Die Wuchsstoffe bei Qospora lactis (Fres.) Sacec.?)
Von Karl Wilhelm Kuchar (Wienj.
1. Einleitung.

Die wechselseitigen Beziehungen der Organismen koénnen so-
wohl durch Umweltsfaktoren wie auch durch die gegenseitige Beein-
flussung der in einer Bioconose lebenden Organismen bestimmt
werden. Bei den Flechten, auf die sich das Wort Symbiose zunéchst
allein bezog, wird vielfach das Wachstum der Pilze offenbar durch
die Algen iiberhaupt erst ermdoglicht. Hier sind die Beziehungen
vor allem erndhrungsphysiologischer Natur. Die Alge liefert organi-
sche Stoffe, die dem Pilz zugute kommen. Uber den Nutzen, den die
Algen bei diesem Zusammenleben ziehen, herrscht bis jetzt noch
nicht vollstindige Klarheit.

Denkt man sich nun den Fall, dass zwei Organismen zeitlich
getrennt voneinander leben, wobei der erstere die Existenzbedingun-
gen fiir den zweiten erst schafft oder zumindest ertraglicher ge-
staltet, so haben wir den Fall einer typischen Metabiose vor uns.

Coenobiose und Metabiose sind ungemein stark in der Natur ver-
breitet und wir treffen sie iiberall dort, wo Organismen verschiedener
systematischer Stellung beisammen leben. Man fand, dass auch die
Individuen einer Spezies sich oft weitgehend gegenseitig beeinflus-
sen konnen. Allerdings muss keineswegs immer eine Wirkung eines
Lebewesens auf ein anderes ausgehen.

Besonders fliisssige Medien, als Biotope aufgefasst, bieten
fiir das Studium der Wechselbeziehungen der Organismen sehr
priagnantes Material, denn hier konnen die Stoffwechselprodukte, die
nach aussen von den Organismen ausgeschieden werden, direkt auf
benachbarte Organismen einwirken.

‘Wird etwa Milch nich sterilisiert, so stellt sich alsbald eine Reihe
von Organismen ein. Wenn man beachtet, dass die Milch aus Lac-
tose, Kasein und Fett in fast gleichen Teilen neben wenig Salzen
und etwa 90% Wasser zusammengesetzt ist, so erhellt, dass dieses

1) Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Alexander
Janke, mochte ich an dieser Stelle meinen herzlichsten und ergebensten
Dank aussprechen fir die Anregung zu vorliegender Arbeit, welche
wihrend meiner Assistentenzeit an der Lehrkanzel fiir Biochemische
Technologie der Technischen Hochschule Wien ausgefiihrt wurde.
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Milieu einen durchaus zusagenden Nédhrboden fiir verschiedene
Bakterien und Piize darstellt. Und so gestaltet sich das Leben in der
Milch zu einem iibergeordneten Gefiige, in welchem die Organismen
zueinander in bestimmten Wechselbeziehungen stehen. So kann auch
die Mileh als ein durch bestimmte Lebensvereine charakterisierter
Biotop, als echte Bioconose mit ihrer Mikroorganismengesellschaft
bezeichnet werden. Kennen wir doch eine Reihe von Mikroorganis-
men, die als Milchbewohner geradezu charakterisiert worden sind.
Auch die chemischen Umwandlungsprozesse, denen die Milch durch
die Einwirkung der milchbewohnenden Organismen unterworfen
wird, sind an und fiir sich und in ihrem Verlauf charakteristisch.
Beim Erhalten des bioconotischen Gleichgewichts treten wohl die
erndhrungsphysiologischen Faktoren stark in den Vordergrund.
Nicht nur die Stoffwechselprodukte schlechthin, die in die Milch ge-
langen, sind von Bedeutung, auch den Wuchsstoffen kommt
eine wichtige Rolle bei den Korrelationsverhéltnissen zu. Ist es doch
eine erwiesene Tatsache, dass manche Mikroorganismen gewisse
‘Wuchsstoffe fiir ihr normales Gedeihen unbedingt bendtigen, ja ohne
sie tiberhaupt nicht vegetieren koénnen, wobei sie oft nicht in der
Lage sind, diese Stoffe selbst zu produzieren.

2. Oospora lactis — Vorkommen, systematische Stellung,
Physiologie.

Ein auf Milch haufig vorkommender Organismus, der auch die-
sem Umstand seinen Speziesnamen verdankt, ist Oospora lactis.
Dieser Pilz scheint die anderen milchbewohnenden Organismen stark
zu beeinflussen. Ziel dieser Arbeit ist es, die wichtigsten Wuchsstoffe,
die Oospora zu synthetisieren vermag, zu ermitteln. Wo es moglich war,
wurde die absolute Wuchsstoffmenge eruiert. Da vor allem die
an das Substrat abgegebenen Wuchsstoffe fiir das Zusammenleben
mit anderen Protophyten von Bedeutung sind, wurden die Wuchs-
stoffe auch in den Néahrlosungen, auf denen Oospora lactis kultiviert
wurde, bestimmt.

Die Bedeutung von Oospora lactis fiir andere Milchorganismen
hat u. a. Schnell (1912) untersucht. Schnell stellte diesbeziig-
liche Versuche an, indem er einige Vertreter der in Milch vorkom-
menden Mikroorganismen symbiotisch mit Oospora in Mileh kul-
tivierte. Verwendet wurden ausser Oospora, Bact. cyaneofluoresecens,
Bact. syncyaneum, Bact. iactis viscosi, Coccus lactis wviscosi, Bact.
linens und Rosa-Milchhefe. Diese Mikroben wurden einzeln mit
Oospora in Milch geziichtet. Nach Schnell wird demnach das
Wachstum des Bacl. cyaneofluorescens durch die vorbereitende Tiétig-
keit von Oospora lactis deutlich begiinstigt. — Streptococcus lactis
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vermag in Symbiose mit Oospora viel linger lebensféhig zu bleiben.
Den von Linneboe und Hastings (1935/36) angestellten Ver-
suchen diente ein hufeisenférmiges Rohr, das mit einer mit Strepto-
coccus lactis geimpften Milch beschickt wurde. Ein Schenkel des
Rohres wurde ausserdem mit Oospora lactis geimpft. Dieser Arm
enthielt viel langer fortlebende Sireptococcus-Keime, als der mit
Oospora nicht geimpfte. Auch die Séurebildung und -zehrung diirfte
fiir die Symbiose und Metabiose von grosser Wichtigkeit sein. Nach
Ritter (1931) ist eine Steigerung des loslichen Stickstoffs bei Zu-
sammenwirkung mit Penicillium Camemberti bemerkbar. Auch fand
dieser Autor, dass durch das Sdurezehrvermogen seitens Oospora fiir
Bact. linens guinstige Wachstumsbedingungen geschaffen werden.

Aber es kann auch der Fall eintreten, wo Bakterien die Milch
fiir Qospora bekommlicher machen. Ritter stellt eine Férderung
des Oidiumstoffwechsels bei Gegenwart von Milchsdurebakterien
fest. Dagegen wird Garung und Wachstum der Hefe durch Qospora
lactis stark gehemmt.

Die systematische Stellung von Oospora lactis ist nicht ge-
klart, da die Hauptfruchtform bisher noch nicht aufgefunden wurde.
Daher findet sich Oospora im kiinstlichen System der Fungi imper-
fecti in der Formreihe der Hyphomyceles. Die Hyphomyceten zer-
fallen in vier Familien, von denen die der Mucedinaeceen, zu wel-
chen auch Qospora lactis gehort, dadurch gekennzeichnet ist, dass
die hierher gehérenden Organismen ein farbloses oder, wenn geférbt,
dann nicht dunkles Mycel haben; die Konidientrdger sind einfach;
ausserdem zeigen Vertreter dieser Familie Oidienbildung. Die Oidien-
bildung geht so vor sich, dass das Mycel meist ruckartig in eine
Reihe von ovalen, oder manchmal auch runden, bzw. mehr oder
weniger eckige Teilstiicke zerfdllt, die dann oft zickzackartig an-
einander hingen. Diese Teilstiicke werden Oidien genannt. Sie kon-
nen gleich wieder auskeimen und neue Individuen bilden.

Oospora lactis gelangt auf verschiedenen in der Mikrobiologie
iiblichen Néhrbdden zu guter Entwicklung. Der Milchzucker und
die Stickstoffverbindungen in der Milch sind besonders geeignete
Néhrsubstanzen.

Auf Wirrzegelatine wichst der Pilz nur an der Oberflache, um
erst spiter in die Gelatine einzudringen. Auf fliissigen Néhrbdden,
wie sie z. B. in dieser Arbeit zur Anwendung kommen, bildet Oospora
lactis eine zusammenhdngende Decke, die mehr oder weniger feucht,
glatt, gefaltet, gewellt u. a. m. sein kann.

Gewohnlich wird Oospora auf 2 igem Wiirzeagar bei einer
Durchschnittstemperatur von 25° C geziichtet. Im Verlauf der Kultur
von QOospora macht sich ein Umschlagen der Reaktion der N&hr-
losung bemerkbar, was mit dem Sdurebildungsvermogen und Saure-
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verbrauch zusammenhdngt. So wird die Ndhrlésung durch Qospora
zunidchst stark gesduert, um spiter ins Alkalische umzuschlagen.
Die produzierte Sdure wird also offenbar, wie Rullmann (1907)
zuerst gefunden hat, spater wieder aufgezehrt. Die Sdureproduktion
und die darauffolgende S#urezehrung verfolgte Schnell titri-
metrisch und fand, dass nach 12-tigigem Wachstum die Sdure stark
zunimmt, um nach 27 Tagen abzunehmen. Nach 72 Tagen ist die
Mileh alkalisch.

Die Eiweisstoffe vermag Oospora laclis bis zu den Amino-
sduren und sogar bis zum Ammoniak abzubauen. Auch vermag
Oospora die Zellwinde lebender Pflanzen (Kartoffelknolle etc.) zu
durchbrechen. Ienneberg (1904) zufolge wird abgepresste Hefe
unter Auflésung der Zellmembranen durch Oospora lactis getotet
und die Eiweisstoffe der Hefe werden bis zu Ammoniak abgebaut.

Das Fetlbildungsvermdgen ist, wie Geffers (1937/38) zeigte,
bei verschiedenen vom Autor untersuchten Oospora-Stimmen in
sehr weiten Grenzen schwankend. So fand Geffers bei einigen
Stammen eine Fettproduktion, die bis zu 50% des Trockengewichtes
betrug, bei anderen dagegen nur 15%. Auch hinsichtlich des Fett-
spaltungsvermégens, der Fahigkeit, das Milcheiweiss abzubauen und
der Assimilation von Lactose ergeben sich bei verschiedenen Oospora-
Stammen wesentliche Unterschiede. Wahrend bei den fettreichen
Stimmen die Fettspaltung eine geringe ist, das Milcheiweiss kriftig
abgebaut und die Lactose assimiliert wird, weisen die fettarmen
Staimme ein gegensétzliches Verhalten auf. Diese Vorginge sind an
die Anwesenheit von Enzymen gebunden, die auch von Oospora ge-
bildet werden. So lassen sich eiweissabbauende und fettspaltende
Enzyme nachweisen. Ebenso wird Wasserstoffsuperoxyd zersetzt,
was auf Katalase hindeutet. Auch Zymase wird in kleinen Mengen
gebildet.

3. Die in dieser Arbeit behandelten Wuchsstoffe.

Die bei Oospora behandelten Wuchsstoffe sollen kurz skizziert
werden.

Unter Wuchsstoffen versteht man bekanntlich Stoffe, die in
kleinsten Mengen schon, Zellteilung, Streckung und Dehnung der
Zellwande hervorrufen. Als Néhrstoffe kommen sie wegen ihrer
geringen Menge nicht in Betracht. Zunéchst wollen wir uns den als
Hefewuchsstoffen bekannten zuwenden. Es hat sich gezeigt, dass
Hefe, in kleiner Menge in synthetische Néhrlosung gebracht, nicht
zu wachsen vermag. Wird sie aber in grosserer Menge verimpft, so
verlauft das Wachstum normal. Aus diesen® Versuchen erkannte
E. Wildiers (1901), dass mit der grisseren Hefemenge in die
synthetische Néhrlosung ein Stoff eingefiihrt wurde, der das Wachs-
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tum des Hefepilzes ermdglicht, und nannte diesen Wirkstoff Bios.
Der thermostabile Stoff erwies sich als nicht einheitlich und es ge-
lang die Zerlegung. Zunédchst wurden zwei Fraktiionen, Bios 1 und
Bios II, gewonnen. Bios 1 wurde mit meso-Inosit identifiziert. Wei-
tere Forschungen ergaben, dass auch Bios II kein einheitlicher Stoff
ist. So konnte Lash Miller (1932) durch Behandeln mit Tier-
kohle Bios II in zwei Fraktionen zerlegen, von denen die eine,
Bios I1 B, adsorbiert wird; die nicht adsorbierte Fraktion ist Bios 11 A.
Bios II B (Vitamin H, Coenzym R, Hautfaktor) wurde von Kogl
(1936) aus getrocknetem chinesischem Enteneigelb kristallisiert er-
halten und Biotin genannt. Diese Fraktion stellt einen der wirk-
samsten Stoffe dar, und ldsst sich noch in einer Verdiinnung von
1 : 400 000 000 000 physiologisch nachweisen. Biotin hat nach Ko gl
folgende Struktur
NH — CH — COOH

s
o B o
NH — CH — CH — CH — CH;

Biossubstanzen sind im Pflanzenreich sehr verbreitet, obwohl
sie nicht gleichméssig in allen Organen verteilt sind. Wir finden
Biotin besonders reichlich im Kambium, was ja durchaus verstand-
lich erscheint. Weiter sind Scutellum und Endosperm mancher
Pflanzen biosreich. Gewisse Pilze haben die Fahigkeit verloren,
Bios selbst zu bilden, und sind auf die Zufuhr von aussen angewie-
sen, ein Umstand, der die Bedeutung dieser Stoffe viel leichter er-
kennen liess. Ferner bediirfen seiner, ausser Lactoflavin, zum
Wachstum und Farbsloffbildung Milchsdurebakterien, Propion-
sdurebakterien und Tetrakokken., Wie die von Nielsen und
Johansen (1941) durchgefiithrten Untersuchungen zur Klarung
der Stickstoffassimilalion durch verschiedene B. radicicola-Stamme
zeigen, werden auch diese Organismen durch Biotin wesentlich ge-
fodert. Schon die Konzentration von 1/3. 10 zeigt eine deutliche Wir-
kung, 1/30.10° wirkt optimal und hohere Gaben hemmen bereits das
Wachstum. — Die wichtigsten Eigenschaften des Biotins sind seine
Wasserloslichkeit, Hilzebestindigkeit, sowie Alkali- und Séurefestig-
keit, schliesslich Adsorbierbarkeit an Kohle sowie Féllbarkeit mit
Phosphor-Wolframsiaure. Mit Presshefe lasst sich Biotin aus Wiirze
ausschiitteln. Die physiologisch interessanle Tatsache, dass Biotin-
methylester auf Hefe ebenso wirkt wie Biotin, diirfle nach Ko gl
auf die leichte enzymatische Verseifung des Esters zuriickzufiihren
sein. Weiter- soll noch erwdhnt werden, dass die Wirkung des
Biotins durch Eiweisstoffe aufgehoben werden kann. Die alkoholi-
sche Garung wird durch Biotin nicht beeinflusst.
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Von grossem Interesse ist ferner das §-Alanin, dem offen-
bar im Zellstoffwechsel eine grosse Bedeutung zukommt. Die Hydro-
lyse des Carnosins (B-Alanyl-histidins) und auch des Anserins
(p-Alanyl-methylhistidins) liefert g-Alanin. Dieses kann auch in
Nahrlosungen fiir Corynabacterium diphieriae durch 1-Carnosin er-
setzt werden, indem letzteres wahrscheinlich enzymatisch gespalten
wird. Durch Decarboxylierung der Asparaginsidure entsteht ebenfalls
p-Alanin und moglicherweise ist das Asparaginyl-histidin die Vor-
stufe des g-Alanyl-histidins. Auch das Serin (g-Amino-g-oxypropion-
sdure) ist ein p-Alaninderivat und desgleichen ist diese Aminosiure
Baustein der weitverbreiteten und als Wuchsstoff bedeutsamen Pan-
tothenséure

CH,

I
HO.CH,.C.CH .OH.CO— NH.CH,.CH,.COOH

bn,

(0, y-Dioxy-g, g-dimethylbutyryl-g-alanin).

Dass p-Alanin vielfach die Rolle eines Spurenbaustoffes oder
Wouchsstoffes, nicht eines Baustoffes spielt, geht schon daraus her-
vor, dass es bereits in Konzentrationen von 1/14.10¢ auf manche
Hefen maximale Wirkung entfaltet (Nielsen und Hartelius
1938), ferner auch deshalb, weil g-Aminosduren von Mikroorganis-
men, mit wenigen Ausnahmen, als Stickstoffquelle kaum oder iiber-
haupt nicht in Betracht kommen (vgl. jedoch Nielsen 1940). —
p-Alanin ist wesensgleich mit Bios IIA nach Miller (Bios III
nach K6 gl), jener Fraktion, die von Kohle nicht adsorbiert wird.
Auf obergdrige Hefe (Saccharomyces cerevisiac) entfaltet g-Alanin
nur dann seine Wirksamkeit, wenn Asparagin oder Asparaginsiure
zugegen ist, mit welchen Stoffen es offenbar eine anhydrische Bin-
dung eingeht. Ohne diese Stoffe ist Hemmung oder Giftwirkung zu
beobachten. Allerdings muss die freie Aminosdure geboten werden.
p-Alanyl-glycin ist unwirksam. Ferner sind Biotin und Aneurin als
Co-Wuchsstoffe notwendig (Nielsen und Hartelius 1939). —
Bei Nematospora gossypii zeigt p-Alanin ebenfalls einen deutlichen
Wachstumseffekt, wirkt hingegen auf Aspergillus niger hemmend.
Wie Nielsen und Hartelius (1941) zeigten, kann das
p-Alanin ebenso wie das Biotin mit Presshefe aus Wiirze ausge-
schiittelt werden,

Ein weiterer wachstumsfordernder Faktor ist der Aspergil-
lusfaktor B, aus der Gruppe der B-Wuchssloffe nach Niel-
sen. Diese Phytoergone unterscheiden sich von den Streckungs-
wuchsstoffen der Gruppe A vor allem durch die Atherunldslichkeit
und durch die Wachstumsférderung von Aspergillus und anderer
Pilze. B, kommt meist mit der Biosgruppe (B,) gemeinsam vor und
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kann von dieser durch Ausschiitteln der letzteren mit Hefe getrennt
werden.

Ferner sei die wasserlosliche, aus Getreidekeimlingen und Hefe
gewonnene und auf Mucorineen spezifisch wirkende W uch s-
stoffgruppe M nach Schopfer erwdahnt. Auch diese Gruppe
zerfallt in zwei weitere Faktoren, von denen der eine auf Rhizopus
wirksam ist und die Bezeichnung MR trigt. Der andere M-Fakior,
MP genannt, wirkt auf Phycomyces Blakesleeanus (+).

Auch Vitamine des B-Komplexes sind als Mikrobenwuchsstoftfe
bedeutsam. An erster Stelle sei das Thiamin (Vitamin B,, Aneu-
rin) genannt. Es kann von vielen Organismen selbst synthetisiert
werden; diese nennt man dann auxautotroph und stellt sie den
auxheterotrophen gegeniiber, die ausschliesslich auf den Vitamin-
gehalt des Nahrsubstrates angewiesen sind. — Das Thiaminmolekiil
baut sich aus 2 - Methyl - 5 - aminomethyl - 6 - amino - pyrimidin und
4-Methyl-5-(g-oxyéthyl-)-thiazol auf.

N= (IJ .NH,. HCICl
|

N —CH CH C.CH,.CH,0H
N

S

Nun hat sich erwiesen, dass manche Pilze, wie Phycomyces
nitens, Ph. Blakesleeanus, Torula Laurentii, Ustilago violacea und
auch Staphylococcus aureus wohl beide Komponenten zum Wachs-
tum brauchen, diese aber nicht zum Molekiil verbunden sein miis-
sen. Andere Pilze, wie Mucor Ramannianus kénnen eine Kompo-
nente selbst synthetisieren, in diesem Falle das Pyrimidin, sind also
nur auf die Zufuhr des anderen Teiles angewiesen. Im angefiihrten
Beispiel muss also die freie Thiazolbase, das 4-Methyl-5-(p-oxyéthyl-)
thiazol geboten werden. Auch der umgekehrte Fall ist bekannt, wo
Pyrimidin der N&hrlosung zugesetzt werden muss, so bei Phy-
tophthora fagopyri, Pythium Butleri, Sphaerulina trifolii, u. a. —
Es gibt auch Pflanzen, die sich mit den Komponenten nicht begnii-
gen und das intakte Molekiil benétigen, wie das zum Beispiel bei
Phytophthora cinnamonni, Ustilago scabiosae (Schopfer, W. H.
und Blumer, S. 1938) der Fall ist. Die physiologische Bedeutung
des Vitamins soll vor allem in der Hebung der Stickstoffassimilation
liegen. Dieser Vorgang ist seinerseits mit der Atmung in der Weise
verkniipft, dass die durch das Vitamin bewirkte erleichterte Sauer-
stoffiibertragung zur Intensivierung der Atmung fiihrt, was in wei-
terer Folge die Resorption des Nitratstickstoffes positiv beeinflusst
(Biinning 1934). Diese Vorgdnge fithren uns unmittelbar zum
Zuckerabbau und damit scheint das Thiamin vor allem in den Kohle-
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hydratstoffwechsel der Mikroorganismen einzugreifen. In diesem
Zusammenhang sei kurz erwéhnt, dass das Vilamin B, mit Pyro-
phosphorsidure verestert, die Aneurinpyrophosphorsaure, als Cocar-
boxylase bei der Spaltung der Brenztraubensiure in Azetaldehyd
und Kohlensdure durch Hefe wirkt.

Als Wuchsstoff spielt das Aneurin eine hervorragende Rolle.
Aber auch als Co-Wuchsstoff kann es von Bedeutung sein. So hat
Kogl (1937) gezeigt, dass das Thiamin allein auf Nematospora
gossypit unwirksam ist, aber die Wirkung von Biotin und Meso-
inosit erhoht. Ferner bendétigt Lophodermium das Thiamin zum
‘Wachstum, allerdings muss auch Biotin zugegen sein.

Schliesslich sei erwédhnt, dass die Heferasse M kaum eine For-
derung erféhrt und Apergillus niger schon durch 0,1 y pro 20 ccm
gehemmt wird (Janke A. und F. Sorgo 1939).

Das Lactoflavin (Vitamin B,, Riboflavin) foérdert bei Asper-
gillus niger das Wachstum, ebenso die Aufnahme von Nitraten an
Stelle von Ammoniumstickstoff. Auch die stibchenférmigen Milch-
séurebakterien (Lactobacillus casei) bendtigen diesen Farbstoff. In
Verbindung mit Phosphorsaure bildet das Lactoflavin die prostheti-
sche Gruppe des gelben Atmungsfermerntes, welches als wasserstoff-
aktivierendes Enzym fiir fakultative Anaerobier wichtig ist. In die-
sem Zusammenhang ist die Bedeutung des Lactoflavins fiir die Stoff-
wechselfunktionen des Eisens erwdhnenswert.

Weiters greift das Vitamin gemeinsam mit anderen Enzymen in
den Eiweiss- und Kohlehydratabbau ein.

Das gelbe, griin fluoreszierende, lichtempfindliche Vitamin ist
in der Milch entdeckt worden und verdankt seinen Namen einer
Gruppe von Farbstoffen, den Flavinen. Dem Lactoflavin kommt fol-
gende Struktur zu:

CH,0H

|
HO . G H

I
HO.C.H

HO. (‘J .H
o,

|
G
N
N\ N\ °

3 I

0

(6, 7-Dimethyl-isoalloxazin-ribose).

416



Die ebenfalls zur Gruppe der B-Vitamine gehdérende Nicotin-
sdure (P.P.-Faktor) wurde zuerst aus Leber isoliert und erwies
sich wirksam auf das Wachstum der Diphtheriebakterien. Sie ist
eine kristallisierende, farblose, in Wasser losliche Substanz und stellt
eine Pyridin-3-karbonséure dar. Als Bestandteil der Co-Dehydrasen
(v. Euler, Myrbaéack u. Mitarbeiter 1930, 1931, Warburg und
Christian 1935, 1936), wirkt sie im Kohlehydratstoffwechsel mit,
indem sie die Wasserstoffiitbertragung an einen Zwischenakzeptor
vermittelt. Physiologisch von Bedeutung ist, dass das Nicotylamid
und die Nicotinsdure durch Tetra- und Hexahydronicotinsdure er-
setzt werden kann. Nicotylglycin wirkt auf Staphylococcus aureus
ebenso wie Nicotinsdure. Wie K 6 g1 (1937) zeigte, wird die Wachs-
tumsforderung der Nicotinsdure durch Thiamin und Biotin verstéirkdt.

4. Arbeitsgang.

Um den Wuchsstoffgehalt bei drei Stimmen von QOospora lactis
zu bestimmen, werden sie zunéchst auf genau definierter syntheti-
scher Néahrlosung gezogen. Alle drei Stimme werden in je 20 Roux-
kolben geziichtet. Die Naéhrlosungsmenge betrigt fiir jede Flasche
50 ccm. Fiir Oospora lactis B hat die Nahrlosung folgende Zusam-
mensetzung:

NHHPO; . . .. o % miAe. ", o0 189t g
(NH,) HPO 5t e s 5 6 e M8RaT i3 tlavy JEdR e g
KHPOQ; | wrizses. o o owiw e M0k o1l T 2427 g
FeCl,.6H,0 . . . . . . m,6a536 .. . . 000414 g
Mg80,.7HO . . . . . . mj256 . . . . . 096 g
Glucose . . . m/2 . e . . o« . 9007 g
doppelt dest. Wasser o s 4 SUETS G 2t1000.0Véem

Die Salze werden in Losung von der Glucose getrennt sterilisiert,
indem sie bis zu 120° C erhitzt und allméhlich abgekiihlt werden.
Wihrend der Kultur ist ein starkes Gelbwerden der Nahrlésung zu
beobachten. Anfangs hat die Nahrlosung ein pH von 5,21, nachher
2,55.

Fir Oospora lactis A und C wird folgende Nahrlosung gewdhlt
(Janke):

L (NH)HPO, . (v cvopoe wirs, DB, s won a5 2062 g

KHPOy ol v o w6 w v o OM6. » & & 5.0 8B g

H3PO4 s e w wow wos @ B & e m s w200 g
(=15.3 g20% Ph. Sre)

1L MgS0,.7 H,0 o e N R8T G ST RN 1098 g

PeCly6 HO: v v . of 532768 hwaive Vi £0.00828 g

(Jlucose — M2 e o0 w5 b mndn-90.07 g

Sowohl I als auch II w1rd in doppelt dest. Wasser geldst und jedes
auf 1 Liter aufgefiillt. Im sterilen Zustand werden dann die beiden
Losungen zu gleichen Teilen vermischt. Das Anfangs-pH betrigt 6,75.
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Oospora lactis A hat in Kultur auf Mineralldsung ein trockenes,
papierdhnliches Aussehen. Die Néhrlgsung zeigt am Ende der Kul-
tur pH 2,59, bei 0.1. C 2,95. In beiden Féllen wird die Losung zitronen-
gelb verfarbt.

Nach 10-tigiger Kulturdauer wird das Myzel abfiltriert und im
Vakuum getrocknet. Die Trockengewichte betragen: 0.LA 7,11 g;
0.1.B. 655 g; 0.1.C 5.80 g. Die Nahrlésungen werden ebenfalls im
Vakuum zur Trockne eingedampft.

Die getrockneten Mycelien und Néhrlésungen werden getrennt
folgender, von Janke (Janke u. Sorgo 1939) ausgearbeiteter
Zerlegung in die einzelnen Wuchstofffraktionen unterworfen.

Zunéchst wird im Soxhletapparat dreimal mit je 50 ccm Ather
extrahiert. In die Losung geht das allenfalls vorhandene Heteroauxin
iiber, welches nicht weiter untersucht werden soll. Sodann folgt eine
dreimalige Extraktion, ebenfalls im Soxhlet, mit je 50 ccm Chloro-
form. Dadurch geht der Wuchsstoff MP in Losung und wird mit
Phycomyces Blakesleeanus (+) ausgetestet. Der Riickstand nach der
Chloroformextraktion wird im Sintertiegel 1G3 in ein Becherglas mit
50 ccm doppelt destilliertem Wasser gestellt und das Ganze auf dem
Wasserbade zwei Stunden lang erhitzt. Die so gewonnene Losung
wird mit Aceton versetzt und der gebildete Niederschlag in der
Elektrozentrifuge ausgeschleudert. Die klare Losung, mit 6 Teilen
Alkohol versetzt, wird eingedampft, der Riickstand in Wasser gelost
und einer weiteren Fallung mit einer ammoniakalischen Bleiacetat-
losung, welche so hergestellt wird, dass zu 100 ccm geséttigter Blei-
acetatlosung 10 ccm Ammoniak hinzugefiigt werden, unterworfen.
Hiedurch wird das Lactoflavin, die eventuell vorhandene Ascorbin-
siure und der Mesoinosit gefdllt. Die so erhaltene Fallung und Lo-
sung werden mii Schwefelwasserstoff vom Blei befreit. Die aus der
entbleiten Fallung erhaltene Losung wird bis zu 10 ccm eingedampft
und der Lactoflavingehalt stufenphotometrisch ermittelt. — Die Lo-
sung nach der Bleiacetatfallung wird, nachdem das Blei entfernt
ist, eingedampft, vom Schwefelwasserstoff befreit und mit Medi-
zinalkohle Merck versetzt. Nach 12-stiindiger Adsorbtion wird die
Kohle abfiltriert. Die Losung enthédlt die Wuchsstoffe Bios 1L A,
Nielsen B, und den Wuchsstoff MR nach Schopfer. Diese drei
Wuchsstoffe werden mit Saccharomyces cerevisiae Stamm 55,
Aspergillus niger Stamm Wehmer und Rhizopus Cohnii ausgetestet.
Die Kohle wird zundchst mit Wasser und Alkohol gewaschen und
schliesslich wird mit einem Gemisch von Aceton und Ammoniak
eluirt. Dieses Aceton-Ammoniak-Gemisch wird so hergestellt, dass
zu 375 ccm dest. Wasser 25 ccm Ammoniak zugegeben und diese
Losung mit Aceton auf 1000 ccm aufgefiillt wird. Nach erfolgtem
Eindampfen im Vakuum, wird der Riickstand in 5% iger Schwefel-
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sdure gelost und mit 507 iger, in 5%iger Schwefelsdure geloster
Phosphorwolframsédure gefillt. In Losung bleiben die Nicotinsédure
und die etwa vorhandene Pantothensdure. Der Niederschlag wird mit
Salzsdure gewaschen und im zerriebenen Zustand mit iiberschiis-
siger Bariumhydroxydlosung versetzt. Das gebildete Bariumwolfra-
mat wird abfiltriert und der Uberschuss an Bariumionen in der Lo-
sung wird mit Schwefelsiure als Bariumsulfat gefdllt. Nun wird
versucht, aus dieser Losung das Biotin vom Thiamin zu trennen.
Dies geschieht hier durch Fillen mit Bleiacetat bei pH 6,8, wobei das
Thiamin gefdllt, das Biotin aber im Filtrat bleiben soll. Wie sich
durch die Testversuche erweist, ist dieser Weg zur Trennung des
Biotins vom Thiamin nicht gangbar. Die nach diesem Arbeitsgang
erhaltenen Fraktionen werden in 20 ccmm Wasser gelost und mit
Natronlauge auf pH 5 eingestellt, sodann in Ampullen zu je 5 ccm
abgefiillt, zur Vertreibung der Luft etwas erhitzt und eingeschmolzen.
Nach dreimaligem Sterilisieren im stromenden Dampf zu je 20 Mi-
nuten, werden die Ampullen bis zur jeweilig erfolgten Austestung
im Kiihlschrank aufbewahrt.

Bei den Wuchsstoffen MR nach Schopfer und Nielsen B,
wird der Nielsenfaktor f angegeben. Dieser Faktor f ist der Quotient
aus dem mit Wuchsstoffzusatz und dem ohne Wuchsstoffzusatz
ermittelten Trockensubstanzgewicht.

5. Der Phycomyces-Test nach Schopfer.

Nachdem die erste Fraktion den Faktor MP-Schopfer enthalt
und dieser genau so wie das Thiamin ausgetestet werden soll, folgt
zunéchst die Thiaminauswertung.

Bedeutungsvoll fiir die Ausarbeitung der Bestimmungsmethode
fiir Thiamin waren vor allem die Beobachtungen Schopfer's
(1935) und Burgeff's (1934), dass Thiamin fiir Phycomyces Bla-
kesleeanus und andere Mucorineen in synthetischer Néhrlésung
unbedingt notwendig ist. Aber auch eine ganze Reihe anderer Pilze
wurde auf ihr Verhalten gegeniiber Aneurin gepriift. Bei mehreren
wurde eine mehr oder weniger starke Forderung festgestellt. So fan-
den K6gl F. und Niels Fries (1937), dass z. B. der Oomycet
Phytophthora cactorum in synthetischer N&hrlosung bei Thiamin-
anwesenheit gut wichst. Nectria coccinea, ein an sich im minerali-
schen Milieu gut wachsender Ascomycet, durch Vitamin B, gefordert
wird. Auch der Obstbaumparasit Sclerotinia cinerea, von J. J. Wil-
laman (1920) bereits auf mineralischen Néhrboden gezogen, zeigi
besseres Wachstum bei Aneurin-Anwesenheit. Sehr stark fordernd
wirkt das Vitamin auf den in morschem Holz lebenden Ascomyceten
Helvella infula. — Gefordert wird auch Tricholoma nudum. Nur
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geringen Wachstumseffekt zeigt aber das Thiamin bei Rhizopus
suinus (Janke Alexander und Fritz Sorgo 1939).

Es erhebt sich nun die Frage, in welchen Konzentrationen das
Thiamin bereits wirkt und welche Mengen mittels der mikrobiologi-
schen Testmethoden erfassbar sind. — Zahlreiche Versuche klirten
dies. Beim Testorganismus Phycomyces zeigen 0,01—0,001 y in 25 ccm
Nahrlosung bereits deutliche Wirkung. K6 gl und Niels Fries
(1937) fanden, dass Polyporus adustus bereits auf 0,0001 y pro 25 ccm
Néhrlosung anspricht. Dies kommt einer Verdiinnung 1 :250 000000000
gleich. Ahnliches zeigt auch Polyporus abietinus. Andere Polypora-
ceen, wie Trameles-Arten, Fomes pinicola und Lenszites sepiaria,
werden weit weniger gefordert. — Schopfer, dem wir die mikro-
biologische Thiaminbestimmung verdanken, verwendete Phycomyces
Blakesleeanus. Das Optimum fiir diesen Pilz liegt bei etwa 0,25—0,5 vy
(Thren 1941).

Die Bestimmungsmethode (Schopfer und Jung 1937, 1938)
geht davon aus, dass, wie eingangs erwahnt, Phycomyces, obwohl
auf Thiamin angewiesen, selbst diesen Wuchsstoff nicht zu bilden
vermag. Werden nun gestaffelte Vitaminmengen zu einer thiamin-
freien Nahrlosung zugegeben, so erreichen die Trockengewichte des
Pilzes fiir jede Wuchsstoffmenge eine bestimmte Grosse. Da diese
Trockengewichte in nur geringen Grenzen schwanken (Thren
1941), ist man in der Lage, aus dem Pilztrockengewicht auf den
Thiamingehalt der Nahrlosung zu schliessen. Mit dem Phycomyces-
Test sind praktisch 0,01 y Thiamin gut erfassbar.

Die Testmethode ist, wie Schopfer, Robbins und Kava-
na g h zeigten, fiir Aneurin spezifisch. Weiter hat sich gezeigt, dass
die physiologische Wirksamkeit in erster Line an die Aminogruppe
und die monosubstituierte 5-Methylgruppe im Pyrimidinanteil ge-
bunden ist, im Thiazol an das H-Atom in 2-Stellung, und die Hydro-
xyithyl-Gruppe in 5-Stellung. Auch das Hydroxyl in der Hydroxy-
athylgruppe ist nicht ersetzbar.

Interessant sind die Ergebnisse, zu denen Bonner und Buc h-
mann gelangten. Die Forscher fanden, dass das Thiazol vor allem
bendétigt wird, aber ohne Pyrimidin kann der Thiazolabbau nicht
erfolgen. Das Mengenverhiltnis Pyrimidin : Thiazol wird in einem
besonderen Fall mit 1 : 10 angegeben.

Zum Test wird auf Wiirzeagar geziichteter Phycomyces Blakes-
leeanus (+) verwendet. Der Nahrlosung werden pro 10 ccm 1 Million
Sporen zugesetzt. {

Die Néhrlosung, welche beim Test verwendet wird, hat folgende
Zusammensetzung (T hren 1941):
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Glukose . . . . 500g
Asparagin . . . 1,0 g
Magnesiumsulfat . 05 g
Monokaliumphosphat 1,6 g
doppelt dest. Wasser1000 ccm

Sterilisiert wird 30 Minuten bei 110° C, die Glukose getrennt.
Der pH-Wert der Nahrlésung betragt 4,2—4,3.

In Anbetracht der geringen Stickstoffmenge der Né&hrlosung
(0,1% Asparagin), erhebt sich die Frage, ob der mit der zu priifen-
den Substanz zugefiihrte Stickstoff nicht etwa Mehrertrige hervor-
ruft, die auf die Thiaminwirkung zuriickgefithrt werden konnten.
Und dies umso mehr, als Schopfer (1937) zeigen konnte, dass
viele Aminosduren sehr gute N-Quellen fiir Phycomyces darstellen.
In weiterer Folge haben sich auch zahlreiche andere organische
Stickstoffverbindungen, im Gegensatz zu anorganischen, als gute
N-Quellen erwiesen. Thren hat nun den Versuchsserien nicht nur
verschiedene Thiaminmengen, sondern auch den Stickstoff gestat-
felt zugesetzt. Das Ergebnis war folgendes: Bei Vitamingehalten von
0,01 bis 0,1 v ist die Beeinflussung des N-Gehaltes des Extraktes nur
gering. Wird aber mit Extraktkonzentrationen von 10—17, gearbeitet,
bei relativ geringen Vitaminmengen, dann konnen nur die Pilz-
ernten unter 40,0 mg verwertet werden.

Die Eichkurve wird mit synthetischem Thiamin ausgefiihrt. Als
Kulturgefisse dienen Jenaer Glaskappenflaschen, welche mit je
20 ccm der geimpflen und mit gestaffelten Vitaminzusitzen ver-
sehenen Néahrlosung beschickt werden. Nach 10-tigiger Kulturdauer
bei 26° C, wird das Myzel abfiltriert (Glassintertiegel 1 G 3), mit je
50 em heissem Wasser gewaschen und, nach erreichter Gewichts-
konstanz, gewogen.

Das nach der Kohleadsorption mit Aceton und Ammoniak elu-
ierte Thiamin wird mit Phosphor-Wolframséure quantitativ gefallt
und ausgetestet. Hiebei wird dhnlich wie bei der Aufnahme der Eich-
kurve verfahren, nur werden, anstatt des synthetischen Vitamins, ge-
staffelte Mengen (in Vol.);) des Extraktes zugesetzt.

Es werden die aus dem Myzel und der Nahrlosung gewonnenen
Extrakte getrennt auf den Thiamingehalt gepriift.

Bei jeder Versuchsreihe wird auch die Kontrollreihe mit Zusét-
zen von synthetischem Vitamin, ohne Extrakt, aufgestellt. Wenn
bei einer Versuchsreihe die Kontrollreihe mit der Eichkurve nicht
ibereinstimmende Werte ergibt, wird die ganze Versuchsreihe ver-
worfen,

Um zu priifen, ob die Trennung des Thiamins vom Biotin durch-
fiihrbar ist, wird auch die Biotinfraktion mit Phycomyces ausgetestet.
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Tabelle 1a.

Bestimmung
des Thiamingehaltes der Thiaminfraktion.
Extrakt aus dem Myzel

Zusatz pro 20 ccm mg Trockengewicht  Mittelwert
1 IX 111 v

Qospora 1,56 Vol. % Extrakt 0 0 0 0 0
lactis A 30 s . 0,6 0 0 0 0,1

60 ” 210 0’5 115 190 1,5
Kontrolle 0,01 v Thlamm 2,5 2,0

0,05 ,, X 1156 130
Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 0 0 0 0 0
lactis B 11 - % 0 0 0 0 0

(71 S 0,5 1,0 1,0 0,5 0,8
Kontrolle 0,01 v Thxamm 2,0 1,5

0,05 ,, i 11,0 10,0
Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 0,5 0 0,5 0 0,3
lactis G 3.0, eyt W 1,0 0,5 1,6 0,5 0,9

60 , 35 2,0 4,0 3,0 3,1
Kontrolle 0,01 y Thlamm 3,0 2,5

0,05 ,, i 1356 14,0

Tabelle 1b.

Bestimmung
des Thiamingehaltes der Thiaminfraktion.
Extrakt aus der Nidhrldésung.

Zusatz pro 20 ccm mg Trockengewicht Mittelwert
I II 111 v

Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 0,5 0 0 0,5 0,3
lactis A 3,09 ;4% ) 3,0 2.6 1,6 25 2,4

6,071 45 s 6,0 9,0 75 8,0 8,8
Kontirolle 0,01 y Thlamm 1,5 2,5

0,05 ,, " 12,0 12,5 —
Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 2,0 3,5 2,5 2,0 25
lactis B 30 gl - 6,5 9,5 6,0 7.5 7,4

6,0 ¢ 555 10,0 12,5 11,0 10,5 11,0
Kontrolle 0,01 vy Thlamm 2,5 3.5

0,05 ,, o 13,5 14,0
Qospora 1,5 Vol. % Extrakt 0 0 0 0 G
lactis G 30 , ” 0 0 0 0 0

60 , , 0,5 0,6 1,5 0,5 0,8
Kontrolle 0,01 y Tlnamm 3,0 1,5

0,05 ,, X 135 11,0
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Tabelle 2a.

Bestimmung
des Thiamingehaltes in der Biotinfraktion.
Extrakt aus dem Myzel

Zusatz pro 20 ccm mg Trockengewicht  Mittelwert
I 1I IIT v

Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 55 6,0 7,0 6,0 6,1
lactis A 30 514 " 14,0 14,5 13,6 14,0 14,0

6,0 , 40,0 38,5 42,0 38,0 39,6
Kontrolle 0,01 y Thlamin 2,5 3,5

0,05 ,, - 13,5 12,5
Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 1,0 0 1,5 0,5 0,8
lactis B 30 5 w 3 35 25 4,5 3,0 3,4

60 , 6,5 8,0 9,0 8,0 79
Kontrolle 0,01 y Thlamm 2,5 3,0

0,05 ,, 5 12,5 11,5
Qospora 1,5 Vol. % Extrakt 0 0 0 0 0
lactis G 30 , 5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

60 , . o 1,5 1,0 1,0 1,5 1,3
Kontrolle 0,01 y Thiamin 15 2.5

0,05 ,, ” 125 11,5

Tabelle 2b.

Bestimmung
des Thiamingehaltes in der Biotinfraktion.
Extrakt aus der Nidhrldosung.

Zusatz pro 20 ccm mg Trockengewicht Mittelwert
I 1I 111 v
Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 2,6 3,5 2,0 2,6 2,6
lactis A 3,00 455 i “ 7,0 6,5 6,5 7,0 6,8
60 , 10,0 12,6 10,5 11,5 11,4
Kontrolle 0,01 y Thlamm 3.6 4,0
0,05 , ~ 15,0 13,0
Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 0 0 0 0 0
lactis B 30 % w 55 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
60 5 & 2,0 1,5 2,6 2,0 2,0
Kontrolle 0,01 y Tluamm 2,0 2,6
0,05 ,, 5 11,5 12,5
Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 0 0 0 0 0
lactis G 30 . 5. % ¥ 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
60 , 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Kontrolle 0,01 vy Thlamm 2,5 2,0
0,05 ,, ’ 12,0 10,0

Die mit gestaffelten Wuchsstoffzusitzen durchgefiihrten Versuche
zeigen eine gute Ubereinstimmung. Beim Vergleich der Fraktionen
aller drei Oosporastimme und deren Nihrlosungen zeigt sich Fol-
gendes:
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Tiabelken3.

Thiamingesamtmenge.
a) Thiaminfraktion.

Oospora Wuchs-  Trockenge- vy Thiamin- y Thiamin
stoffzusatz wicht (Mittel- menge nach in der gesam-
in Vol.y wert) mg der ten Fraktion

Eichkurve
A Myzel 6 15 0,01 0,16
A Nalirlésung 6 88 0,03 0,5
B Myzel 6 0,8 0,01 0,16
B Nihrlosung 6 11,0 0,04 0,68
C Myzel 6 31 0,02 0,32
G Nahrlosung 6 0,8 0,01 0,16

b) Biotinfraktion.

Oospora Wuchs- Trockenge- y Thiamin-  y Thiamin
stoffzusatz wicht (Mittel- menge nach inder gesam-
in VolL.Y, wert) mg der ten Fraktion
Eichkurve

A Myzel 6 39,6 0,1 1,6

A Nihrlésung 6 11,1 0,04 0,68

B Myzel 6 79 0,03 0,5

B Nihrlosung 6 2,0 0,01 0,16

C Myzel 6 1,3 0,01 0,16

G Niahrlésung 6 1,0 0,01 0,16

Die Gesamtmenge an Thiamin ist demnach fiir die einzelnen Stimme
folgende:

Tabelle 4
Gesamtthiamingehalt beider Fraktionen.
Oospora lactis v Thiamingehalt v Gesamtthiamingehalt
aus Myzel und Néhr-
16sung
A Myzel 1,76
A Niihrlosung 1,18 2,94
B Myzel 0,66
B Nihrlosung 0,84 15
C Myzel 0,48
C Nihrlésung 0,32 08

Der Thiamingehalt pro 10 g Myzeltrockengewicht betrigt demnach
0.LA 43+, 0.LB24+y, O0.L.C13y.

Diesen Untersuchungen zufolge ist also Oospora lactis A am
thiaminreichsten, wiahrend Oospora lactis B und C weniger Thiamin
produzieren. Der Thiamingehalt nimmt mit zunehmendem Fettgehalt
ab. Das Thiamin ist nicht nur auf die ,,Thiaminfraktion‘ beschrinkt,
sondern wird auch in der ,Biotinfraktion* gefunden. Ferner wird
es anndhernd zur Hilfte an das Substrat abgegeben. Demnach ver-
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hélt sich Qospora lactis anders als z. B. Bac. vulgatus (Scheunert
und Schieblich 1923), welches das Vitamin an die Néhrlésung
nicht abgibt.

6. Der Wuchsstoff MP.

Der Wuchsstoff MP, zu dem offenbar auch der auf Mucor
Ramannianus wirksame Faktor (Miuller 4937) und der von
Dagys (1937) aus Getreidekeimlingen (Guttenberg 1935) ge-
wonnene, auf Adspergillus niger wirksame Wuchsstoff zu rechnen
ist, ist in Wasser und Alkohol 16slich, in Ather unléslich und hat
ferner mit dem Thiamin die Adsorbierbarkeit an Kohle gemein. Ab-
gesehen von der Chloroformloslichkeit und Alkalibestindigkeit,
Eigenschaften die dem Aneurin fehlen, stimmt der Wuchsstoff vor
allem auch in seiner Wirkung auf Phycomyces mit dem Vitamin B,
itberein und besteht zufolge Jank e und Sorgo (1939) wahrschein-
lich aus den Komponenten des Aneurins. Daher wird die den Wuchs-
stoff MP enthaltende Fraktion auf Phycomyces Blakesleeanus (+)
ausgetestet. Als Néhrlosung wird dieselbe wie beim Thiamintest
verwendet, auch das Sterilisieren geschieht bei 120° G wéhrend
30 Minuten, wobei die Glukose wieder getrennt sterilisiert wird.
Als Kulturgefisse dienen ebenfalls Glaskappenflaschen. Die Ver-
suchsanordnung sowie die Angaben iiber die Menge stimmen mit
denen beim Thiamintest iiberein. Bei jeder Versuchsreihe wird auch
immer, dhnlich wie es beim Thiamintest der Fall ist, eine Kontroll-
reihe angesetzt. Die gefundenen Werte sind in folgenden Tabellen
zusammengestellt.

Tabelle 5a.

Austestung des Wuchsstoffes MP.
Extraki aus dem Myzel

Zusatz pro 20 ccm mg Trockengewicht  Mittelwert
I II 111 v
Oospora 1,56 Vol. %, Extrakt 0,5 1,0 0,5 0,5 0,6
lactis A 30 5 - 2,0 1,5 1,5 1,0 1,5
60 = » i 3,5 2,0 2,5 1,5 2,4
Kontrolle 0,014 y Thiamin 2.5 3,5
0,05 ,, s 130 11,0
Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 0,5 0 0,5 1,0 0,5
lactis B 3.0 103 5 256 2,0 3,0 1,0 21
60 , - 5,0 6.5 7,0 6,0 6,1
Kontrolle 0,04 y Thiamin 2,0 2,5
0,05 ,, = 12,0 14,0
Oospora 1,5 Vol. %, Extrakt 0 0 0 0 0
lactis C 80 u 4 5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
60 , » » 1,0 2,5 2,0 2,0 1,9
Kontrolle 0,04 y Thiamin 1,5 2,5
0,05 ,, i 11,0 12,0
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Tabelle 5b.

Austestung des Wuchsstoffes MP.
Extrakt aus der Nidhrldésung.

Zusatz pro 20 ccm mg Trockengewicht  Mittelwert
I II IIT v
QOospora 1,5 Vol. 9, Extrakt 2,5 1,0 1,5 1,0 1,5
lactis A 30" 5 & 5t 4,0 3,5 3,0 45 3,7
6,0~y A 75 100 85 8,0 85
Kontrolle 0,01 ¥ Thiamin 3,0 3,6
0,05 ,, v 11,0 - 135
Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 0,5 0 0,5 1,0 0,5
lactis B 30 5 s » 1,0 3,0 35 2,0 2,4
, 6:0 ” 9 2 6:5 5y5 7:5 8:0 679
Kontrolle 0,01 y Thiamin 2,5 3,6
0,05 ,, 5 145 125
Oospora 1,5 Vol. % Extrakt 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
lactis C 30 5 e 2,5 1,0 1,5 1,0 15
60" 44y, iy 5,0 7,5 6,0 5,5 6,0
Kontrolle 0,01 ¥ Thiamin 25 35
0,05 ,, i 140 12,0

Bei der Zusammenstellung der Ergebnisse der Austestung der
MP-Fraktion auf Phycomyces Blakesleeanus (+) ergibt sich fol-
gendes:

Tabelle 6.
Oospora Wuchsstoff- Trockengewicht Gesamtgewicht
zusatz Mittelwert aus Myzel und
mg Néhrlosung
A Myzel 6 Vol.% 2,38
A Nihrlosung 6 8,5 10,88 mg
B Myzel 6 ., 6,12
B Nihrlosung 6 6,87 12,99 mg
G Myzel 6 . 1,87
G Nihrlosung 6 6,0 7,87 mg
Bezogen auf 10 g Trockenmyzel : 0.1 A 155 mg, 0. 1. B 182 mg,
0.1 C 131 g.

Daraus folgt, dass die hochsten Wuchsstoffmengen Oospora
lactis B erzeugt. Die kleinste Wuchsstoff-Produktion hat Oospora
lactis C. Ausserdem zeigt sich, dass die Nahrlosungen stets wuchs-
stoffreicher sind als die Myzelien. Die Gegeniiberstellung mit der
Thiamin-Biotinfraktion zeigt, dass zwar der Stamm C ebenfalls der
thiamindrmste ist, doch ist das Vitamin immer weit gleichméssiger
auf Myzel und Néhrlosung verteilt. Ferner ist der Stamm A der
thiaminreichste.
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7. Das Lactoflavin.

Von den Bestimmungsmethoden kann sowohl die photo-
metrische Messung der spezifischen Lichtabsorption und der Fluores-
zenz als auch der Wachstumstest mit Lactobacillus casei Verwendung
finden. Auch fordert das Vitamin B, das Wachstum verschiedener
Eumyceten, wie Phycomyces Blakesleeanus, Mucor mucedo (—),
M. hiemalis (+), Absidia repens und A. orchidis (+) (Schopfer
1934, 1934 a), mit deren Hilfe eine quantitative Erfassung des Wuchs-
stoffes denkbar wéare. Aus methodischen Griinden wird indessen
bei der Lactoflavinbestimmung zur Messung der Intensitdt der gel-
ben Farbe gegriffen. Dabei wird das Pulfrichphotometer unter Ver-
wendung des Filters S 47 benutzt. Die Schichtdicke ist 3 cm. Tabelle 7
gibt die zur Eichkurve verwendeten Werte wieder. Die Bestimmung
wird wegen der Lichtempfindlichkeit des Lactoflavins im verdunkel-
ten Raume ausgefiihrt.

Tabelle 7.
Lactoflavinkurve.
Vitamin B, Durchlissigkeitswert Extinktion Extinktions-
koeffizient
5 y/ecem 26 0,585 0,195
2 » 55 0,260 0,087
1 " 80 0,097 0,032
0,5 ’ 92 0,036 0,012

Die Messung der Extrakte ergibt folgende Werte:

Tabelle 8.

Bestimmung des Vitamin B,-Gehalts mittels des
Pulfrichphotometers.

Oospora Extinktion Extinktions- B,-Gehalt Gesamtgehalt

koeffizient aus Myzel und
Néahrlésung

A Myzel 0,260 0,087 23 vy g4

A Nihrlosung 0,081 0,027 08 , i

B Myzel 0,097 0,032 1,0 ,, 26

B Nihrlosung 0,125 0,042 1,6 ,, )

C Myzel 0,046 0,015 05 , 49

C Nihrlgsung 0,509 0,170 44, |

Myzel vom Trockengewicht 10 g wiirde demnach an Lactoflavin
synthetisieren: O.L A 44 y. O.1.B 39 v, 0.1.C 87 .

Dieser Tabelle zufolge weist die Nahrlgsung von Qospora lactis C
die Hochstwerte an Lactoflavin auf. Als vitamindrmster Stamm er-
weist sich Oospora lactis B, wo auch das Vitamin annéhernd gleich-
missig zwischen Néahrlosung und Myzel verteilt ist. Dies trifft bei
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den Stimmen A und C nicht zu. Bei Oospora lactis A ist ndmlich der
Hauptanteil an Lactoflavin im Myzel, wihrend bei Oospora lactis G
der weitaus grossere Teil des Wuchsstoffes in die Nahrlosung iiber-
geht. Mit steigendem Fettgehalt der Zellen scheint also die Per-
meabilitidt fiir Vitamin B, zu steigen.

Tabelle 9.
Gesamtgehalt an Aneurin, Laktoflavin und Verhéalt-
nis B,/B,.
Stamm Gesamtgehalt By Gesamtgehalt B, B,/B,
Oospora lactis A 2,94 y 31 v 0,98
» ” B 175 bRl 276 ” 0758
” »” G 078 ”» 479 ” 0116

Der Gesamtgehalt an Lactoflavin ist bei allen drei Stimmen ziem-
lich gleich und im allgemeinen viel gleichmissiger verteilt als das
Aneurin. Vergleicht man nun die relativen Verhaltnisse der beiden
Vitamine, dann ergibt sich, dass vor allem bei Oospora lactis G das
Vitamin B, stark iiberwiegt, wihrend Oospora lactis A fast gleiche
Mengen B, und B, produziert.

8. Bestimmung der Nicotinsdure.

Nicotinsdure wirkt auf viele Bakterien, so Bact. vulgare, B. dysen-
teriae, B. paratyphosum A usw., begiinstigt bei Streptococcus lactis
die Milchsdurebildung. Die wachstumfordernde Wirkung auf
Proteus-Bakterien wird zu Bestimmungszwecken -herangezogen.
Ebenso die Farbreaklion mit 24-Dinitrochlorbenzol und mit Brom-
cyan. Die Bestimmung bei Oospora lactis zeigt im allgemeinen einen
sehr geringen Nicotinsauregehalt. Als Methode wurde die Bestim-
mung der Gelbfarbung gewihlt. Die Farbung ergibt sich nach Be-
handlung der Nicotinsdure mit Bormecyan und Metol (p-Methyl-
aminosulfat) (Bandier und Hald, 1939).

Da die Nicotinsdure meist in Form des Amids vorliegt, wurde
zundchst das Nicotinsdureamid in die Nicotinsdure iibergefiihrt und
dann erst folgte die weitere Behandlung. 10 ccm werden mit 2,5 ccm
25y, iger Salzsdure versetzt und zwei Stunden auf dem Wasserbade
auf 90° C erhitzt, sodann 15% Natronlauge bis zur schwach kongo-
sauren Reaktion zugefiigt. Nach erfolgtem Eindampfen zur Trockene
wird der Riickstand in 9 ccm n/15 KH,PO, geldst und 5 Minuten
lang auf dem Wasserbade erwiarmt. Nach Hinzufiigen von 1 ccm
4y iger Bromcyanlosung wird weitere 5 Minuten erhitzt und schliess-
lich abgekiihlt. Hierauf werden 10 ccm frisch bereiteter, kalt geséat-
tigter, wasseriger Metollosung hinzugefiigt und nach einstiindigem
Stehen unter Lichtabschluss die gelbe Farbung im Pulfrich-Photo-
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meter gemessen. Beniitzt wird das Filter S 43. Als Kompensations-
fliissigkeit dient ein entsprechendes Gemisch aus 9 ccm KH,PO,,
1 ccm Bromceyan und 10 cem Metol.

Die in den Extrakten aus Oospora gefundenen Nicotinsdure-
mengen sind sicher zu klein, da bei der Zerlegung des Wuchsstoff-
gemisches ein Teil des Nicotinsdureamids in die verschiedenen Frak-
tionen mitgeht. Ich habe namlich bei Versuchen mit synthetischem
Nicolinsdureamid gefunden, dass bei der Fallung des Nicotinsdure-
amids Fillungsdauer und Konzentration eine grosse Rolle spielen.
Diese Faktoren miissen aber bei der Trennung der einzelnen Wuchs-
stoffe auch fiir andere Fraktionen beriicksichtigt werden, so dass
nicht immer die besten Fédllungsbedingungen fiir das Nicotinsdure-
amid gegeben sind. So 16st sich ein Teil des Amids in Ather und
Chloroform. Bei der Bleiacetatféllung bleibt das Amid in Losung. Es
ist aber wahrscheinlich, dass bei der Kohleadsorption, die im schwach
sauren Bereich durchgefiihrt wird, nur ein Teil des Amids an Kohle
adsorbiert wird. Auch der Waschalkohol, der vor der Kohleelution
verwendet wird, diirfte kleine Mengen des Nicotinsdureamids ent-
halten. Immerhin steht zu erwarten, dass bei gleicher Methodik
die gefundenen Werte erstens die Frage beantworten, welcher der
drei untersuchten Oospora-Stimme am meisten Nicotinsdure er-
zeugt, und zweitens Einblick in die Grossenordnung der gebildeten
Nicotinsduremenge gestattet. Tabelle 10 zeigt die Eichkurve.

Tabelle 10.

Nicotinsiurekurve mittels des Pulfrichphotometers
bestimmt.

Nicotinsdure Durchlissigkeit, Extinktion
3y 95 0,022
5 5 87 0,061
T 3 83 0,081
10 ,, 79 0,102
15 .. 69 0,161
20 ,, 61 0,215
30 ,, 51 0,292

Tabelel 11 weist die Resultate der Bestimmung auf.

Tabelle 11a.
Bestimmung der Nicotinsdure im Myzel

Stamm Durch- Extinktion Nicotinsiure Nicotinsidure mg%
lissigkeit in10 cem in 20 ccm
Extrakt Extrakt
Qospora lactis A 95 0,022 3y 6 vy 0,084
ks sw B 91 0,041 A, 8, 0,12
5 o G -89 0,051 D', 10 ,, 0,17
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Tabelle 11b.
Bestimmung der Nicotinsdure in der Ndahrldosung.

Stamm Durch- Extinktion Nicotinsdure Nicotinsdure 1000ccm
lissigkeit in10 cem in20ccm  Nlsg ent-
Extrakt Extrakt halten
Nic. sre
Oospora lactis A 95 0,022 3y 6 v 6 vy
N ., B 91 0,041 4, 8 . 8,
’ s, G 95 0,022 3, 6

” 2

Die Gesamtproduktion fiir 10 g Trockenmyzel betrigt: Oospora
lactis A 171 v, Oospora lactis B 24,2 vy, Oospora lactis C 26,6 v.

Demnach ist also der fettirmste Stamm Oospora lactis A am
nicotinsduredrmsten. Der fettreiche Stamm C enthdlt die hochsten
Nicotinsdure-Mengen. Die Nicotinsdure verhdlt sich also konform
zum Fettgehalt der Zellen. — Weiter ist ersichtlich, dass die Nicotin-
saure nicht nur auf das Myzel beschrinkt ist, sondern dass nahezu
die gleichen Mengen in der Ndhrlosung aufgefunden werden.

9. Die Austestung des Wuchsstoffes MR Schopfer auf Rhizopus
suinus.

Ebenso wie MP isi auch MR aus Getreidekeimlingen extrahier-
bar. Der Wuchsstoff ist wasser- und alkoholldslich, in Ather unlds-
lich, doch von geringerer Alkali- und Thermoresistenz als MP. Ferner
wird MR von Tierkohle nicht adsorbiert. A. Janke und K. Sorgo
(1939) behandellen aus Aspergillus niger gewonnene Wuchsstoff-
konzentrate mit Medizinalkohle und unlersuchien das Filtrat, wel-
ches ausser dem Faktor MR noch den Wuchsstoff B, nach Niel-
sen enthielt. Aspergillus niger und Rhizopus suinus wurden stark
gefordert, wihrend das Praparat auf Phycomyces Blakeslecanus
ohne merklichen Einfluss blieb. Diese und weitere Versuche machen
es wahrscheinlich, dass der Aspergillus-Wuchsstoff B, nach Niel-
sen mit dem Rhizopus-Wuchsstoff MR nach Schopfer wesens-
gleich ist.

Die Austestung erfolgte mit Rhizopus suinus als Testorganis-
mus, der einer mit gestaffelten Extrakimengen versehenen Néahr-
16sung eingeimpft wurde. In der Tabelle wird der Nielsenfaklor an-
gegeben. Als Gefdsse werden Glaskappenflaschen benutzt, welche mit
je 20 ccm geimpfter Nahrlosung beschickt werden. Die Einsaat-
dichte betrdgt 10 Millionen Sporen pro Liter N&hrlosung. Nach
7-tagiger Kulturdauer bei 26° C werden die Mycelien durch vortarierte
Sintertiegel 1 G 3 filtriert und mit je 50 ccm heissem Wasser ge-
waschen. Dann wird im Trockenschrank bei 110° C bis zur Gewichts-
konstanz, also etwa 3 bis 5 Stunden lang getrocknet. Nach dem Ab-
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kithlen wird auf einer Dampfungswaage gewogen und der Nielsen-
faktor f errechnet.

Die Néahrlosung hat folgende Zustmmensetzung (Nielsen und
Hartelius 1942):

prim. Kaliumphosphat . 05 g
Magnesiumsulfat .. 05¢g
Ammoniumtartrat . . 10,0 g
Glucose i fwiii s o w0 10,002
Ferrichloridlésung 19, . 10 Tropfen
doppelt dest. Wasser . . 1000 ccm

Die Néhrlosung wird bei 110° ¢ 30 Minuten lang erhitzt. Die
Glucose wird separat sterilisiert.

Tabelle 12a.
Austestung des Wuchsstoffes MR aus dem Myzel

Stamm Wuchsstoff- mg Trockengewicht Mittelwert Faktor f
zusatz ik II
inVol. %
Oospora lactis A 0 81,5 82,0 81,7 —
1 83,0 86,5 84,7 1,0
3 83,6 89,0 86,2 1,1
5 87,5 92,0 89,7 1,1
Oospora lactis B 0 80,5 81,5 81,0 2L,
1 84,5 85,0 84,7 1,0
3 90,0 7,0 88,5 1,1
5 96,0 94,5 95,5 1,2
Oospora lactis C 0 81,0 82,5 81,8 —
1 86,5 87,0 86,8 1,1
3 89,5 90,5 89,5 1,1
5 95,0 94,0 94,5 1,2

Tabelle 12b.
Austestung des Wuchsstoffes MR aus der Nihrlésung.

Stamm Wuchsstoff- mg Trockengewicht Mittelwert Faktorf
zusatz I 1I
inVol. %
Oospora lactis A 0 82,56 81,0 81,8 —_—
i 86,5 88,0 87,3 1,4
3 90,5 91,5 91,0 1,1
5 94,5 95.0 94,8 1,2
Oospora lactis B 0 84,5 85,0 85,8 —
1 110,56 97,0 103,8 1.3
3 113,0 112,0 1125 1.3
] 5 117,0 116,5 116,8 1,4
Oospora lactis C 0 79,5 81,0 80,3 —
1 85,6 84,5 85,0 14
3 89,5 88,0 88,8 1.1
5 94,5 93,5 94,0 1,2
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Wie aus den Tabellen ersichtlich, besteht im Wuchsstoff-Gehalt
der einzelnen Stimme fast kein Unterschied. Weiter ist ersichtlich,
dass der Wuchsstoff MR nahezu gleichméssig in Néhrlosung und
Myzel verteilt ist. Am stdrksten wirkt der Extrakt aus der Nahrlosung
von Qospora lactis B, am schwichsten die Fraktion aus dem Myzel
von O. lactis A. Wenn man die Gesamtmenge des produzierten
‘Wuchsstoffes MR der einzelnen Stdmme betrachtet, so erweist sich,
dass O. lactis B am meisten, dagegen O. lactis A am wenigsten an
‘Wuchsstoff produziert.

Tabelle 13.
Oospora lactis ~ Wuchsstoffzusatz Iaktor f
A Myzel 5 Vol. % 1,1
A Niihrlésung D o 1,2
B Myzel Bii .y 1,2
B Nihrlésung B w 1,4
C Myzel e i 1.2
C Néhrlésung 5 » 1,2

10. Die Austestung des Wuchsstoffes B, nach Nielsen auf
Aspergillus niger.

Die Austestung des Wuchsstoffes Nielsen B, gestaltet sich &hn-
lich, wie die Auslestung des Wuchsstoffes MR.

Als Testorganismus dient hier Aspergillus niger Stamm W e h-
mer. Die mit 10 Millionen Konidien pro Liter geimpfte Néahrlosung
wird in Mengen von je 20 ccm in Glaskappenflaschen abgefiillt
und mit gestaffelten Mengen des Wuchsstoffes versehen. Nach
7-tigiger Kultur bei 26° C, wird das Myzel durch vortarierte Glas-
sintertiegel 1 G 3 filtriert, mit 50 ccm heisse:n Wasser gewaschen,
bei 110° C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und auf einer Dam-
pfungswaage gewogen. Wuchsstoffzusatz, Trockengewicht sowie der
Nielsenfaktor sind in den Tabellen zusammengefasst.

Die bei der Austestung beniitzte N&éhrlosung hat folgende Zu-
sammensetzung (Nielsen und Hartelius):

prim. Kaliumphosphat . 05 g

Magnesiumsulfat . . . 05 g
Ammoniumsulfat . . . 20g
Ferrosulfatlosung 1% . 0,56 ccm
Saccharose . . . . . 500 g
doppelt dest. Wasser . . 1000 ccm

Die Nihrlosung wird 30 Minuten auf 110° C erhitzt. Die Saccha-
rose wird getrenni sterilisiert.
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Tabelle 14a.

Austestung des Wuchsstoffes Nielsen B, aus dem

Myzel
Stamm Wuchsstoff- mg Trockengewicht Mittelwert Faktorf
zusatz I II
in Vol. %
QOospora lactis A 0 2205 221,0 220,8 e
1 290,5 296,0 293,3 1,3
3 304,0 305,5 304,8 1,4
b 307,0 309,5 308,3 1,4
Oospora lactis B 0 2195 223,0 221,3 —
1 271,5 269,0 270,3 1,2
3 315,6 312,56 314,0 1,4
5 324,5 319,0 321,8 1,5
Qospora lactis C 0 219,5 221,0 220,2 s
1 305,0 307,5 306,3 1,4
3 346,0 340,0 343,0 1,6
5 3415 351,0 349,8 1,6

Tabelle 14Db.

Austestung des Wuchsstoffes Nielsen B, aus der
Néahrlésung.

Stamm Wuchsstoff- mg Trockengewicht Mittelwert Faktor f
zusatz I 11
in Vol. %
Oospora lactis A 0 220,5 219,0 219,8 —
1 261,6 264,0 262,8 1,2
3 297,0 301,0 299,0 1,4
5 299,0 308,56 303,8 1,4
Oospora lactis B 0 230,5 221,5 226,0 —
1 274,5 271,0 272,5 1,2
3 305,5 306,0 305,8 1,4
5 307,5 309,5 309,0 1,4
Oospora laxtis G 0 219,5 218,5 219,0 —
1 309,0 311,5 310,3 1,6
3 346,0 340,0 343,0 1,6
5 347,0 351,0 349,0 1,6

Die Austestung dieser Fraktion fithri zu folgendem Ergebnis.
Der Wuchsstoff ist ziemlich gleichméssig zwischen Néhrlosung und
Myzel verteilt. Der an Wuchsstoff reichste Stamm ist O. I. G, obwohl
die Unterschiede zwischen den drei untersuchten Stimmen verhalt-
nismaéssig gering sind.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse bringt folgende Tabelle.
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Tabelle 15.

Oospora lactis Wuchsstoffzusatz Faktor f
A Myzel 5 Vol. % 1,4
A Nihrlosung G 1,4
B Myzel . i 1,5
B Niahrlosung " 1,4
C Myzel 5 1,6
G Nihrlosung B = 1,6

Die Ahnlichkeit dieser Versuchsergebnisse mit jenen der
MR-Fraktion stehen in gutem Einklang mit den Befunden
von Janke und Sorgo (1939), deren Versuche die Wesensgleich-
heit des Schimmelpilzwuchsstoffes B, von Nielsen mit dem
Wuchsstoff MR nach Schopfer als wahrscheinlich erscheinen
lassen.

11. Biotinbestimmung nach Nielsen und Hartelius.

Bei der Wahl der Bestimmungsmethode erhebt sich vor allem
die Frage nach dem geeigneten Testorganismus. Zumeist wurde Hefe
verwendet (K6gl und Tonnis 1936, Té6nnis und v. Hasselt
1936). Die besonders biotinarme Hefe Rasse M wird auf der Reader-
Néahrlosung gezogen und die Suspensionsdichte nephelometrisch ge-
messen. Dabei bezeichnet die Saccharomyces-Einheit diejenige
Biotin-Menge, welche 1007, -igen Zuwachs bewirkt. Nun beriicksich-
tigt aber diese Methode nicht die anderen etwa vorhandenen Hefe-
wuchsstoffe. Die erhaltenen Werte sind daher oft weit hoher als dem
tatsdchlichen Biotingehalt entsprechen wiirde. Fast dieselbe Methode
wurde von Robbins und Schmidt (1939) verwendet, jedoch
mit Nematospora (Ashbya) gossypii als Testorganismus. Der auf
Baumwollstrauchern parasitierende Ascomycet spricht noch in Ver-
diinnung 1 :250 000 000 000 lebhaft auf Biotin an und zwar sowohl
auf das Biotin allein als auch zusammen mit Aneurinchlorid und
Mesoinosit. Ein anderer Ascomycet, Lophodermium pinastri, wachst
auf synthetischen Nahrboden iiberhaupt nur dann, wenn neben
Biotin zugleich auch Aneurin als Co-Wuchsstoff geboten wird. Den
genannten Pilzen geht offenbar die Fahigkeit der Biotinsynthese ab.
Hier sei die physiologisch interessante Frage eingeschaltet, ob jene
Pilze, auf welche das Biotin nicht wirkt und zu denen auch Poly-
porus adustus und Phycomyces -Blakesleeanus zihlen, des Wuchs-
stoffes iiberhaupt nicht bediirfen, oder ob sie ihn selbst zu syntheti-
sieren vermoégen und daher auf die Zufuhr von aussen nicht rea-
gieren. Nachdem nun K 6 g1 fand, dass Phycomyces und Polyporus
sehr biotinreich sind, erscheint es wahrscheinlich, dass auch fur sie
Biotin von Bedeutung ist.
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Zur Biotinbestimmung sind ferner Rhizobium (rifolii und Lacto-
bacillus arabinosus verwendet worden.

In vorliegender Arbeit wird die Methode von Nielsen und
Hartelius (1942) mit Hefe als Testorganismus gewdhlt. Sie be-
ruht darauf, dass zwei Parallelreihen aufgestellt werden, von denen
der Kontrollreihe Biotin in optimaler Menge zugesetzt wird. In beide
Reihen kommen nun steigende Mengen des fraglichen Prédparates.
Die Parallelgliaser der Versuchsreihe, welche das gleiche Wachstum
aufweisen wie die entsprechenden Rohrchen der Kontrollreihe, ent-
halten die optimale Biolinmenge. Durch die Vergleichsreihe werden
Fehler, die durch die Einwirkung anderer, auf die Hefe wirksamer
Stoffe entstehen, ausgeglichen. Auf diese Weise wird also nicht die
Wirkung aller im Préparate das Hefewachstum fordernder Stoffe
ermittelt, und zu hohe Werte vermieden. Mit dieser Methode kénnen
noch 0,13 my Biotin pro ccm erfasst werden. Kleinere Biotinmengen
bis 0,004 my herab, lassen sich mit Bact. radicicola bestimmen, aller-
dings mit geringerer Genauigkeit. Die Hefemethode arbeitet mit 107
Genauigkeit. Die von Nielsen angegebene Nédhrlosung hat fol-
gende Zusammensetzung:

Rohrzucker . . . . . . 500¢g
(NH )80, 1 i 11 70,6'8
NaCl. + &« v & #» s« » =« OB E
QOCL: o o tom . oy s e, Ok R
Mgs0,.7 H, O . . . . 07¢g
KHPO; .-J7¢ 7% J%740'8
Fe(lyl6 HO - 0 o4 87y - 50 mg
Asparagin . . . ¢ . 028
ANGURIN ..o 5 s w0 w sy, B0
p-Alanin . . . . . . . 120 ¥y
Aq. bidest. . . . . . . 1000 ccm

Als Biolin wird ein Eigelbextrakt nach den Angaben von Nie |-
sen benutzt und folgendermassen hergestellt. 5 g getrocknetes Ei-
dotter werden mit 200 ccm Wasser 15 Minuten lang erhitzt. In einem
ccm dieses Extrakies sind 30 my Biotin enthalten.

Zunichst wird die Empfindlichkeit verschiedener Hefen auf
Biotin gepriift. Dabei erweisen sich die Hefen Lft. 73 und Saccharo-
myces cerevisiae Stamm 55 als die empfindlichsten. Dagegen sind
Presshefe (altes und neues Verfahren), Spiritushefe und obergirige
Bierhefe weniger empfindlich. Tabelle 16 zeigt die Einwirkung ge-
staffelter Biotinmengen auf Lft. 73 und Saccharomyces cerevisiae 55.
Als Gefisse werden hier Glaskappenflaschen verwendet. Die Néahr-
losungsmenge betriagt 50 ccm pro Flasche. Zu 1 Liter Néahrlosung
werden 150 mg Hefe zugesetzt. Nach 48-stiindiger Kultur wird durch
Sintertiegel 1 G4 abfiltriert und bei 110° C getrocknet. Sodann wird
gewogen.
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in optimaler Menge zugeselzt (4 ccm Eidotterextralkt pro Liter Néahr-
16sung) und in die Gliser der Kontrollreihe pipettiert. Alle Parallel-
gliser (mit und ohne Biotinzusatz) erhalten die jeweilige gleiche
Menge der zu untersuchenden Oospora-Fraktion.

Tabelle 18h.

Bestimmung des Biotingehaltes der Biotinfraktion:
Fraktion aus der Nihrldésung.

Stamm Extraktzusatz Hefezellen in 0,1 mms?
pro 15 cem Néhrlsg. mit Nihrlsg. ohne
Biotinzusatz Biotinzusatz
Oospora lactis A 2,0 ccm 850 885
1,0 920 792
1,0 870 784
05 917 693
05 883 662
0,25 ,, 896 478
025 ,, 875 564
01 859 324
0l 844 420
Qospora lactis B 2,0 ccm 910 862
1!0 ” 875 893
1’0 ” 823 866
05 917 693
05 884 824
025 ,, 897 779
025 ,, 854 737
01 . 813 326
01 874 304
Oospora lactis G 2,0 cem 837 885
1,0 839 856
1,0 ,, 982 842
05 826 837
075 ” 798 805
025 ,, 895 621
025 ,, 876 . 598
0L o 859 324
01 867 386
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Tabelle 19a.

Bestimmung des Biotingehaltes der Thiaminfraktion;
Fraktion aus dem Myzel.

Stamm Extraktzusatz
pro 15 cem

Oospora lactis A 2,0 ccm

1,0
1,0
0,5
0,5
0,25
0,25
0,1
0,1

Oospora lactis B 2,0 cem

1,0
1,0
05
05
025
0,25
0,1
0,1

Oospora lactis G 2,0 cecm

1,0
1,0
0,5
0,5
0,25
0,25
0,1
0,1

”

”

”

7

”

”

”

”

”

”

”

”

"

Hefezellen in 0,4 mms3

Néahrisg. mit Néahrlsg. ohne

Biotinzusatz

818
873
843
854
825
889
872
853
834

859
783
812
805
798
814
893

804

867
821
852
879
851
868
881
847
862

Biotinzusatlz

542

843
481
481
397
349
362
304
321

805
872
844
827
833
857
874
579
823

Wie aus Tabelle 18 a (Qospora A, Myzel) hervorgeht, wird das
Optimum bei Zusatz von 1 cem Extrakt erreicht. Der Biotingehalt

dieser Fraktion betrigt demnach 30 my fiir 20 ccm der Fraktion.
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Tabelle 19b.

Bestimmung des Biotingehaltes der Thiaminfraktion;
Fraktion aus der Niadhrlésung.

Stamm Extraktzusatz Hefezellen in 0,4 mm3
pro 15 cem Nahrlsg. mit Néhrlsg. ohne
Biotinzusatz Biotinzusatz
Oospora lactis A 2,0 cem 889 829
1,0 847 825
1,0 853 856
05 869 962
05 8§23 892
0,25 782 825
025 » 910 770
01 884 635
01 867 578
Oospora lactis B 2,0 ccm 828 928
1,0 848 818
1,0 981 857
05 821 692
05 851 770
0,25 892 461
025 ,, 854 IAA
o1 807 246
ot 852 305
Oospora lactis G 2,0 ccm 873 827
1,0 814 885
1,0 862 848
05 825 801
05 927 879
025 846 823
0,25 ,, 882 867
01 822 514
01 880 463

Der Biotingehalt des Extraktes aus der Ndhrlgsung belduft sich
auf 16 my. Die ermittelten Werte aus der Biotin- und Thiaminfrak-
tion wie auch die Summen sind in folgender Tabelle enthalten.
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Tabelle 20.

Biotingehalt Gesamtbiotin-
Oospora lactis Biotinfraktion = Thiaminfraktion gehalt
A Myzel 30 my 120 my 150 my
A Néahrlésung 15 ,, 120 ,, 135 ,,
B Myzel 120 ,, 15 . 135 ,,
B Nihrlosung 60 ., 30 , 90 ,,
G Myzel 60 ,, 120 ,, 180 ,,
C Néhrlésung 60 ,, 120 ,, 180 ,,

(Berechnet auf Grund der Angabenvon Nielsenund Hartelius.
1 ccm des Eidotterextraktes enthalt 30 my Biotin).

Sowohl die Biotinfraktion, als auch die Thiaminfraktion, welche
ebenfalls auf ihren Biotingehalt untersucht wird, scheinen keine
anderen Wuchsstoffe ausser Biotin und Thiamin in nennenswerten
Mengen zu enthalten, da bei der Austestung Werte erzielt werden,
die auf die alleinige Wirkung des Biotins (eventuell auch Aneurins)
zuriickzufiihren sind. Bei Zusetzung der einzelnen Fraktionen zu den
Kontrollreihen, welchen die ocptimalen Biotinmengen zugefiihrt wur-
den, werden keine wesentlich hoéhere Werte erzielt, die bei Vor-
handensein von Wuchsstoffen, ausser Biotin, erheblich grosser
wiren. Der zusitzlichen Wirkung des Thiamins auf die Test-Hefe
wird von vornherein durch Zugabe von optimalen Thiaminmengen
zur Niahrlosung begegnet.

Aus der Tabelle 20 ergibt sich, dass dem Stamm G die hoch-
sten Biotinmengen zukommen und dass das Biotin gleich zwischen
Myzel und Néhrlosung verteilt ist. Das Verhéltnis Biotin/Myzel-
trockensubstanz ist folgendes.

Tabelle 21.
Verhidltnis Biotin/Myzeltrockensubstanaz.

Stamm g Trockensubstanz my Biotin Biotin/Trockensubstanz
Oospora lactis A 711 150 1/47 . 108
Oospora lactis B 6,55 135 1/49 . 108
Oospora lactis C 5,80 180 1/30.108

Schliesslich ist aus den Tabellen zu entnehmen, dass eine Tren-
nung des Thiamins von Biotin, wie schon eingangs erwéhnt, unter
den gegebenen Verhiltnissen nicht durchfiihrbar ist. Denn wéhrend
in den Biotinfraktionen von O. l. A und C die jeweils kleineren Men-
gen an Biotin vorhanden sind, ist bei der Biotinfraktion von Oospora B
der Biotingehalt gegeniiber dem Biotingehalt der Thiaminfraktion
wesentlich grosser.
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12. g-Alaninbestimmung nach Nielsen.

Nur in wenigen Fillen, etwa in den Wurzelknéllchen der Legu-
minosen, kommt das p-Alanin in grosseren Mengen vor. Meist aber
ist die Produktion so gering, dass zum Nachweis eine besondere
Methode, die von Nielsen und Hartelius (1941) herangezogen
werden muss. Bereits R. J. Williamsund E. Rohrmann (1936)
konnten zeigen, dass das p-Alanin auf Hefepilze wachstumsfordernd
wirkt. K6 g1 (1937) bestitigle die Wirksamkeit bei Asparaginsaure-
und Inositanwesenheit. Auf Nematospora, die auf Biotin stark an-
spricht, ist indessen g-Alanin unwirksam und zwar sowohl mit Inosit
als auch in Kombination Biotin-Inosit-Aneurin,

Beim Test wird daher mit einer empfindlichen Hefe gearbeitet,
deren Wachstum auf das Doppelte bis Dreifache gesteigert werden
kann. Den Ausgangspunkt dieser Methode bildet die Beobachtung,
dass die Wirkung des p-Alanins ein scharfes Optimum zeigt. Wei-
tere Gaben, welche das Oplimum iiberschreilen, sind nahezu wir-
kungslos.

Die Methode der B-Alaninbestimmung ist ganz analog der der
Biotinbestimmung, nur wird hier anstatt Biotin das Alanin den Kon-
trollreihen in optimalen Mengen zugesetzt. In beide Reihen — Ver-
suchs- und Kontrollreihe — werden steigende Mengen des Pripara-
tes pipettiert. Die Néhrlosung enthilt die optimale Biotinmenge, die
fiir die hier gewdhlte Hefe 4 ccm des Eidotterextraktes pro Liter
Nahrlosung betrégt. Mit dieser Methode konnen bis zu 0,13 y g-Alanin
pro ccm mit einer Genauigkeit von etwa 257 erfasst werden.

Als die empfindlichsten der untersuchten Hefen gegen p-Alanin
erweisen sich die Hefen Lft. 73 und Saccharomyces cerevisiae
Stamm 55. In den Versuchen wird Saccharomyces cerevisiae 55 ver-
wendet. Die eingeimpfte Hefemenge betrégt 30 mg pro Liter Néhr-
16sung. Die Néhrlosung hat folgende Zusammensetzung:

Saccharose . . . . . 50 g
(NH,),S0, w e e a8 B
NaCl e his ow o e w00 B
CaCl,.6H0 . . . . . 04¢g
MgS0,.TH,O . . . 07 g
KH,PO, « vow s ws 20E
FeCl, . 6H0 . . . ... B50mg
Aneurin . . . . . . 50 «
Biotin-Préparat . . . . 4 cem
doppelt dest. Wasser . . 1000 cem

Diese Ndhrlosung wird ohne Saccharose und Biotin 30 Minuten
bei 110° C erhitzt. Saccharose wird extra sterilisiert. Biotin wird in
Form eines Eidotterextraktes zugesetat.
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Tabelle 22.

Wirkung gestaffelter g-Alaninmengen auf das
Hefenwachstum.

Hefe p-Alaninzusatz Hefetrockensubstanz

9,5 mg
10,5 ,,
Y 13.5. s
” 14)5 ”
17,9 4
” 16’0 ”
” 16)5 ”
” 1870 ”

Lft. 73
2mal auf synthetischer Néhr-
losung gezogen

WWNOWVW==OO

11,0 mg
105 ,,
Y 135 ,
»” 12,0 ,,
155
” 15’0 ”
” 15)5 ”
” 145 ,,

Lft. 73
auf Wirzeagar gezogen

WWON OO

8,0 mg
85
Y 140 ,,
” 13,5 ”
180
190 ,,
” 1975 ”
5 205 ,,

Saccharomyces cerevisiae
Stamm 55 aul synthelischer
Nahrlosung gezogen

WDWNNO~OCO

Tabelle 23.

Bestimmung der optimalen g-Alaninmenge far
Saccharomyces cerevisiae Stamm 55.

p-Alaninzusatz Hefetrockengewicht
0 9,0 mg
0 85 ,,
2 v 175
2 ” 1875 ”
2,3 , 20,0
2,3 5 195
25 5 205
2,5 ,, 19,0 ,,
2,7 20,0
2,7, 185
29 ., 19,0 ,,
29 ,, 20,5
3,0, 195 ,,
310 ” 1810 ”
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Das Biotinprdaparat wird auf die bei der Biotinaustestung be-
schriebene Weise hergestellt. Nach 12-stiindiger Kulturdauer wird
die Hefe mittels eines Glassintertiegels 1 G 4 abfiltriert, mit 50 ccm
heissem Wasser gewaschen, im elektrischen Trockenschrank bei
105° C getrocknet und auf einer Dampfungswaage gewogen.

Tabelle 23 zeigt die Ermittlung der optimalen p-Alaninmengen
fiir Saccharomyces cerevisiae 55. Als optimal fiir diese Hefe erwiesen
sich 2,3 y pro 50 ccm Né&hrlosung. Diese Menge wird den Reihen mit
den Kontrollversuchen zugesetzt.

Demnach wirken 2,3 y B-Alanin auf diesen Stamm optimal.
Auf diese Zahl stiitzt sich auch die weitere Berechnung des g-Alanins
im Konzentrat.

Tabelle 2ia.
Bestimmung des f-Alaningehaltes des Myzels.

Stamm Extraktzusatz mg Hefetrockensubstanz
in ccm  Néhrlosung mit Néhrlosung ohne
B-Alanin p-Alanin

Oospora lactis A 2,0 19,5 20,0
1,0 23,0 22,5

0,6 20,0 23,5

0,6 19,5 24,5

0,2 22,5 21,0

0,2 20,5 19,0

0,1 24,0 15,6

0,1 19,0 16,0

0 18,5 85

0 21,5 8,0

Oospora lactis B 2,0 19,5 18,5
1,0 19,5 11,0

0,6 21,5 10,0

0,6 19,0 95

0,2 21,5 9.0

0,2 21,0 9,5

0,1 19,5 8,0

0,41 21,0 10,0

0 21,0 9,5

0 20,0 8,0

Oospora lactis G 2,0 19,0 15,5
1,0 17,5 8,5

0,6 20,5 85

0,6 18,0 8,0

0,2 18,6 ) 9,0

0,2 18,0 . 8,0

0,1 21,0 85

0,1 22,0 10,0

0 21,0 85

0 23,5 9,0
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Tabelle 24b.
Bestimmung des p-Alaningehaltes der Néhrlosung.

Stamm Extraktzusatz mg Hefetrockensubstanz
in cem  Néhrlosung mit Néhriésung ohne
p-Alanin p-Alanin

Oospora lactis A 2,0 20,5 24,5
1,0 21,0 26,5

0,6 251 22,0

0,6 24,0 24,0

0,2 21,6 23,5

0,2 19,5 20,5

0,1 22,0 16,5

0,1 23,0 17,5

0 21,5 8,0

0 19,0 8,5

Qospora lactis B 2,0 24,5 20,5
1,0 18,5 13,0

0,6 20,0 12,5

0,6 215 11,0

0,2 19,0 10,5

0,2 21,5 8,6

0,1 20,5 11,0

0,1 19,0 7.6

0 19,5 85

0 22,0 9,5

Oospora lactis G 2,0 21,5 20,0
1,0 17,5 19,5

0,6 20,5 23,5

0,6 19,0 20,0

0,2 20,5 15,5

0,2 21,5 14,0

0,1 20,0 11,5

0,1 19,0 9,5

0 215 85

0 21,0 7.5

Folgende Tabelle zeigt die Zusammenfassung der erzielten Resul-
tate.

Tabelle 25.

Oospora lactis p-Alaningehalt
A Myzel 230,0 vy
A Nihrlosung 230,0 ,,
B Myzel 23,0 ,
B Nihrlosung 23,0 ,,
C Myzel 23,0 ,,
_ G Néhrlosung 76,6 ,,

Bei der p-Alaninbestimmung zeigt sich, dass, nach der Erreichung
des Optimums, durch weitere Zusdtze von Oosporaexirakien keine
wesentlich hoheren Werte erzielt werden.
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Aus den Tabellen ist ersichtlich, dass Oospora lactis A am
p-Alanin-reichsten ist, die kleinsten f-Alaninmengen bei Oospora
lactis B zu finden sind.

Wihrend bei Oospora lactis A und B das g-Alanin zwischen
Myzel und Néahrlosung gleichméssig verteilt erscheint, ist bei O. lac-
tis C die gefundene Menge an g-Alanin dreimal so gross als wie im
Myzel.

Beim Vergleich des Biotin- und p-Alaningehaltes der einzelnen
Fraktionen gelangt man zu folgenden Verhéltnissen Biotin /g-Alanin:

Tabelle 26.
Oospora lactis Biotingehalt B-Alaningehalt Biotin/g-Alanin
A Myzel 150 my 230 v 1/1533
A Nihrlosung 135 ,, 230 1/1704
B Myzel 135 ,, 23,0 ,, 1/170
B Nihrlosung 9 ,, 23,0 ,, 1/256
C Myzel 180 , 23,0 ,, 1/128
G Nahrlosung 180 ,, 76,6 ,, 1/425

Daraus ergibt sich, dass bei allen drei Stammen, sowohl in der
Néhrlosung wie auch im Myzel der g-Alaningehalt erheblich grosser
als der Biotingehalt ist. Auf dieses Mengenverhéltnis wies schon
Nielsen (1941) hin und fand fiir die meisten von ihm untersuch-
ten Substanzen Verhéltnisse Biotin / g-Alanin zwischen 1/50 und 1/400.
In diesen Grenzen halten sich Qospora lactis B und Oospora lactis C.
Stirker weicht davon O. lactis A ab. Bei Hefepressaft allerdings
ist dieses Verhéaltnis zufolge Nielsen 1/10 000.

Wiéhrend sich O. lactis A, wie schon erwihnt, als g-alaninreich-
ster Stamm erweist, ist hinsichtlich des Biotingehaltes der Stamm C
der wuchsstoffreichste. — Das g-Alanin betrdgt den 1/31 000 bis
1/260 000 Teil der Myzeltrockensubstanz, was anndhernd den ge-
fundenen Werten bei Schweinsserum und Bierwiirze entspricht
(Nielsen und Hartelius 1941).

Tabelle 27.
Verhédltnis g-Alanin/Myzel -Trockensubstanz.

Stamm g Trockenstubstanz  y p-Alanin B-Alanin/Trocken-
substanz
Oospora lactis A 7,11 230 1/31 000
Qospora lactis B 6,55 23 1/290 000
Oospora lactis G 5,80 23 1/250 000

Zur Frage der Lokalisierung ist die Feststellung interessant, dass
bei O. I. A und B das g-Alanin gleichméssig zwischen Myzel und
Nahrlosung verteilt ist. Der fettreichste Stamm C hingegen gibt einen
Grossteil der Aminoséure an die Naéhrlosung ab. Die Permeabilitit
fiir g-Alanin scheint also mit dem Fettgehalt der Zellen zu steigen.

446



13. Zusammenfassung.

Bei drei Stimmen von Oospora lactis wird der Gehalt an fol-
genden Wuchsstoffen bestimmt: Thiamin, Wuchsstoff MP Schopfer,
Lactoflavin, Nicotinséiure, Wuchsstoff MR, B, nach Nielsen, Biotin
und B-Alanin. Die Stimme unterscheiden sich u. a. in ihrem Fett-
speicherungsvermdgen. Stamm A ist fettarm, B stirker fettbildend,
Stamm C ist feltreich.

Es wird der Wuchstoffgehalt sowohl im Myzelium wie auch in
den Nahrlésungen, auf denen die Stimme gewachsen sind, bestimmt.
Die Extrakte aus den getrockneten Myzelien und der zur Trockne
im Vakuum eingedampften N&hrlosungen werden einer Zerlegung
unterworfen und die einzelnen Fraktionen auf ihren Wuchsstoff-
gehalt gepriift. Diese Zerlegung wird im einzelnen beschrieben.

Zur Ermittlung des Thiamins wird die Methode von
Schopfer angewandt. Der Thiamingehalt betrigt, bezogen auf
10 g Myzeltrockengewicht, 1,3 bis 4,3 y. Der fettarmen O. l. A kommt
der hochste Vitamingehalt zu. Er nimmt bei steigender Fettspeiche-
rung ab. Die Hélfte des B,-Gehaltes wird an das Substrat abgegeben.
Thiamin ist sowohl in der , Thiamin*- als auch ,Biotinfraktion‘.
Eine Trennung von Thiamin und Biotin ist somit unter den gegebe-
nen Umstdnden nicht moglich.

Der Wuchsstoff MP wird ebenfalls mit Phycomyces Bla-
kesleeanus (+) ausgetestet. Die hochste Wuchsstoffmenge wird bei
0. l. B gefunden. Der wuchsstoffarmste Stamm ist O. I. G, was mit
dem Thiaminbefund iibereinstimmt. Die N&ahrlésungen enthalten
stets den grosseren Anteil.

Lactoflavin. Die photometrische Messung der Farbintensi-
tat zeigt folgendes: Der Lactoflavingehalt bei O. I. C betrigt 8,7 y.
(bezogen auf 10 g Trockengewicht) und ist der héchste gefundene
Wert. O. . A synthetisiert 4,4 y pro 10 g Trockengewicht. Demnach
verhilt sich das Vitamin B, entgegengesetzt zum Vitamin B,. Lacto-
flavin wird an die Nahrlésung abgegeben. Die Permeabilitdt fir die-
ses Vitamin steigt mit dem Feltgehalt der Zellen.

Nicotinsdure. Gemessen wird die Gelbfirbung nach Be-
handlung mit Bromcyan und Metol. Die hochsten Nicotinsdure-Werte
werden von O. I. C erzielt. Der Wuchsstoff verhalt sich konform zum
Fettgehalt der Staimme und somit entgegengesetzt zum Aneurin.
Ebenso wie B, exosmiert auch Nicotinsdure zur Hilfte in die Nahr-
l6sung.

Der Wuchsstoff MR wird auf Rhizopus suinus aus-
getestet. Alle Oosporastimme haben fast gleichen Wuchsstoffgehalt.
Etwas stirker wirkt die Fraktion aus O. [. B. Der Wuchsstoff ist
gleichméssig zwischen Myzel und Néahrlosung verteilt.
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Testorganismus filr den Wuchsstoff B, Nielsen ist Asper-
gillus niger. Der Wuchsstoff ist gleichméssig zwischen Myzel und
Nahrlosung verteilt. Quantitativ sind die Unterschiede zwischen den
Oosporastimmen gering. Die Versuche sprechen fiir die von Janke
und S orgo ausgesprochene Wahrscheinlichkeit der Wesensgleich-
heit des Aspergillus-Wuchsstoffes B, mit dem MR-Wuchsstoff.

Auf den Biotingehalt wird sowohl die Fallung wie auch
die Losung nach der Bleiacetatfallung bei pH 6,8 untersucht. Es wird
die von Nielsen und Hartelius ausgearbeitete Methode ge-
withlt. Der Biotingehalt der untersuchten Stimme bewegt sich zwi-
schen 350 und 600 my pro 10 g Trockensubstanz. Die hochsten Men-
gen synthetisiert O. [. C. Darin und auch in der ziemlich gleichmaés-
sigen Verteilung zwischen Myzel und Néhrlosung verhilt sich das
Biotin analog dem Wuchsstoff B, Nielsen, der Nicotinsdure und dem
Lactoflavin.

p-Alanin wird in analoger Weise bestimmt wie das Biotin.
Der fettirmste Stamm O. I. A hat, ganz im Gegensatz zu Biotin und
in Ubereinslimmung mit Thiamin, den hdéchsten Wuchsstoffgehalt.
Demnach ist auch der Quotient Biotin / g-Alanin bei O. I. A der weit-
aus kleinste. Die Stimme A und B zeigen eine gleichmissige Ver-
teilung der Aminosdure zwischen Myzel und N&hrlésung. Der
Stamm C hingegen gibt einen Grossteil an das Substrat ab. Hierin
gleicht das Verhalten des p-Alanins dem des Lactoflavins. Wie es
scheint, steigt die Permeabilitat fiir die beiden Stoffe mit dem Fett-
gehalt der Zelle.
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