse der
Lipoidtheorie, der Ultrafiltrations- und der Haftdrucktheorie fiir
die Fettaufnahme durch Schimmelpilze sehr in Frage gestellt.

Scumior .erwihnt nun folgende beiden Maoglichkeiten der Fett-
aufnahme der Pilzzelle. 1. Eine Spaltung der Fette in leichter
aufnehmbare Verbindungen auBerhalb der Zelle. 2. Die ,.Bildung
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16slicher, seifenartiger Verbindungen mit oder ohne gleichzeitige
Emulsionsbildung*‘.

Doch gelang es ihm nicht, fiir eine dieser Moglichkeiten Be-
weise zu erbringen, weder Spaltungsprodukte nachzuweisen, noch
Pilzentwicklung auf verschiedenen Olsidureseifen zu erzielen. ,.So-
mit war es nicht moglich, aus den Pilzkulturen sichere Anhalts-
punkte iiber die Aufnahme der Fettsiuren durch die Pilzzelle zu
gewinnen.“ Scumipr 1aBt also die Frage, ob der Abbau der Fett-
sauren durch Pilze ein rein intrazellulirer Vorgang ist, offen.

Diese Frage ist — wie schon gesagt — fiir Untersuchungen
iiber die Umwandlung des Fettes durch Schimmelpilze von grund-
legender Bedeutung, denn bei einer rein intrazelluliren Ver-
arbeitung wiirden die Vorginge des Abbaues analytisch sehr
schwer zu erfassen sein (schon infolge der Verschleierung durch
andere organische Zellinhaltsstoffe). Trotzdem ist die Stellung-
nahme der Autoren, die sich bisher mit derartigen Untersuchungen
befaft haben, zu dieser Frage unentschieden geblieben.

Rusner (4) stellt in seiner Arbeit aus dem Jahre 1900 ,,(ber
Spaltung und Zersetzung von Fetten und Fettsiuren im Boden und
Nahrfliissigkeiten'* exakt fest, daB bei Neutralfetten auBer der
Spaltung in Glycerin und Fettsiure auch noch eine Verarbeitung
letzterer stattfindet. ,Die Fettspaltung ist ein ProzeB, der offenbar
der Fettzehrung vorausgeht und von ihr unabhédngig ist.”

Scureiser (5) bemerkt dazu in seiner Arbeit , Fettzersetzung
durch Mikroorganismen“ vom Jahre 1902: ,Von vollig neuen Ge-
sichtspunkten ist Rumner ausgegangen. Dadurch, daf Rusxex
bei der Fettzersetzung nicht nur die Fettsiuren, sondern auch den
unveranderten Rest von Neutralfetten feststellte, gelang es ihm.
nachzuweisen, daf} bei der Fettzersetzung im Boden neben der Fett-
spaltung auch eine Fettzehrung stattfindet.” In seinen eigenen
Untersuchungen hat Scureiser im wesentlichen nur bestatigt, dafi
,.eine Reihe von Schimmelpilzen Fett zu spalten und zu zerstoren
vermag*.

Etwas weiter ist Raux in seinen Arbeiten ,,Die Zersetzung der
Fette** (8) und ,.Ein Paraffin verzehrender Schimmelpilz® (9) ge-
gangen. Seine Feststellungen sind kurz folgende: ,,Der Fett-
zehrung geht wahrscheinlich stets eine enzymatische Spaltung vor-
aus, da die Fette sonst wegen ihrer geringen Loslichkeit in Wasser
nicht sehr intensiv angegriffen werden konnen. Von dem ge-
spaltenen Fett wird das Glycerin zuerst aufgezehrt. Daher zeigen
die zersetzten Fette eine hohere Siurezahl' . Die Schimmelpilze
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zeigen eine Vorliebe fiir niedere Fettsiuren.” ,Die Jodzahl ist
in fast allen Fillen hoher als die des Kontrollfettes; es werden sich
also bei der Fettzehrung irgendwelche jodbindende Substanzen,
vielleicht ungesittigte Verbindungen aus dem Glyzerin gebildet
haben.*

Dazu sei gleich bemerkt, dafl diese Erklarung der erhohten
Jodzahl nicht richtig sein kann. Denn bei den Versuchen von
SrieckerMaANN und anderen hat es sich gezeigt, daBl auch bei reinen
Fettsauren, z. B. Palmitinsdure, also bei volliger Abwesenheit von
Glyzerin, beim Verschimmeln eine Erhohung der Jodzahl auftritt.

Obgleich Raux diese Erhéhung der Jodzahl gefunden hat, sagt
er: ,,Bei der Oxydation der Fettsiuren sind niemals Nebenprodukte
beobachtet worden‘ und ,,viele Schimmelpilze vermogen Fettsiuren
als einzige Kohlenstoffquelle zu benutzen. Die hierbei stattfindende
chemische Umsetzung ist eine vollstindige Oxydation ohne isolier-
bare Zwischenprodukte. Nur Scurziser beobachtet eine Zer-
spaltung des Olsiuremolekiils in Buttersiure, sonst ist meines
Wissens nie ein ahnlicher Fall oder eine unvollstindige Oxydation
in der Literatur erwdhnt®.

Auf denselben Standpunkt stellt sich auch Srigekermanx (12)
in seiner umfassenden Arbeit ,Die Zersetzung von Fetten durch
Pilze** aus dem Jahre 1914. Es heifit darin zum Schluf3: ,,Falt
man alle diese Erscheinungen zusammen, so gewinnt man den
Eindruck, daB die Fettsiuren von Penicillium im wesentlichen glatt
zu Kohlensaure und Wasser verbrannt werden. Intermediire
Spaltprodukte erscheinen auBerhalb der Zelle jedenfalls nicht.*

Man konnte aber in Anbetracht einer ganzen Reihe seiner
Untersuchungen Zweifel an der Richtigkeit dieser Zusammenfassung
hegen. Spieckermaxn findet z. B.: . Die gesiittigten Siuren zeigen
hiufig nach dem Verschimmeln ein geringes Jodadditionsvermagen,
das um so grofer wird, je weiter die Siuren zersetzt sind.* ,Die
Jodzahl der Olsdure zeigt stets eine mehr oder minder erhebliche
Abnahme, die aber wieder meist geringer ist als die in den
Kontrollen.“ ,Die Neutralisationszahl zeigt ganz allgemein eine
Abnahme um einige Einheiten, die um so grofer ist, je weiter die
Zersetzung vorgeschritten war. Niemals ist eine Zunahme der
Neutralisationszahl beobachtet worden.*

Uber diese Erscheinungen lifit sich Seipcxrenrvaxs folgender-
maflen aus: ,,Es fragt sich nun, worauf die Irniedrigung der
Neutralisationszahl und die Jodbindung der verschimmelten
Sduren zuriickgefiihrt werden kann. Am niichsten liegt die Ver-
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mutung, daB bei der Extraktion der Fettsiuren auch Inhaltsstoffe
des Pilzmycels mitgelost werden.“ Diese Vermutung scheint aber
nicht richtig zu sein, denn die Ergebnisse meiner eigenen Unter-
suchungen stimmen mit denen Spieckrrmaxxs iiberein, obgleich die
Fette dabei auf einem Wege zuriickgewonnen sind, der die Losung
von Pilzinhaltsstoffen ausschlieBt.

Die jodbindenden Korper miissen demnach als auBerhalb der
Zellen auftretende Zwischenprodukte des Fettsiureabbaues ange-
sehen werden.

Beziiglich der Neutralisationszahl sagt Spieckermanx: Aus
dem Verhalten der Neutralisationszahl und dem Schmelzpunkt (der
Schmelzpunkt der verschimmelten Siuren ist meist etwas, aber
nicht erheblich niedriger als der der Sauren aus den Kontroll-
kolben) geht hervor, dafl beim Schimmeln nicht fliichtige Spaltungs-
produkte, wenn iiberhaupt, nur in geringer Menge gebildet werden.
und daB sie keine hohere Neutralisationszahl als die unzersezten
Sduren besitzen konnen.* Dabei bedenkt Seieckermaxx nicht.
dall die Erhohung der Neutralisationszahl durch niedrige Sduren
dadurch verschleiert werden kann, dafl andere Prozesse sie iiber-
lagern, z. B. eine starke Hvdroxvlierung, Bildung von Laktonen
oder Laktiden, Anhydridbildung oder, was am wahrscheinlichsten
ist, eine Bildung von wunverseifbaren Korpern. (Bei den hoch-
molekularen Fettsiduren bilden sich bhekanntlich sehr leicht
Anhydride.)

Spixckeryany sagt, daB ,,Spaltungsprodukte, wenn iiberhaupt.
nur in geringer Menge gebildet werden“. Wenn er daraus den
SchluB} zieht, diesclben vernachldssigen zu konnen und im grolien
und ganzen zu sagen, daB ,intermediire Spaltungsprodukte auBer-
halb der Zelle nicht erscheinen®, so muBl das als eine irrtiimliche
Betrachtungsweise aufgefalit werden, zu der der Chemiker allers
dings — wie man es auch bei anderen Autoren feststellen kann —
leicht neigt.

Der Pilz kann keinen einheitlichen, stufenweisen Abbau seiner
Nahrung nach chemischer Reaktionsweise vornehmen, denn er setzt
sich aus ciner sehr groBlen Vielzahl von Teilen zusammen, bei denen
alle Stadien der Entwicklung und des Stoffwechsels nebeneinander
herlaufen. FEs ist zwar nicht anzunechmen, daBl dabei die Phasen
des Stoffwechsels und des Fettabbaus in absolutem GleichmafBi vor
sich gehen, sondern dal eine von ihnen die iiberwiegende ist, aber
eine groBe Anreicherung intermedidrer Spaltprodukte wird - aus
diesen Griinden niemals stattfinden kénnen. Ferner muBl man be



Untersuchungen iiber die Ernihrung von Penicillium glaucum durch Fette 203

depken: Je schwerer zuginglich eine Fettnahrung ist, desto groBer
wird der Nahrungsbedarf sein und desto begieriger und schneller
wird das leichter aufnehmbare Spaltungsprodukt aufgenommen
werden. Eine kontinuierliche, dem Pilzwachstum proportionale
Anreicherung wird man also nur bei endgiiltigen Abbauprodukten
zu erwarten haben.

Obgleich sich Srieckermann, wie vorher erwédhnt, gegen die
Annahme eines extrazelluliren Fettabbaus ausspricht, so taucht
dieser Gedanke im Grunde genommen doch bei seinen Versuchen
iber die Assimilierbarkeit der verschiedenen Fettsiuren auf. Er
stellt dabei (wie D Kruvyst) fest, daB die Assimilierbarkeit mit dem
Steigen des Molekulargewichtes sinkt, und daB die ungesittigten
Fettsiuren vor don gesittigten mit gleicher Kohlenstoffatomzahl
bevorzugt werden. ,Fragt man nach den Ursachen der ver-
schiedenen Assimilierbarkeit der Fettsiuren, so liegt bei den Ver-
tretern der Reihe CnHanOs; am néchsten, an eine verschiedene
Loslichkeit der fettsauren Salze und Fettsiuren in der Nahrfliissig-
keit und an schnellere Aufnahme der leichter loslichen zu denken*.

Spieckermany untersuchte daraufhin die Loslichkeit der ver-
schiedenen Seifen, konnte seine Resultate aber nicht vollig in Ein-
klang mit°der Annahme bringen, daB die Assimilierbarkeit direkt
mit der Loslichkeit der fettsauren Salze im Zusammenhang stiinde.
+Allerdings 1aBt sich auf diesem Wege eine iiberall befriedigende
Erklirung nicht geben“. , Es scheint daher, daB auch noch andere
Faktoren bei der Assimilierbarkeit mitwirken. Vielleicht spielt die
GroBe des Molekiils und die damit zusammenhingende schwerere
Einfiigbarkeit in den Stoffumsatz eine Rolle*.

Betrachtungen tiber die verschiedene Wasserloslichkeit der
Fcttsiuren hat Spreckermaxn nicht angestellt, obgleich sie doch die
logische Weiterentwicklung seiner Andeutungen gewesen wiiren.
Je niedriger die Fettsiuren sind, um so wasserlislicher sind sie,
um so leichter konnten sie von einer wasserimbibierten Membran
aufgenommen werden und um so leichter wiirden sie sich in den
Stoffumsatz einfiigen. Wenn man eine extrazellulire Spaltung der
hohen Fettsiuren annimmt, so wiirden kleincre Molekiile auch
kleinere Bruchstiicke, die leichter aufnehmbar wiiren, geben; und
damit stiinde Seieckermanxs Feststellung iiber die verschiedene
Assimilierbarkeit der Fettsiuren im Einklang.

Scuexker stellt 1921 in seiner Arbeit ,,Zur Kenntnis der Lipase
von Aspergillus niger” fest, daB sein Schimmelpilz besonders gut
auf Triacetin gedieh, was nur fiir die eben erwiithnte - Annahme
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sprechen konnte. Beziiglich seiner Lipaseforschung kommt
ScueNker zu dem Ergebnis: ,Die Fettspaltung wird durch eine in
die Nahrlosung abgeschiedene, echte Lipase, somit durch ein Ekto-
enzym bewirkt‘.

Frise faBt in seiner Abhandlung vom Jahre 1922 ,,Fette und
Fettsiuren als Material fiir Bau und Betriebsstoffwechsel von
Aspergillus niger” den Stand der Dinge zusammen, indem er sagl:
,Uberhaupt ist uns die Art und Weise der Fettaufnahme in die
Zelle noch unbekannt. Wir wissen nur, daB durch die von der
Pilz-Hyphe ausgeschiedene Lipase das Fett auBerhalb der Zelle
in Glycerin und Fettsiure aufgespalten wird. Ob die Fettsiure in
Form einer Seife eindringt, die extrazellulir gebildet und intra-
zellulir wieder in Fett umgesetzt wird, oder aber als freie Sdure
oder Fett in feinster Tropfchenform, ist nach wie vor eine Streit-
frage.” ,,Welchen Umwandelungen das Fettsiuremolekiill im wei-
teren Verlauf des Stoffwechsels unterliegt, wissen wir nicht, da
Zwischenprodukte in nachweisbarer Menge nicht angehauft
werden®.

Ebenso heilit es in dem .,Lehrbuch der Pflanzenphysiologie* von
Benecke-Jost (18) vom Jahre 1924: , Wenig Bescheid wissen wir
iiber einen Vorgang, der durch mikroskopische Studien auBler allen
Zweifel gestellt, aber chemisch noch unklar ist: die Tatsache, daB
Fette in Zucker iibergefiihrt werden*. Wenn es gelingen wiirde,
extrazellulire Zwischenprodukte des Fettabbaus zu erfassen, so
wiirde man dadurch sowohl die Aufnahme der Fette in die Pilzzellen
als auch den Chemismus des Abbaus aufkliren kénnen. Weil diese
Zwischenprodukte aber nicht in ,,betrichtlichen* Mengen vorhanden
waren, hat man die Theorien der. Aufnahme durch Seifen und
Emulsionsbildung aufgestellt, obgleich doch die bisherigen
Forschungsergebnisse eher dagegen als dafiir spxjechen.

Wie wollte man sich z. B. die Aufnahme des Paraffins durch
Schimmelpilze anders vorstellen als auf dem Wege eines voran-
gehenden, extrazelluliren Abbaus? Es ist gerade verwunderlich.
daB ein chemisch so schwer angreifbarer Kérper wie das Paraffin
" der Einwirkung der Schimmelpilze nicht standzuhalten vermag.
Ranx berichtet von einer Penicillium-Art: |, Die Zersetzung des
Paraffins ist so stark, dafl ein Irrtum ganz ausgeschlossen ist*.

Ahnlich Tavssox (15) in seiner ‘Arbeit ,Zur Frage iiber die
Assimilation des Paraffins durch Mikroorganismen® (1925) ,.Der
Schimmelpilz, eine dem Aspergillus flavus dhunliche Art, nutzt
Paraffin als Kohlenstoffquelle gut aus, indem er 75% des ins
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Kulturglas eingefiithrten Paraffins zersetzt*. Die &auBlere Ver-
anderung des Paraffins durch das Pilzwachstum beschreibt er
folzendermaBen: ,Das Paraffin firbt sich gelb, wird morsch und
benetzbar*. ,Diese Verinderungen machen es wahrscheinlich, daB
im Verlauf der Oxydierung des Paraffins eine Ansammlung von
Zwischenprodukten stattfindet. Seine Untersuchungen des ver-
anderten Paraffins sind aber zu wenig exakt, um ein einigermafen
klares Bild zu bekommen. ,Die Zwischenprodukte bilden wahr-
scheinlich eine mannigfaltige Mischung verschiedener Ester (oder
vielmehr Ester und héherer Alkohole)“,

Eigene Untersuchungen

Ich hatte es mir nun zur Aufgabe gemacht, an verschimmelten
Fetten zu untersuchen, ob man nicht mit einem enger gespannten
analytischen Netz extrazellulire Abbauprodukte erfassen und
daraus Riickschliisse auf die Aufnahme des Fettes in die Pilzzellen
und auf die Art seiner Veranderung beim Abbau durch Schimmel-
piize ziehen koénnte.

Abbau der Fette durch Penicillium glaueum

Von den mir zur Verfiigung stehenden drei fettzehrenden
Schimmelpilzen, Phycomyces nitens, Aspergillus niger und Peni-
cillium glaucum wihlte ich mir letzteren, weil er ein relativ gleich-
mibiges Wachstum und eine geringe Bildung von wasserloslichen
Siuren zeigte. Der Pilz, welcher einer Isolation aus dem Kiiserei-
betriebe entstammte, wurde mir von Herrn Prof. Dr. Grimmer
freundlichst zur Verfiigung gestellt.

Als Nahrsubstanzen kamen

1. ein natiirliches, vegetabilisches Ol (Sesamal).
2. Tripalmitin als Glycerid einer gesittigten und
3. Triolein als Glycerid einer ungesiitticten IPettsaure
in Anwendung.
Arbeitsmethoden

Es sollen nun zunichst kurz die diesbheziiglichen Arbeitsweisen’
besprochen werden. Als Kulturgefiife dienten Ertessever-Kolben
zu 300 ccm aus Jenaer Geriateglas. Diese wurden mit je 100 cem
folgender Nahrlosung beschickt:

Magnesiumsulfat 0.25 Ammoniumnitrat (%)
Kaliumnitrat 0.25 Calciumnitrat 0.1
Monokaliumphospha!  0.25 Destilliertes Wasser auf 1000
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Dann wurden gewogene Mengen (ungefiahr je 5,0 g) des Fettes
hinzugegeben und die Kolben im Autoklaven bei 2Y2 Atmosphiren
sterilisiert.

Darauf wurden mit der Platinése anndhernd gleich grofle
Mengen Pilzsporen steril eingeimpft. Zwei Kolben blieben un-
geimpft, sie wurden etwa in der Mitte der Kultivierungszeit unter-

sucht und stellten das Ausgangs-

S5 7 0 " material fiir die BezugsgroBen
N v dar. Die Kulturen wurden in
Tnléﬁy- einen Brutschrank von 35° ge-

bracht und nach gewissen Zeitab-
stinden zu je zwei entnommen
und verarbeitet. Um die Schilde-
rung der Trennung von Ol, Pilz
und Néhrlosung verstandlicher zu
machen, ist die Apparaturskizze
(Fig. 1) beigefiigt worden.

Der Inhalt der Kulturkolben
— wurde in einen gerdumigen

AN T Goocn-Tiegel, der sich im Trichter
A Dbefindet, entleert, wobei die an
O den Kolbenwandungen haftenden
C

Pilzhyphen mit einer Gummifahne
herausgebracht werden mubBten.

Trichter
B Die Fliissigkeit lief in den oberen

|| Scheidetrichter ab, im Tiegel blieb
"‘11 die oldurchtriankte Pilzdecke. Wie
5 aus einem Schwamm lieB sich aus

Fig. 1 ihr durch gelinden Druck mit einem
Versuchsanordnung zum Trennen von Glasstab der grﬁBere.Teil des Oles
Pilz, Ol und Nihrlosung ausdriicken. Dieses Ol floB auch in

den oberen Scheidetrichter ab und
wurde bis zur Klarung darin stehen gelassen. Bezeichnenderweise
ging dieselbe anfangs rasch vor sich, spiiter langsamer, was wohl
auf die Beimengung freier Olsiure zuriickzufiihren war. Nach-
dem das Ol sich geklirt und die Pilzsporen sich groBtenteils an
die Grundfliche des Oles gesetzt hatten, liefl ich die Néhrfliissigkeit
und die ersten Anteile des Oles in den unteren Scheidetrichter ab.
Die Nihrlésung wurde spiter durch Ausschiitten mit Petrolither
vom O] befreit, auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und dann
weiter verarbeitet.
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Die Glasréhre des kleinen Scheidetrichters war recht diinn,
so daB sie durch Uberwindung der Schwerkraft durch die Adhi-
sions- und Kohisionskrifte ganz vom Ol erfiillt war. Dadurch lieB
sich die wéassrige Nahrlosung gut aus der Rohre verdrangen.

Das folgende Ol wurde nun durch ein kleines, getrocknetes Filter
(Trichter B) in ein quantitativ gewogenes, braunes Glaschen filtriert.
Auf dem Filter blieben die letzten Pilzsporen und Spuren Wasser.
Das filtrierte O1 wurde gewogen und diente nur ganz allein zur
Ermittelung der Olkonstanten.

Die weiteren Manipulationen verfolgten lediglich den Zweck,
die Gewichte des Olverbrauches und des Pilzes festzustellen.

Der Goocn-Tiegel wurde aus dem Trichter A herausgenommen
und an seine Stelle ein groBeres Filter gesetzt. Dahinein kam die
Pilzmasse aus dem Tiegel. Der Tiegel, Trichter B und die beiden
Rulturkolben wurden mehrmals mit leicht siedendem Petrolither
ausgespiilt und die Fettpetroldtherlésung durch Trichter A in den
grolen Scheidetrichter hineinfiltriert. Nun wurde die wassrige
Fliissigkeit abgetrennt und die Petrolitherfettlosung durch Trichter
A in einen Extraktionskolben hineinfiltriert, auch kam der Petrol-
ather, mit dem alle Geritschaften nochmals entfettet wurden, dazu.
Da das Pilzmycel trotz der Bespiilung mit Petrolither immer noch
betriichtliche Mengen Ol zuriickhielt und daneben noch mit Wasser
imbibiert blieb, war es notig, die Pilzdecke erst zu trocknen und
dann mit Petrolither im SoxnLer-Apparat zu extrahieren. Ich
retzte also den Trichter A samt Filter und Pilz auf den Extractions-
kolben, welcher die Petroliatherfettlosung enthiclt, verdampfte in
einem mit Wasserdampf geheizten Vacuumtrockenschrank erst den
Petroliither und trocknete dann bei 100° das Wasser aus.

Der wasserfreie Pilz wurde zusammen mit dem Filter in ecine
Soxnier-Hiilse gebracht, und das am Trichter und am Kolben
haftende Ol wurde mit Petroliither in den Soxnuer-Apparat hinein-
gespilt. Die Extraction wurde 12 Stunden lang fortgesetzt, danach
der Petrolidther verjagt und das Gewicht des zuriickbleibenden Oles
in dem vorher gewogenen SoxuLer-Kolben festgestellt.  Die
Soxnrer-Hiilse mit dem Pilz wurde bei 100" getrocknet und gewogen.
Dann wurde der Pilz daraus entfernt. die Pilzsporen ausgeklopft
und die Hiilse nach dem Trocknen wicder gewogen. Die Gewichts-
differenz ergab mit ziemlicher Genauigkeit das Gewicht der Pilz-
trockensubstanz, die Summe der beiden Olmengen das zuriickge-
wonnene Ol
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Es wire einfacher gewesen, das 0] auf einmal mit Petrolither
im Soxnuer-Apparat herauszulésen. Dabei hitte aber die Moglich-
keit bestanden, dall das Fett durch die Extraction und die Warme
beim Trocknen Veranderungen erleidet, und daB korpereigene Pilz-
inhaltsstoffe mit extrahiert werden konnten. Diese Moglichkeiten
sind durch Anwendung der beschriebenen Methode ausgeschaltet
worden.

Die Verarbeitung des Tripalmitins erforderte seiner festen
Konsistenz wegen einige Abianderungen. Es schmolz beim Sterili-
sieren im Dampf und lag beim Erkalten als feste Platte auf der
Nahrlosung, was eine viel zu groBe Verminderung seiner Oberflache
zur Folge hatte. Durch Schiitteln wiahrend des Erkaltens war eine
vollstindig gleichmiiBige und feine Verteilung nicht zu erreichen.
Es wurden daher abgewogene Mengen (4—5 g) gepulverten Tripal-
mitins in kleinen, mit Watte verschlossenen Kolbchen unter eine
Vacuumglocke gebracht, und dort an drei verschiedenen Tagen je
einen Tag lang Schwefelitherdimpfen ausgesetzt. Durch wieder-
holtes Evacuieren und Verdiinnen des Atherdampfes durch filtrierte
Luft wurde der Ather verjagt und zum Schlusse das Tripalmitin
in die vorher sterilisierten Kolben mit der Nahrlosung geschiittet.
Wie es sich an den Kontrollkolben zeigte, war diese Sterilisierung
ausreichend.

Bei der Verarbeitung wurde die Pilzdecke nach Abfiltrieren der
Néihrlosung bei gewohnlicher Temperatur trocknen gelassen, dann
auf 65° erwirmt und das Fett teilweise ausgedriickt. An diesem
Fett wurden die Untersuchungen ausgefiihrt.

Die quantitative Feststellung des Fettverbrauches und der Pilz-
ernte stiellen auf groBe Schwierigkeiten. Nach 24 stiindiger Extrac-
tion mit Petrolither im SoxnLer-Apparat lieBen sich mikroskopisch
noch betrichtliche Mengen Tripalmitin im Pilzmycel erkennen. Ich
habe daher in diesem Falle meine Betrachtungen nur auf die
absoluten Griflen der analytischen Konstanten bezogen.

Analytische Untersuchungen

Die analytischen TUntersuchungen der Schimmelpilzkulturen
erstreckten sich bei der Nahrlosung auf Feststellung der Trocken-
substanz. des Siuregehaltes und des Permanganatverbrauches, beim
Fett auf Feststellung der Jodzahl, der Hydroxylzahl, der Esterzahl,
der Neutralisationszahl, der Rewcnert - Meisst.-Zahl und der
Pore~ske-Zahl.
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Uber diese Untersuchungen soll hier nur das Allerwesentlichste
berichtet werden, eine genaue Beschreibung der Methoden ist in der
Abhandlung von Marrues und Ziecenspeck (1) ,,Theoretische Be-
trachtungen iiber die Olkonstanten als MaBstab fiir die Verinderung
von Olen wihrend des Keimens der Samen“ zu finden.

Die Jodzahl ist nach der Methode von Wiss bestimmt worden,
lie erfahrungsgemil die grofite Annaherung an die theoretischen
Werte zeigt. Eine Jodzahl gibt an, wieviel Teile Jod von 100 Teilen
eines Fettes gebunden werden. Aus der Hohe der Jodzahl ist
ersichtlich, ob in dem Fette viele oder wenige Doppelbindungen vor-
banden sind. Es konnten zwar theoretisch auch andere Ver-
bindungen (wie Aldehyde oder manche Alkohole) fiir die
Jodbindung in Frage kommen, doch liegen praktisch ihre Mit-
wirkungen hierbei zu ferne. Uber die Genauigkeit der Wissschen
Methode sind Untersuchungen gemacht worden. Es ergab sich
daraus, daf3 der mittlere Fehler bei einer Jodzahl von 132 *+ 0,6 Ein-
heiten betriagt. Theoretisch wiirde der mittlere Fehler bei einer
Titrationsgenauigkeit von 2 Tropfen N/10-Thiosulfatlosung auch
ungefahr 0,6 Einheiten ausmachen.

Die Hydroxylzahl ist nach der Acetylierungsmethode mit Essig-
saureanhydrid bestimmt worden. Sie gibt an, wieviel Milligramm
Kaliumhydroxyd erforderlich sind, um die Essigsiure zu binden,
die im Acetylprodukt enthalten ist, das aus einem Gramm Substanz
hergestellt wurde. An der Hohe der Hydroxylzahl erkennt man die
Menge der vorhandenen alkoholischen Hydroxylgruppen.

Theoretisch betrigt die Fehlergrenze dieser Methode, wenn
man sie auf 2 Tropfen N/10-Lauge bei Verwendung von 04 g Ol
berechnet, ca. 1,4 mg Kaliumhydroxyd oder 1,4 Einheiten der
Hydroxylzahl. Die praktischen Untersuchungen haben aber ergeben,
daB diese Methode nicht so genau ist. Danach betriigt der mittlere
Fehler + 9,39 Einheiten.

Die Esterzahl ist nach dem Schnellverseifungsverfahren mit
konzentrierter Lauge bestimmt worden. Sie gibt an, wieviel Milli-
gramm Kaliumhydroxyd erforderlich sind, um die in eincm Gramm
Fett vorhandenen Ester zu verseifen, und ist somit ein Mafstab fiir
das Vorhandensein von Estern, in diesem Fall Glyceriden.

Nach den praktischen Untersuchungen liber die Genauigkeit
dieser Methode betrigt der mittlere Fehler = 0,62 Einheiten bei
einer Esterzahl von 180.

Die Neutralisationszahl ist acidimetrisch unter Verwendung
von Mikrobiiretten bestimmt worden. Sie gibt an, wieviel Milli-
Botanigches Archiv, Band 23 14
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gramm Kaliumhydroxyd notwendig sind, um die in einem Gramm
Substanz vorhandene freie Sdure zu neutralisieren. Die Fehler-
untersuchungen ergaben, daB diese Methode sehr genau ist, der
mittlere Fehler ist = 0,012 Einheiten groB, bei einem Wert von 0,65.

Fiir die Hohe der Neutralisationszahl ebenso wie fiir die der
Esterzahl ist es gleichgiiltig, ob die Sduren bzw. Ester hohes oder
niederes Molekulargewicht haben. Es sind also gemischte Grof8en.
Deshalb kann die Verseifungszahl. die aus der Addition dieser
GroBen hervorgeht, auch nur ein MaBstab fiir das mittlere Mole-
kulargewicht der veresterten und unveresterten Sauren sein. Je
hoher sie ist, um so kleiner miissen die verseiften Molekiile sein
und umgekehrt.

Die Reicnerr-Meiss- und die Porenske-Zahl sind nach dem
in den Handbiichern der Nahrungsmittelchemie beschriebenen Kon-
ventionalverfahren ermittelt worden. Bei ihrer Ausfithrung handelte
es sich hier hauptsichlich darum, Vergleichswerte zu bekommen,
was bei peinlichster Innehaltung der Untersuchungsbedingungen
auch in befriedigendem MaBe gelungen ist. (Zur Titration dieser
Untersuchungen sind ebenfalls Mikrobiiretten verwendet worden.)

Die Reichert-Messu-Zahl gibt an, wieviel cem N/10-Lauge
erforderlich sind, um die bei der Destillation von 5 g Fett unter
bestimmten Bedingungen fliichtigen, wasserl6slichen Fettsduren zu
neutralisieren. Sie erfalit die ganz niedrigen Fettsduren. Die Fehler-
untersuchungen ergaben mittlere Grenzen von * 0,0275 bei einer
Zahl von 24 Einheiten.

Die PoLexske-Zahl gibt an, wieviel ccem N/10-Lauge erforderlich
sind, um die bei den gleichen, festgelegten Destillationsbedingungen
fliichtigen, in Wasser unléslichen Fettsiuren von 5 g Fett zu neu-
tralisieren. Aus ihrer Hohe ist der Gehalt des Fettes an mittelhohen
Fettsauren ersichtlich. Die mittlere Fehlergrenze dieser Methode
liegt bei * 0,161 Einheiten, bei einer PouLenxske-Zahl von 1,5.
ReicserT-MEssL- und  DPPouexskre-Zahl sind allerdings komplexe
GroBen, die nur als Vergleichswerte Bedeutung haben konnen.

Die gesamten analytischen Untersuchungen sind unter pein-
lichster Innehaltung der gleichen Versuchsanordnungen und unter
Verwendung der besten Hilfsmaterialien hergestellt worden. Die
Chemikalien dafiir sind in reinstem Zustande von den Firmen Merk
und Kannsavy bezogen worden. Ebenso stammte das Ausgangs-
material fiir die Untersuchungsobjekte, Triolein purissimum und
Tripalmitin purissimum, von Merk: das Sesamol wurde als aller-
feinste Apothekenhandelsware bezogen.
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Auswertung der Untersuchungen

Bei der Auswertung der Untersuchungen muB man sich zu-
nichst von den moglichen Betrachtungsweisen die am meisten
geeignete auswihlen. Unbedingt zulissig ist die Feststellung der
positiven bzw. negativen Abweichungen der analytischen Kon-
stanten von denen des Ausgangsmaterials. Das wére ein linearer
Vergleich, der eine Zusammenfassung samtlicher Ergebnisse auf
graphischem Wege noch nicht ermdéglichen wiirde. Daher kommt
man — vom biologischen Standpunkt aus gesehen — leicht in die
Virsuchung, die Zeitdauer des Pilzes als zweite BezugsgroBe zu
verwenden und ein Diagramm aufzustellen.

Diese Systeme wiirden uns wohl ein Bild von der Entwicklung
des Pilzes geben, wiirden uns aber iiber den Chemismus des Fett-
abbaus nicht viel aussagen konnen. Denn der Pilz ist — wie schon
erwahnt — nicht ein einheitliches Lebewesen, sondern eine Vielzahl
von Teilen, die in zeitlicher Aufeinanderfolge die verschiedenen
Phasen der Entwicklung und des Stoffwechsels durchlaufen. Der
Pilz bildet Sporen, diese keimen wieder zu neuen Exemplaren aus,
welche auf anderen Stufen der Entwicklung und des Stoffwechsels
stehen, und dieser Vorgang wiederholt sich dauernd.

Die Stadien der Verarbeitung des Nahrungsmittels laufen
daher bei der ganzen Pilzkultur, also der Summe der Einzelpilze,
nicht zeitlich hintereinander, sondern neben- und durcheinander,
s0 daB man mit den zeitlich aufeinanderfolgenden Untersuchungen
nur einen zufdllig vorhandenen Stand der Fettzehrung erfafit, nicht
die Stufen eines sukzessiven Abbaues.

Ferner bestehen infolge der Sporenbildung Stoffwechsel-
inderungen bedeutenden Umfanges, welche es verbieten, die Ent-
wicklung des Pilzes als einen kontinuierlichen Vorgang aufzu-
fassen. Ein fructifizierender Pilz verbraucht die vorher abgelagerten
Reservestoffe und nimmt dadurch erheblich an Substanz ab, aufler-
dem geht die vegetative Vermehrung wiithrend dieser Zeit zuriick.

Fiir chemisch-physiologische Betrachtungen wéire es noch am
chesten geeignet, den Grad der Spaltung des Glycerids als zweite
BezugsgroBe einzufiihren, denn dieses Verschwinden des Glycerides
ist nicht als e¢in intermedidrer Zustand, sondern als endgiiltiger,
proportional mit der VergrioBerung des Pilzmycels fortschreitender
Abbauvorgang aufzufassen.

Absolut untereinander vergleichbar sind allerdings nur die
Konstanten des einzelnen Stadiums. Durch Zusammenfassen des
konformen oder des antagonistischen Verlaufs von chemischen

14*
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Verinderungen kann man wohl den Beweis fiir gewisse Um-
setzungen erhérten, man darf sich daraus aber nicht ein Bild von
der zeitlichen Aufeinanderfolge der Reaktionen des Fettabbaus
machen.

Untersuchungen an Triolein

An erster Stelle mochte ich die Untersuchungen an Triolein
behandeln. Durch das Vorhandensein der Doppelbindung bei der
Olsdure und auch wegen des fliissigen Aggregatzustandes hat sich
das Triolein fiir chemisch-physiologische Betrachtungen am giin-
stigsten gezeigt.

Das Wachstum des Pilzes auf dem Triolein bot ungefihr das
gleiche Bild wie auf vegetabilischen Olen. Das Mycel griff vom
Rande des Oltropfens zentripetal weiter und durchsetzte ihn
schlieBlich ganz und gar. Am 8. bis 10. Tage zeigte sich Sporen-
entwicklung. Im weiteren Verlaufe der Vegetation bildete sich eine
derbe Pilzdecke, welche auf der Nihrlosung schwamm. Bei
Kulturen, die alter als ungefahr 50 Tage waren, bekam die Pilz-
decke ein schmieriges Aussehen und sank allmihlich in die N&ahr-
16sung hinein. Bei den Kulturen auf Sesamol bot sich dasselbe Bild.

Beim Triolein sind sechs Unterbrechungsstadien angewandt
worden, die der Wachstumsdauer von 10, 20, 29, 39, 52 und 76
Tagen entsprechen. Die gesamten Untersuchungsergebnisse sind in
folgender Tabelle zusammengestellt worden.

Untersuchungsergebnisse der Trioleinkulturen

1
' Wachstumsdauer des Pilzes
D) ¢ 2 Ho | o < =
0 10 20 I 29 39 b2 ; 76 in Tagen
i Permanganatverbrauch der
| | Nahrlas iner Kult
ahrlosung ein ur
‘ 13734 g er u 1

" in ccm —
>
i

8,825 2856 ( 97.23 | 58,025 | B3.15 (190,44

Neutralisationszahld. Nahr-

130 | losung einer Kultur

~
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Ko

3,725! 430 4.30 1812 4815 KOH
1 3 ——
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Jodzahl des
zurickgewonnenen Oles

L - - . - Hydroxylzahl des
413 41,75 | 44,750 | 64,57 | 4397 |106,65 ' 35,97 zuriickgewonnenen Oles

Polenske-Zahl des
zuriickgewonnenen Oles

| . .| Reichert- Meissl- Zahl des
Zd’i Z’UQ“i 158 | 118 L1 2'3095 0.835 zuriickgewonnenen Oles

85,73 l 78,73 | 78,156 85,06 | 85,6 78,81 | 86,33

0.5 127 2874 141 — 1,105\l 0,801

Von den chemischen Konstanten ist der besseren Ubersicht
wegen auch noch eine graphische Darstellung beigegeben (Fig. 2).

Triolein

\/

“ TN
\
1 \
/
Zaty |l
_——~—dJ \
\ bl
™
Yrozentyelat des Oles im rersetten Glycemd —>
0 397 179 7502 3319 3649 5027

Fig. 2
Vergleich der Konstanten beziglich der Menge des zersetzten Glycerides

Hierbei hat der Grad der Zersetzung des Glycerides als zweite
BezugsgroBe gedient. Diese Nebeneinanderstellung fallt mit der
zusammen, zu der man kommen wiirde, wenn man nach der Wachs-
tumsdauer des Pilzes ordnete, denn die Esterzahl fillt mit der Zeit
durchweg ab. Das entspricht ja auch dem Wesen der Glycerid-
spaltung; sie ist ein nicht umkehrbarer Vorgang, der proportional
mit der VergroBerung des Pilzes fortschreitet.
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Die Neutralisationszahl

Die Neutralisationszahl steigt beinahe spiegelbildlich gleich
zur Esterzahl an. Man konnte daraus folgern, daB es sich hierbei
lediglich um eine fermentative Spaltung des Glycerides handle, bei
der das Glycerin allein vom Pilz als Nahrung benutzt wiirde. Diese
Annahme ist bereits 1900 von RusnNer widerlegt worden. Sie fur
diesen speziellen Fall auszuschalten, bedarf es nur einer Gegen-
tiberstellung von dem absoluten Glyceringehalt des angewandten
Glycerids und von der Menge des verbrauchten Glycerids. Man er-
sieht daraus, daB in den #lteren Stadien viel mehr Substanz ver-
braucht worden ist, als dem Glyceringehalt des Oles entspricht.

1 II 111 v \' VI: Stadium
1.05 0,98 105 1,08 1,05 1,12: Glyceringehalt des Trioleins
0,96 1.10 1,96 0,63 271 1,93: Verbrauch an Triolein

Deshalb muB die Fettsiure einen hervorragenden Anteil an der
Ernahrung des Pilzes nehmen.

Wenn man mit den anderen Autoren annimmt, dal sich der
Abbau der Fettsiuren rein intrazellulir vollziehe, so diirfte in
diesem Falle auBerhalb der Pilzzellen nur ein Gemisch von Triolein,
Olsdure und Glycerin auftreten. Bei einem teilweise extrazelluliren
Abbau miiBten sich also Abweichungen der analytischen Daten von
denen zeigen, die man fir dieses erwihnte Gemisch erwarten konnte.

An erster Stelle soll die Neutralisationszahl daraufhin be-
trachtet werden.

Die Schwierigkeit der Berechnung dieser Abweichungen liegt
in der unbestimmbaren Mitwirkung des Glycerins in diesem System.
Reines Glycerin wird an der Mitwirkung nicht beteiligt sein, es
wiirde sich in freiem Zustande im Ol gar nicht halten kénnen. Es
ist bei ofteren qualitativen Untersuchungen der Nahrlosung auf
Glycerin auch darin nie festzustellen gewesen, Kupferhydroxyd
wurde in alkalischer Liosung von ihr nicht gelost und die Akrolein-
probe blieb negativ. Es ist daher anzunehmen, daf das Glycerin
sofort vom Pilz aufgenommen wird.

Wie bekannt ist und durch eigene Versuche noch bestatigt
wurde, stellt Glycerin eine sehr gute Nahrung fiir Penicillium
glaucum dar. Raun schreibt in seiner schon erwédhnten Arbeit dazu:
,Der Fettzehrung gcht wahrscheinlich stets eine enzymatische
Spaltung voraus.“ ,Von dem gespaltenen Fett wird das Glycerin
fast durchweg, und zwar schneller als die Fettsiuren verzehrt.*
Trotzdem ist die Mitwirkung des Glycerins in teilweiser Veresterung
als Di- oder Monoglveerid durchaus moglich. Czareck (17) schreibt
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in seinem Werk ,Biochemie der Pfanzen“ iiber die enzymatische
Glyceridspaltung: ,,Wenn sich auch die Intermediirprodukte nicht
immer leicht nachweisen lassen, so sprechen doch theoretische Er-
wigungen dafiir, daB der Abbau stufenweise erfolgt, so daB bei der
Verseifung ungesittigte Glyceride entstehen, welche sukzessive voll-
sindig zerfallen.” Es bleibt also nur iibrig, die Grenzen der beiden
moglichen Werte zu bestimmen, einmal bei Mitwirkung des gesamten
Glycerins, andererseits bei volligem AusschluB desselben.

Im ersten Falle ist es nur noétig, die gefundene Esterzahl von
der Verseifungszahl des Ausgangsmaterials abzuziehen, um zu der
gesuchten Neutralisationszahl zu kommen. Denn falls keine der
drei Komponenten aus dem System ausscheidet, miiite das mittlere
Molekulargewicht und damit die Verseifungszahl immer konstant
bleiben. Die so errechnete Neutralisationszahl liegt bedeutend
niedriger als die tatsdchlich gefundene.

I i 1 v Ay VI

I. Gefundene Neutralisationszahl: 1096 2607 4375 6123 7594 1146
2 Errechnete Neutralisationszahl: 2,85 1889 14,06 59,6 69.7 110,12
Differenz 1—2: 8,11 7.18 0,31 1.63 5,34 448

Es ist hiernach im allgemeinen ein Sdureiiberschufl vorhanden.
Das Glycerin wird sicher nicht an der Bildung desselben beteiligt
sein, denn das ware ein einfaches Verhiltnis, welches nicht derartige
Schwankungen der Neutralisationszahl-Differenz, wie sie hier vor-
liegen, zulassen wiirde. AuBlerdem miiliten dann die ausgeschie-
denen Siduren solche von groBerer Wasserloslichkeit sein, so daB sich
eine gewisse Ubereinstimmung mit der Aciditit der Nihrlésung
zeigen miiBte. Doch ergibt ein Vergleich dieser Zahlen gar keinen
Zusammenhang.

| 11 111 v Vv Ay
Neutralisationszahldiiferenz: 8.11 718 0,31 1,63 5,34 448
Aciditat der Nahrlosungen: 3.72 3.72 430 4.30 4,81 481

Bei der Annahme, daB nur die Olsiure vom Pilz aus dem
System Ester, Fettsiure und Glycerin entnommen werden wiirde,
miiite die gefundene Neutralisationszahl unter der beziiglich der
Esterzahl erwarteten liegen. Diese Annahme wird also durch die
eben aufgedeckte Tatsache widerlegt.

An eine Aufnahme des Esters durch den Pilz unter Zurick-
lassung von gespaltenem Glycerid ist aus naheliegenden Griinden
iberhaupt nicht zu denken.

Die vorher festgestellte Neutralisationszahl war fiir die Mit-
wirkung des gesamten Glycerins des Ausgangsmaterials berechnet
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worden. Sie stellt also eine theoretische Hochstgrenze dar. Der Er-
fahrung anderer, in der Literaturbesprechung erwihnter Autoren
nach, und auch aus Wahrscheinlichkeitserwagungen mull man aber
-annehmen, dafl daher die praktische Mitwirkung des Glyzerins ganz
bedeutend zu hoch veranschlagt worden ist. Sie wird sich in Wirk-
lichkeit eher der Mindestgrenze zuneigen, denn wir sehen bei einer
Spaltung des Glycerids von ca. 10% ungefihr die gleichen Ver-
hiltnisse auftreten wie bei einer Spaltung von ca. 60%.

Zur Ermittlung der Mindestgrenze nimmt man den volligen
AusschluB des ganz oder teilweise freien Glyeerins des gespaltenen
Esters an und berechnet die Neutralisationszahl fiir ein Gemisch von
Triolein und Olsdure.

Durch Multiplizieren der gefundenen Esterzahl mit dem Faktor
f=—= 131‘1‘1\1(())]%"1 errechnet man den Gehalt des Oles an unzersetztem

Glycerid, an Triolein. Richtiger wire zu sagen: den Gehalt an den
Gruppen —CH,—0,C;H1; und =CH—O0,C,5H33. (Der Fehler, der
dadurch entsteht, daB nicht unbedingt auf 2 Gruppen mit =CH.
eine mit ==CH kommt, ist im Vergleich zum Radikalgewicht so
klein, daB er unbeschadet vernachlissigt werden kann). Dem so
errechneten Gehalt des Oles an Estern steht der Gehalt an Nicht-
estern als reziproker Wert gegeniiber, es ist der nach Abzug des
ungespaltenen Esters verbleibende Rest des Oles. Derselbe soll, wie
angenommen, aus reiner Olsiure bestehen. Die Neutralisationszahl

" 1o = Nichtos f)lsiiu_re N
miilite also = Nichtester KOH sein.

i 11 I 1AY \' Vi
1. Gefundene Neutralisationszahl: 1096 2607 437 6123 7504 1146
2. LKrrechnete - 6.70 2343 49,73 6HOT 7651 1198
Differenz 1—2: 4.26 264 —H98 —474 —147 =33

Aus der Differenz beider GroBen ist ersichtlich, daB in den
ersten beiden Stadien mehr Siure vorhanden ist, als aus der
Spaltung des Glycerides gebildet werden konnte.

Aus einem Vergleich der beiden errechneten Neutralisations-
zahlen mit der gefundenen geht hervor, daf letztere Schwankungen
iiber die fiir eine intrazelluliire Fettverarbeitung moglicherweise zu
erwartende Neutralisationszahl zeigt.

Die Jodzahl
Auf die gleiche Weise wie die Neutralisationszahl soll jetzt
die Jodzahl in ihrem Verlaufe betrachtet werden. Der Gehalt des
Oles an Estern und an Nichtestern ist hereits berechnet worden.
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Auch hier soll wieder einerseits angenommen werden, dafl der
Ester aus Triolein und der Nichtester aus reiner Olsiure besteht
und andererseits, daB das gesamte Glycerin des gespaltenen
Glycerids noch teilweise gebunden mitwirkt. Im ersten Falle
miften folgende beiden Erscheinungen auftreten: 1. Das Jod-
bindungsvermogen des Oles miiBte entsprechend der Vermehrung
des Nichtesters (also der angenommenen Olsiure) darin zunehmen

und zwar im Verhiltnis 1 Triolein : 3 Olsiure = 9476;8' 2. Die Jod-

zhl des Nichtesters miifite an sich konstant bleiben.

Um dieses festzustellen, rechne ich mir aus, wieviel Jod der
jeweils vorhandene Ester bindet nach dem Ansatz : x :%(L)]H
Dicse  GroBe ziehe ich von der diesbeziiglichen gefundenen
Jodzahl ab und habe damit das Jodbindungsvermégen des
Nichtesters, der in einem Gramm des Oles enthalten ist. Aus der
Menge des Nichtesters, der im Ole vorhanden ist, und seinem
Jodbindungsvermogen kann man sich seine Jodzahl berechnen.
Die Jodzahl gibt an, wieviel Teile Jod von 100 Teilen eines Fettes
gebunden werden.)

Die Ergebnisse dieser Rechnungen sind in folgender Tabelle
zusammengestellt worden.

| I 1 v Vv VI

Gehalt dex Oles an Estern: 96,63 88321 7498 6681 6151 3973
Gehalt des Oles an Nichtestern: 3487 1179 25402 3319 3849 60,72
l. Gefundene Jodzahl: 8,73 78,16 8BL06 8515 T8RRI 8633
2. Jodverbindsvermiogen der in 1 g Ol

enthaltenen Fster: 834,17 7592 6453 HTH0) H294 H19

Differenz 1—2 = Jodverbindungsver-

magen der in 1 g Ol enthaltenen

Nichtester: —44 224 2053 280 2607 5214
Jodzahl des Nichtesters: —131.7 190 8205 S436 67,21 86,51

Aus diesen Zahlen geht hervor, daB der Nichtester nicht aus
reiner Olsiure bestehen kann, denn die fiir ihn gefundenen Jod-
zahlen zeigen keine kontinuierliche Zunahme in dem vorher an-
gefilhrten Verhiltnis. . '

Eine Oxydation der Olsiure auf nicht biologischer Grundlage
kann auch nicht die Ursache ihrer Verinderung sein. Es miilite in
diesem Falle ein ausgepriigter Abfall der Jodzahl stattfinden und
keine Steigerungen wie hier. Ferner zeigt die Jodzahl des Nicht-
esters durchaus keine Konstanz, sondern betrichtliche Schwan-
kungen.
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Auffallend ist das Auftreten der scheinbar negativen Jodzahl in
ersten Stadium. Es ist das so zu erkliren, daB bereits das unge-
spaltene Glycerid eine chemische Verdnderung durchgemacht hat,
welche zum teilweisen Verlust seines Jodbindungsvermogens fiihrte.
In dem vorher erwihnten zweiten Falle der Mitwirkung des
Glycerins miifite die Jodzahl fiir die Annahme einer rein intra-
zelluliren Verarbeitung des Trioleins konstant bleiben, das ist aber
durchaus nicht der Fall.

Beziehungen zwischen Neutralisations- und Jodzahl

Es ist nun gezeigt worden, daB sowohl die Neutralisationszahl
wie auch die Jodzahl Abweichungen von dem Verlauf zeigt, wie er
erwartet werden konnte, wenn die Spaltung des Glycerides auBer-
halb der Pilzzellen nicht weiter als bis zum Glycerin und zur Olsdure
ginge. Besteht nun ein Zusammenhang zwischen den Abweichungen
beider Zahlen?

Zur Beantwortung dieser interessanten Frage miissen jene
GroBen auf eine vergleichbare Basis gebracht werden. Als solche
soll wieder die Annahme herbeigezogen werden, da auBerhalb der
Pilzzellen kein Abbau der Fettsiure stattfinde, und daB demzufolge
sowohl die Neutralisationszahl wie auch die Jodzahl nur durch ver-
esterte oder unveresterte Olsdure bedingt wiiren.

Die Abweichungen, welche die gefundene Neutralisationszahl
von der fiir diese Annahme erwarteten zeigt, sind vorher bereits
berechnet worden. Es blieb also nur noch iibrig, die Differenzen
zwischen der gefundenen und der errechneten Jodzahl zu bestimmen.

Wenn das untersuchte Ol ein Gemisch von Olsidure und Triolein
und evtl. teilweise gebundenem Glycerin ist, so wird man aus der
Neutralisationszahl die Menge der in einem Gramm Ol vorhandenen
Olsiure berechnen kénnen und daraus wieder die Jodbindung dieser
bestimmten Menge Olsiiure. (Das evtl. Vorhandensein von Di- oder
Monoglycerid stért bei dieser Berechnung gar nicht.)

Andererseits wird man sich auf dhnliche Weise aus der Ester-
zahl die Jodbindung des in einem Gramm Ol vorhandenen Trioleins
berechnen konnen. '

Die Summe beider Gréfien wiirde die berechnete Jodzahl dar-
stellen. Im ersten Falle geht die Rechnung nach dem Ansatz x =

&~

Neutralisationszahl - KO im zweiten nach dem Ansatz x = Ester-

*)

zahl - KOI -
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Diese Berechnung der Jodzahl ist allerdings nur unter der
Annahme richtig, daB keine Substitution am Glycerinkorper statt-
findet. Eine Jodbindung durch Oxydation von Glycerin in nenn-
baren Mengen ist unter den Bedingungen des Ansatzes der hierbei
angewandten Methode, d. h. in stark essigsaurer Losung, aber ganz
unwahrscheinlich. Dieser Vorgang wiirde ja z. B. eine Bestimmung
der Aldehyde in Zuckerlosungen mit Jod, wie sie doch in der Praxis
nach dem Verfahren von WiLLstxTrTeEr und ScrnupeL ausgeiibt
werden, auf analoge Weise unmoglich machen.

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Rechnungen
msammengestellt worden.

I 1T HI v A VI

Jodbindung des in 1 g Ol vorhandenen
Trioleins: 83,17 75,92 6453 HT50 5294 84,19
Jodhindung der in 1 g O} vorhandenen
Olsaure: 496 11,80 19,79 27,70 3395 b1,87
1. Summe beider: 88,13 87,72 84,32 8520 86,89 86,06
2. Gefundene Jodzahl: 7873 178,16 85,06 8560 7881 86,33
Differenz 2—1: —94 —956 074 03 —808 4027
Bei dem Vergleich der
Differenzen von Jod- und Triolein

Neutralisationszahl,  welche
graphisch dargestellt worden
sind (Fig. 3), ist deutlich
¢in antagonistischer Verlauf
beider zu sehen.

Wie schon erwidhnt, be-
steht fiir die Richtigkeit der
tieferliegenden Neutralisa-
tionszahldifferenz die grofite
Wahrscheinlichkeit, doch ist
auch innerhalb der beiden
theoretisch moglichen Neu-

. . . Fig. 3
tralisationszahldifferenzen ein Kurven von Jodzahl- und Neutralisationszahl-
Antagonismus deutlich zu Differenzen
erkennen.

I 11 111 v Vv VI
Jodzahldifferenz: —94 =956 074 03 —808 0,27
Erste Neutralisationszahldifferenz: 4,26 264 —5H98 —474 —147 —H3
ZweiteNeutralisationszahldifferenz: 8,11 718 —031 163 0,34 1.18

Dort, wo die gefundene Jodzahl hinter der erwarteten zuriick-
bleibt, tritt uns ein U'berschuB von Siuren entgegen, bei einer Ver-
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minderung der Siduren sehen wir ein gesteigertes Jodbindungs-
vermogen. Die quantitativen AusmaBe der Differenzen sind ver-
héaltnismaBig gering, doch liegen sie bei weitem aufBerhalb der
Fehlergrenzen der diesbeziiglichen analytischen Methoden. Wie
schon friiher erkldart, kann sich bei den Pilzkulturen hochstens das
zeitweise Uberwiegen einer Phase des Fettabbaus zeigen, niemals
das quantitative Verhiltnis von Reaktionen. Die Verminderung der
Jodzahl bei Vermehrung der Saurezahl 1a8t sich wohl ganz eindeutig
dahin erkliren, daB die Sprengung von Doppelbindungen mit dem
Auftreten niederer Siauren verbunden ist. Eine Gegeniiberstellung
der gefundenen Jodzahl mit der gefundenen Verseifungszahl ist
durchaus als eine Bestitigung dieser Annahme aufzufassen:

0 1 1T 11 v A% Vi
Gefundene Verseifungszahl: 187 1948 1939 1864 1883 1R20 192
Gefundene Jodzahl: 85,7 787 78,15 85,06 85,5 78,8 6.3

Beim Sinken der Jodzahl] steigt die Verseifungszahl, und damit
sinkt das mittlere Molekulargewicht, d. h. es treten niedere Siuren
auf.

Bei der Oxydation von Aldehyden wiirde zwar ein ihnliches
Bild entstehern. Doch erscheint die Annahme der Bildung von
Aldehyden zu wenig begriindet, um naher darauf einzugehen.

Auch blieb eine Priifung der Nahrlosung auf Aldehyde nach
der Vorschrift des Reichsschatzamtes (Hydroxvlaminprobe) stets
negativ, ebenso die Osazonprobe. Der entgegengesetzte Fall, die
Steigerung der Jodzahl bei Verminderung der Sduren ist bedeutend
schwieriger zu erkliren. Es ist anzunehmen, daB die niedrigeren
Sauren der Verarbeitung durch den Pilz besser zuganglich sind als
die Olsiiure an und fiir sich, daB sie also schnell verbraucht werden
und sich dadurch in Stadien, wo ihre Bildung nicht so rege ist.
das Jodbindungsvermogen des Restes relativ erhoht. Dafiir spricht
die Tatsache, daB die fiir Olsiiure erwartete Jodzahl nur in geringem
MaBe tiberschritten wird. Dieser Vorgang mag ja im grofBlen und
ganzen bestimmend fiir den Verlauf der diesbeziiglichen analy-
tischen Konstanten sein, doch diirften die feineren Abweichungen
wohl mit dem Abbau der mittelhohen Siduren verkniipft sein. Die
Produkte ihres Abbaus werden noch weniger hervortreten, weil sie
vom Plasma des Pilzes wahrscheinlich direkt resorbiert werden
konnen.

Das Absinken der Neutralisationszahl unter den fiir reine Ol-
saure erwarteten Wert kann man eigentlich nur dadurch erklaren.
dafl Korper entstanden sind, welche ihre sauren Eigenschaften voll-
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stindig verloren haben, welche unverseifbar geworden sind. Eine
Bestitigung dieser Erklarung wire sehr leicht durch die analytische
Ermittlung des unverseifbaren Anteils im Ole zu erbringen. Leider
habe ich diese Untersuchungen versiumt und bin — durch Auf-
deckung der erwihnten Beziehungen -— auf den Wert derselben
erst nach Beendigung meiner praktischen Arbeiten hingewiesen
worden,

SieckerMany findet bei seinen Arbeiten liber die Zersetzung der
Fette durch Pilze ebenfalls, daB bei freien Sduren die Neutrali-
sationszahl und bei Glyceriden die Verseifungszahl mit dem Grade
des Verschimmelns abnahm. Leider hat Seieckermany nur gemischte
Glyceride, vegetabilische Ole angewandt. Als Beleg dafiir seien einige
seiner Daten angefiihrt.

L le:z'nure mit | Verlust Jodzahl Neutralisationszahl
23 Tagen an
Wachstum | Olsiure vorher “ nachher vorher ! nachher
| : i
Venuch . . .| 5260, 89,4 BLO | 1955 188,1
Vech .. .| 6219 | 894 &12 1955 18,1
Kontrolle . ., - | 89,4 761 . 1955 1921
Kontrolle . . . | 89,4 7.3 | 1955 1921
I ! ) - ‘Verseiflmgs-
2, Rabol | Fettverlust | Saurezahl Jodzahl
. | zahl
Kontrolle R - 19 - 1724 e
Verueh Nr. 1 . . . . | 1899, 1266 | 1726 878
Veruch Nr. 2 . . . . 298¢, 1261 1683 | 1014
Venurh Nr. 3 38,0, 135,3 ' 163,5 \ 103,6

Eine weitere Kritik an der Annahme des Auftretens niederer
Sauren ist durch eine Gegeniiberstellung der Neutralisationszahl-
differenz mit der Porenskk- und der Rercnert-Meissu-Zahl gegeben.

I 11 TiI Iv \Y VI
Neutralisationszahldifferenz: 4,65 3,64 —3,85 —191 1.82 0
Pulenske - Zahl: 1,27 2.8 1,4 — 11 0.8
Reichert - Meissl-Zahl: 209 1,H8 1.18 1.1 2,808 0,54

Obgleich man hierbei von vornherein in Betracht ziehen mubB,
daB die Reicuerr-MEeissn-Zahl und die Pouesske-Zahl komplexe
analytische Daten sind, die hauptsichlich konventionelle Bedeutung
fir die Nahrungsmittelchemie haben, wird man aus dem Schwanken
derselben doch gewisse Schliisse zichen kinnen.
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Die PorLenske-Zahl hingt im allgemeinen von mittelhohen, dio
Reicuert-MEeissL-Zahl von niederen Fettsiuren ab. Das Diagramm
(Fig. 4) driickt den Verlauf dieser GréBen gegeniiber der Neutrali-
sationszahldifferenz aus.

Es wire eigentlich zu erwarten gewesen, daf die PoLExske-
Zahl mit der Neutralisationszahldifferenz konform ginge, sie zeigt
aber keinen klaren Zusammenhang mit ihr. Dagegen fillt und steigt
die ReicHerT-MEssL-Zah] mit der Neutralisationszahldifferenz. Man
konnte daraus folgern, daB vor allem die niederen Sduren an der
Bildung der Neutralisationszahldifferenz beteiligt wiren. Das scheint
aber ein nicht ganz richtiger Schluf8 zu sein, denn die Neutrali-
sationszahl wird von der Reicuerr-MeissL-Zahl und der PoLexske-
Zahl gemeinsam, also sowohl

Triclein von den niederen, als auch

A von den mittelhohen Fett-

%, N\ siuren bedingt. Wie aus der
Ne-zaw ) \\ Anschauung des Diagramms
Aeis3T-2an ‘%'\ | (Fig. 4) hervorgeht, ergibt die

Summierung beider GroBen
auch eine zufriedenstellende
Konformitét. ‘
Aus diesen Ergebnissen

ist zwar ersichtlich, daB nie-
Fig. 4 dere Siuren al.§ Zersetzungs-

Vergleich von POLENSKE. und Retcugrr. Produkte der Olsiure auBer-
MEISSI-Zahl mit Neutralisationszahl-Differenz halb der Pilzzellen auftreten.
Die angewandten  Unter-

suchungsmethoden sind aber zu grob, um daraus einen genauen
SchluB auf die chemische Natur derselben zu ziehen. In dieser Hin-
sicht diirfte wohl nur ein priparatives Vorgehen zum Ziele fiihren.

Zur ReicHerT-Messu-Zahl ist noch interessant zu bemerken,
daB sie mit der Permanganatzahl der Nahrlosung konform lauft.
Auch hier ist zwar zu bemerken, daB das Reduktionsvermégen fiir
Permanganat eine recht unbestimmte GroBe ist, die uns iiber die
chemische Zusammensetzung des reduzierenden Korpers im un-
klaren 14Bt; doch ist sie als VergleichsgroBe anstandslos zu ver-
wenden. Aus ihrer iiberraschenden Einstimmigkeit mit den Schwan-
kungen der Reicuerr-Meiss-Zahl geht hervor, daB die Perman-
ganatzahl zum groften Teil durch ein wasserldsliches, intermediires
Spaltprodukt des Fettsiureabbaus verursacht sein muf. Es liegt
sehr nahe, dabei an eine niedere Oxysdure zu denken.




Untersuchungen iiber die Ernahrung von Penicillium glaucum durch Fette 223

Wenn die reduzierende | Jrioken
Substanz aus Stoffwechsel-
abfillen des Pilzes bestdande,
mifte ein mit der Zeit
kontinuierliches Ansteigen
der Permanganatzahl statt-
finden.

Aus folgendem Diagramm

Permanganatzah/

iFig. 5) ist aber ganz' deut- .
lich ein mit der ReicuerT- Fic. B
Meisse - Zahl konformes g

- . K Vergleich von Permanganat- und REICHERT-
Schwanken ersichtlich. MEISSL-Zahl

Die Hydroxylzahl

Wenn man nach diesen Auseinandersetzungen bei Penicillium
glaucum die extrazellulire Aufspaltung der hoheren Fettsiuren in
niedere annehmen kann, so taucht die Frage nach der Art und
Weise dieser Spaltung auf. Das Schwanken der Jodzahl auch iiber
den fiir reine Olsiure erwarteten Wert 148t eine Entstehung von
Doppelbindung zum Zwecke weiterer Spaltung méglich erscheinen.
Doch bleibt das immer eine Annahme stark hypothetischen
Charakters.

Zu positiveren Ergebnissen fiihrt die Auswertung der Hydroxyl-
zahl. Die Ho6he der Hydroxylzahl hingt von der Menge der vor-
handenen alkoholischen OH-Gruppe ab. Freies Glycerin wiirde als
dreiwertiger Alkohol also eine recht hohe Hydroxylzahl haben, doch
ist seine Mitwirkung in dem untersuchten Ole ausgeschlossen, weil
es sich in reinem Zustapde darin gar nicht halten konnte. (Es sei
hier nochmals bemerkt, daB die Glycerinprobe auch in der wissrigen
Nihrlosung stets negativ ausgefallen ist.) Doch ist eine Beeinflussung
der Hydroxylzahl durch Glycerinverbindungen, in diesem Fall durch
nur teilweise verestertes Glycerin, Di- und Monoolein, méglich. Die
grofte Wirkung wiirde dabei beim Vorliegen von Monoglycerid statt-
finden, in einem Molekiil Monoglycerid wiirden 2 alkoholische OH-
Gruppen reagieren konnen.

Wenn man daher annimmt, dall der gesamte Gehalt des Oles
an Olsdure unter Zuriicklassung von Monoglycerid entstanden wiire,
und wenn man die daraus berechnete Hydroxylzahl dicses Mono-
glycerides von der gefundenen Hydroxylzahl abzieht, so mufi die
Hydroxylzahldifferenz unbedingt auf die IFettsiiuren entfallen.
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Zur Auswertung dieser Gedankenginge ist zunichst die grofit-
mogliche durch Monoglycerid bedingte Hydroxylzahl berechnet
worden. Auf 3 Molekiile Olsdure kimen 2 OH-Gruppen. x = Prozent-

3
gehalt an Nichtester - ;; KOH. Folgende Tabelle gibt die Zusammen-

stellung der gefundenen und der fiir das Monoglycerid errechneten
Hydroxylzahl.

I II m v v VI
1. Gefundene Hydroxylzahl: 4175 4475 B4BT 4397 10665 3oMT
2. Hydroxylzahl des Monoglycerids: 284 992 21,1 279 324 0,7
Differenz 1—2: 3891 3483 3347 1607 7425 —143

Wahrscheinlich wird die auf die Fettsiuren entfallende
Hydroxylzahl noch hoher sein als die Differenzgrofe angibt, da
besonders in den spiteren Stadien das Glycerin wohl ganz aufgezehrt
werden wird, doch hat man bei dieser Betrachtungsweise den Vorteil.
die Hydroxylzahldifferenzen mit Bestimmtheit fiir die Fettsiiuren
buchen zu konnen.

In welchem Verhiltnis sich die OH-Gruppen auf die veresterte
und auf die unveresterte Saure verteilen, geht aus der Hydroxylzahl-
bestimmung am Gesamtole leider nicht hervor. Es ist aber sicher.
daB auch die veresterte Saure OH-Gruppen aufzuweisen hat. Das
ungespaltene Ausgangsmaterial zeigte, wahrscheinlich unter dem
EinfluB der gespannten Sterilisierdimpfe oxydiert, schon eine posi-
tive Hydroxylzahl.

Dieses Entstehen der Hydroxylzahl auf nicht biclogischer Grund-
lage darf man aber nicht als den einzigen Faktor fiir die diesbeziig-
lichen Analysenresultate auffassen. Wenn das der Fall ware, diirfte
sich nicht — wie hier — ein Schwanken ihres Verlaufes bemerkbar
machen. Daraus ist zu entnehmen, dal die Hydroxylierung eine
Rolle im Abbau der Fettsiuren spielt. '

Wie weit dieselbe auf Zwischenstufen der Sprengung von
Doppelbindungen (in diesem Falle Dioxystearinsiure) oder auf
Hydroxylierung zum Zwecke der Bildung von Doppelbindungen
beruht, ist schwer zu sagen. Es wiare denkbar, daB die Bildung von
Doppelbindungen, d. h. von Sprengungsmoglichkeiten der Kohlen-
stoffatomkette auf folgendem Wege vor sich ginge:

| : |
C=1L c-ly, C—H

! vidati ! |
AL G NN S

=1, PR C—H
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In den beiden erwihnten Fillen miiBten sich dann Jodbin-
dung und Hydroxylzahl gegeniiberstehen, also antagonistischen Ver-
lauf zeigen.

I II I v v VI
Jodzahldifferenz: —94 —9,56 0,74 0,3 8,08 0,27
Hydroxylzahldifferenz : 3891 34,83 33,47 16,07 74.25 —14,73

Die Kurve (Fig. 6) stellt
den Verlauf beider GroBen
noch anschaulicher dar.

Wie man aus den Kurven
sieht, zeigt sich ein Antago- Yoy lzahidif
nismus beider Grofen und
damit eine Bestitigung der
erwahnten Annahmen.

Triolein

Leider geht daraus noch [
nicht die eindeutige Zuteilung :
der Rolle, welche die Hydr- N
oxylzahl im Fettabbau spielt, N
hervor, daB sie aber iiber- S‘é\'

haupt dabei mitwirkt, ist aus
diesen Untersuchungen klar
ersichtlich.

Als nichstes Untersu- Fig. 6
chungsobjekt wire das Vergleich von Hydroxyl- undJodzahl-Differenz

Tripalmitin

zu behandeln. Das Wachstum des Pilzes war in diesen Kulturen
nicht genau zu verfolgen, weil der Pilzkorper ganz in dem weillen,
undurchsichtigen Tripalmitinpulver verschwand. Nur die Sporen-
triager ragten als grau-griiner Belag dariiber hinaus; die Sporen-
entwicklung setzte etwas spiter ein als beim Triolein. Bei der Ver-
arbeitung der Kulturen lag das Tripalmitin als vollstindig von
Pilzhyphen um- und durchwachsener Kuchen vor.

Das Tripalmitin war daraus durch 24stiindige Soxnier-Ex-
traktion mit Petrolither nicht restlos zu entfernen, so daB die ge-
fundenen Daten des Fettverbrauches unzuverlissig sind. Von einem
Zerreiben des Pilzkuchens mit Sand wurde Abstand genommen, weil
diese Methode den Fehler einschlieBt, daBl Zellinhaltstoffe des Pilzes
mitgelost werden konnen, und weil die Ermittlung des Olverbrauches
kein so groBes Interesse fiir unsere Betrachtungen hat.

Beim Tripalmitin wurden fiinf Unterbrechungsstadien ange-
wandt in der Zeitdauer von 10, 24, 30. 40, 54 Tagen. Die gefundenen

Botanisches Archiv, Band 23 15



226 Kiissner

analytischen Daten sind in der folgenden Tabelle zusammengestelit
worden. Dabei ist die Reihenfolge der Zusammenstellung von dem
Grad der Zersetzung abhiingig gemacht worden. Diese Reihenfolge
entspricht nicht der nach der Wachstumsdauer gefundenen. Dax
mag an der nicht vollig gleichmidfiigen Verteilung des Tripalmitin-
pulvers auf der Ndhrlosung und an der Verteilung der Pilzsporen
beim Impfen liegen.

Untersuchungsergebnisse der Tripalmitinkulturen

I
' Wachstumsdauer des Pilzc
0 24 10 30 10 54 ' in Tagen SR
| Permanganatverbrauch der
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Der besseren Anschaulichkeit wegen ist noch eine graphische
Darstellung des Verlaufs der chemischen Konstanten beigegeben
worden (Fig. 7).

Aus der Betrachtung der Neutralisationszahl und der Esterzah}
crgibt sich. dall die Spaltung des Glyeerids in diesem Falle lange
atcht =0 weit geganven ist wie heim Triolein, obgleich das Pilz-
wachstum nach ein beinahe ebenso iippiges war

dem  Anschein

wice dort.
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Es soll nun die Neutralisationszahl und die Esterzahl nach
demselben Schema verglichen werden wie vorher beim Triolein.
d. h. man geht von der Annahme aus, daB3 die Spaltung des Tripal-
mitins auBerhalb der Pilzzelle nur bis zum Glycerin und zur Pal-
mitinsdure ginge. Dann kann man sich fiir den Fall, daB das
Glycerin des gespaltenen Esters nicht mitwirkt, die zu erwartende
Neutralisationszahl dadurch errechnen, dafl man aus der gefundenen
Esterzahl die Menge an unzersetztem Glycerid berechnet und aus der
ubrigbleibenden Menge des zersetzten Glycerids die KOH-Bindung

2
j b 1y, 7,
T~z 57

T LolersherZanl__ L.

P /{/oa'za/r/
7

zZakh/ /’\\ - g-7ahl
\f& ~ _ Ss/ Za"
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// \ -

Prozentgeialt an zersefzfem Glycefid ———=
g 170 780 475 8¢ ‘ 16,9

Fig. 7
Verlauf der chemischen Konstanten des Tripalmitins

in bezug auf Palmitinsdure. Man findet in diesem Falle dabei, daBd
die gefundene Neutralisationszahl unter der erwarteten liegt, d. h.
eine Subtraktion der errechneten Neutralisationszahl von der ge-
fundenen gibt stets negative Werte.

I I 111 v V
Errechnete Neatralisationszahl: 6G.72 9.5H 13,12 23.0 43.12
Gefundene Neutralisationszahl: 3.7 3.55 9.92 11,34 35,22
Differenz: 297 =640 —320 —11,66 —1,9

Auch fiir die Annahme, daBl das gesamte Glycerin des urspriing-
lichen Esters in teilweiser Bindung noch iin Ole vorhanden wiire,
li3t sich nur eine durchweg negative Neutralisationszahldifferenz
berechnen. Hierbei hat man — wic schon frither besprochen — nur
die jeweilige Esterzahl von der Verscifungszahl des Ausgangs-
m:iterials abzuziehen.

157
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I 11 111 v \%
1. Errechnete Neutralisationszahl: 6,10 8,90 12,50 2,10 43,0
2. Gefundene Neutralisationszahl: 3,75 3,50 9,92 1134 35,22
Differenz 2—1: —23 —53¢ —258 —1076 —R28

Das Sinken der Neutralisationszahl unter den erwarteten Wert
kann man sich eigentlich wieder nur so erkliaren, daB in diesem
Falle unverseifbare Korper in derartig groBen Mengen entstanden
sind, daB die gebildeten niederen Sauren bei weitem nicht ausreichen.
um die dadurch scheinbar heruntergedriickte Neutralisationszahl auf
das erwartete Mall zu erhéhen.

In Ubereinstimmung mit diesen Resultaten stellt SpiECKERMANN
bei seinen Versuchen mit Palmitinsaure ein Sinken der Verseifungs-
zahl fest. Folgende Zahlen sind seiner Arbeit ,.Die Zersetzung der
Fette durch Pilze' entnommen:

Palmitinsiure Verlust ENeutra.hsa,tlons- Verseifungszahl
| zahl
Versuch . . . . . . . . . 26,20/, 196,2 210,1
Kontrolle. . . . . . . . . — 213,7 216,8
Versuch . . . . . . . . . 16,59/, 206,6 219.8
Kontrolle « — 2198 2240

Diese Zahlen, wie auch die iibrigen, zeigen einen anderen Ver-
lauf als die des Trioleins, wenngleich sich diese Anderungen auch
nicht so sehr auf die Richtung des Verlaufs der analytischen Daten
beziehen, als auf seine AusmaBe. Dieser Unterschied muB durch
die Grundeigenschaften der beiden Untersuchungsobjékte bedingt
sein, denn die Pilzkulturen sind in beiden Féllen unter genau den
gleichen Bedingungen angesctzt worden, mit gleicher Niahrlosung
und demselben Pilz.

Der augenscheinlichste Unterschied der beiden Substanzen ist
der Aggregatzustand. Triolcin ebenso wie Olsidure ist bei gewshn-
licher Temperatur flissig, Tripalmitin schmilzt erst bei 63°, Pal-
mitinsdure bei 62,6°. Der starre Korper wird dem Pilz natiirlich
schwerer zugiinglich sein als der fliissige, schon aus physikalischen
Griinden. Eine weitere Erschwerung des Angriffs gegeniiber dem
Triolein liegt beim Tripalmitin im Fehlen der Doppelbindung vonr.
In diesem chemischen Unterschied wird vor allem der Grund fiir die
Abweichungen der chemischen Untersuchungsergebnisse von denen
des Trioleins zu suchen sein.

Beim Triolein war die Bruchstelle des Fettsiuremolekiils vor-
aushbestimmt durch die mittelstindige Doppelbindung. Hier ist ketno
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besondere Angriffsstelle im Molekiil vorgezeichnet und damit besteht
die Moglichkeit, daBl zu gleicher Zeit eine Anzahl von verschiedenen
Bruchstiicken auftreten, welche wiederum die mannigfaltigsten
Kombinationen ergeben koénnen. Vergleichsweise kann man
sagen, daB bei der Olsiure durch die feststehende Doppelbindung
ein Knick in dem Verlauf ihrer Aufspaltung entstanden ist, withrend
bei der gesiittigten Fettsdure dieser Verlauf stetiger ist, entsprechend
der einheitlicheren Struktur ihres Molekiils.

AuBer dem verhiltnismaBig gleichmiBigen Verlauf der
Analysenzahlen des Tripalmitins fiallt noch ihre, gegeniiber dem
Triolein, geringe GroBe auf. Dieses geringere Auftreten von inter-
medidren Spaltprodukten wird wohl auf die schwerere Angreifbar-
keit des Tripalmitins zurickzufiihren sein.

Dieselbe wird ein gesteigertes Nahrungsbediirfnis des Pilzes zur
Folge haben, und deshalb werden leichter zugingliche Zwischen-
produkte um so schneller aufgezehrt werden. Aus diesen Griinden ist
das Tripalmitin zum Studium der Physiologie des Fettabbaus nicht
s0 geeignet wie das Triolein, es zeigt aber doch auch die vorher fest-
gestellten, prinzipiell wichtigen Phasen: das Erscheinen der Jod-
zahl, der Hydroxylzahl und das mit der Verseifungszahl schwan-
kende Auftreten niederer Siuren.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Spieckrrmaxx
zeigt das an und fiir sich gegen Jod indifferente Tripalmitin nach
dem Verschimmeln ein Jodadditionsvermdgen. Bei SpiecKERMANN
heit es: ,,Die gesittigten Siuren zeigen nach dem Verschimmeln
hiufig ein geringes Jodadditionsvermogen, das um so groBer wird.
Je weiter die Sduren zersetzt sind.‘

Die Feststellung, daB das Jodbindungsvermdogen proportional
der Zersetzung zunimmt, konnte bei meinen Untersuchungen nicht
gzemacht werden, sie ist von Spimckermaxy auch sehr wenig durch
Analysendaten belegt worden.

Folgende Daten sind seiner Arbeit entnommen:

.lmiz:lhl

Verlust .
Versuch 1 Kontrolle
Laurinsaure e e e N8,7 16.6 07
Lagrinsaure . . . . . . . . . . 66,3 24 0.7
Myristicinsaure . H8,5 34 ‘ 0,2
Myristicinsdure . 775 28 ! 0.2
Palmitinsaure 1 30,2 1,3 0,3
Palmitinsdure . . . . . . . . . 16,9 1.3 0,3
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Die vorher in der Literaturbesprechung erwihnte Annahme
Seieckermanys, daBl die Jodzahl durch mitgeloste Pilzinhaltsstoffe
bedingt sei, kann nicht richtig sein, denn das pilzbewachsene Tripal-
mitin ist in diesem Falle auf einem Wege zuriickgewonnen worden.
der die Mitwirkung von jodbindenden Zellinhaltsstoffen ausschliefit.
Daher kann man aus der Jodzahl des verschimmelten Tripalmitins
folgern, dafl sie durch Zwischenprodukte des PPalmitinsiureabbaus
bedingt sei.

Das ist eine wichtige Feststellung und wertvolle Bestiatigung der
Auslegungen der Untersuchungen am Triolein, eine Stiitze fiir die
Annahme der Bildung von Doppelbindungen zum Zwecke der Mole-
kiilspaltung. Eine Gegeniiberstellung des Verlaufs der Jodzahl mit
dem anderer Daten ist aber als Beweis nicht zuverlissig genug, weil
ihre Schwankungen nur sehr gering sind, und oft innerhalb der
Fehlergrenzen liegen.

Die Hydroxylzahl zeigt sich hier wieder in ganz betriichtlichem
~ . . . ‘R
MaBe. Es soll bei ihrer Betrachtung dieselbe Uberlegung angestellt
werden wie vorher beim Triolein.

Wenn die Spaltung des Tripalmitins, des Triglycerides, nur
bis zum Monoglycerid gehen wiirde, wiirde dadurch eine Hydroxvyl-
zahl auftreten, die man nicht der Fettsiiure zuschreiben diirfte (die
eben durch die beiden freien OH-Gruppen des Monoglycerids be-
dingt wire). Diese groBtmaogliche, durch Glyzerin bedingte Hydr-
oxvlzahl ist aus dem Grad der Zersetzung des Tripalmitins berechnet
worden. Auf 3 Molekiile Palmitinsiare wirden 2 OH-Gruppen

‘

kommen. x = Prozentgehalt an Nichtester - :, KOH. Die durch

Subtraktion der so errechneten Hvdroxylzahl von der gefundenen
auftretende Differenzzahl entfillt unbedingt auf die Fettsiure.

1 11 11 v v
Gefundene Hydroxvlzahl: 36,7 35,94 35,27 283 53,95
Errechnete Hydroxylzahl: 143 151 4,00 S04 142
Differenz: 33.27 34,43 31,27 19.36 39,75

Die Differenzzahl zeigt im allgemeinen einen geringen Abfall.
Diese Tatsache steht im Einklang mit der beim Triolein gefundenen
und man konnte den beim Triolein angedeuteten Antagonismus von
Jodzahl und Hydroxylzahl., beim Vergleich des geringen Anstiegs
der Jodzahl mit dem geringen Abfall der Hydroxylzahl, fiir be-
kriftigt halten, doch sind die analvtischen Verhiltnisse hier nicht
deutlich genug, um ein klares Bild zu entwerfen. Beziiglich dex
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Auftretens niederer Sduren ist die PoLenxske- und die ReicuerT-
Meissu-Zahl zu betrachten. Beide Zahlen zeigen nur geringe
Schwankungen, die aber doch recht auftillig mit denen der Ver-
seifungszahl zusammenfallen.

I Il 1T AY A
Verseifungszahl: 205,65 202,15 200,34 197.2 200,72
1. Polenske-Zahl: 2.0 1.50 2,16 2,03 2,07
2. Reichert - Meissl-Zahl: 1,40 0,76 1,06 0,81 0,97
Summe von 1 und 2: 3.40 2,26 3,22 284 3,04

Beim Vorhandensein groflerer Mengen niederer Siduren liegt
auch die Verseifungszahl verhiltnisméaBig hoch, d. h. das mittlere
Molekulargewicht erniedrigt sich. In den Stadien, in welchen
weniger niedere Sduren vorhanden ist, ist das mittlere Molekular-
gewicht vermindert, d. h. wenn die niedrigen Sduren verbraucht
worden sind, bleiben die hohen iibrig.

Ebenso wie bei den Untersuchungen am Triolein, zeigt auch
hier die Reicnert-Mrissu-Zahl einen konformen Verlauf mit der
Permanganatzahl der Nihrlésung. Damit sind die Untersuchungs-
ergebnisse des Trioleins durch die Untersuchungen am Tripalmitin
im wesentlichen bestéatigt worden.

Sesam-Ol

Am SchluB dieser experimentellen Betrachtungen sollen noch
die iiber die Erndahrung von Penicillium glaucum mit einem natiir-
lichen vegetabilischen Ole stehen. Als solches wurde Sesamol ge-
withlt. Uber seine Eigenschaften berichtet Hacer (19) im ,,Hand-
buch der Pharmazeutischen Praxis“: ,Es ist gelb, geruchlos
und ist nicht trocknend, angenehm schmeckend, wird schwer
ranzig. ,Konstanten des Oles: Verscifungszahl 187—192. Jodzahl
102,7—111,7, Rercurrtsche Zahl 0,35. Bestandteile: Triglyceride
der Stearinsdure, Palmitinsiure, Olsiure und Leindlsiure.*

Beim Sesamdél sind 8 Unterbrechungsstadien angewandt
worden, die der Wachstumsdauer von 8, 10, 16, 24, 33, 40, 47 und
38 Tagen entsprechen. Die Untersuchungsergebnisse sind in einer
Tabelle zusammengestellt worden. in diesem Falle nach der Wachs-
tumsdauer geordnet.

Yon den chemischen Konstanten ist eine graphische Darstellung
ihres Verlaufes beigegeben (Fig. 8).

Bei diesem Untersuchungsobjekt werden sich natiirlich nicht
dieselben rechnerischen exakten Betrachtungen anstellen lassen,
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Untersuchungsergebnisse der Sesamdilkulturen
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Durch den Verlauf der Reicurrr-Meissi- und der Porexski-
Zahl konnte die Produktion niedriger Siuren in diesem Falle aber
nicht klar bestitigt werden. Aus dem pulsierenden Verlauf beider
GroBen kann man wohl ersehen, dafl niedere und mittelhohe Siuren
erzeugt und verbraucht werden. doch zeigt sich kein naher Zu-
sammenhang mit der Verseifungszahl. Wahrscheinlich ist das
Sesamol doch ein zu komplexer Korper, um diese PProdukte e¢in-
deutig hervortreten zu lassen.

Die Jodzahl zeigt Hebungen und Senkungen gegeniiber der
Ausgangsgrofe. Es gibt danach im Verlauf des Olabbaues Zeit-
punkte, in denen ein Teil der leichter angreifbaren, mit Doppel-
hindungen versehenen Siuren giinzlich abgebaut worden ist, so
daB infolgedessen die Jodzahl des Oles verhiiltnismiiBig niedrig
steht; andererseits gibt es Zeitpunkte, in welchen der Abbau der
Fettsiduren noch nicht so vollstiindig ist, in welchen die jodbindenden
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Zwischenprodukte iiberwiegen, so daBl ein relatives Steigen der
Jodzahl stattfindet.

Bei eciner Gegeniiberstellung von Jod- und Hydroxylzahl
kommt wieder der erwartete Antagonismus beider Zahlen zum
Ausdruck.

Jodzahl: 109,83 1157 1075 1101 1066 1080 1007 133
Hydroxvlzahl: 0 18.1 339 318 0.1 56.6 3 K2
Sesamoci N
WV
o

4 } } 1 }
T T T T T v

é;
=

Fig. 9
Jod- und Hydroxylzahl

Im allgemeinen stelit einem Anstieg der Hydroxylzahl em
Abfadl der Jodzahl gegentiber (Fig, 9).

Sesamaol

Permangaratzah/

Reichert-Meiss/-Zahl

Fig. 10
Vergleich von Permanganatzahl und REICHERT-MEISSL-Zahl
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Daraus konnte man wieder schliefen, daB die Hydroxylierung
an der Bildung jodbindender Korper beteiligt sei, und zwar wiirden
UH-Gruppen wahrscheinlich durch Doppelbindungen abgeldst
werden und umgekehrt.

Die Permanganatzahl der Nahrlosung zeigte auch hier einen
schr deutlich konformen Verlauf mit der Reicnerr-Merssu-Zahl,
womit die Annahme der Produktion von niederen, wasserloslichen
Kirpern im Abbau der Fettsiuren eine weitere Bestitigung ge-
funden hat. Das Diagramm Fig. 10 veranschaulicht diese Tatsache.

SchluBibetrachtung

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen gestatten folgende
Schliisse zu ziehen: Bei der Ernihrung von Penicillium glaucum
durch Fette zeigt es sich, daB bereits auBerhalb der Zellen ein weit-
zehender Fettabbau stattfindet.

Als Zwischenprodukte der Fettzehrung lassen sich jodbindende
Kirper, niedrigere Siuren, Hydroxylverbindungen, wasserlosliche,
reduzierende Korper und unverseifbare Anteile aullerhalb der
Zellen erkennen.

Es ist danach falsch, den Fettabbau durch Schimmelpilze als
einen rein intrazelluliren Vorgang aufzufassen. Es ist sogar anzu-
nehmen, daB ein Abbau der hoheren Glyceride zu bedeutend
niederen Produkten auBerhall des Pilzkorpers stattfinden muB, um
iberhaupt eine Nahrungsaufnahme moglich zu machen.

Der Einblick, den man durch diese Untersuchungen in den
Chemismus des Fettabbaus durch Penicillium glaucum gewinnt,
liebe sich in folgender Hypothese zusammenfassen, deren exakter
Beweis allerdings wohl nur auf chemisch-priiparativem Wege mig-
lich sein wird. Die gesiittigte Fettsiure wird zur Hydroxyl-
verbindung oxydiert, die Hydroxylgruppe reagiert mit einem
Wasserstoffatom  des  benachbarten  Kohlenstoffatoms  unter
Wasserausscheidung und Entstehung einer Doppelbindung, durch
weitere Oxydation entsteht {iber die Dioxvdverbindung ein Bruch
der Kohlenstoffkette unter Siurebildung:

R R R R R
! | ‘ |
(=H, c—H C—H cogn COOII
Oxvdation OH  — 1,0 ‘ Oxvdation l Oxvdation
»- > | Y H » - » » > | ®»
C—H, C. u C—H €~ on COOH
| I

| . |
R R R R R
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Ob die Oxydation durch den Luftsauerstoff bewerkstelligt wird.
oder durch Dehydrierung nach der Theorie von WieLaxnp, kann
hierbei natiirlich nicht entschieden werden.

Abstract

The results of the investigations permit to draw the following
conclusions: In the nutrition of Penicillium glawcum with fats, it
is shown, that a vast decomposition of fats takes place already
outside the cells.

Todine binding bodies, lower acids, hydroxyl-compounds.
watersoluble reducing bodies, and parts which are not saponifiable,
are discernible as between-products outside the cells.

It is wrong, therefore, to interpret the loss of fat by mold-fungi
as a merely intercellulare process.

It may even be assumed that a change of higher glycerides to
considerably lower products must have happened outside the body
of the fungus, to make an absorption of food possible at all.

The insight gained by these investigations into the chemismus
of the fat decomposition, may be summed up in the following hypo-
thesis, the accurate proof of which will be possible indeed only in
a chemical preparatory way: The saturated fatty acid becomes
oxydised to a hydroxylcompound, the hydroxyl group reacts with
a hydrogen-atom of the adjacent carbon-atom, eliminating water
and forming a double union; by further oxydation a breach of the
carbon chain arrises past the dioxy-compound and acid is being
developed.

Whether the oxvdation is caused by the oxygen of the air. or
by dehydration, according to the theory of WitrLaxn, is here not
possible to decide.
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