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Chemie der Pilze
I. Chemische Untersuchungen der Sporenmasse
des Pilzes Ustilago tragopogonis-pratensis (Pers.) Rouss.

Von Yngve Solberg

Einleitung

In Verbindung mit meinem Interesse am Studium der chemischen Komponenten der
Pilze habe ich eine weitere Untersuchung der Sporenmasse des Pilzes Ustilago tragopo-
gonis-pratensis angestellt. Der Pilz parasitiert in den Bliiten von Tragopogon pratensis
und bildet eine schwarze, staubige Sporenmasse, dhnlich wie Ru8 oder Rost.

Der Zweck dieser Untersuchungen war es, von Anfang an hauptsichlich den Gehalt an
freien und protein-gebundenen Aminosiuren, freien Monosacchariden und die quanti-
tative Zusammensetzung der Polysaccharidfraktion zu bestimmen. Spiter wurden die
Untersuchungen durch ein analytisches Studium der verschiedenen anorganischen
Komponenten erweitert.

Wihrend der Untersuchungen der nicht-proteinischen Fraktion wurden drei unbekann-
te, ninhydrin-positive Verbindungen entdeckt. In der Bemithung, diese Komponenten
zu identifizieren, wurden mehrere bekannte und natiirlich vorkommende, ninhydrin-
positive Substanzen mitchromatographiert und verglichen. In dem siulen-chromatogra-
phischen System hatten einige der Substanzen Eluierungsvolumina, die sehr nahe, aber
nicht identisch mit irgendeiner der unbekannten Verbindungen waren. Eine unbekannte
Zucker-Verbindung wurde auf den Papierchromatogrammen entdeckt.

Experimentelles

VorbereitungdesPilzmaterials. Die Pilze (98 g) wurden in den Monaten
Juni und Juli in Stid-Norwegen eingesammelt. Das Material wurde vollstindig von den
abgerissenen Pflanzenteilchen der Wirtspflanze befreit und sofort am Einsammlungsort
luftgetrocknet. Im Laboratorium wurde der Pilz weiter bei 40—50°C getrocknet und
durch ein Sieb mit einer Maschen6ffnung von 0,25 mm gesiebt.

Analysenmethoden. Bei den Bestimmungen der anorganischen Komponenten
habe ich empfindliche photometrische Verfahren benutzt. Die Bestimmungen von
Wasser, Asche und Stickstoff wurden, wie frilher beschrieben, ausgefihrt (Solberg,
1967). Der Stickstoff gab nach der Methode von D u m a s beinahe denselben Wert. Die
individuellen Zucker-Komponenten und Aminosiuren, die Hydrolyseverfahren von
Polysacchariden und Proteinen wurden nach Methoden von Solberg (1969, 1970
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a,b) festgelegt. Bei Hydrolyse von Polysacchariden wurden 15 N Ameisensiure und
verdiinnte Schwefelsdure angewandt. Die Resultate stimmten in allen Fillen iberein.

In dieser Studie wurden die Protein-Hydrolysate in 0,05 N Salzsidure aufgenommen und
nur mit Hilfe eines Ionenaustauschers (Dowex 2, C17) gereinigt. Die Sdulen-Chromato-
graphie der Aminosduren, mit Ausnahme von Tryptophan, habe ich mit einem
automatischen Aminosiure-Analysator (Beckman/Spinco Modell 120 B) ausgefiihrt. Die
Lage der einzelnen Aminosiuren auf den Analysator-Chromatogrammen wurde mit
Standardsubstanzen festgelegt.

Die Austauscher-Kolonnen in dem Analysator waren mit Beckman Harz PA-35 (fiir die
basischen Aminosduren) und PA-28 (fiir die neutralen und sauren Aminosiuren) gefiillt.
Die Durchflufgeschwindigkeiten der Citrat-Puffer (0,38 N — pH 5,28 und 0,2 N — pH
3,25/4,25) betrugen 40ml beziehungsweise 30 ml pro Stunde und die Temperatur
50°C fiir beide Systeme.

Die spektrophotometrische Methode, beschrieben von S olb e r g (1969), wurde fiir die
Bestinmmung von Tryptophan benutzt. Der Amid-Stickstoff ist identisch mit dem
Ammoniak-Stickstoff, der durch eine Hydrolyse in drei Stunden mit N-Salzsdure bei
100°C gebildet wurde.

Alle Bestimmungen wurden mindestens dreimal wiederholt und sind in den Tabellen als
Durchschnittszahlen zusammengestellt. Mit Riicksicht auf die Hydrolysen-Verluste sind
die Werte von den Aminosiduren Threonin und Serin in diesen Untersuchungen
korrigiert.

Ergebnisse und Diskussion

Der Wasserstoffgehalt ist in der Literatur selten angegeben. Ainsworth und
Sussman (1965) berichteten, da der durchschnittliche Wert bei Pilzzellen zwischen
6 und 8% liege, und Hilpert et al. (1937) teilte mit, da8 das Mycel von
Aspergillus niger einen Gehalt von 6,7 % Wasserstoff habe. Die obengenannten
Werte stimmen mit einem Wert von 7,2 % iiberein, wie ihn meine Untersuchungen
ergaben. Die Werte von Kohlenstoff, Stickstoff, Schwefel und Phosphor, die hier in der
Sporenmasse von Ustilago tragopogonis-pratensis gefunden wurden, scheinen eine
gemif derselben Literatur erwartete Groflenordnung zu haben.

Die Elemente Kalium, Magnesium, Eisen, Zink, Mangan, Kupfer und Molybdin
scheinen essentiell fiir alle Pilze zu sein (Ainsworth und Sussman, S.169).
Calcium ist wesentlich fiir einige Pilze, aber fiir andere nicht. Nur wenige vollstindige
Analysen in bezug auf Mineralstoffgehalt von Pilzzellen sind in der Literatur beschrie-
ben. Deshalb ist eine Folgerung aus den Ergebnissen in dieser Studie unmittelbar nicht
zu ziehen. Jedoch moéchte ich besonders auf den hohen Gehalt an Eisen aufmerksam
machen.

Die Ergebnisse der Bestimmungen von Asche, Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff,
Schwefel, Phosphor und einer Reihe von Metallen sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
Pilzsporen und Pilzmycelium haben gewohnlich einen groferen Gehalt an Kalium als an
anderen Metallen (Ainsworth u. Sussman 1965, S. 169). In der vorliegenden
Untersuchung mufl man indessen den sehr hohen Gehalt an Kalium im Verhiltnis zum
Natrium (33 zu 1) besonders beachten.
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UntersuchungderfreienZuckerund Aminosiuren. Der Nachweis
von freien Zuckern im Wasserauszug wurde mit Hilfe der Papier-Chromatographie
erbracht. Die niedrigmolekularen Kohlenhydrate Mannose und Glucose wurden in
kleiner Menge nachgewiesen. Zusitzlich zu diesen zwei Hexosen wurde ein unbekanntes
Oligosaccharid auf den Chromatogrammen mit untenstehendem R¢-Wert* beobachtet.

Glucose 1,00
Saccharose 0,38
Maltose 0,26
Unbekanntes

Oligosacch. 0,17
Raffinose 0,11

Das unbekannte Saccharid gab mit Anilin-Phthalat eine gelbbraune Farbreaktion und
war mit den Oligosacchariden Cellobiose, Melibiose oder Trehalose nicht identisch.

Die 27 bekannten Aminosduren und anderen ninhydrin-positiven Substanzen in dem
Auszug sind in Tabelle 2 in abnehmender Reihenfolge zusammengefafit. Die Werte der
Komponenten sind Resultate von wiederholten Bestimmungen. Die gefundenen Ergeb-
nisse sind mit gegenwirtiger Methode wahrscheinlich noch ungenau, weil moglicher-
weise ein Verlust unter den verschiedenen Stufen der Extraktion und Reinigung
stattfindet.

Glutaminsiure, Arginin und 4-Aminobuttersiure zeigen sich als vorherrschende Siuren
in dem Auszug der Sporenmasse. Der grofere Teil der Aminosiuren ist nur in kleiner
Menge vorhanden.

Drei unbekannte Komponenten, die nach der Aminosiure Leucin eluieren, wurden in
dieser Untersuchung gefunden. Diese Komponenten sind in der Figur als A, B und C
bezeichnet. Die Figur zeigt auch die Lage der Spitzen im Vergleich zu den anderen
Aminosduren im Extrakt und den zugesetzten Standard-Komponenten allo-Isoleucin
und 3(2-Thienyl)-alanin. Die Retentionszeit fiir die gréite der unbekannten Spitzen, B,
betrigt 415 Minuten und liegt zwischen Thienylalanin und Tyrosin. Das Verhaltnis der
Flichen unter der 440-nm- und 570-nm-Absorptions-Spitze ist 0,32 (Conkerton,
1968 und Solberg, 1969). Die Substanz B ist nicht identisch mit Glucosamin,
Homocystin oder 3,4-Dihydroxyphenylalanin und zeigt eine vollkommene Stabilitit bei
Erwirmen auf 110°C mit 6 N Salzsdure von 20 Stunden Dauer. Die Verbindung wurde
nicht in den Hydrolysaten von extrahiertem Material gefunden und daraus folgt, daf B
als eine freie Substanz in der Sporenmasse anwesend sein muf.

Chromatographische Bestimmung der Hydrolyse-Produkte.
Nach der Abtrennung der l6slichen Zucker und Aminosiuren wurde die getrocknete
Sporenmasse mit Ameisensiure, verdiinnter Schwefelsdure und 6 N Salzsiure hydro-
lysiert. Danach wurden die freigesetzten Monosaccharide und Aminosiuren auf chroma-
tographischem Wege quantitativ bestimmt. In der vorliegenden Arbeit wurden merkwir-
digerweise nur die Monosaccharide Glucose und M ann ose gefunden, und zwar in
folgender Menge:

Glucose = 6,6 g / 100 g Sporenmasse
Mannose = 16,7 g / 100 g Sporenmasse

* Papier: Whatman Nr. 4; Laufmittel: Athylacetat-Pyridin-Wasser (80 + 20 + 10)
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Im Gegensatz zu den Angaben von Nebel, ist die Summe der zwei Hexosen
iiberraschend niedrig. In keinem Fall wurden Fructose, Galactose oder Hexuronsiuren
entdeckt.

Nebel berichtete 1955 iiber die Zusammensetzung der Polysaccharide von 41
Basidiomyceten und Ascomyceten. Nur die Hexosen Glucose, Galactose und Mannose
wurden gefunden. In zwei Fillen fand er 11,8 % und 16,9 % Mannose, wihrend der
Gehalt der iibrigen Pilzhydrolysate in allen Fillen unter dem Wert von 5,5%
Mannose-Anhydrid lag.

Die Ergebnisse hinsichtlich der einzelnen Aminosduren in der Protein-Fraktion sind in
Tabelle 3 zusammengestellt. Ich mache auf den hohen Gehalt an Arginin, Lysin
und Glutaminsdure aufmerksam; Cysteinsiure und Methioninsulfon sind jedoch nur
in kleiner Menge vorhanden. Die Resultate in der Tabelle sind als Durchschnitts-
werte von mehreren Hydrolysaten und als Prozent Aminosiure-Stickstoff der totalen
Stickstoff-Menge des Pilzes ausgedriickt. Die Summe von diesem Aminosiure-Stickstoff
(Ammoniak, Glucosamin und das unlésliche Fragment, das bei der Hydrolyse gebildet
wird, hinzugefiigt) betrdgt mehr als 98 % des totalen Stickstoff-Wertes. Von grofiem
Interesse, aber nicht unerwartet, ist der iiberaus hohe Gehalt an Stickstoff bei dem
nichthydrolysierten Rest, der durchschnittlich 29,5 % betrug. Wie Altschul 1958
berichtete, liegt ungefihr 80 % des Gesamtstickstoffes der Hefe als Protein vor. In der
vorliegenden Arbeit iber Ustilago tragopogonis-pratensis betrigt der Protein-Stickstoff
etwa 66 %. An der grolen Menge des Ammoniaks (7,28 %), die wihrend der Hydrolyse
entsteht, ist die Desaminierung der Siureamide Glutamin und Asparagin, die Zersetzung
der Hexosamine und der Zerfall von Threonin und Serin schuld. Der Amid-Stickstoff-
Gehalt betrug durchschnittlich 4,70 % des Gesamtstickstoffes. Im Vergleich ist der
Amid-Wert auffallend hoch.

Die Geriistsubstanz der Pilze, das Chitin, ist eine sehr stickstoffreiche und wichtige
Verbindung und als ein Derivat der Cellulose zu betrachten. Glucosamin ist das
2-Amino-2-desoxy-Derivat der Glucose und wird bei der Hydrolyse des Chitins gebildet.
Die Verbindung wurde in den Hydrolysaten des hier untersuchten Pilzes gefunden, der
Wert ist jedoch sehr klein (0,23 %).

Ein Teil der Sporenmasse wurde wihrend 48 Stunden mit einem grofen Uberschuff an
6 N Salzsdure hydrolysiert, weitere 24 Stunden mit 3 N NaOH und endlich mit
konzentrierter Salzsiure behandelt. Das zuriickgebliebene Material wurde mit viel
Wasser, Athanol und Aceton gewaschen. Vor der Elementaranalyse wurde das unhydro-
lysierte Material mehrere Stunden bei ca. 80°C getrocknet. Die Asche von diesem
sdure- und alkalibestindigen Riickstand betrug 2,4 %. Die chemische Zusammensetzung,
im Vergleich mit Chitin, ist in Tabelle 4 dargestellt. Es zeigt sich, daf} dieser Bruch kein
reines Chitin, sondem eine komplexe Mischung von schwer hydrolysierbaren Stickstoff-
Verbindungen der Sporenmasse sein mufl. Altschul berichtete auch, dal ein Teil
des Stickstoffes in Purinen, Pyrimidinen, Cholin und anderen nichtproteindsen Kompo-
nenten vorhanden sei.
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Tabelle 1. Die chemische Zusammensetzung der Sporenmasse von Ustilago tragopo-
gonis-pratensis aus Siid-Norwegen. Die Werte sind auf getrocknetes Material
bezogen.

Asche 4,15 j
Kohlenstoff 50,80
Wasserstoff 7,20
Stickstoff 3,68
Phosphor 0,33
Schwefel 0,21
} g per 100 g Sporenmasse
Kalium 0,66
Natrium 0,02
Calcium 0,21
Magnesium 0,10 J
Eisen 111,0 )
Zink 37,3
Mangan 18,2
Il\(dlcl)rl);;rdﬁn 13’; > mg per 1000 g Sporenmasse
Kobalt 4,0
Bor < 5
Selen <10 ~
Tabelle 2. Der Gehalt an freien Aminosiuren, Cystathionin, Athanolamin und

Methionin-Sulfoxid in Ustilago tragopogonis-pratensis. Die Werte sind als

mg Aminosduren pro
m asse ausgedriickt.

100 g getrocknete Sporen-

Glutaminsiure
Arginin
4-Aminobuttersiure
Asparagin

Glutamin

Alanin
Asparaginsdure
Lysin
Threonin

Ornithin, Glycin
Valin, Cystathionin

Histidin, Tyrosin,
3-Amino-isobuttersiure,
Isoleucin, Leucin

Phenylalanin, 3-Alanin,
Sarcosin, Serin, Prolin,
Methionin, Cysteinsdure,
Methioninsulfoxyd,
Athanolamin

N — e N e~

239
185
180

126
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Tabelle 3. Der Anteil der einzelnen Aminosduren an der Protein-Fraktion der Sporen-
masse von Ustilago tragopogonis-pratensis. Die Werte sind als Prozent
Aminosdure-Stickstoff auf die totale Stickstoff-Menge des Pilzes ausge-

driickt.

Lysin 5,89
Histidin 2,88
Arginin 9,96
Asparaginsidure 4,41
Threonin 2,72
Serin 3,75
Glutaminsédure 5,40
Prolin 2,42
Glycin 4,45
Alanin 4,88
Valin 3,06
Methionin 0,71
Isoleucin 2,49
Leucin 3,93
Tyrosin 1,21
Phenylalanin 1,62
Cysteinsiure 0,78
Tryptophan 1,14
Amide 4,70

Die totale Menge des

Aminosdure-Stickstoffes 66,40
Glucosamin 0,23
Ammoniak 2,28%*
Stickstoff-Rest 29,54
Der Gesamtwert 98,45

Z

* Die Summe des Ammoniums des Pilzes und des Ammoniaks, das wihrend der
Hydrolyse durch die Zersetzung der Hexosamine gebildet wird.

Tabelle 4. Die Elemantaranalyse des unhydrolysierten Materials der Sporenmasse, im
Vergleich mit gereinigtem Chitin.

Chitin (CgH3NOs),
C 64,6 473
H 4.0 6,4
"N 5,7 6,9
0 24,1 39,4
S 0,4 =

Total 98,8 100,0
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