Mdller: Ndahrstoffe und Wuchsstoffe der Milchsdurebaklerien

Fiir die Ausbildung der verschiedenen Oltypen mul} die
Adsorption eine grofle Rolle spielen, die man bisher weit
unterschitzt hat. Die einzelnen Verbindungsreilien: Aliphaten,
Naphthene, Aromaten, hochmolekulare Stoffe unterscheiden
sich sehr im adsorptiven Verhalten, u. zw. nimmt die Adsor-
bierbarkeit in der aufgefiiirten Reihenfolge zu. Schon der
SammilungsprozeB der Ole in den produktiven Horizonten
mufl mit adsorptiver Trennung in Fraktionen verbundgn sein,
wobei gelostem1 Erdgas, in der Hauptsaclkc Methan, grofle
Bedeutung zukommen mufl. Nur so ist das benachbarte Vor-
kommien recht verschieden zusammengesetzter Ole erklirbar,
etwa Uberlagerung paraffinbasischer und naphthenbasischer Ole
auf kurze Entfernung im gleichen Lager. Bisher war man zur
Annahme gegenseitiger Umwandlungen gezwungen, die che-
nmisch undenkbar sind.

Der geforderte biologisclie Primarprozell der eigent-
licken Olbildung ist in guter Ubereinstimmung mit den
Beobachtungen. Im Tiefseeschlamm des Schwarzen Meeres
hat man Kohlenwasserstoff in Mengen von 109, der organischen
Substanz gefunden®). Russische Forscher, vor allem Archan-
gelski, vertraten auf Grund derartiger Befunde die biochemische

Intstehung des FErdols*). Die Versuche von Terres™) iber
anaeroben bakteriellen Celluloseabbau, der unter Fettsiure-
bildung verlauft, bestatigen die Moglichkeit. Die Tatsache,
daf} die Erdslbildung sich im Sedinient am Meeresboden abspielt,
erklirt. es, dal} die Statte des biochemischen Primirprozesses
unzuginglich ist. Der Hauptvorteil der biologischen Theorie be-
steht in der Moglichkeit, die Umwandlung annahernd der Gesaint-
substanz der Sediniente in Ol zwanglos annehmen zu diirfen.

Aber auch auf die Bildung der Olschiefer, die der Menge
nach die Erdéle iibertrcffen, 1a8t sie sich ohie weiteres an-
wenden. Das Bitumen der Olschiefer weist auch einen ziemlich
liohen Reduktionsgrad, d. h. viel H, wenig O auf. Da genaue
systematische Analysen der Olschiefer vollkommen fehlen, nur
die Ole der destruktiven Destillation sind genau bekannt, ist
dieses Problem einer eingehenden theoretischen Behandlung
noch nicht zuginglich. ¥rklarungen durch anders geartete
Reduktionsprozesse miissen jedoch vollig versagen, da das
Bitumen sich mit Sicherheit auf primarer Lagerstatte befindet,
s0 daf viele beim Erdsl imunerhin diskutierbare Moglichkeiten
entfallen. Darin liegt einn zwingender Beweis fiir die biologische

Natur der Reduktionsvorginge. Eingey. 28. Mirz 1940. [A. 44.]

8) Ginsburg- Karagitschewa, Kodionowa, Reitrag zur Kenntnis der im Tiefseeschlamm statt-
findenden biocheniischen Prozesse. Zur Frage der Erdofhildung, Biochem, 4. 275, 306G
{1085].

‘) Biehe dazu: Brddlmuttersubstanz, Schriften aus dem Gebiet der Breunstoff-Geologic.
Herausgeg. von O. Stulzer, Heft 10 [19385], I Welanshv. 8. 175.
7) Diese Ztschr, 48. 160 [1935).
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I. Ndhrsalze.

Wie alle Lebewesen, benotigen die Milchsdanrebakterien eine
Reihe anorganischer Salze. Bei den autotrophen Lebe-
wesen, die in Salzlosung allein gedeihen kénnen, ist das Be-
diirfnis an Salzen nach zahlreichen Untersuchungen qualitativ
und guantitativ stark wechselnd von Art zu Art, ja von Starum
zu Stamn. Bei heterotrophen Organismen, zu denen die Milch-
sdurebakterien gehoren, stolit die Erforschung natiirlich auf
grofle Schwierigkeiten und kann nur Schritt fiir Schritt mit
der Erkenntnis der iibrigen Nahr- und Wuchsstoffe weiter-
gefithrt werden. Es ist so nicht verwunderlich, daf3 bei den
Milchsaurebakterien in dieser Hinsicht bisher nur wenige Be-
funde gesichert sind. Praktisch bewahrt haben sich die in
Tab. 1 angegebenen Salzlosungen. Auffallend ist, daf3 diese
kein Ca” enthalten. Es steht noch nicht fest, ob alle Jonen
unbedingt erforderlich und wie grof3 ihre optimalen Kon-
zentrationen sind. Lediglich fiir Mn" konnte ich zeigen, daB
es in Glucose-Bouillon, die praktisch Mn'"-frei ist, unbedingt be-
nétigt wird und bei einer Konzentration von ~ 0,65:-10-3g/cm?
optimal wirkt. Ein Ersatz des Na-Acetats durcli Phospliat-
oder gar Citrat- und Glykokoll-Puffer hat sich nach eigenen un-
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bakterien liegt eine ausgedehnte Literatur vor, besonders von
bakteriologischer Seite; denn die Verschiedenheit des (ar-
vermogens ist ja gerade eines der differential-diagnostisclhien
Mittel zur Unterscheidung der verschiedenen Arten. Es sei
hier nur auf die grundlegenden Arbeiten von O#la-Jensen!)
verwiesen, denen auch die Tab. 2 entnommen ist. Darin wird
die Vergarbarkeit der wichtigsten Kohlenhydrate, und zwar
durch die Streptobakterien, gezeigt, da hauptsichlich mit dieser
Gattung die neueren Wuchsstoffarbeiten bei den Milchsaure-
bakterien durchgefiihrt worden sind. Es darf nicht unerwahnt
bleiben, dal} die Vergarbarkeit von Kohlenhydraten und
anderen C-Quellen keine absolute Eigenschaft der Bakterien
ist, sondern dal sie 1. von Stamm zu Stamm wechselt — ob-
wohl von gewissen Stimmen bestimmte C-Quellen bevorzugt
vergoren werden—, 2. von den iibrigen Ernihrungsbedingungen,
besonders von der (sogenannten) N-Quelle, abhangig lst.
Deshalb sind in Tab. 2 sowohl die Stammnie als anch die Nahr-
medien genan angegeben.

Tabelle 2,
Verglirbarkell von Koblenhydraten dureh Mitchsiurebakterien.
[Nacls Urle-Jensenty. )

verdffentlichten Versuchen als ungiinstig erwiesen. Ovla- Jensen) S ol a
A s shan, plantaru Shia. cusei
hat das optimale Anfangs-pny fiir alle Arten festgelegt. Rohlenhydrat ! " . ol
> = ohleshydrate N
Tabelle 1. u . ahnl. C-Quelien Stamm 24 Stamm 11
Salzidsungen zur Ziichtung von Milchsiiurebakterlen. Witte-Pepton | Caseinpepton| Hitte- Peptan ! Claseinpeptan Rele
sller?) (spes. fiir Sbm. : m L .
Nach Mdller?) (spes. fiir Shm. plantarum) I Nach SnelP) (spez. fur Sbmo. rasei) Glycerin ........ 0.1%) 0.5 0.2 0.5 0.7
Xylose.......... 2,5 15,1 0 0
UH,000Na ........... 13,75 102 gfem® OHUOONa . _......... 6,0° 10~ gfem® Arabinose ...... 2,8 8.8 0,50 i
Na,HPO¢2H,O ........ 1,25 1072 glewn® KHPO, ....... 0,5°10~% gfom® Rhamnose ...... 0,1 0,2 0 0
RHPO ...oevennnnn.. 0,83- 10~* gfcm?® KH,PO, ....... o 0,510~ glem® Sorbit .......... 0 0,2 0 ]
MgBO.7HO .......... 0,42° 102 g/em? MgB8O7H,0 .. .0 0,210 glem? Mannit ......... 0,7 2,9 1.1 25 7l
FeSO7TH,O........... 25 < 10~*gfem?® PeBO7TH,O .. .. - 1,00 1078 glem?®
MnOlg*4H,0 ... . 1,25+ 107 g/em® MnB0,*3H,0 .. 1,0°10~% gfem® Fruetose ....... 2,6 8,9 A.2 11,7 15,8
(NHW80. oot 5,0 -10~%g/em® NaCl.ooveviennnn.. 1,0° 1074 gfen? Glucese ........ 1,9 7,8 6,8 13,7 15,1
Mannose .. ...... 1,1 6,9 5,4 13,5 14,6
Il. Kohlenhydrate Galaktose ....... 1,0 5,6 3,8 12,2 12,8
. 3 . . Saccharose .. .... 2,2 6 0,2 ,1/2,0 E
Ohne die Anwesenheit eines vergarbaren Kohlenhydrats  ‘altoss ... ... 65 7:3 11 113,}1/2' bk
ist das Wachstum der Milchsidurebaktetien unméglich. Uber m -------- (l)»f]’ g’g 2.0 12,5 15,3
die Vergarbarkeit von Kohlenhydraten durch Milchsdure- ~— ’ ’ 0 !
Inalin .......... 0 0 0 1 )
%) The Iactic acid bacteria, Kgl. Danske Vidensk. Selsk. Skrifter, Naturv, og Mathematisk Dextrin......... 1,1 1,9 0 0,2 :l
Afd. 8, V, 2 [1819]. ] -Btarke.......... 0 0 0 0 0
) Unverdffenilicht. Bime andere, in friiheren Untersuchungen verwendete Salzlésung Sallein _........ 2,3 5,1 10,8 12,8

ist von K. F. Mdller, Hoppe-Seyler's 7. physiol. Chem. $80, 246 [1939] angegeben.
*) E. E. Snell, F. M. Strong u. W, H. Peterson, Biochemical J. 81, 1789( 1937].
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Orla-Jensen®) hat einen interessanten Effekt gefunden
und ihn ,,Aktivierung der Kohlenhydrate'* genannt. Sterilisiert
man Kohlenhydrate zusammen mit natiirlichen Stickstoff-
quellen, wie FEiweilstoffen (Peptonen) oder besser Hefe-
autolysat, so ist das Wachstum vieler Milchsdurebakterien
weit starker als in Nahrbéden, bei denen diese Komponenten
vorher einzeln sterilisiert werden. An Stelle von Kohlen-
hydraten wirken auch ihre Spalt- und Umwandlungsprodukte,
wie Methylglyoxal, Diacetyl, Furfurol. Eine besondere Rolle
scheint Xylose zu spielen. Es ist ferner sehr bedeutsam, dal
durch Erhitzen des Nihrbodens zusammen mit Methylglyoxal
vorher nicht oder nur schwer vergarbare Kohlenhydrate leicht
vergarbar werden. Die Bildung dieser unbekannten wachs-
tumsférdernden Substanzen wird durch Leitungswasser be-
giinstigt, was auf die katalytische Wirksamkeit von Metall-
spuren hindeutet. Orla-jensen nahm an, da unter dem vor-
liegenden Bedingungen ,cozymase-dhnliche" Stoffe gebildet
werden.

Einen ahulichen Effekt fanden Nielsen u. Harieltus®) fiir
Aspergillus niger. Werden Glucose, Fructose oder Arabinose
mit oganischen Siuren, wie Oxalsdure, Milchsiure, Bernstein-
saure, Weinsaure, Citronensiure oder besser deren Animon-
salzen in Anwesenheit von Filtrierpapier (bzw. dessen Asche)
auf 1359 unter Druck erhitzt, so bilden sich wachstumsférdernde
Substanzen. Da diese auch ohne die Anwesenheit von Stick-
stoffkamponenten entstehen, nehmen Nielsen u. Hartelius
an, daf sie stickstofffrei und deshalb mit den eben genanuten
Wirkstoffen von Orla-Jensent) nicht identisch sind.

Versuche, die chemischie Natur dieser Stoffe zu ergriinden,
sind noch gar nicht unternommen worden; es ist moglich,
daB sich hierbei noch interessante Ergebnisse zeigen werdeu.

II1. Wuchsstoffe.

Der erste Nachweis, daB Milchsiurebakterien vitamin-
artige Stoffe benétigen, geht auf /. G. Davis u. Mitarb. (1929)
zuriick. Davis u. Mattick®) konnten zeigen, dall ein Milchsaure-
bakterienstamm aus roten Flecken von Cheddar-Kiase auller
Kohlenhydraten und Eiweillstoffen zur Vermehrung einen
zusitzlichen Faktor benétigt. Dieser war z. B. in Vitamin-B -
Konzentraten enthalten. Es ergab sich aber bald (Davis n.
Golding?), daB die aktive Substanz nicht mit Vitamin B,
identisch sein kounte. Weitere, auch auf viele andere Milcli-
saurebakterien ausgedehnte Untersuchungen von Davis n.
Mitarb.%), von Rahn u. Mitarb.®), von Koser u. Saunders'),
von Fagles'!) u. a.” enthalten zwar viele interessante Einzel-
befunde, sie haben sich aber uicht {iber einen orientierenden
Charakter erlioben.

1. Lactoflavin.

Eingehender hat sich Orla-Jensen'?) (1933-—-1936) iu
einer Reihe von Arbeiten mit der Erndhrung sehr vieler
Milchsiaurebakterien, u. zw. zunaclist solcher, die in Milch
gedeihen, beschaftigt. FEs ist sein unumstrittenes Verdienst,
den ersten Wuchsstoff fiir viele Milchsaurebakterien in Lacto-
flavin, dem von R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg'®) entdeckten
Vitamin B,, dessen Phosphorsaureester bekanntlich die Wirk-
gruppe des gelben Fermentes von 0. Warburg4) ist, gefunden
zu haben. Die optimal wirkende Konzentration betrug bej
den Langstiabchen rd. 0,5-10-¢ gjcm?, was gerade dem durch-
schnittlichen Gehalt der Milch (0,5—1,0 mg/l) entspricht. Das
Bediirfnis der Kokken war ,,noch niedriger’’. Orla-jensen hat
aunf folgendem Wege die Nétigkeit von Vitamin B, gefunden:
Aus Milch wurde mit Kohle (Norit) ein Teil der Wuchsstoffe
adsorbiert. Das Eluat wurde durch Kochen it Alkali in-
aktiviert. Durch Zusatz von Lactoflavin wurde das in-
aktivierte Eluat wieder wirksam. Da das ebenfalls alkali-
labile Vitamin B, keinen Effekt zeigte, ergab sich, daB letzteres
bei den untersuchten Stiammen als Wuchsstoff keine Rolle

¢) J.Boc. chem. Ind., Chem & Ind. 62, T'rans. 374 (1933]. %) Biochem. Z. 258, 2(1932].

%) J. Dalry Ros. 1, 50 [1929); 8, 136 [1930). 7) Biochemical 7. 24, 1503 [1930].

®) J. @ Daris u. A. T. R. Maitick, J. Dairy Rcs. 4, 81 [19821: J. G. Davis, ebenda 10,
186 [1939].

°) 0. Rahn u. C. P£. Hegarty, Proc. Eoc. oxp. Biol. Med. 38, 218 [1038]; O. Rahn, C. I
Hegarty u. R. E. Deuel, J, Bacteriol. 85, 547 [1938]. 1ty Bact. Rev. 2, 99 [103%].

'Yy B, A. Eagles, 0. Okulitsch u. A. 8t. Kadiielawa, Canad. J. Res. 18 B, 46 [1938].

Y 8. Orla-Jensen, N. C. Otte u. A. Snog-Kjaer, Kgl. Danske Vidensk. Selsk. Skrifter,
Naturv. og Math. Afd. 8, VI, 5 [1936]; vgl. a. Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektions-
krankh. Abt. IT 94, 484 [1936]; ferner Nature 185, 015 [1935].1A

%) R, Ruhn, P. Qyorgy u. Th. Wagner-Jauregg, Ber, dtsch, chem. Ges. 68, 317 [1933].

Y) 0. Warburg u. W. Christian, Naturwiss. 20, 888, 980 [1932]; Biochem. Z. 254, 438 [1032);
257, 492 [1933]; 286, 877 (19331
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spielt. Im alkalistabilen Teil des Eluats vermutete Orla-
Jensen eine Bios-Substanz (Pantothensiure) oder auch Vita-
min B,. Nach unseren heutigen Kenntnissen kann es sicl
weder um Pantothensaure gehandelt haben, die Aauflerst
empfindlich gegen Alkali ist, noch um Vitamin B, das sich
{nach eigenen unverdffentlichten Versuchen) aus Milch und
Molke nur schlecht an Kohle adsorbieren lafit. Einen weiteren
fiir viele Milchsdurebakterien nétigen Wuchsstoff kounte Orla-
Jensen schliefllich in der ILactosefraktion der Milch nach-
weisen. ' )

Wood, Anderson u. Werkman'®) fanden, dall das Wachs-
tuni von Lactobacillus mannitopoeus, L. lycopersici, Sc. para-
citrovorus in hydrolysiertem Casein durch Zugabe von Lacto-
flavin gefordert, dal aber das an sich kraftige Wachstum von
I.. pentoaceticus unter den gleichen Bedingungen von Lacto-
flavin nicht beeinflult wird. In einem verbesserten Medium
konnten die Autoren?®) spater feststellen, daB bei gewissen -
Stammmen von Propionsiurebakterien — bei anderen wiederum
nicht -— eine Ziichtung in fortlaufenden Passagen nur in Gegen-
wart von Lactoflavin gelingt. Dabei machten sie gleichzeitig
die Entdeckung, daB die Zugabe bestimmter Aminosauren die
Anwesenheit von Lactoflavin iiberfliissig macht. Dieser bisher
noch nicht von anderer Seite bestdtigte Befund ist gewill von
sehr groBem Interesse, da er daranf hindeutet, dal diese
Aminosiuren Bausteine derjenigen Fermente sind, welche die
Bakterien befahigen, das von ihnen benétigte Lactoflavin
selbst zu synthetisieren.

Swuell n. Stromg'’) untersuchten in einem weitgehend ge-
reinigten, vollig flavinfreien System 11 Arten von Milchsanre-
bakterien auf ihren Bedarf an Lactoflavin bei Ziichtung in
fortlaufenden Passagen. Nur B. delbriicki, L. gayoni, Sbm.
casei und B, lactis acidi waren auf Lactoflavin angewiesen,
wiahrend L. arabinosus, L. pentosis, B. brassicae, L. pento-
aceticus, L. mannitopoeus, Leuconostoc mesenteroides und
Sc. lactis selbst nach 5 Passagen it und ohne Lactoflavin
gleich gut wuchsen. Fiir vier dieser letzteren wurde aulerdem
noch bewiesen, daB sie Lactoflavin selbst synthetisieren (Lumi-
flavinbestimmung). Die optimale Konzentration betrug fiir
alle Stamme ~ 0,5-10-7 g/ecm®. Bei Sbm. plantarum (10
Stamme) scheint Lactoflaviii nach eigenen Untersuchungen
ebenfalls unnotig zu sein. Diese Befunde stehen im Gegensatz
zu denen Orla-Jensens'?), der angab, dafl Lactoflavin fiir alle
wahren Milchsiurebakterien notwendig sei. Orla-Jensen ar-
beitete aber in einem1 anderen Medium als Sunell u. Strong.

Tabelle 3.

SpezifitAt von Flavinen bei Miichsiiurebakterien, bel der Ratte
und im Flavinenzymtest.

[Nach Snuell u. Strong'?), ergiuzt nach Kulm®)).

8tun. casej B. lactis acidi
" | < " - Ratte | Flavin-
lavinderivat - onz.#)) . 0uz.*) | Wache- | enzvin-
mueﬁr;mg =1 Sa uc{;r)ung 10— tam Lot
gfem? glem?
,7-Dimethyl-d-riboflavin (1.a.--
toflavin) .. .............. i ! 4,5 + 4 {,H F4++  + b
ii-Methyl-d-riboflavin ... ... .. t Ej 4 0.5 ER N
7-Methyl-d-riboflaviu ........ * 4 1 4+ 1 + 4 + + -+
Gi-Athyl-7-methyl-d-riboffavin. . [+ 4 (43 0,5 + -+ t L
6,7-Dimethyl-d-araboflavintt) . Oy 10 O 10 0wy o
+4iH
13,7-Dimethyl-l-arab flavingt) . v 10 () 10 + + + 4
8- thyl-7-methyl-l-arabo- )
favingf) ..o ) 10 © 1 o)
13,7-Dimethyl-d-glucoflavin . . . . . 1 9] 10 Q .
O-d-Riboflavin . ............. O 10 o) 10 o} C
H,0-Benzo-riboflavintf) .. ... .. i 10 I®) 16 o
4,7,9-Trimethyliso-allox:zin
(Lumiflavin) .............. ' 301 o 3001 C =
i,7-Dimethylalloxazin  (Luoni- v 300 300 Q J
chrom)....................
Lactoflavin-tetrancetat. ., .., o 1 1 4 4 =

“} Bei den Bakterientesten bedeutet die Zahl der Kreuze ein ungefahres MaB des  Wachs-
tums (gamessen durch direkt titriertare Biure), die Zallen geben hei den aktiven
Lriaparaten die optimale, bei den inaktiven die hichst angewandte Konzentration
(fu U7 gfem®) an. G heilt imaktiv.

“3) ;. Kuhn, diese Btachr. 49, 6 [193R].

1) H.v. Euler, P. Rarreru, M. Malmberg, Llels. chim. Acta 18, 1336 [1930], [erner P. Karrer
u. Th, Quibell, ebenda 19, 1034 {1936].

t1} In einem besonderen Test, der in Gegenwart eben ausprechender Lactoflavin-Konzen-
tration arbeitet, konnte von Snell u. Strong'®) auch eine gewisse Wirksamkeit von
3,7-Dimethyl-araboflavin, u. zw. sowobl der J- als auch der I-Formn, ferner von
6-Athyl-7-methyl-1-arabotlavin und von 5,6-Benzo-riboflavin, teilweige im Gegensats,
71 den Tierversuchen, festgestellt werden.

5y Proc. Soc. exp. Biol, Med. 38, 217 (1937).

i) J. Bacteriol. 84, 132 [1937].

'7) Euzymologica 8, 186 [1989); vgl. J biol. Ohemistry 188, Proc. CXIT [1934].
Y) R. Kuhn, diese Ztschr. 49, 6 [1936].
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Es besteht die Méglichkeit, daBl die Ab- oder Anwesenleit be-
stimmter Substanzen die Ansprechbarkeit auf Flavin vollig
verdndert — ich erinnere in diesem Zusammenhang an die
Befunde von Wood, Anderson u. Werkmannl®) iiber die Ver-
tretbarkeit von Lactoflavin durch gewisse Aminosauren.

Sehr interessant sind schlieBlich die Versuche von Suell
u. Strong'") mit verschiedenen Flavinen. Tab. 3 enthilt Ver-
gleiche zwischen dem Bakterientest, dem Test an der Ratte
und dem Warburgschen Fermentversuch. Die Ubereinstimmung
der drei Teste in der Mehrzahl der Fille zeigt die hohe Spe-
zifitit des Lactoflavins auch fiir die Milchsaurebakterien. Die
Inaktivitit des Lactoflavintetraacetats bei den Milchsiure-
bakterien im Gegensatz zur Aktivitit an der Ratte muB auf
die schwere Spaltbarkeit esterartiger Verbindungen durch die
verwandten Milchsaurebakterien zuriickgefithrt werden. Der
Mangel an gewissen esterspaltenden Fermenten scheint eine
allgemeine Eigenschaft vieler Milchsiurebakterien zu sein.
So ist z. B. nach Swuell u. Strong'?) sowohl! Pantothensiure-
methylester als auch acetylierte Pantothensiure bei Shm.
casel unwirksam, nach eigenen Versuchen wirkt Biotinmethyl-
ester — wie spiter noch nidher ausgefiihrt wird — bei Sbm.
plantarum erst in viel hoherer Konzentration als freies Biotin,
und nach unvertffentlichten Versuchen kann Glutaminsiaure
durch Glutathion erst in viel héherer Dosierung, durch N-
Acetylglutaminsiure iiberhaupt nicht ersetzt werden.

Bisher ist Lactoflavin nur bei wenigen anderen Mikro-
organismen als Wuchsstoff bekanntgeworden. Mosher, Saunders,
Kingery u. Williams") zeigten, daB3 es bei dem pathogenen
Schimmelpilz Trichophyton interdigitale (= Qospora tonsurans)
wirksaniist. Sartory, Sartory u. Meyer?) fanden einen giinstigen
EinfluB} auf das Wachstum gewisser Sarzinen, und Huichings
u. Woolley®) erwiesen kiirzlich seine Notwendigkeit bei einem
Stamun eines hamolytischen Streptokokkus. Auch auf einige
Arten der Schimmelpilze Pliycomnyces, Mucor und Absidia wirkt
Lactoflavin wachstumsfordernds?).

2. Pantothensiure,

Einen weiteren Einblick in das Wuchsstoffsystem der
Milchsdurebakterien verdanken wir Peferson u. Mitarb. Nach
einigen orientierenden Arbeiten?), die sicli auch init der Er-
nihrung der Propionsidurebakterien beschaftigten, erkannten
Snell, Strong u. Peterson®), daf} fiir das Wachstum von 13 ver-
schiedenen Milchsdurebakterienarten eine #therldsliche, saure-
und alkaliempfindliche Siure von niederem Molekulargewicht
unbedingt erforderlich ist. Zur Anreicherung dieses Faktors,
dessen Notwendigkeit also viel verbreiteter ist als die des
Lactoflavins, wurde ein Grundmedium entwickelt, das neben
den in Tab. 1 angegebenen Salzen enthielt:

Glucose 1,09,
Peptonhydrolysat 0,59
Cystin 0,019,
Tryptophan 0,019,
Lactoflavin 0,1 mgs,

Als Standardstamnm diente zuerst B. delbriicki, spater Sbm.
casei. Da die titrierbare Siduerung eine Funktion des Wachs-
tums ist, wurde die Wuchsstoffaktivitat auf diesem einfachen
Wege gemessen, was iibrigens auch schon Ovla-Jensen'?) getan
hatte.

Der neue Faktor, der aus Leber gewonnen wurde, lie}
sich nicht ersetzen durch: Auxin a, Pimelinsaure, p-Indolyl-
essigsdure, Nicotinsaure, Aneurin, Amneurin + Nicotinsiure,
Uracil, Brenztraubensaure, Substanzen, deren Wuchsstoff-
charakter hei anderen Mikroorganismen erwiesen war.

Snell, Strong u. Peterson??) konnten es sebr wahrscheinlich
machen, da der Faktor mit der Pantothensiure von Williams®)
identisch ist. 809 ige Pantothensiurepraparate von Willinms?)
zeigten eine optimale Wirksamkeit in einer Konzentration von
3-10-8 g/cm? bei Sbm. casei und in dhnlichen Konzentrationen
bei anderen Milch- und Propionsaurebakterien.

') Plant Physiol. 11, 795 [1936].

21) Science New York 90, 41 [1939]. :

22) W. H. Schopfer, Ber. Schweiz. bot. Ges. 43, 389 [1934]; Arch. Mikrobiol. 5, 511 [1934].

¥y E. L. Tatum, H. G. Wood u. W. H, Peterson, J. Bacteriol. 82, 167 [1136]; E. E. Snell,
E. L. Tatum u. W. H. Peterson, ebenda 38, 207 [1937].

24) J. Amer, chem. Soc. 80. 2825 [1938].

%) R.J., Williams, C. M. Lyman, G. H. Goodyear, J. H. Truesdael u. D. Holaday, ebenda
§5, 2912 (1933); R. J. Williams, J. H. Truesdael, H. H. Weinstock jr., E. Rohrinann,
C. M. Lyman u. C. H. McBurney, ebenda 60, 2719 [1938].

*) R. J. Williams, 16. int. Physiologenkongrel, Ziirich. Ref. diese Ztschr. 51, 739 [19381.

20) 0, R. hebd. Séances Acad. Sci 208, 141§ [1938].
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Pantothensaure war bis dahin nur als Wuchsstoff fiir
bestimmte Hefen 2527) wund einen pathogenen Schimmel-
pilz!®) durch Williams u. Mitarb. bekanntgeworden. In der
Folgezeit wurde sie aber aufler bei Milch- und Propionsdure-
bakterien auch noch fiir das Wachstum verschiedener patho-
gener Streptokokken (Hutchings u. Woolley®?), Subbarow u.
Rane®®) und von Diphtheriebazillen (J. H. Mueller®®) als
nétig erkannt. Inzwischen gelang es Williams u. Mitarb.?9), die
Natur der Pantothensiure niher aufzukliren: Die Inaktivierung
in Sauren oder Laugen fithrt nimlich zur Abspaltung von
B-Alanin, das sich interessanterweise schon frither — aller-
dings erst in hoherer Konzentration — als Wuchsstoff fiir be-
stimmte Hefen (Williams u. Rokrmann®)) und spiter auch
fiir Diphtheriebazillen (Mueller u. Coken®d) zeigte. Das zweite
Spaltstiick der Pantothensdure kann nach der Summenformel
eine Dioxyvaleriansiure sein. Fiir diese Méglichkeit spricht
die Wirksamkeit von «, 8-Dioxy-valeriansiure an Stelle von
Pantothensiure bei einem bestimmten Stamm von Strepto-
coccus zymogenes (Woolley3). Jedoch ist auch o, e-Dioxy-
capronsdure bei einem &hnlichen Stamm wirksam (Hutchings
u. Woolley®). Bei den Milchsiurebakterien ist allerdings
bisher noch keine Wirkung der beiden Komponenten — sei
es einzeln oder zusammen — beschrieben worden. Von griB-
tem Interesse ist schlielich, daf3 die Pantothensaure mit dem
Rattenfiltratfaktor und dem Hiihnchenantidermatitisfaktor,
also mit einem Vitamin der B-Gruppe, identisch zu sein
scheint3).

3. Adermin.

Seit 1936 babe auch ich mich im Rahmen der Arbeiten
iiber die biologischen Vorgiange bei der Silage (Eick-
holtz%), Keil®), Moller®?) mit den Erndhrungsverhiltnissen der
Milchsaurebakterien beschaftigt. Es lag deshalb in der Natur
der Sache, dafl ich zu meinen Untersuchungen hauptsichlich
B. acetylcholini (K¢il*®) = Streptobacterium plantarum (Orla-
Jensen) verwandte. Dieses Milchsiurebakterium, das die
letzten Stufen der Siuerung in gut verlaufenden Silagen be-
herrscht, ist nach Orla-Jensen') der niachste Verwandte des
von den amerikanischen Forschern benutzten Sbm. casei
und unterscheidet sich unter anderemi von letzterem durch
die pharmakologisch héchst interessante Eigenschaft, in ge-
eigneten Nahrboden Acetylcholin zu bilden.

Andere von mir untersuchte Stimme sind: Sbm. plantarum
(Nr. 24 von Orla-Jensen), B. acetylcholini (8-—19 Stamme),
B. cucumeris fermentati (Hewnneberg), B. utile (Henneberg),
B. lactis acidi (Leichmann), Bc. arabinosaceus (von Orla-
Jensen), Sc.lactis (von Demeter) und ahnliche eigene Stamme38).

Zur quantitativen Messung des Wachstums schien es
richtiger, nicht die Sauerung, die zwar unter bestimmten
Bedingungen ein Mall fiir das Wachstum darstellt, sondern
die Tritbung zu messen, wozu sich das lichtelektrische Colori-
meter von B. Lange als sehr geeignet erwiesen hat. Denn
nach den Untersuclrangen von Braz u. Allen®) diirften bei den
Milchsaurebakterien wahrscheinlich auch TFaktoren vor-
kommen, die die Sduerung beschleunigen, ohne auf das Wachs-
tuin zu wirken. Solche Substanzen wiirden dem von Eulerschen
Faktor Z®) bei der Hefe entsprechen. Dieser beeinflut eben-
falls nur die Gargeschwindigkeit, nicht das Wachstum
(Koglm).

Fiir die Wuchsstoffversuche hatte ich ein ganz ahnliches
Grundmedium entwickelt wie Snell, Strong u. Peterson®), er-
setzte aber schon friihzeitig die Eiweilhydrolysate (Gelatine,
Pepton, Casein) durch ein Gemisch von kristallisierten Amino-
sauren. Dabei zeigte sich sofort, dafl in den Hydrolysaten

) R. J. Williams u. D. H. Saunders, Biochemicul J. 28, 1887 [1034].

) J. Amer. cher. Soc. 81, 1616 [1939].

*") Ebenda 60, 3086 [1938], vgl. ferner W. C. Evans, W. R. . Haniel u. F. C. Rappold ,
Brit. J. exp. Pathol. 20, 395 119391,

30) H. H. Weinstock, H, K, Michell, E, F. Pratt w. R.J. Williams, J. Amer. chem. 8oc. 81,
1421 [1939]. 31) Ebenda 58, 695 {1936].

22y J, Bacteriol. 34, 331 [1937]. 33) J. biol. Chemistry 130, 417 [1939].

) Biehe z, B. R. J. Williams, Science New York 88, 486 [1939], vgl. N. N., ebenda 88,
Suppl. 8 [1939]. 38) F. Eichholts u, W. Keil, Ghemiker-Ztg. 59, 1033 [1935].

38) W. Keil u. L. Weyrauch, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunle Infektionskrankh, Abt, IT 97,
90 [1937).

87) Naupyn-Schroiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 184, 90 [1936); ferner E. F.
Miller u. R, Ferdinand, Zbl. Bakteriol., Parasitengunde Infektionskorankh, Abt. II, 97,
94 [1987). .

%) Siehe die Diss. von E. Niederdeppe, W. Hild (beide Heidelberg 1038) u. N. Rucker,
W. Kirchner (beide Heidelberg 1939).

8) Annual Soc. Agric. Bacteriologists, Edinburgh [1937].

4% H. vom Euler n. 0. Swartz, Hoppe-8eyler’s Z. physiol. Cbem. 140, 146 [1924], ferner H. von
Euler u. H. Larsson, ebenda 223, 189 [1034)].

) Naturwiss. 25, 465 [1937].
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noch weitere Faktoren enthalten waren, die besonders reichlich
in Hefe vorkommen. FEiner dieser Faktoren liel} sich mit dem
von Kuhn u. Wendi*?) aus Hefe isolierten und synthetisierten
Vitamin B; oder Adermin, dem antidermatitischen Ratten-
faktor, identifizieren: Sowohl kristallisierte Priparate aus
Hefef?), wie ganz anders ddrgestellte Kristallisate aus Reis-
kleiet3) und schlieBlich synthetisches Adermin®) waren in der
Konzentration von 10¢ g/em? optimal wirksam. In einer
weiteren Arbeit®) konnte ich dann zeigen, dal} die Spezifitat
des Adermins bei Milchsaurebakterien fast genau so grof} ist
wie bei der Ratte (s. Tab. 4).

Tabelle 4,
Spezifitiit von Adermin bei Shm. plantarum (10 8§)*) und hel der Ratte*®),
Sbm. plant. Ratte
Aderminderivat
Konzentrat. Konzentrat.
Effekt 10~ glom? EHekt | muoiRatte
I. | Aderminhydrochlorid ... + 0,5—1,0 +++ 7,5—10
TI. | Adermin (freie Base)... +++ ~0,8 44+ —
I, | Adermin-methyl-ather I*) +++ 510 +++ ~5000
IV. | Adermin-methyl-
dther T1#)it1).. . ... ++(+) 64--128
vV | Adermin-acetat®¥)t)tt) . + 16—128 + 4+ 10—13
VI | Iso-adermin®**)t{) ..... +-+H(+) 123—2566 © 200
V1L | 4.Desoxy-adermin ..... -+ 16—128 o] 200
VIII, | 4.5-Bis-desoxy-adormin . [0} 256 O 200
IL(IL) = 2-Methyl-3-0xy-4,5-di-[cxymethyl]-pyridin(chlorhydrat).
I, = 2-Methyl-3-methoxy-4,5-di-[oxymethyl]-pyridin.
1V. = 2-M~thyl-3-oxy-4-methoxymethyl-3-oxy-methylpyridin-chlorhydrat.
V. = 2-Methyl-3-0xy-4,5-di-[acetoxywethyl]-pyridinchlorhydrat.
VI. = 2-Oxy-methyl-3-cxy-4-methyl-5-oxymethyl-pyridin-chlorhydrat.
VII. == 2-Methyl-3-02y-4-methyl-5-cxymethyl-pyridin.
VIII, = 2-Methyl-3-0xy-4,5-dimethyl-pyridin,

#) Das Priparat enthielt ~ 0,29, Adermin. »t) Bisher unverdffentlicht.
1) Um Spaltung beim Sterilisieren zu verhindern, warden diese Verbindungen (gelést in
sterilem destillierten Wasser) erst nach dem Sterilisieren der Ubrizn Nihrbestandteile
hadl Iz(:]geeii(;z?xﬁngmdemurtig angesetztcn Test waren diese Priparate bis 256+ 107 g/em?
vollig wirkungslos.

Zwanzig weitere Pyridinderivate waren selbst in hohen
Konzentrationen (bis 256 - 10-¢ g/cm?®) vollig inaktiv. Adermin
erwies sich bei 17 Milchsinrebakterienstaimmen (7 Arten) als
unbedingt zum Wachstum erforderlich.

Es soll nicht unerwiahnt bleiben, dall auch eine unter-
girige Hefe ans Sauerkraut, die bisher botanisch noch nicht
ndher definiert wurde, auf die Gegenwart von Vitamin B, im
Nahrmedinm angewiesen ist. Doch geniigen hier interessanter-
weise viel kleinere Konzentrationen von der GréBenordnung
10-% g/cm? 42).

Dies konnten auch spater Egkin u. Williams®) fiir Fleisch-
manns Hefe bestitigen. Bei anderen Hefen, die von Schullz,
Atkin u. Frey') untersucht wurden, stimmte die optimale
wirksame Konzentration gréBenordnungsmilig mit der von
mir bei den Milchsiurebakterien gefundenen iiberein. Hutchings
u. Woolley®) fanden, dafl Adermin auch fiir einen himo-
Iytischen Streptokokkus erforderlich ist. Es ist schlieBlich nicht
uninteressant, dal bis heute nur noch ein weiterer (Wachs-
tums-) Effekt fiir Adermin bekanntgeworden ist, u. zw. die
Forderung des Wachstums isolierter Tomatenwurzeln (Robbins
u. Schmidt1®).

4. Faktor ,,G*¢.

Sehr viele Eiweillhydrolysate (Casein, Pepton, Globin aus
Hamoglobin, Zein, reinstes Vitellin aus Eigelb u.a.) sowie Hefe
und Leber enthalten aufler B; — wie erwahnt — 1noch einen wei-
teren Faktor, der von mir mit ,,G'* bezeichnet wurde®). Er
scheint nicht unbedingt zum Wachstum erforderlich zu sein,
erzeugt aber einen zusétzlichen Wachstumseffekt von etwa 509,
sowie eine ausgesprochene Wachstumsbeschleunigung.
Seine Einheitlichkeit ist fraglich, und es ist nicht unwahr-
scheinlich, dal er z. T. aus noch unbekannten (bzw. mir nicht
zuganglichen) Aminosauren besteht.

5. Komplex ,,H** (Nicotinsiiure, Adenin, Biotin,
Faktor H', Faktor J).

Bei der Reinigung von Pantothensiure am Kaiser
Wilhelm-Institut fir medizinische Forschung wurde
eine neue mit , H' bezeichnete Fraktion abgetrennt. Diese
konnte aufgeltst werden in 5 Faktoren: Nicotinsaure, Adenin,
Biotin, Faktor H' und Faktor J.

) Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 780, 1118 [1938].

)y E. F, Moller, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 254, 285 {1938].

) B, F. Moller, 0. Zima, F. Jung u. Th. Moll, Naturwiss. 27, 228 [1039].

) E, F, Moller, Hoppe-Seyler's Z. physicl. Chem. 260, 246 [1939], ferner auch diese Ztschr.

52, 460 [1039]. 48} J, Amer. chem, Soc. 61, 1932 [1939).
47) Ebends 61, 1931 [1939]. 48) Proc. Nat. Acad. Sci. UB.A. 25, 1 [1939).
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Die Notwendigkeit von Nicotinsgure, die man ebenfalls zu den
B-Vitaminen rechnen kann und die bekanntlich die als ,,black
tongue’ bezeichnete Mangelkrankheit von Hunden zu heilen
imstande ist, wurde zuerst von Suell, Strong u. Peterson®) fiir
Sbm. casei und L. arabinosus gefunden. Sie wirkt optimal
bei ~10-% g/cm?.

Fiir Sbm. plantarum liel sich die Notwendigkeit von
Nicotinsaure — dasselbe gilt auch fiir Adenin und die beide
zusammen ersetzende Cozymase — zwar haufig nachweisen®),
vielfach waren aber beide Substanzen nicht unbedingt oder sogar
iiberhaupt nicht nétig. Die Fahigkeit von Sbm. plantarum,
Nicotinsdure und Adenin zu synthetisieren, scheint von noch
unbekannten Umstanden abzuhingen.

Zum Vergleich sei hier der Pfetffersche Influenzabazillus
genannt, der nach Lwoff*?) nicht in der Lage ist, Cozymase
aus den Einzelkomponenten zu synthetisieren und deshalb —
als einziger bisher bekannter Mikroorganismus — auf das
ganze Cozymasemolekiil angewiesen ist.

Wihrend Adenin bei anderen Lebewesen als Wuchsstoff
it Sicherheit bisher noch nicht nachgewiesen wurde®?), ist
die Nicotinsaure ein fiir sehr viele Organismen bedeutungs-
voller Wuchsstoff®!). Fs liegen auch bereits vergleichende
Spezifitatsuntersuchungens?) bei ,black tongue’* und ver-
schiedenen Bakterien vor, die im wesentlichen i{iberein-
stimmende Ergebnisse,im speziellen jedochinteressanteUnter-
schiede ergeben haben. Fiir Milchsidurebakterien sind solche
Untersuchungen bisher leider noch nicht ausgefiihrt worden.

Die Wirksamkeit von Biotin lieB sich mit einem kristalli-
sierten Priparat von Biotinmethylester von Kogl feststellen%).
Dieser wirkte jedoch erst in einer Konzentration von 4 bhis
16:10-? g/cm?® optimal; die Annahme, daf Sbin. plantarum
den Ester nur schwer spalten kann, erwies sich als richtig,
denn nach Verseifung stieg die optimale Wirksamkeit auf
0,5—1,0-107° g/cm?® Biotin war bei den meisten hier unter-
suchten Stimmen zum Wachstum unbedingt notwendig.

Biotin (Bios II), das von Kdgl u. Tonnis®®) nach etwa
3000000facher Anreicherung aus chinesischem Trockeneigelb
isoliert wurde, ist auch fiir die Milchsiurebakterien der bisher
aktivste Wuchsstoff. Biotin und Biotinmethylester sind fiir
Sacch. cerevisiae (Rasse M) gleichwertig; leichte Spaltbarkeit
des FEsters scheint auch bei Bacterium radicicola einzutreten,
da nacli Nilsson®) schon 0,5-10~* g Ester/cin® optimal wirksam
sind. Bei Staph. pyogenes aureus, der nach Kégl u. Wagten-
donk®) ~5-10~° g/em® zum optimalen Wachstum benétigt,
liegen die Verhiltnisse dagegen wohl dhnlich wie bei Sbm.
plantarum. Auch gewisse Schimmelpilze kénnen nach Kogl
u. Fries®®) nur in Anwesenheit von Biotin gedeihen. Ganz
kiirzlich wiesen Swuell u. Williams5?) nach, dal Biotin als
einziger Wuchsstoff bei einem Stamm von Clostridium aceto-
butylicum notwendig ist.

Was schlie§lich die Faktoren ,H'" und ,,J* angeht, so
besteht vielleicht ein Zusammenhang zwischen diesen und
den kiirzlich von Swell u. Pelerson’®) angegebenen Faktoren.
Die letzteren lieBen sich durch Kohleadsorption voneinander
trennen; der an Kohle adsorbierbare Faktor kann iibrigens
nicht Biotin sein, da er mit Bleiacetat fallbar ist. Die beiden
Faktoren von Suell u. Pelerson konnen auch nicht mit dem
Faktor ,,G'* zusammenhingen, da sie in einem G-haltigen
Medinm (Caseinhydrolysat) getestet werden. Die Unklar-
heiten tiiber die richtige Einordnung dieser Faktoren werden
abet noch gréfler, wenn man bedenkt, dall Snell u. Pelerson mit
Sbm. casei, wir mit Sbm. plantarum als Standardstamm
arbeiten. FHs lell sich nidmlich zeigen$), dafl viele Casei-
stimme in einem System, das alle fiir Sbm. plantarum als

®y A, Lwoff u. M. Lwoff, Proc, Roy. Soc. London, Ser. B 122, 352 [1937].

80) 7. B. K. Makino, Klin. Wachr. 17, 63 (1933].

51) a) bei B. diphtheriae: J. H. Mueller, J. biol. Chemistry 120, 219 [1937]; J. Bacteriol.
34, 429 [1937]. b) bei Staph. aureus: B. C. J. @. Knight: Biochemical J. 31, 731, 966
[1937]. ¢) bei B. dysenteriae: St. A. Koser, A, Dorfman u. F. Saunders, Proc. 8oc.
exp. Biol. Med. 88, 311 [1938]; J. J. Kligler u. N. Grocowitz, J. Bacteriol. 38, 309 [1938];
N. Yosida, Fukuoka Acta med. 32, Nr. 9, 88 [1939]. d) bei B, proteus: P. Fildes,
British J. exp. Pathol. 18, 230 [1938]. e) bei Brucella: @. P. Kerby, J. Bacteriol. 87,
495 [1939].

2) B, €. J. . Knight w. H. Me Ilwain, Biochemical J. 82, 1241 {1938]; 4. Dorfman, 8¢, A.
Koser u. F, Saunders, J, Amer. chem. Soc. 80, 2004 [1938]; Af. Landy, Proc. Boc. exp.
Biol. Med. 38, 504 [1938], vg!. Nature, London 142, 618 [1038]; 4. Lwoeff u. A. Querido,
0. R. Séances Soc. Biol, Filiales Asgocites 180, 1569 [1930]; . W. Weolley, F. M. Strona.
R. J. Madden u. 0. A. Elvejhem, J. biol. Chemistry 124, 3 [1938].

%) F. Kogl u. B. Tdnnis, Hoppe-Seyler's Z. phywiol. Chem. 242, 43 [1936).

8) R, Nilsson, @. Bjilfve u. D. Burstrom, Naturwiss. 27, 389 [1939].

53) Recueil Trav. chim. Pays-Bas 57, 747 [1938].

56) Hoppe-Seyler's Z. pbysiol. Chem. 249, 08 [1037).

87) J. Amer. chem. Boc. 81, 8594 [1939].

%) E. E. 8néell, J. biol. Ohemistry 128, Scient. Proc. XOIV [1830).
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notwendig erkannten Substanzen (und daritber hinaus nocli
weitere Aminosauren und Wuchsstoffe) enthalt, nicht oder nur
sehr schlecht gedeihen kénnen, daf} sie noch einen ,,Casei-
faktor’ bendtigen.

6. Aneurin.

Wenn wir die fiir Milchsdurebakterien bekanntgewordenen
Whuchsstoffe iibersehen, so fallt besonders auf, dJdall alle
B-Vitamine aufler Vitamin B, in das Wuchsstoffsystem
gelibren. Mir ist nur eine Arbeit bekanntgeworden, in der fir
einige homofermentative Arten die Notwendigkeit von Aneurin
behauptet wird (Wood, Anderson v. Werkman)'®*). Diese Be-
hauptung lieB sich ganz kiirzlich hestitigen, als die Weiter-
reinigung des Faktors J in Angriff genommen wurde. Aneurin
zeigte bei Sbm. plantarum, das zu den homofermentativen
Milchsiaurebakterien gehort, eine optimale Wirksanikeit bei
~10-% g/cm3.

Vitamin B, ist bei gewissen Hefen?? 47:6) und bei den Pro-
pionsidurebakterien®!) sowie bei anderen Bakterien, Schimmel-
pilzen und Protozoen (Kdgl®), Schopfer®?), Robbins®), Knighth),
Lwoff**) schon lange und mit Sicherheit als Wuchsstoff
bekannt. Uber die Ersetzbarkeit des Aneurins durch seine
Pyrimidin- und Thiazolkomponente sowie iiber die Spezifitits-
verhidltnisse liegt eine ausgedehnte Literatur vor, die von
Schopfer®?) ausfithrlich referiert wurde.

7. Ascorbinsiure.

Die Wirkung von Vitamin C auf Milchsaurebakterien ist
anflerst verschieden und noch vielfachh unklar. Bei manchen
Arten soll das Wachstum bzw. die Sauerung gefordert®:205t),
bei vielen gehemmt werden und bei anderen unbeeinflufit
bleiben. Sbm. plantarum wird erst durch sehr hohe Dosen
gellemmt, bei 59 ist die Henmung noch nicht vollstindig ).
Fin waclhstumsfordernder Effekt kleiner Dosen liefl sich bisher
nicht feststellen.

_Es diirfte ferner von Interesse sein, dall umgekehrt Milch-
saurebakterien selir verschiedenartig auf Ascorbinsiute ein-
wirken. Manclie Arten sollen sie vor Oxydation schiitzen oder
Dehydroascorbinsaure reduzieren, andere Ascorbinsdure zu
Dehvdroascorbinsiaure odeér irreversibel oxydieren.

Noch wichtiger ist, dall es Arten geben soll, die Vitamin ¢
synthetisieren kénnen. Auch bei anderen Mikroorganismen
wurden solche Effekte sehr haufig studiert, es besteht aber
bisher m. E. nur in zwei Fallen vollige Klarheijt: Lwoff®), sowie
Cailleau®®) zeigten die unbedingte Notwendigkeit von Ascorbin-
sdure fiir das Wachstum einiger Protozoen, und Biising .
Pelers®?) bewiesen im Tierversucli die Syvuthese von Ascorbin-
saure durchh B. prodigiosus.

IV. Aminosiduren.

Orla-Jensen'?) hat gezeigt, dal das Wachstum der Milch-
saurebakterien nicht an bestimmte Eiweilstoffe gebunden ist,
wie die dlteren Bakteriologen annahimmen, sondern daB sie die
einfachen Aminosiuren verwerten konnen, sofern nur gewisse
Wuchsstoffe zugegen sind. Fiir die einzelnen Gattungen
ergaben sich interessante Unterschiede im Aminosaurebediirfuis.
Am anspruchsvollsten waren die Thermobakterien — u. zw.
vielfach anspruchsvoller als die hoheren Tiere und der Mensch—,
die -Streptobakterien kamen in der Hauptsache mit Ainmon-
salzen und Cystin (Histidin, Lysin) aus, wahrend die Strepto-
kokken sogar auf alle Aminosauren (gelegentlich auBler Ilistidin
und Leucin) verzichten und ihr Eiweill allein aus NH,-Ionen
aufbauen konnten. Im Gegensatz zu Orla-Jensen fanden bereits
Snell u. Mitarb.3), dall bei den meisten Milchsdurebakterien
Tryptophan erforderlich ist, u. zw. bei Sbni. casei in einer
optimalen Konzentration von nur 3-10-¢ g/cm?3. Es ist deshalb
nicht verwunderlich, dal Orla-Jensen, der seine Aminosiure-
versuche in enteiweillter Molke durchfiihirte, bei keinem der
vielen von ihm untersuchten Stanune die Notwendigkeit von
Tryptophan feststellen konnte.

3%) Siehe ferner J. @. Daris u. J. McClemont, J. Dairy Res. 10, 94 [1939].

Wy k. J. Williams n. R. R. Roehm, J. biol. Chemistry 87, 581 [1930].

é) (.. L. Tatum, H. G. Wood u. W. H, Pelcrson, Biocchemical J. 80, 1898 [1936]; H. /.
4. A, Anderson u, C. H. Werkman, ). Bacteriol. 88, 201 [1933].

o) Arch. Mikrobiol. 5, 511 [1934]; 7. Vitaminforschg. 4, 187 {1935]; Erg. Biol. 16, 1 |1939]

83) Prce. Nat, Acad. Sci. U.B.A. 24, 53 [1938].

¢4y Ang. Inst. Pusteur 81, 580 (1938].

%) 0. R. hebd. Séances Acad. Bei. 208, 540 {1935]; C. R. Soc. Biol. 180, 4u6[ 1939].

ss) Ebenda 127, 861, 1421 [1938]; 181, 964 [1939); 138, 319 [1939).

*7) Biochem. Z. m, 184 [1940].
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Weitere Versuche in dieser Richtung sind bisher nur ') von
mir und H. Hibschmann®) ausgefithrt worden und in Tab. 5
fiir Sbm. plantarum aufgezeichnet.

Tabetle 5.
Notwendigkelt von Auntinesiéiuren bel Sbin. plantarum (Stamm 10 8)

Optimale X i
Aminosiuren Jptinmale ;;;%eutmtmn Art dos Effektes

Glutaminsdure ... ... ~3,0° 1y
Lencin...........ovh oo ~4,0" 107

~ . 5
X:yl)‘:m.gm SRR N;'g_ }8:5 unbedingt erforderlich
Isolewcin................. .... ~2,0° 10—
Methdonin . .......ooviiln L ~2,0-107*
Oystein ....................... <10~
Tryptophat . .................. 110 Zu- und Anwachs-
Phenylalania ............ ..., <5-107* rffekte; schwankend
Alanin ..o <H 107t

Glutainsiure, Leucin, Asparaginsdure und Valin und nach
neueren, unveréffentlichten Versuchen auch Isoleucin und
Methionin sind zum Wachstum des Standardstamms 10 S unbe-
dingt erforderlich. Fiir die vier ersten Aminosiauren gilt dies
auch bei allen iibrigen hietr untersuchten Stammen. Interessant
ist besonders der groe Bedarf an Glutaminsaure, die bekannt-
lich als Baustein vieler Eiweilstoffe in relativ hoher Konzen-
tration vorkommt. Cystein, Alanin und Phenylalanin scheinen
ebenfalls n6tig zu sein, doch nicht unter allen Umsténden;
offenbar liegen hier dhnliche Verhiltnisse vor wie bei Adenin
und Nicotinsdure. Tryptophan war bei frisch isolierten
Stammnen unbedingt erforderlich. Nach fortlaufenden Passagen
in  Gurkensaft oder Glucose-Mn "-Bouillon erlangten diese
Stamime aber offenbar die Fahigkeit, Tryptophan selbst zu
synthetisieren; dhnliches fand iibrigens auch Giladstone®) bei
einemn Stamm von Staphylococcus aureus. Ein Ersatz aller
oder eines Teils der Aminosiuren oder nur einer einzigen
Aminosaure durch Lactoflavin ist uns bisher nicht nachzu-
weisen gelungen. Meine Ergebnisse iiber das Aminosiure-
bediirfnis verschiedener Milchsiurebakterien sind also vor-
lanfig nicht mit denjenigen von Osla-Jensen in Ubereinstimmung
zu bringen. Bemerkenswert ist schlieBlich, dal es mir und
Hiibschmann®®) gelungen ist, verschiedene Aminosiuren durch
die entsprechenden oder durch #hnliche Ketosiuren’®), nur
schwer durch die entsprechenden Oxysauren zu ersetzen. Die
Spezifitdt der Aminosduren ist also bei Sbm. plantarumu noch
grofer als bei den Saugetieren, die nach Rose™) die a-Oxysduren
leicht verwerten konnen.

Auch fiir andere Mikroorganisinen ist das Bediirfnis an
Aminosauren genauer gepriift worden: so fiir bestimmte Hefen
durch Nielsen w. Hartelius™), fiir Staphylococcus aureus (und
andere pathogene Bakterien) durch Fildes, Knight u.
Mitarb.¢%73), und fiir B. diphtheriae durch Mueller u. Mitarb.?%).
Bei den Hefen erwiesen sich interessanterweise manche Amino-
sauren, besonders p-Alanin, als toxisch, andere am sich un-
wirksanie Aminosiuren hoben diese Wirkung nicht nur auf,
sondern zeigten zusammnien mit den toxischen Aminosidurcn
starke Zuwachseffekte™). Praktisch und theoretisch von
groBer Wichtigkeit sind auch die Umziichtungsversuche von
Gladstone®), dem es gelang, interessante Methoden ausfindig
zu machen, wn Staphylococcus-aureus-Stamme véllig ihres
Aniinosadurebediitfnisses zu entwohnen und sie damit zu be-
fahigen, ihre FEiweiBstoffe direkt aus anorganischem Stickstoff
aufzubauen. Bei den Milchsiurebakterien sind dhnliche Ver-
suche bisher nicht beschrieben worden; mir selbst ist es weder
gelungen, den Nielsen-Hartelius-Effekt bei den Milchsiure-
hakterien wiederzufinden, noch geeignete Stimme erfolgreich
umzuziicliten.

") Uher diesen Gegenstaud sind ir (erst wahrend der Korrektur) nucl zwei neuere
Arheiten Lekanntgeworden: A.A. Anderson. H.G. Wood u. C. H. Werkman, J.Bacteriol.
38. 65h [1938] (Proc.) und H. . Wood, Ch. Geiger u. C. H. Werin:an, ebends 88,
112[1939]. Darin wird besonders die Notwendigkeit von Tryptophan, Cystein, Threonin
und Methinnin lLei gewissen Milehsidurebakterien erkannt; Glycin, Prolin und Oxyprolin
sind (in Ubercinstimmung mit den eigenen bisherigen Ergebnlssen) m«.ht crforderlich,
withrend sich Leucin und Isoleucin gegenseitig ersetzen sollen.

%) H. Hiibsclanann, Physiologenkongre3 Heidelberg 1039, ref. diese Ztschr. 53, 466 [1939].

) ¢, I, Fladstone, Brit. J. exp. Pathol. 18, 322 [1937].

7) Ketoglutarsiure ist innerhalb der TFellergrenze (4:10%) gensu so wirksam wie Glu-
tamingiure,

1) Literatur siehe z. B.: F. Haurcwitz: Fortschritte d. Biochemie ITT, Leipzig [1938].

**) Biochem. Z. 205, 211, 298, 171, 359 [1958]

") P, Fildes, P. G. Gladstone u. . C. J. @. KEnight, Brit. J. exp. Pathol. 14, 189 [1439];
P, Fﬂdeau 7. M. Richardson, abendn 16, 326 [19351.

4y 2. B. J. H. Mueller u. J. Rapnick, J. Bacteriol. 30, 525 [1935).

“%) Auch bei B. anthracie sind jetzt &hnliche Effekte bekannt geworden.

vgl. ¢. F.
Gladstone, Brit. J. exp. Pathol. 20, 189 [1939].
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V. Uber die Unstimmigkeiten zwischen den
Ergebnissen verschiedener Autoren.

An einigen Stellen der bisherigen Ausfiihrungen diirfte ey
aufgefallen sein, daBl die Ergebnisse verschiedener Autoren
sich widersprechen. In vielen Fillen kénnen wir uns heute
bereits ein Bild davon machen, wie diese unterschiedlichen
Ergebnisse zustande gekomunen sind.

Die Erfahrungen der Bios-Forschung lehren zunichst
daB Nahr- und Wuchsstoffbediirfnisse der Hefen nicht nur
von Art zu Art, sondern sogar von Stamm zu Stamm
verschieden sein kéunen’ 27). Dall dies auch bei den
Milchsiurebakterien der Fall ist, haben meine Ausfithrungen
an verschiedenen Stellen gezeigt. Ferner ist das Wuchs- und
Nihrstoffbediirfnis von der Vorgeschichte des Stammes
weitgehend abhéingig; so sind simtliche von mir unter gleichen
Bedingungen aus verschiedenen Silagen geziichtete Stamme
von Sbm. plantarum hiusichtlich ihrer Ernahrung weitgehend
ialinlich, obwohl ihr Stoffwechsel deutliche Unterschiede
zeigt®8). Ein von Orla-Jensern nach anderer Methodik isolierter
Stamm (P 24) hat aber ein etwas abweichendes Bediirfnis an
Aminosduren. Die Abhingigkeit des Aminosiurebediirfnisses
von der Vorgeschichte des Stammes zeigen besonders ein-
drucksvoll die Umziichtungsversuche von Gladstone®®) bei
Staphylococcus aureus.

Solange es noch nicht méglich ist, bei Milchsiurebakterien
in einer Nahrlosung zu arbeiten, die sich aus lauter wohl
definierten kristallisierten Substanzen zusammensetzt, kénnen
grofle Differenzen bei verschiedenen Autoren, die ganz ver-
schiedene Medien benutzen, dadurch zustande kommen, daf}
Nahr- oder Wuchsstoffe sich gegenseitig ersetzen konnen. Die
Ersetzbarkeit von Lactoflavin durch Aminosiduren bei Propion-
saurebakterien wurde bereits erwahnt1®). Kogl u. van Wagten-
donk®) konnten zeigen, dall Biotin sowohl Aneurin als auch
Nicotinsiure zu je 999, ersetzen kann, und Mosher, Saunders,
Kingeyy u. Williams'®) wiesen nach, dall bei Trichophyton
interdigitale Pantothensdure, Aneurin, Lactoflavin oder Inosit
bis zu einem gewissen Grade gleichwertig sind.

SchlieBlich
bindungen — gerade im Hinblick auf die eben geschilderten
Vertretbarkeitseffekte — grofle Aufmerksamkeit zu schenken.
Eigene und zum Teil mit H. Hibschmann durchgefithrte nnver-
offentlichte Versuche haben z. B. ergeben, daf3 natiirliche, aber
auch synthetische Aminosiauren des Handels nicht nur bis zu
einigen Prozent andere Aminosiuren, sondern auch Spuren
weiterer biologisch-aktiver Substanzen enthalten konnen

VI. Hemmstoffe.

Als Gegenspieler der Wuchsstoffe iiissen spezifische,
hochaktive in der Natur vorkommende Hemmstotfe angesehen
werden. Es ist durchaus nicht abwegig, diese Stoffe neben
Wuchsstoffen und Nihrstoffen -zu untersuchen, denn das
natiirliche Wachstum mufl ja aus einem weitgehenden Zu-
sammenspiel fordernder und hemmender Substanzen hervor-
gehen (Kigl®). Spezifische Hemmstoffe sind zwar bei
anderen Mikroorganismen beschrieben worden — ein hierher
gehorender Fall ist z. B. der eben genannte Nielsen-Hartelius-
Effekt™) bei Hefe —, bei .den Milchsiurebakterien ist bis
heute jedoch nichts in dieser Richtung bekanntgeworden??).

Mit Welsch u. Vollherbst habe ich einige Untersuchungen
iiber die Hemmmbarkeit eines Plantarum-Stammes durch ver-
schiedene Konservierungs- und Desinfektionsmittel sowie
andere biologisch interessierende Koérper durchgefiihrt, u. zw.
im Hinblick auf praktische Fragen bei der Girfutterbereitung.
Das wichtigste Ergebnis mit Vollherbsi’™) war die grofle
Unempfindlichkeit gegeniiber einigen gebrauchlichen Konser-
vierungsmitteln, besonders Natriumformiat und Phenol, die
bei Faulnisbakterien (Bacterium coli, Bacteriuin proteus) um
eine Zehnerpotenz und mehr stirker hemmend wirken. Das ist
u. a. ein wesentlicher Grund, weswegen die Aineisensaure und
ihre Salze liente in steigendein Malle als Siliermittel (,,Amasil")
Verwendung finden. Die Unempfindlichikeit von Strepto-
bakterien, besonders von Sbm. plantarum gegen anorganische

") 4. M. Copping, Biochemical J. 23, 1050 [1921]; ferner R. J. Williams,J. Amer. chem.Boc.
58, 783 [19311. 51, 2764 [1920). 49, 227 [1927].

7) Vgl. dagegen die kiirzlich erschienenen Befunde von J. Rodenkirchen, Milchwirtgehafil.
Forschg. 80, 78, 82 [1930].

8y M. Vollherbst, Dissertation Heideiberg, 1037,
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ist der Reinheit aller kristallisierten Ver-

Salze, ist iibrigens schon lange bekanut (Henneberg™), Orla-
Jensent), Keil u. Weyrauch®®). Der Stamm 10S wird z. B. erst
durch 8—-109%, Koclhsalz vollstindig gehemimt, wihrend viele
andere Milchsaurebakterien bereits gegen schwach hypertonischie
Losungen empfindlich sind. Nicht uninteressant sind auch die
Befunde mit Welsch®) iiber die Empfindlichkeit von Sbm. plan-
tarum gegen Indolderivate (Indol, Skatol, Gramin, B-Indolyl-
essigsdure®!), B-Indolylpropionsiure). Gewisse Stanune werden
in Pflanzensiaften noch in der Konzentration von 1:10000 voll-
standig gehemmt. Spitere Untersuchungen (Bauknechtsd)
zeigten, daB3 die Hemmbarkeit anderer Bakterien, besonders
der Fanlnisbakterien, vou der gleichen GréBenordnung ist.

VII. Die praktische Bedeutung der Unter-
suchungen iiber die Ernéihrungsverhiltnisse der
Milchsiurebakterien.

Im allg. wird angenommen, dal3 die Wuchsstoff-Forschung
rein theoretische Fragen behandelt und dal von ihr kaum
praktische Ergebnisse erwartet werden koénnen. Dall dem
nicht so ist, zelgte bereits das Beispiel der Ameisensiure als
Siliermittel. Noch in einer anderen Richtung mwuf} ein Fort-
schritt fiir die Gartechnik erwartet werden. Keil u. Weyrauch®)
zeigten, da3 Bacterium acetylchelini nicht in Apfel- und Birnen-
saft wachsen kann, auch wenn man die stark sauren Safte
entsprechend abstumpft. Figene unveréffentlichte Unter-
suchungen fithrten dann zu dem interessanten Ergebnis, dal}
gerade die meisten Aminosiuren, die von Sbm. plantarum
beno6tigt werden, in diesen Siften nicht in geniigender Kon-
zentration vorhanden sind. Fiigt man deshalb die fehlenden
Aminosauren zu (unter Neutralisierung bis pg 5—6), so ist
die spontane Garung dieser Safte nicht mehr rein alkoholisch,
sondern zum grofiten Teil milchsauer. Obwohl alle Prefsifte
aus Knollen und Blittern von Pflanzen durchaus kein schlechtes
Nahrmedium fiir Sbm. plantarum darstellen, so gibt es doclt
einige, auf denen es ganz besonders iippig wichst (Maisblatter,
Kartoffeln). Es mufl deshalb mdglich sein, aus anderen
Pflanzen durch Zusatz der in diesem nicht optimal vorhandenen
Nahr- und Wuchsstoffe noch bessere Girfutter zu erzeugen,
als es schon heute gelingt. Dies diirfte gerade fiir die Bereitung
von Garungsgemiise fiir die menschliche Erndhrung
von groller Bedeutung sein.

Schliefllich sel noch ein Beispiel aus einem Gebiet, das
mit dem Garfutterproblem verkniipft ist, genannt. Es ist
bekannt, dal die Milch von Kiihen, die hauptsiachlich Gar-
futter gefressen haben, nicht zu hartem Fettkase (Emmentaler
usw.) verarbeitet werden kann. Es ist sehr wahrscheinlich,
daf in einer solchen Milch den Milch- und Propionsaurebakterien,
die fiir das Entstehen dieser Kasesorten verantwortlich sind,
bestimmte Wuchsstoffe fehlen (Demeter)®®, Diese oder ihre
Vorstufen, oder vielleicht auch Wirkstoffe, die zu ihrer Bildung
im Organismus der Kuh erforderlich sind, scheinen wahrend
der Vergarung des Futters zerstort zu werden. '

Eine Losung dieser Probleme, -die alle imy Rahmen des
Vierjahresplanes liegen, ist nur zu erwarten durch die wissen-
schaftliche Aufklarung der Ernidhrungsverhiltnisse
bei den Milchsaurebakterien und deren Verwandten.

Die praktische Bedeutung der Wuchsstoff-Forschung bei
anderen Mikroorganismen liegt nach dem Obengesagten auf der
Hand, wenn es sich um garungstechnisch wichtige Lebe-
wesen (Buttersiurebakterien, Butanol-Aceton-Bildner, Hefen,
Schimmelpilze) handelt. Es darf aber genau so wenig der
praktische Wert der Wuchsstoff-Forschung bei pathogenen
Mikroorganismen (Bakterien, Protozoen, Schimmelpilzen)
unterschitzt werden. Es ist noch gar nicht abzusehen, welchen
Aufschwung die bakteriologisch-diagnostischen Methoden, die
bakteriologische Toxikologie, Immunologie, Serologie und ihre
Anwendungsgebiete bei weiterer Kenntnis der Ernihrungs-
bedingungen pathogener Mikroorganismen nehinen werden.

Eingey. 18. Miirz 1940. [A. 31.)

’*) Handbuch der Girungsbakteriologie RRd. 2, Berlin 1927.

2 Dissertation Heidelberg 1938.

#!) Eine Wuchsstoffwirkung wvon fS-Indolyl-essigsiure (dem pilanzlichen Streckungsstoff
Heteroauxin) soll bei bestimmten Bakterien nach verschiedenen Autoren vorhapden
sein (z. B. R. Pratt, Amer. J. Bot. 25, 408 [1938]; &. Ball, J. Bacteriol. 88, 559 [1938);
M. A, Brannon u. A. F. Bartsch, Amer. J. Bot. 28, 271 [1939]). Bei Milchsiiurebakterien
ist bisher keine Wuchsstoffwirkung vou Heteroanxin nachgewiegen worden. Weitore
Literatur siehe im Referat von A.Janke, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde 1nfektions-
grankh., Abt. I1, 100, 409 [1939].

4%) Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, lufektionskrankh. Abe. I, 140, 101 [1987].

*%) Ibenda 144, *154 [1930]; vgl. a. €. Gorini, Die dvsgenetische Mileh, Ber. XI, Milch-
wirtsch. Welt-Kongrefl, Berlin 1937.
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