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Beitriage zur Kenntnis des biologischen Saureabbaues
in unvergorenen und vergorenen
Obst- und Traubensiiten

Il. Ueber die wachstumsfordernde Wirkung von Hefeextrakt
auf einige Milchsidurebakterien, welche den biologischen Siaureabbau
in Weinen erzeugen”)

Von H. Liithi und U. Uetsch
(Eidg. Versuchsanstalt Wadenswil (Schweiz))

(Vortrag gehalten am Symposium on Lactobacilli of the Brit. Society of Applied
Bacteriology, London, 7. Juli 1959. Englischer Text erscheint im J. Appl. Bact.)

Der biologische Sdaureabbau ist fiir die klimatisch weniger begiinstigten Rand-
gebiete des Weinbaues von sehr grosser Bedeutung. Nur selten gibt man sich
Rechenschaft dariiber, dass die Jungweine aus diesen Produktionszonen zufolge
ihres hohen Sduregehaltes in der Regel so unharmonisch sind, dass sie nicht ohne
Weiterausbau getrunken werden konnen.

Die Gesamtsaure der Weine besteht ja etwa zur Halfte aus Weinsaure und
Aepfelsiure. Wahrend der Periode des Ausbaues muss sie sich von durchschnitt-
lich 7 bis 10 g/1 auf einen Gehalt von etwa 4 bis 5 g/l reduzieren. Eine teilweise
kiinstliche Entsduerung mit Calciumcarbonat ist in den meisten Landern gestat-
tet. Sie allein genligt aber nicht zur Erzielung von Qualitatsweinen. Das Belassen
der Aepfelsiure wiirde dem Weine einen unreifen Geschmack und Charakter er-
halten und nie zu einem harmonischen Produkte fithren. Neuere Bestrebungen,
die Harmonie solcher Weine durch einen Zuckerrest kiinstlich zu schaffen, wer-
den von den Freunden des Weines abgelehnt. Neben der alkoholischen Garung
steht in vielen Weinbaugebieten der biologische Saureabbau darum auch heute
noch im Zentrum der Entwicklung eines Qualitatsproduktes. Durch die bakterio-
logische Umwandlung der Aepfelsaure in Milchsidure und Kohlensidure wird der
Wein gleichzeitig sdaurearmer, geschmacklich reifer und ausgeglichener.

Dieser wichtige Vorgang in der Entwicklung eines Weines tritt leider nicht
mit jener Regelmassigkeit und Selbstverstandlichkeit ein, wie die alkoholische
Garung eines Traubenmostes. Trotz Forderungsmassnahmen ldsst sie haufig
monatelang auf sich warten. Es ist darum begreiflich, dass das Interesse der
Praxis an einer kunstlichen Einleitung und Lenkung dieses Vorganges, dhnlich
etwa, wie bei der alkoholischen Garung, bis heute sehr gross ist.

Der biologische Saureabbau und die daran beteiligten Bakterien sind durch
die klassischen Arbeiten von Miiller-Thurgau und Osterwalder ') anfangs dieses

*) Vergl. I. Mitteilung (Schweiz. Z. Obst-Weinbau 68, 127-29, 144-48 (1959).
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Jahrhunderts erstmals eingehender beschrieben worden. Diesen Arbeiten sind
zahlreiche weitere Beitrage anderer Autoren zum Thema gefolgt.

Ueber die systematische Zugehorigkeit der saureabbauenden Bakterien sind
wir heute besser orientiert. Neben homotfermentativen Arten, welche Lactobacil-
lus plantarum nahe verwandt scheinen, sind vorwiegend heterofermentative
Formen wie L. buchneri, L. brevis, L. fermenti, aber auch Leuconostoc-Arten in
Weinen festgestellt worden. Von einigen wichtigen Stammen kennt man auch
ihren Wuchsstoffbedarf und wir kultivieren sie in voll synthetischen Nahrme-
dien. Leider ist es aber auch heute noch nicht moglich, den so wichtigen Vorgang
des biologischen Saureabbaues in der Praxis der Welnbereltung mit Sicherheit
einzuleiten und zu lenken.

Schon die ersten Autoren, wie z.B. Koch ) machten in ihren Arbeiten darauf
aufmerksam, dass die Entwicklung des Sdureabbaues in den Weinen in einem
Zusammenhang mit der Hefe stehen miisse. Die Beobachtung, dass ruhende He-
fezellen einen glnstigen Einfluss auf die Entwicklung der sdureabbauenden
Bakterien ausiiben, wurde oft erwédhnt. In der Praxis besteht denn auch seit Jahr-
zehnten eine Forderungsmassnahme im Zusatz von Hefen aus einem andern
Wein. Diese haufig wirksame Massnahme kann nach unseren Untersuchungen
nicht allein durch eine kraftigere Beimpfung des Weines mit saureabbauenden
Bakterien erklirt werden.

Aus friheren Arbeiten ®)*)%) ist zu ersehen, dass der vorgangigen oder gleich-
zeitigen Entwicklung bestimmter Hefen, Bakterien oder auch Schimmelpilze
fir die Anpassung an besonders tiefe pH-Werte und die Intensitdt der Ent-
wicklung bestimmter schleimbildender Streptokokken grosse Bedeutung zu-
kommt. Wir sind auf Grund eigener Beobachtungen tiberzeugt, dass dies auch
fir einige Milchsaurebakterien gilt, welche im Wein den biologischen Saureab-
bau verursachen.

Wir untersuchten in letzter Zeit einige Bakterien-Stamme, welche wir aus
Weinen heraus ziichteten, etwas niher auf ihre Anspriiche an das Milieu. In
bezug auf ihre systematische Zugehorigkeit haben wir uns noch nicht festgelegt.
Sie sind heterofermentativ und nahe verwandt mit Leuconostoc mesenteroides.
In unseren Arbeiten interessierte uns u.a. die wachstumsfordernde Wirkung von
Hefeextrakt. Es soll hier erwédhnt werden, dass wir eine solche von sehr dhnlicher
Grossenordnung auch in einem Proteosepepton feststellten.

Nihrmedien

Als Nahrmedien wurde Difco Folic Acid Assay Medium B 318 ¢) mit Zusatz
von Folsaure verwendet. Es enthalt die notigen Wuchsstoffe und auch die
Aminosduren, welche in Form von Bacto-Vitamin-Free Casamino-Acid zugesetzt
werden. Der von uns besonders untersuchte Stamm «Pf 1» zeigt in ihm nur ein
ausserst bescheidenes Wachstum. :
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Das erwahnte Medium wurde spater synthetisch hergestellt und in seinem
Gehalt an organischen Sdauren und Kohlehydraten modifiziert. Das Optimal-pH.
bei dem die meisten Versuche durchgefithrt wurden, liegt zwischen 4,5 bis 4,7.

An Stelle der erwahnten Aminosaurequelle, welche ein Totalhydrolysat eines
Caseins darstellt, wurden dem synthetischen Medium 15 Aminosauren zugesetzt,
wie sie im Difco Amino Acid Assay Medium [%) p. 230] angegeben sind. Da
sich keine Verinderung im Wachstum der Organismen einstellte, verwendeten
wir spater meistens das erwahnte Total-Hydrolysat von Difco.

Tabelle 1
Modifiziertes Difco-Medium B 318

Zucker g/l
Dextrose 0-20
Salze

Dikaliumphosphat 0,5
Monokaliumphosphat 0,5
Magnesiumsulfat 0,2
Natriumchlorid 0,01
Ferrosulfat 0,01
Mangansulfat 0,01
Apfelsdure 0- 8
Zitronensaure 0-10
Kaliumhydroxyd ad pH 4,2— 4,7
Uitamine mcg/l
Biotin : 0,4
p-Aminobenzoe-Saure 100,0
Niacin 1000,0
Riboflavin 1000,0
Pyridoxin Hydrochlorid 2000,0
Thiamin Hydrochlorid 1000,0
Folsaure 12,0
Purine, N-Uerbindungen g/l
Uracil 0,01
Guanin 0,01
Adenin ; 0,01
dl-Tryptophan 0,1
1-Cystin 0,1
Casamino Acid, vit. free 0-12
Bacto Hefeextrakt 0- 2

Kirzlich hat Radler 7) fiir eine synthetische Néahrlosung zum Wachstum sau-
reabbauender Bakterien eine Kombination von 23 Amino-Sauren vorgeschlagen.
Wir haben sie ausprobiert, wobei ein nur ganz unwesentlich besseres Wachstum
zu beobachten war als in unserer modifizierten Difco Nahrlosung (vgl. Tab. 1).
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Radler selber berichtet ebenfalls von einem sehr schwachen Wachstum in seiner
synthetischen Nahrlosung. Es geniigte aber zum vollstandigen Abbau betrachtli-
cher Mengen (5 g/l) von Aepfelsiure. Wir kénnen diese Beobachtungen bestati-
gen.

Das beschriebene Nahrmedium bot uns eine giinstige Grundlage zu weiteren
Versuchen, in welchen das Wachstum unserer saureabbauenden Bakterien ver-
bessert werden sollte. Zusatze von weiteren reinen Substanzen, wie Vitamin B 12
oder von Nucleotid-Diphosporpyridin (DPN) und ATP, welche nach Korkes und
Ochoa ®) sowie Ierchel et al.?) eine Beschleunigung des zellfreien Aepfelsidure-
abbaues mit Hilfe des «Malic Enzyms» bewirken, waren von nur unwesentlichem
Einfluss. Auch andere Zusatze wie Mn- und Mg-ionen versagten. Ein Zusatz
von Difco Hefeextrakt wirkt sich aber, wie Fig. 1 zeigt, ausserordentlich kréftig
auf die Vermehrung der Bakterien aus. Es sei hier bemerkt, dass wir einen posi-
tiven Effekt bei allen unseren saureabbauenden Stimmen feststellen konnen. Er
ist aber von Fall zu Fall verschieden kraftig.

TURB.ROG.,
2
a0 + 4
—5
70k I: Control(modif. Difco 318 medium).
2: Addition of yeast extract.
60 3: Ethanol precipitate.
4:Ethanol soluble part (tittrate).
50 5:Precipitate and Filtrate.
40
30
20
e S — -_3
10 e !
DAYS
O 1 3 & 4 i L
6 7 8 10 13

Fig. 1

Einfluss einer Alkohol-Fallung auf die wachstumsiordernde Wirkung von Hefe-Extrakt

In einer Arbeit von Rich und Stern 1°) ist eine detaillierte Analyse des Difco
Hefeextraktes in bezug auf seinen Gehalt an Aminosauren und Vitaminen er-
schienen. Thre Ueberprifung zeigt, dass in unserem synthetischen Nahrmedium
keine der vorgefundenen Substanzen fehlt. Der stark wachstumsfordernde Effekt
des Hefe-Extraktes muss darum auf andere Komponenten zurtickgefithrt werden.
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Versuchsergebnisse

1. Ueraschung des Hefeextraktes

Zunachst wollten wir die Frage abklaren, ob eine organische oder anorgani-
sche Komponente des Hefeextraktes fiir die wachstumsfordernde Wirkung ver-
antwortlich sei. Wir veraschten deshalb Hefeextrakt und setzten es in dieser
Form in unsere Versuche ein. Es konnte damit eindeutig gezeigt werden, dass
die Asche praktisch ohne Wirkung ist, wiahrenddem sich das gesamte Hefeex-
trakt sehr guinstig auf die Bakterienentwicklung und den biologischen Saureab-
bau auswirkte. Diese Versuche wurden in natirlichen Nahrmedien (Trauben-
saft) durchgefiihrt. Es war damit klar, dass organische Verbindungen fiir die
wachstumsfordernde Wirkung verantwortlich gemacht werden miissen.

2. Hydrolyse des Hefeextraktes

In weiteren Versuchen stellten wir aus vitaminfreiem Casein-«Roche» Saure-
hydrolysate her. Es ist bereits erwahnt worden, dass ein Totalhydrolysat von'der
Art, wie es im Casamino-Acid von Difco vorliegt, keine wachstumsfordernde
Wirkung besitzt. Dies liess sich mit unseren eigenen Totalhydrolysaten bestati-
gen.

In einem Versuche hydrolysierten wir vitaminfreies Casein «Roche» bei 80
bis 82° C in 5 n Salzsdure wahrend !/2 bis 36 Stunden. Wir dampften unter Va-
cuum ab und neutralisierten den in destilliertem Wasser aufgenommenen Riick-
stand mit Natronlauge.

Das in unserer Nahrlosung eingesetzte Caseinhydrolysat zeigte mit zuneh-
mender Hydrolyse eine abnehmende Wirkung auf das Wachstum. Nach einer
ungefahr einstiindigen Hydrolyse erhielten wir die optimale Wachstumsfoérde-
rung. Sie ist von der gleichen Grossenordnung wie bei Hefeextrakt. Nach 36
Stunden Hydrolyse sank die Wirkung des Hydrolysates praktisch auf den Wert
des Total-Hydrolysates (Casamino-Acid), von Difco, ab (s. Fig. 2). In allen
spateren Versuchen dieser Art ist mit fortschreitender Hydrolyse ein zunehmen-
der Verlust der Aktivitit sowohl von Hefe-Extrakt, als auch von Caseinpepton
einhergegangen.

Es lag deshalb der Schluss nahe, dass es sich bei der wachstumsfordernden
Komponente um hoher molekulare Stickstoff-Verbindungen handeln koénnte.
Diese Vermutung ist in der Literatur bereits 6fters ausgesprochen, aber auch —
so kiirzlich von Radler 7) — oft abgelehnt worden. Es waren darum weitere Ver-
suche zur Abklarung notig. :

8. Papierchromatographische Untersuchungen

Mit Hilfe der Papierchromatographie versuchten wir weitere Einzelheiten
tber die Natur der wachstumsfordernden Substanzen zu erhalten.
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Fig. 2
Wirkung von Casein Partial-Hydrolysaten auf das Bakterienwachstum
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Partial-Hydrolysate von Hefe-Extrakt verhalten sich sehr dhnlich. Als Vergleich dient der Zusatz von Casamino
acid (Difco), welches als Total-Hydrolysat eines Caseins betrachtet werden kann.

Werden wihrend des Bakterienwachstums hohere Stickstoffverbindungen,
z.B. Peptide verbraucht, so sollte sich dies anhand von Aminosdaure-Bestimmun-
gen nach der Hydrolyse feststellen lassen. Entsprechende Kontrollen unserer
Néhrlosung blieben leider erfolglos.

Der Riickgang des Gesamtstickstoffgehaltes in einer Nahrlosung oder in den
Weinen wihrend des Bakterienwachstums ist leider ziemlich gering. Entspre-
chende Analysen in unserer synthetischen und halbsynthetischen Nahrlosung
mit einem Gehalt von 67,2 resp. 115,5 mg/°/oN2 ergaben Differenzen, welche
rund 10, resp. 8,5 °/o betrugen.

In dem sehr stickstoffreichen Niahrmedium Difco 320, welches wir frither
ebenfalls benttzten, betrug der Riickgang des Gesamtstickstoffes durch das Bak-
terienwachstum nur 2,5 /0.

Wenn sich der Stickstoffbedarf nicht auf einige wenige Verbindungen kon-
zentriert, bietet die Papierchromatographie unter diesen Umstinden wenig Aus-
sicht zur niheren Abklirung unserer Frage nach der Natur jener wachstums-
fordernden Substanzen.

In unseren Versuchen war es leider nicht moglich, das Verschwinden einzel-
ner Aminosauren vor oder nach der Hydrolyse festzustellen. Wir priiften auch
mehrere Weine, in welchen wir die Apfelsdure vollstindig abbauen liessen. Sie
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weisen wesentlich geringere Gesamt-Stickstoffgehalte auf, welche zwischen etwa
100 bis 800 mg/l liegen und in der Regel etwa 150 bis 250 mg/l betragen und da-
mit gunstigere Voraussetzungen fir die chromatographische Untersuchung boten.
Auch unter diesen Umstidnden war uns der Nachweis nicht moglich, dass einzelne
Aminosauren widhrend der Entwicklung des untersuchten Stammes aus dem
Weine verschwinden oder in ihrer Konzentration stark herabgesetzt werden. Wir
schlossen darum aus diesem negativen Ergebnis, dass der Stamm kein sehr spe-
zifisches Bedtrfnis nach bestimmten Aminosduren hat und mit sehr geringen
Mengen auskommt.

In diesem Zusammenhang durchgefithrte Bestimmungen der Formolzahl vor
und nach dem Wachstum der Bakterien ergaben denn auch nur unwesentliche
Differenzen. In drei Versuchen sank der Formolwert nicht mehr als um 2 bis 2,5
Einheiten, wobei in der unbewachsenen Kontrolle ein Gesamtwert von 20 bis
22,5 bestimmt wurde. Es scheint also auch aus diesen Kontrollen hervorzugehen,
dass die Bakterien bei ihrer Entwicklung nur in bescheidenem Masse auf Amino-
sauren und einfachste Stickstoffverbindungen angewiesen sind.

4. Fallung von Hefeextrakt mit Aethanol

In weiteren Versuchen fallten wir den Hefeextrakt mit verschiedenen Alko-
holkonzentrationen. Bei einer Fallung im Verhaltnis 1 : 4 mit 96 %/oigem Alkohol
entsteht ein kraftiger Niederschlag, welcher abfiltriert wurde. Die Bestimmun-
gen des Gesamtstickstoffgehaltes in Filtrat und Niederschlag ergaben folgende

Werte: Hefeextrakt: 121,5 mg Ne/g
Alkoholniederschlag: 26,6 mg Na/g
Alkoholloslicher Anteil: 98,2 mg Na/g
Differenz: 3,3 mig =.2,9%0

Durch die alkoholische Fallung wurde der Hefeextrakt in zwei Fraktionen ge-
teilt. Diese konnten in weiteren Versuchen auf ihre wachstumsférdernde Wir-
kung hin geprift werden.

In mehrfacher Wiederholung zeigt sich dabei, dass der grosste Teil der Akti-
vitat im Filtrat verbleibt (Fig. 1). Es scheint aber auch im Niederschlag eine,
wenn auch nur sehr geringe Wirkung zu verbleiben. Diese Wirkung lasst sich
etwas verstarken, wenn bei der Fallung grossere Mengen von Aethanol verwen-
det werden.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schliessen, dass es sich bei den wachstums-
fordernden Substanzen im Hefeextrakt nicht um hochmolekulare Verbindungen
handeln kann. Die Ausfillung eines geringen Anteils durch hohere Alkoholkon-
zentrationen lasst andererseits vermuten, dass sie in bezug auf ithre Molekular-
grosse eine Zwischenstellung einnehmen konnten. Die Vermutung tber die eher
niedermolekulare Natur der aktiven Substanzen bestdtigt sich auch in einem
Dialyse-Versuch. Bei einer zweitagigen Dialyse gegen fliessendes Wasser in
einem Cellophan-Schlauch verlor das Praparat mehr als zwei Drittel seiner Ak-
tivitat.
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5. Oersuche mit lonenaustauschern

Im Bestreben, die wachstumsfordernde Komponente des Hefeextraktes naher
zu charakterisieren und sie etwas anzureichern, fiihrten wir noch Versuche mit
[onenaustauschern durch. Wir wihlten dabei zuerst den schwach sauren Katio-
nen-Austauscher « JRC-50». Durch die bereits erwahnte Aethanol-Ausfillung
befreiten wir den Hefeextrakt von seinen hochmolekularen Eiweissverbindungen.
Das Filtrat mit dem Hauptanteil der Aktivitit wurde mit dem Austauscher be-
handelt und damit die basischen Aminosdauren aus ihm entfernt.

Durchlauf und Eluat wurden im Wachstumsversuch auf ihre Aktivitat hin
untersucht. Dabei verblieb die Hauptaktivitat im Durchlauf. Das Eluat (basische
Aminosauren) wies erwartungsgemass nur eine geringe Aktivitat auf (vgl. Fig.
3). Von besonderem Interesse ist aber, dass beide Fraktionen vereinigt, praktisch
wieder die gleiche Aktivitiat aufweisen, wie das Filtrat aus dem Alkoholnieder-

schlag (vgl. Fig. 1 mit Fig. 3).

TURB. RDG.
80 F 2
5
70 I: Control (modif-Difco 318medium). i
2: Addition of yeast extract.
60 3. Eluate IRC-50.
4: Effluent IRC-50.
S0 5: Eluate and effluent IRC-50.
40
30 3
20
10 =7
. U . DAYS.
6 7 8 10 13
Fig. 8

Einfluss des schwach sauren Kationen-Austauschers «IRC-50» auf die
wachstumsfordernde Wirkung des alkoholloslichen Anteils eines Hefe-Extraktes

1 und 2 = Kontrolle ohne, resp. mit Zusatz von Hefe-Extrakt. 3 = NH;-Eluat, 4 = Durchfluss, 5 = 3 4} 4.

Wir haben bei diesen Versuchen praktisch keinen Aktivitatsverlust zu ver-
zeichnen. Dies ist anders, wenn wir an Stelle des schwachen Austauschers « JRC-
50» den stark sauren Kationen-Austauscher «Dowex-50» (50/100 mesh) verwen-

den.
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Wie wir in Vorversuchen feststellen konnten, hilt dieser Austauscher hoch-
molekulare Stickstoffverbindungen zuriick. Die Stickstoffbilanz eines entspre-
chenden Versuches ist in der Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2

N-Bilanz mit « Dowex-50»
(Gesamt N in mg/10 ml)

Proteosepepton, alkh. Casaiainnskrid

Proteosepepton los;;hgm‘flz;eﬂ (Totalhydrolysat)
Gehalt der Ausgangslosung | 24,08 (100 9) 98,2 (100 /) | 16,70 (100 °/o)
Gehalt in Durchlauf und
Spilwasser 4,05 ( 16,9 %) 12,6 ( 11,6 °/o) 0,14 (0,8 °0)
Gehalt des NH 3-Eluates 14,07 ( 58,5%) | 87,5 ( 89,0%) | 16,85 ( 98,0 %)
Verlust (am Austauscher) 5,96 ( 24,6 %) 1,8 ( 1,9%) 0,21 .1,29%0

Diese Zahlen zeigen, dass der Austauscher Dowex-50 Aminosduren und ein-
fache Peptide fast quantitativ zuriickhalt und sie durch Ammoniak-Eluierung
praktisch quantitativ wieder abgibt. Die Verluste am Austauscher hielten sich in
mehreren Versuchen im Rahmen von 1 bis 2 . Dass auch einige einfache Pep-
tide durch den Austauscher zuriickgehalten werden, ldsst sich papierchromato-
graphisch nach der Hydrolyse des NHs-Eluates nachweisen. Es resultiert dabei
nur eine schwache Verstarkung einiger weniger Aminosaureflecken. Rund 25 /o
der hoheren Stickstoffverbindungen verbleiben am Austauscher und lassen sich
durch Ammoniak nicht eluieren.

Wird dagegen anstelle von Proteosepepton oder Hefeextrakt nur dessen alko-
holloslicher Anteil durch den Austauscher gelassen, so zeigen sich praktisch keine
Verluste mehr, was beweist, dass die Alkoholfallung tatsachlich alle hoch-
molekularen Stickstoffverbindungen erfasste. Demzufolge miussten die wachs-
tumsfordernden Komponenten des Hefeextraktes relativ kleine Molekulargrosse
aufweisen.

Die Wachstumsversuche mit Durchlauf und Eluat aus der «Dowex-50»-Saule
sind in Fig. 4 dargestellt. Sie zeigen im Durchlauf nur eine sehr geringe Aktivi-
tat. Das NHs-Eluat weist dagegen wesentlich grossere Aktivitat auf. Durchlauf
und Eluat zusammen haben aber bisher noch nie wieder die Aktivitat des Fil-
trates ergeben. Der oft wesentliche Rickgang der Aktivitdt muss wohl auf eine
Hydrolyse im stark sauren Austauscher, kaum aber auf einen Verlust zuriickge-
fihrt werden.

Diese Versuche diirfen als weiteren Beweis dafiir gewertet werden, dass die
aktive Komponente des Hefeextraktes aus einfachen Stickstoffverbindungen be-
steht und moglicherweise Peptid-Charakter besitzt. In diesem Zusammenhang
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TURB. RDG.

80 2
70 | 1: Control(modif.Difco 318 medium). 5
2: Addition of yeast extract.
60 3: Effluent Dowex 50.
4:Eluate Dowex 50,
50 5:Eluate and effiuent Dowex 50. y

40
30
20
/3
10 — !
DAYS
O 1 1 1 1 1
6 74 8 10 13

Fig. 4
Einfluss des stark sauren Kationen- Austauschers «Dowex-50» auf die
wachstumsfordernde Wirkung des alkoholléslichen Anteils eines Hefe-Extraktes

1 und 2 = Kontrolle ohne, resp. mit Zusatz von Hefe-Extrakt. 3 = Durchfluss. 4 = NHs-Eluat. 5 = 3 + 4.

ist uns durch die Firma Hoffmann-La Roche in Basel *) eine strepogenin-aktive
Substanz zur Verfiigung gestellt worden, welche wir in unsere Versuche einbe-
zogen. Es liess sich damit ein deutlich besseres Wachstum erzielen, das aber doch
nicht an die Wirkung des Eluates heranreichte. Es ist aber deswegen doch mog-
lich, dass es sich bei den wachstumsférdernden Substanzen im Hefeextrakt um
strepogenin-aktive Substanzen handelt. In dem von uns durchgefithrten Versuche
kann die geringe Aktivitit mit der eingesetzten Konzentration im Zusammen-
hang stehen.

6. Anreicherung der wachstumsfordernden Substanzen

[n unseren jiingsten Arbeiten haben wir versucht. die aktiven Substanzen
papierchromatographisch anzureichern. Der Hefeextrakt wurde entlang der
Startlinie in grésseren Mengen aufgetragen und mit Butanol-Essigsaure-Wasser
(8 :2:2) wahrend 16 Stunden entwickelt. Der Lauf wurde hierauf in verschie-
dene Streifen geschnitten und deren Eluat im Wachstumsversuch eingesetzt. Da-
bei kénnen wir beobachten, dass die Hauptaktivitiat in den beiden ersten Streifen

*) Das uns zur Verfigung gestellte Priparat sei der Firma F. Hoffmann-La Roche
in Basel hier besonders verdankt.
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mit Rf-Werten von 0,17 bis 0,38 1iegt Die weitern Streifen weisen praktisch
keine erhohte Aktivitat auf. Wir hoffen damit die aktiven Substanzen '1nrt:1chern
zu konnen, um sie einer besseren Charakterisierung zuzufiithren,

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass Hefeextrakt eine stark wachstums-
fordernde Wirkung auf Lactobacillus- und Leuconostoc-Arten austibt, welche fir die
Aepfelsdure-Milchsdure Garung in Weinen verantwortlich sind.

Die Behandlung des Hefeextraktes mit 96 %oigem Alkohol zeigt, dass die wachstums-
aktive Komponente vorwiegend im alkoholléslichen Teile liegt. Durch Versuche mit
Ionenaustauschern kann gezeigt werden. dass es sich vermutlich um einfache Stickstoff-
verbindungen und mdéglicherweise um strepogenin-aktive Substanzen handelt, welche
ithre Aktivitdat durch zunehmende Saurehydrolyse verlieren. _

Die aktiven Substanzen konnten zur weitern Untersuchung papierchromatographisch
angereichert werden.

Reésume

On montre que I'extrait de levure favorise fortement la croissance des especes bacté-
riennes Lactobacillus et Leuconostoc, responsables de la fermentation malo-lactique des
vins.

En traitant 'extrait de levure par de l'alcool a 96 pour cent on a pu prouver que le
composant activant la croissance était, dans sa plus forte proportion, soluble dans I'al-
cool.. On a essayé d’isoler les substances actives responsables de ce phénoméne au moyen
d’échangeurs d’ions et par chromatographie sur papier et on est arrivé a la conclusion
qu’il s'agit probablement de substances azotées simples.

Summary

The growth of Lactobacillus and Leuconostoc strains causing malolactic fermenta-
tion in wines is strongly increased by yeast extract. The substances responsible for this
phenomen seem to be simple nitrogenous compounds, the isolation of which has been
attempted by means of ion-exchangers and paper chromatography.
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Die Ausmessung von Radialpapierchromatogrammen
ungesattigter Fettsdauren mit dem Mikrophotometer

Von H. Sulser
(Laboratorium des Eidg. Gesundheitsamtes, Bern)

In der Analytik der Fettsiuren bestehen einerseits Methoden zur Gruppen-
analyse (Kennzahlen), anderseits auch solche zur Bestimmung einzelner Sauren
in einem Gemisch, zum Beispiel Oelsdure und Linolsdure aus Jodzahl und
Rhodanzahl oder UV-Spektrophotometrie. Die Spezifitat dieser letzteren Me-
thoden ist relativ gering. Es muss bertcksichtigt werden, was an sonstigen Be-
standteilen eventuell vorhanden sein kann. Diese Feststellung ist oft mit Schwie-
rigkeiten verbunden oder aber erheischt sie einen betriachtlichen Arbeitsauf-
wand, da es sich um Verbindungen von teilweise sehr dhnlichen physikalisch-
chemischen Eigenschaften handelt.

Es ist der Vorteil chromatographischer Methoden, gleichzeitig einen Ueber-
blick zu verschaffen und doch spezifisch zu sein. Man erkennt, um was fur Fett-
sauren es sich in einem bestimmten Gemisch handelt, und jede einzelne Fettsaure
verhalt sich trotzdem so, wie wenn ausser ihr gar keine andern vorhanden waren.
Damit sind alle jene Fehlerquellen ausgeschaltet, welche auf der gegenseitigen
Beeinflussung verschiedener dhnlicher Individuen beruhen. Es verwundert daher
nicht, dass versucht wird, auf diese Weise gleichzeitig auch zuverlassige quanti-
tative Angaben tber die einzelnen Bestandteile zu erhalten.

In den letzten Jahren sind in steigendem Mass sogenannte synthetische Fette
und Oele auf dem Markt erschienen. Es handelt sich dabei um eine Riickbildung
von Glyceriden durch kiinstliche Veresterung der entsprechenden Fettsauren.
Die Oelindustrie setzte bis vor einem Jahrzehnt die bei der Raffination der
pflanzlichen Rohole als Natronseifen (soapstock) anfallenden Abfallsduren bei
der Seifenindustrie ab. Durch die starke Entwicklung der Produktion von kiinst-
lichen Netzmitteln und die dadurch bedingte Stockung dieser Absatzmoglichkeit
war sie gezwungen, die Riickbildung jener Fettsauren in die Speisedlproduktion
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