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PETER AMSLER

Untersuchungen iiber die
wachstumsfordernde Wirkung einiger natiirlicher
Extrakte auf Ustilago violacea (Pers.) Fuck.

(Aus dem botanischen Institut und Garten der Universitit Bern)

1. Einleitung und Fragestellung

a) Ernihrungsbedingungen fiir Ustilago violacea

Ustilago violacea (Pers.) Fuck., der Antherenbrand der Caryophyl-

lacee Melandrium, weist in seinem Entwicklungsgang zwei Phasen auf:

die haploiden, getrenntgeschlechtlichen Sporidienmyzelien leben sapro-
phytisch und haben keinerlei parasitische Fahigkeiten;

erst das aus der Plasmogamie hervorgehende dikaryotische Myzel ist
imstande, Wirtspflanzen zu befallen (13), in deren Antheren dann die
Brandsporen zur Aushildung gelangen. Die weiblichen Meladriumpflan-
zen werden durch den Pilz zur Entwicklung von Staubblittern ange-
regt, womit auch hier die Vorbedingungen zur Brandsporenbildung ge-

geben sind (Abb. 1—4).

Die ersten Versuche, Ustilagineen auf kiinstlichem Substrat zu ziich-
ten gelangen Brefeld (8, 9). Als Milieu verwendete er Mist- und
Pflanzendekokte und fand, daf} die Pilze mindestens in ihrer Sporidien-
generation beliecbig lang saprophytisch leben und sich vegetativ vermeh-
ren konnen. Auch Kopulationen und Bildung von dikaryotischem
Myzel wurden beobachtet.

Die Eignung bestimmter Kohlenstoff - und Stick-
stoffverbindungen fiirdie Ernihrungeines Brand-
pilzes in rein synthetischem Milieu wurde erst von
Schopfer und Blum er untersucht. Ihre Hauptarbeiten (5, 6, 36,
40), deren Ergebnisse hier kurz wiedergegeben werden sollen, beziehen
sich auf eingeschlechtige Sporidienkulturen des von Baarn bezogenen
Stammes: Ustilago violacea (Pers.) Fuck., f. sp. Melandrii rubri (Lych-
nidis dioicae [d. C.] Liro).
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Blumer (5) fand zunichst, dal in einer einfachen Nahrlosung,

enthaltend Magnesiumsulfat, sekundires Kaliphosphat und 1-Asparagin
(entspr. der nach Schopfer modifizierten Coon’schen Nihrlosung)
einzig mit Saponin als Kohlenstoffquelle ein einigermaBen gutes
Wachstum des Pilzes erzielt werden konnte. Mit einem mehrmals ge-
reinigten Saponinpriparat dagegen blieb die Entwicklung nahezu voll-
standig aus, woraus geschlossen wurde, daB3 die wachstumsfordernde
Wirkung des Handelssaponins auf Spuren einer Verunreinigung be-
ruhe. ‘
Schopfer (36) stellte dann fest, daBB bei Zugabe von Aneurin
oder seiner beiden Komponenten, Pyrimidin und Thiazol, zu derselben
einfachen Nihrlosung mit Glukose als Kohlenstoffquelle ein normales
Wachstum von Ustilago violacea erreicht werden kann. Das schlechte
Gedeihen des Pilzes auf vitaminfreier Nihrlosung beruhte also auf
seiner teilweisen Auxoheterotrophie. Dievon Blumer
vermutete Verunreinigung kénnte demmnach wenigstens zum Teil aus
Aneurin bestehen; ein direkter Nachweis dieses Vitamins im benutzten
Saponin gelang allerdings nicht mit Sicherheit (40).

Als total oder partiell auxoheterotroph wird ein Organis-
mus bezeichnet, der die Fihigkeit zur Synthese der fiir ihn
lebensnotwendigen Wirkstoffe ganz oder teilweise verloren
hat (Schopfer). Ustilago violacea benotigt fiir seine Entwicklung
das Vitamin B,; das Synthesevermogen des Pilzes
ist auf dieletzte Stufe — Pyrimidin + Thiazol —
Aneurin — beschrinkt. Mindestens die genannten Kompo-
nenten miissen daher zusammen im Nahrmilieu zur Verfiigung stehen;
der Organismus ist dann imstande, sie auf enzymatischem Wege zu B,
zu kondensieren. Der Grad der Aneurinheterotrophie gleicht somit
demjenigen von Phycomyces Blakesleeanus und Staphylococcus aureus
(39). '

Man konnte sich fragen, ob der Verlust des Synthesevermégens fiir
Pyrimidin und Thiazol auf die Angewohnung von Ustilago violacea
an parasitische Lebensweise zuriickzufithren sei. Zahlreiche Unter-
arten der Sammelgruppe Ustilago violacea weisen nimlich ziemlich
iibereinstimmende Aneurinheterotrophie auf. Verwandte Arten, die
ebenfalls ihre Brandsporen in den Antheren der Wirtspflanze aus-
bilden, verhalten sich sehr dhnlich (U. pinguiculae, vinosa) oder be-
nitigen sogar das ganze B, - Molekiil (U. scabiosae) (6,7). Anderseits
gibt es vollig auxoautotrophe Brandpilze mit ebenso ausgeprigter



Abb. 1
Normale miinnliche (links) und weibliche (rechts) Bliite von Melandrium album

(Mill.) Gar.

Abb. 2

Bliiten von Melandrium album nach Entfernung des Perianth
Gesunde Antheren und Fruchtknoten mit Narben (links und Mitte)
Durch Ustilago violacea bei einer weiblichen Bliite
verursachte Ausbildung von Antheren, die mit Brandsporen angefiillt sind ;
Fruchtknoten und hauptsiichlich Narben verkiimmert (rechts)



Abb. 3
Krauke (links) und gesunde (rechts), aufgeschnittene, weibliche Bliiten
von Melandrium album. In der vom Pilz befallenen Bliite die voll ausgebildeten,
mit Brandsporen angefiillten und schwarz stiubenden Antheren.
Fruchtknoten und hauptsiichlich Narben in der Entwicklung gehemmt

Abb. 4
Minnliche Bliiten von Melandrium album mit brandigen Antheren

(Aufnahmen von Prof. Dr. W. H. Schopfer, 1937)
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parasitischer Aggressivitit wie die vorgenannte Gruppe (z. B. U. zeae).
Es wire deshalb wohl verfriiht, die Auxoheterotrophie unbedingt als
ein Kriterium des Parasitismus anzusprechen.

Versuche, die zusammen gleich wie Aneurin wirkenden Komponen-
ten, 2-methyl-4-amino-5-aminomethylpyrimidin und 4-methyl-5-hydroxy-
aethylthiazol durch Substitutionsprodukte zu ersetzen, blieben ohne
Erfolg (Schopfer und Blumer 40).

N CH Cl
D 9|
H;C—C2 5C—CH;—N3)—C—CHs
By I |
N=—=C—NH; HC» 35C—CH:CH:0OH Aneurin
N,
HCI S

Pyrimidin = Thiazol

Mesoinositol, Nicotinsiure und Lactoflavin waren ebenfalls unwirk-
sam. Mit sehr hohen Pantothensiuredosen wuchs der Pilz nur schwach.

Aneurin, d.h. die genannten Komponenten, wurden deshalb als
wichtigste Wachstumsfaktoren fiir Ustilago violacea angesprochen.

Gerhardt bestritt spater diese Auxoheterotrophie von Ustilago
violacea (12). Werde in der Niahrlésung Pektin verwendet, das fiir den
Pilz als spezifische Kohlenstoffquelle gelten kénne, so sei eine Ent-
wicklung auch ohne B, méglich.

b) Fragestellung

Im Laufe ihrer Untersuchungen stellten Schopfer und Blu-
m e r mehrmals fest, da3 bei Zugabe von nur geringen Mengen na -
tirlicher Extrakte (aus Blittern, Stengeln, Keimlingen) zur
synthetischen Nihrlésung eine wesentlich stirkere Entwick-
lung von Ustilago violacea eintrat als mit optimalen B, -Dosen (nach
personlicher Mitteilung).

Aehnliche Erscheinungen wurden auch fiir andere Organismen be-
schrieben, z. B, von Williams und Mitarb. (53) fiir Saccharo-
myces cerevisae: mit den giinstigsten Kombiniationen synthetischer
Nihr- und Wirkstoffe war die Wirkung von Leberextrakt nicht er-
reichbar, ‘



56 Mitteilungen der Naturforschenden Gesellschaft Bern

Fiir uns stellte sich die Frage, worauf das starkere Wachs-
tum von Ustilago violacea auf Extrakten gegeniiber den
Kontrollen auf rein synthetischem Milieu beruhe.

Die der normalen Nihrlosung beigefiigten Extraktmengen waren
im allgemeinen sehr gering; eine plastische oder energetische Wirkung
schien uns auch deshalb wenig wahrscheinlich, weil die vom Pilz be-
vorzugten Kohlen- und Stickstoffquellen in der Nihrlésung bereits im
Ueberflu3 vorhanden waren.

Die Arbeitshypothese, daB neben dem Aneurin in den
Extrakten andere bekannte oder unbhekannte echte
Wachstumsfaktoren oder mineralische Katalysa-
toren (Spurenelemente oligosynergistischer Natur) wirksam seien,
fiilhrte zu folgendem Untersuchungsplan:

1. Abkldrung und Erginzung bestehender Angaben: optimale Aneurin-
dosis, Einflul der Wasserstoffionenkonzentration, Pektin als «spe-
zifische» Kohlenstoffquelle;

2. Vergleich einiger wisseriger Extrakte, Untersuchung der Wirkung
von Ustilago violacea-Extrakten auf diesen Pilz selbst;

3. Versuche mit Aschen der Extrakte und kiinstlichen Spurenelement-
mischungen;

4. Priifung moglichst vieler bekannter Wirkstoffe, einzeln und in Kom-
binationen auch mit mineralischen Katalysatoren;

5. Behandlung der Extrakte, um wenn méglich das wirksame Prinzip
anzureichern und durch geeignete Reaktionen zu charakterisieren.

2. Grundversuche
a) Methodik

Alle Untersuchungen fiihrten wir mit dem von Schopfer und
Blumer verwendeten Stamm von Ustilago violacea (aus Baarn)
durch. Der Pilz bildet in Nihrlosung am Boden des GefiBes eine
lockere Schicht wei3licher, mehr oder weniger zusammenhingender
SproBzellen, wobei zeitweise kleine Klumpen auftreten kénnen. Beim
Aufrithren der Fliissigkeit entsteht eine ziemlich gleichmiBig triibe
Suspension, deren Lichtabsorption ungefihr dem gebildeten Trocken-
gewicht des Pilzes proportional ist (5).

Die Kulturen wurden in 150 cem Erlenmeyerkolben in je 25 cem der bereits

erwihnten Schopfer’schen Nihrlosung gezogen, die trotz ihrer Einfachheit in der
Wirkung von anderen Kombinationen nicht iibertroffen wurde (40).
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Nﬁhrlﬁsung s Glukose 1 0/0
i 0
i{spsa(;jgm g,; 5 o;z in dest. Wasser
KI%IePO:; 0,15 o/ (aus Pyrex-Glas)
-} Aneurin

Die Sterilisation erfolgte im Autoklaven wihrend 20 Minuten bei 115° C. Simtt
liche Zusiitze — Extrakte, Wirkstoffe, Aschen usw. — wurden getrennt sterilisier-
und erst nachher zugegeben, um schiidliche Reaktionen zu vermeiden.

Zur Herstellung der Impfsuspension entnahmen wir einer Stammkultur auf Bier-
wiirzeagar ein Stiicklein Myzelbelag und brachten es zur Weiterentwicklung in normale
Nihrlosung. Nach mindestens 10, spiitestens 20 Tagen, wurde diese Kultur dreimal
steril ausgewaschen; die in Wasser aufgenommene Sporidienmasse ergab die Impf-
suspension, von der pro Kultur zwei Tropfen geimpft wurden. Durch dieses Vorgehen
sollte ein moglichst geringer Gehalt an mitgeschleppten Stoffen (z. B. Aneurin) und
gleiches Alter des Impfmaterials gewéhrleistet werden.

Die Kulturdauer betrug gewdhnlich 15—18 Tage. Zur Messung des Wachstums
verwendeten wir anfinglich ein Kolorimeter nach Lange, das die Triibungswerte angab
(nephelometrische Werte).

Dann fiithrten wir eine Zeitlang Trockengewichtshbestimmungen durch, indem wir
die Kulturen auf abgewogenen Filtrierpapierscheiben abnutschten, trockneten und
dann wogen. Spiter stand uns ein ,Spekker*- Kolorimeter zur Verfiigung, das die
durch die Pilzsuspension verursachte Lichtextinktion gegeniiber der nicht beimpften
Néihrltiéung angab,

In allen Versuchen wurde eine vollstindige Bi-Konzentrationsreihe als Kontrolle
mitgefiihrt. Die in den Tabellen und graphischen Darstellungen wiedergegebenen
Grofien (Durchschnitte von mindestens vier Kulturen) stellen Prozentwerte des mit
optimaler Aneurindosis (0,2 ¥ /Kultur) erreichbaren Pilzwachstums dar, so daB ein
Vergleich der mit den verschiedenen Methoden gewonnenen Ergebnisse auf alle Fille
moglich ist.

b) Die optimale B -Dosis

Da diese von Alter und Konzentration des Impfmaterials abhingt
(40), war es notig, die unter unsern Bedingungen optimal wirksame
Aneurinkonzentration festzustellen. In Fig. 1 sind den gewichtsmiBig
ermittelten Ergebnissen noch die Extinktionswerte aus einem ungefihr
zwei Jahre spiter durchgefiihrten Versuch beigefiigt. Die Resultate
stimmen recht gut iiberein. Der Grad der Anecurinheterotrophie des
verwendeten Stammes von Ustilago violacea verinderte sich demnach
im Verlaufe des genannten Zeitraumes nicht. Das Optimum der B,-
Konzentration (0,2 y/Kult.) lag aber héher als in den Versuchen von
Schopfer und Blumer (0,1 y/Kult.).
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Fig. 1
Wirkung verschiedener Aneurin-Konzentrationen auf das Wachstum
von Ustilago violacea (Kulturdauer: 16 Tage)

¢) Der Einflul3 der Wasserstoffionenkonzentration

Aus Untersuchungen von Ranker (29) geht hervor, dal Ustilago
zeae auf Nahrbéden mit pH-Werten von 3—6 ungefihr gleich gut
gedeiht. Nach Blum e r (5) wuchs Ustilago violacea auf ungepufferten
Nihrlosungen bereits bei pH 3,5—4, bei pH 4,5—6,5 erreichte der Pilz
ein Entwicklungsoptimum, und sogar bei pH 8,3 war noch ein schwa-
ches Wachstum méglich. Die starke Ammoniakbildung durch den Or-
ganismus verursachte eine anfinglich rasch ansteigende Alkalisierung
des Milieus, die spiter eher wieder abnahm.

Als Erginzung zu den genannten Beobachtungen untersuchten wir
den EinfluB verschiedener, mit dem Zitronensiure-Natriumphosphat-
Puffer nach McIllvaine eingestellter pH-Werte auf das Wachstum
von Ustilago violacea.

Um eine Nebenwirkung der zusitzlich in die Nahrlésung gebrachten
Salze moglichst auszuschalten, wurde der Puffer so verdiinnt, daB er
nach dem sterilen Zusammengieflen mit der Nihrlosung bloB noch
eine Konzentration von 1 : 20 aufwies. In einem Vorversuch hatte sich
die so erreichbare Pufferkapazitit als groB3 genug erwiesen.
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Die Ergebnisse, zusammengestellt in Fig. 2, bestitigen die weit-
gehende Unempfindlichkeit von Ustilago violacea gegeniiber pH-
Aenderungen im Bereich von 3,2—6. Das Optimum lag bei pH 4.6,
wihrend oberhalb des Neutralpunktes das Wachstum stark gehemmt
war. Die von Schopfer und Blumer angegebene Nihrlésung
(40) mit einem mittlern pH von 4,6 kann also auch in bezug auf die
Wasserstoffionenkonzentration als giinstig gelten.

Auffillig ist, daBB im gepufferten Milieu bei geringer B -Konzen-
tration eine Forderung, bei hoher B,-Dosis eine leichte Hemmung
gegeniiber den Kontrollen erfolgte. Das diirfte durch Begleitstoffe der
verwendeten Zitronensiure verursacht worden sein.

In den weitern Versuchen wurde das pH nach Zugabe der Extrakte
zur Nihrl6sung stets kontrolliert. Es lag immer zwischen den Werten
4—35,5. Demnach kann die pH-Beeinflussung durch die Extrakte ver-
nachlassigt werden.
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Fig. 2

EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf das Wachstum von Ustilago violacea
(Kulturdauer: 13 Tage)
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d) Pektin als Kohlenstoffquelle

Bei verschiedenen phytoparasitischen Pilzen (z. B. Phytophthora)
konnte die Ausscheidung von Pektinasen, durch die das Pektin in den
Mittellamellen von Zellwinden abgebaut wird, nachgewiesen werden
(22).

Gerhardt (12) machte dahnliche Beobachtungen bei Kulturen
von Ustilago avenae und zeae auf Riibenschnitzeln. Er nahm an, daf3
diese Pilze die freiwerdenden Pcktinstoffe verwerten kénnen. Im An-
schlu an die Arbeiten von Schopfer und Blumer unternahm
er auch Versuche mit Ustilago violacea (Stamm aus dem Botan. Institut
der Universitit Bern). Er ziichtete den Organismus auf pektinhaltiger
aber «vitaminfreier» Niahrlosung. Das verwendete Pektin («Merck»
fir wissenschaftliche Zwecke) war zur Entfernung von moglicherweise
vorhandenem Aneurin dreimal mit Alkohol ausgeschiittelt worden.
Mit Glukose (vitaminfrei) blieb die Entwicklung nahezu vollstindig
aus, wihrend mit Pektin reiches Wachstum erfolgte. Dieses Ergebnis
schien die Vermutung von G erh ar d t zu bestitigen, dall Pektin allen
von Schopfer und Blumer untersuchten Verbindungen als C-
Quelle fiir Ustilago violacea iiberlegen sei. Der Pilz hiitte sich demnach
in Gegenwart von Pektin auxoautotroph verhalten und B, selbst syn-
thetisiert.

Nach den Erfahrungen von Blumer mit Saponinen (5) schien
es aber fraglich, ob die von Gerhardt durchgefiihrte Reinigung des
Pektins geniigte. Wir priiften deshalb verschiedene Pektinpraparate
mit Hilfe des Phycomces-Wachstumstestes nach Schopfer (35) auf
ihren Gehalt an Aneurin.

Tab.1. B-Gehalt verschiedener Pektinpriparate

e Y B1 pro g
Praparat Trockensubstanz

1. Pektin ,,Merck® fiir wissenschaftliche Zwecke, 1 Std. mit

95 %/oigem Aethanol ausgeschiittelt ................................ 0,5
2. 10 g von 1. in 100 cem Wasser gelost, mit 3 g Carbo med.

»Merck®” bei 70° C. behandelt, Filtrat eingedampft .......... 0,15
3. ,,Sandoz“-Reinpektin H, unbehandelt ............................ 0,15
4. ,.Sandoz“-Reinpektin R, unbehandelt ............................ 0,12
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Aus Tab. 1 ist deutlich ersichtlich, daf3 das mit Alkohol behandelte
Pektin «Merck» im Gegensatz zur Annahme von Gerhardt noch
betrichtliche Mengen an Vitamin B, enthilt, die selbst durch Kohle-
behandlung nicht vollstindig beseitigt werden konnten. Sie geniigen
jedenfalls, um in 1 9%iger Pektinlésung auch ohne Zusatz von Aneurin
ein optimales Wachstum von Ustilago violacea zu gewihrleisten.

Wir wiederholten den Versuch nach Gerhardt mit Pektin
«Merck» und Glukose, fiigten aber der Nihrlosung noch B, in ver-
schiedenen Konzentrationen bei. Die Prozente der Nephelometerwerte
(Kulturdauer 21 Tage) sind in Tab. 2 dargestellt.

Tab. 2. Wachstum von Ustilago violacea auf Glukose und Pektin
«Merck» (Prip.1 von Tab. 1)

7 B1/Kultur 1% Glukése 1°%0 Pektin
0 1,7 80
0,002 16 86,7
0,02 88,3 83,3

In einem erweiterten Versuch mit einer Mischung von gleichen
Teilen «Sandoz»-Reinpektin H und R (Prip. 3 und 4 d. Tab. 1) wurden
noch Kulturdauer und Stickstoffgehalt der Nahrlosung beriicksichtigt
(Fig. 3).

Beide Versuche zeigen deutlich, da8 die Pektine «Merck» und
«Sandoz» keine fur Ustilago violacea spezifische Wirkung als Kohlen-
stofflieferanten ausiiben. Glukose kann deshalb nach wie vor als eine
der giinstigsten Kohlenstoffquellen fiir diesen Pilz gelten.

Die wachstumsférdernde Wirkung der benutzten Pektine in aneu-
rinfreier Nahrlosung beruht auf wirkstoffartigen Verunreinigungen.
Wie gezeigt wurde, ist eine davon das B,. Méglicherweise sind noch
andere Faktoren im Handelspektin vorhanden, die hauptsichlich auch
zu Beginn die Entwicklung von Ustilago violacea fordern (s. Fig. 3).
Schopfer beobachtete 1934 bei Phycomyces Blakeleeanus ein ihn-
liches voriibergehendes Mehrwachstum (gegeniiber Kontrollen mit B,
allein) verursacht durch Weizenkeimextrakt. Es zeigte sich dann, daf3
Hypoxanthin als Zusatzwachstumsfaktor dafiir verantwortlich war (15,
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Wachstum von Ustilago violacea mit Glukose oder Pektin als C-Quelle

31, 33). Ustilago violacea reagierte in unsern Versuchen nicht auf Hypo-
xanthinzusitze (s. auch Kap. 5).

Eigenartig scheint das gute Gedeihen des Pilzes auf Pektin bei feh-
lender N-Quelle. Man muf3 annehmen, da im verwendeten Pektin ge-
niigende Mengen assimilierbarer Stickstoffverbindungen vorhanden
waren.

Im Gegensatz zu gewissen Schliissen von Gerhardt, bestitigen
die geschilderten Befunde, daBl der verwendete Stamm von Ustilago
violacea in Gegenwart von Pektin als C-Quelle gegeniiber
Aneurinebenso heterotroph ist wie in Nihrlosungen mit Glu-
kose.
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3. Untersuchungen mit verschiedenen Extrakten

a) Vergleich einiger natiirlicher Extrakte

Es sollten einige natiirliche, wasserige Extrakte in ihrer wachstums-
fordernden Wirkung auf Ustilago violacea miteinander verglichen und
s0 geeignetes Ausgangsmaterial fiir weitere Untersuchungen gefunden
werden. '

Bierwiirze, Weizenkeim-, Hefe- und Leber-
extrakt wurden gewidhlt wegen ihres hohen Gehaltes an Wirk-
stoffen ; dazu kamen noch Dek ok te von Melandrium album- und
von Spinacia oleracea-Blattern, sowie von Kuhmist, Mit Aus-
ziigen aus Blattern der spezifischen Wirtspflanze unseres Pilzes — Me-
landrium album — schien uns eine starke Wirkung wahrscheinlich.
Spinatbldatter waren zur Isolierung von Folsdure verwendet worden
(24); ein waBriger Absud aus ihnen sollte nach Blumer (5) erheb-
lich wirksamer sein als Melandriumblattextrakt. Kuhmist war als wirk-
stoffreiches Verdauungsprodukt von gewissem Interesse.

Die Extrakte wurden folgendermaflen zubereitet:

Weizenkeimextrakt:
Weizenkeimlinge gemahlen (Minoterie de Plainpalais, Genéve) und pulverisiert,
mit Petrolacther entfettet, getrocknet bei 105° C., mit 75 °/sigem Aethanol im
Soxeleth wiihrend 48 Std. extrahiert, Alkohol im Vakuum entfernt, Riickstand
in Wasser gelost:
WKE 11 1 cem entspr. 1 g entfett. Weizenkeimlingen ;
Trockengehalt: 123,9 mg/cem.

Extrakte von
Spinacia oleracea (Blatt), Trockengehalt: 85 mg/cem;

Melandrium album P % 43,2 %
Trockenhefe, " 27,5 .
Kuhmist, % 80,4 ”

Bei 80° getrocknetes Material pulverisiert, mit der 10fachen Menge Wasser
/4 Std. im Autoklav bei 115° C. extrahiert, zentrifugiert und filtriert; Filtrat
im Vakuum eingeengt, so daf 1 ccm Extrakt 1 g Trockenmaterial entsprach.

Bierwiirze:
Unveriindertes Trockenprodukt,
Trockengehalt: 241 mg/cem.

Leberextrakt:
Verdiinntes Priiparat der Fa. Hoffmann-La Roche,
Trockengehalt : 250 mg/ccm.
Von diesen Extrakten wurden steigende Dosen allein und in Kombinationen mit
verschiedenen Bi-Mengen (s. Fig. 4) dem Nihrmilieu zugesetzt.
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Wirkung natiirlicher Extrakte auf das Wachstum von Ustilago violacea
(Kulturdauer: 16 Tage) _
Extrakte aus Weizenkeimlingen (WKE 11), Spinat, Melandrium-Blitter (Mel.), Hefe,
Leber, Kuhmist (K. M.) und Bier-Wiirze (Bier-W.)

Wie aus Fig.4 ersichtlich ist, gedieh Ustilago violacea auch ohne
Aneurin in Gegenwart der Extrakte recht gut, was auf deren z. T. sehr
hohen Gehalt an diesem Vitamin beruht (19, 21, 50). Bei Weizen-
keim-, Spinat-, Melandriumblatt- und Leber-Extrakt ging
das Pilzwachstum 40—80 % iiber das mit B, erreich-
bare Optimum hinaus. Das kann nicht bloB durch eine erhiéhte
Menge dieses Vitamins verursacht worden sein. Wurde nimlich noch
Aneurin zugesetzt, so wurde die wachstumsférdernde Wirkung bei ge-
ringen Extraktmengen wohl etwas verstirkt, bei gréoBern dagegen er-
heblich herahgesetzt. Wie in Kulturen mit reinem Vitamin wirkte sich
also eine Ueberdosierung hemmend aus. Man muB3 deshalb annehmen,
daB} die genannten Extrakte noch ein zusdtzlich zu B, wirk-
sames Prinzip enthalten, durch welches das auffiallige Mehrwachs-
tum von Ustilago violacea ausgeldst wird.

In Uebereinstimmung mit den Ergebnissen von Blumer (5) war
der Extrakt aus Melandrium-Blittern weniger wirksam als derjenige
aus Spinat. Bierwiirze forderte das Wachstum des Pilzes nicht be-
sonders stark; hier zeigte sich die Wirkung einer Ueberdosierung an
B, sehr deutlich (Verlauf der Kurve mit 2 ccm Extrakt).
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Beim Hefeextrakt nahm die Aktivitit auch ohne zugefiigtes
Aneurin mit steigender Konzentration ab. Es wire denkbar, daB3 auch
Ustilago violacea durch gewisse Hefesubstanzen gehemmt wird, @hnlich
wie das nach Cook et al. (10) fiir Aspergillus niger der Fall sein soll.
Der Kuhmistabsud allein verursachte nur geringes Pilzwachstum.
Die Wirkung von zugefiigtem B, wurde verglichen mit den Kontrollen
bei der geringsten Extraktmenge am stirksten herabgedriickt, mog-
licherweise durch antivitaminotische Stoffe.

Fir unsere weitern Versuche wihlten wir Weizenkeim- und
Spinatextrakt, da durch sie die Entwicklung von Ustilago vio-
lacea am starksten gefordert wurde.

b) Wirkung von Eigenextrakten auf Ustilago violacea

Es stellte sich die Frage, ob Extrakte von Ustilago violacea auf die-
sen Pilz stairker wachstumsfordernd wirken, wenn die extrahierten Pilz-
zellen auf einer Nihrlosung mit Weizenkeim- oder Spinatextrakt statt
nur mit B, gewachsen waren. Wire das der Fall, so konnte man daraus
schlieBen, daB} sich die «Extraktzellen> von den «B -Zellen» durch
einen oder mehrere aus den Extrakten aufgenommene und gespeicherte
Wirkstoffe unterscheiden. Man miiBlte dann auch annehmen, daf3 ein
Absud von «Extraktzellen» in geeigneter Konzentration das Wachstum
von Ustilago violacea ebenso stark fordern wiirde wie die Extrakte
selbst; «B,-Zellen»-Dekokt dagegen wiirde nur eine geringe Wirkung
ausiiben.

Wir legten je 50 Kulturen von Ustilago violacea an, mit Weizenkeimextrakt (WKE
11, 0,2 ccm/Kult.), Spinatblattextrakt (2 ccm/Kult.) oder B1 (0,2 7 /Kult., optimale
Dosis). Nach 20 Tagen wurden die auf gleichem Milieu gezogenen Pilzzellen zusammen-
gegossen, mehrmals ausgewaschen und zentrifugiert nnd die drei so erhaltenen Pilz-
massen iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Je 0,3 g des trockemen pulverisierten
Materials wurden dann mit je 60 cem Wasser 20 Minuten bei 115° im Autoklaven
extrahiert. Von den drei Priiparaten (ausgeglichen auf 3 mg Trockengehalt pro ccm)
setzten wir Mengen von 0,1 und 1 ccm (pro Kultur) kombiniert mit verschiedenen
Bi-Dosen der Nihrlésung zu (Fig. 5).

Schopfer und Blumer fanden, dafl Ustilago violacea-Extrakte
(Pilzzellen auf gewohnlicher Nahrlosung + B, geziichtet) sowohl bei
diesem Pilz selbst wie bei Phycomyces Blakesleeanus ein gewisses
Wachstum ermoglichten. Sie nahmen an, dafl die der Nahrlosung bei-
gefiigten Wuchsstoffe von Ustilago aufgenommen und gespeichert wur-
den. Es schien auch nicht ausgeschlossen, daB3 die Pilzextrakte noch
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andere auf Ustilago violacea wirksame Wuchsstoffe oder sogar Hemm-
stoffe enthielten (40).

Der Versuch ergab, daBl ein Absud von Ustilago-Zellen, die sich in
blo B.-haltiger Nihrlosung entwickelt hatten, erheblich weniger
wachstumsfordernd wirkte als Dekokte von Pilzzellen, die in einem
Milieu mit Weizenkeim- oder Spinatextrakt gewachsen waren. Diese
vermochten aber (selbst in Konmbinationen mit B, ) die Entwicklung von
Ustilago violacea kaum iiber das mit Aneurin allein erreichbare Opti-
mum hinaus zu steigern. Da durch Beifiigen dieses Vitamins der Aus-
zug aus «B,-Zellen» fast ebenso wirksam gemacht werden konnte wie
die «Extraktzellen»-Dekokte, mull man annehmen, daB8 diese sich von
jenen bloB durch einen héhern B,-Gehalt unterscheiden. Vielleicht
wird der Pilz durch Substanzen aus dem Weizenkeim- oder Spinat-
extrakt in den Stand gesetzt, mehr Aneurin in sein Fermentsystem ein-
zubauen, als ihm das auf rein synthetischer Nihrlosung méglich ist.
Er wire damit in der Lage, mehr Néhrstoffe zu verarbeiten und sich
auch deshalb in einem Milien mit natiirlichen Stoffen stirker zu ent-
wickeln.
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Fig. 5
Wirkung von Eigenextrakten auf Ustilago violacea (Kulturdauer 16 Tage)
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Im Gegensatz zu der geduBerten Annahme hatten also die «Extrakt-
zellen» entweder aus der Nahrlosung (mit Spinat- und Weizenkeim-
extrakt) keine zu B, zusitzlich wirksamen Stoffe aufgenommen oder
sie inaktiviert. Hemmstoffe wurden durch den nur in synthetischer
Nihrlosung gewachsenen Pilz wohl kaum gebildet, denn sonst hitten
die daraus bereiteten Extrakte das Wachstum von Ustilago violacea mit
zunehmender Konzentration nicht stirker fordern konnen,

Wenn der Versuch auch nicht den erwarteten Verlauf nahm, so
bildet er doch eher eine Bestiatigung dafiir, daB die iiberaus starke
Wachstumsforderung von Ustilago violacea durch Weizenkeim- und
Spinatextrakt nicht blo8 auf einer Nahrstoffwirkung beruht.

4. Extrakt-Aschen und Spurenelementmischungen

(Pseudowachstumsfaktoren mineralischer Natur)

AlsPseudowachstumsfaktoren geltenmineralische
Substanzen, hauptsichlich Metalle (z.B. Mn, Zn), die in sehr
geringen Mengen (als Spurenelemente) eine biokatalytische
Wirkung auszuiiben vermégen (39). Eine scharfe Abgrenzung zu
den gewohnlichen Nihrsalzen lifit sich nicht immer angeben.

Selbst reinste Niahrlosungen enthalten stets derartige Spurenele-
mente: Verunreinigungen der einzelnen Bestandteile der Losung und
Substanzen, die aus den GefiBwinden herausgelost werden. Diese
oligosynergistisch wirksamen Stoffe (Javillier) sind wohl fiir
das Wachstum von Mikroorganismen unentbehrlich; es ist nicht aus-
geschlossen, dafl in einem wirklich nur die wenigen bekannten Kom-
ponenten enthaltenden Milieu iiberhaupt keine Entwicklung moglich
wire. Sie kann aber durch Zusitze geringer Dosen geeigneter Salz-
losungen oft erheblich gesteigert werden; gelegentlich wird durch Bei-
fiigen von Spurenelementen die Ausniitzung gewisser Nihrstoffe erst
moglich gemacht (z. B. bei der Symbiose Mucor Ramannianus - Rhodo-
torula rubra [49]).

a) Extrakt-Aschen

Von WKE 11, WKE 13 (Priip. s. Kap. 3 und 6) und Spinatextrakt wurden je
5 ccm (entspr. 5 g trockener Ausgangssubstanz) in Platintiegeln gegliiht, bis die Boden-
belige weiB waren. Die Riickstéinde wurden mit etwas HC1 herausgeldst, dann neutrali-
giert und mit Wasser so verdiinnt, daf 1 ccm der Aschenlosung 0,2 ccm Ausgangs-
extrakt entsprach. Die Aschenlésungen enthielten pro ccm an mineralischer Substanz:
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Wirkung von Extrakt-Aschen auf das Wachstum von Ustilago violacea
(Kulturdauer: 16 Tage)
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A. L. aus Spinatextrakt 2,3 mg
” ” WKE 11 152 ”
” ” WKE 13 0,8 ”

Davon wurden pro Kultur 0,1—1 e¢cm in Kombinationen mit verschiedenen
Bi-Dosen zugesetzt. Die Kontrollen mit Bi, Spinat- und Weizenkeimextrakt enthielten
entsprechende Mengen der Lésung, mit der die Gliihriickstiinde aufgenommen worden
waren.

Aus den in Fig. 6 zusammengestellten Ergebnissen geht Folgendes
hervor:

Bei Zusatz der Aschen zu B,, besonders derjenigen von Spinat-
extrakt und WKE 11, wurde das Wachstum von Ustilago violacea recht
betrichtlich iiber das mit B, allein erreichbare Optimum hinaus ge-
fordert (ungefahr um 35°), allerdings nicht so stark wie durch die
vollstindigen Extrakte. Es miissen also wohl neben dem Aneurin noch
andere organische Substanzen an der Extraktwirkung beteiligt sein.
Allein waren die Aschen nahezu unwirksam, was gut ubereinstimmt
mit Ergebnissen von Scho p fer mit Phycomyces Blakesleeanus (32),
von M o ser mit Rhizopus suinus und oryzae (25) und von Miiller
mit Mucor Ramannianus (26).

Die optimale Aneurindosis war in Gegenwart der Aschen leicht er-
hoht, d. h. der Synergismus zwischen Aschen und B, wirkte sich so aus,
daBl der Pilz imstande war, auch auf supraoptimale Vitaminmengen
noch mit einer Wachstumssteigerung zu reagieren.

Diese Resultate veranlaBten uns, zu priifen, ob die Aschen von
Weizenkeim- und Spinatextrakten nicht durch kiunstliche Spu-
renelementmischungen ersetzt werden konnten.

b) Kiinstliche Spurenelementmischungen

Nachdem Raulin (30) bereits 1869 auf die Notwendigkeit von
Spurenelementmischungen fiir das Gedeihen von Pflanzen hingewiesen
hatte, wurden von verschiedenen Autoren Untersuchungen iiber die
Wirkung einzelner derartiger Elemente eingeleitet (2, 3, 16). Spiter
wurden dann zusammengesetzte Spurenelementmischungen angegeben,
die auf das Wachstum verschiedener Organismen einen giinstigen Ein-

flu3 haben sollten.

Mit der von Hoagland angegebenen A—Z-Mischung (14) er-
hielten wir in Versuchen mit Ustilago violacea in keinem Falle eine
Forderung iiber das mit optimaler B -Menge erreichbare Wachstum

9
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hinaus. Es werden deshalb in der folgenden Tabelle 3 nur die mit den
Mischungen von Steinberg (44, 45) und von Berthelot (1)
gefundenen Ergebnisse angefiihrt.

Tab.3. Wirkung von Spurenelementen in Mischungen und einzeln
auf das Wachstum von Ustilago violacea

(Entwicklung ohne Spurenelemente, mit optimaler Bi-Dosis = 100 °/o)
¥ Bi/Kultur 0 0,02 0,2 2
0/0 , 0/‘0 0/0 0/0
Kontrollen ohne Spurenelemente 0 77,1 100 90,4
Steinberg- 1 ccm/Kult. 8,6 80,9 | 1019 97,1
Mischung 0,1 cem/Kult. 11,3 81,9 94,3 100
Berthelot. 0,05 cem/Kult. 42,8 90,4 | 1182 | 1209
Mischung 0,005 cem/Kult. 18,1 80 107,6 112,4
Cu S04 44,7 89,5 113,3 90,4
Be S04 74,3 100 90,4 82,8
) Zn SO 60,9 80,9 87,6 86,7
Bestandteile
der Berthelot- Ca 804 41,8 80,9 95,2 90,4'
Mischung Hs BOs 657 | 733 91,4 86,7
entsprechend { -
0,005 ccm dieses Tiz (504)2 40,9 75,2 88,6 79
Gemisches Mn SO« 40 i) 98,1 91,4
Kul
PEG RSy Fer (SOs)z 29,5 63,8 90,4 | 104,8
Co Cl2 41,8 73,3 90,4 83,8
l Ni Cle 42,8 75,2 93,3 90,4

Die Steinb er g- Mischung iibte keine zu B, zusdtzliche Wirkung
aus. Die Berthelo t-Losung verursachte eine deutliche Wachstums-
féorderung, am stiarksten bei supraoptimaler B,-Menge (wie die Extrakt- -
aschen); die Extraktaschen-Werte wurden allerdings nicht erreicht.
Von den Bestandteilen bewirkten Fe,(SO,), bei supraoptimaler, CuSO,
bei optimaler und BeSO, bei suboptimaler Aneurindosis mehr oder
weniger ausgeprigte Entwicklungssteigerungen. Die iibrigen Werte
blieben zum Teil erheblich unter den mit B, allein erreichbaren (be-
sonders bei Ti,(SO,),, Hemmwirkung?), mit Ausnahme derjenigen
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ohne Vitamin, die allgemein sehr hoch lagen. Diese miissen aber als
zufallig angesehen werden, da die entsprechenden Ergebnisse von Ver-
such zu Versuch variierten.

Die Wirkung der Berth elot-Mischung beruht also offenbar auf
einem Synergismus der einzeln kaum oder nur schwach wirksamen
Spurenelemente, wobei wahrscheinlich dem Cu die Hauptrolle zu-
kommt, Dieses Metall ist in geringen Konzentrationen auch fiir andere
Pilze unentbehrlich, z. B. fir Aspergillus niger zur Bildung des schwar-
zen Sporenfarbstoffes und fiir das Wachstum iiberhaupt (43, 44). In
hohern Konzentrationen wirkt es stark giftig, und es ist nicht ausge-
schlossen, dafl die Steinb er g- Mischung wegen ihrer groBlern Cu-
Menge in unsern Versuchen unwirksam war.

5. Untersuchungen mit bekannten organischen Wirkstoffen

Da mit Aschenlosungen und Spurenelementmischungen lange nicht
eine derart ausgeprigte Forderung des Wachstums von Ustilago violacea
erreicht werden konnte wie mit den Extrakten, sollten vor weitern Un-
tersuchungen mit Weizenkeim- und Spinatausziigen méglichst viele
der bereits bekannten und moglicherweise als Wachstumsfaktoren fiir
Mikroorganismen in Frage kommenden wasserloslichen organischen
Substanzen gepriift werden.

a) Pyrimidin und Thiazol

Bei ihren Untersuchungen iiber die Spezifitit der Wirkung von
Pyrimidinen und Thiazolen stellten Schopferund Blumer (40)
fest, daf} die folgenden Derivate allein ein Wachstum von Ustilago
violacea micht auszulésen vermogen (s. auch Einleitung):

Pyrimidin und Substitutionsprodukte:

1. 2-methyl-4-amino-5-amino-methyl-pyrimidin, (norm. P.),
2. 2-methyl-4-amino-5-thioformylamino-methyl-pyrimidin,
3. 2,5-dimethyl-4-hydroxy-pyrimidin,

4. 2-methyl-4-mercapto-pyrimidin,

5. 2,5-dimethyl-4-amino-pyrimidin,

6. 2-methyl-5-carbaethoxy-6-amino-pyrimidin,

1. 2-methyl-4-hydroxy-6-amino-pyrimidin,

8. 2,4-di-hydroxy-pyrimidin:
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Thiazol und Substitutionsprodukte :

10. 4-methyl-5-(ﬂ-hydroxyaethyl)-thiazol, (norm. Th.),

11. 4-methyl-2-mercapto-thiazol,

12. 4-methyl-thiazol,

13. 4,5-dimethyl-thiazol,

14. 3-benzyl-4-methyl-5-(ﬁ-hydroxyaethy1)-thiazol,

15. 3-(4' (5')-methyl-imidazol)-4-methyl-5-( -hydroxyaethyl)-thiazol.

Von den Kombinationen war nur die 1+ 10 ebenso wirksam wie das
ganze Aneurinmolekiil, aber die Komponenten (normales Pyrimidin
und normales Thiazol) muften verglichen mit dem vollstindigen Vi-
tamin in doppelter Konzentration vorhanden sein.

Wir verzichteten auf eine Wiederholung dieser Versuche, pruften
dagegen noch das 2-methyl-4-amino-5-hydroxymethyl-pyrimidin allein
und in Kombinationen mit dem normalen Thiazol. Dieses sind die
Spaltstiicke, die z. B. bei Einwirkung von Fischgewebeextrakten auf B,
entstehen (18). Das zerlegende Ferment soll nach Bhagvat und
Devi (4) auch in Weizenkeimlingen vorkommen.

In unserem Versuch verwendeten wir Aneurin in den iiblichen Kon-
zentrationen, Hydroxypyrimidin und Thiazol in dazu aquimolaren
Mengen. Wie aus Tab. 4 hervorgeht, deckten sich die Wirkungen der
vereinigten Bestandteile und des ganzen Aneurinmolekiils. Hydroxy-
pyrimidin allein war schwach wirksam, mit Thiazol allein war kein
Wachstum von Ustilago violacea moglich, Kombinationen der beiden

Substanzen mit dem ganzen Vitamin verursachten keine zusatzliche
Wirkung.

Tab.4. EinfluBB von 2-methyl-4-amino-5-hydroxy-methyl-pyrimidin
(Hydroxypyrimidin) und Thiazol auf das Wachstum von
Ustilago violacea

(Extinktionswerte in /0 des Wachstums mit 0,2 ¥ Bi/Kult., Kulturdauer 16 Tage)

VIKOltE e s cosumsevionss socem 0 0,002 | 0,02 0,2 2 20

Kontrollen mit Bt ...................... 0 334 93 100 97,2 | 91,7
Aquimol. Menge Hydroxypyrimidin — 83| 20,8 | 19,4 | 26,4 4,2
Thiazol .........cocooiiniviiiiiiinnnns — 2,8 2.8 2,8 1,5 2,8
Hydroxypyrimidin - Thiazol ........ — 44,5 | 86,1 | 94,5 | 90,3 | 88,8
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b) Aneurin-Analoge

Schopfer (37) priifte die Wirkung einiger Aneurin-Analoge auf
das Wachstum von Ustilago violacea; sie erwiesen sich als bedeutend
weniger aktiv als das normale Aneurin. Die Substanz mit der Gruppe
2-methyl-3-f-hydroxyaethyl-pyridin an Stelle des Thiazols (Hetero-
vitamin) wirkte wenigstens voriibergehend hemmend ; besall diese Ver-
bindung die Hydroxylgruppe statt in - in a-Stellung, so war sie in sehr
hohen Dosen schwach wachstumsfordernd (38). In keinem Falle wurde
aber mit einem der genannten Derivate eine Entwicklung von Ustilago
violacea beobachtet, die iiber das mit Aneurin allein erreichbare Op-
timum hinausging.

Da im Weizenkeimling und im Spinat ein Teil des Aneurins als
Cocarboxylase vorliegt (48), war es geboten, noch diese Verbindung
auf ihre wachstumsfordernde Wirkung zu untersuchen. Fig.7 zeigt,
dafl das Aneurinpyrophosphat nahezu ebenso wirksam war wie .das B,.
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Wirkung von Cocarboxylase auf das Wachstum von Ustilago violacea
(Kulturdauer 18 Tage)
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In Kombinationen addierten sich bei geringen Mengen die Wirkungen
dieser beiden Substanzen, bei hohen Dosen entsprachen sie derjenigen,
die bei supraoptimaler Konzentration des einen Partners allein eintrat.

¢) Andere Wirkstoffe und Kombinationen verschiedener Substanzen

Neben dem Aneurin wurden noch andere Vitamine, sowie einige
weitere Substanzen, die in geringsten Dosen das Wachstum gewisser
Mikroorganismen zu fordern vermogen, in je vier verschiedenen Kon-
zentrationen (allein und in Kombination mit 0,002 und 2 y B, / Kult.)

gepriift.

Untersuchte Substanzen: Konzenlratinmen. i g
pro Kultur:

Lactoflavin (B,) 001 — 10

Pyridoxin (By) 0,01 — 10

Nicotinsdureamid 0,1 — 50

Pantothensiure 01 — 50

Biotin (H) 0,0001— 0.1

Meso-Inositol - 1 —1000

p-Aminobenzoésiaure 0,1 — 100

Ascorbinsaure (C) 01 — 100

Heteroauxin 001 — 10

Pterinderivate:

Xanthopterin, Leukopterin,

Isoxanthopterincarbonsiure ') 0,02 — 20

Folsaure 2) 0,0001— 0,1

Nukleinsdauren:

Hefe- und Thymonukleinsiure 1 —1000

Purinderivate:

Adenin, Guanin, Xanthin,

Hypoxanthin, Adenosin, 1 —1000
Adenosinphosphorsiure

1) Durch synthetische Pterinpriiparate kénnen Avitaminoseerscheinungen, wie sie
bei Fehlen von Bi und B2 auftreten bei Ratten und Tauben riickgingig gemacht
werden; auch die Gewebeatmung wird durch diese Verbindung intensiviert (28).

%) Das Folsiurepriiparat entspricht dem Lactobacillus-casei-Faktor, wie er aus
Spinatblittern isoliert wurde (24).
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Konzentrationen in y

Untersuchte Substanzen:
pro Kultur:

Pyrimidinderivate:

Cytosin, Uracil, Thymin 1 —1000
Aminosdauren:

f-Alanin 1 — 500
Aminosiduremischung «Roche» 3) 1 —1000

Um die Versuche nicht allzusehr auszudehnen, wurden Kombinationen mit opti-
maler Bi-Dosis (0,2 ¥ /Kult.) weggelassen. Unter den gewiihlten Bedingungen hiitte
gleichwohl eine allfillig zu Aneurin zusiitzliche Wirkung der Substanzen auf das
Wachstum von Ustilago vialacea deutlich zum Ausdruck kommen miissen.

Das Pilzwachstum wurde nach 14—18 Tagen Kulturdauer durch Trockengewichts-
bestimmung gemessen.

Die verwendeten Substanzen sind wohl zu einem groflen Teil auch
in den Extrakten aus Weizenkeimlingen und Spinatblittern enthalten.
Aber weder allein,nochin Gegenwart von B, iibten sie
eine iber = 10% hinausgehende Wirkung auf das Wachs-
tum von Ustilago violacea aus (verglichen mit den entsprechenden
Aneurinkontrollen). Die von Schopfer und Blumer beobachtete
geringe Entwicklungssteigerung mit Heteroauxin und hohen Dosen
Pantothensiure (40) konnte nicht reproduziert werden. Vielleicht war
das damals zur Verfiigung stehende Pantothensiure-Priparat nicht
ganz rein. '

Die vorliegenden Befunde zeigen, daB die iiber die Wirkung von
Aneurin hinausgehende Aktivitdt der Extrakte nicht auf
moglicherweise in ihnen enthaltene, oben genannte Ver-
bindungen zuriickgefiihrt werden kann. Besonders geeignete
Kombinationen der erwihnten Substanzen koénnten allerdings
synergistisch wirken, so da8 gleichwohl eine Entwicklungsstei-
gerung des Pilzes zustande kime.

Wir priiften deshalb noch folgende willkiirlich gewahlte Kombina-

tionen:

1. Aminosduremischung + Berthelot-Mischung + Aneurin
2. Biotin + Meso-Inositol + Aneurin,

%) Aminosduremischung ,,Roche*: Natiirliche Mischung von Aminosiuren, erhalten
aus der vollstindigen Hydrolyse eines Proteins.
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3. Pantothensaure + Mesoinositol + Aneurin,

4. Pantothensdure + f-Alanin + Pyridoxin + Biotin + Mesoinositol
+ Aneurin + Spurenelemente (B, Zn, Mn, Ti, Fe, Cu, K).

Konzentrationen der Bestandteile: Aminosiurenmischung 10 und 1000 ¥, Berthelot
0,05 emm, Biotin 0,001 und 0,1 ¥, Meso-Inositol 10 und 1000 ¥, Pantothensiure 1
und 50 ¥, pro Kultur; Kombination 4 in denselben Mengenverhiltnissen wie von
Williams und Mitarb. (53) fiir Sacharomyces cerevisiae angegeben; die Bi-Menge
wurde in jedem Versuch variiert von 0—2 7 /Kultur.

Nach 15 Tagen Kulturdauer war das Trockengewicht von Ustilago
violacea nur bei Kombination 1. um 15 %o héher (bei supraoptimaler
B,-Dosis), als der Wert mit optimaler Aneurinkonzentration. Dieses
Resultat deckt sich mit den Ergebnissen der Spurenelementversuche;
die Wirkung wurde also nicht durch die Aminosiduren verursacht.

Die iibrigen Kombinationen waren unwirksam. Es ist aber nicht aus-
geschlossen, dafl mit andern Substanzzusammenstellungen dennoch
eine fordernde Wirkung auf das Wachstum von Ustilago violacea er-
zielt werden konnte.

Aus Kap. 4 und 5 ergibt sich, da3 auf Ustilago violacea auBler dem
Hauptwachstumsfaktor Aneurin (d. h. den beiden Komponenten Pyri-
midin und Thiazol) nach andere Substanzen zusitzlich wirksam sind.
Zum Teil sind diese in Weizenkeim- und Spinatextrakt enthaltenen
Stoffe mineralischer Natur (Aschen), doch kann mit ihnen die volle
Extraktwirkung nicht ereicht werden. Eine grole Zahl von organischen
Verbindungen, die als Wachstumsfaktoren fiir Mikroorganismen in
Frage kommen, vermochte das Wachstum des Pilzes ebenfalls nicht
zu steigern. Es ist deshalb anzunehmen, dafl entweder noch unbe-
kannte Substanzen oder besonders giinstige Kombina-
tionen von Faktoren in den Extrakten sich auswirken.
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6. Behandlung der wirksamen Extrakte

a) Hitze-, Siure- und Laugebehandlung

In diesem Versuch wurden folgende Extrakte allein und in Kom-
bination mit suboptimalen und supraoptimalen B,-Mengen der Nihr-
16sung zugesetzt:

Pro Kultur:
1 WKE 11 (Weizenkeimextrakt, s. S. 63), Spinatextrakt 0.1 com
i 7" (frisch bereitet); ’
Ly g je 50 cem wihrend 8 Std. im Autoklaven auf 115 ° 0.1 cem
erhitzt; ’
je 20 cem mit je 10 cem ;—O HC1 oder NaOH wih-
> 3. rend 15 Minuten bei 015 ° behandelt, nachher mit der 0,2 com

aequivalenten Menge Lauge, resp. Sdure, neutralisiert,
so dab total je 40 ccm Extrakt.

Um iiberall gleiche Bedingungen zu schaffen, wurden sowohl den Aneurin-Kontrollen
wie bei den Extrakten 1. und 2. pro Kultur 0,1 ccm der HC1-NaOH-Losung zugesetzt.

Aus Fig. 8 geht hervor, daBB Hitzebehandlung der Extrakte die Wir-
kung derselben auf Ustilago violacea nicht verminderte, was verstind-
lich ist, da bei hoher Temperatur Aneurin in Pyrimidin und Thiazol
gespalten wird (41), die zusammen ebenso wirksam sind, wie das ganze
Molekiil. Gegen Saure war der WKE 11 unempfindlich; Lauge zer-
storte nur dessen B , was daraus hervorgeht, daB3 bei Zugabe von syn-
thetischem Aneurin die urspriingliche Extraktwirkung nahezu wieder-
hergestellt wurde. Beim Spinatdekokt konnte nach Sidure- und Lauge-
behandlung auch mit B, das Pilzwachstum nicht mehr iiber das mit
diesem Vitamin allein erreichbare Optimum hinaus gesteigert werden.
Die Wirksamkeit des Aneurinanteils schien hier in beiden Fillen stark
herabgesetzt, die zusatzlich wirkenden Extraktstoffe waren iiberhaupt
inaktiviert.

Stellt man diese Ergebnisse einander gegeniiber, so fillt einem eine
gewisse Parallelitit der Reaktionen von Extrakt-B, und den komple-
mentir wirkenden Extraktsubstanzen auf. Diese Verhiltnisse geben zu
der Vermutung Anlafl, dafl einerseits «Aneurinanteil> und «Komple-
mentiranteil> der Extrakte in engen Beziehungen zueinander stehen
oder sogar bloB verschiedenen Teilen eines geschlossenen Komplexes
entsprechen (vielleicht dem Fermentsystem, an dem das B, beteiligt
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Wirkung von Weizenkeim- und Spinatextrakten, die einer Hitze-, Siure- oder
Laugebehandlung unterworfen waren, auf Ustilago violacea
(Kulturdauer 11 Tage)

ist), anderseits im WKE 11 und im Spinatabsud ungleich gebundene,
auf Ustilago violacea aber gleich wirkende Bestandteile vorliegen.
Sure (46) beschrieb eine Erscheinung, die dhnlich sein konnte:
unter bestimmten Bedingungen wurden durch Phosphatasepriparate
bei Hefen kein Aneurin freigesetzt, wohl aber bei Weizenkeimlingen,
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was darauf beruhe, daB die Cocarboxylase in den beiden Produkten .
nicht in gleichen Kombinationen vorkomme.

Der Weizenkeimextrakt war moglicherweise darum weniger lauge-
empfindlich, weil er einer lingern Wirmebehandlung ausgesetzt ge-
wesen war als der Spinatauszug. Das wiirde gut einer Beobachtung von
Miiller (26) entsprechen, der fand, daB in Reiskleie- und Pisum-
extrakten die auf Phycomyces Blakesleeanus wirksamen Faktoren al-
kaliresistent waren, da sie durch Hitzebehandlung in die laugeunemp-
findlichen Bestandteile Pyrimidin und Thiazol zerlegt worden waren.

b) Bleiazetat- und Phosphorwolframsdurefillung, Kohleadsorption
im Weizenkeimextrakt

Wildiers erkannte 1901 (52), daB fiir die Entwicklung der Hefe
cine Substanz in sehr geringen Mengen unentbehrlich ist, die er «Bios»
nannte. Spiter stellte es sich heraus, daB es sich hierbei um einen
Komplex von Faktoren handelt, die zum Teil rein dargestellt werden
konnten (Aneurin, Meso-Inositol, Biotin, 3-Alanin u. a.). Zur Reinigung
und Auftrennung des Komplexes wurden verschiedene Verfahren vor-

geschlagen, hauptsichlich Bleiazetat-, Phosphorwolframsiure- und
Tierkohlebehandlungen.

Um festzustellen, ob die fiir das Wachstum von Ustilago violacea
zu B, zusitzlich wirksamen Extraktstoffe in Beziehung stehen zur
«Bios»-Gruppe, versuchten wir die Auftrennung des Weizenkeim-
extraktes durchzufiihren nach einer Methode, wie sie von Wassink
(51) und Schopfer (33) in Anlehnung an iltere Arbeiten (11, 17,
20, 23, 27) angegeben wurde:

Der Extrakt wurde nach dem folgenden Schema verarbeitet:

WKE 11 (s. S. 63) >+ Ba(OH)2-Lésung (heif, konzen.
200 cem; T. G. 123,9 mg/ccm, (dunkel- triert); Fiallungen (haupts. Eiweib-
brauner, sirup&ser Extrakt, 1 ccm entspr.  bestandteile und Kohlehydrate) ver-
1 g trock. Weizenkeimlinge) worfen; Ba aus dem Filtrat mit H2SO4

entfernt ; entst. Filtrat konz. (pH 6,8):

WKE 12 <

200 cem; T. G. 85,2 mg/cem, (goldgelbe

klare Fliissigkeit): 150 ccm davon ———> + neutrales Bleiazetat, iiber Nacht
stehen gelassen;

Filtrat mit H2S bleifrei gemacht konz.
(pH 6,8):
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WKE 13 <

150 cem; T. G. 60,8 mg/cem, (farblos);
davon 100 ccm konzentriert, extrahiert
mit 80 °/0 Aethanol (heiB), Alkohol ab-
destilliert, Riickstand in 5 ®/oiger H2SO4

gelost

Fidllung in heiGem Wasser suspendiert,
Pb durch H:S04 entfernt, filtriert und
neutralisiert (pH 6,8), eingeengt:

WEK 14 \L
150 cecm; T. G. 24,3 mg/cem (triibe,
schwach braune Fliissigkeit).

+ Phosphorwolframsiure
(heif, konzentriert):

Filtrat: mit Ba (OH)2 schwach alkalisch
gemacht, filtriert, Filtrat mit H2SO4 neu-
tralisiert (pH 6,8), BaSO4 beseitigt, kon-

zentriert :

WKE 15

100 cem; T. G. 12,7 mg/cem (schwach
gelb)

l

Fillung mit Ba(OH)2 schwach alkalisch
gemacht, filtriert, Filtrat mit H2S0O4 neu-
tralisiert (pH 6,8), BaSO4 beseitigt, kon-

gentriert :

WKE 16

100 cem; T. G. 19,3 mg/cem
(gelb, klar)

Die so hergestellten Extrakte wurden in einem Versuch mit Ustilago
violacea gepriift; die Ergebnisse sind in Fig. 9 zusammengestellt.

Vo6llig unwirksam waren WKE 14 und WKE 15. Der erste soll nach
Wassink (51) den Hauptanteil an B, enthalten, das ja auch in den
Versuchen mit synthetischen Substanzen ohne jeden EinfluB8 blieb. Da
mit diesen beiden Fraktionen keine wichtigen Stoffe weggingen, ist es
nicht erstaunlich, dafl der WKE 16 das Wachstum von Ustilago violacea
noch fast ebenso stark fordern konnte wie die Ausgangsextrakte, oh-
schon sein Trockengehalt mehr als 6mal kleiner war als derjenige des
WKE 11. Die Extrakte wirken also sicher nicht blof3 als Nihrstoffe.
Das gesuchte aktive Prinzip kann sodann nicht einfach identisch sein
mit einer der bekannten «Bios»-Komponenten (nach Wassink [51]:
Meso-Inositol, Biotin, -Alanin, Pantothensiure, Adermin), da diese
sich einzeln und in Kombinationen als unwirksam erwiesen (s. Kap. 5).
WKE 11 und WKE 13 zeigten auch eine bedeutend hohere Aktivitit als
ihre mineralischen Bestandteile (s. Kap. 4 a). Die Hauptwirkung durfte
deshalb durch organische Stoffe (méglicherweise in besonders giin-
stigen Kombinationen) verursacht werden.
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Wirkung der ,,Bios“-Fraktionen des Weizenkeimextraktes auf das Wachstum
von Ustilago violacea (Kulturdauer 18 Tage)
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Durch Behandlung mit Tierkohle versuchten wir eine weitere
Aufteilung des WKE 16 zu erreichen:

20 ccm dieses Extrakts wurden mit 1 g Tierkohle (,,Merk®) wéhrend 2 Std. leicht
erwiirmt, machher filtriert:

Filtrat Kohle-Eluat:

so verdiinnt, daf | ccm 1 g trockenem Kohle 2 mal mit 80 °/vigem, angesiiuerten
Weizenkeim entspricht; Aethanol ausgezogen, Eluate zur Trockne
Trockengehalt: 8,3 mg/cem. eingedampft, mit 20 ccm Wasser aufgenom-

men, 1 ccm entspricht 1 g trockenem Wei-
zenkeim ; Trockengehalt 3,7 mg/cem.

Aus Tab. 5 ist ersichtlich, daB eine gewisse Trennung aktiver Stoffe
erzielt werden konnte: das Kohlefilirat allein war von nur geringer
Wirkung auf Ustilago violacea; bei Zugabe von B, konnte ungefihr die
Wirkung des WKE 16 wiederhergestellt werden. Daraus darf man
schlieBen, daB wenigstens ein Teil des zu Aneurin zusitzlich wirksamen
Prinzips von Tierkohle nicht absorbiert wird. Der andere Teil gelangt
mit einer offenbar betrichtlichen B -Menge ins Eluat.

Tab. 5 Wirkung von Kohlefiliraten und -Eluaten des WKE 16
auf das Wachstum von Ustilago violacea

(Pilzgewicht mit optimaler Bi-Dosis = 100°/0; Kulturdauer 14 Tage)

Y BU/Kultur «..oovvvveeiiieeiiiiiiiieeeenan 0 0,02 0,2 2

Kontrollen mit B1................c.ooinin | 7.3 91,1 100 99,2
WKE 16 (0,1 cem) ...ooovvnvenniniiiiiinnns 123,4 128,2 — 133,8
Kohle-Filtrat (0,1 ccm) ..........ccoonile ' 55,7 104,8 — 114,2
Kohle-Eluat (0,1 cem) ..oooooeeviennnnnnn. 111,3 108,8 = 126,6
Filtrat + Eluat (je 0,1 ccm) ............ 131,5 129 — 128,3

Schopfer und Moser (25, 32, 33) fanden bei ihren Arbeiten
iiber den EinfluBl des Weizenkeimextraktes auf verschiedene Pilze, daf3
ein auf Rhizopus wirksamer Faktor MR, der von Tierkohle nicht ad-
sorbiert wurde, dem Meso-Inositol entspreche. Ein MP-Faktor, nur zum
Teil durch Phosphorwolframsaure fillbar war aktiv fiir Phycomyces
Blakesleeanus u. a., woraus Miiller (26) schloB3, daBB dieser zum Teil
den Komponenten Pyrimidin und Thiazol gleichzusetzen sei. .

Von diesen Substanzen war aber keine imstande, das Wachstum von
Ustilago violacea striker zu fordern als das B,. Auf Grund der vor-



P. Amsler, Wachstumsfordernde Wirkung _ 83

liegenden Beobachtungen vermuten wir, daf im Weizenkeimextrakt ein
eng mit dem Aneurin-Komplex verkniipftes, noch nicht isoliertes, ak-
tives Prinzip die gegeniiber B -Kontrollen auffillige Entwicklungs-
steigerung unseres Pilzes verursacht.

c) Dialyse des Weizenkeimextraktes

Aus einem Gemisch treten je nach MolekiilgroBe und -Beschaffen-
heit die Bestandteile verschieden rasch durch eine semipermeable
Membran hindurch. Zur Verfeinerung des so erreichbaren Trenn-
vermogens entwickelten Signer und seine Mitarbeiter am organisch-
chemischen Institut der Universitat Bern eine Apparatur, die mit meh-
reren hintereinandergeschalteten Dialysezellen nach folgendem Prinzip
arbeitet (42, 47): _

In entgegengesetzter Stromungsrichtung streichen an den beiden
Seiten der Membran aufzutrennendes Gemisch und Losungsmittel vor-
bei. Dieses nimmt die sehr rasch durchtretenden Substanzen auf und
gibt davon die am schnellsten dialysierenden (nach Passieren eines
Konzentrators, in dem Losungsmittel abgedampft wird) in einer néch-
sten Zelle an neues Losungsmittel weiter. Die erste Losung, nun wieder
dem wurspriinglichen Gemisch gleichend, wird der Gemischseite der
vorhergehenden Dialysezelle erneut zugefithrt. Auf diese Weise wird
das am leichtesten permeierende Material in der Vorlage angereichert:
das Verhilinis der Komponenten eines Gemisches ist in der Dialysat-
l6sung zugunsten der am raschesten durchlaufenden verschoben. Selbst
Stoffe, die sich nur wenig voneinander unterscheiden, kénnen so ge-
trennt werden.

Der zur Dialyse gelangende Weizenkeimextrakt
(WKE 23) wurde frisch hergestellt nach dem gleichen Ver-
fahren wie der WKE 13. Damit war bereits eine betrichtliche
Reinigung erzielt, ohne dafl die Wirksamkeit auf Ustilago violacea ein-
gebiiBt worden wire. Die klare, goldgelbe Losung enthielt in 1250 cem
45,88 g Substanz und entsprach 400 g getrocknetem und entfettetem
Weizenkeimmehl.

Nach Zusatz von Ammoniumcarbonat zur Vermeidung von Infektionen durch
Mikroorganismen in der Apparatur (ein Vorversuch mit unserem Pilz ergab, daB
dadurch der Extrakt keine WirkungseinbuBe erlitt) gelangte der WKE 23 zur Dialyse
ins organ.-chem. Iustitut, wo er wihrend 20 Tagen eine Kolonne mit fiinf Zellen
passierte,
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Die Stromungsgeschwindigkeiten waren beidseits der Membran gleich, wurden
aber jeweils nach vier Tagen etwas herabgesetzt. Vom zweiten Tage an wurde tiglich
die Dialysatvorlage geleert. Die so anfallenden 19 Fraktionen dampften wir im Vakuum
ein zur Entfernung des Ammoniumcarbonates. Der Trockengehalt betrug im Mittel
713 mg pro Fraktion:; die teilweise erheblichen Unterschiede entsprachen keinen
gesetzmiBig erfaBbaren Beziehungen. Der nichtdialysierte Restextrakt enthielt noch
26,841 g Substanz; der Substanzverlust in der Kolonne belief sich auf 8,4 °/o des ein-
gebrachten Materials.

Vom zuriickbehaltenen Ausgangsextrakt (WKE 23), von den Dialysaten und vom
nichtdialysierten Restgemisch (R) stellten wir Lisungen mit einheitlichem Trockengehalt
von 10 mg/cem (entspr. ungefihr 87 mg trockenem Weizenkeimmehl) her, die folgende
- Eigenschaften zeigten:

Farbe pH Fehling Ninhydrin

WKE 23 goldgelb 6,3 ++++ ++++
(Ausgangsmaterial, A)
Dialysate 1-—10 farblos - goldgelb 7,8—8,3 0 0

” 11—14 iibergehend nach 6,5—17,3 0 +

5 15—19 dunkel rotbraun 5,8—6,7 0o . ++
Nichtdialysierender triib-dunkelbraun 5,2 44+ ++4
Rest (R)

Die Bedingungen und Ergebnisse der Versuche mit Ustilago violacea
durchgefiihrt mit einer Auswahl dieser Priaparate sind in Fig. 10 dar-
gestellt (Konzentrationen der Prip.: 0,1 und 1 ccm / Kultur; Kombi-
nationen mit 0, 0,02 und 2 y B, /Kult.).

Aus verschiedenen Griinden vergingen zwischen Extraktherstellung
und Beginn des Versuches mit dem Pilz fast drei Monate. In dieser
Zeit hatte die Wirksamkeit der Extrakte dermaBlen abgenommen, daf}
das Wachstum des Pilzes kaum mehr iiber das mit Aneurin erreichbare
Optimum hinaus gefordert werden konnte. Die Ursache dieser Wir-
kungseinbuB8e ist nicht erklarlich; sie kann nicht dem Ammonium-
carbonat zugeschrieben werden, da die zuriickbehaltene, unbehandelte
und anfinglich sehr stark aktive Portion des WKE 23 dieselbe Er-
scheinung zeigte, wahrend der unter gleichen Bedingungen — sterili-
siert, im Kiihlschrank — aufbewahrte WKE 13 wahrend einem Jahr
unverindert blieb.

Eine deutliche Anreicherung der zusitzlich zu B, wirksamen
Stoffe in einem der Dialysate war deshalb wenigstens bei 16 Tagen
Kulturdauer nicht feststellbar. Dagegen erschien die groBenordnungs-
milig der Wirkung von reinem Aneurin entsprechende noch vorhan-
dene Aktivitit des WKE 23 aufgeteilt: Dialysat 1 hatte die hochste
Wirksamkeit, dann fiel sie ziemlich gleichmidBig ab bis zu Dialysat 18,
um dann fast sprunghaft wieder zuzunehmen (Dialysat 19 und nicht
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Fig. 10

Wirkung von Weizenkeimextrakt-Dialysaten auf das Wachstum von Ustilago violacea

dialysierte Restlosung R). Diese Unterschiede waren aber nur bei ge-
ringer Priparatdosis deutlich; mit der hohen Konzentration verlief
die Wachstumskurve etwas unterhalb derjenigen mit optimaler Aneu-
rinmenge. Wurden die Priparate in Kombinationen mit B, angewendet,
so lagen die Wachstumswerte ungefihr gleich hoch wie die der betref-
fenden Aneurinkontrollen.

Mit dem Ausgangsextrakt (WKE 23), den Dialysaten 4, 10, 13, 19
und der Restlésung R wurde die Kulturdauer noch auf 44 Tage aus-
gedehnt (die Werte der Kombinationen mit Aneurin sind weggelassen,
da sie ziemlich genau denjenigen, die bei kurzer Entwicklungszeit er-
halten- wurden, entsprachen).

Hier kam bei starker Priparatdosis ein Rest der iiber die Wirkung
von bloBem Aneurin hinausgehenden Aktivitit des WKE 23 doch noch
zum Ausdruck. Sie war nicht sehr stark im Ausgangsextrakt, kam aber
von Dialysat 13 an deutlich zur Geltung. Bei geringer Priparatmenge
verlief die Kurve dhnlich wie fiir die bloB 16 Tage alten Kulturen.

Die vorliegenden Resultate lassen zwar keine endgiiltigen Folge-
rungen zu, doch kénnen daraus einige Hypothesen abgeleitet werden:

10
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1. Betrachtet man die Kurven mit schwacher Dialysatkonzentration
(0,1 cem / Kultur), so scheint es, daBB mit den ersten Dialysaten haupt-
sdachlich die niedrig molekularen Bestandteile der B, -Gruppe, z.B.
Pyrimidin und Thiazol weggehen, Cocarboxylase und Substanzen mit
grofern Molekiilen aber erst zuletzt oder iiberhaupt nicht, so daf} des-
halb die Wirkung der Dialysate auf Ustilago violacea absank bis zu
Dialysat 18, um dann pl6tzlich wieder zuzunehmen.

2. Man konnte aber auch an das Vorhandensein von Hemmstoffen
denken, die mindestens die Wirkung der B -dhnlichen Dialysatbestand-
teile fast ganz aufzuheben vermégen. Der ziemlich gleichmifBige Ab-
fall der Dialysatwirkung von 1—18 wire also auf eine zunehmende
Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen fordernden und hemmen-
den Substanzen zugunsten der letzten zuriickzufiihren. Bei hoher Do-
sierung der Pridparate (1 cem/Kultur) hitten dann die fordernden
Faktoren gegeniiber den hemmenden ein Uebergewicht, da die Wir-
kungen dieser Antagonisten einander nicht einfach parallel wiren.

3. Die mit Dialysat 19 und der Restlosung wieder auftretende
Wachstumsférderung kénnte auch durch einen unbekannten, langsam
dialysierenden Faktor verursacht worden sein. Die blof} geringe Anrei-
cherung dieser Substanz in den Préaparaten 19 und R gegeniiber den
ersten Dialysaten wire vielleicht der Grund dafiir, daBB nur bei hoher
Priaparatdosis (1 cem/Kultur) und erst bei lingerer Kulturdauer
(44 Tage) ihre iiber reines B, hinausgehende Wirkung auf Ustilago
violacea zum Ausdruck kime.

4. Die pH-Werte der Dialysate diirften ohne Einflu3 geblieben sein.
Dagegen bestand gute Uebereinstimmung in der Verteilung von Amino-
siuren (Ninhydrin-Reaktion) und der bei Dialysat 19 und der Rest-
l6sung auftretenden Aktivitat. Daraus wire zu schlielen, dafl die wachs-
tumsfordernden Substanzen als Cofermente mit eiweiBBartigen Triagern
verbunden sind, oder daBl ein Teil von ithnen Protein-Charakter hat.

d) Aether- und Chloroformausziige des Spinatextraktes

Da der Spinatabsud auf Alkali und Saure empfindlicher war als der
Weizenkeimextrakt (s. Fig. 8), sahen wir von einer Behandlung mit
Bariumhydroxyd, Bleiazetat und Phosphorwolframsaure ab.

Von einem Dekokt aus trockenem Spinatblattpulver (50 g mit 500
cmm Wasser im Autoklaven wihrend 15 Minuten bei 1159 extrahiert,
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filtriert und auf 50 ccm konzentriert) wurden Portionen von 5 ccm mit
Aether und Cloroform ausgeschiittelt, die verschiedenen Phasen abge-
trennt und im Vakuum eingedampft. Die wisserigen Losungen der
Trockenriickstinde zeigten auf Ustilago violacea die in Tab. 6 angege-
benen Wirkungen.

Tab. 6. Wirkung der aether- und chloroformlioslichen Bestandteile
eines Spinatextraktes auf Ustilago violacea

(Extinktion mit optimaler Bi-Dosis = 100 %/o; Kulturdauer: 15 Tage)

¥ BU/Kultur ......ocovvereeeeiieeeeeeenen. 0 0,02 0,2 )

Kontrollen mit B1 .............cooviinies 14,9 - 92,5 100 97

Ausgangsextrakt ... 1149 131,4 129.8 123.8
Aether-Fraktion ............ccccoovvieinnin 19,4 95,5 86,6 89,6
Nicht idtherlsslicher Rest .................. 103 123,8 116.,4 123,8
Chloroform-Fraktion ........................ 50,7 88,1 97 111,9
Nicht chloroformléslicher Rest0.l enm/Kilt. | 97 1135 | 1358 | 1588

Die itherloslichen Substanzen des Spinatextraktes waren unwirk-
sam. Dagegen zeigten chloroformlésliche Stoffe, sowohl allein, wie in
Gegenwart einer supraoptimalen Aneurindosis eine schwach férdernde
Wirkung auf das Wachstum von Ustilago violacea. Auch Schopfer
(34) hatte eine ahnliche Aktivitat chloroformloslicher Bestandteile aus
Weizenkeimlingen und Harn festgestellt.

Das Vorhandensein eines unbekannten Faktors ist hier ebenfalls
nicht ausgeschlossen. Anderseits konnten trotz sorgfiltiger Entwisse-
rung des Chloroforms jeweilen kleinste Mengen Aneurin in Wasser-
tropfchen mitgeschleppt worden sein. Damit lieBe sich aber die iiber
die Wirkung von reinem B, hinausgehende Forderung des Pilzwachs-
tums nicht erkliren.

Die weder dther- noch chloroformloslichen Phasen wiesen die ur-
spriinglichen Eigenschaften des Extraktes noch nahezu unvermindert
auf. Eine einigermallen deutliche Auftrennung des Extraktes in Be-
standteile, die wie B, wirken, und in solche, die das Wachstum des
Pilzes noch dariiber hinaus zu férdern vermogen, erfolgte nicht.
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“e) Kohle-, Fullererde- und Aluminiumoxydadsorptionen im
Spinatextrakt

Nach einigen Vorversuchen wurden mit 80 ccm eines Spinatabsudes,
hergestellt wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, folgende-

Priparate bereitet:

Spinatextrakt (1):
80 ccm, entspr. 80 g trockenem Spinat;
TG. 88,2 mg/cem (triiber, dunkelbrauner
Dekokt)

Davon 40 ccm mit 2 g Fullererde
(,,Brit. Drug House“) bei pH 4,6 iiber
Nacht stehen gelassen:

Filtrat (2): 40 cem, TG. 61,5 mg/cecm
(braune Lé&sung)

Davon 20 ccm mit 1 g Tierkohle
wiihrend 2 Std. leicht erwiirmt.

Davon 20 ecem mit 1 g Tierkohle
(sMerck“) wihrend 2 Stunden leicht
erwirmt:

v |

Filtrat (6): 20 ccem TG. 47,7 mg/cem
(klare, gelbbraune Lﬁspng)

v

Eluat (7): Kohle mit angesinertem
Aethanol behandelt; Filtrate eingedampft,
mit 20 ccm Wasser aufgenommen.

TG. 9,8 mg/cem (gelb, leicht triib)

v

Filtrat (3): 20 ccm, TG. 43,1 mg/cem
(gelbe Losung)

Eluat gleich hergestellt wie Priiparat 7.

2g Aluminiumoxyd zugesetzt,
iiber Nacht stehen gelassen:

v

Eluat (5): gleich hergestellt wie Pri-
parat 7; TG. 0,8 mg/ccm (farblos)

v

Filtrat (4): 20 ccm, TG. 4,8 mg/cem
(schwach gelb)

Alle Losungen waren so eingestellt, daf 1 ccm Fliissigkeit 1 g Trockenblattpulver

entsprach.

Diese wurden nach der in Fig.1l angegebenen Weise zu einem
Versuch mit Ustilago violacea verwendet.

In der starken Konzentration (1 cem / Kultur) war das Fullererde-

filtrat (2) ebenso wirksam wie der Ausgangsextrakt; nur bei kleiner
Dosierung (0,1 ccm /Kultur) erschien die Aktivitit deutlich vermin-
dert. Moglicherweise wurde nicht alles Aneurin aus dem Extrakt ad-
sorbiert (bei pH 4,6 wird sowieso die Thiazolkomponente von Fuller-
erde nicht zuriickbehalten). |
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Fig. 11

Wirkung verschiedener Spinatextrakt-Priiparate auf das Wachstum von Ustilago violacea
(Kulturdauer 16 Tage)

Die Reinigung mit Tierkohle fiihrte zu keiner eindeutigen Tren-
nung aktiver Stoffe (Prip."6 und 7). Die Wirkungen der Priiparate
glichen auffillig denjenigen der kohlebehandelten WKE 16-Lésungen
(obschon das Verhiltnis der Trockensubstanzen — Eluat / Filtrat —
in den beiden Fillen sehr verschieden war). Die wirksamen Substanzen
des Weizenkeim- und des Spinatextraktes konnten demnach gleicher
Art sein, '

Wurde die Kohleadsorption erst nach Fullererdebehandlung durch-
gefiithrt, so fanden sich im Filtrat (3) hauptsichlich die Stoffe, die das
Wachstum von Ustilago violacea iiber das mit Aneurin allein erreich-
hare Optimum hinaus zu steigern vermochten («Komplementiranteil»).
Allein blieben sie unwirksam; ihre Aktivitit kam erst bei Zugabe einer
supraoptimalen Aneurindosis sehr deutlich zum Ausdruck. Priparat 3
hatte verglichen mit dem Augangsextrakt nur noch die Hilfte an
Trockensubstanz, so dafl auch hier von einer bloB plastischen oder
energetischen Wirkung der Extrakte nicht die Rede sein kann.
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Die Chromatographie der Extrakte an Aluminiumoxyd fiihrte zu
keinen einwandfreien Ergebnissen. Wir benutzten deshalb dieses Mit-
tel lediglich zur Entfernung triibender Farbstoffe aus einem Kohle-
eluat. Die betreffenden Priparate 4 und 5 zeigten allein keine nennens-
werte Wirksamkeit und konnten — als Zusatz — auch diejenige des
Praparates 3 nicht wesentlich steigern. Der groBte Teil der Trocken-
substanz blieb mit den Farbstoffen im Adsorbens zuriick.

Es gelang also in einem Fall (Kohlefiltrat des Fullererdefiltrates) die
zu B, zusitzlich wirksamen Stoffe des Spinatextraktes teilweise abzu-
trennen, was nicht ausschliet, dal sie in engen Beziehungen zum
Aneurin-Komplex stehen.

7. Zusammenfassung

a) Ustilago violacea (Pers.) Fuck., gedeiht gut auf einer syntheti-
sche Nahrlosung enthaltenden Glukose, Asparagin, sekundires Kalium-
phosphat und Magnesiumsulfat, wenn ihr B, oder dessen Komponenten
Pyrimidin und Thiazol beigefiigt werden. In unsern Versuchen war die
optimale B -Dosis etwas hoher als Schopfer und Blumer (40)
angeben.

Die optimale Wasserstoffionenkonzentration
des Milieus liegt bei pH 4.,6; eine deutliche Entwicklungshemmung des
Pilzes tritt erst in alkalischem Bereich ein. Diese Ergebnisse stimmen
mit denen von Blumer (5) uberein.

Pektin kann bei Abwesenheit von Aneurin durch seine vitamini-
schen Verunreinigungen ein Wachstum des Pilzes ermoglichen. Es stellt
aber nicht eine spezifische Kohlenstoffquelle dar,
auf der Ustilago violacea das B, selbst synthetisieren kann. Die Folge-
rungen von Gerhardt (12) sind somit nicht bestitigt,

b) Durch geringe Mengen von natiirlichen Extrakten (aus
Weizenkeimlingen, Spinat, Melandrium-Blittern und Leber) in der
synthetischen Nahrlosung kann die Entwicklung von Ustilago
violacea erheblich iiber das mit B, allein erreichbare
Optimum hinaus gesteigert werden. Es kann sich dabei nicht um
eine Nihrstoffwirkung handeln. Ebensowenig beruht diese Wachstums-
forderung auf einer bloBen Erhohung der Aneurinmenge durch die
Extrakte.
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c) Mit Dekokten von Ustilago violacea (Eigenextrakten) wird ein
stirkeres Wachstum dieses Pilzes hervorgerufen, wenn die extrahierten
Pilzzellen auf einem Milieu mit Weizenkeim- oder Spinatextrakt statt
bloB auf rein synthetischer Nihrlosung wuchsen. Die Entwicklung geht
aber nicht iiber die mit optimaler B -Dosis erreichbare hinaus. Ein zu-
sitzlich zu Aneurin wirksamer Faktor ist demnach in den auf extrakt-
haltiger Losung gewachsenen Zellen nicht vorhanden, wohl aber mehr
B, als in den Zellen, die sich in reinem Milieu entwickeln.

d) Mit Aschensubstanzen von Weizenkeim- und Spinatextrakten in
Gegenwart einer supraoptimalen Aneurinmenge (die optimal wirksame
Dosis dieses Vitamins ist auch in Gegenwart der Extrakte leicht erh6ht)
kann ein Mehrwachstum von Ustilago violacea gegeniiber reinen Aneu-
rinkontrollen erzielt werden, aber lange nicht so stark wie mit den Ex-
trakten. Eine geringe zusitzliche Wirkung iibt auch die Spurenelement-
mischung nach Berthelot (1) aus. Von ihren Komponenten ist vor
allem Cu aktiv.

e) Von bekannten Substanzen, die als Wachstumsfaktoren fiir
Mikroorganismen in Frage kommen sind Hydroxypyrimidin
und Thiazol (zusammen) sowie Cocarboxylase ungefihr
gleich wirksam wie Aneurin (mit Hydroxypyrimidin ist
ein sehr schwaches Wachstum des Pilzes moglich). Andere wasserlos-
liche Vitamine, Nukleinsduren und deren Derivate, Pterine, Amino-
siuren und Heteroauxin blieben allein und in verschiedenen Kom-
binationen auf Ustilago violacea wirkungslos.

Aneurin, d. h. seine Komponenten Pyrimidin und Thiazol, sind also
fiir den von uns verwendeten Stamm von Ustilago violacea Hauptwachs-
tumsfaktoren (Bestaticung der Angaben von Schopfer und
Blumer [40]).

Als Zusatzfaktoren sind die andern untersuchten
Verbindungen ebenfalls inaktiv.

Es ist deshalb wahrscheinlich, daBl in den Weizenkeim- und Spinat-
extrakten eine oder mehrere noch nichtidentifizierte Be-
standteile die Wachstumsférderung verursachen. |

f) Durch verschiedenartige Behandlung von Weizenkeim- und
Spinatextrakt gelingt eine teilweise Aufteilung der auf Ustilago
violacea wirksamen Stoffe: ein Anteil verhilt sich wie das B, und ist
unentbehrlich; ein anderer wirkt in erster Linie zusitzlich; er kann
den ersten nicht ersetzen.
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Seine Eigenschaften sind: Thermostabilitit; mehr oder weniger
sdure- und alkalibestindig; nicht fdllbar durch Bleiazetat, dagegen
durch Phosphorwolframsidure; langsam oder (unter den gewdhlten
Bedingungen) nicht dialysierend (also nicht niedermolekular); Islich
in Wasser und wisserigem Aethanol, in Chloroform mdéglicherweise,
nicht aber in Aether; wird aus wasserigen Losungen bei pH 4,6 an
Fullererde nicht adsorbiert, bei pH 6,7 an Kohle nur teilweise.

Auf Grund der dhnlichen Wirkung auf Ustilago violacea und ge-
wisser iibereinstimmender Eigenschaften wird angenommen, daB3 die
wirksamen Substanzen des Weizenkeim- und des
Spinatextraktes gleichartig sind, moglicherweise aber in
den verwendeten Priparaten in verschiedenen Kombinationen vor-
liegen. '

Es scheint nicht ausgeschlossen, dall diese Wachstumsfaktoren in
enger Beziechung zum Fermentsystem des B, stehen.
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