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Zur Wirkstoffphysiologie des Bodenpilzes
Mucor Ramannianus.
Vonu Fritz Werner Miiller.

(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Bern.)

Eingegangen am 11. Mai 1940,
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I. Einleitung.

Die Beobachtung, dass gewisse pflanzliche Organismen auf synthe-
tischer Nihriosung nicht gedeihen, aber ein gutes Wachstum aufweisen,
wenn derselben geringe Mengen natiirlicher organischer Substanzen
beigefiigt werden, hat schon friilh zu der Annahme gefiithrt, dass diese
Organismen noch bestimmte, den Vitaminen dhnliche Wachstumsstoife
benotigen. Eine tiefere Einsicht in die Beziehungen zwischen den Pflan-
zen und diesen Stoffen wurde jedoch erst durch die Fortschritte der
Vitaminchemie in den letzten Jahrenm ermdoglicht. Diese Entwicklung
soll hier aber nur soweit verfolgt werden, als sie unser Untersuchungs-
objekt, Mucor Ramannianus direkt beriihrt.

In seinen Untersuchungen iiber die Mykorhizabildung bei den
Wurzeln von Waldbdumen hatte Melin (1925) festgestellt, dass der
fast ausschliesslich in Wald- und Heidebdden vorkommende Mucor
Ramannignus aus den Koniferenwurzeln wachstumsfordernde Stoffe
bezieht. Auf rein synthetischen Nihrlosungen gedieh der Pilz, wie schon
Hagem (1910) festgestellt hatte, nicht. Waren der Nihrlosung aber
wihrend einigen Tagen sterile, unverletzte Kiefern- oder Fichtensamen
beigefiigt gewesen, so entwickelte sich Mucor Ramannianus gut. Aus
den Samen musste somit ein das Wachstum ermoglichender Stoff in die
Nihrlosung diffundiert sein. M elin brachte dieses Ergebnis in Be-
ziehung zu Burgeffs (1909) Feststellung, dass Orchideensamen
Stoffe abgeben, die die Mykorhizabildner chemotropisch beeinflussen,
ferner zu der Beobachtung Hiltners, dass auch die Knollchen-
bakterien der Leguminosen durch Wurzelausscheidungen angelockt
werden. Da Untersuchungen von Hansteen Cranner (1922 und
1925) ergeben hatten, dass allgemein aus den Samen und Wurzeln
Phosphatide diffundieren, folgerte Melin, es konnte sich bei dem auf
Mucor Ramanwianus wirksamen Stoff eben um solche handeln. Diese
sollten « dhnlich wie die B-Vitamine aus Hefe auf Saccharomyzes und
Penicillium » wirken. Er vermutete also eine vitaminische Wirkung der
Samen- und Wurzeldialysate.

Einige Jahre spiter kam dann Schopfer von einem andern
Ausgangspunkt her in Beriihrung mit der von Melin in bezug auf
Mucor Ramannianus angeschnittenen Frage. Nachdem Schopfer
(1981) durch eine in der Maltose Kahlbaum enthaltene Verunreinigung
die Zygotenbildung bei Phycomyces Blakesleeanus fordern konnte,
stellte er fest, dass ein Bierhefeauszug und eine Anreicherung des
B,-Vitamins aus diesem Extrakt, wie auch ein B;-Konzentrat von
Harris eine ebenfalls sehr starke Zygotenbildung bei Phycomyces
- verursachte. Schopfer machte die Vermutung, dass es sich hier
um die Wirkung eines Stoffes vitaminischer Natur handle, der sich der
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Biosgruppe néhere oder der Gruppe der D-Wuchsstoffe, der heutigen
B-Gruppe, angehore.

Er verglich nun die Wirksamkeit von Weizenkeim- und Reiskleie-
ausziigen mit ihrem Phosphorgehalt und stellte fest, dass ein Auszug
aus Reiskleie mit einem geringen Phosphorgehalt eine grossere Zygoten-
zahl erzeugte, als ein Weizenkeimauszug mit einem bedeutend grossern
Gehalt an Phosphor. Ebenso verursachte ein mit Phosphorwolframsiure
behandelter Extrakt aus Reiskleie, der nur noch Spuren von Phosphor
aufwies, noch Zygotenbildung. Gestiitzt auf diese Ergebnisse zog
Schopfer (1932) die Melinsche Hypothese, dass die Phosphatide
der hohern Pflanzen als Wachstumsfaktoren fiir Mucor Ramannianus
wirkten, in Zweifel. Mit kristallisiertem Aneurin von Windaus konnte
er in der Folge (Schopifer, 1934 b) zeigen, dass dieses, der synthe-
tischen Nihrlosung zugefiigt, die Wirkung der pflanzlichen Extrakte zu
ersetzen vermochte. Es l0ste nicht nur das Wachstum und die Zygoten-
bildung bei Phycomyces Blakesleeanus aus, sondern wirkte auch stark
wachstumsfordernd auf Mwcor Ramannienus und andere Mucorineen.

Schon vor der Verwendung des kristallisierten Aneurins hatte
Schopfer darauf hingewiesen, dass verschiedene Eigenschaften der
auf die Mucorineen wirksamen pflanzlichen Extrakte, wie Thermo- und
Alkalistabilitét, Nichtadsorbierbarkeit an Fullererde und Nichtfallbar-
keit durch Phosphorwolframsiure, mit den Eigenschaften des Aneurins
nicht {ibereinstimmten. Durch Vergleich der Wirksamkeit der pflanz-
lichen Ausziige mit der des reinen Aneurins auf verschiedene Muco-
rineen konnte er dann nachweisen, dass es sich in den Extrakten ausser
dem Aneurin um wenigstens noch einen wirksamen Faktor handeln
musste, den er als Faktor M bezeichnete. Dieser war auch auf Mucor
Ramannianus wirksam (Schopfer, 1935a).

Aus diesen Feststellungen ergab sich dann die Problemstellung fiir
unsere Untersuchungen an Mucor Ramannianus. Sie bestand aus drei
Teilfragen :

1. Die Natur des M-Faktors fiir Mucor Ramannianus;

2. die Bedeutung desselben und des Aneurins im Stoffwechsel des
Pilzes;

3. die Okologische Bedeutung der wirksamen Faktoren.

II. Morphologie des Pilzes.

Mucor Ramannionus wurde erstmals von M61ler im Jahre 1903
bei Untersuchungen der Wurzelmycorhiza junger Kiefern isoliert. Spiter
stellte ihn Ha g e m (1908) in den sauren Heide- und Waldbdden Nor-
wegens als eine der h#ufigsten Mucorineen fest; seither wurde er als
weitverbreitete und hiufige Bodenmucorinee von vielen Autoren be-
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schrieben. So isolierten ihn u. a. Lendner (1908) in der Schweiz,
Johann (1982), Zycha (1935), Linnemann (1935) in Deutsch-
land, Ling Young (1930) in Frankreich, Pisp ek (1929) in Siid-
slawien, Raillo (1929) in Nordrussland, Povah (1917) und Paine
(1927) in Nordamerika, D ale (1914) in Australien.

Der in den Untersuchungen verwendete Stamm von Mwucor Raman-
nianus stammt von Baarn. Auf giinstigem Nihrsubstrat entwickelt

Abbildung 1.
Junge Hyphen wvon Mu-
cor Ramannianus = mit
einigen Anféingen von

Gemmenbildung.

Mucor Ramannianus eine blassrote Decke, die oft einige Zeit nach der
Sporangienbildung in ein Gelb oder Grau iibergeht. Die rote Farbe
riithrt von den braunroten Sporangien her, die auf sehr kurzen,.hoch-
stens 1 mm langen Trigern sitzen. Die Sporangien besitzen eine durch-
schnittliche Grosse von 80—50 w Durchmesser, die Kolumella ist klein,
im Mittel 8 # (Linnemann). Die Sporen sind stark oval, 4—6 u
lang und 3—47 w breit. Sie schwanken in Form und Grosse sehr stark.
Die Sporangientriger weisen 10—20 w« unter der Kolumella eine Quer-
wand auf. Die Hyphen besitzen selten Querwinde. Die Wachstums-
formen der Hyphen sind #usserst unregelmissig. Hyphen von einem
Durchmesser von 2—3 u verdicken sich langsam oder plétzlich zu
solchen von 8—9 u. Sie sind dann angefiillt von gelbschimmernden
Tropfchen mit einem Durchmesser von 3—3% u. Dann finden sich in
den Hyphen Riesenzellen eingeschaltet, die durch Querwinde abgetrennt
sind und meist kugelige Form besitzen. Sie sind ebenfalls mit gelben
Tropfen gefiillt. Oft findet man an Hyphen runde, dicker bewandete
Gebilde, die man vielleicht als Chlamydosporen betrachten darf.

Ist das N#hrsubstrat ungiinstig, z. B. zu grosser CO,-Gehalt (J o -
hann) oder ungiinstige Wasserstoffionenkonzentration, so werden be-
sonders viele Gemmen erzeugt. Oft ergibt sich ein Bild, das einer Spros-
sung gleicht. Makroskopisch driickt sich diese Gemmenbildung als eine
Knollchenbildung des Myzels aus. :



Abbildung 2.
Wachstum in ungiinstigem Milieu.
(Gemmenbildung.

Unter giinstigen Nihrbedingungen speichern die Hyphen und Rie-
senzellen sehr viel Fette (Abb. 3). Mit Fettfarbungsmitteln (Sudan III,
Nilblau) lassen sie sich gut firben. Rotfirbung mit Nilblau wies auf
Neutralfette hin, wihrenddem sehr starke dunkle Férbung auch Fett-
sduren andeutete Getrocknete alte Myzelien weisen auch immer einen
starken Geruch nach ranzigem Fett auf. Der gelbe Farbstoff der Hyphen
ist leicht 16slich in Benzin. Es kann sich wie bei Phycomyces und Mucor
hiemalis (Schopfer, 1939) um B-Carotin handeln.

Ueber die Sexualitit bei Mucor Ramannianus hat Johann (1932)
Untersuchungen angestellt. Er konnte aber unter keinen Bedingungen -
einen seiner 12 Stimme zur Kopulation bringen, weshalb er sich der
Auffassung anschloss, dass dieser Pilz seine Sexualitiit verloren habe.

Mucor Ramannianus weist somit einige Eigenschaften auf, die die
Frage berechtigt erscheinen Iiisst, ob es sich bei ihm iiberhaupt um
eine Mucorinee handelt (Linnemann, 1936).

Abbildung 3.
Hyphenbildung bei Mu-
cor Ramannianus. In der
Hyphe rechts Fettspei-

cherung.
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III. Allgemeine Ernéihrurigsbedingungen.
A. Die Nahrlosung.

Ausgegangen wurde von der Coonschen Nihrlosung :
: 5 % Glucose,
1 %0 Asparagin,
0,5 °/e0 Magnesiumphosphat,
1.5 /o0 primires Kaliumphosphat.

Dazu kam noch kristallisiertes Aneurin. Als optimale Dosis waren
60 y pro Liter Nihrlosung festgestellt worden. Siehe Seite 183.

Alle Versuche wurden in Erlenmeyerkolben aus Jenaerglas von
150 ccm Inhalt ausgefiihrt. Zu den Pfropfen wurde reinste Spitalwatte
verwendet. Als am giinstigsten erwiesen sich 20 cem Néhrlosung pro
Erlenmeyerkolben. Die Sterilisation der Nihrlgsung erfolgte im Dampf-
autoclav bei 120° C wihrend 15 Minuten.

Unter diesen Bedingungen setzte sofort ein starkes Wachstum von
Mucor Ramannianus ein. Nach etwa 14 Tagen trat auf dem die Néhr-
losung iiberdeckenden Myzel eine Rosatirbung auf, die die Reife der
ersten Sporangien anzeigte. Doch stellte sich erst nach ungeféihr einem
Monat eine deutliche Verlangsamung des Wachstums ein (Abb. 4). Die
in einem Monat gebildeten Myzeltrockengewichte betrugen durchschnitt-
lich 180 mg. Nach 57 Tagen waren in einem Versuch bei 40 Kulturen
durchschnittlich 258 mg Trockensubstanz gebildet worden. — Ohne
Aneurinzugabe zur Nihrldsung betrug das in einem Monat unter sonst
gleichen Bedingungen gebildete Myzeltrockengewicht 0—5 mg.

(o]
/

1. Sporenneife / -
120 j /s

g0} i

e
A
V.

TAGE 5 10 15 20 15 30 35

Abbildung 4.
Wachstum von Mucor Ramannianus wihrend der Dauer eines Monats.

.

Myzeltrockengewicht
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B. Die Kohlenstoffquellen.
1. Einfluss der Glucosekonzentration auf das Wachstum.

In der bisherigen Néhrlosung wurde nun unter Wahrung aller
tibrigen Bedingungen die Glucosekonzentration verindert. Um eine allzu
grosse Verdnderung der Konzentration durch den Glucoseverbrauch des
Pilzes wihrend der Versuchsdauer zu vermeiden, wurde die Wachstums-
dauer auf neun Tage beschrinkt. Mucor Ramannianus gedieh besonders
gut bei Konzentrationen von 1—8 %. Dagegen trat bei hoheren Kon-
zentrationen eine zunehmende Hemmung auf, und bei 25 % blieb das
Wachstum vollstindig aus. Besondere Wachstumserscheinungen traten
nicht auf.

In der Natur wird fiir Mucor Ramannianus von Bedeutung sein,
weiche geringste Zuckerkonzentration er fiir das Wachstum bendotigt.
Ein Versuch zeigte ein Ansprechen schon auf eine Glucosequantitit
von 0,1 g in 1 Liter Niihrlosung. Das Trockengewicht des Myzels iiber-
traf hierbei die gesamte Glucosemenge um mehr als das dreifache (Ta-

belle 1).
m
53 \J\
£ w \
-l P
§ 5 i
’?; 10 [ \\
&
/6 20 . Y

2 4 8 :
Glukosekonzentration

Abbildung 5. ‘ :
Der Einfluss der Glucosekonzentration auf das Wachstum.

Mucor Ramannianus ist also nicht imstande, seinen Bedarf an or-
ganischem Kohlenstoff aus dem Asparagin zu decken; aber spurweise
scheint er Asparagin als Ersatz auszuniitzen, besonders wenn dieses in
hoher Konzentration vorhanden ist.

Tabelle 1.
Glucosekonzentration der Nihrlosung und Myzelbildung.

Ghiboae " e . w » il D 0,1 02 [ 08 | 05 J48:1 A8 B0
> mg pro 15cem | 0 16 | 80| 45 | 75 | 15 | 225 | 300

Myz.-Gew. b. 1%e| Aspa- | 0,5 b 56 | 6,5 6,0 — i1Lh 14
» > > 8%pfragin | 2 7 9.8 10 12 18,6 | 14
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In diesem Zusammenhang sei auch der okonomische Koeffizient
fiir Mucor Ramannionus erwihnt. Unter diesem Ausdruck wird das
Verhiltnis zwischen verbrauchter Glucose und Trockengewicht des ge-
bildeten Pilzmyzels verstanden. Er gibt unter Vernachlissigung der
ilbrigen, in nur sehr geringer Quantitit assimiliertep Nahrungsstoffe an,
wieviel der aufgenommenen Kohlehydrate der Organismus als Baustoff
und wieviel er zur Energiegewinnung verwendet.

Tabelle 2, :

Bestimmung des dkonomischen Koeffizienten von Mucor Ramannianus
woii e | Vembruhte | seystgewians | Coni”
0 0 — —

1 0 Sp. e

2 0 1,4 mg ——

4 81,6 mg 10,8 mg 0,134

5 122,4 mg 27,0 mg 0,220
6 153,0 mg 39,4 mg 0,258

v 122,4 mg 61,0 mg 0,498

9 178,6 mg 73,0 mg 0,409
11 2244 mg 83,6 mg 0,372
14 293,2 mg 100,5 mg 0,343
16 300,9 mg 104,0 mg 0,345

Der Versuch wurde derart durchgefiihrt, dass die normale Nihr-
16sung (Aneurinzusatz : 1,6 ¥ Aneurin Hoffmann la Roche pro 20 cem)
mit der Prézisionspipette in die Erlenmeyerkolben verteilt und der
Anfangsglucosegehalt pro Erlenmeyerkolben mit der Zuckerbestim-
mungsmethode nach Bertrand festgestellt wurde. Dann wurde jeder
Kolben gleichmissig beimpft und Tag fiir Tag Bestimmungen des
Myzeltrockengewichts und der restlichen Glucosemenge in der N#hr-
losung vorgenommen. Daraus liess sich der Okonomische Koeffizient
berechnen. Er stieg (Tabelle 2) in den ersten sieben Tagen bis auf rund
0,5 und fiel dann in den nichsten Tagen wieder bis auf 0,34. Die beste
Ausnutzung der Glucose als Baustoff erfolgte also um den siebenten
Tag. Mit einem okonomischen Koeffizienten von 0,49 bis 0,34 in der
Hauptwachstumsperiode macht Mucor Ramannianus gegeniiber andern
Pilzen, z. B. Absidia coerulea, Aspergillus miger (Terroine et
Wurmser) und Phycomyces Blakesleeanus, bei welchem Werte von
0,35 bis 0,41 gefunden wurden (Schopfer), keine Ausnahme.
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2. Andere Kohlenstoffquellen.

Das Verhalten des Pilzes gegeniiber andern Kohlehydraten und
weitern organischen Kohlestoffquellen gibt Tabelle 3 wieder. Die Menge
der der Nihrlosung zugesetzten verschiedenen Kohlestoffquellen ent-
sprach der molekularen Konzentration einer 5%igen Glucoselésung.
Das heisst, Disaccharide wurden statt in einer 5 %igen in einer 10 %igen
Konzentration zugesetzt usw. Allerdings war dieses Prinzip bei hoch-
molekularen Stoffen (Stirke, Inulin) nicht durchzufiihren.

Tabelle 3. _
Die Ausniitzbarkeit der verschiedenen Kohlenstoffquellen durch
Mucor Ramannianus.

Kohlehydrat Wachstum Kohlehydrat Wachstum
Monosaccharide Polysaccharide
Pentosen : Stirke. . . . . . . G i s i
Arabinose . . . . +++ Cellulose . R —
Xylose . . . . . . +4=4 Imght. . . . « v = o Sl
Hexosen . Dextrin m st s o S W + + +
d-Glucose . . . . . +++ Glucoside
d-Mannose . . . . et i
d-Galaktose . . . . +++ Sa_hcm_ ST Y ul H
d:Frnctoss . . . +t Aesculin EEEEEERE. g
Amygdalin . . . . . —
Disaccharide Phloridzin . . . . . e
Maltose . . . . . . EPENE a-Methylglucosid . . . —
Lactose . e e ++4+ Alkohole
.SBaccharose . . . . . +++ Mannit Tt
Cellobiose . . . . . s = v s e =
‘ T Sorbit . . . . . . .| 44+
Trisaccharid Raffinose . -+ Glyecerin . . . . . . i
(+-+-+ sehr gutes Wachstum, -+ mittelmissiges Wachstum, + schwaches Wachstum,
— kein Wachstum.)

Es konnen somit von Mwucor Ramannianus alle untersuchten
Kohlehydrate abgebaut werden bis an die Cellulose; zur Priifung des
Wachstums auf Cellulose war der kohlehydratfreien Nihrlosung ein
Stiick reinstes Filtrierpapier so zugesetzt worden, dass es gerade noch
die Oberfliche der Losung beriihrte. Am besten wurde Mucor Raman-
nianus durch die Maltose geférdert. Im Versuch war das Wachstum auf
dem Trisaccharid Raffinose schwach. Von den Glucosiden wurden nur
Salicin und Aesculin ausgeniitzt. Ein gutes Wachstum zeigte der Pilz
aber auch auf den mehrwertigen Alkoholen, von denen allerdings nur
Mannit, Sorbit und Glycerin gepriift wurden. Ohne Zusatz von Aneurin
war nur auf der Maltose Kahlbaum ein Wachstum beobachtet worden.
(Schopfer, siehe Einleitung.)
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Da in den Zellmembranen Pektin und Hemicellulosen eingelagert
sind, die dem Pilz in der Natur vielleicht zur Vertiigung stehen werden,
wurde sein Verhalten auch gegeniiber einigen dieser Substanzen unter-
“sucht. Diese sind zum Teil wasserunloslich; deshalb wurden die Erlen-
meyerkolben teilweise mit etwas Watte beschickt, mit der kohlehydrat-
freien Nihrlosung versehen und dann die zu priifenden Stoffe darauf-
geschiittet. Auf diese Weise war es dem Pilz moglich, an die unlds-
lichen Stoffe heranzukommen und enzymatisch zu losen. Verwendet
wurden Pektin Schuchardt « fiir wissenschaftliche Zwecke », Lichenin
Siegfried, Lignin Schuchardt und Xylan Schuchardt.

Tabelle 4.
Das Verhalten des Pilzes gegeniiber Pektin und Hemicellulosen.

C-Quelle Mit Watte Ohne Wa-tte
Pektin . . . |Wachstumsehrgut| Wachstum sehr gut; 100 und mehr mg
Lichenin . . > » » » vorhanden
Ligfiste -, .0 . » fastnull | etwas Myzel am Boden um das Lignin
Xylan & . . » > » | Wachstum schwach (bis 20 mg)
Kontrolle . . — » bis 4 mg

Mucor Ramannianus gedeiht auf Pektin und Lichenin gut, auf dem
Holzstoff und dem Xylan dagegen nur sehr schwach oder nicht. Als
Pilz des Waldbodens kann er dort wohl aus den pflanzlichen Membra-
nen das Pektin der Mittellamelle und das Lichenin, das in allgemeiner
Verbreitung eine Reservesubstanz der Zellen darstellt (Karrer und
Staub, 1924), auswerten. Auf Pektin gedieh der Pilz auch ohne
Aneurin. Es handelt sich auch hier um eine Verunreinigung.

3. Die Wirkung von Tannin in der Né&hrlésung.

Da angenommen werden kann, dass Mucor Ramannianus an seinen
natiirlichen Fundorten mit den Gerbstoffen der Pflanzen in Beriihrung
kommen muss, wurde ein orientierender Versuch mit Tannin durch-
gefiihrt. Einer Serie von Kulturlosungen mit einer steigenden Menge
Aneurin wurde durchwegs 0,1° und einer weitern 1% Tannin zu-
gesetzt.

~ Tabelle 5.
Die Wirkung von Tannin auf Mucor Ramannianus.

Aneurin pro 20 cc 0 0,1 0,2 0,4 0,6 12y
Kontrolle : kein Tannin . 0 16 22 7 86 120
0,1%e Tannin . . . . 0 0 Sp 8 28 fehlt
1,0 °/oo » P # 0 0 0 0 0 0
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Gerbstoff iibt eine ausgesprochen toxische Wirkung aus, hingegen
vermag Mucor Ramannianus bei einem geniigenden Aneuringehalt der
Néhrlosung eine Vergiftung von /10 °/ee zu iiberwinden. Eine Hemmung
des Pilzwachstums durch die Gerbstoffe in Pflanzenabsuden konnte
ebenfalls festgestellt werden (vgl. S. 190). Mucor Ramannianus scheint
somit nicht eine so grosse Anpassung an seine Umgebung zu besitzen
wie andere Pilze, die bis zu 5 °/oo Tannin vertragen (Blumer, 1936).

C. Die Stickstoffquellen.

1. Die optimale Asparaginkonzentration.

Vorerst wurde der Einfluss der Konzentration des Asparagins in
der Néhrlosung gepriift. Wie Abbildung 6 zeigt, steigt das Wachstum
von Mucor Remannianus mit steigender Asparaginmenge bis zu 1 %oo
vorerst steil an; dann verlangsamt sich die Gewichtszunahme, kommt
aber erst bei einer Konzentration von 20 °/ee zum Stillstand. (Bei sehr
hohen Asparaginkonzentrationen waren nach der Sterilisation in der
Nihrlosung jedoch mit Nesslers Reagens Spuren von Ammoniak nach-
weisbar.) Die optimale Ausniitzung des Asparagins erfolgt somit bei
einer Konzentration von 1°, wie sie in der N#hrlosung bisher an-
gewendet worden ist.

Verschiedene Asparagine (Hoffmann-La Roche, British Drug House,
Schuchardt) lieferten alle gleiches Wachstum. Ohne Aneurinzusatz ge-
dieh Mucor Ramanmanus auf keinem derselben.
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Abbildung 6.

Der Einfluss der Asparaginkonzentration auf das Wachstum. Die
Zahlen auf der Abszisse geben die °/eo Asparagin an.

Myzeltrocken
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2. Andere Stickstoffquellen.

Das Wachstum auf andern Stickstoffquellen zeigt Tabelle 6. Die
zu priifenden Substanzen wurden ungefihr in der molekularen Konzen-
tration - einer 1%wigen Asparaginlosung verwendet. Die erhaltenen
Myzeltrockengewichte wurden in vier Gruppen eingeteilt : kein oder
spurweises Wachstum (—), schwaches Wachstum bis 30 mg (+),
mittelgutes Wachstum -bis 60 mg (4-) und sehr gutes Wachstum
(+-+-1). Aminosduren erlauben, soweit sie gepriift werden konnten,
alle ein Wachstum, ebenso die Polypeptide und Eiweisse. Aber auch
anorganische Stickstoffverbindungen konnen assimiliert werden, z. B.
die Nitrate, was im Gegensatz zu den Feststellungen von Hagem
(1910) steht. Hagem erhielt auf Nitraten deshalb kein Wachstum,
weil seiner synthetischen Nihrlosung der Wachstumsfaktor fehlte. Da-
gegen scheinen die Amine schwer oder nicht angreifbar zu sein. Der
Grund konnte darin bestehen, dass mit der enzymatischen Spaltung der
Amine toxische Substanzen auftreten. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass Mucor Ramannianus in der guten Verwertung anorgani-
scher Substanzen gegeniiber andern Mucorineen eine Ausnahme bildet,
die wie z. B. Phycomyces anorganische Stickstoffverbindungen nur
schwer oder nicht assimilieren. Mucor Ramannianus wird deshalb im
Boden kaum je Mangel an Stickstoff leiden. Er wird hier wohl sogar
als Konkurrent der hohern Pﬂanze betrachtet werden konnen.

Tabelle 6.
Wachstum von Mucor Ramannianus auf verschiedenen Stickstoffquellen.
Aminosduren Amine Animonz'umverbz‘ndungen
Glykokoll ++-++ | Trimethylamin 0 | Ammoniumchlorid G 5
Alanin + Dioxyphenylamin 0 » sulfat (+)
Valin tof Aethylamin 0 > karbonat +-++
Serin, . +++ | Hydroxylamin 00 ] T aad iitead g
Asparagin +-+++ | Glucosamin (0) | Milchsaures Ammonium -+
Glutaminsiure -+ Oxalsaures Ammonium -+
Tyrosin e :
Tryptophan (+) Ammoniak Jr- +
Cystin gt Amid
Lysin =k Harnstoff i o
Arginin o P A
| Histidin ++ _Nitrate
Nucleinsaure (+) Kaliumnltrat + _]_ +
Leucin )
Polypeptide, Peptone
Eiweisse

Pepton et
Fibrin Aot
Hithnereiweiss +-+-

12
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Tabelle 7.

Einfluss der H-Ionenkonzentration des Nihrbodens auf das Wachstum .

des Pilzes.

Myzel- Wachstumsformen?
Anfz;rllgs- End-pH? trocken-
i+ gewicht auf flissigem Nihrboden auf festem Nihrboden
2.2 _ kein Wachstum etwa %5 mm grosse
2,4 — kein Wachstum Knéllchen
2.6 s staubihnl. Knollchen Knollchen mehr zu
2,8 s Myzelknollchen etwas einer Fliche verei-
3,0 — grosser nigt; weiss
3,2 85 | etwas zusammenhin- rotlicher Schimmer
gendes Myzel
34 3,0 10 Myzel schleimiger
3,6 20 normal, aber noch scheinbar vollstindig
3,8 17 Knollchenbildung normales Wachstum
4,0 3,2 23
4,2 39
44 59 fast knollchenfrei
4,6 3,6 82 Myzel, knoéllchenfrei,
4.8 | 92,5 vollstindig normal sehr schone Rosafarbe
5,0 96 iiber Wasser
5,2 4,0 1145
54 114,5
5,6 106,5
5,8 43 99
6,0 93,5 Rosafarbe schon iiber-
Bk schritten '
6,2 : 96 wieder Neigung zur normal, Rosamyzel
6,4 4,6 108,5 Knéllehenbildung » »
6,6 92 Knallchenbildung » s
6,8 94,5 deutlich =~ - U »
7.0 4,8 67,5 | dhnlich wie bei pH 3,4
7,2 14 deutlich Kugelbildung,
7,4 30 starke Knollchenbildg. Myzel rosa
7,6 5,6 14 vollige Knéllchenbildg. | Knollchen mehr oder
7.8 14 Farbe schwach bridun- weniger zusammen-
8,0 9 lich hiingend
noch rosafarbig
unge- -120,5
puffert

1 Messung nach vier Wochen.
2 Beobachtung nach zwei Wochen.
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D. Der Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration und Veranderung
derselben durch Mucor Ramannianus. ‘

Pistor (1929) stellte fiir Mucor Ramannianus ein pH-Optimum
von 3,0 fest; allerdings erhielt er auch bei pH 6,0 noch ein verhéltnis-
missig gutes Wachstum. Es fand eine sehr starke Ansduerung der
Nihrlosung statt, die allerdings nicht gepuffert, sondern nur mit
Natriumkarbonat bzw. Citronensiure auf den gewiinschten pH-Grad
eingestellt worden war.

Fiir die folgenden Versuche wurde die N#éhrlosung nun gepuffert.
Verwendung fand der Puffer von Mec Ilvaine, bestehend aus Citronen-
siure und sekundirem Natriumphosphat. Die Versuche wurden auf
folgende Weise angesetzt : Je 10 cem doppelt konzentrierte Néhrlosung
wurden in Erlenmeyerkolben sterilisiert, ebenso auch Pufferlosungen in
doppelter Konzentration von pH 2,2 bis pH 8. Nach der Sterilisation
wurden die Losungen iiber der Flamme zusammengeschiittet und ge-
impft. Neben den fliissigen Nihrboden wurden in gleicher Weise auch
Agarnihrboden hergestellt. Mwucor Ramannianus wies ein Wachstum
zwischen pH 3,2 und 8,0 auf. Eine optimale Entwicklung bestand bei
pH 5,2—5,6. Jedoch hatten auch diese gepufferten Ndhrboden wihrend
der Entwicklung des Pilzes eine starke Ansduerung erfahren, so dass
aus dem Versuch die WII‘thh n pH-Bedingungen nicht hervorgehen
(Tabelle 7).

Die Tabelle 8 gibt Aufschluss iiber Geschwindigkeit und Mass der
Ansduerung des Milieus durch Mucor Ramannignus, Nrn. 1 und 2 geben
Versuche wieder, die in gewohnlichen Erlenmeyerkolben mit ungepuf-
ferter N"'ahrlt‘)bung gemacht wurden. Nr. 3 zeigt einen Hhnlichen Ver-
such, aber in einem Erlenmeyerkolben von 2 Liter Inhalt angesetzt, aus
dem jeweils Fliissigkeitsproben zur pH-Bestimmung entnommen wur-
den. Nr. 4 zeigt die Resultate mit gepufferten N#ihrlosungen von ver-
schiedenem Ausgangs-pH. Die Pufferung wurde wie bei den vorher-
gehenden Versuchen mit Citronensiure und Natriumphosphat nach
Mc Ilvaine hergestellt. Die pH-Bestimmung erfolgte elektrometrisch.

Tabelle 8.
Verandel ung der H-Ionenkonzentration der Néhrlosung durch Mucor Ramanmanus

Tage Verlsuch Ver;.uch Ver;uch Versuch 4: gepuffert
: B { B | C | D

0 4,45 454 4,50 3,10 3,60 5,40 6,50

6 3,66 3,63 4,00 2,96 3,46 5,02 6,62
14 3,68 3,77 3,76 3,08 3,50 458 | 6,04
24 3,58t 3,84 2s 205 o340 . AT 4,93
31 3,84 3,91 s 2.86 329 | 424 4,60
44 4,29 3,98 o 2,87 gag o 1ds 4,99

121 Tage. 2 49 Tage. : &
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Die Ansduerung des Milieus durch den Pilz war in den ersten
Tagen in ungepufferten Losungen besonders stark und hatte nach
einer Woche in den kleinen Erlenmeyerkolben die Grenze erreicht. Im
grossen Kolben dauerte die Ansduerung linger, weil im Verhiltnis zum
gebildeten Myzel eine bedeutend grossere Fliissigkeitsmenge vorhanden
war. In den gepufferten Losungen dauerte die Ansiuerung etwa vier
Wochen. Versuch 4 D zeigt iiberdies, wie hier in den ersten 14 Tagen
zuerst die Ueberwindung des zu alkalischen Milieus stattfinden musste
und dann erst die eigentliche Entwicklungsperiode des Pilzes, hier an-
gezeigt in der nun rasch vor sich gehenden Versiuerung der Losung in
den nichsten 10 Tagen, einsetzen konnte. Nach einem Wachstum von
etwa einem Monat scheinen dann allgemein sekundére Prozesse einzu-
treten, die eher wieder eine Abnahme des Sduregrades zur Folge haben.

Zur Entscheidung der Frage, ob Mucor Ramannianus soviel Siure
bildet, dass die bisherige Pufferung nicht geniigt, oder ob er das pH
durch Assimilation des Natriumphosphates verindert, wurde nun fiir
einen weitern Versuch ein Puffer nach Sorensen, bestehend aus sekun-
déirem Natriumecitrat und HCl bzw. NaOH verwendet. Hier trat nun
eine ausgesprochene Ansiuerung nur in den schwach sauren Néhr-
losungen auf. Einerseits muss daraus auf eine gewisse Ausniitzung des
Natriumphosphates durch den Pilz im Puffer von Mc Ilvaine geschlos-
sen werden; anderseits aber muss in diesem Versuch die Ansauerung
durch erkhehe Sdurebildung entstanden sein.

Tabelle 9.
Einfluss der H-Ionenkonzentration der Nihrlosung auf das Wachstum des Pilzes.
pH 1. IL ‘pH pH Myzelgewichte
be- Citrat s gerggisen nach dem :
rechnet cem Verkadh Versuch 1 2 3 4 Mittel
n/10 HC1
2,2 3,33 6,67 unter 3,0 | unter3 , 0 0 0 0 0
3,36 4,6 b5 3.3 34 116 80 73 66 85,6 |
416 6 4 4,1 4,0 101 98 110 79 97
4,89 9,6 0,5 4,7 44 59 69 e — 64
/ n/10NaOH
5,02 9,6 0,5 49 4,7 66 60 — —_— 63
BbHY 17 3 5.5 4,7 49 b7 bb —_ b4
6,68 5,25 4,75 6,2 48 36 28 — —_— 32
Citrat : 0, 1 m sekundares Natriumecitrat.

Das beste Wachstum zeigte sich bei pH 4,1 bis pH 38,3. Da der
Séduregrad wihrend der Versuchsdauer kaum geaudert hat, ergibt sich
damit nun auch das wirkliche pH-Optimum fiir Mucor Ramannionus.
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E. Der Einfluss der Sauerstoff- und der Kohlensiurekonzentration.

Ein erster Versuch galt der Frage, ob Mucor Ramannianus anaerob
zu leben imstande ist. Hierzu wurde steriler Malzagar (2% Malz + 2 %
Agar) in Petrischalen mit einer Sporensuspension von Mucor Raman-
nianus geimpft. Ein Teil der Petrischalen blieb als Kontrolle unter
normalen Bedingungen, der andere Teil der Schalen kam in ein luft-
dicht verschliessbares Glasgefiiss, das erlaubte, durch eine hinein-
gebrachte Losung von Pyrrogallol und Natriumhydroxyd den Sauer-
stoff und die Kohlensiure zu absorbieren. Das Resultat nach acht Tagen
Wachstumsdauer war folgendes :

a) Kontrollen : Agar iiberwachsen, schone Myzeldecke
- b) Versuch : keine Spur von Wachstum.

Mucor Ramannianus ist somit zur anaeroben Verarbeitung der
Néihrstoffe nicht imstande, was mit Versuchen von Johann (1932)
iibereinstimmt.

~In bezug auf die die Entwicklung von Mucor Ramannignus hem-
mende Konzentration der Kohlensiure hatte Johann festgestellt,
dass ein CO,-Gehalt von 12 % mnoch gutes, von 18 % geringes, von
33 % sehr geringes und von 54 % kein Wachstum des Pilzes gestatte.
Sporangien entstanden noch bei einem CO,-Gehalt von 18 %. Unsere
Resultate wurden derart erhalten, dass kleine, luftdicht verschliessbare
Glasrohren mit Reagensrohrehen, die mit sterilem Malzagar beschickt
und geimpft waren, versehen wurden. Die Glasréhren wurden dann mit
der Wasserstrahlpumpe evakuiert und nachher durch Einfliessenlassen
von abgemessenen Mengen CO, und von Luft bis zu Normaldruck mit
steigenden Kohlensiurekonzentrationen versehen.

Tabelle 10.
Der Einfluss der Kohlensiiure auf die Entwicklung von Mucor Ramannianus.

C0=Mbmen /oo % 0 10 30 50 70 90
cem 0 b 15 25 35 45
Nowoalbafhs . L0007 o0 s vem ) B2 47 37 o7 17 7
: 4 gut sichtbares Sporen- _
Wachstum auf festen Nihrboden . Myzel auskefmung null
i % :
Wachstum auf fliissigen Nihrboden . gutes. thop Spur it
flichenmyzel

I J Waclilstum
i ;
Die Resultate stimmen mit denjenigen von J ohann weitgehend
liberein (Tabelle 10). Eine ausgesprochene Wachstumshemmung wurde
bei CO,-Konzentrationen iiber 50 % beobachtet. Aber schon bei 30 %
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waren die eigenartigen Knollchenmyzelien (siehe Seite 170), die nur in
ungiinstigem Milieu auftreten, vorhanden. Unterhalb 30% CO, dagegen
schien keine Wachstumshemmung zu bestehen. Mucor Ramannianus
wird also auch bei stark erhohtem CO,-Gehalt der Bodenluft kaum ge-
hemmt werden.

F. Der Einfluss der Temperatur und des Lichtes.

Hagem (1910) stellte fiir eine Anzahl von ihm untersuchter
Mucorineen die untere und obere Temperaturgrenze fest. Mucor Raman-
nianus gedieh bei einer Temperatur von 5—8,5° C schlecht, zeigte da-
gegen bei 33° C noch gutes Wachstum und erreichte die obere Tempe-
raturgrenze bei 35° C. An diese Ergebnisse anschliessend wurden einige
Versuche bei mittleren Temperaturen gemacht. Dabei zeigte sich nach
einer Wachstumsdauer von 14 Tagen ein bestes Wachstum unter-
halb 20° C.

Temperatur Mittel Myzelgewicht
289 50,3 mg
19° 76,5 »
14° 77,2 »

Allerdings war es nicht moglich gewesen, diese Temperaturen im
gleichen Raum herzustellen. Doch scheint sich zu zeigen, dass der Pilz
kein extrem hohes Optimum hat, wie aus den Ergebnissen Hagems
leicht vermutet werden konnte.

Das Licht schien keinen grossen Einfluss auf das Wachstum zu
haben. Die Mittelwerte zwischen den Kulturgewichten der im Dunkel
und im Licht geziichteten Myzelien deckte sich weitgehend :

Myzeltrockengewichte Dunkelkulturen 71,5 mg
» Lichtkulturen 68 »

Zusammenfassung.

Mucor Ramannianus wichst auf synthetischer Nihrlosung nur dann,
wenn sie Aneurin enthiilt. An die N#hrstoffe stellt er keine spezielle
Anforderungen; er gedeiht auf allen Kohlehydraten ausser auf Cellu-
lose, auf hohern Alkoholen und den pflanzlichen Membranstoffen Liche-
nin und Pektin. Von den organischen Stickstoffquellen vermag er von
den Eiweissen bis herab zu den Aminosiuren alle Stufen auszuniitzen,
gedeiht aber auch mit anorganischen Stickstoffquellen, Ammoniak,
Ammoniumverbindungen und Nitraten. Die Wasserstoffionenkonzentra-
tion der Nihrlosung muss fiir ein gutes Wachstum zwischen pH 3 und 6
liegen; der Pilz siuert seine Umgebung selbst stark an. Er gedeiht
nur aerob. Das Temperaturoptimum liegt bei 14—19° C. Das Licht be-
einflusst die Gewichtsbildung nicht.



— 183 —

IV. Der Einfluss des Aneurins auf das Wachstum des Pilzes.

Die Notwendigkeit des Aneurins fir das Wachstum von .Mucor
Ramannianus ist schon beschrieben worden. Zu untersuchen bleibt sein
Verhalten gegeniiber verschiedenen Aneurinkonzentrationen. Abbil-
dung 7 zeigt die Trockengewichtshildung des Pilzes bei steigender
Aneurinkonzentration in 13, 19 und 26 Tagen. Es zeigt sich hier auf-
fallig, dass die Wachstumsgeschwindigkeit von der Aneurinkonzen-
tration abhingig ist. Bei 1 y Aneurin pro 20 ccm Nihrlosung wurde
ein Myzelgewicht von 100 mg in 19 Tagen erreicht, wihrenddem bei
0,25 y dafiir 26 Tage notwendig waren. Der Stoffwechsel des Pilzes
muss somit von der Aneurinkonzentration der Losung beeinflusst werden.

mg ¢ .
+150 ot osai
...i /
<100 =
3 // :
= Al / 1
/ Pt
7 il
025 05 3 2y

Aneurin pro 20 cem Nahrldsung

Abbildung 7.
Wachstum von Mucor Ramaenwianus als Funktion der Aneurmkon—
zentration. 1 —in 13 Tagen, 2 —=in 19 Tagen, 3 =in 26 Tagen.

Die optimale Aneurindosis pro 20 cem Nihrlosung betrug nach

13 Tagen 0,6 y, nach 19 Tagen 1 y, nach 26 Tagen 1,6 y. Das Optimum
verschiebt sich somit wesentlich nach oben.

- Eine iiberdosierte Aneurinmenge wirkt nicht hemmend auf Mucor

Ramannianus (Tabelle 11). Die 32fache Dosis der optimalen Aneurin-

menge zeigt im angefiihrten Versuch nur einen unwesentlichen Wachs-

tumsriickstand des Pilzes.
Tabelle 11.
Der Emﬂuss iiberdosierter Aneurinkonzentrationen auf Mucor Ramannianus.
Wachstum 13 Tage.

oz gzs lop fil ] 9 aills ] 16 | 32

Aneurin y/?O cem - 0 001|002

| Trockengewicht . | 0 | 3 | 3 1 8 | 15|23 | 38|69 | 74| 70 | 69 i 68 | 52
|
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Ein Versuch iiber den Einfluss des gegenseitigen Verhiltnisses der
Aneurin- und der Asparaginkonzentration auf das Wachstum von
Mucor- Ramannianus ergab, dass das Wachstum von dem in relativ ge-
ringerer Menge vorhandenen Faktor begrenzt wird. Daraus darf nicht
auf eine direkte Beziehung zwischen Aneurin- und Stickstoffwechsel
geschlossen werden. Hingegen zeigt sich in dieser Abhiingigkeit doch
eine gewisse quantitative Beziehung zwischen Aneurin und Stoffwechsel
(Schopfer, 1937a).

Abbildung 8.
Wachstum von Mucor Ramannianus als Funktion der
Aneurinkonzentration. Wachstumsdauer 26 Tage.
0 = Kontrolle, 1=0,17/20 ccm, 2=10,27/20 ccm,
8 =04 7/20 ccm, 4 =0,87/20 cem, 5 = 1,6 /20 cem.

Tabelle 12. :
Wachstum des Pilzes als Funktion der Asparagin- und der Aneurinkonzentration.

Kipsengin Aneurin /20 cem Nihrlésung
. 0 0,02 | 0,08 0,2 0,4 0,8 1,6 4 8 16
0 0 0 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
0,1 0 11 22 24 21 26 19 22 20 25
0,25 0 9 28 44 40 49 40 41 48 42
0,5 0 10 25 59 95 95 106 13 100 72
1 0 8 30 35 84 75 112 147 133 | 150
2 0 10 | 26 b2 81 96 126 154 137 122
4 0 8 21 48 64 90 | 146 | 159 | 170 | 158
8 0 11 32 42 64 108 167 194 194 190

V. Die Aneurinwirkung von Ausziigen aus Pflanzen, Erde und Harn.

A. Verhalten des Pilzes gegeniiber Dialysaten aus Samen und Keimlingen.
1. Dialysate aus Samen.

Melin hatte festgestellt, dass Kiefern- und Fichtensamen der

Néihrlosung * beigefiigt in diese Stoffe abgeben, die das Wachstum von

1Unter dem Ausdruck Nihrldsung wird immer wirkstofffreie synthetische
Néhrlosung von gewohnter Zusammensetzung (siehe Seite 171) verstanden.
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Mucor Ramanmwianus auslosen (Seite 167). Vorerst wurden diese Ver-
suche mit Samen von Pinus Strobus und Triticum vulgare wiederholt.
Mit Samen von Picea excelsa, Pinus cembra und Pisum sativum wur-
den weitere orientierende Versuche durchgefiihrt.

Die Behandlung der Samen erfolgte in folgender Weise :

Die Samen wurden vorerst zwei Stunden in 30 %igem Wasserstoff—
peroxyd sterilisiert.

7u diesem Zweck kamen sie in einen Erlenmeyerkolben, der einen mit
Gummischlauch und Klemmhahn verschlossenen Untenausfluss besass. Der den
Kolben verschliessende Gummistopfen war von zwei Glasréhrchen durchbrochen,
von denen das kiirzere durch ein Gummistiick mit Quetschhahn verschliessbar
war und als Ueberlauf diente, das lingere dagegen einen sterilen Filter aus Watte
trug. Zur Sterilisation wurde der mit dem Samen beschickte Kolben mit Wasser-
stoffperoxyd gefiillt und verschlossen. Wihrend der Dauer der Sterilisation
musste das Ueberlaufrohr offen bleiben, weil durch die Samen eine lebhafte Zer-
setzung des Wasserstoffperoxyds ausgelost wurde. Nach zwei Stunden wurde das
Ueberlaufrohrchen verschlossen und das Wasserstoffperoxyd abgelassen. Dabei
wurde die eintretende Luft durch den Filter gereinigt. Das mehrmalige Aus-
waschen erfolgte in der Art, dass der Kolben mit sterilem Wasser gefiillt und
nach einiger Zeit wieder entleert wurde. Im letzten Wasser blieben die Samen
12 Stunden.

Dann wurden sie in steigender Zahl in die mit je 20 ccm steriler
Nihrlosung bzw. 10 cem sterilem Wasser versehenen Erlenmeyerkolben
gebracht. e :

Die eine Hilfte der so vorbereiteten Erlenmeyerkolben wurde nun
fiir 7 Tage bei einer Temperatur von 20° C, die andere Halfte dagegen
bei 29° C gehalten. Es bestanden somit vier verschiedene Gruppen :

Gruppe 1. Samen in Nihrlosung bei 20°
C» 2 » > Wasser s 20°
R » » N#hrlosung » 29°

» 4. » » Wasser ¥ 2

Nach 7 Tagen wurde zur weiteren Behandlung der Losungen jede
Gruppe in drei Reihen aufgeteilt. Den wisserigen Losungen wurde nun
je 10 cem sterile doppelt konzentrierte Nihrlosung zugefiigt. Reihe A
blieb unverdndert, in den Reihen B und C wurden die Samen entfernt
und Reihe C iiberdies im Autoklav 15 Minuten auf 120° erhitzt. Nach-
her erfolgte die Impfung mit Mucor Ramannignus. Die Resultate sind
in Tabelle 13/14 wiedergegeben. Dabei entsprechen die Zahlen dem
Mittelwert aus je zwei Bestimmungen.

Aehnliche Resultate lieferten Samen von Picea excelsa, Pinus
cembra und Pisum sativum. So ergeben sich folgende Folgerungen :

Die Wirkung der Dialysate auf Mucor Ramannienus ist nicht auf
Koniferen beschrinkt. Dialysate aus Samen von Triticum und Pisum
erzeugten allerdings ein etwas schwiicheres Wachstum als solche aus
Pinus Strobus. Es ist aber unbestimmt, ob das die Folge des Wirkstoff-
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Tabelle 13.
Wirkung der Samendialysate aus Triticum vulgare auf Mucor Ramannianus.

Zahl der Samen

Behandlung der Lésungen Kt
0 Y| 1 2| 4|6 |8 1216 32

Stoffe in Nidhrlosung diffundiert
Dialyse bei 20° C

Samen in Nihrlosung gelassen . . . 0 3123(29 64|63 89(102
»  entfernt, Losung nicht erhitzt . 6112|133 36|47 |62 57
» > > erhitat . . . 8|11 85| — |45 |54 | 77/168
Dialyse bei 29° C
Samen in Nihrlosung gelassen . . . 0 4 727581982125
»  entfernt, Losung nicht erhitzt. 8| 81011017146 —1—1 7@
» » » erhitzt . . . 1/16|12 |25 38|41 |bb| 78

Stoffe in Wasser diffundiert
Dialyse bei 20° C

Samen entfernt, Losung nicht erhitzt . 3| 4| 4/14/26 — |47 60
» » » erhitzt . . . |50 [2| 3 411223938 b2
Dialyse bei 29° C
Samen entfernt, Losung nicht erhitzt . 0|1 2 3|—|13|21|41| 50
» » » erhitzt . . . 9 1 2 2 611216 |36 | 46| 74

t Kontrolle : 12 Samen in Wasser statt Nihrlosung.

‘Wachstum des Pilzes : 28 Tage.

gehaltes der Samen, der Diffusionsmoglichkeit, der Art des Wirkstoffes
oder endlich die Folge von Beistoffen ist.

Die Wirkung der Dialysate ist dieselbe, ob die Dialyse bei 20°
oder bei 29° stattgefunden hat. Da durch Hansteen Cranner
gezeigt worden war, dass bei 30° auch schwerer losliche Phosphatide
diffundieren, nahm Melin, nachdem er ebenfalls gleich starkes
Wachstum in Dialysaten bei 20° und 29° festgestellt hatte, an, dass
nur die leicht dialysierbaren Phosphatide einen wachstumsférdernden
Einfluss auf Mucor Ramannianus ausiiben. Diese Versuchsresultate las-
sen, solange eine Wirkung der Phosphatide nicht bewiesen ist, aber mit
gleichem Recht den Schluss zu, dass es sich eben gar nicht um eine
Phosphatidwirkung handelt.
~ Die Dialyse in Niihrlosung und in Wasser verlief #hnlich; all-
gemein war das Wachstum in den Wasserdialysaten eher geringer, was
aber von technischen Ungleichheiten herriihren konnte. Blieben die
Samen wihrend des Pilzwachstums in der N#hrlosung, so wurden all-
gemein etwas hohere Wirkungen erzielt. Das war auch wahrscheinlich,
da wohl die Dialyse wihrend dieser Zeit weiterschreitet. Hingegen trat
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Tabelle 14.
Wirkung der Samendialysate von Pinus Strobus auf Mucor Ranannianus.

Zahl der Samen

Behandlung der Losungen Kt
0 |Y| 1| 2| 4|6 |8 121632

Stoffe in Nahrlosung diffundiert
Dialyse bei 20° C

Samen in Nihrlosung gelassen . 0| — |76 98/157/191/180/205/215 —

- »  entfernt, Losung nicht erhitzt. 013099 100{110{126{147/169/172171

> > » erhitzt . ." . — | 25|50 82/ 98(188/165/181191|198
Dialyse bei 29° C

Samen in Nihrlosung gelassen . . . — | b5 |181/140(146(167|195/210 284

» . entfernt, Losung nicht erhitzt. 48 | 81 |126/163|157|1561({175(185/214

> » w: o orhitat L . . 29 |63 | 94/164/179(165/162|172/195

Stoffe in Wasser diffundiert
Dialyse bei 20° C

Samen entfernt, Losung nicht erhitzt. | 0 [ —| 5|26 | 86 89 91/114/128/147/190

» » » erhitzt . . .| 0 71 6| 40, 70| 86| — |105{138/224
Dialyse bei 29° C

Samen entfernt, Losung nicht erhitzt. | 2 | —|— | 15| 31|121| 96/135/166/151208

> » » erhitzt . . . |0 — | 78 1107(151|177|175|191 202|230|

1 Kontrolle : Samendialysate in Wasser ohne N#hrlésung.

Wachstumsdauer : 28 Tage.

zwischen den Gruppen, die erhitzt, und denen, die nicht erhitzt wurden,
kein Unterschied auf, woraus hervorgeht, dass die wirksame Substanz
soweit hitzebestindig ist, dass eine Sterilisation durchgefiihrt werden
darf, ohne dass Wirkungsverluste auftreten. Es gab aber auch die
Moglichkeit, in weitern Versuchen nicht mehr den umsténdlichen Weg
der Dialyse zu beschreiten.

2. Verhalten des Pilzes gegeniiber Koniferenkeimlingen.

In diesem Zusammenhang war auch die Frage von Interesse, wie
sich Mucor Ramannianus gegeniiber keimenden Samen und lebenden
Keimlingen verhidlt. Melin hat in seiner Arbeit die Feststellung ge-
macht, dass es sich bei Mucor Ramannianus nicht um einen intracellu-
lir in die Wurzeln der Kiefer eindringenden Pilz handelt, ebenfalls
nicht um einen ektotrophen Mykorhizabildner. Somit konnte angenom-
men werden, dass ein Wachstum auch hier nur durch Dialyse von
Stoffen in die Umgebung ausgelost wird. Die Versuche wurden nun
derart ausgefiihrt, dass sterile Samen (s. Seite 185), hauptsdchlich von
Picea excelsa, in Erlenmeyerkolben zur Keimung gebracht und mi*
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Mucor Ramannianus geimpft wurden. Dabei musste eine Nihrlosung
gewdhlt werden, die den Koniferen wie dem Pilz ein Wachstum ermdg-
lichte. Es wurden folgende Kombinationen versucht :

A. Knopsche Nihrlosung.

B. Knopsche Nihrlosung -+ 5 % Glucose.

C. Knopsche Nihrlosung + 5 % Glucose -+ 1°w Asparagin.

D. Kontrolle wie C 4+ Aneurin.

Um den wachsenden Pflanzen Halt zu geben, wurden die Erlen-
meyerkolben zum Teil mit einer Schicht reinster Watte beschickt, zum
Teil wurden die Nihrlosungen mit 2 % Agar verfestigt. Die Sterilisie-
rung der Samen erfolgte nach der oben beschriebenen Art mit Wasser-
stoffperoxyd. Dann wurde jeder Erlenmeyerkolben mit durchschnittlich
10 Samen beschickt und mit Mucor Ramannianus geimpft. Als Kontrol-
len wurden ferner angesetzt Erlenmeyerkolben nur mit Samen oder nur
mit Mucor Ramannianus. Die Beobachtungen erfolgten wihrend mehre-
ren Monaten. Von den Samen keimten rund zwei Drittel aus. Diese ent-
wickelten nach 3 bis 4 Wochen die Kotyledonen. Das Wachstum von
Picea excelsa war in allen Nidhrboden gut, Unterschiede im Wachstum
waren nicht feststellbar. Die Kontrollen mit Mucor Ramannianus allein
ergaben folgendes :

Wachstum auf Ohne Aneurin Mit Aneurin

Knopscher Néhrlosung . ’ kein Wachstum kein Wachstum
derselben + Glucose . . ’ :
derselben + Glucose + Asparagm i | krem Waghstum ERlpn S

Knopsche Nihrlosung eignet sich also mit einem Zusatz von Glu-
cose als Grundnihrlosung fiir Mucor Ramannianus. Asparagin ist, wie
nach den Seite 177 beschriebenen Versuchen vorauszusehen war, iiber-
fliissig.

Die Beobachtung an den Versuchskulturen ergab ein Wachstum
der Samen auf Agar- wie auf Wattenihrboden. Mucor Remanmnianus
entwickelte sich iberall soweit, dass er als rotlicher Flaum auf den
Samenschalen sichtbar war. Das Wachstum war auf den nicht keimen-
den Samen allgemein besser als auf den auskeimenden. Dabei war es
vorerst gleichgiiltig, ob die Nihrlosung Glucose enthielt oder nicht.
War dagegen Glucose vorhanden, so dehnte sich das Wachstum von
Mucor Ramannianus von den Samenschalen aus auf den Nihrboden.
Das heisst also, dass Mucor Ramannianus imstande ist, seinen Nahr-
stoffbedarf aus den Samen zu decken, dass die notwendigen Nihrstoffe
aber nicht oder nicht in geniigender Menge in die umgebende Losung.
diffundieren. Hingegen diffundieren, wie aus den vorhergehenden Ver-
suchen bekannt ist, geniigend erkstoffe Wenn Mucor Ramannianus
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aber in der kohlehydratfreien Nihrlosung auf den Samen zu gedeihen
vermag, so muss man annehmen, dass er hier imstande ist, wasserunlos-
liche Kohlenstoffquellen auszuniitzen. Das stimmt mit dem beobachteten
Wachstum auf Pektin und Lichenin, zwei in allen Membranen vorhande-
nen, wasserunloslichen Stoffen, iiberein. (Karrer P. u. Staulb,
Se h ellenberg). Aber auch der im Gerbstoft glucosuhsch gebundene
Zucker kann wahrscheinlich ausgeniitzt werden, wie schon Melin
vermutete. Dass das Wachstum um die toten Samen besser ist, erklirt
sich aus der vollstindigen Permeabilitiit der toten Membranen fiir ge-
loste Stoffe. Wenn die Samen auskeimten, so griff der Befall durch
Mucor Ramannianus nicht auf den Spross und die Kotyledonen iiber.
Diese schienen auch bei mikroskopischer Betrachtung frei von Myzel.
An den Wurzeln entwickelte sich, soweit sie in den Agar oder in die
Nihrlosung eindrangen, kein Pilzmyzel. Da aber, wo sie oberfldchlich
iiber den Nihrboden hinstrichen, entwickelte sich hie und da ein
schwaches Myzel. g schien aber nur dort aufzukommen, wo die Wur-
zeln Absterbeerscheinungen aufwiesen; diese riihrten offensichtlich
nicht von einem Befall durch Mucor Ramannianus her, da sie auch in
den sterilen Samenkulturen auftraten. In Querschnitten durch die be-
fallenen Wurzelstellen konnte auch nie ein Eindringen der Pilzhyphen
in das Wurzelinnere festgestellt werden. Es ist somit einfach anzu-
nehmen, dass Mucor Ramannianus die absterbenden Wurzelstellen des-
halb bevorzugt, weil hier eine freie Permeabilitéit mehr Stoffe durch-
treten lisst. Diese Beobachtungen bestiitigen die Ergebnisse von Me -
lin, dass Mucor Ramannianus Keine Mykorhiza, bildet, sondern dass
die Bez1ehung zu den hohern Pflanzen eine rein fussere ist. Die Dialyse
aus Wurzeln in die Nihrlosung war ganz bedeutend geringer als aus
Samen.

B. Die Wirksamkeit der Pflanzenextrakte.

1. Heisswasserauszige aus Samen und andern Pflanzenteilen.

Eine Extraktion von Triticumsamen, wihrend 15 Minuten bei 115°
extrahiert, liess so viele Stoffe in die Losung tibertreten, dass Mucor
Ramannienus darauf ohne Zusatz von Nihrstoffen eine maximale Ent-
wicklung zeigte. Dagegen konnte bei einer vorsichtigen Heisswasser-
extraktion bei 95° eine Nihrstoffwirkung vermieden werden. Allerdings
wurde durch diese Behandlung keine quantitative Extraktion der Wirk-
stoffe erzielt; wenn die Samen wihrend des Wachstums des Pilzes in
der Nihrlosung blieben, so stieg dessen Myzelgewicht rascher und
héher an als sonst. Ein Verglemh zwischen einem Absud und einer ent-
sprechenden Dialyse wihrend 7 Tagen zeigt, dass durch den Absud
etwa fiinfmal mehr Wirkstoffe in die Losung iibertraten. Eine Dialyse
kommt somit nicht einer Auswaschung der Samen gleich (Abbildung 9).
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Bei einem analogen Versuch mit Samen von Pinus strobus stand
die Wirksamkeit der Absude erheblich weniger iiber der der Dialysate.
Das Verhéltnis war rund 1:2 (Abbildung 10). Um zu priifen, ob die
Diffusion der Wirkstoffe in den Absuden durch die starken Samen-
schalen gehemmt wird, wurden einige Extraktionsversuche mit ge-
quetschten Samen von Pinus cembra angestellt. Ferner wurden Ausziige
aus blossen Schalen wie aus blossen Kernen hergestellt, um festzu-
stellen, welche Samenteile Wirkstoffe speichern. Um ferner die Wirkung

100 c

mg /L"’
37 Abbildung 9.

§ Wachstum von Mucor Ramannianus
g 50 ,/ auf Absud von Weizenkornern.
§ a) Absud ohne Nihrlosung.
_-E 25 ‘_// 6 b) Vergleich mit der Wirksamkeit
& LT eines entsprechenden Dialysates.
o e Absud mit Néhrlo

3k 1 a c) sud mit Nihrlosung.

17 2 3 4 5 6 #
Samenzahl

des Gerbstoffes der Schalen auf das Wachstum des Pilzes zu beobach-
ten, wurde in einem Teil der Schalenextrakte der Gerbstoff mit kristal-
lisiertem Eiweiss gefillt und entfernt. Das iiberschiissige Eiweiss wurde
dann durch Alkoholzusatz gefillt und ebenfalls entfernt. Endlich
konnte die alkoholische Losung abdestilliert und der Trockenriickstand
mit Wasser aufgenommen werden. Die Resultate gibt Tabelle 15 wieder.
Der Vergleich von Zeile 1 mit Zeile 2 ergibt, dass die gequetschten
Samen ganz bedeutend mehr wirksame Stoffe in das Losungsmittel ab-
gaben als die ganzen Samen : Verhiiltnis rund 1:4. Die Schale bildet
also eine Diffusionshemmung. Ein Vergleich der Zeilen 8 und 4 zeigt,
dass auch die Samenschalen Wirkstoffe enthalten, aber die Wachstums—
forderung bleibt auf etwa /s derjenigen der I&erne stehen. Die Haupt-
wirkung bei den Absuden aus ganzen Samen musste deshalb doch von
den Kernen herriihren. Ein Vergleich von Zeile 6 mit Zeile 7 fiihrt zum
Schluss, dass der Gerbstoff der Schalen in grosseren Dosen hemmend
wirkt, wiihrend er in ganz kleinen Mengen eher zu stimulieren scheint.
Noch deutlicher zeigt sich dies beim Vergleich der Zeilen 2 und 5.
Wihrend Absude von gequetschten Samen (Kern und Schale) schon
mit einem Samen pro Erlenmeyerkolben ein Wachstum eérgeben, das
mit zunehmender Samenzahl kaum mehr Stelgt zeigen Kerne allein
(ohne tanninhaltige Schalen) vorerst ein geringes, mit steigender Kern-
zahl aber fortwihrend zunehmendes, die andere Serie stark iiber-
holendes Wachstum. Die Ergebnisse Stehen somit in Uebereinstimmung
mit den Untersuchungen mit reinem Tannin (s. Seite 176).
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Weitere Untersuchungen ergaben, dass die Embryonen den relativ
grossten Wirkstoffgehalt aufweisen.

Da Mucor Ramannianus die Wurzeln der Piceapflinzchen in den
Erlenmeyerkolben nur spirlich und die Kotyledonen iiberhaupt nicht
befiel, wurde deren Wirkstoffgehalt durch Absude bestimmt. Die er-
haltenen Myzelgewichte von Mucor Ramannianus zeigten, dass die -
Wirkstoffmengen der Kotyledonen grosser waren als die der Wurzeln.
Ferner erzeugten die Extrakte von Picea ercelsa ein besseres Wachs-
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Abbildung 10.
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tum als solche von Abies pectinata. Allgemein war bei den Keimlingen
ein verminderter Wirkstoffgehalt gegeniiber den Samen festzustellen.
Da sich gezeigt hatte, dass die auf Mucor Ramannianus wirkenden
Faktoren auf keine bestimmten pflanzlichen Organe beschrinkt sind,
wurden nun zur Feststellung des weitern Vorkommens dieser Faktoren
bei den hohern Pflanzen Absude von Blittern verwendet. Die Versuche
wurden so durchgefiihrt, dass ungefihr gleich grosse Blattstiicke ver-
schiedener Pflanzen der Nihrlosung zugesetzt und mitsterilisiert wur-
den. In der einen Serie wurden sie nach der Sterilisation entfernt, in
der andern nicht. Folgende Zusammenstellung zeigt, dass iiberall ein
Wachstum aufgetreten war. Es bedeutet : -+ schwaches Wachstum,
44 gutes Wachstum, -+ sehr gutes Wachstum.

Castanea sativa (+-), Betula pendula (+-+), Carpinus Betulus
(-+), Corylus Avellana (+-+), Corylus purpurea (+-), Ulmus sca-
bra (+-), Buzus sempervirens (++-+), llex aquifolium (+-+), Vitis
vinifera (+-), Aucuba japonica (++4), Hedera Heliz (+), Histaria
sinensis (-+-+), Rosa pendulina (+-+), Prunus Lauroceranus (), Pru-
nus avium (), Pirus malus (+), Cydonia maliformis (+-+), Frazi-
nus excelsior (++), Syringa vulgaris (+-+), Viburnum Opulus ),
Picea e:z:celsa (-+-4--+), Pinus silvestris (+-+-+), Tarazacum offici-
nale (—% +), Plantago major (+-+), Dryopteris Filix mas (+-+).
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Tabelle 15.
Der Wirkstoffgehalt verschiedener Teile des Samens von Pinus cembra.

Menge der Li‘isuhé'en entspricht
Art des Absudes
1 Samen 2 Samen 4 Samen 8 Samen
LoSenief Hng o e s o2 e T 55 97 174 184
2. Samen gequetscht . . . . . . . 174 161 185 183
8. Behlen allein - 00 a0 G A 17 42 Bl 85
4. Kerpe allein, game - . o . 71 171 223 246
5. Kerne allein, gequetscht . . . . E 148 - | . 210 263
6. Schalenextrakt unbehandelt . . . 24 40 92 107
7. Schalenextrakt gerbstofffrei . . . 15 20 114 138
\

Eine positive Wirkung wies auch faulendes Buchenlaub auf, das
vom einen Herbst zum andern auf dem Waldboden gelegen hatte.

Diese Ergebnisse decken sich mit denjenigen von Schopfer
(1936) fiir Phycomyces. Mucor Ramannianus verlangt somit, wie Phy-
comyces, einen Wirkstoff, der in der htheren Pflanze allgemein ver-
breitet ist.

2. Trockenrickstandsbestimmungen bei Extrakten und
: Vergleich der Wirksamkeit.

Um Extrakte mit einer geringeren Menge unwirksamer Beistoffe
zu erzielen, wurde nun eine Extraktion mit 99prozentigem Alkohol ver-
sucht. 800 Weizenkirner (30 g) wurden zu Mehl verarbeitet und zwei
Stunden im Soxhletapparat extrahiert. Zur Entfernung der im Alkohol
gelosten Fette wurde ferner die Hilfte des Extraktes mit gleichviel
Petrolither ausgewaschen. Es waren somit vorhanden :

I. Unentfetteter alkoholischer Extrakt aus 400 Kornern,
1I. entfetteter alkoholischer Extrakt aus 400 Kornern,
III. Petrolidtherphase.

Alle Losungen wurden auf 20 cem eingeengt — 1 cem entsprach
dann 20 Kornern — und in der Weise der Nihrlosung zugesetzt, dass
zur Entfernung des Alkohols bzw. Petrolithers die entsprechenden
Mengen in die leeren Kulturkolben gebracht, hier abdestilliert und die
Trockenriickstdnde mit der Ndhrlosung aufgenommen wurden. Zum Ver-
gleich wurde noch ein wisseriger Auszug aus Weizenkdrnern gepriift.

Der Versuch (Tabelle 16) zeigte eine Loslichkeit der Wirkstoffe in
Alkohol, nicht aber in Petrolither; folglich hatten gleiche Mengen der
Extrakte I und II auch ungefihr dieselbe Wirkung. Diese blieb aber
hinter der der wisserigen Ausziige zuriick. Eine Extraktion in Wasser
verlief also vollstindiger. :



el VL

Tabelle 16.

Alkoholischer Auszug aus Weizenkornern, Trockenriickstinde und Wirksamkeit
auf Mucor Ramannianus. -

Kérner : R 1[ i J [ 32 64
\ 5 : g
Trockenriickstand ; o
aus Extrakt II in mg 0,7 e 28 5,6 § 11,2 . Rag i
Brtraletio e s L0 sy e 11 11 18 33 E 79 124 —
» Tl ozt ot - 10 19 | 32 t 64 | 100 116
> T e ralnen a0 or 5 L kein Wachstum
Wiésseriger Auszug . . . . .| 32 | 40 64 98 E - el

I = Alkoholauszug unentfettet, IT = Alkoholauszug entfettet, III = Petrolitherphase.

Der Trockenriickstand des entfetteten alkoholischen Extraktes be-
trug 138,6 mg pro 10 cem; der Trockenriickstand pro Korn somit
0,693 mg. Die Wirksamkeit war also rund */20000 derjenigen des
Aneurins. ' i

Auf die gleiche Weise wurde auch Reiskleie verarbeitet (Ta-
belle 17). Hier hatte schon ein gegeniiber Weizenkornextrakt 11lmal
geringerer Trockenriickstand eine volle Wirkung auf Mucor Ramannia-
nus. Auffillig ist ferner der Anstieg der Myzelgewichte bis iiber 200 mg.
Die Reiskleieausziige miissen somit fiir Mucor Ramannianus besonders
giinstig wirken. Ein Unterschied zwischen einem Auszug in Wasser und
in Alkohol trat hier nicht auf.

Tabelle 17.

Alkoholischer Auszug aus Reiskleie. Trockenriickstinde und Wirksamkeit auf
Mucor Ramannianus,

Extraktmenge ccm . . . 0,1 0,2 04 | 06 0,8 12 1186
Entspricht frischer Relsklele g 0,025 0056| 01 | 0,15 | 0,2 03 | 04

Trockenriickstand aus Losung

Wm0 sl 1,8 36 | b4 72 | 108 | 144
Myzelgewicht. T .. oo o) B9 118 | 162 | 194 | 180 | 219 | 229
> S ORI R R i R e
Petrolithes 0000 om0 Ly ‘ kein Wachstum
Vgl. wisseriger Auszug Gl 8d 145 | 160 | 176 | 192 | 196 | 212

Von weitern dhnlichen Bestimmungen bringt Abbildung 11 einige
zur Darstellung. Ferner sind zwei Aneurinkurven eingetragen, von
denen bei der einen ‘die Aneurindosis 1000-, bei der andern 10 000mal
iiberhoht, d. h. die Aneurinwirkung 1000- bzw. 10 000mal verkleinert
dargestellt ist. Als am wirksamsten erwies sich ein Hefeauszug; seine

13
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Wirkung betrug ziemlich genau ein Tausendstel des Aneurins. Eine
Wirkung von /0 bis /10000 des Aneurins besassen die Trockenriick-
stinde von Reiskleie- und Eichenblattextrakten. Eine noch geringere
Wirksamkeit wiesen Arvenkernausziige und Ausziige aus Arvenschalen,
Piceawurzeln und Piceakotyledonen auf. Die Trockenriickstinde der.
meisten Extrakte fiihrten also in einer Konzentration von weniger als
0,25%00 zu einem optimalen Pilzwachstum. Bei Extrakten aus Hefe
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Abbildung 11.

Die Wirksamkeit einiger Extrakte bezogen auf die Trok- -

kenriickstinde. 1 — Aneurin (Gewicht 1000 X iiberhoht),

2 = Aneurin (Gewicht 10,000 X iiberhoht), 3 = Hefe, 4 = Reis-
kleie, 5 = Eichenblatt, 6 — Arvenkern.

wirkte schon eine Konzentration von 0,025 °/o0 optimal. Diese Werte,
die mit nicht speziell gereinigten Extrakten erhalten wurden, machen
eine Nihrstoffwirkung derselben unwahrscheinlich.

C. Bakterien und Pilze als Wirkstoffbildner.

Versuche, inwieweit Mucor Ramannianus auch durch Stoffe zum
Wachsen angeregt werden kann, die durch Bodenorganismen erzeugt
werden, wurden auf die folgende Art durchgefiihrt. Sterile, aneurinfreie
Nihrlosung und 2 %ige Peptonlésung wurden mit je einer Spur Walderde
geimpft. Die Peptonlosung verwandelte sich innert 14 Tagen durch die
Bakterien in eine triibe Losung. Diese wurde nun zum Teil ultrafiltriert,
auf /10 eingeengt und als Wirkstoffquelle der Kulturlosung fiir Mucor
Ramannionus zugesetzt. — Auf der gleich geimpften Pilznéhrlosung
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entwickelte sich an Stelle der Bakterien eine miichtige Myzeldecke
von Waldbodenpilzen und verbreitete den eigentiimlich siissen Geruch
des Tannenwaldbodens. Nach drei Wochen wurde die Pilznihrlosung
gleich behandelt wie die Peptonlosung und ebenfalls an Mucor Raman-+
nianus anf die gebildeten Wirkstoffe gepriift. Aus den Versuchen (Ab-
bildung 12) ergab sich, dass die Bodenpilze und -bakterien auf Mucor
Ramannianus wirksame Stoffe erzeugten und diese zum Teil an die

Abbildung 12.- e | / .

Wirkung von gebrauch-

ten Nihrlosungen. - : /
Kurve a¢: Wirksamkeit % 80 , //

der Bakterienndhrls- -3 / ,

sung, nicht filtriert. W L b
‘Kurve &: Wirksamkeit 3 / : :

derselben Néhrlosung g 404

oha o9 e > /

aber ultrafiltriert. s / c
Kurve ¢: Wirksamkeit - /

der blossen Pepton- < 4+

l6sung,

neik oo Efrakt 10 20 30 40 50

Nihrlosung abgaben. Wohl ergab die Peptonlésung an sich schon eine
Wachstumsférderung, doch entsprach diese bloss etwa */i¢ der nicht
ultrafiltrierten Bakteriensuspension. Die ultrafiltrierte Bakteriennihr-
losung wirkte halb so stark wie die nicht filtrierte. Das ldsst den
Schluss zu, dass die Bakterien selbst ungefihr gleichviel Wirkstoffe -
enthielten, wie sie an die Losung abgegeben hatten. Zu #hnlichen Re-
sultaten fiihrten die entsprechenden Versuche mit Bodenpilzen.

D. Wirkstoffe im Boden.

Fiir Bakterien und Algen, wie fiir einige Flagellaten ist die wachs-
tumsfordernde Wirkung von Erddekokten bekannt (Pringsheim,
1935). Lwoff und Lederer (1935) haben mit Polytomella agilis
nachgewiesen, dass dabei nicht Humusstoffe, sondern Wachstumsfakto-
ren die entscheidende Rolle spielen. So sollte auch das Verhalten von
Mucor Ramannianus gegeniiber Ausziigen aus Erde gepriift werden. Die
moglichst rein, an einem Standort und in einer einheitlichen Tiefe ge-
wonnene Erde wurde vorerst durch eine Reihe immer feinmaschigere
Siebe geseiht, um alle Steinchen und Wiirzelchen daraus zu entfernen.
Zur Bestimmung des Gewichtes wurde sie darauf bei 110° getrocknet
und dann mit soviel Wasser vermischt, dass ein diinnfliissiger Brei ent-
stand, der eine Stunde lang auf 100° erhitzt wurde. Nach dem Erkalten
der Masse wurde die Fliissigkeit von der Erde abgenutscht.
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Das Abnutschen ging so langsam vor sich, dass auf ein griindliches
Nachwaschen und somit auf ein vollstdndiges Erfassen der Wirkstoffe
verzichtet wurde. Die Losung musste dann auf etwa Y1 eingeengt wer-
den. Erwihnt sei ein Versuch mit Erde aus einem Rottannen-Buchen-
Mischwald, wo die Wachstumswirkung derselben in verschiedener Tiefe
und im Vergleich mit ihrem Stickstoffgehalt bestimmt wurde. Die Stick-
stoffbestimmung erfolgte nach K jeldahl. Der pro Pilzkultur zu-
gesetzte Auszug entsprach 40 g trockener Erde. Die stirkste Wirkung
auf Mucor Ramannianus hatten Ausziige aus Erde in geringer Tiefe
(Tabelle 18). Zudem zeigte sich eine ausgesprochene Parallelitit zwi-
schen Wirkstoffgehalt und Stickstoffgehalt der untersuchten Proben.
Die Intensitit der Wirkung von 40 g Erde in 1—3 em Tiefe entsprach
ungeféihr einer Wirkung von 0,05 y Aneurin. Da jedoch die Extraktion
unvollstéindig war, muss der Wirkstoffgehalt der Erdproben grosser
gewesen sein. Proben von Wiesenerden, Ackererden und andern Wald-
erden fiihrten zu gleichen Ergebnissen. Allgemein waren die von der
Kultur unberiihrtesten Boden die wirkstoffreichsten. Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass der Boden auf Mucor Ramannianus fordernd
wirkende Faktoren enthilt, die besonders in den obern Schichten ent-
‘halten sind.

Tabelle 18.
Wirksamkeit eines Dekoktes aus Walderde auf Mucor Ramannianus.
Tiefe der Erde 7 Myzeltrockengewicht in mg
unter N-Gehalt
Nadelschicht I 1I Mittel
\
|
1— 3 ecm . 1,24 9/go 32 25 1 28,5
6— 8 cem . s 18 —_ | 18
12—15 cem . 0,14 °/oo < o S 4,5

Ein Vergleich mit dem Wirkstoffgehalt der gerade der Humus-
schicht aufliegenden Buchenlaubschicht ist in Abbildung 13 dargestellt.
Die Wirksamkeit eines Heisswasserauszuges aus Buchenlaub war rund
20mal stirker als diejenige eines solchen aus der niichsten Erdschicht.

80 ;
+ ™ Abbildung 13.
"3 60 Die Wirksamkeit der Ausziige von Erde und
> faulendem Buchenlaub.
8 40 a—c : Ausziige aus je 40 g Erde.
3 a: in 11—15 ¢m Tiefe
£ bs i, B 8 oin Tiete
E 20 ¢:in 1— 3 c¢m Tiefe.
:’“ F‘I d, e: Auszug aus faulendem Buchenlaub.
- d: aus 2 g trockenem Laub
a ¢b

C a e e: aus 4 g trockenem Laub.
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~ E. Harn als Wirkstoffquelle.

Fiir Phycomyces ist auch im Harn ein wirksamer Faktor vorhanden
(Schopfer, 1935h). Zur Priifung der Wirkung desselben auf Mucor
Ramannianus wurde menschlicher Harn bei schwachem Vakuum ein-
geengt und der Pilzndhrldsung zugesetzt. Bei geringen Quantititen war
eine deutliche Wachstumsforderung des Pilzes zu beobachten, wihrend-
dem grossere Mengen (32 cem Frischharn entsprechend) das Wachstum
vollstindig hemmten. Neben dem fordernden Faktor mussten somit noch
hemmende Faktoren vorhanden sein. (Siehe auch Seite 202.)

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Mucor Raman-
nignus auf alle untersuchten Ausziige positiv reagiert hat. Der wirk-
same Faktor muss sehr verbreitet sein. Er dialysiert leicht aus den
pflanzlichen Organen in Wasser. Heisswasser- und alkoholische Aus-
ziige fiilhrten ungefilhr zu denselben Maximalgewichten des Pilzes wie
Aneurin. Besonders wirksam erwiesen sich Extrakte aus Materialien,
die als aneurinreich bekannt sind.

VL. Die Eigenschaften der wirksamen Extraktfaktoren. Der M-Faktor.

Wie schon Seite 168 erwihnt worden ist, hat Schopfer fest-
gestellt, dass in den pflanzlichen Extrakten ausser dem Aneurin auf
gewisse Mucorineen noch ein anderer Faktor wirksam ist, den er als
M-Faktor bezeichnete und der sich vom Aneurin durch eine grosse Alkali-
stabilitit unterscheidet. Dieser Faktor wirkt auch auf Mucor Ramannianus
positiv. In den Extrakten miissen also wenigstens zwei wirksame Faktoren
vorhanden sein. Vorerst wurde nun versucht, den auf Mucor Ramannianus
wirkenden Aneurinanteil in den Extrakten nachzuwelsen und zu bestim-
men. Die Eigenschaften des Aneurins, welche fiir die Untersuchungen in
Frage kamen, sind folgende : Gut loshch in Wasser, Methylalkohol,
Aethylalkohol Aceton, unloslich in Chloroform und Aether, adsorbier-
bar an Tierkohle, Fullererde fillbar mit Phosphorwolframsiure, leicht
zerstorbar durch Alkalien, relatlv hitzebestindig. Diese Eigenschaften
wurden nun an den Extraktwirkstoffen untersucht.

A. Priifung der Extraktaschen auf ihre Wirksamkeit.

Zur Feststellung, dass es sich in den Extrakten um die Wirkung
organischer Stoffe handelt, wurden die Aschen der wirksamen Extrakte
auf ihren Einfluss auf Mucor Ramannianus gepriift. Die Aschen wurden
einesteils mit Wasser aufgenommen und der Nihrlosung zugesetzt.
Andernteils wurden sie mit Salzsdure gelost, der Nihrlosung zugesetzt
und diese mit Natronlauge neutralisiert. Eine Férderung des Wachs
tums von Mucor Ramannianus fand nicht statt; ein Wachstum erfolgte
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nur, wenn noch -Aneurin beigefiigt wurde. Es musste sich in den Ex-
trakten somit um echte Wachstumsfaktoren handeln.t

- B. Adsorption der wirksamen Faktoren an Tierkohle.

Aneurin ist an Tierkohle adsorbierbar und kann mit Alkohol in
saurem Milieu wieder eluiert werden. Adsorptionsversuche wurden nun
mit allen bisher beniitzten Extrakten durchgefiihrt. Das schwach saure
pH der Extrakte wurde nicht verdndert. Die Adsorption an Tierkohle
Merck erfolgte entweder derart, dass die Kohle einige Stunden mit den
kalten Losungen in Mischung blieb, oder aber so, dass die Mischung
kurz aufgekocht und sogleich filtriert wurde. In beiden Fillen war das
Filtrat stets vollstindig wirkungslos. Die Wachstumsfaktoren wurden
also an die Tierkohle adsorbiert.

Die Elution der Wachstumsfaktoren erfolgte mit einer Mischung
von 96 % igem Aethylalkohol und n/10-Salzsidure im Verhiltnis 1: 1 bei
80° C wihrend 30 Minuten. Dann wurde die Losung abgenutscht, mit
Natronlauge neutralisiert, dann zur Entfernung des Alkohols abdestil-
- liert und der Trockenriickstand mit Wasser aufgenommen. Die wachs-
tumsfordernden Faktoren konnten durch diese einmalige Elution zu
etwa ’ zuriickgewonnen werden. Gleichzeitig ergab sich damit eine
weitgehende Reinigung der Wachstumsfaktoren von  Begleitstoffen, in-
dem die Trockenriickstinde auf einen Viertel herabgemindert wurden.
Es zeigte sich ausserdem, dass auch wachstumshemmende Einfliisse in
den Extrakten ausgeschaltet werden konnten, die sich sonst bei gros-
sern Extraktzugaben zur Nihrlosung in einer verminderten Wachstums-
fahigkeit des Pilzes ausdriickten (Tabelle 19). :

C. Herstellung eines Aneurinkonzentrates aus Reiskleie.

Nach den Angaben von Naranayanund Drummond, Was-
sink, Schopfer (1934 ¢) wurde 1 kg Reiskleie mit 80 %igem Al-
‘kohol 24 Stunden kalt stehengelassen, dann abgeschiittet und dasselbe
einmal in derselben Art und ein zweites Mal mit 50 %-Alkohol wieder-
holt. Die zusammengeschiitteten Ausziige betrugen 7 Liter und wurden
im Destillierkolben auf einen Liter eingeengt. In die milchig triibe
Losung wurde Barytlauge eingetropft, bis eine Ausflockung eintrat.

*Nach Schopfer (1937) fassen wir die wachstumsfordernden Stoffe unter
dem Ausdruck Wirkstoffe zusammen und unterscheiden :
a) Wuchsstoffe : Sie sind hormonaler Natur und beeinflussen in letzter Instanz
auf spezifische Weise die Formbildung. Hier kommen sie nicht in Betracht.
b) Wachstumsfaktoren : Sie sind vitaminischer Natur und greifen in den all-
gemeinen Stoffwechsel ein (Assimilierbarkeit der Nihrstoffe, Piasma,wuchq)
¢) Pseudowachstumsfaktoren : Sie sind mineralischer Natur.
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s Tabelle 19.
Versuche mit einem Reiskleieauszug. Blutkohlenadsorption und Elution der
Wachstumsfaktoren.

1 S T ol s

Kontrolle : Trockenriickstinde . mg | 7,3 14,6 203 | Bb86 | 880
Mucor Ramannianus, Myzelgew. mg | 154 149 178 134 130

Eluat aus | Trockenriickstinde mg 1,8 3,6 7,2 14,5 i
Blutkohle f Myzelgewichte . . mg | 137 166 | 185 186 | - —

Wachstumsdauer : 4 Wochen.

Nach einer ersten Flltratmn wurde damlt fortgefahlen bis zur Errei-
chung einer erneuten maximalen Triilbung. Dann wurde die Losung
ultrafiltriert und nachher mit Schwefelsiure bis zur vollstindigen Fal-
lung des iiberschiissigen Bariumsulfates beschickt. Nach erneuter Ultra-
filtration erfolgte zur Fillung des B,-Vitamins: eine Behandlung mit
Bleiacetat. Die Fillung wurde durch Filtration aus der Ldsung ent-
ternt und diese nochmals mit Bleiacetat auf eine erneute Fillung ge-
priift. Zur Entfernung des iiberschiissigen Bleiacetates wurde nun
Schwefelwasserstoff im Ueberschuss in die Losung eingeleitet. Nach der
Filtration wurde die Losung, die noch das Aneurin und Biosfaktoren,
nicht aber das B,-Vitamin enthalten sollte, auf pH 6 eingestellt und
nachher im Destillierkolben, spiter in offener Schale bis zu einem dick-
fliissigen Sirup eingeengt. Ein Kilo Reiskleie ergab 50 cem Extrakt.

Tabelle 20, . :

Wirkung des Aneurinkonzentrates auf Mucor Ramannianus.
Extraktmenge ccm . . . . |0,002 0,005 | 0,01 | 002 | 004 | 008 | 0,16
entspricht Reiskleie in g . . 0,04 |01 02 | 04 08 416 42
Myzelgewiéhf mit Extrakt . .| — 150 | 214 | 185 | 185 | 189 | 188

> » Orypan . .| 48 115 | 166 | 167 | 208 | 200 | 221
Vergleich mit blossem Reis- i ;
kleteauseug " . .0 Loc. . | 140 (1601 1920 po212 Vo204 214 -

0,005 cem des Ixtraktes, welches 0,1 g frischer Reiskleie entsprach,
verursachte schon ein Pilzgewicht von 150 mg. Ein paralleler Versuch
mit dem urspriinglichen alkoholischen Auszug aus gleichviel Reiskleie
ergab ein Myzelgewicht von 160 mg. Somit war noch annéhernd die
gesamte Menge der wirksamen Substanz im Extrakt enthalten, d. h. die
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wachstumsfordernde Wirkung konnte nicht vom B,-Vitamin herriihren.
Uebrigens waren die jeweiligen Filtrate bei der Herstellung des Ex-
traktes ohne Einfluss auf Mucor Ramannianus. Eine hohere Konzentra-
tion des Extraktes in der Nihrlosung hemmte das Wachstum etwas.
Wahrscheinlich riihrte dies von hemmenden Stoffen des Extraktes her.

Parallel zu diesen Versuchen wurde auch das kdufliche aneurin-
reiche Reiskleiekonzentrat, « Orypan Liquidum » (Gesellschaft fiir che-
mische Industrie, Basel) untersucht. Seine Wirkung war bei niedern
Konzentrationen geringer als die des eigenen Extrakts, zeigte aber bei
hohern keinen Abfall der Wirksamkeit.

D. Die Hitzebestindigkeit der Extraktwirkstoffe und des Aneurins.

Ein mehrstiindiges Erhitzen des Aneurins auf 130° zerstort seine
Wirksamkeit auf das Tier vollstindig. Dagegen bleibt die Wirkung auf
Phycomyces erhalten (Schopfer, 1934b). In unsern Versuchen
hatte eine achtstiindige Erhitzung einer Aneurinlésung von 20 y pro
1 cem auf 130° immer die vollstindige Zerstorung, der Wirksamkeit auf
Mucor Ramannianus zur Folge (Miiller, 1937). Diese beobachtete
Thermolabilitit steht aber im Gegensatz zu spitern Feststellungen, wo
die Wirkung des Aneurins auf Mucor Ramannianus durch Hitze nicht
mehr aufgehoben werden konnte. Da die Frage in anderem Zusammen-
hang eingehend untersucht wird (Seite 222), sei sie hier nicht erortert.

150 -
mg X

[0} /x-

50

- 8
ot e Extrakt pro 20amNibrlgsung.

Abbildung 14.

Die Hitzebestindigkeit der Wachstumsfaktoren des Weizenkeim-
extraktes.

o Kontrolle nichf erhitzt.
x Extrakt 6 Std. auf 125° erhitzt.
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Ein wisseriger Auszug aus Weizenkeimen wurde zur einen Hilfte
als Kontrolle unbehandelt zuriickbehalten, zur andern Hilfte in einem
- gewohnlichen Jenaerglaskolben mit Watte verschlossen im Autoclav
6 Stunden auf 125° erhitzt. '

Tabelle 21.
Wirkung der 8 Stunden auf 130° erhitzten Extrakte auf Mucor Ramanmnianus.
Versuchsmenge ccm
Substanz
: 0 1 g 4 8 16 /10
Reiskleie :
Versuch Mittel . . . . .| — 158 [ 166 170 .1 152 | 130
Kontrolle Mittel . . . . .| — 162179 (192 2830 - 281
Orypan ) s
" Nersueh Mittel . . . .. 8 87 170+ 189 . 7806. | #5981 20/
Kontrolle Mittet . . . . .| — 1090147 [~ 19441 2218 |- 860 | 248
Harnextrakt
Yergmch Mittel v, ion0 "0 — 14 44 1. 107 | 145 1 178 | 171
Kontrolle Mittel . . . . .| — g % 66 | 128 — 165
Aneutinlosung in v ., L0 0 0,1 0,2 0,4 : 08 16 3,2
Lz e B e R T B 6 6 6,5 9 | — -
L9 b e R N | 68 97 128 Laty i1es boNie

~ Die Wirksamkeit des Extraktes auf Mucor Ramannianus wurde
durch diese Behandlung nicht verindert (Abbildung 14).

Zu dhnlichen Resultaten fiihrten Versuche mit Reiskleieextrakt,
Orypan und Harnextrakt, die 8 Stunden auf 130°, und weitern pflanz-
lichen Ausziigen, die 6 Stunden auf 137° erhitzt worden waren (Tabellen
21 und 22). Immer war eine vollstindige Hitzeresistenz der Extrakt-
wirkstoffe festzustellen.

E. Loslichkeitsversuche.

Weitere Anhaltspunkte *fiir die Identifikation der wirksamen
Extraktstoffe konnte von der Loslichkeit derselben in verschiedenen
Losungsmitteln erwartet werden. Aneurin ist gut loslich in Wasser und
Methanol, schwiicher loslich in Aethanol und Aceton, unldslich in.
Aether, Benzol und Chloroform. Anderseits ist aber bekannt, dass in
den pflanzlichen Extrakten und im Trockenriickstand des Harns auch

chloroformlosliche Wachstumsfaktoren vorkommen (Schopfer,
1935 b).
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Tabelle 22.
Wirkung der 6 Stunden auf 137° erhitzten Extrakte auf Mucor Ramannianus.
i . Versuchsmenge ccm
Extrakt aus
1 2 4 8
Weizenkorn Versuch . . . . . 8 127 194 192
" Kontrolle . . . . . 12 100 163 e
Reiskleie Versuch . . . . . 26 155 - 182 212
: Kontrolle . . . . . 30 148 190 —_—
Hefeextrakt ~ Versuch . . . . . 11 182 | 159 165
Kontrolldod e s 85 167 132 -
Eichenblatt Versuch . . . . . 9 50 159 170
Kontrolle . . . . . 9 69 157 ‘ o
Piceakotyl. =~ Versuch . . . . . 7 14 24 30
Kontrolle . . . . . fehlt ‘
Piceawurzeln Versuch . . . . . 3 13 22 —
Kontrolle . . . . . ]| 12 20 A
Arvenschalen Versuch B T 6 —_ 139 205
J Kontrolle . . . . . 10 — 121 —
Arvenkerne Versuch . . . . . 7 103 165 ot
Kontrolle . . . . . 15 61 184 —

1. Versuche Uber die Loslichkeit des wirksamen Harnfaktors
in verschiedenen Lésungsmitteln.

Die wachstumsfordernde Wirkung des Harns auf Mucor Ramannia-
nus ist schon erwihnt worden. Nun handelte es sich darum, die
Losungseigenschaften der wirksamen Harnkomponenten festzustellen.
Der Trockenriickstand von je 100 cem bei einer Temperatur von etwa
90° eingedampftem Harn wurde mit je 10 cem verschiedener Losungs-
mittel iibergossen und 24 Stunden stehengelassen. Dann wurden die
Losungen filtriert und zu Kulturen verwendet. Sie wurden in steigender
Menge in die leeren Kulturkolben gebracht, abdestilliert und die Nihr-
losung zugesetzt. Die Tabelle 23 zeigt in auffallender Weise, dass der
Wirkstoff vor allem in Chloroform gut 16slich war. Eine ebenfalls noch
gute Wirksamkeit zeigten die Losungen in Aether und Benzol.

Hingegen hinderten die Wasser- und die Methanollosungen, in
grossern Konzentrationen der Nihrlosung zugesetzt, das Wachstum von
Mucor Ramannianus; somit war hier mit einem hemmenden Faktor zu
rechnen, der in diesen Losungsmitteln besonders leicht, in Chloroform
dagegen nicht 16slich ist. Der Versuch wurde deshalb in der Weise ver-
- vollstidndigt, dass eine Chloroformlésung des Harnwirkstoffes ab-
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Tabelle 23.
Loslichkeit des Harnwirkstoffes in verschiedenen Losungsmitteln.
‘Myzelge‘wicht bei einer Harnmenge von
Losungsmittel

1 cem 2t/ cem 5 cem 10 cem 20 cecm 40 cem

Aceton b 9 9 17 18 29
Chloroform . g 10 31 73 — 119.5
Alkohol abs. 7 7 R 12 AR -
_ Methanol 8 10 15 27 20 : 0
Wamaer o oo 5l v s Tl 9 14 21 29,6 0.

Aether sulf, . . . . . AR TR i B 187 1 B8

Petroliither .-, v . Sp 4 i g 10y S

Bénwal oo L0, Sp 4 - 10 24 37 92

destilliert und der Riickstand mit den verschiedenen Losungsmitteln
aufgenommen wurde. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 24 zusammen-
gestellt.

&

Tabelle 24.
Loslichkeit des Harnwirkstoffes in verschiedenen Losungsmitteln. Test: Mucor
Ramannianus.
Myzelgewicht bei einer Harnmenge von
Losungsmittel - -
5 cem 10 cem 30 cem
Aeothylalkohol 96% . . . . . . . 12 59 88
Methanol = o oo vy L ov s e 12 37 92
AVTERI 1) i MRt S S - SR S 11 28 102
AOObBR. . ey Do ey e S et 20 53 96
Potilin e oo o e e 68 79 59
Aether ey d 2500 7 0 o w Wl e 16 36 44
Pebpalldae - 0 L 8 20 26
Beonbol v 5l i aie e ks el A 27 85 112
Chloroform . . : 38 98 127
Trockenruckstande des Chloroform—
Sxfraliteldng 0w Wl s a0 boowie 0,78 2,34 4,68

Aus diesen Versuchen liess sich nun eindeutig auf die Loslichkeit
der wirksamen Stoffe schliessen. Sie sind gut loslich in Chloroform,
Wasser, Benzol, Methanol, Aethanol von 96 % und Aceton dagegen
sehr schlecht loslich in Petrolather

Gegeniiber dem reinen Aneurin war die ausgesprochen gute Chloro-
formloslichkeit wichtig. Hingegen war noch der Versuch zu machen, ob
das Aneurin in diesen kleinen Mengen, die fiir das Wachstum eines
Pilzmyzels notig sind, nicht ebenfalls chloroformloslich sei. Einige
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Kristalle von Aneurin Windaus wurden in mit Kalziumehlorid getrock-
netes Chloroform gebracht und im Kiihlschrank einige Tage gut ver-
‘schlossen stehengelassen. Dann wurde das Chloroform durch einen
dichten, getrockneten Papierfilter von den sichtbar erhalten gebliebe-
nen Aneurinkristallen abfiltriert und in der oben beschriebenen Art den
Kulturlosungen beigegeben. Schon eine Zugabe von 0,5 cem pro 20 ccm
Nihrlosung erzeugte ein maximales Wachstum von Mucor Ramannia-
nus. Folglich schien das Aneurin auch in Chloroform geniigend 15slich
zu sein, um ein Wachstum des Pilzes auszuldsen. Man konnte zu diesem
Versuch einwenden, dass eine absolute Wasserfreiheit des Chloroforms
nicht gesichert war; der Versuch hatte aber nicht den Zweck, die wirk-
liche Chloroformléslichkeit des Aneurins zu bestimmen, sondern viel-
mehr zu priifen, ob die analogen Versuche mit Harnausziigen zu einem
Schluss iiber das Vorhandensein anderer Wachstumsfaktoren als des
Aneurins berechtigten. In dieser Art liessen die Versuche noch keinen
Schluss zu. Darum wurde die Loslichkeit des Aneurins und des Harn-
faktors in Chloroform nun nach der Verteilung in der Chloroform- und
Wasserphase einer Chloroformwassermischung untersucht. 25 cem Harn-
chloroformextrakt wurden mit gleichviel Wasser im Scheidetrichter
durchgeschiittelt, dann entmischt und zur Trockne gebracht. Nach der
Bestimmung des Trockengewichtes wurden beide Riickstinde mit
Wasser aufgenommen und normalen Nihrboden zugesetzt.
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Abbildung 15.

Wirksamkeit der Wasser- und Chloroformphase des
Harnwirkstoffes und des Aneurins.

Harnauszug : @) Wasserphase, b) Chloroformphase.
Aneurin : c¢) Wasserphase, d) Chloroformphase.

Das Wachstum von Mucor Ramannianus betrug auf den Nihr-
losungen mit dem chloroformloslichen Wirkstoffanteil rund ein Drittel
bis ein Viertel der Wirksamkeit des wisserigen Extraktes. Ein gleicher
Versuch mit kristallisiertem Aneurin zeigte in der Chloroformphase gar
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keine Wirksamkeit (Abbildung 15). Das heisst, dass das Aneurin voll
stindig in die Wasserphase iibergetreten war. Daraus musste der
Schluss gezogen werden, dass im Harn wenigstens noch ein Stoff ausser -
dem Aneurin auf Mucor Ramannianus wirksam sein muss, der im Gegen-
satz zum Anpeurin sehr gut chloroformléslich ist.

In diesem Zusammenhang sei noch erwihnt, dass zur Gewinnung
des Harnwirkstoffes auch versucht wurde, frischen Harn mit Chloro-
form auszuschiitteln. Ein halber Liter frischer Harn wurde dazu mit
gleichviel Chloroform behandelt und der Riickstand daraus den Pilz-
kulturen zugefiihrt. Es zeigte sich aber keine Wachstumsférderung. Die
Erkldarung dieser Tatsache ergab sich spiter in einem andern Zusammen-
hang (siehe Seite 234).

2. Versuche mit Extrakten aus Reiskleie.

: Dieselben Versuche wie mit Harn wurden nun auch an pflanzlichem
Material ausgefiihrt. 50 g Reiskleie wurden mit Chloroform im Soxhlet-
apparat ausgezogen. Total Chloroformextrakt 160 cem. Davon wurden
40 cem mit gleichviel Wasser durchgeschiittelt und die getrennten
Phasen zu Kulturen verwendet. Beide Phasen erzeugten eine Wachs-
tumsforderung des Pilzes, und zwar die Chloroformphase die bessere
als die Wasserphase. In nicht optimalen Dosen entsprachen die Einzel-
wirkungen der beiden Phasen zusammen ungefihr der Wirkung der
Kontrolle. Es musste sich somit auch hier um die Wirksamkeit noch
anderer Faktoren als des Aneurins handeln (Abbildung 16).

mg _ .c

140 /

Lol
Pwd
'3 160 /
QO
E a
¢
Z 80 7//
i <
< ;
1 3 4 16 cem
Reiskleie extrak¥

Abbildung 16.

Wirksamkeit von Ausziigen aus Reiskleie auf Mucor Ramannianus.
.. a) Wasserphase, b) Chloroformphase, ¢) Totalwirkung des Chloro-
formauszuges.
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Interessant erschien noch ein Vergleich zwischen der Wirksamkeit
der Extrakte, die mit verschiedenen Losungsmitteln aus Reiskleie her-
gestellt wurden, bezogen auf gleiche Mengen der Ausgangssubstanz. Die
Kurven in Abbildung 17 zeigen, dass durch das Chloroform nur ein
kleiner Teil des Gesamtwuchsstoffes der Reiskleie herausgezogen wer-
den konnte. Ein wisseriger oder alkoholischer Auszug waren sehr viel
wirksamer als ein Chloroformauszug.

Vielleicht diirfte diese Tatsache so gedeutet werden, dass durch
die Chloroformextraktion der Reiskleie die chloroformloslichen Wachs-
tumsfaktoren von den chloroformunloslichen getrennt werden konnten.

r;/.)(_.— %’ 5
X i
s | / Abbildung 17.
160 LA Vergleich der Wirksamkeit ver-
+~ rd _ . = i
< schiedener Ausziige aus gleich-
H viel Ausgangsmaterial.
e Reiskleieauszug :
x 80 1. in Alkohol,
g /C( 2. in Wasser, _
3 3. in Chloroform.
= Ausgangs matecial =y

0,1 D’Z 0"’ mg

3. Versuche mit Erdauszigen.

Ein Erdabsud wurde an Tierkohle adsorbiert und die wirksamen
Komponenten mit n/10-Salzsdure und Alkohol, zu gleichen Teilen ge-
mischt, wieder eluiert. Zu den Untersuchungen diente das Eluat.

5 cem der Losung (das entsprach 420 g Erde) wurden bei 100° C ein-
gedampft und mit absolutem Alkohol in der Hitze aufgenommen. Nach
dem Filtrieren der Losung wurde der Riickstand mit Wasser behandelt
und wie die alkoholische Losung zu Kulturen verwendet. Ein analoger
Versuch wurde mit Chloroform durchgefiihrt.

Tabelle 25.
Loslichkeit der Erdwirkstoffe. Wirkung auf Mucor Ramannianus.

Myzelgewichte bei Zusatz
Losung in yon
0,5 cem 1,25 cem
Alkohol abs. . . . . . 12 27
Rest in Wasser . . . . 2 18
Chleroform . .- i o . . 0 0
Rest in Wasser . . , . 10 32
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Es zeigte sich (Tabelle 25) eine Loslichkeit in absolutem Alkohol,
nicht aber in Chloroform. Da jedoch die Trockenriickstinde vollstindig
fest waren, so war ihre Durchdringbarkeit besonders durch Chloroform,
das nur einen Bruchteil der wiisserigen Trockenriickstinde 19ste, nicht
geniigend gesichert. Ergéinzend folgte deshalb ein Versuch {iber die
Verteilung der Bodenwirkstoffe zwischen einer wisserigen und einer
Chloroformphase Auch hier zeigte sich nur eine spurweise Loslichkeit
in Chloroform (Tabelle 26).. : )

Tabelle 26.
Loslichkeit der Erdwirkstoffe in Chlorofprm.
Myzelgewicht bei Zusatz von
Phase g
/2 cem [ 11/ cem % 2‘/: cem
; e
Wasserphase . . . . . 8 ’
Chloroformphase . . . 0 i
i

Es schien sich somit, im Unterschied zu den bisher untersuchten
Extrakten, in der heniitzten Erdprobe um keinen chloroformldslichen
‘Wachstumsfaktor zu handeln. Weitere Erdproben wurden nicht unter-
sucht. : >
Aus diesen Versuchen geht hervor, dass im Harn, wie in den
pflanzlichen Ausziigen, aber vielleicht nicht in der Erde, ein wirksamer
Faktor vorhanden ist, der sich durch seine gute Chloroformloslichkeit
scharf von Aneurin unterscheidet. Es wird sich dabei wahrscheinlich
um den Faktor M von Schopfer handeln. Wieweit in den wisserigen
Phasen auch das Aneurin enthalten ist, lisst sich erst in spatern Ver-
suchen entscheiden.

F. Adsorption der Wachstumsfaktoren an Fullererde.

Bei pH 4,6 ist Aneurin quantitativ an Fullererde adsorbierbar. Ein
Versuch zur Adsorption der Wachstumsfaktoren wurde mit einem
Extrakt aus Weizenkeimlingen durchgefiihrt. Weizenkeimlinge waren
im Soxhletapparat mit Chloroform extrahiert worden; dann wurde das
Chloroform abdestilliert und der Trockenriickstand mit Wasser neu auf-
genommen. Die wiisserige Losung wurde mit der gleichen Menge Puffer
von pH 4,6 nach Mc Ilvaine (9,35 cem Na,HPO, 0,2 m + 10,65 cem
Citronensdure 0,1 m) versetzt und mit Fullererde Merck zu einer diinn-
tliissigen Masse vermischt (25 g Fullererde auf 150 cem Losung). Nach
einigen Stunden wurde die Losung filtriert und das Filtrat mit Mucor
Ramannianus auf seine wachstumsfordernde Wirkung gepriift. Eine
gute Wachstumsforderung der Filtrate zeigte dabei eine fehlende, eine
schlechte Wachstumsforderung dagegen eine Adsorption an die Fuller-
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erde an. — Einer dhnlichen Behandlung wurde auch eine Aneurmlosung
unterworfen.

Bei den Extrakten war die Adsorption eine nur geringe (Abbil-
dung 18), dagegen eine vollstindige bei reinem Aneurin. Es konnte
- sich somit in den Extrakten nicht nur um eine Aneurinwirkung han-
deln. Allerdings muss hier daran gedacht werden, dass der Auszug in
Chloroform gemacht wurde, worin das Aneurin kaum loslich ist; des-
halb kann daraus nicht auf den Gehalt der Weizenkeimlinge an Aneurin
geschlossen werden. :

TG a
mg ;
&,
100 /
/ Abbildung 18.
80 d Adsorbierbarkeit der Wachstums-

trolle. d) Filtrat der fullererde-
behandelten Losung.

a) Aneurinkontrolle. &) Filtrat der
40 S
e
BUEY

fullererdebehandelten = Aneurinlo-
sung. ¢) Weizenkeimextrakt, Kon-
. —
1 L G & com
Wirkstofflosung

/ / / faktoren durch Fullererde.
; /// - :

G. Fillungsversuche mit Phosphorwolframsiure.

Nach Narayanan lassen sich Aneurin und Bios durch Phos-
phorwolframsédure quantitativ fdllen. Die Methodik war folgende : Das
Konzentrat wurde in 500 cem 5%ige Schwefelsiure gebracht und mit
einem Ueberschuss von Phosphorwolframsiiure gemischt, die in 5 %iger
Schwefelsdure gelost war. Nach 12stiindigem Stehen wurde filtriert.
Dann musste mit Bariumhydroxyd neutralisiert werden, und zwar der-
art, dass ein Ueberschuss von Bariumhydroxyd zugegeben und nachher
mit Schwefelsiure neutralisiert wurde. Die Fillung von Bariumsulfat
war zu entfernen.

Der Versuch wurde mit Harn durchgefiihrt. Der Trockenriickstand
von 2,5 Liter Harn wurde mit Chloroform im Soxhletapparat ausgezogen
und der Chloroformextrakt mit gleichviel Wasser ausgeschiittet : total
50 cem Chloroform und 50 ecem Wasser. Je 10 cem wurden nun einer
Phosphorwolframséiurebehandlung unterworfen. Den Arbeitsgang zeigt
Tabelle 27.

Die erhaltenen Werte fiihrten zu keinem Ergebnis. Es schien eine
teilweise Fillung vorhanden zu sein; doch war es nicht moglich, den
gefillten Anteil aus dem Nlederschlag wieder zur Wirkung zu bringen.
Weitere Versuche mit Harnextrakten und mit Reiskleieausziigen fiihrten
zu denselben Resultaten. Zur Kontrolle der Methode wurden nun noch
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Tabelle 27.
Fillungsversuche mit Phoophorwolfra,msaure
Harnextrakt
Chloroformphase Wasserphase

Kontroll:' PWS-Fillung Kontroll- PWS-Fillung

o " Filtrat Niederschlag losungen Filtrat Niederschlag
1. 14 11 — 102 29 Sp.
2. 71 30 - 165 79 37
3. 100 45 9 207 152 91
4. — 119 21 e 165 )

Die Zahlen geben die erhaltenen Myzeltrockengewichte von Mucor
Ramannianus an. Dabei entspricht Nr. 1 einem Zusatz von 16 ccm Harn zur
Nihrlosung, Nr. 2 der doppelten, Nr. 3 der vierfachen und Nr. 4 der acht-
- fachen Menge.

zwei Substanzen mit Phosphorwolframsidure behandelt. Einmal ein
aneurinangereichertes Produkt wvon Hoffmann-La Roche (Substanz
3163/6, Vitamin B,); dieses enthilt pro 1 ccm 1000 y Aneurin. Ferner
kristallisiertes Aneurin.

Tabelle 28,

Fillung des Aneuring mit Phosphorwolframsiure. Die Zahlen geben die Myzel-
trockengewichte von Mucor Ramannianus auf den verschiedenen Losungen wieder.

Krista.llisiienrt;s Aneurin 0,025 0,05 01 02 04 0,8 i, 6 82
Niederschlag . . . . 0 0 0 4 8 125 1+ 24 | 81
Filtrat . ’ ' 0 0 0 2 45
Kontrolle unbehandelt ; 11 17 31 63 96 92 iy e

Diese beiden Produkte zeigten eine ausgesprochene Féllbarkeit
durch Phosphorwolframsidure. Sie war im aneurinangereicherten Pro-
dukt nicht ganz vollstiindig; hingegen wurde das reine Aneurin total
gefillt (Tabelle 28). Die Riickgewinnung des gefillten Wirkstoffes miss-
lang aber auch hier. Der Unterschied zwischen der Fillbarkeit der
Extraktwirkstoffe und des Aneurins weist darauf hin, dass in den Extrak-
ten ausser dem Aneurin noch wenigstens ein weiterer Stoff wirksam
sein musste. :

H. Die Alkalistabilitit der wirksamen Extraktstoffe.

Reines Aneurin ist gegen Alkali sehr empfindlich.
Ein Chloroformauszug aus dem Trockenriickstand von 100 cem
Harn wurde in Wasser iibergefiihrt und mit gleichviel NaOH n/10 ge-

14
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mischt. Die Losung wurde samt einer nicht alkalischen Kontrolle
15 Minuten auf 120° erhitzt, dann mit HCl neutralisiert und auf ihre
Wirksamkeit auf Mucor Ramannianus gepriift. Analog wurde eine Probe
Aneurin behandelt. Abbildung 19 zeigt die vollice Zerstérung des
alkalibehandelten Aneurins, wihrenddem der Harnfaktor in seiner -
Wirkung kaum merklich herabgesetzt worden ist. Bei Ausziigen aus
Reiskleie und Weizenkeim trat in analogen Versuchen (siehe auch

160
. b
Abbildung 19.
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Seite 222) eine teilweise, nicht konstante Einbusse der Wirkung ein
" (Tabelle 29).

Die Versuche wurden nun in der Weise erginzt, dass gepriift
wurde, ob vielleicht die unwirksamen Extraktstoffe einen schiitzenden

Einfluss auf das Aneurin ausiibten. Folgende Lésungen wurden eine
Stunde auf 120° erhitzt : B

@) Aneurinkontrolle nicht alkalisch 20 y/cem.
b) Aneurinlosung 20 y/cem in n/10 NaOH.
¢) Weizenkeimextrakt in n/10 NaOH.

~ d) Mischung von b + ec.

Eine Zusammenstellung der Resultate gibt Abbildung 20.

Wire das Aneurin unter der Schutzwirkung des Extraktes nicht
zerstort worden, so hitte sich bei Losung d die Wirkung von Extrakt
und Aneurin summieren miissen; die Kurve d miisste also die andern
Kurven (c) iiberragen. Das ist nicht der Fall, sondern Kurven ¢ und d
decken sich, was beweist, dass auch in der Losung d das Aneurin voll-
stdndig vernichtet worden ist. Somit schiitzen die Extraktstoffe das
Aneurin nicht. Allerdings wissen wir nicht, ob das Aneurin der Extrakte
auch in freier Form vorliegt, wie das im Versuch hinzugefiigte.
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Tabelle 29,

Zerstorung der Wachstumsfaktoren in Reiskleieextrakt durch Alkalibehandlung
(NaOH n/10, 120°%, 1 Stunde).

Auszug aus Gramm Reiskleie 0 0,25 0,5 1 2 74
Kontrolle unbehandelt . 2 | 150 220 254 272 —
Versuch alkalibehandelt 3 39 95 160 152 126

Die Versuche lassen darauf schliessen, dass im Harn fast die ge-
samte, in den Pflanzenextrakten ein geringerer Teil — nach Abbil-
 dung 19 fiir diesen Extrakt etwa ein Viertel — der Wirkung auf Mucor
Ramannianus einem andern Faktor als dem Aneurin zuzuschreiben ist.
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Abbildung 20.

Die Schutzwirkung der unwirksamen Extraktstoffe auf das
Aneurin wihrend einer Langehitzebehandlung.
a) Aneurinkontrolle nicht alkalisch, hitzebehandelt.
b) Aneurinlésung rein laugehitzebehandelt.
c¢) Weizenkeimextrakt laugehitzebehandelt.
d) Aneurinlésung b) und Weizenkeimextrakt c¢) gemischt,
laugehitzebehandelt.
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J. Der M-Faktor.

Eine Zusammenstellung der Eigenschaften der wirksamen Extrakt-
faktoren gibt Tabelle 30. Daraus geht hervor, dass ausser dem Aneurin,
dessen Nachweis bisher nicht moglich war, dessen Vorhandensein durch
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die Versuche aber auch nicht widerlegt ist, ein anderer wirksamer
Faktor vorhanden ‘ist, dessen auffilligste Eigenschaften die gute
Chloroformloslichkeit und die Laugebestindigkeit sind. Nach den Ver-
suchen ist dieser Faktor bei pH 4,6 an Fullererde nicht adsorbierbar
und nicht fillbar mit Phosphorwolframsiure. Gemeinsame Eigenschaf-
ten mit dem Aneurin wiren die Loslichkeit in Wasser und Alkohol, die
relative (fiir den M-Faktor grosse) Hitzebestindigkeit und die Adsor-
bierbarkeit an Tierkohle.

Tabelle 30.
Zusammenstellung der bisherigen Resultate.
Hitze-
Adsorption ot .

Tierkohle- an besta‘.l?dlg Lauge‘ Chloroform- PWS-

Auszug aus Ad i Full a keit bestindig- lsslichkeit Fill
sorption ullererde mehrstﬁndig keit - osllchkell ung

PH 4,6 zu 1200 C
Aneurin & - =+ (—) - Lt +
Reiskleie- und Wei-

zenkeim-Extrakt 4 & 7 & o o s

Harn-Extrakt -+ * < + G +

Erdauszug F ? s ? — ?

Es wird sich hier wohl um den M-Faktor von Schopfer handeln.
Dieser zerfillt nach Schopferund Moser (1936) in einen nicht an
Tierkohle adsorbierbaren Faktor MR, der hier also nicht in Betracht
kommen kann, und einen Faktor MP, der an Tierkohle adsorbierbar ist.
Ob es sich beim Faktor MP fiir Mucor Ramannianus um eine oder
mehrere Substanzen und um dieselben wie fiir andere Mucorineen han-
delt, bleibt damit noch unentschieden.

VII. Thiazol und Pyrimidin als Wachstumsfaktoren.

Das Aneurin besteht aus zwei Ringsystemen, dem 2-Methyl-4-amino-
5-methylaminopyrimidin und dem 4-Methyl-5-hydroxyithyl-thiazol, de-
ren Synthese bekannt ist. .

CHs
C C1 O—CH:—CH:0H
EAN / & 5
sC CHa2 Ns
I | N S|
«C HC S

I. Aneurin
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H
C CHs
% |
N C—CH:—NH. C=0—CH: - CH:0H
i, =
A =
HsC N NH: ¥ HC—S
il 111
2-Methyl-4-amino-5-methyl- ; 4-Methyl-5-hydroxyithyl-
aminopyrimidin. thiazol.

Knight machte zuerst an Staphylococcus aureus die Feststellung
(Knight 1937), dass das Aneurin durch seine beiden Komponenten
ersetzt werden kann. Diese Tatsache wurde durch Schopfer und
Jung (1937), Sineclair, Robbins und Kavanagh (1937)
fiir Phycomyces und von Lwoff und Dusi (1937 a, b) fiir Flagellaten
bestiitigt.

Auf Anregung von Prof. Schopfer (Mirz 1937) wurden nun die
beiden Aneurinkomponenten nicht nur zusammen, sondern auch ein-
zeln in ihrer Wirkung auf Mwcor Remannianus untersucht.

An Stelle des Aneurins wurden der synthetischen N#hrlosung

dquimolekulare Mengen Pyrimidin und Thiazol einzeln und gemischt
beigefiigt.
Nach dem Molekulargewicht fiir Aneurin 337
Pyrimidin 138
Thiazol 143
entspricht 1 y Aneurin 0,41 y Pyrimidin und 0,42 y Thiazol.

K AP P L A B
Abbildung 21.

Wachstum von Mucor Ramannianus.

K. Kontrolle auf aneurinfreier Nzhrlosung. T. mit Thiazol. P. mit,
Pyrimidin. PT. mit Pyrimidin und Thiazol. B. mit Aneurin.
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Es bestanden somit folgende vier vergleichbare Losungen :

Synthetische Nihrlosung mit Aneurin (B,)
» »- » Thiazol (T)
» » » Pyrimidin (P)
» > » Thiazol + Pyrimidin (PT)

Die erhaltenen Resultate geben Abbildungen 21 und 22 wieder.
Fiir Mucor Ramannianus geniigt das Thiazol zur Auslosung des
Wachstums. Das Pyrimidin wirkt nicht. Aequimolekulare Konzentra-
tionen von Aneurin, Thiazol plus Pyrimidin und Thiazol ergeben gleiche
Myzelgewichte des Pilzes. Allerdings scheint die Wachstumsgeschwin-
digkeit auf Aneurin- oder Thiazolpyrimidinnihrlosung etwas grosser zu

sein als auf Thiazolnihrlosung.

120
mg PT
/ E 3

80 // /,

Myzelteockengervicht

P
32, ccm

12 4 8 16
Konzenteation

Abbildung 22.

Die Wirkung von Aneurin, Pyrimidin und Thiazol auf

Mucor Ramannionus. 1cem entspricht 0,5y Aneurin oder

Pyrimidin und 0,21y Thiazol.

B: = Aneurin, PT = Pyrimidin + Thiazol, P = Pyrimidin,
T — Thiazol.

Dieses Verhalten von Mucor Ramannianus gegeniiber den Aneurin-
komponenten stellt einen seltenen Fall dar; es wurde bis dahin einzig
noch bei den Flagellaten Polyfoma caudatum (Lwoff und Dusi,
1937 ¢) und Polytoma ocellotum (Lwoff und Dusi, 1937a) ge-
funden, wihrenddem heute eine viel grossere Zahl von Organismen be-
kannt ist, die auf Pyrimidin und Thiazol oder Pyrimidin allein positiv
reagieren.

VIII. Die Identitit zwischen M-Faktor und Thiazol
fiir Mucor Ramannianus.

Die auffilligen Eigenschaften des Thiazols — Laugestabilitit,
Loslichkeit in Chloroform (R. R. Williams, 1938) — liessen ver-
muten, dass es sich bei den Wachstumsfaktoren der untersuchten
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Extrakie zum Teil um Thiazol handelt. Es mussten nun die Eigen-
schaften des Thiazols und zum Teil auch des Pyrimidins mit denen der
Extrakte verglichen werden.

A. Die Chloroformlsslichkeit des Thiazols.

- Zur Bestimmung der Loslichkeit des Thiazols in Chloroform wurden
10 cem wisserige Thiazollosung zu 2 y/cem mit gleichviel Chloroform
durchgeschiittelt und die im Scheidetrichter getrennten Phasen (die
Chloroformphase nach Ueberfiihrung in Wasser) auf ihre Wirksamkeit
auf Mucor Ramannianus gepriift. Das gleich gute Wachstum auf der
Wasser- wie der Chloroformphase bewies die gute Loslichkeit des
Thiazols in Chloroform wie in Wasser (Tabelle 31).

Tabelle 31.

Verteilung des Thiazols in einem Losungssystem Chloroform-Wasser, Wachstum
von Mucor Ramannianus.

Phase 0cem 0,5 cem 1cem 2 cem
Chloroformphase
Myzelgewichte . . . 0 198 196 199 mg
Wasserphase :
Myzelgewichte . . . 0 205 206 190 mg

Ein #hnlicher Versuch wurde mit Pyrimidin durchgefiihrt. An
Stelle von Mucor Ramannianus diente Phycomyces als Test. Phy-
comyces reagiert auf Thiazol plus Pyrimidin; zum Pyrimidinnachweis
musste der Nihrlosung somit noch Thiazol in Ueberschuss beigefiigt
werden. Der Versuch wurde in gleicher Weise wie mit Thiazol durch-
gefiihrt (Tabelle 32). Die Chloroformserie brachte hier nur ein geringes
Pilzwachstum hervor; das Losungsvermogen des Pyrimidins in Chloro-
form war also gegeniiber dem im ‘Wasser gering.

Tabelle 32.

Verteilung des Pyrimidins in einem Losungssystem Ohioroform-Wasser, Wachstum
von Phycomyces. ;

Phase +0,5  Thiazol Myzelgewichte
pro Kultur 0 cem 1‘ 0,5 com ‘ 1 cem 1 Zeem
Chloroformphase . . . 8 l 9 l 13 15
Wasserphase . . . . . 0 . 9% 1 95 92

Thiazol ist somit sehr gut, Pyrimidin dagegen schwer chloroform-
l6slich.
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B. Adsorption an Tierkohle.

100 y Thiazol wurden 12 Stunden mit Tierkohle Merck kalt stehen-
gelassen und dann filtriert. Das Filtrat hatte keine wachstumsfordernde
Wirkung auf Mucor Ramannianus (Tabelle 83). Die Elution erfolgte
durch >¢stiindiges Erhitzen der Kohle auf 80° C in einer Mischung von
gleichviel 96 %igem Alkohol und n/10 HCl. Das Eluat wurde mit
NaOH neutralisiert, der Alkohol durch Abdampfen entfernt und der
Riickstand mit Wasser aufgenommen. Dieser wirkte auf Mucor Raman-
nianus wachstumsfoérdernd. Thiazol ist somit wie Aneurin an Tierkohle
adsorbierbar und kann wie jenes durch Alkohol in saurem Milieu eluiert
werden.

Tabelle 33.
Adsorption von Thiazol an Tierkohle.
Losung 0,5 cem 1cem 2 cem 4 cem 8cem
| |
Filbgit- v 7y i 3o mi 0 0 SRR 0 [0
Blagk o0 L 0 107 | 134 | 134 143 151
Rombeolle: . o« o4 s 139 146 ‘ 137 | 141 L —

Eine weitere Probe zeigte, dass die Adsorption des Thiazols an
Tierkohle in schwach saurem wie in alkalischem Milieu stattfindet.

C. Adsorption an Fullererde.

Aneurin ist bei pH 4,6 quantitativ an Fullererde adsorbierbar. Da-
gegen war eine quantitative Adsorption der wirksamen Faktoren aus Ex-
trakten an Fullererde nicht moglich. Nun sollte das Verhalten von Thiazol,
und zwar in verschiedener Wasserstoffionenkonzentration untersucht
werden. Beniitzt wurde der Puffer von Mc Ilvaine, bestehend aus
sekundirem Natriumphosphat und Citronensiure. Fiir die Herstellung
der pH 10 und 11 wurde ein Puffer nach Clark, aus NaOH und
Na,CO, bestehend, verwendet. — Je 25 g Fullererde wurden nun mit
den gepufferten Thiazollésungen von je 100 cem gemischt und 10 Stun-
den unter jeweiligem Aufschiitteln stehengelassen. Dann wurden die
diinnbreiigen Massen zentrifugiert (und teilweise filtriert), die erhalte-
nen Losungen mit HCl resp. NaOH neutralisiert und auf die Wachs-
tumsforderung von Mucor Ramannianus gepriift. Von einer Elution des
an die Fullererde adsorbierten Thiazols wurde abgesehen (Tabelle 34).

Bei allen Werten unter pH 9 war eine starke Wirkung der Filtrate
erhalten geblieben. Erst bei pH 10 zeigte sich eine teilweise und bei
pH 11 eine vollsténdige Aufhebung der wachstumsfordernden Wirkung.
Ob diese auf einer Adsorption des Thiazols oder auf einer Veriinderung
desselben in stark alkalischem Milieu beruhte, konnte aus dem Ver-
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Tabelle 34.

Adsorption des Thiazols an Fullererde B.D.H. (British Drug House). Zu Ver-
suchen verwendet wurde das Filtrat. Fehlendes Wachstum des Pilzes (Mucor
Ramannianus) zeigt somit eine Adsorption an.

Filtratmenge ! Adsorption bei pH
sem y 2 3 46 | ' 6 7 8 9 10 1
s | 028 | 384 28 16 26 30 | 9 | 28 301 8

0,84 80 b8 53 b4 | 112 45 71 54 12
252 | 236 | 290 | 270 | 281 | 282 | 268 | 257 | 242 26
7,66 | 278 | 285 | 284 | 205 | 28D | 299 | 268 | 239 52

0D W e
OO

7

suche nicht bestimmt werden. Ferner bestand die Moglichkeit, dass bei
‘alkalischem pH aus der Fullererde ein hemmender Stoff frei wurde,
so dass die Adsorption nur eine scheinbare war. Der nachfolgende
Versuch widerlegte aber diese Moglichkeit. Zu je 50 g Fullererde wurde
das eine Mal 200 cem gewohnliches destilliertes Wasser, das andere
Mal 200 cem einer m/10-Na,CO,-Losung, die ein pH von 11 auf-
weist, zugegeben und unter zeitweiligem Umschiitteln 24 Stunden
stehengelassen. Dann wurde aus beiden Losungen von der klaren, gelb-
lich gefdrbten Oberschicht je 80 cem abpipettiert, auf pH 6 eingestellt
und je 10 cem der Pilzndhrlosung zugesetzt, die als Wirkstoff in der
einen Serie Aneurin, in der andern Serie Thiazol enthielt. Es waren so-
mit vier verschiedene Versuchsglieder vorhanden :

Nihrlosung -+ Thiazol Nihrlgsung + Aneurin
1
L w‘ 1L 1815 ! « TV,
Fullererdeauszug 1‘ Fullererdeauszug | Fullererdeauszug ‘ Fullererdeauszug
bei pH 11 ol bei pH 7 bei pH 11 | bei pH 7

Wire nun bei pH 11 aus der Fullererde ein die Thiazolwirkung
hemmender Stoff in die Losung iibergetreten, so miisste in den Kulturen
mit diesem Zusatz das Wachstum von Mwucor Ramannianus ausbleiben:
Die Beobachtung zeigte nun, dass das Wachstum von Mucor Raman-
nianus in der Kontrolle II und IV etwas schneller einsetzte als in den
Versuchen I und III. Spiter trat jedoch ein Ausgleich des Wachs-
tums ein.

Bei pH 4,6 ist also Thiazol im Gegensatz zum Aneurin nicht an
Fullererde adsorbierbar. Es sollte nun versucht werden, diese Eigenschaft
zum Trennen der Aneurin- von der Thiazolwirkung auszuniitzen. Der
Versuch wurde derart gemacht, dass je 100 y Aneurin und Thiazol in
je 20 ccm Wasser geldst, zusammengeschiittet und bei pH 4,6 mit
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Fullererde behandelt wurden. Ebenso wurden zur Kontrolle auch Aneu-
rin rein und Thiazol rein, in gleicher Menge, einer Fullererdebehandlung
unterworfen.

m
240 A .
Abbildung 23.
Adsorption von Aneurin und
Thiazol an Fullererde.
160 . / 1. Aneurin, Kontrolle unbehan-
.~ 1
£ 7 delt.
3 I 2. Thiazol an Fullererde adsor-
‘g’ / biert, Filtratwirkung.
X g0 / T 3. Mischung Aneurin-Thiazol an
£ / Fullererde adsorbiert, Filtrat-
ko wirkung.
% @/ v 4. Aneurin an Fullererde adsor-
= biert, Filtratwirkung,
y T & 8cemn
Lasung '

Es zeigte sich (Abbildung 238), dass die beiden Filtrate von reinem
Thiazol und von der Mischung Thiazol-Aneurin genau dieselben Pilz-
trockengewichte erzeugten. Wéihrenddem das Aneurinfiltrat keine
Wachstumsforderung aufwies. Das heisst, dass aus der Mischung Aneu-
rin-Thiazol bei pH 4,6 nur das Aneurin an Fullererde adsorbiert wird
und dass damit eine Methode zur Trennung von Aneurin und Thiazol
gegeben ist.

Anschliessend seien die Untersuchungen iiber die Adsorption des
Pyrimidins an Fullererde besprochen. Die Versuche wurden wie mit
Thiazol bei verschiedenen pH durchgefiihrt; die Pufferung geschah auf
die gleiche Art, ebenfalls die Weiterbehandlung. Gepriift wurde auch
hier nur das Filtrat. Als Test diente Phycomyces. Der Nihrlosung wurde
deshalb ausser dem zu priifenden Filtrat, pro Kultur noch 0,4 y Thiazol
zugesetzt. Das Wachstum von Phycomyces blieb aber iiberall auf der
- Hohe der wirkstofffreien Kontrolle. Somit war das Pyrimidin von der
Fullererde adsorbiert worden. In einer Mischung von Aneurin, Thiazol
und Pyrimidin konnte also durch eine Fullererdeadsorption bei pH 4,6
das Thiazol im Filtrat abgetrennt werden.

D. Bestindigkeit des Thiazols gegen Alkali.

Zu 40 cem n/10-Natronlauge wurden je 2 cem der Untersuchungs-
16sung gegeben. 1 cem derselben entsprach 20 y Aneurin oder 8,19 y
Pyrimidin oder 8,43 y Thiazol. Ein gleicher Versuch wurde kontroll-
weise mit Wasser statt NaOH angesetzt. Dann wurden die so vorberei-
‘teten LoOsungen eine Stunde im Autoclav auf 120° C erhitzt, nach dem
Abkiihlen mit HCI neutralisiert und den Kulturlésungen zugesetzt. Als
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Testobjekte dienten Mucor Ramannianus fiir Aneurin und Thiazol, Phy-
comyces fiir Aneurin und Pyrimidin.

Tabelle 35.

Alkali- und Thermostabilitiit von Aneurin, Thiazol und Pyrimidin, 2 cem Losung
entsprechen 1y Aneurin, 0,42 y Thiazol und 0,41 y Pyrimidin. :

Myzeltrockengewichte
Losung Testobjekt

Ocem | Yacem | 1eem | 2eem | 4 cem
Aneurin :
Kontrolle nicht erhitzt . . . . | Mucor Ra- | 0 38 79 | 160 | 168
Wasserlosung erhitzt . . . .| mannianus | 43 | 66 .| 180 1 198~
NaOH-Losung erhitzt . . . . : 0 0 b 0 0
Aneurin :
Kontrolle nicht erhitzt . . . . Phyco- b 48 60 66 67
Wasserlosung erhitzt . . . . myces 0 48 60 72 72
NaOH-Losung erhitzt . 0 0 0 0 0
Thiazol :
Kontrolle nicht erhitzt . . . . | Mucor Ra- 0 28 35 52 1 118
Wasserlosung erhitzt . . . . | mannianus 0 28 40 60 | 114
NaOH-Losung “erhitzt . . . . 0 0 45 62 | 130
Pyrimidin :
Kontrolle nicht erhitzt . . . . Phyco- T 19 24 41 b4
Wasserlosung erhitzt . . . . myces 0 0 55 59 59
NaOH-Losung erhitzt . . . . 0 0 62 | 66 68 |

In den neutralen Losungen erfuhr keine der untersuchten Substan-
zen, in den alkalischen Losungen nur das Aneurin eine Zerstorung. In
bezug auf die Alkalibestéindigkeit stimmten somit die auf Mucor Raman-
nianus wirkenden Wachstumsfaktoren der Extrakte wie der MP-Faktor
von Schopfer und Moser mit Thiazol, bzw. Thiazol plus Pyrimi-
din iiberein. (Schopfer und Jung, 1937; Sinclair, 1937;
Miiller und Schopfer, 1937)

Das verschiedene Verhalten von Aneurin und seinen Komponenten
Pyrimidin und Thiazol gegeniiber Alkalien wurde in spitern Versuchen
zur Trennung derselben verwendet, weshalb hier die Untersuchungen
zur Ausarbeitung der Methode angefiigt seien. Die Bestiindigkeit jeder
der drei Substanzen bei verschiedenem Alkaligrad, in verschiedenen
Erhitzungszeiten und bei verschiedenen Temperaturen wurde in einem
Schachbrettversuch gepriift.
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Tahbelle 36.

Untersuchung der Einwirkung von Alkali und Hitze auf Aneurin. Test: Phyco-
myces (Optimum 0,4 /20 cem).

Erhitzungs- Alkaligrad NaOH
dauer auf
1200 n n/5 n/20 n/100 n/500 0

Aneurindosis 104 141V al14a]l 1) 4|14l 1| attal1] 4141 4|14

g
120 Min. 12114 |57 7 | 9/26| 2(11|20|10|18|50]10|20 /67|89 |87 |80
60 Min. 7|10(56| 4 | 8|38| 3| 8|83 9|14(33| 5|18|65|— | —|—
30 Min. 1| 8|—| 5 (11 (50| 4|{14|30|—| 8|12 61648—{—-——-——*
10 Min, 3(14|86| 8 | 8|81| 8|16(42|—| 9|12| 1|11|81|—|—|—

30 Min.j100° | 6| 9|63} 7l10lan |10t 1818t — | — | | cbntili]

0 Min.
erhitzt

81181 | —]— =] p e | = IBB1T6 | — = [— =] = e | s

Beim Aneurin bestétigte sich die bekannte Tatsache (Grewe,
1937), dass schon bei niedriger Temperatur eine schwache Alkalinitiit
eine Zerstorung desselben verursacht.

Fiir das Thiazol ergab sich (Tabelle 37), dass auch die intensivste
Alkalizugabe und Hitzeeinwirkung keine Schidigung der wachstums-
fordernden Wirkung zur Folge hatte. Auch iibte das durch die Neutra-
lisation mit HCl entstehende Kochsalz keine Hemmung auf das Pilz-
wachstum aus.

' Tabelle 37.

Untersuchung der Einwirkung von Alkali und Hitze auf Thiazol. Test: Mucor
Ramannianus (Optimum 0,6 /20 ccm).

Erhitzungsdauer st fa
ahk 1o n n/5 n/20 n/100 0
Thiazoldosis in » ')« i | 4131 4 |a| 1 O R R R R e S 4
120 Minuten . . . . |64 97/75 |78 |80 | 89| 55|901102|56 | 79| 85 —| — | —
60 5 .o« . |67 99 —164|99|118] 64 | 91|120|52 | 80/114] — | — | —
30 » . . . . |67 90,7061 |79 | 90|68 |85|101|66 [101| T1|—|—|—|
10 » . . . .|54/118/60|54|99| —|61]90| 81{48| 77| 4| —|— [ —
0 > oo e 1807076 —|— | —|—|—| —=|—]| —| —|b54|74|68]}-

Als Testpilz fiir dieselben Versuche mit Pyrimidin diente wiederum
Phycomyces, indem jedem Erlenmeyerkulturkolben noch 0,5 y Thiazol
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zugefiigt wurde. Auch Pyrimidin blieb gegeniiber jeder Behandlung
widerstandsfihig.
Tabelle 38.

Untersuchung der Einwirkung von Alkali und Hitze auf Pyrimidin. Testpilz :
Phycomyces (Optimum 0,2 »/20 ccm).

Erhitzungsdauer : Alkaligrad NaOH
st Lale n n/5 1/20 1/100 0
Pyrimidindosis in p! Yo | 1 | d Y| 1 4| 1 | 4| h| L |41 4
' sl
120 Minuten . . . . |58|83|90|67 77|93|68|77|82|72|77|76| Kontrolle
60 » . . . .|T4]79/86]69 70|78|63|76 | 85|— 72|84 |nurThiazol
30. > ... .|e4|85|91|—|—|—|75|74 88|73 T8 |83 911010
10 » . . . .|68|82|89|68|82(89|62|79|73|72 |81 77
0% ...,—————*«m—«»——————72‘8184.
1 Dazu pro Erlenmeyerkolben 0,5 4 Thiazol.

E. Ergebnisse.

1. Die Eigenschaften des Aneurins und seiner Komponenten.
' Trennungsmethoden.

Charakteristische Eigenschaften des Thiazols sind seine Alkali-
bestéindigkeit, die gute Loslichkeit in Chloroform und die Nichtadsor-
bierbarkeit an Fullererde bei pH 4,6. Pyrimidin weist ebenfalls vollige
Alkalibestéindigkeit auf, ist aber in Chloroform schlecht léslich und bei
pH 4,6 an Fullererde adsorbierbar. Das Aneurin unterscheidet sich vor
allem durch seine Alkaliunbestindigkeit von seinen Komponenten. Die
Unloslichkeit in Chloroform und die Adsorbierbarkeit an Fullererde bei
pH 4,6 unterscheiden es scharf vom Thiazol, nicht aber vom Pyrimidin.

Zur Abtrennung des Thiazols von Aneurin und Pyrimidin kann so-
mit eine Adsorption an Fullererde in Frage kommen; das Thiazol bleibt
im Filtrat zuriick. Eine weitere, sehr einfache Moglichkeit besteht in
der Ausschiittung des wisserigen Gemisches mit Chloroform. Auf diese
Weise kann der Mischung das Thiazol fast rein entzogen werden.

Zur Abtrennung des Aneurins aus einer Mischung besitzen wir
nach unseren Untersuchungen keine Moglichkeit, da es mit dem Pyri-
midin zusammengeht. Hingegen kann es in einem Gemisch durch Alkali-
behandlung zerstért werden, so dass nur seine Komponenten zuriick-
bleiben. Ein Riickschluss auf das vorhanden gewesene Aneurin ist
indirekt moglich, indem vorerst mit dem biologischen Test (Phyco-
myces, Mucor Ramannianus) die Gesamtmenge der Wachstumsfaktoren
bestimmt wird. Nach erfolgter Alkalibehandlung wird die Wirkstoff-
menge von neuem bestimmt; sie entspricht nun dem Thiazol und Pyri-
midin. Die Differenz zwischen der ersten und der zweiten Bestimmung
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entspricht dagegen dem zerstérten Anteil, dem Aneurin. In Extrakten
hat es sich als giinstig erwiesen, eine NaOH-Konzentration von n/10
anzuwenden, da durch die Begleitstotfe oft ein Teil der Lauge verbraucht
wird und dann die Gefahr besteht, dass sie nicht ausreicht zur voll-
stindigen Zerstérung des Aneurins.

2. Der Faktor MP.

Die alkalistabilen Wachstumsfaktoren der Extrakte sind Seite 212
unter der Bezeichnung MP-Faktor zusammengefasst worden. Die Ueber-
einstimmung ihrer Eigenschaften mit denen der Aneurinkomponenten
lisst es als wahrscheinlich erscheinen, dass sie fiir Mucor Ramannianus
mit dem Thiazol wenigstens teilweise identisch sind. Anders muss es
sich mit dem MP-Faktor fiir Phycomyces verhalten; Phycomyces be-
notigt als Wachstumsfaktoren Thiazol und Pyrimidin. Der MP-Faktor
muss also fiir diesen Pilz zum Teil aus Thiazol plus Pyrimidin bestehen
(Schopfer und Jung, 1937; Sinclair, 1937). Wenn diese
Annahme richtig ist, so muss aber die Chloroformléslichkeit des MP-
Faktors fiir Phycomyces negativ sein, was von Schop fer auch beob-
achtet worden ist (Schopfer, 1939). Fir Pyrimidinorganismen muss
demzufolge der MP-Faktor nur aus Pyrimidin bestehen.

IX. Die Zerlegung des Aneurins in seine Komponenten Pyrimidin und
Thiazol durch Hitze. Der Aneuringehalt der Extrakte,

A. Die Umwandlung von laugeunbestindigen in laugebestindige
Extraktfaktoren in der Hitze.

Erhitzt man einen aneurinhaltigen pflanzlichen Extrakt wihrend
5 Stunden auf 130° so hat er seine Wirksamkeit auf das Tier voll-
stindig eingebiisst, wihrenddem er auf Phycomyces bzw. Mucor Raman-
nianus voll wirksam bleibt (Schopfer und Jung, 1937). Man muss
hier annehmen, dass dabei das Aneurin in Faktoren umgesetzt wird,
die wohl noch auf die erwiihnten Mucorineen, aber nicht mehr auf die
Ratte wirksam sind. _

Nun war beobachtet worden, dass der laugestabile Anteil der
Extraktwirkstoffe je nach der Vorbehandlung der Extrakte verschieden
gross ist. In einem Versuch war ein Reiskleieauszug durch zweistiin-
diges Erhitzen auf 100° hergestellt worden (Losung III). Davon wurde
die Hilfte einer Laugebehandlung (NaOH n/10, 120° wihrend einer
Stunde) unterworfen (Losung IV). Anderseits wurde versucht, die Total-
wirkung eines Auszuges und die Pyrimidin-Thiazolwirkung derart zu
ermitteln, dass Reiskleie direkt einerseits mit destilliertem Wasser (Lo-
sung I) und anderseits mit NaOH n/10 (Lésung IT) eine Stunde bei 120°
extrahiert wurde. Ein Vergleich der Resultate (siehe Abbildung 24)
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zeigte nun, dass die nach dem Auszug in Heisswasser alkalibehandelte
Losung (IV) einen bedeutend grossern Wirkstoffgehalt aufwies als der
direkte alkalische Auszug (II), obschon sich die Kontrollen (I und III)
ungefihr in ihrer Wirksamkeit deckten. Damit war die Frage gestellt,
ob die laugelabilen Wachstumsfaktoren vielleicht unter gewissen Be-
dingungen in laugestabile iibergefiihrt wiirden. '

mg
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Abbildung 24, § 160 /
Die Wirksamkeit alkalibehandelter Extrakte % o v
aus Reiskleie, nach verschiedener Vorbehaud- g / i
lung. Erklirung im Text. I und IIT = wisserige x / -
Ausziige, IT = Auszug in Lauge, IV = Auszug L 50 ! / A
in Wasser mit nachfolgender Laugenbehandlung. ;Q:' I’ P!
N y
S, ol I
I /, ] —
g 4«um
Extraktmenge

Nun wurde ein durch ganz kurzes Aufkochen hergestellter Extrakt
aus Pisumsamenmehl in folgender Weise behandelt : die eine Halfte
davon wurde vorerst im Autoclav 6 Stunden auf 130° erhitzt; dann
wurde die erhitzte und die unbehandelte Losung wiederum halbiert und
je die Hilfte einer einstiindigen Lauge-Hitzebehandlung unterworfen
(NaOH n/10, 120° C). Nach der Neutralisierung der Losungen wurden
sie mitsamt den Kontrollen auf ihre Wirksamkeit auf Mucor Raman-
nianus gepriift. s waren also vorhanden :

I. Kontrolle : Unbehandelter Extrakt.
II. Extrakt sechs Stunden auf 130° erhitzt.
ITI. Extrakt eine Stunde mit NaOH n/10 auf 120° erhitzt.
IV. Extrakt vorerst sechs Stunden auf 130°, dann mit NaOH n/10
eine Stunde auf 120° erhitzt.

Es zeigte sich eindeutig, dass durch eine blosse Hitzebehandlung
der Extrakte deren Wirksamkeit kaum vermindert wurde; durch eine
Laugebehandlung dagegen wurde die Wirksamkeit stark herabgesetzt,
auf rund einen Viertel (Tabelle 39). Dieser Anteil hiitte somit dem
Thiazol entsprochen. Wurde dagegen der hitzebehandelte Extrakt einer
Laugebehandlung unterworfen, so blieb seine Wirksamkeit sozusagen
unverdndert gegeniiber der Kontrolle. Es musste somit durch die blosse
mehrstiindige Erhitzung des Extraktes auf 130° der laugezerstorbare
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Tabelle 39.

Wirksamkeit eines Extraktes aus Pisum auf Mucor Ramannianus nach verschie-
dener Behandlung.

Myzelgewichte
Behandlung der Extrakte von Mucor Romannianus

/s cem ‘ 1cem 2cem 4cem

I Kontrolle (Extrakt unbehandelt) . 9 30 26 66

II | Extrakt 6 Std. auf 130° erhitzt . . 1 14 25 69

IIL » 1 » NaOH n/10, bei 120° 3 8y 4 19
v » 6 » auf 130°, dann 1 Std.

NaOH n/10 bei 120° 10 12 23 bd

Anteil in einen laugeunzerstorbaren Stoff verwandelt worden sein. Der
Versuch mit andern Extrakten wiederholt, ergab das gleiche Resultat.

Nun wurde fiir dieselben Versuche als Test auch Phycomyces
verwendet, um zu erfahren, ob der in der Hitze entstandene Stoff auch
auf ihn wirksam sei. Es wurde dazu der gleiche Extrakt aus Erbsen
verwendet wie fiir Mucor Ramannianus (Abbildung 25).
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Abbildung 25.
Der Einfluss der Hitzebehandlung auf die Alkalistabilitit
der Wachstumsfaktoren in Pisumextrakt., 1. Kontrolle,
2. Hitzebehandlung, 3. Laugebehandlung, 4. Hitze-, dann
Laugebehandlung. Testpilz : Phycomyces.

Das Ergebnis war mit dem von Mucor Ramannianus vollstindig
libereinstimmend. Durch die reine Hitzebehandlung sank hier die Wirk-
samkeit auf etwa 50 % der Kontrolle; durch die blosse Laugebehand-
lung dagegen auf etwa 25 %. Eine Lauge- nach der Hitzebehandlung
verminderte die Wirksamkeit der Extrakte nicht mehr. Die beiden
Kurven (II und IV) decken sich. Somit mussten durch die Hitzebehand-
lung alkalistabile Wachstumsfaktoren entstanden sein.

Genau zu denselben Ergebnissen fiihrten Untersuchungen an Ory-
pan, Weizenkeimexirakt usw.
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Diese Umsetzung alkaliunbestindiger in alkalibestindige Wachs-
tumsfaktoren legte nun den Schluss nahe, dass es sich dabei um eine
Aufspaltung des Aneurins in seine Komponenten Pyrimidin und Thiazol
- handelt. Da das Tier (Ratte) nicht imstande ist, an Stelle des Aneurins
Pyrimidin plus Thiazol zu verwerten, wohl aber die hier in Frage
stehenden Mikroorganismen, wire damit zugleich eine Erklirung fiir
das verschiedene Verhalten von Tier und Mikroorganismen gegeniiber
hitzebehandelten Pflanzenextrakten gegeben.

B. Versuche ‘zur Umsetzung von synthetischem Aneurin in Pyrimidin

und Thiazol.

‘Das Aneurin (siehe Grewe, 1937) besteht aus einem fiinfgliede-
rigen Thiazolring und einem sechsgliederigen Pyrimidinring, der durch
eine CH,-Gruppe an das Stickstoffatom des Thiazols gebunden ist. Die
fiinfte Valenz des Stickstoffs wird dabei durch ein Chloratom besetzt.
Eine wisserige Losung von Aneurin zeigt im Absorptionssektrum eine
Doppelbande, wiihrenddem eine Losung in n/200 HCl nur ein Absorp-
tionsmaximum bei 247 mu aufweist. Diese Tatsache zeigt an, dass das

Aneurin in reinem W a&ser dissoziiert. Die Dissoziation erfolgt nach der
Formel

CHs CH:.CH:0H H:C  CH:.CH:0H
G Cl (E} {13 g (]3_‘0
/n 3 s /
N: \\EG—OH,—‘NS/ b e N §\(J—CH,- Ol 4+ N
PV oy g Sh Al \
o - B ANEN st
HsC NH: H-
.HCI
IV.

Es besteht somit ein Gleichgewicht zwischen Aneurin einerseits und
Pyrimidin und Thiazol anderseits. Wird nun die eine Komponente der
Losung dauernd entzogen, so tritt eine Verschiebung des Gleichgewichts
ein und es muss moglich werden, in dieser Weise Aneurin in Thiazol
und Pyrimidin iiberzufiihren. So hat Williams durch Bildung des
unloslichen Pyrimidinsulfits die Spaltung des Aneurins in seine beiden

Komponenten erstmals beobachtet.
' Eine Erhitzung des Aneurins wihrend mehrerer Stunden auf 125° C
hat eine Aufhebung der vitaminischen Wirkung auf das Tier (Ratte)
zur Folge; dagegen bleibt die wachstumsfordernde Wirkung auf Mikro-
organismen erhalten. Wenn es sich dabei um eine Spaltung des Aneu-
rins in die Pyrimidin- und Thiazolkomponente handelte, so miisste aller-
- dings mit der Gleichgewichtsverschiebung in der Hitze eine Reaktion
verbunden sein, die eine Riickkehr der Spaltprodukte in die Ausgangs-
substanz verhinderte. Dabei brauchten jedoch nicht ausschliesslich die

15
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bisher hier verwendeten Substanzen zu entstehen; gewisse Seitenketten
des Pyrimidins und Thiazols diirfen Veriinderungen erfahren, ohne dass
dadurch die Wirkung auf Phycomyces und andere Mikroorganismen
aufgehoben wird (Schopfer, 1939), z. B. Ersatz der endstindigen
NH,-Gruppe der Seitenkette in 5-Stellung des Pyrimidins durch einen
Cl-, Br-, OH-, OEt-Rest.

Einen gewissen Einblick in die Umsetzungen in der Hitze kann
vielleicht auch die Laugestabilitit der entstehenden Produkte bieten.
Der Angriff der Lauge auf das Aneurinmolekiil erfolgt an der Thiazol-
komponente. Das Thiazol ist nur laugestabil, wenn das Stickstoffatom
im Thiazolkern dreiwertig ist, oder wenn in der Thiazoloniumverbindung
der zwischen N und S des Thiazolkerns liegende Kohlenstoff (2) einen
Substituenten trigt. Die Laugestabilitit verlangt also, dass das Aneurin
in der Hitze entweder in seine Komponenten zerfallen ist, oder dass
eine Substitution an dem erwihnten Kohlenstoffatom eingetreten ist.
Nun ist aber bekannt, dass durch eine soleche Substitution nicht nur die
Oxydation zu Th1ochr0m unmoglich wird, sondern dass das Aneurin
auch seine Wirkung auf Phycomyces nnd andere Mikroorganismen ver-
liert. Somit kommt nur eine Aufspaltung in Frage. Durch geeignete
Loslichkeits- und Adsorptionsversuche miissen die Spaltprodukte ge-
trennt nachzuweisen sein.

1. Versuche zur Spaltung des synthetischen Aneurins in der Hitze.

In einigen ersten Versuchen wurde das reine Aneurin wihrend der
Hitzebehandlung fast vollstindig vernichtet, so dass es seine Wirksam-
keit auch auf Pilze eingebiisst hatte. Von dieser Tatsache ausgehend,
versuchten wir nun, Bedingungen zu schaffen, in denen eine Umwand-
lung des Aneurins, aber keine Zerstorung der Wirksamkeit auf die
Testpilze stattfand.

a) Der Einfluss von pflanzlichen Extraktstoffen.

Ein Reiskleieextrakt wurde vorerst einer Adsorption an Tierkohle
unterworfen; das Filtrat, das nach der Adsorption der Wirkstoffe an
die Kohle auf Mucor Ramannianus unwirksam war, wurde nun einer
synthetischen Aneurinlésung zugefiigt. Die Losung wurde dann samt
einer reinen Aneurinkontrollosung je zur Hilfte 6 Stunden auf 125°
erhitzt. Dann folgte eine Laugebehandlung je der Hiilfte aller hitze-
‘behandelten und Kontrollésungen, indem man diese mit soviel Natron-
lauge versetzte, dass eine n/20-Lisung entstand, und dann eine Stunde
auf 120° erhitzte. Die Neutralisation erfolgte mit HCl. Somit waren, wie
bei den Extrakten, von jedem Ausgangsprodukt vier verschiedene
Losungen vorhanden.
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NaOH auf 120° erhitzt.
4. Behandlung 2 plus 3.

Myzeltrockengewicht

(I) Die unbehandelte Kontrollosung.

(II)  Die hitzebehandelte Losung.
(III) Die laugebehandelte nichterhitzte Losung.
(IV) Die lauge- und hitzebehandelte Losung.

Diese Losungen wurden nun in ihrer Wirkung auf Phycomyces und
Mucor Ramannianus gepriift. Phycomyces wurde gewihlt, weil er beide
und nicht nur die eine Aneurinkomponente bendtigt. Wiedergegeben
werden deshalb auch nur die Phycomyceswerte. Die Resultate stimmten
mit den Ergebnissen an den Extrakten iiberein (Abbildungen 26 und 27).

Das reine synthetische Aneurin wurde durch die Hitze zum Teil
zerstort. Der nicht zerstorte Anteil war durch eine nachherige Behand-
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lung in alkalischer Lﬁsung nicht weiter zerstorbar. Dasselbe zeigte sich
fiir das Aneurin in Reiskleie-Tierkohlefiltrat. Hier verminderte die
Hitze allein die Wirkung auf Phycomyces nicht. Eine nachherige Lauge-
behandlung hatte ebenfalls keinen Einfluss, wihrenddem sie ohne vor-

herige Hitzebehandlung die wachstumsférdernde Wirkung weitgehend
aufhob.
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b) Einfluss der H-Ionenkonzentration.

Es stellte sich nun die Frage, ob die beobachtete Umwandlung der
laugelabilen in laugestabile Stoffe vielleicht die Folge einer bestimm-
ten Wasserstoffionenkonzentration war. In alkalischem Milieu fillt das
Aneurin einer vollstindigen Zerstorung anheim; in schwacher Salzsiure
soll dagegen eine Hydrolyse der freien NH,-Gruppe am Pyrimidinkern
stattfinden und ein auch auf die Mikroorganismen unwirksames Pro-
dukt entstehen (Ruhkopf; s. Grewe, 1937).

Einige Proben Aneurin wurden in verschieden aufgebaute Puffer-
losungen von verschiedenen pH gebracht und vier Stunden auf 120°
erhitzt. Nachher wurde je die Hilfte der Losungen neutralisiert, dann
mit NaOH n/10 versetzt und eine Stunde auf 120° erhitzt. Endlich
wurden alle Losungen auf pH 6 gebracht und zu Kulturen verwendet.

Tabelle 40.

Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration auf das Aneurin.
Testobjekt : Phycomyces.

Myzelgewichte
Behandelte Lésung Puffer

\

1 cem I 2¢cem | 4ecm

Kontrolle: Aneurin ungepuffert erhitzt | 67 | 63 | 64

pH2: Nur Hitzebehandlung . . . 64 66 | 06 |ufb HCI 15 cem +
Hitze-, dann Laugebehandlung 8% b7 65 | n/5KCI 50 ccm .

pH22: Hitzeeinwitkung . . . . . | 57 52 | 76 |Phosphat-Citrat
Hitze-, dann Laugeeinwirkung 59 65 | 70 (Mc Ilvaine)

pH6: Hitzebehandlung '. . . 58 | 67 | 66 |Na-phosphat sek.
Hitze-, dann Laugebehandlun@ 48 60 | 65 | K-phosphat prim.

pH7: Hitzebehandlung . . . 21 40 | 61 Phosphat-Citrat
Hitze-, dann Laugebehandlung 24 35 | 55 (Me Tlvaine)

Durch die blosse Einwirkung der Hitze wurde weder bei pH 2 noch
bei pH 6 eine Wirkungsverminderung erreicht. Dagegen wurde bei pH 7
eine starke Abnahme der Wirkung (auf rund %) erzielt, wohl wegen
des Uebergangs zum alkalischen Milieu. Auch der HCI- Puffer schien
hier keine Zerstérung des Aneurins zu verursachen. Eine nachfolgende
Behandlung mit Alkali vermochte nirgends die Wirksamkeit weiterhin
zu zerstoren; einzig im HCl-Puffer war die Wirksamkeit herabgesetzt
worden. Es mussten somit in allen untersuchten Losungen alkalistabile
Wachstumsfaktoren gebildet worden sein. Die Wasserstoffionenkonzen-
tration schien dabei keine Rolle zu spielen.
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¢) Einfluss der Erhltzungsdauer

Bei den Untersuchungen iiber den Einfluss Verschleden langer Er-
bitzungszeiten auf Aneurin stellten sich die Fragen : ~

1. Wie gross ist der Anteil des unverinderten Aneurins ?

2. Wie gross ist der Anteil, der in eine wirksame, laugestabile Form
iibergeht ?

Der laugestabile Anteil war leicht zu bestimmen. Dagegen musste das
erhaltengebliebene Aneurin berechnet werden aus der Differenz zwi-
schen der gesamten Wirkung der Losung (II) und der Wirkung nach
einer Laugebehandlung (III). Ebenso konnte der zerstorte und unwirk-
same Anteil aus der Differenz der Kurven I (Kontrolle) und II er-
mittelt werden.

Abbildung 28. ‘ ,'r?,o ) Aneurinkurva
Schematische Darstellung der < f o =y
Berechnung des Aneuringehal-

tes einer Losung.
I. Kontrolle.
II. Totalwirkung nach Hitze-
behandlung : 14 von I. ‘
III. Wirkung nach einer Lauge-
behandlung von II: %
von IL

s g

r~
o

Myzeltrockengewicht

Nahm man eine Zerlegung des Aneurins in eine Thiazol- und eine
Pyrimidinkomponente an, so war damit gleichzeitig eine Oxydation —
das heisst der Ringschluss — zu Thiochrom verunmoglicht. Es konnte
hier somit die Thiochrommethode nach Jansen (Karrer) zur

Aneurinbestimmung verwendet werden, um den Zerfall des Aneurins zu
bestimmen.

Aneurinlésungen zu 4 y pro 1 cem Lisung wurden nun verschiedene
Zeiten auf 130° erhitzt und in der beschriebenen Art untersucht. Eine
Zusammenstellung der Werte gibt Tabelle 41. Als Test wurde Phyco-
myces verwendet.

Der Versuch zeigt, dass durch die Hitzeeinwirkung keine Vermin-
derung der Wirksamkeit auf Phycomyces stattgefunden hat. Die Ein-
wirkung der Lauge verursachte in der Kontrolle eine praktisch voll-
stindige Zerstorung der Wirksamkeit. Nach einer Hitzeeinwirkungszeit
von 15 Minuten war schon ein Teil, vielleicht ein Viertel, durch Lauge
nicht -mehr zerstorbar. Nach einer Hitzeeinwirkung von 30 Minuten
schien schon eine weitgehende Laugebestindigkeit erreicht zu sein.
Allerdings erreichten die Myzelgewichte nicht die der Kontrollen; doeh
war das auch nach einer 8stiindigen Hitzeeinwirkung nicht der Fall,
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- Tabelle 41.
~ Die Aneurinspaltung als Funktion der Erhitzungsdauer.
Erhitzungsdauer
0 15 | 30 60’ | 2 Std. | 4 Std. | 8 Std.
@) Phycomycestest

Hitze (II)

BB ¥ .5 v e w0} BT 72 | 170 69 65 | 71 65
2|40y . . . . . . .} 70 72 72 70 69 71 72
el80y . . . . . . .| 7 73 72 69 69 72 72
E : : _
=
@ | Lauge (III) , :
AL ® . . e as 5 w8 (24 | BR 8L B0 B 58

40y . . . . . . .| — 52 65 65 60 6l 64

BO» -, =" %35 & %] 18 58 66 66 65 67 | 64
b) Thiochromtest in y
2 (16 7y 1,6 1,2 1,0 09 | 0,3 | 01 | weniger
= {4,0 y } IR { 4 3 25 | 22 | 0,75 | 025 | Weniger
280y gemessen . .| 8 6 b 45 | 1,4 | 05 | weniger

weshalb auf eine gewisse Hemmung des Pilzes geschlossen werden muss.
Vergleicht man nun die Thiochromwerte, so zeigen diese eine stetige
Abnahme wihrend vier Stunden. Nach diesen Werten diirfte die Lauge-
stabilitit in den Anfangszeiten noch nicht den vollen Wert erreicht
haben. Nun waren aber die im Versuch zugesetzten Wirkstoffdosen zu
gross gewihlt worden, so dass die optimale Konzentration schon bei
einer nicht vollstindigen Laugestabilitit erreicht worden war.

d) Einfluss von Metallen.

- Die Zerstorung der Wirkung des Aneurins auf Mikroorganismen
durch mehrstiindiges Erhitzen hatte wihrend der Durchfiihrung dieser
Versuche sehr verschiedene Werte erreicht. Es mussten hier noch ge-
wisse unbekannte Faktoren eine Rolle spielen. Gegeniiber den ersten
Hitzeversuchen bestand nun eine Milieuverdnderung darin, dass nicht
mehr dasselbe destillierte Wasser verwendet wurde. Die friiheren Ver-
suche wurden mit Wasser durchgefiihrt, das in einem eisernen Destil-
lationsapparat mit Kupferkiihler gewonnen worden war; zu den jetzigen
Versuchen dagegen wurde Wasser verwendet, das in einem vollstindig
aus Pyrexglas bestehenden Apparat destilliert wurde. Es war nun die
Frage, ob gewisse Metallionen einen Einfluss auf die Art der Reaktion
des Aneurins in der Hitze ausiiben konnten. Es wurde deshalb ein
orientierender Versuch iiber den Einfluss des Eisens wihrend der Er-
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hitzung des Aneurins durchgefiihrt. Der zu behandelnden Aneurinlésung

von 40 y in 40 cem Wasser wurde ein kleines Stiicklein blankes Eisen

beigegeben (I). Ein Kontrollversuch wurde derart durchgefiihrt, dass

auch Wasser mit Eisen erhitzt und dann dem unbehandelten Aneurin

zugefiigt wurde (IID).
g " Tabelle 42.

Einfluss des Eisens auf das in Losung erhitzte Aneurin,

: , Laugebehandlung
Behandlung Fiimh siwilong nach Hitzebehandlung

: 1eccm ‘ 2cem ‘ 4ccm | 1cem ‘ 2cem ‘ 4 ccm

I. a) Aneurinlosung mit Fe 120 Min. _
auf 1200000008 L w Sp 10 24 8 11 12
II. Aneurin rein, 120 Min. auf 120° 35 58 70 18 39 b2

II1. Wasser mit Fe erhitzt wie a, dann
Aneurinzugabe - . . . . o . .| 47 71 77 — | Spur | —

IV. Kontrolle : Aneurin rein . . . .| b4 80 84 — | Spur | —

Das in Gegenwart von Eisen erhitzte Aneurin hatte seine Wirk-
samkeit auf Phycomyces weitgehend eingebiisst (I), wihrenddem die-
jenige der ohne Eisen erhitzten Probe nur um einen geringen Teil ver-
mindert worden ist (1I). Dass die Erscheinung nicht auf einer Hemmung
des Pilzes durch Eisenionen beruht, wird durch das gute Wachstum auf
einer Mischung von unbehandeltem Aneurin und eisenbehandeltem
Wasser (III) bewiesen. Ob nun aber in Gegenwart des Eisens in der
Hitze derselbe Vorgang stattgefunden hat, durch den das Aneurin in
frithern Versuchen zeitweilig zerstort worden ist, kann hier nicht ent-
schieden werden. :

2. Versuche zum Nachweis der durch thermische Spaltung des Aneurins
_entstandenen Wirkstoffe.

Wichtig war jetzt die Frage, in welche wirksamen Stoffe das Aneu-
rin in der Hitze iibergeht. Es musste nun versucht werden, an Hand
“der Eigenschaften der aus dem reinen synthetischen Aneurin in der
Hitze entstandenen Stoffe eine vorliufige Bestimmung vorzunehmen.
Es wurde versucht, mit den gewonnenen Vergleichs- und Trennungs-
methoden die Eigenschaften von Pyrimidin und Thiazol in der hitze-
behandelten Aneurinldsung festzustellen.

a) Loslichkeit in Chloroform

200 y Aneurin in 10 cem Wasser wurden vier Stunden auf 1300 C
erhitzt. Dann wurde die Losung auf 20 cecm erginzt, mit Chloroform
lingere Zeit durchgeschiittelt und im Scheidetrichter wieder von der
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Chloroformphase getrennt. Derselbe Versuch wurde mit nicht erhitztem
Aneurin als Kontrolle ebenso durchgefiihrt. Dann kamen in gewohnter
Weise die verschiedenen Losungen in steigender Menge zu Kultur-
losungen fiir Mucor Ramannianus und Phycomyces. Die Resultate
wiesen ganz eindeutig darauf hin, dass in der Hitze ein chloroform-
loslicher Stoff entstanden war, der auf Mucor Ramannianus fordernd
wirkte. Dagegen war die erkung auf Phycomyces eine sehr missige.
Erhielten aber die Phycomyceskulturen noch eine Zugabe von Pyrimi-
din, auf das allein Phycomyces nicht reagiert, so stieg das Wachstum
stark an (Tabelle 43).

Tabelle 43.
Nachweis eines chloroformldslichen Faktors. Phycomycestest.
Phase /3 cCm /s ccm /s com 1/, com 1cem 2 cem
Autoclav-Aneurin
Wasserphase . . . . — 70 72 75 i g
- Chloroformphase . . . 611 10 73! 22 631 56
Kontrollaneurin i
Wasserphase . . . . - 70 70 b i g
Chloroformphase . 3 3 4 8 11 £
Pyrimidin allein . . . kein Wachstum ﬁPer eine Kontrolle
\ ! | | o8

1In diese Kulturen wurde Pyrimidin zugesetzt !

Wie friiher festgestellt wurde, geht bei dieser Behandlung Thiazol
zur Héilfte in die Chloroformphase, Pyrimidin dagegen nur zu einem
kleinen Teil. Somit bezeugte das stark erhohte Wachstum von Phyco-
myces bei einer Pyrimidinzugabe zur Losung, dass die andere Kompo-
nente — Thiazol — in geniigender Menge vorhanden war, nicht aber
Pyrimidin.

Tabelle 44 gibt die Werte w1eder die Phycomyces, Mucor Raman-
nianus und Rhodotorula rubra heferten Die Tabelle zeigt, dass durch
die Einwirkung der Hitze die Wirksamkeit der Stoffe auf Mucor Ra-
maennianus nur um wenig abgenommen hatte, ebenso auf Phycomyces
und Rhodotorula rubra. Der chloroformlosliche Anteil im unerhitzten
Aneurin war null, im erhitzten Aneurin dagegen etwa 50% der Gesamt-
wirkung; er wirkte auf Mucor Ramannianus unmittelbar, auf Phyco-
myces, wenn ihm Pyrimidin zur Verfiigung stand, und auf Rhodotorula
iiberhaupt nicht.

Mucor Ramannianus benotigt nur Thiazol, Phycomyces dazu noch
Pyrimidin, das in der erhitzten Aneurinlésung, mcht aber in der Chloro-
formphase daraus vorhanden war. Rhodotorula rubra reagiert auf Pyri-
midin allein und konnte sich infolgedessen auf den Chloroformphasen
nicht entwickeln. Alle drei Organismen weisen in ihrem Verhalten deut-
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Tabelle 44.
Nachweis des Thiazols im hitzebehandelten Aneurin.

Urspriingliche Mucor Ramannianus Phycomyces

Aneurinkonzentration 1 yfeem | 0.1 | 02 | 0,4 | 08 | 0,1 | 02 | 04 | 08
cem | cem | cem | cem | eem | ccm | cem | cem

Rhodotorula rubra

7

Unbehandeltes Aneurin

Kontrolle , . . . . |12 | 85 | 60 [110| 34 | 67 | 756 | 75 |Wachstum gut
Chloroformphase . . 0 0 0! ~ 0'|kein Wachstum
Autoclav-Aneurin : :

Totale Wirkung . . |12 | 37 |54 | 87| — | 52 | 65 | 73 |Wachstum gut

Chloroformphase . . | — | 24 | 27 | 52| — | 30! 48" 63'|kein Wachstum

1 Nach Zugabe von Pyrimidin 0,5 9/20 cem.

lich darauf hin, dass die erhitzte Aneurinlosung aus Pyrimidin und
Thiazol besteht. — Somit ist das Aneurin in den MP-Faktor iiber-
gegangen. ,

' b) Adsorption an Fullererde.

66 y hitzebehandeltes Aneurin in 50 ccm Wasser, mit dem Citronen-
siurephosphatpuffer von Mec Ilvaine, auf pH 4,6 eingestellt, wurde
an Fullererde Merck adsorbiert und das Filtrat gepriift mit Phycomyces
und -Mucor Ramannianus. Bestand die Losung aus Pyrimidin und Thia-
zol, so sollte das Thiazol nicht adsorbiert werden, infolgedessen wohl
Mucor Ramannianus, aber nicht Phycomyces auf dem Filtrat gedeihen;
dagegen musste auch letzterer wachsen, wenn der Losung noch Pyrimi-
din zugegeben wurde.

Abbildung 29. my At .
Adsorption des hitzebehandel- 120

ten Aneurins an Fullererde bei 4 : ! 4
: pH 4,6. //»

Test : Phycomyces.
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Pyrimidinzugabe. % S 1 :
2. Fullererdefiltrat, Pyrimidin: & 7
zugabe. , ‘%, 40 /// - :
3. Fullererdefiltrat, ohne Py- & yyd _— ]
rimidinzugabe. = Y/ o et
Test : Mucor Ramannianus. & S o : 3

4. Kontrolle, Aneurin erhitzt.

i i 02 0.4 08
% Bnlletueriefl ran. urspringlicher Angurinwert 4

Phycomyces bestitigte die Voraussagen weitgehend. Das Wachs-
tum auf dem Filtrat war nur gut, wenn diesem Pyrimidin zugefiigt
wurde. Das heisst, dass das Fullererdefiltrat die andere Komponente des
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Aneurins, das Thiazol enthielt. Allerdings wire aus dem Verlauf der
Kurven 1 und 2 in Abbildung 29 zu schliessen, dass die Umsetzung des
Aneurins in Pyrimidin und Thiazol nicht qua,ntltatlv erfolgte. Die Ab-
weichungen konnen aber z. T. durch die Fullererdebehandlung selbst
verursacht worden sein. Mucor Ramannianus zeigt, weniger deutlich,
dasselbe Verhalten.

Der Versuch bestitigt also nochmals, dass durch die Einwirkung
der Hitze auf das Aneurin unter gewissen Bedingungen eine Auf-
spaltung desselben in Pyrimidin und Thiazol stattfmdet (Siehe auch
Schopfer und Miiller, 1938.)

C. Folgerungen.

Die Untersuchungen iiber die Verinderungen, welche das Aneurin
in der Hitze erleidet, haben also ergeben, dass es unter noch nicht ganz
bekannten Bedingungen in zwei Komponenten zerfillt, von denen die
eine Pyrimidin-, die andere Thiazoleigenschaften aufweist. Die gebilde-
ten Stoffe wirken auf Phycomyces, Mucor Ramannianus und Rhodoto-
rula rubra wachstumsfordernd. Sie entsprechen somit dem MP-Faktor.
Ueber ihre Konstitution ldsst sich an Hand der spezifischen Wirksamkeit
der Substitutionsprodukte des 4-Methyl-5-hydroxy&ithylthiazols und des
2-Methyl-4-amino-5-methylaminopyrimidins aussagen, dass gegeniiber
diesen hier nur eine Verdinderung der Seitenkette in 5-Stellung des
Pyrimidins in Frage kommen kann, eine solche aber eine gewisse Wah1-
scheinlichkeit besitzt. (Formel Selte 213.)

Eine Aufspaitung des Aneurins findet in den Extrakten zum Teil
schon wihrend der Extraktion des Materials statt, besonders wenn
diese lange dauert oder hei hoher Temperatur stattfindet. Es ist nun
verstéindlich, warum bei hoher Temperatur eingedickter Harn nur den
MP-Faktor aufwies, wihrend umgekehrt frischer Harn iiberhaupt keinen
chloroformléslichen Wachstumsfaktor besass. (Seite 205.) Bei quantita-
tiven Untersuchungen miissen diese Tatsachen beachtet werden.

Zwischen Phycomyces- und Tiertest besteht nun auch eine klare
Beziehung. Fiir den Tiertest, der nur das Aneurin anzeigt, muss sich
eine starke und lingere Erhitzung des Untersuchungsmaterials als
aneurinschidigend anzeigen, wiihrend sie fiir den Phycomycestest, der
auch die Aneurinkomponenten anzeigt, keinen Einfluss zu haben scheint.
Dieser Gegensatz wird sich ebenfalls auswirken, wenn an Stelle des
Tieres ein nur auf das ganze Aneurinmolekiil ansprechender pflanzlicher
Test verwendet wird.

~Peters,Kinnersley, Orr-Ewing und Reader (1928)
beobachteten, dass eine Hitzebehandlung eines Torulinpriparates von
Peters in schwach alkalischer Losung dessen Wirksamkeit auf das
Tier zerstorte, aber die Wirksamkeit auf Streptothriz corallinus nicht
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beeinflusste. Es wurde angenommen, dass der Strepfothrizfaktor nicht
identisch sei mit Aneurin. Nach unsern Untersuchungen konnte es sich
hier um die Wirkung des MP-Faktors handeln. Entweder wiirde Strep-
fothriz auf Pyrimidin und Thiazol ansprechen; bei geniigend schwacher
Alkalibehandlung ist bei der Neutralisierung eine Riickbildung des
Thiazols moglich (Grewe, 1937). Oder aber konnte es sich um einen
Pyrimidinorganismus handeln, da das Pyrimidin durch Lauge nicht
angegriffen wird.

X. Die Biosynthese des Aneurins durch Mucor Ramannianus.
A. Die Biosynthese des Pyrimidins durch Mucor Ramannianus.

Fiir die Beziehungen zwischen Thiazol und Aneurin im Stoffwechsel
von Mucor Ramannianus sind zwei Moglichkeiten vorhanden : Entweder
benotigt Mucor Ramannianus in seinen Lebensprozessen nur Thiazol
und ist imstande, aus dem ihm zur Verfiigung stehenden Aneurin, durch
dessen Zerlegung in seine beiden Ringsysteme, das Thiazol zu gewinnen
und das Pyrimidin als Stoffwechselprodukt abzuscheiden, oder aber
benttigt er das ganze Aneurinmolekiil, sei es als solches oder in seinen
beiden Komponenten, und muss dann imstande sein, das Pyrimidin zu
synthetisieren.

Es ist nun bekannt, dass das Aneurin als Pyrophosphorséureester in
den Kohlenstoffwechsel eingreift (Formel Seite 242; Lohmann und
Schuster, 1937a,b). Hills (1938) stellte fest, dass Staphylo-
coccus aureus bei Gegenwart von Aneurin Brenztraubensiuresalze zu
oxydieren vermag, wihrend die Oxydation bei Aneurinmangel ausbleibt.
Zu dhnlichen Ergebnissen war Krebs (1937) gekommen. Aneurin
wirkt hier als Bestandteil der Cocarboxylase. Anderseits kommt Lip -
mann durch Versuche mit Bacillus Delbriickii zum Schluss, dass das
Aneurin als Wasserstoffiibertriger wirkt. Alle diese Untersuchungen
weisen darauf hin, dass das Aneurin fiir jedes Lebewesen unentbehrlich
ist. Es muss deshalb angenommen werden, dass die Organismen, die
kein Aneurin- oder nicht das ganze Molekiil benttigen, dasselbe selber
ganz oder teilweise zu synthetisieren vermdgen. Dagegen ist den das
ganze Aneurinmolekiil verlangenden Organismen dieses Synthesever-
mogen vollstindig verlorengegangen (Schopfer, 1938Db).

' Zur Priifung dieser Frage wurde Mucor Ramannionus. auf einer
Nihrlosung mit Thiazol geziichtet und dann auf seinen Pyrimidingehalt
mit Hilfe eines Pyrimidinpilzes, Rhodotorula rubre, und eines Pyrimi- .
dinthiazolpilzes, Phycomyces Blakesleeanus, gepriift. Von den Myzelien
wurde in gewohnter Weise ein wiisseriger Absud hergestellt und der
N#hrlosung fiir die Testobjekte zugesetzt. Untersucht wurde ebenfalls
die Nihrlosung, in der Mucor Ramannianus gewachsen war. Zu 20 ccm
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alter Nihrlosung wurden 5 cem neue, viermal konzentrierte wirkstoft-
freie Néhrlosung gegeben.

Wie Tabelle 45 zeigt, entwickelten sich Rhodotorula rubra wie
Phycomyces, und zwar in Myzelabsud sowie in alter Néhrlosung von
Mucor Ramannianus. Damit war sichergestellt, dass Mucor Ramannianus
Pyrimidin synthetisiert. Dieses findet sich-einerseits in den Myzelien,
diffundiert aber anderseits auch in die Néhrlosung. Letzteres war nach
Versuchen mit Bodenorganismen (siehe Seite 194) auch zu erwarten.

Mucor Ramannianus verhilt sich somit gegengleich wie Rhodoto-
rula rubra, die Pyrimidin verlangt, aber das Thiazol synthetisieren kann
(Schopfer, 1937h). Ein Auszug aus Rhodotorula wirkt denn auch
fordernd auf Mucor Ramannianus. Beide Organismen brauchen in ihren
Lebensprozessen Pyrimidin und Thiazol und unterscheiden sich von
Phycomyces Blakesleeanus nur durch eine grossere Synthesefihigkeit.

Tabelle 45.

Je 10 Myzelien von Mucor Ramannianus wuarden ausgewaschen, 10 Minuten in
10 ccm Wasser ausgekocht und die Absude der Nihrlésung zugesetzt.

Testobjekt Phycomyces Bh(::;::rula
Extraktmenge T Kontrolle leem l "2 cem- [ 4 cem Secem
- Myzelabsud . . . . . . 38 60 I 98 ++ 4
» + Pyrimidin 5 42 64 ‘ 92 ++ 4+
Alte Nihrlosung . . . . . 18 ? 35 +4+
Kontrolle : Thiazolzusatz . 14 E —
» kein Wirkstoff . 13 | f i
i |
Fir Rhodotorula rubra : +-+-++4 sehr starkes, 4+ starkes, — feh-
lendes Wachstum.

B. Kiinstliche Symbiose zwischen Mucor Ramannianus und
Rhodotorula rubra.

Nach den bisherigen Ergebnissen bestand die Moglichkeit, Mucor
Ramannianus und Rhodotorula rubra zusammen in wirkstoftfreier Nihr-
losung zu ziichten; denn wenn von jedem der beiden Partner der ihm
mogliche Wachstumsfaktor synthetisiert und zum Teil in die Nihr-
losung abgegeben wurde, was durch die bisherigen Versuche erwiesen
war, so stand auch jedem Partner die ihm fehlende Aneurinkomponenté
- zur Verfiigung. Vorerst war das Wachstum der beiden in wirkstofffreie
Nihrlosung zusammengeimpften Organismen Husserst schwach. Nach
etwa acht Tagen aber begann die Entwicklung der beiden Partner rasch
anzusteigen, und nach weiteren drei Wochen hatte Mucor Ramannianus,
dessen Myzel von Hefen durchsetzt war und deshalb eine stark rote
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Farbe, wie iiberhaupt ein etwas anderes Aussehen besass, ein maximales
Gewicht von durchschnittlich 200 mg erreicht. Die Hefe hatte sich
gleichzeitig als starker Belag auf dem Boden der Erlenmeyerkolben an-
gesetzt. Auch sie zeigte eine optimale Entwicklung (Abbildung 30). Mu-
cor Ramannianus und Rhodotorula rubra bildeten somit eine Symbiose.

Abbildung 30.

Symbiose zwischen Mucor Ramannianus und Rho-
dotorule rubra. Links und rechts aussen: Mucor
und Hefe getrennt auf aneurinhaltiger Nihrlosung.
Links und rechts von der Mitte: Dieselben auf
wirkstofffreier Niahrlosung. Mitte: Dieselben in
Symbiose auf wirkstofffreier Nihrlosung.

Nun wurde gepriift, ob durch eine sehr schwache Impfung des
einen und eine starke des andern Partners das Gleichgewicht in der

Abbildung 31.
Mucor Ramannianus und Rhodotorula
rubre in Symbiose. Die dunklen Ringe
um das wachsende Gebilde bestehen
hauptsichlich aus Hefezellen, wih-
renddem sie in der Mitte vom Mucor
iiberwachsen sind. Ausserhalb der
dunklen Ringe verbreitet sich radial
nach allen Seiten ein feines Geflecht
der Hyphen des Mucors, dem entlang
die Hefezellen sich weiterentwickeln
konnen.

Symbiose verschoben werden konnte. Dies war nicht der Fall; alle
Kulturen entwickelten sich ungefihr gleich rasch und zu den gleichen
Endgewichten. Diese Stabilitit ist an sich selbstverstindlich und be-
weist die vollstindige Abhiingigkeit der beiden Organismen voneinander.
Diese unbedingte Abhingigkeit zweier Organismen voneinander ist das
Charakteristikum jeder echten Symbiose. Die Biosynthese des Pyri-
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midins durch Mucor Ramannianus wie diejenige des Thiazols durch
' Rhodotorula rubre ist dadurch nochmals bewiesen. '

C. Die Biosynthese des Aneurins aus Pyrimidin und Thiazol.

Die Methode zum Nachweis der Synthese war folgende : Mucor
Ramannianus wurde auf Thiazol geziichtet; dann wurde versucht, im
Myzel des Pilzes wie auch in der Nihrlosung Aneurin nachzuweisen.
Dies wurde versucht einmal mit der Thiochrommethode von Jansen,
dann indirekt mit dem Laugeverfahren. Die Thiochrommethode ver-
sagte in den Nihrlosungen, weil andere Substanzen in #hnlicher Farbe
fluoreszierten, wie das Thiochrom.

Myzelien, die auf Thiazol und ohne Wirkstoffe in Symbiose mit
Rhodotorule rubra geziichtet worden waren, wurden nach griindlichem
Auswaschen mit Wasser kurz aufgekocht, eine Nacht stehengelassen
und abfiltriert. Die Losungen wurden nun je zur Hilfte einer einstiindi-
gen N/10-NaOH-Behandlung bei 120° unterworfen und mit HCI neu-

tralisiert (pH 5). Alle Losungen wurden mit Phycomyces gepriift
(Tabelle 46).

Tabelle 46. :
Wachstum von Phycomyces auf Absuden von Mucor Ramanwianus.
Extrakte ‘ Myzeltrockengewichte Thio-
von Mucor Ramannianus chrom-
auf 2 cem 5ecem 10 cem 15cem 20 ccm | nachweis
Aneurin Kontrolle . . . 17 | 43 80 87 88 =
Alkalibehandlung . TV 17 23 28 26 :
Thiazol Kontrolle . . . 7 11 3L | 43 47 +2
Alkalibehandlung . 12 13 18 | 23 25
Symbiose Kontrolle . . .| 10 12 25 41 b4 o
Alkalibehandlung . 11 7 28 | 20 | 18

Durch die Laugebehandlung war die Wirksamkeit aller Losungen
auf Phycomyces herabgesetzt worden. Es mussten also Wachstums-
faktoren zerstort worden sein. Allerdings waren die Versuche nicht
vollwertig, weil auch hemmende Stoffe das Wachstum von Phycomyces
beeinflussten, was im Gewichtsabfall bei hohern Wirkstoffkonzentratio-
nen zum Ausdruck kommt. Eigenttimlicherweise wiesen aber umgekehrt
die auf Aneurin geziichteten Myzelien auch laugeresistente Faktoren auf.

Zur Anwendung des Thiochromnachweises mussten die Losungen
im Vakuum bei 60° auf /i eingeengt werden. Von der konzentrierten
Losung wurde dann je 2 cem verwendet. Dabei ergab sich fiir die auf
Aneurin geziichteten Myzelien ein deutlicher Aneuringehalt von 0,4 y
bis 0,6 y pro 2 cem Untersuchungslésung. In den andern Kulturen war
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ein Aneurinnachweis unsicher; der Wert lag unter 0,2 y auf 2 ccm
Untersuchungslosung.

Die entsprechenden N#hrlosungen von Mucor Ramannignus bzw.
der Symbiose wurden mit dem Laugeverfahren ebenfalls untersucht. Zu
je 10 cem doppelt konzentrierter Nihrlosung wurde von der unverin-
derten und der alkalibehandelten alten Nihrlosung in steigender Menge
zugesetzt und mit Wasser auf gleiches Volumen ergiinzt. Die Resultate
stimmten mit denen der Absude iiberein (Tabelle 47).

Tabelle 47. :
Wachstum von Phycomyces auf Nihrlosung von Mucor Ramannianus.
Myzeltrockengewichte
Nihrlésung mit
2 cem b cem 10 cem 15 eem 20 cem
Aneurin Kontrolle . . . 14 23 40 48 51
Alkalibehandlung . 10 22 30 32 24
Thiazol Kontrolle . 10 11 11 14 16
Alkalibehandlung . 4 8 9 9 8
Symbiose Kontrolle . . 10 13 24 41 48
Alkalibehandlung . e 17 18 - 26

An Stelle des Phycomycestestes wurde nun Mucor Ramannianus
selber als Test verwendet. Allerdings zeigte er dann nur das Vorhanden-
sein von Thiazol an, was hier aber nicht von Bedeutung war. Der Absud
von 15 auf Thiazol gewachsenen Myzelien von zusammen 2,24 g mit
120 cem Wasser wurde zur Hilfte einer Alkalibehandlung unterzogen;
dann wurden in gewohnter Weise Kulturen angesetzt.

Hier ist wihrend der Laugebehandlung bloss rund % der urspriing-
lichen Wirkstoffmenge erhalten geblieben. % miissten also aus Aneurin
bestanden haben (Tabelle 48).

Tabelle 48.
Wachstum von Mwucor Ramannianus auf Absuden seines Myzels.

Absud in cecm 1 ' 2 4 8 16

Kontrolle nicht alkalibehan-

dolE s e N AT e T Sp 10 20 40 178
Versuch Alkalibehandlung . 0 0 Sp 5 22
Sp = Spur.

Ein fernerer Versuch sei noch angefiihrt, wo ausser der Zerstdrung
des Aneurins durch Lauge noch eine Adsorption desselben an Fuller-
erde versucht wurde. Zur Untersuchung verwendet wurde ein Absud
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aus Myzelien einer wirkstofffrei geziichteten Symbiose mit Rhodotorula
rubra. Als Testpilze kamen Phycomyces und Mucor Ramannianus zur
Verwendung. Die Adsorption an Fullererde wurde gepriift an der Wirk-
samkeit der Filtrate.

Bei diesem Versuch (Tabelle 49), dem allerdings der Nachteil an-
haftet, dass nicht ein Organismus fiir sich gepriift worden ist, traten
wiederum dieselben Ergebnisse auf. Durch die Alkalibehandlung waren
rund drei Viertel der Wachstumsfaktoren vernichtet worden, was im
Versuch mit Phycomyces deutlich wird. Ebenfalls hat bei pH 4,6 eine
Adsorption in ungefihr demselben Mass (siehe Mucor Ramannianus)
stattgefunden. Phycomyces weist auf dem Filtrat ein schlechteres
Wachstum auf, als auf der laugebehandelten Losung. Das ist verstind-
lich, wenn man bedenkt, dass das Pyrimidin ebenfalls adsorbiert werden
sollte. (Eigentlich hitte hier iiberhaupt kein Wachstum von Phycomyces
auftreten diirfen.)

Tabelle 49.
Eigenschaften der durch die Ergebnisse synthetisierten Wachstumsfaktoren.
Menge der Losung Yheem | lecm | 2cem | 4cem | 8cem | 16 cem
entspricht mg Myzelabsud 104 | 208 | 41,7 | 835 167 834
Phycomyces :
Kontrolle .', . = . . . b 41042 | 80 1 88 | ‘44 1 94
Nach Alkalibehandlung . . . . /i 10 16 18 20 30
Fullererdefiltrat . . . . . . .| Sp Sp 11 10 16 24
Mucor Ramannianus : "
Koéntrolle - . ». . . . ) . .. 1 4 | 6 10 | 18 | 88
Nach Alkalibehandlung . . . . |sehr schwaches Wachstum e |

Fullererdefiltrat . . . . . . . |sehr schwaches Waclhstum T 10

Damit ist die Aneurinsynthese doch sehr wahrscheinlich gemacht.
Allerdings konnte sie nur indirekt nachgewiesen werden. Die Thio-
chrombestimmungsmethode hatte keine einwandfrei positiven Resultate
ergeben. Eigentiimlicherweise waren dhnliche Untersuchungen bei Phy-
comyces mit dem Tiertest negativ verlaufen. Das machte unsere Resul-
tate vorerst etwas unsicher. Doch konnte jetzt mit dem Phythophthora-
test von Schopfer bei Phycomyces und bei Mucor Ramannianus
Aneurin nachgewiesen werden (Schopfer, 1939). Es bleibt vor-
ldufig die Frage offen, ob es sich dabei um ein auf das Tier unwirk-
sames Aneurinhomolog handeln konnte. Allerdings lidsst der Phyco-
mycestest wenig solcher Moglichkeiten offen. In Frage kéime auch die
Cocarboxylase, auf die die pflanzlichen Aneurinteste positiv, das Tier
aber negativ reagiert.
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D. Die konstitutionsspezifische Wirksamkeit des Thiazols.

Die Wirkungsweise des Aneurins beruht wohl in allen Lebewesen
auf denselben chemischen Reaktionsgruppen. Gleichwohl reagieren die
- aneurinheterotrophen Organismen nicht einheitlich auf Substitutionen
im Aneurin oder seinen Komponenten. Da Mucor Ramannianus nur
Thiazol bendtigt, so beschrinkt sich hier das Problem auf sein Ver-
halten gegeniiber Thiazolderivaten und Thiazoloniumverbindungen (mit
5-wertigem N-Atom). Zieht man in Betracht, dass das Thiazol wahr-
scheinlich mit Pyrimidin zu Aneurin und weiter zu der Cocarboxylase
(Lohmannund Schuster, 1937 a, b) aufgebaut wird, so erhalten
die Substitutionen in 8-Stellung (Bindung des Pyrimidins) und in
5-Stellung (Bindung der Phosphorsidure) besondere Bedeutung. Fiir eine
Wirkung des Aneurins als Dehydrase nach Lipmann (1937 a, b) ist
das H-Atom in 2-Stellung wichtig (Uebergang in D1hydroaneur1n siehe
Formel VII). Eine Substitution dieser reaktionsbereiten Gruppe hebt die
Wirkung des Aneurins auf alle bisher untersuchten Organismen auf
(Schopfer, 1939). Thre Wichtigkeit fiir die chemischen Nachweis-
methoden des Aneurins ist friilher genannt worden (Seite 225).

.CHs
CH. Ié Cl (IJ C—OCH:—CH:0H
3 B ESY e 2
| s\\ / 2 5
C==C—CH:. CH:0H Ni  sC—CH:—N; |
S e N
Ns Cz - aC g 8
\z 1! / \9// \ i
HC S HsC N NHa
V. «HC1
~ 4-Methyl-5-hydroxyithyl- VI
thiazol. Aneurin.
CHs
g ——C—CH:——CH:0H
' —=U—"~0H2—0UHs
o A
N C——-CHz N
] X
o] S
e B X / \
ot N NH:
B oy
Dihydroaneurin.
H _CH; I H
o ol ¢——CCH—CH:0—P—0—b—0H
i N iy
N C%CH-A——N & OH OH
e i o
TR AN H
CHs N NH: VIIL

Cocarboxylase (Aneurinpyrophosphorsiureester).

1. Thiazoloniumverbindungen.

Unter dieser Bezeichnung verstehen wir alle Verbindungen des Thia-
zols, in denen das N-Atom (3) fiinfwertig ist. Tabelle 50 glbt eine Zu-
sammenstellung der gepruften Substanzen.

16
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. Tabelle 50.

Wachstumswukung Verschledener Thlazolomumverbmdungen auf
Mucor Ramanmanus ‘

Myzelgewmhte von Mucor Ramannianus
bei Zugabe von

| 005 | 01 | 02 | o4 ’ 08 N8

=

‘1. 3-Benzyl-4-methyl-5-8-hy- : WA TR >
droxyithylthiazol . . . . ' kein Wachstum | - 5
2. 8-[4 (5)-Methylimidazol]-4- | :
methyl-5-g-oxyithylthiazol- | af e e o , Gl
ERIERITE: "o oy oo e o M 1B 35 73 68 | 103 | 107"
3. Aneurin . . . . . . . .1 0 117 1922 | 36 B9 70 _
4. Aneurin mit Aethylgruppe IR P '
in 2-Stellung des Pyrimidins [ 0 B L 750 82 1 B2 — .
5 Aneurin. mit OH- Gruppe in 5.k ;2! R bt : i
Stellung 4 des Pyrimidins . 0-.ab i 8. hr 81 4885 1077 104 | - —

Ausser auf der ersten gedieh Mucor Ramannianus mit allen Sub-
stanzen. Dagegen konnen Organismen, die beide Aneurinkomponenten
benotigen, ausser der ersten auch die zweite und die fiinfte Verbindung
nicht ausniitzen, weil in 1 und 2 das Pyrimidin fehlt, in Verbindung 5
die wichtige NH,-Gruppe in 4-Stellung des Pyrlmldms durch eine
OH-Gruppe ersetzt ist. Die einfachste Annahme ist die, dass Mucor
Ramannianus imstande ist, aus den Verbindungen das Thla,zol abzu-
- spalten und zu verwenden. Dlese Hydrolysefihigkeit ist fiir das Aneurin
schon frither (Seite 225) festgestellt worden. Auch stimmt eine solche
Annahme mit den Befunden bei Phycomyces und andern PT-Organismen
iiberein, die diese Verbindungen ebenfalls als Thiazolquellen auszu-
niitzen vermoégen, wenn ihnen noch Pyrimidin zur Verfiigung steht
(Schopfer, 1939). Dabei bleibt unverstindlich, warum das Benzyl-
thiazol unwirksam blieb, das von Phycomyces wie andere Verbindungen
ausgeniitzt wird.

Mit dem « Aethylaneurin » (Tabelle 50) wurden regelméssiz hohere
Gewichte erzielt als mit gewdhnlichem Aneurin. Bei einer Hydrolyse der
Verbindungen und einer nachfolgenden Resynthese sollten iiberein-
stimmende Gewichte auftreten. So muss doch auch die Moglichkeit in
Betracht gezogen werden, dass gewisse Wachstumsfaktoren direkt assi-
miliert werden, ochne dass eine Hydrolyse erfolgt. Wieweit ein Umbau
der Veranderten Molekiile notig ist, ldsst sich nicht sagen. Dass nicht
unbedingt ein Umbau in Aneurin notwendlg ist, haben Bonner und
Buchmann an Pisum gezeigt. Aneurmanaloge wurden von dieser
Pflanze verwertet, aber nicht in auf Phycomyces wirksame Faktoren um-
gesetzt (Schopfer, 1939). So kénnen wir sagen, dass eine Hydrolyse
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der Thiazolpniumverbi-ndungen durch Mucor Remannianus sicher statt-
finden kann; ob sie aber auch durchgefiihrt wird, wenn direkt ver-
wendbares Aneurm oder Aneurlnanaloge Vorhegen bleibt unentschieden.

Thiochrom kann von Mucor Ramannianus nicht ausgeniitzt werden.
Fiir Phycomyces und Rhodotorule rubre kann'es als Pyrimidinquelle

dienen. Ein gleiches Hydrolysevermogen brmgt aber Mucor Ramanma-
nus kemen Vorteﬂ

CH CH; pigs
N/ 1 \0/ = \Nf%-;_cfcm
/l\ ./ﬂ,\ ./i\./c‘l cﬁz CHzOﬁ
HC N :
q ThloIcI,;rom

2. Thiazolderivate und im Thiazol verdnderte Aneurinanaloge.

* Versuche mit in 2-Stellung substituiertem Thiazol konnten nicht
gemacht werden. Die folgenden Untersuchungen bezogen sich nur aut
die Substitutionen in 5-Stellung des Thiazols. Zur Priifung gelangten :

Wachstum

d-Methiylthiaeol . o e v e e i e TR e e
4-5- Dlmethylthiazol e e Bt gl @ DA ERE Cey 0
;_4 -Methyl- 2-mercapt0thlazol A e ey 0
Aneurin mit Ersatz der Hydroxyathylgruppe in 5 Stellung :
des Thlazols durch eine f-Hydroxypropylgruppe . . 0
, —Hydroxypropylgruppe i e

Diese Versuche ergeben kein Wachstum belm Ersatz der Hydr()xy-
dthylgruppe in der 5-Stellung durch ein H-Atom, durch eine Methyl_
gruppe und durch das Hydroxypropyl. Dieselben Ergebnisse zeitigte
Phycomyces (Schopfer, 1939). Dieser verlangt ausser der end-
stindigen, reaktionsfihigen Gruppe (OH, Cl oder -O - CO * C;H;) die Bei-
behaltung der Linge der Seitenkette (-CH,-CH,-). Andere Organismen,
die Flagellaten, Staphylococcus, die Pisumwurzel u. a. sind weniger spezi-
fisch; sie reagieren auf den Ersatz der Hydroxyithylgruppe durch eine
Hydroxypropylgruppe positiv. Ohne dass weitere Substitutionsprodukte
gepriift werden konnten, léisst sich doch vermuten, dass das Verhalten von
Mucor Remannianus demjenigen von Phycomyces a,hnhch sein wird.
Die Konstitutionsspezifitit des Thiazols erscheint somit recht aus-
geprigt, vorausgesetzt, dass mit Mengen, die der optlma,len Aneurm—
dosis entsprechen, gearbeltet wird. i



- XIL Die okologlsche Bedeutung der Wachstumsfaktoren
‘ fiir Mucor Ramanmanus.

A. Wachstumsfaktoren und Symbiosen.

Mit der kiinstlichen Symbiose zwischen Mucor Ramannianus und
Rhodotorula rubra konnte gezeigt werden, wie die oft beim Zusammen-
leben zweier Mikroorganismen beobachtete Stimulation auf der Wir-
kung von Wachstumsfaktoren beruhen kann. Im erwihnten Fall sind
diese genau bekannt. Eine gleiche Symbiose kann auch zwischen Mucor
Ramannianus und Rhodotorula flavae hergestellt werden, allerdings ist
hier das Wachstum weniger gut. Rhodotorula flava reagiert wie R. rubra
auf Pyrimidin (Schopfer, 1937).

Wahrscheinlich beruht das Wachstum einiger der in Tabelle 51 ge-
nannten Mischkulturen ebenso auf einer gegenseitigen Forderung. Es ist
bekannt, dass Saccharomyces cerevisiae Biossubstanzen verlangt — auf
unserer aneurinhaltigen synthetischen Nihrlosung fand kein Wachstum
statt — aber Aneurin selber synthetisieren kann. Es ist anzunehmen,
dass in der Mischkultur von Mucor Ramannianus Biotin, von Saccharo-
myces cerevisiee Aneurin abgegeben worden ist.

Tabelle 51,

Wachstum von Mucor Ramannianus in Gemeinschaft mit andern Pilzen auf
synthetischer Nahrlosung.

Infektionspilz Entwicklung von Mucor Ramannianus
Aspergillus parasiticus . . . . . . | gut (im Infektionsmyzel)
» albus . . . . . . . . | null (auch Aspergillus).
» flavus . . . . . . . . | gut (im Infektionsmyzel)
Endomyces Magnusii . . . . . . . | null (auch Endomyces)
- Schwanniomyces occidentalis . . . . | sehr gut
Saccharomyces cerevisiae . . . . . PICR |
» ellipsoides . .. . . . PO
Rhodotorula, rubra . . . . . . . TR
» I8 .. v o0 e Bia g SEEPE AR :
Penicillium glaveum . . . . . . . | von Penicillium iiberwuchert

Hier sei auch die kiinstliche Symbiose zwischen Nematospora gos-
sypii und Polyporus adustus von K6 gl und Fries erwidhnt. Nema-
tospora synthetisiert Aneurin und verlangt Biotin, Polyporus dagegen
synthetisiert Biotin und bendtigt Aneurin.

Natiirlich kann ein Wachstum beider Organismen auch dann zu-
stande kommen, wenn der eine von ihnen auxoautotroph ist. Der
heterotrophe Partner bezieht dann nur ohne zu liefern. Damit haben wir
den Fall von einseitiger Forderung, im Extremfall vielleicht einen Para-
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sitismus. Dies ist der Fall bei Penicillium (hier hat dieses allerdings
recht rasch den Mucor iiberwuchert) und bei den beiden Aspergillus
parasiticus und A. flavus. Fir die iibrigen Mischkulturen. sind noch
weitere Untersuchungen notig.

Anderseits miissen fiir ein Zusammenleben in Mischkulturen Wohi
mehrere giinstige Umstdnde zusammentreffen. Das zeigt sich darin,
dass die Symbiose zwischen Mucor Ramannianus und Rhodotorule
flava, wo in bezug auf die Aneurinfrage gleiche Verhiltnisse vorliegen
wie bei R. rubra, das Wachstum schwach ist. Ferner zeigt es sich bei
Penicillium glowcum, wo Mucor Ramannianus nach anfinglichem Wachs-
tum bald vollstindig verdringt wird. Selten werden dann die Moglich-
keiten eines Zusammenlebens, wenn das kiinstliche Milieu fehlt. Damit
stellt sich nun auch die Frage nach der Bedeutung der Wachstums-
faktoren fiir die natiirlichen Symbiosen.

In der Natur werden die kiinstlichen Symbiosen kaum jemals zu-
stande kommen. Im Fall von Rhodotorula rubra und Mucor Ramannia-
nus sind beide Organismen (wie iiberhaupt der grosste Teil der Auxo-
heterotrophen) auf eine organische Kohlenstoffquelle angewiesen. Alle
bisherigen Versuche haben aber gezeigt, dass tiiberall dort, wo orga-
nische Substanzen in der Natur vorhanden sind, auch das Aneurin oder
seine Komponenten vorkommen. Eine Symbiose hitte somlt kaum einen
Vorteil.

Hingegen darf die Rolle der Wachstumsfaktoren fiir das Zusammen-
leben der Organismen nicht ausser acht gelassen werden. Sicher wird
manche Symbiose und wohl auch mancher Parasitismus, die heute noch
ungeklirt sind, von Wachstumsfaktoren mitbedingt. Bekannt ist vor
allem die Orchideenmycorhiza. Die Vandeen beziehen z. B. wihrend
ihres heterotrophen Entwicklungsstadiums vom Pilz Wachstumsfaktoren,
wihrenddem sie ihm N#hrstoffe liefern (Schaffstein, 1938).

Nun ist aber auch der Fall moglich, dass eine autotrophe Pflanze
ein fiir bestimmte Wachstumsfaktoren gehemmtes Synthesevermogen
besitzt, wie der Fall von Camellic nach Bonner und Greene
(Schopfer, 1939) zeigt. Diese Pflanze ist auf einen Aneurinzuschuss
von aussen angewiesen. Hier wiirde eine Symbiose zwischen den Wurzeln
der hohern Pflanze mit einem auxoautotrophen Mikroorganismus fiir
beide Partner Vorteile bringen.kénnen. Die hohere Pflanze bezige
Aneurin aus dem Mikroorganismus und dieser finde an ihren Wurzeln
Kohlehydrate

Bonner (1938) hat bei Pisum festgestellt, dass die isolierte
Wurzel wie Phycomyces Pyrimidin und Thiazol bendtigt. Diese Stoffe
miissen ihr also aus dem Spross zugefiihrt werden. Moglicherweise be-
ziehen sie aber solche auch in der Natur von aussen, d. h. von andern
Organismen. Anderseits ist durch Robbins nachgewiesen worden,
dass die Tomatenwurzel, wie Mucor Ramannianus, Pyrimidin syntheti-
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siert’ und nur Thiazol aus dem Spross bezieht. Hier wire nun der Fall
denkbar, dass bei einer Ptlanze von diesem Typus, wo die Synthese der
beiden Aneuunkomponenten nicht am glelchen Ort stattfindet; die
Bildung der einen oder andern Substanz -— erbbedingt —,erschwert
wire. Die ganze Pflanze ndherte sich dann mehr oder weniger dem
Mucor Ramannianus- oder dem Rhodotorula rubra-Typus. Dann wire
eine Symbiose mit einem Pyrimidin- bzw. Thiazolpilz nicht ausgeschlos-
sen. Vielleicht diirfte das Zusammenleben von Mucor Ramannianus mit
jungen Kiefern auch unter diesem Gesichtspunkt untersucht werdén.

~ Der weitaus hiufigste Fall wird allerdings der sein, dass der mehr
oder weniger auxoheterotrophe Mikroorganismus als Parasﬂ: oder Sapro-
phyt der auxoautotrophen Pflanze auftritt.

'B Dle Bedeutung des Erdbodens fiir einen Austausch der Wachstums-
faktoren zwischen den Pflanzen. :

- Es ist gezeigt worden, dass auch der Erdboden auf Mucor Raman-
nianus wirkende Wdchstumsfaktoren enthilt, Fiir die Anreicherung an
solehen kommen folgende Quellen in Betracht : \

a) Aus den Wurzeln der hohern Pflanzen dlffundleren Wachstums-
faktoren (nebst andern Substanzen) in den Boden. (s. Seite 186).
b) Mit den abfallenden Samen und Blittern und ihrer Zersetzung auf
oder in der Erde werden dieser direkt Wachstumsfaktoren zu-
gefiihrt. In faulendem Laub konnten betrichtliche Mengen - von
Wachstumsfaktoren nachgewiesen werden (s. Seite 196). Dabei
bleibt allerdings unentschieden, ob es die urspriinglich in den
Blittern vorhandenen oder im ZersetzungSprozess gebﬂdeten
. Wirkstoffe sind.
c¢) Die ganz oder tellwelse auxoautotrophen Mlkrolebewesen des Bo-
dens geben Wachstumsfaktoren in ihre Umgebung ab. Mit Bak-
terien und Pilzen des Waldbodens wird eine N#hrlosung stark an
. Wachstumsfaktoren angereichert (Seite 194).

‘Somit miissen in bezug auf die Wachstumsfaktoren auch Bemehun-
gen bestehen vom Lebewesen zum Boden und zum andern Lebewesen.
Hier erhebt sich nun die Frage, welche Rolle der Erdboden dabei spielt.

~ Die Feststellung, dass der Wirkstoffgehalt des Bodens mit der
Tiefe rasch abnimmt, ist verstindlich, wenn man bedenkt, dass die Zu-
fuhr der Wachstumsfaktoren hauptsichlich von den obern Erdschichten
her erfolgen muss. Dass tiefere Schichten nur einen sehr geringen Wirk-
stoffgehalt aufweisen, kann aber seinen Grund auch darin haben, dass
hier Zersetzungen desselben stattfinden, oder dass durch das Sicker-
wasser eine- Auslaugung und Abfithrung derselben vor sich geht. Ander-
seits besteht die Moglichkeit, dass die Wachstumsfaktoren adsorptlv
an ihrem Ursprungsort zuriickgehalten werden. . ,



e

. Der nachfolgende Versuch sollte dariiber einen ~Anhaltspunkt
geben; es wurde das Adsorptionsvermogen einer Erdprobe fiir Aneurin
untersucht. Die. Versuchsanordnung gibt das nachfolgende Schema :

100 ccm Aneurinlosung & 0,4p/cem -

(total 40 ) Wasser rein

I | IL - - e 1L,

50 cem zu 50 g trockener Wald- | Aneurinlésung | Behandlung genau wie I,
erde gegeben und 24 Std. ste- |  Kontrolle statt mit Aneurinld-
hen gelassen (Kiihlschrank). gung, 80 hier mit Was-
Dann Fliissigkeit abfiltriert. | - , ser. .

Es werden weniger als 50 ccm Filtrat.
zuriickgewonnen. i .| Dazu Aneurinlgsung.

Losung unverindert verwendet | Kontrollkulturen | Kontrolle : Wirkung der
zu Kulturen.’ ‘ - Erdwirkstoffe + Aneu-

: ' i :

‘Die Resultate sind in Tabelle 52 zusammengestellt.

Wiirde die Erde ohne Einfluss auf das Aneurin gewesen sein, so
miisste das Erdfiltrat pro 1 cem noch den gleichen Aneurinwert auf-
weisen wie die Kontrollen II und IIl. Ein Zusatz von 4 ccm Filtrat, das
einem Aneurinwert von 1,6 y entsprach, hatte aber nur die Wirkung von
etwa 0,05 y, also von 1/32 Durch die Kontrolle ITI ist ausgeschlossen,
dass das Resultat auf einer Hemmung durch Beistoffe beruht. Ferner ist
durch den erneuten Auszug mit verdiinntem Alkohol erwiesen, dass
auch keine Zerstorung des Aneurins stattgefunden hatte. Es muss von
der Erde adsorbiert worden sein. Handelt es sich im Boden um Aneurin,
so bleibt dasselbe wohl adsorptiv in den Entstehungsschlchten haften
Weltere Versuche hieriiber sind noch nicht gemacht worden.

| Tabelle 52.
Adsorption des Aneurins durch Erde.

4 Urspriinglicher Aneuringehalt
Zusatz zur Nahrlosung :

04y | 08y 16y

“Erdfﬂtrat der Aneurinlosung (@) . . . . . e B s
~ Kontrolle Aneurin rein II). ... . . . . 1 180 L 125
‘Kontrolle Aneurin + Wasserauszug aus Erde ‘ : L
BBt v e M 120 140
- Erneuter Auszug mit 50 cem verdimntem il Sl
CeAlhol R D T P Tl




Die Bindung der Wachstumsfaktoren an die Erde wird aber noch
~durch eine weitere Beobachtung wahrscheinlich gemacht. Walderde von
einer Stelle am Niesen in 1200 m Hohe, wo durch die Unméoglichkeit
des Holzschlagens vollig natiirliche Verhiiltnisse bestehen, aus 20 e¢m
Tiefe, schwarz, vom pH 7,2 wurde in der Luft getrocknet und dann
mehrmals extrahiert. Die auf /10 des Erdgewichtes eingeengten Losun-
gen wurden auf Mucor Ramannianus gepriift (Tabelle 53).

Tabelle 53.
Wirkung von vier Ausziigen aus 250 g Erde.

Lésung in cem 1 2,5 5 10
entspricht Erde in g 10 25 o 50 100
1. Auszug: 1 Stunde kochend . . . 55 221 239 —

R 12 Stunden kalt . . . . Wachstum vorhanden
3. » 1 Stunde kochend . . . — 246 260 215,

4, » 1 » mit  heissem,

verdiinntem Alkohol . . . . . . —_— 136 176 215

: Durch diese vier Extraktionen- war noch keine Erschopfung des

Wirkstoffgehalts der Erde eingetreten. Es muss demnach ein bedeutend
grosserer Gehalt an Wachstumsfaktoren angenommen werden, als ein
einmaliger Auszug vermuten liesse. Die Nichtfreizabe der Wachstums-
taktoren wihrend einer Extraktion muss aber doch auf einer Adsorp-
tion beruhen.

Die Frage, ob die Wachstumsfaktoren im Boden einer Zersetzung
anheimfallen und dadurch fiir die Pflanzenwelt verlorengehen, ist nicht
untersucht worden. Doch weisen Dekokte von Torf, die ein positives
Wachstum von Mwucor Ramannianus und Phycomyces auslosten, eher
darauf hin, dass die Wachstumsfaktoren grosse Zeitspannen iiber-
dauern konnen. _ :

Aus diesen Tatsachen geht hervor, dass zwischen den Lebewesen
iber das Zwischenglied des Bodens wohl ein Austausch von Wachs-
tumsfaktoren in grossem Ausmass stattfindet. Es ist ein Austausch vom
auxoautotrophen zum auxoheterotrophen Organismus in bezug auf jeden
einzelnen Faktor. Beriicksichtigen wir aber die Mannigfaltigkeit der
Heterotrophie in bezug auf die verschiedenen Wachstumsfaktoren, so
gelangen wir zum Schluss, dass die Beziehungen von Lebewesen zu
Lebewesen hier uniibersehbar vielgestaltig sein werden (Schopfer,
1939).

In diesem Zusammenhang gewinnen die kiinstlichen Symbiosen
auch eine andere Bedeutung. Nochmals zuriickkommend auf die Sym-
biose zwischen Mucor Ramannianus und Rhodotorula rubra sei die Frage
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gestellt, wie eng das Zusammenleben hier sei. Grundsédtzlich bestehen
zwei Moglichkeiten. Entweder besitzen die Partner die Fihigkeit, die
gegenseitig bendtigten Stoffe einander aktiv zu entnehmen, also ge-
wissermassen gegenseitig als Parasiten aufzutreten, oder aber konnen
sie nur — in bezug auf die Symbiose passiv — diejenigen Stoffe auf-
nehmen, die vom Partner in die N#hrlosung diffundiert sind. Im letz-
teren Fall, der fiir unsere Symbiose wohl hauptsichlich zutrifft, steht
somit zwischen den Partnern als Zwischenglied die Né#hrlosung. Sie
ersetzt im Versuch die Erde. Der Versuch ist also eine Demonstration
des Stoffaustausches, wie er in der Natur stattfinden wird.

Damit stellt sich das Problem der Verbreitung von Mucor Raman-
nianus von neuem. Fiir das fast ausschliessliche Vorkommen im Wald-
boden besteht von Seite der Versorgung mit Wachstumsfaktoren kein
Grund. Es miissen vielmehr andere Faktoren die Verbreitung bestim-
men. Die Wasserstoffionenkonzentration wird eine Rolle als begrenzen-
der Faktor spielen. Vor allem aber wird der Pilz doch wohl durch das
reichlichere Vorhandensein organischer Kohlenstoffquellen an den Wald
und an die Nihe der Wurzeln gebunden sein (Tabelle 54).

Tabelle 54.
Erde als Kohlenstoffquelle.
Mucor Ramannianus auf Erddekokt mit Glucose ohne Glucose
M 16¢ Krde; 1B em Tiefe L0 0 4 i v 20 mg 0
» B0g » 6— 8cm > SHONE Ol e 26 mg 7,5 mg
» 10g "o» 1-—Bem » Ao R N 87 mg 2,5 mg-

Ferner konnte auf Extrakten aus einigen bestimmten Pflanzenmate-
rialien, wie Pinussamen, Weizenkeim, Reiskleie, Hefe usw., ein Wachstum
von Mucor Ramannianus erzielt werden, wie es mit synthetischen Sub-
stanzen kaum moglich war. Die Ursache kann darin liegen, dass mit
den Extrakten der Nihrlosung noch foérdernde Nihrstoffe zugefiihrt
wurden. Es konnte sich aber auch um einen weitern Wachstumsfaktor
handeln, dessen Synthese Mucor Ramannienus wohl noch bis zu einem
gewissen Grad durchfithren kann, dessen Zugabe zur N#ihrlosung aber,
dhnlich wie bei Absidia ramosa u. a. das Aneurin (Schopfer, 1937 b),
eine Forderung bedeutet. Auch hierin konnte erneut das Problem seines
spezifischen Vorkommens zu suchen sein. :

XII. Zusammenfassung.

Mucor Ramannianus gedeiht auf synthetischer, wirkstofffreier
Néhrlosung nicht. Das Wachstum ist aber optimal, wenn der Né&hr-
I6sung pro 1 Liter 60 y Aneurin oder 30 y Thiazol beigefiigt werden.
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Als Kohlenstoffquellen kann Mwucor Ramannianus alle Kohle-
hydrate ausser der Cellulose, die hoheren Alkohole, die pflanzhchen
Membranstoffe Lichenin und Pektin verwerten. e

Als Stickstoffquellen konnen die organischen Verbmdungen von
den Eiweissen bis zu den Aminosduren und die anorganischen Verbin-
dungen wie Nitrate, Ammoniumverbindungen, Ammoniak a,usgenutzt
werden. : :

Fiir ein gutes Wachstum muss die H-Ionenkonzentration zwischen
pH 3 und 6 liegen. Der Pilz siuert seine Umgebung selber stark an.

~ Licht, Temperatur, Kohlensiuregehalt der Luft haben innerhalb
normaler Grrenzen keinen Einfluss.

Die Verbreitung der auf Mucor Ramannionus wirksamen Wirk-
stoffe ist allgemein. Alle untersuchten Pflanzen und Pflanzenteile
hatten eine wachstumstérdernde Wirkung auf Mwcor Ramannianus.
Besonders intensiv wirkten Ausziige aus Reiskleie, Weizenkeim, Wei-
zenkorn, Pinussamen usw., also Stoffe; die aneurinreich sind. Eine
Wirksamkeit auf Mucor Ramannianus hatten aber auch Nihrlosungen,
auf denen wirkstoffautotrophe Mikroorganismen (Pilze, Bakterien) ge-
wachsen waren. Wachstumsférdernd wirkten ferner Harn sowie Aus-
ziige aus Erde.

Die wirksamen Substanzen kénnen durch die pflanzlichen Membra-
nen diffundieren. Der Gehalt des Bodens an Wirkstoffen riihrt wohl
zum Teil davon her; Wurzeln, aber auch auf den Boden fallende Pflan-
zenteile werden von ihrem Wirkstoff an den Boden verlieren. Aber
auch die wirkstoffautotrophen Bodenorganismen werden zur Anreiche-
rung beitragen.

Im Boden ist eine Parallelitit des Stickstoffgehaltes mit der Menge
der Wirkstoffe festzustellen. Vielleicht unterliegen die Wirkstoffe einer
adsorptiven Bindung an den Humus, wie dies fiir das A_neurm fest-
gestellt werden konnte.

Es scheint, dass die Wachstumsfaktoren bedeutend verbreiteter und
in grosserer Meng’e vorhanden sind, als das Vorkommen von Mucor
Ramannianus schliessen liesse. Fiir Mucor Ramannianus spielt aber
nicht nur das Auffinden einer geniigenden Menge von Wirkstoffen, son-
dern ausserdem die Wasserstoffionenkonzentration des Bodens und vor
allem der Mangel an geniigenden Kohlenstoffquellen eine die Verbrei-
tung beschrinkende Rolle. :

Die Eigenschaften der Wachstumsfaktoren verschiedener Herkunft
stimmten allgemein miteinander iiberein. Charakteristisch sind folgende:
Adsorblerbarkeﬂ an Tierkohle, nichtfillbar mit Bleiacetat, nichtzerstor-
bar durch mehrstiindiges Erh1tzen auf 130°. Loslich in Alkohol Metha-
nol, Aceton, Pyridin, Benzol, Chloroform, Wasser. Schlecht 18slich -in
Aether.'Zerstﬁrbar durch VeraSchung. Eine Adsorption an Fullererde,
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eine Fillung mit Phosphorwolframsiure verlaufen nicht quantitativ,
ebenso ist keine vollstindige Zerstorung durch H1tzebehandlung in al-
kalischem Milieu moglich.

Cha,rakterlstlsche Eigenschaften fiir die Synthetlschen Wa,chstums-
faktoren sind :

" @). Aneurin : Unloslichkeit in Chloroform, adsorbierbar an Fullererde
~bei pH 4,6. Zerstorbar durch alkalische Erhitzung. Fallbarkelt mlt
Phosp‘norwolframsaure
b) Thiazol : Loslichkeit in Chloroform, Nlchtadsorblerbarkelt an

Fullererde bei pH 4,6. Nlchtzerstorbarkelt durch Alkali.
¢) Pyrimidin : Schlechte Loslichkeit in Chloroform. Adsorblerbar an
. Fullererde. Alkaliresistenz.

oo -Die ‘Elgenschaften der natiirlichen Extrakte sprechen dafiir, dass
ihre Wirksamkeit auf einem Gemisch Aneurin, Pyrimidin, Thiazol be-
~ ruht. Der M-Faktor wire somit zum Teil den Komponenten Pyrimidin
und Thiazol gleichzusetzen. Fiir Mucor Ramannianus wiirde er mit dem
Thiazol identisch sein. Doch miissen auch noch bisher nicht bestimmte
Faktoren eine Rolle spielen.

‘Die oben angefiihrten Eigenschaften erlauben auch eine Trennung
der ‘Wirkungen der verschiedenen Komponenten.

Unter noch nicht vollig abgeklirten Bedingungen wird das synthe—
tische Aneurin in wisseriger Losung in der Hitze in seine Komponenten
Pyrimidin und Thiazol zerlegt. Die Spaltung in dieser Weise ist nicht
quantitativ; ein Teil der Wirksamkeit geht meistens verloren.

In. den Extrakten scheint die Spaltung des Aneurins in der Hitze
quantxtatlv zu verlaufen. Dadurch ist das Auseinanderweichen von Tier-
und - _Phycomycesteat nach einer Hitzebehandlung aneurinhaltiger Sub-
stanzen zu erkliren. Durch das dargestellte Laugeverfahren wird es
moglich, auch mit dem Phycomycestest den Aneuringehalt einer Sub-
stanz zu bestimmen. Zugleich kann damit aber auch der Gehalt an
Pyrimidin und Thiazol ermittelt werden. ;

- Mucor Ramannianus ist imstande, die eine Komponente des Aneu-
rins, das Pyrimidin selber zu synthetlsleren Er benotwt diese in
ceinem Stoffwechsel.

. Anderseits vermag Rhodotorula rubra, die mit dem Pyrimidin in
del Nihrlosung auskommt, das Thiazol selbst zu bilden. :

- Impft man Mucor Ramannianus und Rhodotorula rubra zusammen
in wirkstofffreie Nihrlosung, so bildet jeder Partner die Komponente,
die-der andere benttigt. Sie bilden eine kiinstliche Symbiose.

Die Aneurinsynthese durch Mwucor Ramannienus konnte nicht
streng bewiesen werden; sie ist aber wahrscheinlich. Die Bestimmungen
miissten mit sehr grossen Mengen durchgefiihrt werden, ferner miisste
eine Reinigung der Substanzen erfolgen.
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Die konstitutionsspezifische Wirksamkeit der Thiazole : :

Nicht verdndert werden diirfen die Aethylgruppe in 5. Eine lin-
gere oder kiirzere C-Kette hebt die vitaminische Wirkung auf.

Eine Verbindung des Thiazols am N-Atom iiber eine CH,-Gruppe
mit einem nichttoxischen Stoff verindert die Wirkung nicht.

Aneurinanaloge : Eine Veridnderung des Pyrimidinkerns hat keine
Wirkung auf Mucor Ramannianus. Eine Verinderung der Oxyithyl-
gruppe am Thiazol hebt die Wirkung auf.

Thiochrom kann von Mucor Ramannianus nicht verwertet werden.

Die vorliegende Arbeit wurde im Botanischen Institut der Univer-
sitdt Bern in der Zeit vom M#rz 1936 bis zum Dezember 1938 ausgefiihrt.
Es sei mir gestattet, meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor
Dr. W. H. Schopifer, auf dessen Veranlassung die Arbeit unternommen
wurde, fiir die Unterstiitzung, die er mir jederzeit gewihrte, und das
Interesse, das er meiner Arbeit entgegenbrachte, meinen herzlichen Dank
auszusprechen.

Ferner danke ich der Firma Hoffmann-La Roche fiir das Aneurin
und dessen Komponenten und Substitutionsprodukte, sowie der «Ciba »
tiir das Orypan. Auch Herrn Dr. Grewe sei fiir die Uebermittlung eines
. Aneurinsubstitutionsproduktes der beste Dank ausgesprochen.
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