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BAND 41 1950 HEFT 3/4

Mikrobiologische
Vitamin- und Aminosdurebestimmungen

Vorschlage der eidg. Lebensmittelbuch-Kommission, unterbreitet
von O. Wiss, Basel

(aus dem physiolog. chem. Institut der Universitat Basel)

Allgemeines

Die Erforschung des Stoffwechsels der Mikroorganismen hat zur Entdeckung
gefuhrt, dass ihr Bedarf an Vitaminen in vielen Fallen weitgehend demjenigen
des tierischen Organismus entspricht. So missen vor allem die Vitamine des
B-Komplexes in gleicher Weise dem Tiere und einer Reihe von Mikroorganismen
zugeftihrt werden. Ahnlich liegen die Verhaltnisse fiir die Aminosauren. Es gibt
Mikroorganismen, die wie der tierische Organismus nicht imstande sind, einzelne
Aminosauren selber zu bilden. Diese Erscheinung ermoglicht es, Vitamine und
Aminosaurén auf mikrobiologischem Wege quantitativ zu bestimmen.

Zur einwandfreien Bestimmung missen jedoch folgende Voraussetzungen
erfillt sein: Der verwendete Stamm muss so beschaffen sein, dass die Anspriiche
auf die einzelnen Nahrbodenbestandteile bei langerer Ziichtung unverandert
bleiben. Die Néahrlosung muss alle fur das Wachstum notwendigen Stoffe, mit
Ausnahme des zu bestimmenden Vitamins oder der zu bestimmenden Amino-
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saure, in optimaler Konzentration enthalten. In einem bestimmten Konzen-
trationsbereich muss Zusatz von steigenden Mengen des zu bestimmenden Vita-
mins oder der zu bestimmenden Aminosaure einen gut abgestuften Wachstums-
effekt hervorrufen, so dass die Ermittlung einer Standardkurve moglich ist.

Diese Voraussetzungen sind weitgehend verwirklicht bei vielen Milchsdure-
bakterienstaimmen und bei einigen Pilzen, wie Phycomyces blakesleeanus und
Neurospora-Arten. Durch Auswahl geeigneter Stamme und Mutanten ist es
gelungen, fir jedes Vitamin des B-Komplexes und fiir den Grossteil der Amino-
sauren Bestimmungsmethoden auszuarbeiten.

Prinzip der Methoden

Die Durchfithrung der Bestimmungen ist in allen Fallen prinzipiell gleich.
Einer Reihe von Versuchsansatzen, welche dieselbe Menge Néhrlisung (2—5 cm?)
enthalten, werden abgestufte Mengen des zu bestimmenden Vitamins bzw. der
zu bestimmenden Aminosaure zugesetzt. (Standardwerte). Es empfiehlt sich, pro
Standarddose mindestens 3 Vergleichsansitze einzusetzen. Weitere Ansitze er-
halten an Stelle der bekannten Vitamin- oder Aminosaurel6sung die zu bestim-
mende Substanz. Es werden 3 verschiedene Konzentrationen gewahlt, die so
beschaffen sein sollen, dass sie innerhalb der Standardwerte liegen. Auch hier
sollen fur eine Konzentration mindestens 3 Vergleichsansitze vorgesehen werden.
Die Ansatze werden alle in gleicher Weise geimpft und bebriitet. Zur Impfung
verwendet man eine aus einer Dauerkultur hergestellte Impflosung. Nach Ablauf
einer ein- bis mehrtagigen Wachstumsperiode wird, wenn es sich um Bakterien
handelt, entweder der Milchsduregehalt titrimetrisch bestimmt oder der Tri-
bungswert der Bakteriensuspension gemessen; wenn Pilze zur Bestimmung ver-
wendet wurden, ermittelt man das Trockengewicht des Myceliums. Der Vergleich
der Wachstumswirkung, bedingt durch bekannte Vitamin- oder Aminosdure-
dosen einerseits und durch die zu bestimmende Substanz anderseits, ermoglicht
eine quantitative Auswertung.

Vitaminbestimmungen

Bestimmung des Lactoflavins (Vitamin Bz)
Methode nach Snell und Strong') mit Lactobacillus casei ¢ 2)

Dauerkultur: Der Stamm wird auf Schragagar von folgender Zusammensetzung

geziichtet: 1,5 % Hefeextrakt (Difco)
0,5 %0 Glucose
1,5 %0 Agar

Die Uberimpfung erfolgt monatlich. Unmittelbar nach der Impfung wird
die Kultur 24 Stunden bei 37° C gehalten, anschliessend bei 4° C aufbewahrt.
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Néhrlosung: Zur Bereitung der Nahrlosung sind folgende Stammlosungen her-
zustellen:

1.

Peptonlosung: 20 g Pepton (Difco) werden in 125 cm® Wasser gelost und
mit 125 cm? 8 %/oiger Natronlauge verdiunnt. Zur Zerstorung des eventuell
vorhandenen B2-Gehaltes wird die Mischung tagsiber wahrend ca. 12
Stunden dem Tageslicht ausgesetzt und anschliessend tiber Nacht minde-
stens 12 Stunden in einem Abstand von 50 cm mit einer 100-Watt-Lampe,
d.h. wihrend total 24 Stunden, belichtet. Dann wird die L osung mit Eis-
essig neutralisiert (dazu sind ca. 14 cm® notwendig) und mit 5,8 g wasser-
haltigem Natriumacetat versetzt. Das Volumen der Losung wird mit
Wasser auf 400 cm? erganzt. Die Haltbarkeit betragt unter dinner Toluol-
schicht im Eisschrank ca. 14 Tage. Sollte sich die Losung vor Ablauf
dieser Zeit triben, so ist sie nicht mehr brauchbar.

Hefeauszug: 50 g Hefeextrakt (Difco) werden in 250 cm® Wasser gelost
und mit 250 cm?® einer 30 %/oigen basischen Bleiacetatlosung versetzt. Durch
Zusatz von konz. Ammoniak wird die Losung bis auf ca. pH = 10 alkali-
siert. Vom dadurch entstehenden Niederschlag wird abfiltriert und das
Filtrat durch Zusatz von Eisessig angesauert (LLackmus). Die Losung wird
zur Ausfallung des Bleis mit Schwefelwasserstoff durchstromt. Nach Ent-
fernung des Bleisulfidniederschlages mit Wasser auf 500 cm?® erginzen.
Haltbarkeit im Eisschrank unter Toluol: 3 Monate.

[-Cystinlosung: 2 g 1-Cystin werden 1n ca. 50 cm?® Wasser suspendiert und
gekocht. Durch Zusatz von 2,5 c¢cm?® konz. Salzsaure und durch langeres -
Erhitzen geht das Cystin in Losung. Das Volumen wird auf 500 ¢cm? mit
Wasser erganzt. Haltbarkeit unter Toluol bei Zlmmertemperatur einige
Monate.

. dI-Tryptophanlésung: 2 g dl-Tryptophan werden in ca. 50 cm?® Wasser

zum Sieden erhitzt und tropfenweise bis zur vollstandigen Losung mit
konz. Salzsdure versetzt. Mit Wasser auf 500 cm?® erganzen. Haltbarkeit
unter Toluol im Eisschrank: mehrere Monate.

. Adenin+ Guanmin+ Uracillosung: Je 50 mg Adenin, Guanin und Uracil

werden in 50 cm® Wasser suspendiert und nach Zusatz von 15 bis 20
Tropfen konz. Salzsdaure bis zur vollstindigen Losung auf dem siedenden
Wasserbad gehalten. Nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur wird das
Volumen mit Wasser auf 50 cm?® erganzt. HaItbarkelt im Eisschrank unter
Toluol: 14 Tage.

. Xanthinlosung: 50 mg Xanthin werden in 50 cm?® Wasser suspendiert, ca.

15 Tropfen konz. Ammoniak zugegeben und bis zur vollstandigen Losung
auf dem siedenden Wasserbad gehalten. Nach Abkiihlen auf Zimmer-
temperatur wird das Volumen mit Wasser auf 50 cm? erganzt. Haltbarkeit
unter Toluol im Eisschrank: 14 Tage.
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10.

. Galcrum-fantothenal, Pyridoxin (Bs), Nicotinsdure (PP): Je 10 mg Ca-

pantothenat, Pyridoxin und Nicotinsaure werden in je 100 cm® Wasser
gelost. Haltbarkeit unter Toluol im Eisschrank: 8 Tage.

. p-Aminobenzoesdurelosung: 10 mg p-Aminobenzoesaure werden in 100

cm?® Wasser suspendiert und zur vollstandigen Losung 3—4 Tropfen Eis-
essig zugegeben. Haltbarkeit unter Toluol im Eisschrank: 8 Tage.
Salzlosung A: 25 g KH2PO4 und 25 g K2HPO4 werden in 250 cm® Wasser
gelost. Haltbarkeit im Eisschrank unbeschrankt.

Salzlésung B: 10 g MgSOs - 7 H20, 0,5 g NaCl, 0,5 g FeSO4 - 7 H20 und
0,5 g MnSOs« - 4 H20 werden in 250 cm® Wasser gelost. Um ein Ausfallen

von Salzen zu verhindern, werden 5 Tropfen konz. Salzsaure zugegeben.
Haltbarkeit im Eisschrank unbeschrankt.

Bereitung der Nihrlosung:

Glucose 20 g

Xylose l g

Natriumchlorid g0

Ammoniumsulfat 3 g

Peptonlosung 100 cm?
I-Cystinlosung 25 em®
dl-Tryptophanlésung 25 em®
Hefeauszug ' 20 cm?
Adenin+ Guanin-+ Uracil-Losung 10 cm?
Xanthinlosung 10 cmd
Ca-pantothenatlosung [ cm?
- Nicotinsaurelosung 1 cmd
Pyridoxinlosung I cm?
p-Aminobenzoesaurelosung 4 cm?
Salzlosung A 5 cm?
Salzlosung B 5 cm?

werden im Messkolben mit Wasser auf 500 cm?® erganzt. Die frisch bereitete
Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und mit 40 °/viger Natronlauge auf
pH = 6,8 eingestellt *).

B2-Standardlosung: Es werden genau 25 mg Lactoflavin eingewogen, im Liter-
messkolben in wenig Wasser suspendiert, mit 1 cm?® Eisessig versetzt und
auf 1000 cm3 mit Wasser aufgefiillt. Diese Stammlosung wird unter Toluol
im Eisschrank im.Dunkeln aufbewahrt und ist 14 Tage haltbar. Zur Bereitung
der Standardlésung wird | cm?® der Stammlosung auf 250 cm® mit Wasser
verdiinnt, so dass 1 cm? 0,1 ¥ B2 enthalt.

*) Fir die Bereitung der Dauerkultur, Impflosung und Nahrlosung sind gebrauchs-
fertige Priparate von der Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhaltlich.
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Impflosung: In 2 Zentrifugengldaser von 15 bis 20 cm?® Inhalt werden 5 cm?
Nihrlosung, 2,5 cm?® Standardlésung und 2,5 cm?® Wasser gegeben. Die Zentri-
fugenglaser werden mit Wattepfropfen verschlossen und wahrend 10 Minuten
bei 115° C sterilisiert. Nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur werden die
Ansitze mit Impfgut der Dauerkultur beimpft und wahrend 18—20 Stunden
bei 37° C gehalten. Durch 10 Minuten langes Zentrifugieren ber ca. 3000
Touren werden die Bakterien abgetrennt; die tiberstehende Flussigkeit wird
abgegossen und durch 10 cm? sterile physiologische Kochsalzlosung ersetzt.
Die homogene Suspension wird bis auf ca. 1l cm® verworfen und der Rest
“durch Zusatz von ca. 15 cm® Kochsalzlosung verdunnt.

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: Es ist zu berticksichti-
gen, dass Stiarke und freie Fettsauren ein zusatzliches Wachstum verursachen
konnen, Die freien Fettsauren werden durch 10stindige Extraktion mit Pe-
trolather (Sdp. 40—60° C) im Soxhlet entfernt; die Starke wird durch Hydro-
lyse aufgeschlossen, indem das zu bestimmende Material in 0,In-Salzsaure
wahrend 15 Minuten bei 120° G im Autoklaven gehalten wird. Nach Zusatz
von ca. 0,7 g Natriumacetat wird mit Natronlauge bis pH = 4.5 neutralisiert,
vom Ungelosten abfiltriert, ein aliquoter Teil auf pH = 6.8 eingestellt und
so verdinnt, dass pro cm?® ca. 0,05 y B2 enthalten sind.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Als Versuchsgefasse dienen grosse Reagenz-
glaser von ca. 2 cm Durchmesser und mindestens 15 cm Lange. In je 3 Réhren
werden 0,5 cm? (0,05 v), 1,0-ci® (0,1 v), 1,5 cm® (0,15 ¥), 2,0 cm?® (0,2-%)
und 2,5 cm?® (0,25 y) der Standardlésung eingefillt. Je 3 weitere Glaser
erhalten 2,0, 3,0 und 4,0 cm?® des zu untersuchenden Extraktes. Dann werden
alle Ansatze mit Wasser auf 5 cm? aufgefillt, 3 weitere Rohren dienen als
Leerwerte und erhalten ausschliesslich 5 ecm?® Wasser. Durch Zusatz von je
5 cm?® Nahrlosung wird das Gesamtvolumen aller Ansatze auf 10 cm? erganzt.
Die Rohren werden, nachdem sie mit Wattepfropfen verschlossen worden
sind, zur Sterilisierung wihrend 10 Minuten im Autoklaven bei 115° C ge-
halten. Nachdem auf Zimmertemperatur abgekiihlt worden ist, werden die
Ansatze durch Zugabe von je 1 Tropfen der oben beschriebenen frisch
bereiteten Impflosung geimpft. Die Rohren werden wahrend 3 Tagen bei
37° C im Brutschrank gehalten. Anschliessend wird durch einfache Titration
mit n/10 Natronlauge und Bromthymolblau als Indikator der Milchsaure-
gehalt bestimmt.

Auswertung: Die Titrationswerte der Standardansitze werden in einem Koordi-
natensystem mit den Standardwerten in Beziehung gesetzt, wobei auf der
Abszisse die Standarddosen, auf der Ordinate die verbrauchten ¢m? Natron-
lauge aufgetragen werden. Es ist zu unterscheiden zwischen einem linearen
und einem gebogenen Verlauf der Standardkurve. Wenn die Kurve gebogen
verlauft, wird der Gehalt der 8 Extraktdosen durch einfaches Ablesen aus
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der Standardkurve ermittelt und daraus der Mittelwert errechnet. Die ein-
zelnen Werte sollten nicht mehr als + 10 °/o voneinander abweichen.

Eine lineare Kurve, oder zumindest eine Kurve, die im Bereich der Extrakt-
dosen linear verlauft, wie sie sich im allgemeinen beim B2-Versuch ergibt,
ermoglicht eine genauere Auswertung. Der linear verlaufende Teil von
Standard- und Extraktkurve wird bis zur Ordinate verldngert und der
Schnittpunkt ermittelt. Gemeinsamer Schnittpunkt oder eine nur geringe

Abweichung verspricht ein genaues Resultat. Die weitere Auswertung soll
mit folgendem Beispiel illustriert werden:

cm? n/10

NaOH

Standardkurve

w

Priparatkurve

0,25 ) Lactoflavin
5 mg 10 mg des Prédparates

Figur 1

Schnittpunkt der Standardkurve bei 1,0 cm?® n/10 NaOH. Die grosste Standarddose
von 0,25 v verbraucht durchschnittlich 7,0 cm?® n/10 NaOH. 7,0—1,0 ergibt diejenige
Laugemenge, die 0,25 v entspricht. 1 vy ist somit 24 cm® n/10 NaOH gleichzusetzen.

Die kleine Extraktdose, die 5 mg des untersuchten Ausgangsmaterials enthalt, ver-
braucht 2,5 ¢cm?® n/10 NaOH, die grosse Extraktdose, die 10 mg enthilt, verbraucht
4,0 cm? n/10 NaOH. Demnach entsprechen 5 mg (10—5) einer Laugemenge von 1,5 cm’
1 g demnach 300 cm?.

Resultat: 300 cm® : 24 cm® = 12,5 v B2 pro g des untersuchten Materials.
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Bestimmung von Nicotinsaure und Nicotinsaureamid
Methode nach Snell und TWright *) mit Lactobacillus arabinosus 17/5 )

Dauerkultur: Der Stamm wird auf Schragagar von folgender Zusammensetzung

ezuchtet:
J 1.0 %y Glucose

1,0 % Hefeextrakt (Difco)
1,5 % Agar

Die Uberimpfung erfolgt monatlich. Unmittelbar nach der Impfung wird die
Kultur 24 Stunden bei 37° C gehalten, anschliessend bei 4° C aufbewahrt.

Nihrlosung: Ausser den bei der Lactoflavinbestimmung angefiithrten Stamm-
losungen werden noch folgende benotigt:

. Uitaminfreies Casein-Hydrolysat: Vor der Hydrolyse ist vitaminfreies
Casein *) noch weiter zu reinigen. 100 g vitaminfreies Casein werden
2 mal wahrend 1 Stunde mit je 300 cm?® 85 °sigem Athanol geschittelt
und durch Filtration davon befreit. Zum Rickstand werden 500 cm?
85 %viges Athanol zugegeben, tiber Nacht stehen gelassen und filtriert,
anschliessend wird der Riickstand mit Wasser von 50° C gut gewaschen.
Die Hydrolyse erfolgt mit 500 cm? 25 %/viger Schwefelsdure durch Erhitzen
im Autoklaven wahrend 10 Stunden bei 120° C oder durch 16—20 Stunden
langes Erhitzen am Rickfluss. Nach Zugabe von 200 g Bleioxyd (PbO)
wird vom entstandenen Bleisulfat abfiltriert; im Filtrat wird die restliche
Schwefelsaure durch Zusatz von Bariumhydroxyd ausgefillt und durch
Filtration entfernt. Durch Zusatz von Schwefelsaure wird das Hydrolysat
aut pH = 3 gebracht, 20 Minuten mit 20 g aktiver Holzkohle geschiittelt,
anschliessend filtriert, die Schwefelsdure mit Bariumhydroxyd gefallt und
durch Filtration entfernt. Die I.6sung wird so eingestellt, dass in 1 cm?
100 mg Substanz enthalten sind. Sie wird unter Toluol im Eisschrank
aufbewahrt.

2. Bi-Losung: 10 mg Aneurin werden in wenig Wasser gelost und das Vo-
lumen mit 0,2 %iger Salzsaure auf 100 cm® ergdnzt. Haltbarkeit im Eis-
schrank: einige Wochen.

3. Biotinlosung: Der Inhalt einer Ampulle (25 y Biotin **)) wird mit 1 cm?
Salzlosung A (vgl. S. 228) versetzt und auf 250 cm® mit Wasser verdiinnt.
Haltbarkeit im Eisschrank unter Toluol: ca. 3 Monate.

500 cm® Nahrlosung enthalten:

0o KO
e ©
09 O

Glucose
Natriumacetat (wasserhaltig)

*) Bezogen von der Firma Dr. A. Wander, Bern.
**) Bezogen von der Firma F. Hoffmann-La Roche, Basel.
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Xylose | g

Natriumchlorid 5 g

Ammoniumsulfat 3 g

Vitaminfreies Casein-Hydrolysat 100 cm?
[-Cystinlosung vel. 9. 227 50 c¢m?
dl-Tryptophanlosung vgl. S. 227 50 cm®
Adenin+ Guanin-+ Uracil-Losung vgl. S. 227 10 cm?
Xanthinlosung vgl. 8. 227 10 cm?
Aneurinlosung }cnmi?
Ca-pantothenatlosung vgl. S. 228 ] em?
Pyridoxinlosung vgl. S. 228 [ em?
Lactoflavinlosung (Stammlosung) vgl. S. 228 8 cm?
p-Aminobenzoesdurelosung vgl. S. 228 1 cm®
Biotinlosung 4 cm?
Salzlosung A vgl. S. 228 5 em®
Salzlésung B vgl. S. 228 5. cm®

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und mit 40 %/oiger
Natronlauge auf pH = 6,8 eingestellt *).

Nicotinsaurestandardlosung: 10 mg Nicotinsaure werden in 100 cm® Wasser
gelost. 1 cm?® dieser Losung wird mit Wasser auf 1000 cm? verdinnt, so dass
in 1 ecm? 0,1 ¥ Nicotinsaure enthalten sind.

Impflosung: Als Impflosung dient Nicotinsaurenahrlosung, welcher pro cm?
0,2 v Nicotinsaure zugesetzt worden sind. Die Bereitung erfolgt wie unter
Bz-Bestimmung beschrieben (vgl. S. 229). Nach erfolgter Bebriitung von 18
bis 20 Stunden bei 37° C wird zentrifugiert, die tiberstehende Flissigkeit ab-
gegossen und durch sterile physiologische Kochsalzlosung ersetzt. Es wird
wiederum zentrifugiert, abgegossen und mit 10 cm® Kochsalzlésung aufgefillt.
1 cm? der Suspension wird mit Kochsalzlosung auf ca. 100 ecm? verdinnt.

Bereitung der Extrakle des zu untersuchenden Materials: Da Starke die Bestim-
mung stort, wird der Extrakt bereitet, wie unter B2-Bestimmung angegeben
vgl. §5.229),

Durchfithrung der Bestimmungen: Vgl. Be-Versuch (Seite 229). Standardansatze:
0,5 0m? (0,05'y); 1,0 cmd (0,15}, L5, cm3 (0,15 v); 2/0° cth® (0,2. ), 2,5 cm?
(0,25 v) und 3.0 cm® (0,3 v) der Nicotinsaurestandardlosung. Extraktdosen:
2.0, 3,0 und 4,0 cm® des zu untersuchenden Extraktes. Der Leerwert enthalt
neben der Nahrlosung 5 cm® Wasser.

Auswertung: Vgl. Vitamin Bz-Bestimmung (Seite 229).

*) Fir die Bereitung der Dauerkultur, Impflosung und Nahrlosung sind gebrauchs-
fertige Praparate von der Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhaltlich.
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Bestimmung des Aneurins (Vitamin Bi)
Methode nach Sareti und Cheldelin ®) mit Lactobacillus fermentum 36 ¢)

Dauerkultur: Die Bereitung des Nahrbodens, Uberimpfung und Bebriitung er-
folgt wie fiir die Nicotinsdurebestimmung beschrieben (Seite 231).

Nahrlosung: Ausser den schon beschriebenen Stammlosungen wird noch eine
Folsiurelosung benotigt, welche folgendermassen bereitet wird: 1 mg syn-
thetische Folsaure wird in 250 cm?® Wasser gelost und mit 90 °/sigem Athanol
auf 500 cm?® verdunnt. Diese Stammlosung wird fir den Bi-Versuch 1:5
verdunnt. Haltbarkeit im Eisschrank: ca. 3 Monate.

500 cm?® Nahrlosung enthalten:

Glucose 20 g

Natriumacetat (wasserhaltig) 10 g

Natriumchlorid 5 g

Peptonlosung vgl. S. 227 200 cm3
Casein-Hydrolysat vgl. S. 231 25 cm®
1-Cystinlosung vgl. S. 227 25 cm?®
Adenin + Guanin -+ Uracil-Losung vgl. S. 227 10 cm?
Lactoflavinlosung (Stammlosung) vgl. S. 228 4 cm?
Ca-pantothenatlosung vgl. S. 228 ) ot
Pyridoxinlosung vgl. S. 228 [ cm?
Nicotinsaurelosung vgl. S. 228 [ cm?
Biotinlosung vgl. S. 231 4 cm?
p-Aminobenzoesaurelosung vgl. S. 228 I cm?
Folsaurelosung - 0,5 cm3
Salzl6sung A el S, 228 5 cm?
Salzlosung B vgl. S. 228 5 cm?

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und mit 40 %oiger
Natronlauge auf pH = 6,5 eingestellt *).

Aneurinstandardlosung: 10 mg Aneurin werden in 100 cm?® Wasser gelost. 1 cm?
dieser Losung wird mit Wasser auf 100 cm? verdiinnt, 1 c¢cm?® dieser verdinn-
ten Losung wiederum auf 200 cm? verdiinnt, so dass 1 cm?® 0,005 y Bt enthalt.

| Impflosung: Zur Bereitung der Impflosung wird Bi-Nahrlosung verwendet. Pro
5 cm® werden 0,05 v B1 zugegeben und auf das doppelte Volumen mit Wasser
erganzt. Die Sterilisation der Ansatze erfolgt im stromenden Dampf (bei
héherer Temperatur wird das Aneurin zersetzt). Nach Bebriitung wahrend
18 Stunden bei 37° C wird zentrifugiert und 2 mal mit physiologischer Koch-

") Fur die Bereitung der Dauerkultur, Impflésung und Nahrlosung sind gebrauchs-
i fertige Praparate von der Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhaltlich.
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salzlosung ausgewaschen (vgl. Nicotinsaureversuch Seite 232), schliesslich in
10 ecm® physiologischer Kochsalzlosung suspendiert und 1 cm?® dieser Sus-
pension auf ca. 20 em® mit Kochsalzlosung verdinnt.

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: Zur Freisetzung des
gebundenen Aneurins wird 1 g-des zerkleinerten Materials in 40 cm?® 0,5-
%/oigem Acetatpuffer von pH = 4,5 aufgenommen, mit je 20 mg Papain und
Taka-Diastase versetzt und wahrend 24 Stunden bei 37° C unter Toluol
gehalten. Zur Inaktivierung der zugesetzten Enzyme wird der Extrakt an-
schliessend wahrend 30 Minuten dem stromenden Dampf ausgesetzt, dann
auf pH = 6,5—6,6 eingestellt und so verdinnt, dass pro cm? ca. 0,005—0.,01 v
Aneurin enthalten sind.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Als Versuchsgefasse dienen grosse Reagenz-
glaser von ca. 2 cm Durchmesser und mindestens 15 ¢cm Lange. Das Gesamt-
flussigkeitsvolumen der Ansatze betragt 10 cm?, das heisst 5 cm?® Nahrlosung
werden nach Zusatz des Standards bzw. des Extraktes auf 10 cm?® mit Wasser
erganzt. Standarddosen: 0,5 cm?® (0,0025 ¥), 1,0 cm?® (0,005 ¥), 1,5 cm?
(0,0075 v), 2,0 cm® (0,01 ¥), 3,0 cm? (0,015 ¥), 4,0 cm?® (0,02 ¥) und 5,0 cm?®
(0,025 ¥) der Standardlésung. Extraktdosen: 2,5, 3,5 und 5,0 cm3. Der Leer-
wert enthalt neben der Nahrlosung 5 cm?® Wasser. Wenn der zu unter-
suchende Extrakt gefdrbt oder triib ist, werden gleich bereitete Vergleichs-
ansatze mitgefihrt, die jedoch nicht geimpft werden (starke Farbung oder
Tribung verunmoglicht die Bestimmung). Die Ansitze werden wahrend 15
Minuten im stromenden Dampf sterilisiert. Die Bebriitungszeit bei 37° C be-
tragt nur 16—18 Stunden (bei lingerer Dauer der Bebriitung gleichen sich
die Wachstumsunterschiede aus). Anschliessend werden die Rohren wéhrend
30 Minuten im Eisschrank gehalten, um weiteres Wachstum der Bakterien
zu verunmoglichen. Zur Bestimmung der Wachstumswirkung wird der Tri-
bungswert der einzelnen Ansitze bei einer Wellenlinge von 430 my und
1 em Schichtdicke ermittelt und eventuell mit dem Wert der ungeimpften
Vergleichsansitze korrigiert.

Auswertung: In einem Koordinatensystem werden auf der Abszisse die Standard-
dosen, auf der Ordinate die zugehorigen Extinktionswerte aufgetragen. Aus
der so erstellten Standardkurve wird fir jede Extraktdose der Gehalt er-
mittelt und der Durchschnittswert errechnet.

Bestimmung des Aneurins mit Phycomyces blakesleeanus 7)
nach Schopfer (Mikromethode) )

Dauerkultur: Der Pilz wird in 100-cm3-Erlenmeyerkolben, welche ca. 10 cm’
eines Nahrbodens folgender Zusammensetzung enthalten, geztichtet:
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Glucose 3,0 %

Asparagin 1,0 %o
KH2PO4 1,5 %o
MgSOs - 7H=20 0,5 %o
Agar 3,0 %0
Trockenhefe 3,0 %o

Die Kulturen sind ca. 3 Monate haltbar. Zur Uberimpfung wird der Thallus
mit steriler Nadel vom Nahrboden vorsichtig gelost, ohne dass Teile vom
Nahrboden mitgerissen werden, und in 50 cm?® sterilem Wasser geschwenkt.
Von der so erhaltenen Sporensuspension werden einige Tropfen zur Uber-
impfung verwendet. Die Kulturen werden bei Zimmertemperatur (18—20° C)
im Dunkeln gehalten.

Néhrlosung: 250 cm?® Nahrlosung enthalten:

Glucose 15 g

Asparagin 0.0 g

KH2POu4 0,75 g

MgSOs4 - 7H:20 0,25 g

Hypoxanthin 0,25 mg
Vitamin Free Casamino Acids (Difco) *) oy

1-Cystinlésung *) vgl. S. 227 25, cm?
Adenin+ Guanin + Uracil-Losung ™) vgl. S. 227 10 ecm?
Lactoflavinlésung (Stammlésung) *) vgl. S. 228 4 cm?
(a-pantothenatlosung *) vgl. S. 228 I- e
Pyridoxinlosung *) vgl. S. 228 1 cm?
Nicotinsdurelosung *) vgl. S. 228 1 cm?
Biotinlosung *) vgl. S. 231 4 cm?
p-Aminobenzoesaurelosung *) vgl. S. 228 1 iem®
Folsaurelosung 1 :5 verdinnt *) vgl. S. 233 0,5 cm?®
Salzlosung A *) vgl. S. 228 5 'cm3
Salzlosung B *) vgl. S. 228 5 cm?

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt und filtriert.

Impflosung: Von ca. 14 Tage alten Kulturen wird wie oben beschrieben der
Thallus losgelost, in ca. 50 cm?® Wasser geschwenkt und die so erhaltene
Sporensuspension verwendet. Sie ist im Eisschrank ca. 24 Stunden haltbar.

*) Es hat sich gezeigt, dass bei der Analyse kompliziert zusammengesetzter Praparate
offenbar durch die Wirkung anderer, in der Nahrlosung nicht enthaltener Wachstums-
faktoren ein Wachstumseffekt zustande kommt, der denjenigen der optimal wirkenden
Standardwerte tbertrifft, wenn der von Schopfer angegebene Nahrboden verwendet
wird. Zur Vervollstaindigung der Nahrlosung wird auf Grund noch nicht publizierter
Untersuchungen eine Mischung von freien Aminosduren (in Form der Vitamin Free
Casamino Acids), Vitaminen und weiteren Salzen zugesetzt.
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citung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: Vgl. Bi-Bestimmung
nach Sarett und Cheldelin (Seite 234). In 1 cm® des Extraktes soll jedoch
ca. 0,1 v Bt enthalten sein.

Durchfiihrung der Bestimmungen: In Reagenzglaser von ca. 3 cm Durchmesser

und 18 cm Lange werden 2,5 cm® Nahrlosung eingefillt. Nach Zugabe der
Standarddosen von 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25 und 0,3 v B1 bzw. der Extrakt-
dosen von 0,5, 1,0, 2,0 und 2.5 cm?® werden alle Ansatze inkl. Leerwert auf
5 cm?® mit Wasser erginzt. Zur Sterilisierung werden die Ansatze 13 Minuten
bei 115" C gehalten. Dabei erfolgt eine teilweise Spaltung des Aneurins in
Pyrimidin- und Thiazolanteil. Die Bestimmung wird im Gegensatz zur Lacto-
bacillusmethode dadurch nicht beeinflusst, weil die Komponenten gleiche
Wachstumswirkung besitzen wie das intakte Molekul. Die Ansatze werden
mit 1 Tropfen der Impflosung versetzt und 8 Tage bei 18—20° C gehalten.
Dann wird das Mycel durch Abnutschen von der Nahrlosung abgetrennt,
mit Wasser ausgewaschen, ca. 2 Stunden bei 120° C getrocknet und das
Trockengewicht ermittelt.

Auswertung: Standarddosen und Trockengewichte werden im Koordinatensystem

miteinander in Beziehung gebracht und aus der Kurve der Gehalt der ein-
zelnen Extraktdosen ermittelt.

Bestimmung des Pyridoxins (Vitamin Be)
Methode nach Stokes und Mitarbeitern ?) mit Neurospora sitophila 299 19)

Dauerkultur: Der Stamm wird auf Schrigagar von folgender Zusammensetzung

uchtet:
pEANERE 3,8 %0 Maltose

0,8 % Bacto-Pepton (Difco)
0,2 % Bacto-Malzextrakt (Difco)
2.0 % Agar

Die Uberimpfung erfolgt monatlich. Unmittelbar nach der Impfung wird die
Kultur wahrend 5 Tagen bei 30° C gehalten, anschliessend bei 4° C auf-
bewahrt.

Ndhrlosung: 500 ¢cm?® Nahrlosung enthalten:
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Saccharose [

50 g
Ammoniumtartrat 50 g
Natriumcitrat 4,0 g
KH:2POu 2.0
MgSO4 - 7H20 0,5 g
Na(Cl 0,1 g
CaClz 0,1 g



FeCls 50 mg
ZnSO0s - 7H:20 2.0 mg
Biotinlosung vgl. S. 231 40,0 cm3

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und auf pH =
4,6 eingestellt *).

Fyridoxinstandardlosung: 10 mg Pyridoxin werden in 100 cm?® Wasser gelost.
1 cm?® dieser Losung wird mit Wasser auf 500 cm? verdinnt, so dass 1 cm?
0,2 v Bs enthalt.

Impflosung: Zur Bereitung der Impflosung wird mit einer Platinoese eine kleine
Menge Sporen von einer 48stiindigen Dauerkultur entnommen und in 10 ¢m?
0,9 %iger steriler Kochsalzlosung suspendiert.

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: 2—10 g des zerkleiner-
ten Materials werden in 50 cm?® n-Salzsaure suspendiert und zur Hydrolyse
des gebundenen Pyridoxins wihrend 1 Stunde bei 120° C im Autoklaven
gehalten. Dann wird heiss filtriert, mit wenig Wasser nachgewaschen und
mit. Wasser so verdinnt, dass 1 cm?® ca. 0,2 v Bes enthalt.

Es ist zu berticksichtigen, dass Aneurin die Bestimmung stort. Eventuell vor-
handenes Vitamin Bt wird deshalb durch Natriumsulfit nach folgender Vor-
schrift zerstort: 20 cm® des oben beschriebenen unverdiinnten Extraktes wer-
den mit 0,7 cm? 10 n-Natronlauge und 5 cm? einer frisch bereiteten 1 %/oigen
Natriumsulfitlosung versetzt; das pH wird mit n-Natronlauge auf 8 ein-
gestellt (Kresolrot als Indikator) und die Lésung wahrend 30 Minuten im
stromenden Dampf gehalten. Nach Abkiithlen wird der Extrakt zur Zersto-
rung des Natriumsulfits tropfenweise mit einer frisch bereiteten 2 °oigen
Wasserstoffperoxydlosung versetzt. Es ist darauf zu achten, dass das gesamte
Sulfit zerstort wird, da auch die kleinste Menge ein normales Wachstum des
Pilzes verunmoglicht. Wasserstoffperoxyd wird deshalb bis zu einem geringen
Uberschuss zugegeben. Dieser wird folgendermassen festgestellt: Zu einer
Mischung von 1 Tropfen 50 °viger Schwefelsaure, 1 Tropfen 10 °/viger Ka-
liumjodidlosung und 1 Tropfen 1 sige l6sliche Starkelosung wird 1 Tropfen
des zu priifenden Extraktes zugegeben. Bleibende purpurrote Farbung lasst
erkennen, dass ein Uberschuss von Wasserstoffperoxyd vorliegt. Die Losung
| wird mit n-Salzsaure auf pH = 4,6 eingestellt und mit Wasser so verdinnt,
E dass 1 cm? ca. 0,2 v Bs enthalt.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Als Versuchsgefasse dienen grosse Reagenz-
| glaser von ca. 2 cm Durchmesser und mindestens 15 cm Léinge. Das Gesamt-
| flissigkeitsvolumen der Ansatze betragt 10 cm?®, das heisst 5 cm® Nahrlosung
werden nach Zusatz des Standards bzw. des Extraktes auf 10 cm?® mit Wasser

*) Fir die Bereitung der Dauerkultur und Nahrlosung sind gebrauchsfertige Prapa-
rate von der Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhiltlich.
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erganzt. Standarddosen: 0,5 cm® (0,1 y), 1,0 cm?® (0,2 ¥), 2,0 cm® (0,4 ¥),
3,0 cm® (0,6 v), 4,0 cm?® (0,8 v) und 5,0 cm?® (1,0 y) der Standardlsung.
Extraktdosen: 1,0, 2,0 und 4,0 cm3. Der Leerwert enthalt neben der Nahr-
losung 5 cm® Wasser. Die Ansatze werden wahrend 15 Minuten bei 115° C
sterilisiert und nach Abkuhlen auf Zimmertemperatur mit je 1 Tropfen der
Impflosung geimpft. Nach 5Stagiger Bebriutung bei 30° C werden die Rohren
zur Hemmung des Wachstums wahrend 5 Minuten im stromenden Dampf
gehalten. Dann wird das Mycel durch Abnutschen von der Néhrlésung
befreit, mit Wasser ausgewaschen, zwischen Filtrierpapier leicht gepresst,
wahrend 2 Stunden bei 100° C getrocknet und das Trockengewicht ermittelt.

Auswertung: Standarddosen und Trockengewichte werden im Koordinatensystem
miteinander in Beziehung gebracht. Vgl. Bz-Bestimmung (Seite 229).

Bestimmung von Pantothensaure
Methode nach Skeggs und Tright ') mit Lactobacillus arabinosus 17/5 12)

Dauerkultur: Die Bereitung des Nahrbodens, Uberimpfung und Bebriitung er-
folgt wie fir die Nicotinsaurebestimmung beschrieben (Seite 231).

Néhrlosung: 500 cm?® Nahrlosung enthalten:
Vitaminfreies Casein (Vitamin Free

Casamino Acids, Difco) 6,0 g
Glucose 20,0 g
Natriumacetat 10,0 g
1-Cystinlosung vgl. S. 227 25,0 cm®
dl-Tryptophanlosung vgl S, 297 25,0 ‘cm®
Adenin+ Guanin+ Uracil-Losung vgl. S. 227 10,0 cm3
Aneurinlésung vgl: 5. 231 10,0 cm?
Lactoflavinlosung (Stammlosung) vgl. S. 228 40,0 cm?
Nicotinsaurel6sung vgl. S. 228 10,0 cm?
Pyridoxinl6sung vgl. S. 228 20,0 cm?®
p-Aminobenzoesaurelosung vgl. S. 228 1,0 cm?
Biotinlésung vgl..5.: 231 4,0 cm?
Salzlosung A vgl. S. 228 5,0 cm?
Salzlésung B vel S. 228 5,01.¢mi?

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und mit 40 °/oiger
Natronlauge auf pH = 6,8 eingestellt *).

Pantothensdaurestandardlosung: 10 mg Ca-pantothenat werden in 200 cm?® Wasser
gelost, 1 cm? dieser Losung wird mit Wasser auf 1000 cm?® verdiinnt, so dass
1 cm?® 0,05 v Ca-pantothenat enthalt.

*) Fiir die Bereitung der Dauerkultur, Impflosung und Nahrlosung sind gebrauchs-
fertige Priparate von der Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhéltlich.
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Impflosung: Als Impflosung dient Pantothensaurenahrlosung, welcher pro cm?
0,2 v Pantothensdaure zugesetzt worden sind. Die Bereitung erfolgt wie unter
‘Be-Bestimmung beschrieben (vgl. Seite 229). Nach erfolgter Bebritung von
18 bis 20 Stunden bei 37° C wird zentrifugiert, die uberstehende Iltssigkeit
abgegossen und durch sterile physiologische Kochsalzlosung ersetzt. Es wird
wiederum zentrifugiert. abgegossen und mit 10 cm?® Kochsalzlosung aufgefullt.
1 ecm?® der Suspension wird mit Kochsalzlosung auf ca. 100 cm?® verdinnt.

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: 1 g des zerkleinerten
Materials wird in 40 cm? 0,5 %oigem Acetatpuffer von pH = 4,5 aufgenom-
men, mit je 20 mg Papain und Taka-Diastase versetzt und wiahrend 24 Stun-
den bei 37° C unter Toluol gehalten. Zur Inaktivierung der zugesetzten
Enzyme wird der Extrakt anschliessend wahrend 30 Minuten dem strémen-
den Dampf ausgesetzt, dann abgekiihlt, auf 50 cm3® mit Wasser verdunnt,
filtriert und auf pH = 6,8 eingestellt. Der Extrakt von stark fetthaltigem
Material (Weizenkeime, Fleisch usw.) wird vor der pH-Einstellung zweck-
massig mit Athylather ausgeschiittelt. Der Extrakt wird zuletzt so verdinnt,
dass pro cm? ca. 0,02 y Pantothensaure enthalten sind.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Vgl. Be-Versuch Seite 229. Standardansatze:
0,2 cm® (0,01 v), 0,4 cm® (0,02 ¥) 0,8 cm?® (0,04 ¥), 1,2 cm?® (0,06 ¥), 1,6 cm3
(0,08 v), 2,0 cm?® (0,1 v), 2,4 cm? (0,12 v) und 3,0 cm? (0,15 y) der Pantothen-
saurestandardlosung. Extraktdosen: 1,0, 2,0 und 4,0 cm?. Der Leerwert ent-
halt neben der Nahrlosung 5 cm? Wasser. :

Auswertung: Vgl. Vitamin Bz-Bestimmung (Seite 229).

Bestimmung von Biotin
Methode nach E. C. Barton-Urigth '*) mit Lactobacillus arabinosus 17/5 14)

Dauerkultur: Die Bereitung des Néihrbodens, Uberimpfung und Bebriitung er-
folgt wie fir die Nicotinsaurebestimmung beschrieben (Seite 231) *).

Néhrlosung: 500 cm® Néhrlosung enthalten:

Glucose : 10 g
Natriumacetat (wasserhaltig) 10 g
Natriumchlorid big
Ammoniumsulfat g
Vitaminfreies Casein-Hydrolysat **) vgl. S. 231 50 cm?

*) Fur die Bereitung der Dauerkultur und Nahrlésung sind gebrauchsfertige Prdpa-
rate von der Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhaltlich.

**) Es empfiehlt sich, das Caseinhydrolysat fir den Biotinversuch zweimal mit je
2_(_) g Kohle wahrend 10 Minuten zu schiitteln, anstatt nur einmal, wie fir den Nicotin-
saureversuch angegeben, damit das Hydrolysat sicher biotinfrei wird.
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1-Cystinlosung vgl. S. 227 25 cm?®
dl-Tryptophanlésung vgl. S. 227 50 cm?
Aneurinlosung vgl. 5. 281 I\ emé
(a-pantothenatlosung vgl. S. 228 2 cm3
Nicotinsaurel6sung vgl. S. 228 4 cm?
Lactoflavinlosung (Stammlosung) vgl. S. 228 8 cm?
Pyridoxinlésung vgl. S. 228 2 cm?
p-Aminobenzoesaurelosung vgl. S. 228 I cm?
Adenin+ Guanin+ Uracil-Loésung velis:" 227 10 cm?
Xanthinlosung vgl. S. 227 10 cm?
Salzlésung A vgl. S. 228 5 .cm®
Salzlésung B vgl. S. 228 8 em?

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und mit 40 °/oiger
Natronlauge auf pH = 6,8 eingestellt.

tinstandardlésung: Der Inhalt einer Ampulle (25 v Biotin «Roche») wird mit
I cm? Salzlosung A (vgl. Seite 228) versetzt und auf 250 cm?® mit Wasser
verdinnt. Diese Stamml6sung wird im Eisschrank unter Toluol aufbewahrt
und ist ca. 3 Monate haltbar. Zur Bereitung der Standardlosung wird 1 cm?
der Stammlosung mit Wasser auf 1000 cm?® verdiinnt, so dass 1 cm? 0,0001 ¥y
(= 0,1 my) Biotin enthalt.

Impflosung: Die Bereitung der Imptlosung erfolgt wie fir die Nicotinsdure-

bestimmung beschrieben (vgl. Seite 232).

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: Das zerkleinerte Ma-

terial wird zur Hydrolyse wihrend 2 Stunden mit 6n-Schwefelsdure bei
120° C im Autoklaven gehalten. Nach Abkithlen und Zusatz von ca. 0,7 g
Natriumacetat wird mit Natronlauge bis pH = 4,5 neutralisiert, die Losung
filtriert, ein aliquoter Teil auf pH = 6,8 eingestellt und so verdinnt, dass
pro cm? ca. 0,1 my Biotin enthalten sind. Bei stark fetthaltigen Substanzen
empfichlt sich vor der Hydrolyse eine 10stindige Extraktion mit Petrolather
(Sdp. 40—60° C). Nachdem das Hydrolysat auf pH = 4,5 eingestellt ist, wird
nochmals mit Petrolather ausgeschiittelt und erst dann ein aliquoter Teil auf
pH = 6,8 eingestellt und verdinnt.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Vgl. Be-Versuch Seite 229. Standardansatze:

1,0 em? (0,1 my), 1,5 cm3 (0,15 my), 1,75 c¢cm3 (0,175 my), 2,0 cm3 (0,2 my),
2,5 cm?® (0,25 my) und 5,0 cm?® (0,5 my) der Biotinstandardlosung. Extrakt-
dosen: 1,0, 2,0 und 4,0 cm3.

Auswertung: Vgl. Vitamin B2-Bestimmung (Seite 229).
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Bestimmung von Folsdure
Methode nach Capps und Mitarbeitern ') mit Streptococcus lactis R 19)

Dauerkultur: Der Stamm wird auf Bacto-Micro Assay Culture Agar (Difco)

gezuchich: 2,0 %/ Hefeextrakt (Difco)
0.5 %0 Proteose Pepton Nr. 3 (Difco)
1,0 %0 Glucose
0,2 %o KH2PO4
1,0 % Agar

Die Uberimpfung erfolgt monatlich. Unmittelbar nach der Impfung wird die
Kultur 24—48 Stunden bei 37° C gehalten, anschliessend im Eisschrank bei
49 C aufbewahrt.

Ndihrlosung: 500 cm® Nahrlosung enthalten:
Vitaminfreies Casein (Vitamin Free

Casamino Acids, Difco) 6 g
Glucose 20 g
Natriumcitrat 10 g
1-Cystinlosung vgl. S. 227 28 cm®
dl-Tryptophanlosung vl S. 227 256" an®
Adenin + Guanin -+ Uracil-Losung vgl. S. 227 10 cm?
Aneurinlosung vgl. S. 231 10 cm?
Lactoflavinlosung (Stammlosung) vgl. S. 228 40 cm?
Nicotinsaurelosung vgl. S. 228 10 cm?
p-Aminobenzoesaurelosung vgl. S. 228 1 cm?
Biotinlosung vgl. S. 231 4 cm?
(la-pantothenatlosung vgl. S. 228 2 cm?
Salzlosung A vgl. S.- 228 5. cm?
Salzlésung B vgl. S. 228 3 cim®

Die frisch bereitete Lésung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und mit 40 °/oiger
Natronlauge auf pH = 6.8 eingestellt *).

Folsdurestandardlosung: 1 mg synthetische Folsdure wird in 250 cm® Wasser
gelost und mit 90 %/vigem Athanol auf 500 cm? verdunnt. Diese Stammlosung
ist im Eisschrank ca. 3 Monate haltbar. Zur Bereitung der Standardlosung
wird | cm? der Stammlosung mit Wasser auf 1000 cm® verdunnt, so dass
1 cm? 0,002 ¥ (= 2 my) Folsaure enthalt.

Impflosung: Fir die Impflosung wird Bacto Micro Inoculum Broth (Difco) ver-
wendet. Sie besteht aus:-

*) Fir die Bereitung der Dauerkultur, Impflosung und Nahrlésung sind gebrauchs-
fertige Praparate von der Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhiltlich.
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2,0 /o Hefeextrakt (Difco)

0,5 %0 Proteose Pepton Nr.3 (Difco)
1,0 % Glucose

0,2 % KH2POu4

Je 10 cm® werden in Zentrifugenglaser eingefullt und geimpft. Nach Be-
britung wahrend 24 Stunden bei 37° C werden die Réhrchen zentrifugiert,
die uberstehende Flissigkeit abgegossen und durch sterile physiologische
Kochsalzlosung ersetzt. 1 cm® der Suspension wird mit Kochsalzlosung auf
ca. 100 cm? verdunnt.

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: 1 g des zerkleinerten
Materials wird in 8 cm? 1%o1ger Natriumacetatlosung (pH = 4,5—4,7) sus-
pendiert, mit 20 mg Taka-Diastase in 1 cm® Wasser versetzt und die Mischung
unter Toluol wahrend 24 Stunden bei 37° C gehalten. Dann wird die Losung
neutralisiert, 15 Minuten bei 120° C im Autoklaven gehalten und so verdiinnt,
dass 1 cm?® ca. 2 my Folsdure enthilt.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Austihrung im Prinzip wie beim Bi-Versuch
(Seite 234). Standardansatze: 0,5 cm® (1 my), 1,0 cm® (2 my), 2,0 cm® (4 my),
3,0 cm?® (6 my), 4,0 cm?® (8 my). 4,5 cm® (9 my) und 5,0 cm® (10 my) der
Standardlosung. Extraktdosen: 1,0, 2,0 und 4,0 cm? Der Leerwert enthalt
neben der Nahrlosung 5 cm® Wasser. Sterilisation: 15 Minuten bei 120° C.
Bebritungszeit: 18—24 Stunden bei 37° C. Ermittlung des Tribungswertes
wie beim Bi-Versuch.

Auswertung: Vgl. Vitamin Bi-Bestimmung Seite 234.

Bestimmung von p-Aminobenzoesaure
Methode nach Landy und Dicken '") mit Acetobacter suboxydans !¥)

Dauerkultur: Der Stamm wird auf Schragagar von folgender Zusammensetzung

e 0,5 %0 Hefeextrakt (Difco) l
5,0 %0 Glycerin —auf pH = 6 einstellen.
2,0 %% Agar l

Die Uberimpfung erfolgt monatlich. Unmittelbar nach der Impfung wird die
Kultur wahrend 72 Stunden bei 30° C gehalten, anschliessend bei 4° C auf-
bewahrt.

Nihrlosung: 500 cm® Nahrlosung enthalten:
Vitaminfreies Casein (Vitamin Free

Casamino Acids, Difco) 6 g
Glycerin ' 50 g
1-Tryptophan 100 mg
1-Cystin 75 mg
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Salzlosung A vgl. S. 228 5 cm?

Salzlosung B vgl. S. 228 5 cm?
Ca-pantothenatlosung vgl. S. 228 10% cn®
Nicotinsaurelosung vgl. S. 228 10 cm?

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und auf pH = 6
eingestellt.

p-Aminobenzoesiurestandardlosung: 10 mg p-Aminobenzoesaure werden in 1000
cm® Wasser suspendiert und zur vollstandigen Losung 3—4 Tropfen Eisessig
zugegeben. 1 cm? dieser Losung wird mit Wasser auf 500 cm?® verdinnt, so
dass 1 cm® 0,02 y p-Aminobenzoesaure enthalt.

Impflosung: Zur Bereitung der Impflosung wird p- Aminobenzoesaurenahrlosung
verwendet. Pro 5 cm? werden 0,05 y p-Aminobenzoesaure zugegeben und
auf 10 cm® mit Wasser erganzt. Nach Bebritung wahrend 24 Stunden bei
30° C wird zentrifugiert, 2 mal wie unter Nicotinsdurebestimmung (Seite 232)
beschrieben mit physiologischer Kochsalzlosung ausgewaschen und in ca.
15 ¢cm?® Kochsalzlosung suspendiert.

Bereitung der Lxtrakte des zu untersuchenden Materials: Losliche Substanzen
werden in Wasser gelost. Unlosliches Material wird zur Extraktion wahrend
30 Minuten mit dem 15—20fachen Volumen Wasser bei 120° C im Auto-
klaven gehalten. Nach Filtration wird der Extrakt so verdinnt, dass pro
cm® ca. 0,01 v p-Aminobenzoesaure enthalten sind.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Ausfihrung im Prinzip wie beim Bi-Versuch
(Seite 234). Standardansatze: 0,5 cm® (0,01 my), 1,0 cm3 (0,02 my), 1,5 cm?
(0,03 ¢), 2,0 cm? (0,04 ¥), 2,5 cm® (0,05 v), 3,75 c¢m? (0,075 ¥), und 3,0.cm®
(0,1 ) der Standardlosung. Extraktdosen: 1,0, 2,0-und 4,0 cm?. Der Leerwert
enthalt neben der Nahrlosung 5 cm?® Wasser. Sterilisation: 15 Minuten bei
120° C. Bebriitungszeit: 48 Stunden bei 30° C. Ermittlung des Tribungswertes
wie beim Bi-Versuch.

Auswertung: Vgl. Vitamin Bi-Bestimmung Seite 234.

Bestimmung von Inosit
Methode nach G. W. Beadle '*) mit Neurospora crassa 37401a )

Dauerkultur: Der Stamm wird auf Bacto Neurospora Culture Agar (Difco)

geziichtet: 0,5 % Hefeextrakt (Difco)
0.5 %o Proteose Pepton Nr.3 (Difco)
4.0 °o Maltose
1,5 %0 Agar
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Die Uberimpfung erfolgt monatlich. Unmittelbar nach der Impfung wird die
Kultur 3—4 Tage bei 30" C gehalten, anschliessend bei 4° C aufbewahrt *),

Nahrlosung: 500 cm® Nahrlosung enthalten:

Ammoniumtartrat 2,0 g

Ammoniumnitrat 0,5 g

KH:2POs4 0,5 g

MgSOs - 7H20 0,25 g

NaCl 50,0 mg

CaCl: _ 50,0 mg

Rohrzucker 10,0 g

Biotinlosung vel. S. 231 25,0 cm®

Spurenelemente (als Salze zugegeben):

HsBOs 28 v d.h. 1 cm?® einer 2,8 mg®o Losung
CuSO4 175 v e, i B et ) Ve
FeSO4 500 vy s 4 em? » 50,0 mg% »
MnSO4 40 v oo Lhemdy vl mighlg - s
MoOs 15 v » 1em* ¥ 1,5 mg’o  »
ZnS0O4 4,43 mg 1 el » 0,443 9/ »

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und auf pH = 5.5
eingestellt.

[nositstandardlosung: 10 mg Inosit werden in 500 cm? Wasser geldst, so dass
1 ecm?® 20 v Inosit enthilt. P

Impflosung: Zur Bereitung der Impflosung wird mit einer Platinoese eine kleine
Menge Sporen von einer 4 Tage alten Dauerkultur entnommen und in ca.
10 cm?® 0,9 %oiger steriler Kochsalzlosung suspendiert.

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: Das zerkleinerte Ma-
terial wird mit 18 %iger Salzsaure wahrend 6 Stunden am Riuckfluss gekocht
und nach Neutralisation auf pH = 5,5 so verdinnt, dass 1 cm® ca. 20 v
Inosit enthalt.

Lurchfithrung der Bestimmungen: Als Versuchsgefisse dienen grosse Reagenz-
glaser von ca. 2 cm Durchmesser und mindestens 15 cm Lange. Das Gesamt-
flissigkeitsvolumen betragt 11 cm?, das heisst 10 cm® Nahrlosung + Analyse
oder Standard mit Wasser auf 11 c¢m?® erginzt. Standarddosen: 0,125 cm’
(2,5 ¥), 0,25 cm® (5 ¥), 0,5 cm® (10 ¥), 0,75 cm® (15 v) und 1,0 cm3 (20 ¥)
der Standardlosung. Extraktdosen: 0,25, 0,5 und 1,0 c¢m3. Der Leerwert
enthalt neben der Nahrlosung 1 cm® Wasser. Sterilisation: 15 Minuten bei
115° C. Nach 3tagiger Bebrutung bei 30° C wird das Mycel durch Abnutschen

*) Fur die Bereitung der Dauerkultur ist ein gebrauchsfertiges Praparat von der
Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhéaltlich.
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von der Nahrlosung abgetrennt, mit Wasser ausgewaschen, zwischen Filtrier-
- papier leicht gepresst, wihrend ca. 3 Stunden bei 100° C getrocknet und das
Trockengewicht ermittelt.

Auswertung: Standarddosen und Trockengewichte werden im Koordinatensystem
miteinander in Beziehung gebracht. Vgl. Vitamin Bz-Bestimmung Seite 229.

Bestimmung von Cholin
Methode nach Horowitz und Beadle *') mit Neurospora crassa 34486 2)

Dauerkultur: Der Stamm wird auf Bacto Neurospora Culture Agar (Difco)
geziichtet (vgl. Inositbestimmung Seite 243).

Néahrlosung: 500 cm® Nahrlosung enthalten:

Ammoniumtartrat 2.5
Ammoniumnitrat Do o
KH2PO4 Q5 g
MgSQs - 7H=20 0;25 ¢
NaCl 50,0 mg
CaCle 50,0 mg
Rohrzucker 10,0 g
Biotinlosung vgl. S. 231 25,0 em?®

Spurenelemente (als Salze zugegeben):

HsBOs3 28 v d.h. 1 ¢m® einer 2,8 mg®o Losung
CuS04 175 v woolomdide » 175 mghe o »
FeSOa 500 v S A o R R R v - S
MnSO4 40 v st olaemd s »o, 4,0 mg®/o »
MoQs 150w i o cmd » 1,5 mg®o »
ZnSOq 4,43 mg woitlsems’ | s 0,443 9/p »

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und auf pH = 5.5
eingestellt.

Cholinstandardlosung: 5 mg Cholin werden in 1000 cm? Wasser gelost, so dass
I ecm?® 5 v Cholin enthalt.

Inpflésung: Zur Bereitung der Impflosung wird mit einer Platinoese eine kleine
Menge Sporen von einer Dauerkultur entnommen und in ca. 10 cm? sterilem
Wasser suspendiert.

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: 100 mg des trockenen,
zerkeinerten Materials werden mit 10 cm? 3%oiger Schwefelsaure wahrend 2
Stunden bei 120° G im Autoklaven gehalten. Nach Abkithlen wird mit ge-
sattigter Bartumhydroxydlosung neutralisiert (Kongorot) und zentrifugiert.
Der Bariumsulfatniederschlag wird mit wenig Wasser heiss ausgewaschen,
die beiden iiberstehenden Losungen vereinigt, filtriert und mit n-Natronlauge
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neutralisiert (Lackmus). Der Extrakt wird mit Wasser auf das gewiinschte
Volumen verdinnt. Zur Entfernung des Methionins und anderer Substanzen,
die das Wachstum beeinflussen konnen, wird der Extrakt nun durch eine
Permutitsdaule durchgelassen. Zu diesem Zwecke werden Rohrchen von 110X
6 mm verwendet, die ca. 1 g Permutit enthalten. 5—10 cm? des Extraktes
(je nach Cholingehalt) werden durch die Permutitsaule durchgelassen, die
Saule mit 5 cm? 0,3 %/viger Natriumchloridlésung gewaschen und die Filtrate
verworfen. Das adsorbierte Cholin wird aus dem Permutit mit 10 cm? 5%/ viger
Natriumchloridlosung herausgelost und das Volumen der Cholinlésung mit
Wasser auf 10 cm? erganzt. 1 cm?® der Losung soll ca. 5 ¥ Cholin enthalten.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Als Versuchsgefasse dienen grosse Reagenz-

glaser von ca. 2 cm Durchmesser und mindestens 15 cm Lange. Das Gesamt-
flissigkeitsvolumen betragt 12 cm?, das heisst 10 ecm? Nahrlosung + Analyse
oder Standard mit Wasser auf 12 cm? erganzt. Standarddosen: 0,1 cm? (0,5 v),
0.2 cm?® (1,0 ), 0,4 em® (2,0 v}, 0.8-cm® (4,0° v),.1.2 cm® (6,0 v); 1.6 cml
(8,0 ¥) und 2,0 cm? (10,0 y) der Standardlosung. Extraktdosen: 0,4, 0,8 und
1,6 cm®. Als Leerwert werden 10 cm?® Nahrlosung mit 2 cm3 versetzt. Sterili-
sation: 10 Minuten bei 120° C. Nach 3tagiger Bebriitung bei 30° C wird das
Mycel durch Abnutschen von der Nahrlosung befreit, mit Wasser ausge-
waschen, zwischen Filtrierpapier leicht gepresst, wahrend ca. 3 Stunden bei
100° G getrocknet und das Trockengewicht ermittelt.

Auswertung: Standarddosen und Trockengewichte werden im Koordinatensystem

miteinander in Beziehung gebracht. Vgl. Vitamin B2-Bestimmung Seite 229.

Bestimmung von Vitamin Biz
Methode nach Capps und Mitarbeitern *3) mit Lactobacillus leichmannii %)

Dauerkultur: Der Stamm wird auf Bacto-Micro Assay Culture Agar (Difco)

geziichtet (Stichkultur) (Zusammensetzung vgl. Folsaurebestimmung S. 241).
Die Uberimpfung erfolgt alle 14 Tage. Unmittelbar nach der Impfung wird
die Kultur 48 Stunden bei 37° C gehalten, anschliessend bei 4° C aufbewahrt.

Ndhrlosung: 500 cm?® Nahrlosung enthalten:
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(Casamino Acids, Difco) 6,0 g
Glucose - 20,0 g
Natriumacetat 10,0 g
1-Cystinlosung vigl. S, 227 25,0 cm?
dl-Tryptophanlosung vgl. S. 227 25,0 cm?
Adenin-+ Guanin—+ Uracil-Losung vgl. S. 227 10,0 cm?
Xanthinlosung vek 5. 2217 0,5 cm?®
Aneurinlésung vgl. S. 231 10,0 cm?



Lactoflavinlosung (Stammlosung) vgl. S. 228 40.0 cm?
Nicotinsaurelosung vgl. S. 228 10,0 cm?
Pyridoxinlosung vgl. S. 228 20,0 cm?
Ca-pantothenatlosung vgl. S. 228 1,0 em?
Folsaurelosung (Stammlosung) vgl. S. 233 250 cnt’
Biotinlosung vgl. S. 231 50,0 cm?
p-Aminobenzoesaurelosung vgl. S. 228 1,0 cm?
Tween 80 100,0 mg
Salzlosung A (100fach verdiinnt) vgl. S. 228 0,5 cm®
Salzlosung B vgl. S. 228 0,5 cm?

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und auf pH = 6.8
eingestellt *).

Uitamin Bi2-Standardlosung: 1 Ampulle Biz (= 1 y B12) wird mit Wasser auf
40 em?® verdinnt. 1 cm?® dieser Losung wird mit Wasser auf 500 cm?® erganzt,
so dass 1 cm?® 0,05 my Bi2 enthalt.

Impflisung: Fir die Bereitung der Impflosung wird Bacto-Micro Inoculum Broth
verwendet (Zusammensetzung vgl. Folsaurebestimmung Seite 241). Nach
Bebriitung wahrend 24 Stunden bei 37° C werden die Réhrchen zentrifugiert,
die tiberstehende Flissigkeit abgegossen und durch physiologische Kochsalz-
losung ersetzt. Es wird wiederum zentrifugiert, abgegossen und mit physio-
logischer Kochsalzlosung aufgefiillt. Diese Suspension wird mit Kochsalz-
losung auf ca. das doppelte Volumen verdiinnt.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Als Versuchsgefdsse dienen grosse Reagenz-
glaser von ca. 2 cm Durchmesser und mindestens 15 cm Lange. Das Gesamt-
flussigkeitsvolumen betragt 4 cm?®, das heisst 2 cm® Nahrlosung + Analyse
oder Standard mit Wasser auf 4 cm® erginzt. Standarddosen: 0,2 cm? (0,01
my), 0,4 cm?® (0,02 my), 0,8 cm® (0,04 my), 1,2 cm?® (0,06 my), 1,6 cm?
(0,08 my) und 2,0 cm?® (0,1 my) der Standardlésung. Der Leerwert enthalt
neben der Nahrlosung 2 cm?® Wasser.

Sterilisation: Da Bi2 durch Erhitzen zerstort wird, wird nur die Biz2-freie Nahr-
losung im Autoklaven wihrend 5 Minuten bei 115° C gehalten. Standard-

losung und zu analysierender Extrakt werden durch Filtration mit dem Seitz-
Filter sterilisiert 23).

Auswertung: Nach 3tagiger Bebritung bei 37° C wird durch Titration mit n/20
Natronlauge und Bromthymolblau als Indikator der Milchsauregehalt be-
stimmt. Die Titrationswerte werden in einem Koordinatensystem mit den
zugehorigen Standardwerten in Beziehung gesetzt, aus der Kurve der Gehalt
der einzelnen Extraktdosen ermittelt und der Durchschnittswert errechnet.

*) Fir die Bereitung der Dauerkultur, Impflosung und Nahrlosung sind gebrauchs-
fertige Priparate von der Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhaltlich.
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Aminosdurebestimmungen

Allgemeines

Intraprotein-gebundene Aminosauren sind der mikrobiologischen Bestim-
mung mit Hilfe von Milchsaurebakterien nicht direkt zugédnglich. Sie miissen
aus dem Eiweiss durch hydrolytische Aufspaltung freigesetzt werden. Genauere
Angaben dartber finden sich bei den einzelnen Bestimmungsmethoden.

Wenn der Gehalt an freien Aminosdiuren bestimmt werden soll, wird das
Eiweiss gefallt und die enteiweisste Losung analysiert. Bei der Wahl der Ent-
eiweissungsmethode muss berticksichtigt werden, dass das Fallungsmittel das
Wachstum der Mikroorganismen beeintrachtigen kann, so dass nur solche Me-
thoden geeignet sind, bei welchen die Entfernung des Fallungsmittels méglich
1st. Enteiweissung mit Hilfe von Wolframsaure oder Quecksilberchlorid hat sich
als geeignet erwiesen. Der zu enteiweissende Extrakt wird mit je !/s des Extrakt-
volumens 10 °/oiger Natriumwolframatlosung und 2/3 n-Schwefelsaure versetzt.
Nach ca. 30 Minuten wird der Niederschlag durch Zentrifugieren abgetrennt,
die uberstehende Losung zur Ausfdllung der tberschiissigen Wolfram- und
Schwefelsaure mit einer Spatelspitze festem, pulverisiertem Bariumhydroxyd
versetzt (ca. pH = 10). Das Filtrat wird mit einigen Tropfen konz. Schwefelsaure
bis ca. pH = 6 neutralisiert, so dass eventuell im Uberschuss vorhandene Barium-
ionen entfernt werden. Die Enteiweissung mit Hilfe von Quecksilberchlorid
gestaltet sich folgendermassen: 1 Teil des Extraktes wird mit je 2 Teilen 2 %/oiger
Salzsaure und 5 °/oiger Quecksilberchloridlosung versetzt. Nach ca. 2stiindigem
Stehen wird zentrifugiert, im Filtrat das Quecksilber durch Durchleiten von
Schwefelwasserstoff geféllt, dieser durch Durchsaugen von Luft entfernt und
das Filtrat auf ca. pH = 6 neutralisiert.

Im Gegensatz zu den intraprotein-gebundenen Aminosauren konnen die zur
Bestimmung verwendeten Mikroorganismen im allgemeinen an Stelle von freien
Aminosauren auch in Form von Peptiden und Polypeptiden gebundene Amino-
sauren verwerten, so dass sie zusammen mit den freien Aminosauren mitbestimmt
werden. Bei Verwendung der angefiihrten Enteiweissungsmethoden werden
Polypeptide weitgehend ausgefallt.

Hinsichtlich Spezifitdt sind die einzelnen Bestimmungsmethoden insofern
verschieden, als bei einzelnen nur die nattirlichen 1-Aminosauren, bei anderen
neben der l-Form auch die unnatirlichen d-Aminosduren bestimmt werden.
Dieser Umstand muss bei der hydrolytischen Aufspaltung beriicksichtigt werden,
das heisst, es muss eine Racemisierung der Aminosdauren moglichst vermieden
werden.

Die Herstellung der Ndhrlisung bereitet oft Schwierigkeiten, weil die einzel-
nen kauflichen Aminosdauren unter Umstinden mit anderen verunreinigt sind.
Es ist notwendig, sie durch mehrmaliges Umkristallisieren zu reinigen. Besonders
haufig sind Verunreinigungen mit Glykokoll, so dass fiir die Glykokollbestim-
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mung ausschliesslich umkristallisierte Aminosauren zu verwenden sind. Aus Ei-
weiss gewonnenes [-Leucin ist im allgemeinen mit Methionin verunreinigt und
auch durch haufiges Umkristallisieren nicht gentugend rein zu bekommen. Es ist
fur die Methioninbestimmung ausschliesslich dl-Leucin zu verwenden. Im tbri-
gen ist der Reinheitsgrad der Aminosaurepraparate verschiedener Herkunft sehr
unterschiedlich, so dass von Fall zu Fall abgeklart werden muss, ob eine Reini-
gung notwendig ist 232),

Bestimmung von Valin, Histidin, Arginin, Lysin,
Tryptophan und Threonin

Methode nach Stokes und Mitarbeitern 26) mit Streptococcus faecalis *7)

Sie eignet sich fiir die Bestimmung der oben angefithrten Aminosauren. Die
zu bestimmende Aminosaure wird aus der Nahrlosung weggelassen und nachher,
wie unten angegeben, als Standarddose zugesetzt.

Dauerkultur: Der Stamm wird auf Schragagar von folgender Zusammensetzung

tchtet: ]
< 1,0 /o Glucose
0,5 %o Bacto-Pepton (Difco)
1,0 % Natriumacetat (wasserhaltig) auf pH = 6,8

1,25 cm?® Salzlosung A vgl. S. 228 einstellen
1,25 cm? Salzlosung B vgl. S. 228
1,5 %0 Agar

Die Uberimpfung erfolgt monatlich. Unmittelbar nach der Impfung wird die
Kultur 16—24 Stunden bei 37° C gehalten, anschliessend bei 4° C aufbewahrt.

Néhrlosung: Ausser den oben angefithrten Stammlosungen wird noch eine Pyrid-
oxaminlosung benotigt, welche folgendermassen bereitet wird: 10 mg Pyrid-
oxamin (Merck & Co., Inc. Rahway, N.].) werden in 100 cm® Wasser gelost.
Haltbarkeit unter Toluol im Eisschrank: 8 Tage.

500 cm?® Nahrlosung enthalten:

dl-Leucin 200 mg
dl-Isoleucin 200 mg
dl-Valin 200 mg
I-Cystin *) 200 mg
dl-Methionin 200 mg
dl-Tryptophan 400 mg
I-Tyrosin *) 200 mg

") Cystin und Tyrosin missen, bevor sie zur Nahrlosung zugegeben werden, geldst
werden:

Cystin: ~ pro 100 mg 1 cm3 2 n-Salzsaure.
Tyrosin: pro 100 mg 1 cm® n-Natronlauge.
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dl-Phenylalanin 200 mg

dl-Glutaminsaure 200 mg
dl-Threonin 200 mg
dl-Alanin 200 mg
dl-Asparaginsaure 200 mg
1-Lysin 100 mg
l-Arginin 200 mg
I-Histidin 200 mg
dl-Serin 200 mg
I-Prolin 200 mg
1-Oxyprolin 200 mg
dl-Norleucin 200 mg
Glykokoll 200 mg
Glucose 10 g

Natriumacetat (wasserhaltig) 10 g

Adenin+ Guanin+ Uracil-Losung vgl. S. 227 10 cm3
Ca-pantothenatlosung vgl. S. 228 2 ‘e
Lactoflavinlésung (Stammlosung) vgl. S. 228 § cm?
Aneurinlosung vgl. S. 231 2 cm?
Nicotinsaurelosung vgl. S. 228 2 em?®
Pyridoxaminl6sung 4 cm?
p-Aminobenzoesaurelosung vgl. S. 228 0,4 cm?
Biotinlosung vgl. S. 231 2 cm3
Folsaurelosung (Stammlosung) velss. 283 1 cm?
Salzlosung A vgl. S. 228 5. cm?
Salzlosung B vgl. S. 228 5 em®

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und auf pH = 6,8
eingestellt.

An Stelle der dl-Aminosauren kann auch die 1-Form verwendet werden. In
diesem Falle wird nur die halbe Menge eingewogen.

Impflosung: Fur die Impflosung dient eine Nahrlosung der gleichen Zusammen-
setzung wie unter Dauerkultur angegeben; der Agar wird jedoch weggelassen.
In Zentrifugengldaser von 15 bis 20 cm?® Inhalt werden 10 cm? eingefillt.
Nach einer Bebritungszeit von 16 bis 24 Stunden bei 37° C werden die
Réhrchen zentrifugiert, die Uberstehende Flussigkeit abgegossen und durch
steriles Wasser ersetzt. Es wird wiederum zentrifugiert, abgegossen und mit
Wasser aufgefillt. Diese Suspension wird auf ca. 100 cm?® mit Wasser ver-
dinnt,

Bereitung der Extrakte des 2u untersuchenden Materials: Zur Bestimmung des
Gesamtgehaltes an Valin, Histidin, Arginin, Lysin und Threonin wird 1 g
des getrockneten zerkleinerten Materials in einer verschlossenen 20-cm’-
Ampulle mit 10 cm?® 10 %oiger Salzsiaure wiahrend 10 Stunden im Autoklaven
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bei 120" C gehalten. Nach Abkiihlen werden die Ampullen geoffnet, der
Inhalt mit ca. 25 cm?® Wasser in ein Becherglas gesptilt und mit 5n-Natron-
lauge auf pH = 6,8 eingestellt. Der Extrakt wird wenn notig filtriert und
mit Wasser auf das gewtinschte Volumen verdiinnt.

Da das Tryptophan durch saure Hydrolyse zerstort wird, wird bei der
Tryptophanbestimmung an Stelle von Salzsaure 5n-Natronlauge verwendet
(10 ecm? pro 0,5 g des zu untersuchenden Materials). Weiteres Vorgehen wie
oben beschrieben.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Als Versuchsgefasse dienen grosse Reagenz-
glaser von ca. 2 cm Durchmesser und mindestens 15 cm Lange. Das Gesamt-
flissigkeitsvolumen betragt 10 cm?: 5 cm? Nahrlosung werden nach Zusatz
des Standards bzw. des Extraktes auf 10 cm® mit Wasser erganzt. Sterili-
sation: 15 Minuten bei 115° C. Nach 3tagiger Bebriitung bei 37° C wird durch
Titration mit n/20 Natronlauge und Bromthymolblau als Indikator der Milch-
sauregehalt bestimmt.

Standardwerte:

1-Valin 0 2 4 8 42 06y 200 25. .30 .35 40
60 80 100 ¥

1-Histidin 0 2 4 6 S--16 42, 1620 .30 Y

l-Arginin D67 & =@ T8 12 75 Ale 207 20 30 A0 50, iy

1-Lysin 0 10 .15 20 .80 40.° 50 @ 60 80" 100 Y

I-Tryptophan 0 0,2 04 06 08 1,0 1,2 14 1,6 20 25 v

dl-Threonin 0 b 30 I5 20, 25530 35 40 50 60 Y

Die Konzentrationen der Aminosdaurestandardlosungen sollen so gewdhlt
werden, dass pro Ansatz nicht mehr als 5 cm? eingefiillt werden miissen.

Auswertung: Die Titrationswerte werden in einem Koordinatensystem mit den
zugehorigen Standardwerten in Beziehung gesetzt, aus der Kurve der Gehalt
der einzelnen Extraktdosen ermittelt und der Durchschnittswert errechnet.

Bestimmung von Asparaginsaure und
Glutaminsaure bzw. Glutamin

Methode nach Hac und Snell *®) mit Leuconostoc mesenteroides P-60 29) bzw. nach Hac,
Snell und Williams ") mit Lactobacillus arabinosus 17/5 31)

Die zu bestimmende Aminosiure wird aus der Nahrlosung weggelassen und
nachher, wie unten angegeben, als Standarddose zugesetzt.
Dauerkultur: Die Stimme werden auf Schrigagar von folgender Zusammen-
setzung gezuchtet: L0 W Chicsss

1,0 %o Hefeextrakt (Difco)
1,5 %0 Agar
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Die Uberimpfung erfolgt monatlich. Unmittelbar nach der Impfung werden
die Kulturen 24 Stunden bei 37° C gehalten, anschliessend bei 4° C auf-
bewahrt ).

Ndahrlosung: 500 cm® Nahrlosung enthalten:

l-Arginin 100 mg
1-Cystin **) 100 mg
Glykokoll 100 mg
I-Histidin 100 mg
1-Oxyprolin 100 mg
1-Leucin 100 mg
I-Lysin 100 mg
I-Prolin 100 mg
I-Tryptophan **¥) 100 mg
L-Tyrosin **) 100 mg
1-Asparaginsaure 400 mg
I-Glutaminsaure 1000 mg
dl-Alanin ; 200 mg
dl-Isoleucin . 200 mg
dl-Methionin ***) 200 mg
dl-Norleucin **%) 200 mg
dl-Norvalin **¥) 200 mg
dl-Phenylalanin ***) 200 mg
dl-Serin **%*) 200 mg
dl-Threonin 200 mg
dl-Valin 200 mg
Biotinlosung vgl. 5. 231 10 cm?
Folsaurelosung (Stammlosung) vgl. S.7233 5 cm?
(Ca-pantothenatlosung vgl. S. 228 2 em?
Nicotinsaurelosung vgl. S. 228 2. cm®
Lactoflavinlosung (Stammlosung) vgl. S. 228 8 cm?
p-Aminobenzoesaurelosung vgl. S. 228 & semp®
Aneurinlosung vgl. S. 231 5 ‘cm®
Cholin 2.5 mg
Inosit 2,5 mg
Pyridoxinlésung ) vgl. S. 228 100 cm?
Adenin+ Guanin -+ Uracil-Losung vgl. S.- 227 10 cm?

*) Fur die Bereitung der Dauerkulturen ist ein gebrauchsfertiges Praparat von der
Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhaltlich.

:;-.-:-) Cystin und Tyrosin: Vgl S. 249.
#*%) Fir Glutaminsdurebestimmung nur die Halfte.
T) Fir Glutaminsaurebestimmung nur /1.
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Xanthinlosung vgl. S. 227 10 cm?
Salzlosung A ¥) vgl. S. 228 10 cm?
Salzlosung B vgl. S. 228 5 om®
Ammoniumsulfat 3 g
Natriumacetat (wasserhaltig) 10 g
Glucose 10 g

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und auf pH = 6.8
eingestellt.

Impflosung: Fir die Bereitung der Impflosung wird eine Nahrlosung von folgen-
der Zusammensetzung benotigt:

Bacto-Pepton (Difco) 500 mg
Hefeextrakt (Difco) : 100 mg
Natriumacetat | g

Glucose i

Salzlésung A vgl. S. 228 (L5 co®
Salzlosung ‘B vgl. S. 228 0,5 cm*
Wasser ad 100 cm?

Je 10 cm? werden in Zentrifugenglaser eingefiillt und geimpft. Nach Bebrii-
tung wahrend 18—24 Stunden bei 37° C werden die Rohrchen zentrifugiert.
die uberstehende Flissigkeit abgegossen und durch sterile physiologische
Kochsalzlosung ersetzt. Es wird wiederum zentrifugiert, abgegossen und die
Bakterien in ca. 10 cm?® physiologischer Kochsalzlosung suspendiert.

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: Zur Bestimmung des
Gesamtgehaltes an Asparaginsaure oder Glutaminsaure werden 100 mg des
zerkleinerten Materials mit 2 ecm?® 10 °/oiger Salzsaure in einer verschlossenen
Ampulle wahrend ca. 10 Stunden bei 120° C im Autoklaven gehalten. Nach
Abkuhlen werden die Ampullen geoffnet, der Inhalt mit wenig Wasser
herausgespiilt, mit Natronlauge auf pH = 6.8 eingestellt und auf das ge-
winschte Volumen mit Wasser verdiinnt.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Als Versuchsgefisse dienen grosse Reagenz-

gliaser von ca. 2 cm Durchmesser und mindestens 15 cm Lange. Das Gesamt-

g flissigkeitsvolumen betragt 5 cm?: 2,5 cm?® Nahrlosung werden nach Zusatz

des Standards bzw. des Extraktes auf 5 cm?® mit Wasser erganzt. Sterilisation:

15 Minuten bei 115° C. Wenn beabsichtigt ist, neben Glutaminsdure das

Glutamin mitzubestimmen, wird im stromenden Dampf sterilisiert. Nach

3tagiger Bebritung bei 37° C wird durch Titration mit n/20 Natronlauge und
Bromthymolblau als Indikator der Milchsauregehalt bestimmt.

*) Fiur Asparaginsdurebestimmung 4fache Menge.
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Standardwerte:
1-Asparaginsaure & 10 15 20 25 °80 .40 40 Y
l-Glutaminsaure 0 5 10 20 30 40 60 80 100 120 150 Y

Die Konzentrationen der Aminosaurestandardlosungen sollen so gewahlt
werden, dass pro Ansatz nicht mehr als 2.5 cm?® eingefillt werden miissen.

Auswertung: Vgl. Seite 251.

Bestimmung von Alanin
Methode nach Sauberlich und Baumann **) mit Leuconostoc citrovorum *3)

Dauerkultur: Der Stamm wird in einer Agar-Stichkultur von folgender Zusam-

mensetzung geztchtet:

1,0 % Glucose

1,0 %0 Hefeextrakt (Difco)

1,5 % Agar
Die Uberimpfung erfolgt monatlich. Unmittelbar nach der Impfung wird die
Kultur 24—48 Stunden bei 37° C gehalten, anschliessend bei 4° C aufbe-
wahrt ).

Nahrlosung: 500 cm® Nahrlosung enthalten:

l-Arginin 200 mg
l-Asparaginsaure 100 mg
1-Asparagin 400 mg
1-Cystein 50 mg
I-Glutaminsaure 300 mg
Glykokoll 100 mg
I-Histidin ' 50 mg
dl-Isoleucin 250 mg
dl-Leucin 250 mg
1-Lysin 200 mg
dl-Methionin 100 mg
dl-Phenylalanin 100 mg
1-Prolin 100 mg
dl-Serin 50 mg
dl-Threonin 200 mg
dl-Tryptophan 40 mg
I-Tyrosin **) 100 mg
dl-Valin 250 mg
Glucose 25"

Natriumacetat 20 g

*) Fur die Bereitung der Dauerkultur und Impflésung sind gebrauchsfertige Prapa-
rate von der Firma Difco Laboratories Inc., Detroit 1, Michigan, erhaltlich.

**) Tyrosin: vgl. S. 249.
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Ammoniumchlorid 3g

Salzlosung A vgl. S. 228 6 cm?
Salzlosung B vgl, S. 228 5 cm?
Adenin+ Guanin+ Uracil-Losung vgl. S. 227 10 cm?
Xanthinlosung vgl. 8, 227 10 cm?
Aneurinlosung vgl. S. 231 5 em?
Pyridoxinl6sung vgl. S. 228 10 cm?
Ca-pantothenatlosung vgl. S. 228 5 cm®
~ Lactoflavinlosung (Stammlosung) vgl. S. 228 20 cm?
Nicotinsaurelosung vgl: 8. 228 10 cm?
p-Aminobenzoesaurelosung vgl. S. 228 I cm?
Biotinlosung vgl. S. 231 10 cm?
Folsaurelosung (Stammlosung) vkl 5. 283 5 em®
Lilly’s Reticulogen *) 0,1 ‘cm?

Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und auf pH = 6,8
eingestellt.

Impflosung: Far die Bereitung der Impflosung wird Bacto-Micro Inoculum Broth
(Difco) verwendet (Zusammensetzung vgl. Folsaurebestimmung Seite 241).
Nach Bebriutung wahrend 24 Stunden bei 37° C werden die Rohrchen zentri-
fugiert, die uberstehende Flussigkeit abgegossen und durch physiologische
Kochsalzlosung ersetzt. Es wird wiederum zentrifugiert, abgegossen und die
Bakterien in ca. 10 cm?® Kochsalzlosung suspendiert.

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: Wenn der Gesamt-
gehalt an Alanin bestimmt werden soll, werden 200 mg des getrockneten zer-
kleinerten Materials mit 10 cm?® 4 n-Salzsaure in verschlossenen Ampullen
wahrend 8 Stunden bei 120° C im Autoklaven gehalten. Nach Abkiihlen wird
der Inhalt auf pH = 6,8 eingestellt und mit Wasser auf das gewiinschte
Volumen verdiinnt.

Durchfiihrung der Bestimmungen: Als Versuchsgefdsse dienen grosse Reagenz-
glaser von ca. 2 cm Durchmesser und mindestens 15 cm Lange. Das Gesamt-
flussigkeitsvolumen betragt 4 cm?®: 2 ecm® Nahrlosung werden nach Zusatz
des Standards bzw. des Extraktes auf 4 cm?® mit Wasser erganzt. Sterilisation:
15 Minuten bei 115° C. Nach 3tagiger Bebriutung bei 37° C wird durch
Titration mit n/20 Natronlauge und Bromthymolblau als Indikator der Milch-
sauregehalt bestimmt.

Standardwerte: 0 2,5 5 10 20 30 40 50 vy 1-Alanin.

Die Konzentration der Alaninlosung soll so gewéhlt werden, dass pro Ansatz
nicht mehr als 2 cm? eingefiillt werden miussen.

Auswertung: Vgl. Seite 251.

*) Hersteller: Eli Lilly and Company, Indianapolis, USA, vertreten durch Schweiz.
Serum- und Impfinstitut, Bern.

255



Bestimmung von Cystin, Leucin, Isoleucin, Tyrosin, Phenylalanin,
Methionin, Serin, Prolin und Glykokoll

Methode nach Dunn und Mitarbeitern *) mit Leuconostoc mesenteroides P-60 %)

Der Leuconostoc mesenteroides P-60 eignet sich wie der Streptococcus faecalis
fir die Bestimmung mehrerer Aminosauren. Es wird fir alle Aminosauren die-
selbe Nahrlosung verwendet und jeweils die zu bestimmende weggelassen.

Dauerkultur: Die Bereitung des Nahrbodens, Uberimpfung und Bebritung er-
folgt wie fiir die Asparaginsaurebestimmung geschrieben (Seite 251).

Ndéhrlosung: 500 cm® Nahrlosung enthalten:

Glykokoll 160 mg
dl-Alanin 3000 mg
I-Arginin 120 mg
l-Asparagin 600 mg
1-Cystin *) 80 mg
l-Glutaminsadure 200 mg
1-Histidin 20 mg
1-Oxyprolin 80 mg
dl-Isoleucin 120 mg
I-Leucin 80 mg
1-Lysin 120 mg
dl-Methionin 60 mg
dl-Norleucin 80 mg
dl-Norvalin 80 mg
dl-Phenylalanin 120 mg
I-Prolin 80 mg
1-Tyrosin *) 40 mg
dl-Serin 160 mg
dl-Threonin 400 mg
I-Tryptophan 20 mg
dl-Valin ‘ 120 mg
Glucose 20 g

Adenin+ Guanin+ Uracil-Loésung vgl. S. 227 12 cm3
Natriumacetat , 12 g

Ammoniumchlorid _ 6 g

Salzlésung A vgl. S. 228 5 ;cm?®
Salzlosung B vgl. S. 228 5 cm?
Aneurinlosung vgl. S. 231 10 cm?
Pyridoxinlosung vgl. S. 228 16 cm?
(a-pantothenatlosung vgl. S. 228 20 cm?

*) Cystin und Tyrosin: vgl. S. 249.
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Lactoflavinlosung (Stammlosung) vgl. S. 228 80 cm?
Nicotinsaurelosung vgl. S. 228 20 cm?
Biotinlosung vgl. S. 281 50 cm?
Folsaurelosung (Stamml6sung) vgl. S. 233 I cm?
p-Aminobenzoesaurelosung

(1000fach verdunnt) vgl. 5. 228 I cm?
Die frisch bereitete Losung wird auf 100° C erhitzt, filtriert und auf pH = 6.8

eingestellt.
Impflosung: Vgl. Asparaginsaure- und Glutaminsaurebestimmung (Seite 253).

Bereitung der Extrakte des zu untersuchenden Materials: Vgl. Alaninbestimmung
(Seite 255).

Durchfiithrung der Bestimmungen: Als Versuchsgefasse dienen grosse Reagenz-
glaser von ca. 2 cm Durchmesser und mindestens 15 cm Lange. Das Gesamt-
flussigkeitsvolumen betragt 10 cm?®: 5 ¢cm?® Nahrlosung werden nach Zusatz
des Standards bzw. des Extraktes auf 10 cm? mit Wasser erganzt. Sterili-
sation: 15 Minuten bei 115° C. Nach 3tagiger Bebrutung bei 87° C wird durch
Titration mit n/10 Natronlauge und Bromthymolblau als Indikator der Milch-
sauregehalt bestimmt.

Standardwerte:

1-Cystin 0l @b B ) 125 15 00 g8 "

I-Leucin 0 hi 0 2000 .30 49,60 80 100 Y

l-Isoleucin 0 & 1020 30 40,601 80 100 Y
I-Tyrosin 0 1 2 & 4 S s Hl S 1200 80

_ 40' 160 80" iy

lePhenylalapin < 0000 25 1 S 10 =16 S 205800 40 60 80 100 Y
dl-Methionin 0 1 2 % 4 N o S 0 (L R O M

60" .80 100" ¥

dl-Serin G o 10 e 250 U600 78 100 60 200 Y

1-Prolin - EO 18 20 88 & 4l a0 810G Y

Glykokoll g 10 207 .40 .60 80 100: 150-:200 ¥

Die Konzentrationen der Aminosaurestandardlosungen sollen so gewahlt
werden, dass pro Ansatz nicht mehr als 5 cm? eingefillt werden missen.

Auswertung: Vgl. Seite 251.
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