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Nils Nielsen, Carlsberg Laboratorium,
Wuchsstoffwirkung von Aminosduren auf Hefe.

Kopenhagen: Dic

Kulturhefe braucht, um gedeihen zu kénnen, Zufulir von
Wuchsstoffen. Wildhefe dagegen nicht; wahrscheinlich vermag
sie die notwendigen Wuchsstoffe selber zu bilden. Vortr. fiihrte
eine Reihe von Versuchen mit Aminosiuren als Wuchsstoff, simt-
lich mit dem Hefestamm CLI, aus. Lebensnotwendig ist die
Diaminosiure Biotin, C;H,40,N,S, die 1936 von Kdgl u. Mit-
arb. aus Fidottern isoliert wurde und anschcinend auch in
hoheren Pflanzen und Tieren eine wichtige Rolle spielt; sie be-
wirkt bei Hefe schon allein schwaches Wachstum. Dieses wird
erheblich gesteigert durch Zusatz von Aneurin, Pantothensiure?)
(oder B-Alanin, aus dem die Hefe wahrscheinlich Pantothensiure
bildet) oder Glutaminsiure (oder Asparaginsdure, Asparagin oder
Glutamin). Weniger wirksame Wuchsstoffe sind z. B. Lysin,
Methionin, Arginin, fiir manche Hefestimme auch Leucin. Setzt
man auller diesen bekannten Wuchsstoffen Bierwiirze oder Hefe-
extrakt zu, so wird das Wachstum der Hefe abermals erheblich
gesteigert: in den Extrakten liegen also noch weitere Wuchsstoffe
vor, die groftenteils unbekannt sind.

Die genannten Aminosiuren werden auffallenderweise von
der Hefe nicht als Stickstoff- Quellen benutzt, auBer Glutaminsiure,
diese aber auch nur, wenn keine andere N-Quelle zugegen ist.
Man konnte vermuten, dal die Wirkung der Wuchsstoffe auf einem
Einflul auf die Permeabilitit der Zellen beruht; doch zeigen Ver-
suche mit radioaktivem P und K, daBl das nicht der Fall ist. Uber
die Wirkungsweise des Biotins weifl man noch nichts. Pantothen-
siure und B-Alanin steigern das Verhidltnis Atmung/Géarung®),
bei CLY von etwa 0,04 auf 0,4 (d. h. 409, der ausgeschiedenen CO,
entsteht durch Atmung); die optimale Menge ist 100 vy B-Alanin
je Liter Losung. Bei Zusatz von Pantothensdure erreicht die
Atmung das 20—30fache nach 1—2 h, bei Zusatz von (-Alanin
nach 2—3 Ii. Es scheint mdglich, daf dieser Effekt eine Rolle
bei der Wirkung als Wuchsstoff spielt, die nach 14-—-16 Ik
merklich ist. Da bei der Atmung der Hefe weit mehr FEnergie
je Gramm. Zucker entsteht als bei der Gérung, steigt der
Skonomische Quotient ebenfalls erheblich bei Pantothensiure-
oder Alanin-Zusatz. FErfahrungen in der Praxis, z. B. bei
der PreBhefefabrikation, liegen mnoch mnicht vor. Wihrend §-
Alanin und Pantothensdure offenbar direkt auf die Atmung
wirken, wird die Gédrung durch Threonin (x-Amino-B-oxy-
buttersdure) gesteigert, u. zw. um etwa 509, bei einer Kon-
zentration von 1:10000. Ahnlich wirkt Glycin, aus dem die
Hefe wahrscheinlich Threonin bilden kann. Threonin beeinfluflt
weder Atmung noch Wachstum.

Biotin und {-Alanin entfalten ihre optimale Wuchsstoff-
wirkung auf Hefe in Konzentrationen von 1/55-101 bzw. 1/25-108.
Vortr. hat darauf eine biologische Methode zur quantitativen
Bestimmung von Spuren der beiden Stoffe gegriindet: in einer
Versuchsreihe werden zur N#hrldsung Aneurin, Pantothen- und
Glutaminsdure zugefiigt, in einer zweiten Versuchsreihe das gleiche
und auBerdem Biotin. Werden zu den Ldsungen beider Versuchs-
reihen steigende Mengen des zu untersuchenden Stoffes, z. B.
Urin, gefiigt, so steigt die Wachstumskurve der Hefe in jedem
Falle, da Urin noch unbekannte Wuchsstoffe enthilt, in der
ersten Reihe aber zunichst melir als in der zweiten, da hier mit
dem Urin auch Biotin zugefiihrt wird. Der Punkt, in dem sich
schlieflich die Wachstumskurven treffen, gibt genau die Menge
Urin an, die die fiir optimales Wachstum erforderliclie Biotin-
Menge enthilt. Durch Versuche mit reinen Wuclsstoffen 148t
sich diese optimale Menge sehr genau ermitteln. Man kann das
Biotin bis herab zu 0,0013 vy bestimmen, selbst wenn davon nur
1/170-10% der Trockensubstanz vorliegt. Genauigkeit der Me-
thode ~109%,. Verwendet man B. radicicola statt CLI, so sind
noch 0,000004 vy bestimmbar. Ebenso 140t sich f-Alanin bestimmen :
Dei der einen Versuchsreihe enthilt die Néahrlésung Biotin, 8-Alanin,
Aneurin und Glutaminsiure, bei der anderen das Gleiche aufer
B-Alanin. Man kann bis herab zu 0,13 y B-Alanin bestimmen, die
Genauigkeit betrdgt etwa 259,. Bei dieser Methode wird die
Summe von Alanin und Pantothensiure bestimmt; zurzeit sind
Versuche im Gange, die Methode so abzuandern, dafl die Stoffe
getrennt ermittelt werden konnen.

Vortr. bestimmt den Biotin-Gehalt einer Reihe von pflanz-
lichen und tierischen Substanzen und findet grofle Schwankungen:
Besonders geringe Werte liefert z. B. PreBhefeextrakt mit
0,00019 vy/cin?; 3 Milchproben enthielten 0,007; 0,013; 0,026 y[cm3,
Eidotterextrakt 0,030 y/cm?, 2 Urinproben 0,026 und 0,065 y/cm?®.
Es scheint, dal der Gehalt des Urins an B-Alanin oder Pantothen-
sdure durch gewisse Krankheiten beeinflufit wird.

SchlieBlich erdrtert Vortr. den Antagonismus
Wuchsstoffen und Antiwuchsstoffen®).

zwischen

¢4y Vgl. J. Mittenmair, ,,Uber die Pantothensiure, diese Ztschr. 54, 51 [1941].
5) Vgl. die Rundschaunotiz ebenda 55, 377 [1942].
%) vgl. dazu R. Huhn, ,,Vitamine und Arzneimittel”, ebenda 55, 1 [1942].
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W. Hoppe: Konstitutionsbestimrung kolloider Farbstoff-
aggregate durch Kombination chemischer, rontgenographischer wund
optischer Methoden.

Untersucht wurden die (reversiblen) Polymerisate von Pseudo-
isocyaninen?).

Diese bilden in Lésung diinne Fiden, Polyionen, die bis
1,0 mm lang und nur wenige A dick sind, und zeigen eine sehr
schmale, die ,,polymere* Bande im Absorptionsspektrum’ bei etwa
5800 A, die nicht der FEinzelmolekel, sondern dein gesamten
Aggregat zuzuordnen ist.

In” konzentrierter, wilriger’ Losung und in eingetrockneter
Farbstoffschicht konnte réntgenographisch eine kristallinische
Modifikation des Farbstoffs nachgewiesen werden, die aus dem
Polymerisat primir entsteht, und die nichts zu tun hat mit den
in organischen Lésungsmitteln gebildeten Kristallen. Sie wandelt
sich langsam in stabilere Modifikationen um. Da das Absorptions-
spektrum beim Ubergang von der polymeren Ldsung zur diinnen
eingetrockneten Schicht in seinen wesentlichen Ziigen erhalten
bleibt, ist der Schlufl berechtigt, dafl sich dabei in der Struktur
wenig andert und vor allem aus dem eindimensional geordneten
Aggregat des ,,polymeren Fadens® der dreidimensional geordnete
Kristallit entsteht. Kennt man dessen Struktur, so kanin man auch
etwas iiber die Struktur des fadenférmigen Polymerisates aussagen.

Liegt nun die Fadenachse des polymeren Fadens und damit
auch die Schwingungsrichtung der polymeren Bande, die aniso-
trope Absorption aufweist, in der Ausrichtungsrichtung, so enthilt
das Rontgen-Faserdiagramm u, a. einen auffillig starken Reflex.
Demnach scheinen die Molekeln wie in einem Schichtengitter
parallel zueinander ausgerichtet zu sein und der Reflex von der
Netzebene herzuriihren, in der die Elektronen der Molekel weit-
gehend phasengleich streuen. Beim Austausch der Anionen —
um diesen Strukturvorschlag zu priifen — zeigten Fluoride,
Chloride, Bromide und Sulfate in der polymeren ausgerichteten
Form die gleiche Struktur. Da dies noch nicht sehr beweiskriftig
ist, denn es kdnnte Isomorphie vorliegen, wurden stirkere Ande-
rungen am Molekelgeriist vorgenommen. Austausch der an den
N-Atomen sitzenden Athyl-Gruppen gegen Methyl- oder Propyl-
Gruppen, anhidngen von Alkylen an die aromatischen Ringe,
anellieren der aromatischen Ringe. Die Réntgenaufnahmen der
polymeren ausgerichteten Priparate zeigten tatsachlich ganz andere
Gitter, den erwdhnten starken Reflex jedoch stets an ungefiahr
gleicher Stelle. Dieser Reflex mull also wirklich dem Abstand
und der Lage der Molekeln zugeordnet werden, die als einzige
riumliche Gréfen bei den Umbauten der Struktur ungedndert
bleiben konnten. Weiter folgt, dafl in allen bisher unter-
suchten reversiblen Farbstoffpolymerisaten die Lage der Mo-
lekeln etwa die gleiche: und also anscheinend mitverantwortlich
fiir ihre physikalischen Iigenschaften ist.

Tiir den Normalabstand der Molekelebenien erhilt man 3,6 A.
Diese legen nicht normal zur Fadenachse, sondern ihre Ebenen-
normalen schlieBen mit der Achse einen Winkel von 55° ein. Be-
merkenswert ist der Molekelabstand von 4,5 A lings der Faden-
achse; das Polymerisat paft also -— wie schon frither vermutet
worden war -— genau auf das” Glimmergitter.

Da die polymere schmale Bande dem Gesamtkolloid an-
gehort, wird ihre Lage nicht allein durch das chromophore System
der Molekel, sondern auch durch die Konstitution des Aggregats
bestimmt sein. Um dies zu beweisen, wurde einmal ein Derivat
(Pseddoisocyaninfluorid) sowohl réntgenographisch als auch
optisch (die optische Untersuchung stammte von Dr. Schoniag)
bei Zimmertemperatur und bei —190° untersucht. Im andern Fall
wurde eine Reihe von Detivaten réntgenographisch in polymer
festem Zustand ausgemessen. Dann wurde -— ebenfalls in polymer
festem Zustand — die Verschiebung der polymeren Absorptions-
bande bestimmt, die auftritt, wenn ein Derivat einmal in festem
Zustand und einmal adsorbiert an einer Glimmeroberfliche unter-
sucht wird. Denn die Lage der Absorptionsbande beim Glimmer-
adsorbat kann als eine Art ,,Normalabsorption‘ gelten; durch den
EinfluB der Glimmeroberfliche wird von den verschiedenen még-
lichen pqQlymeren Modifikationen des Farbstoffs diejenige ad-
sorbiert werden, die am besten auf die Glimmerfliche pafit, d. h.
der amn genauesten ein Abstand von 4,5 A der Farbstoffionen
zukommt. Es ergab sich: Verkiirzt man den Abstand der Farb-
stoffionen in Richtung der Fadenachse (gemessen durch die Identi-
titsperiode), so verschiebt sich die polymere Bande nach dem
kurzwelligen Gebiet; verlingert man ihn, so wird die polymere
Bande langwelliger. Und zwar entspricht einer Abstandsver-
schiebung der Farbstoffionen um 0,1 A eine Verlagerung der poly-
meren Absorptionsbande um etwa 20 A,

7y Vgl. dazu ¢ Scheibe, Kolloid-Z. 101, 300 [1942], 7. pbysik. Chem., Abt. B 49, 324
[1941], Kolloid-Z. 95, 267 [1941], hier auch weitere Literaturangaben; s. a. G. Schetbe,
,,Stereoisomerie organischer Farbstoffe und ibr Zusammenhang mit Konstitution und
Eigenschaften reversibel polymerer Farbstoffe', diese Ztzchr. 52, 631 [1939].
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