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lichen Cb aus einer weniger entwickelten Konvektions- 
wolke herauswiichst, etwa aus einem Cumulus congestus 
oder gar nur aus einem Cumulus geringfiigiger Aus- 
mal3eX, 2. In diesem Zusammenhang ist es sehr er- 
wfinscht, dab Beobachter von Tromben sich durch den 
fesselnden Anblick des eigentlichen Wirbelschlauches 
nicht ablenken lassen v o n d e r  Wahrnehmung der Be- 
gleitumstiinde und namentlich der Detailstruktur der 
Mutterwolke ~. Beginnt die Beobachtung erst, wenn der 
Wirbelschlauch bereits gebildet ist, so bleiben natfir- 
lich die Vorstadien der Mutterwolke unbeachtet.  Da- 
her sollte der Wolkenentwicklung schon bei blo13 
trombenverdiichtigen Wetterlagen ein erh6htes Augen- 

I W. KURRIK, Z. f. angew. Met. 42, 19 (1925). 
2 H. MARKGRAF, Ann. Hydr.  u. mar. Met. 57, 14 (1929). 
s Die Internat ionale  Klimatologische Kommission hat  den 

meteorologischen Landesdiensten und Beobachtern eingehende 
~Richtlinien zur Erforsehung von Tromben, Tornados, Wasser- 
hosen und Eleintromben* 4 empfohlen, welche auch das Studium 
der Mutterwolke mitberflcksichtigen. 

4 j .  LETZMANn, Publ. Sekr. Int .  Met. Org. Nr. 38, 91 --110 (1939). 

merk zugewendet werden, ffir solche Wetterlagen 
haben Beobachter in Gegenden mit  groBer Tromben- 
h~iufigkeit oft einen erstaunlich guten Blick. 

Summary 

KOSCHMIEDER'S new thermodynamical  theory of 
tornado formation (1040) makes it probable that  a 
tornado (or a waterspout) develops when a warm air 
packet rises quickly within the convective mother 
cloud. In the present paper the three principle cases of 
conditions are indicated under which supplementary 
amounts of potential energy necessary to start  a 
" daughter convection " in the cumulo-nimbus cloud 
can become available in the latter. Supply of moister 
air from below seems to be at least as important as that  
one of warmer air. However, the suddenness of the 
release of the said supplementary energy cannot be 
explained by the abrupt  annihilation of an intercepting 
layer within the main body of the cumulo-nimbus, for the 
pre-existence of such a layer is incompatible with the 
general character of this type of cloud. 

Les tests microbiologiques pour la d6termination des vitamines 
Par  W. H. SCHOPFER, Berne 

Introduction 

Dbs la d6couverte des facteurs accessoires de crois- 
sance, que FuNK appela tr~s heureusement <~vitamines,~, 
s 'est av6r6 la n6cessit6 de mesurer quant i ta t ivement  
leur action. Cette obligation 6tait d ' au tan t  plus im- 
p~rieuse que tr~s t6t  on reconnut qt fentre  les vitamines 
et les aliments ordinaires se manifestait  une diff6rence 
fondamentale de nature quant i ta t ive et quali tat ive:  
ces facteurs accessoires n'agissent pas d 'une manibre 
plastique ou 6nerg6tique au sens ordinaire de ces expres- 
sions. Les doses n6cessaires A leur action sont tr~s 
faibles, compar6es ~t ceUes qui sont requises pour les 
glucides, les lipides, les protides ou les sels min6raux. 
Tout  au plus peut-on comparer leur effet avec celui 
des 616ments min6raux ~ action catalytique (Spuren- 
elemente). 

Ainsi, au cours des ann6es et d~s 1900, furent mis 
au point les tests animaux. Le principe th6orique 
d'une mesure d'activit6 est le suivant:  l 'animal revolt 
un r6gime constitu6 par des quantit6s optimales de 
glucides, de lipides, de protides, de sels min6raux ainsi 
que de t o u s l e s  autres iacteurs vitaminiques n6ces- 
saires ~ la croissance normale, sauf la vitamine dont 
on veut 6tudier Faction. I1 se manifeste une avitami- 
nose s 'expr imant  par  des sympt6mes vari6s, en parti- 
culler par  un ralentissement ou un arr~t de la crois- 
sance que l 'on peut observer avec de nombreuses vita- 
mines. L 'adjonction au r6gime d6ficient de la vita- 
mine 6tudi6e, conduira, dans des conditions d6finies, 

,~ un r6tablissement de la croissance et ~ une gu6rison 
de l 'avitaminose (b6rib6ri, scorbut, pellagre, etc.). 

Tous les trait6s de vitaminologie exposent en d6tail 
les prescriptions ~ suivre lots de l 'utilisation de ces 
tests. Du point de vue g~n6ral qui nous int6resse ici, 
deux faits essentiels sont ~. retenir: chaque vitamine 
exerce, dans des conditions donn6es, une action slSd- 
ci/ique; d'autre  part ,  Faction de la vitamine est quan- 
titative. La notion de sp6cificit6 dolt ~tre envisag6e avec 
prudence. On salt que, chez les microorganismes en 
particulier, des ph6nom~nes de remplacement d 'un 
facteur par  un autre peuvent  se manifester. 

Pendant  plusieurs d6cennies, les tests animaux furent 
les seuls ~ ~tre utilis6s. Ils ont permis la mise en 6vi- 
dence, qualitative tout d 'abord,  puis quantitative,  des 
principales vitamines dans les aliments et dans les pro- 
duits naturels. Aux mains d 'un sp6cialiste exerc6, les 
tests animaux permet tent  aujourd'hui la d6termina- 
tion de tr~s faibles quantit6s de vitamines. 

Le recours au test animal est, actuellement encore, 
indispensable, car, du point de vue pratique, la d6ter- 
ruination d'une vitamine se fait du point de vue de 
l 'al imentation humaine et animale. M~me si les donn~es 
fournies par  d 'autres  tests paraissent dignes de con- 
fiance, il est n6cessaire d'effectuer un contr61e et une 
comparaison avec  le test animal. 

Nous ne donnons ici aueun d6tail sur ces tests et sur 
ieurs diff6rentes formes. On les trouve expos6s dans 
t ous l e s  trait6s de vitaminologie. 
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Les vitamines sont des substances chimiquement 
d6finies. I1 dolt donc ~tre possible de les d6terminer 
par vole chimique. Les tests chimiques out pris une 
grande extension d&s le moment oh les vitamines ont 
6t6 isolfies et teur formule de constitution ~tablie. 
Ils reposent sur la production d'une r6action color6e, 
visible en lumigre ordinaire ou ultra-violette, plus ou 
moins sp6cifique, livr6e par la vitamine r6agissant 
avec un r6actif d6fini. Perfectionn6s et complft~s par 
des m~thodes physiques, ils permettent  une d~ter- 
ruination exacte de tr~s faibles quantitfis de certaines 
vitamines. 

Une troisi~me cat~gorie de tests est actuellement 
l'ordre du jour et ~ustifie cet article: ce sont les tests 
microbioIogiques. Quelques donn~es th6oriques sont 
nfcessaires & la compr6hension du probl~me. Ils se 
rapportent ~ la question des vitamines chez les plantes. 

Principes thdoriques 

Tr~s t6t, £ l '6poque de PASTEUR et de LIEBIG ddj~, 
on reconnut qu'un microorganisme, ehampignon ou 
bact6rie, cultiv6 in vitro, hors de son milieu naturel, 
requiert autre chose que des aliments banaux, orga- 
niques et inorganiques. Ces substances particulibres 
furent par la suite appel6es *facteurs de croissance~. 
Intuitivement, on comprenait qu'ils devaient prd- 
senter des analogies certaines avec les ~facteurs ac- 
cessoires de la croissance~> exigfis par les animaux. 
Le probl~me prend son essor avec le travail fondamen- 
tal de WILDIERS (1901) ~. Dans ce mfmoire, l 'auteur 
explique partiellement les d~saccords entre les don- 
n6es de PASTEUR et celles de LIEBIG et montre que 
la culture de Ia levure in vitro n6cessite, outre les ali- 
ments ordinaires, une substance sp~ciale, produite 
par la levure elle-m~me et & laquelle il donna le nora 
de ~bios~. A ~,rai dire, WILDIERS mesurait Faction 
de cette substance non pas en appr6ciant la croissance, 
mais la fermentation d6termin6e par la levure. 

Depuis W~L~IE~S, Ies recherches se sont multipli6es 
et les m6thodes sont devenues plus raffin4es. On tra- 
vaille avec des concentr6s hautement purifi6s rempla- 
qant les extraits naturels riches en vitamines. De plus 
en pb~s, on acquiert la certitude que les facteurs de 
croissance pour les microorganismes doivent &tre ex- 
tr~mement voisins des vitamines dites animales ou 
humaines. 

En 1932 ~, 6tudiant le ehampignon Phycomyces 
blakesleeanus, nous constatons que sur un milieu 
synth6tique pauvre il ne peut pas se d6velopper, 
quoique celui-ci lui offre du glucose, de l'azote sous 
forme d'asparagine et les sels min6raux indispen- 
sables. Sur un milieu naturel, constitu~ par de l'ex- 
trait de malt, il pousse tr~s bien. Le dfiveloppement 

1 E. WILDIERS, La Cellule 18, 313 (1940). 
W. It.  SCHO~'FE~, Bull. Soe. hot. suisse 40, 87 (1931); 41, 73 

(19321. 

est excellent si, au milieu synthgtique, on ajoute une 
tr~s petite quantit~ d'un extrait de levure purifi6 et 
trSs concentr6 ou d'un extrait  de germe de b16 con- 
centr6 riche en vitamines. Nous arrivons ~t la certi- 
tude qu'iI dolt s'agir d'une vitamine B, B1 ou B 2, 
ni l 'une ni l 'autre n'6tant encore connue chimique- 
ment. Enfin, apr~s que V~rlNDAUS et ses collabora- 
teurs ~ eurent isol6 la vitamine B~, antin6vritique, et 
identifi6 chimiquement la substance, il nous est pos- 
sible (1934) * de faire les premiers essais de culture de 
Phycomyces en milieu synth6tique avec adionction 
de vitamine B~ (aneurine ou thiamine) pure : cette vita- 
mine est effectivement le facteur de croissance nfces- 
saire ~ Phycomyces, sans tequel le microorganisme ne 
peut se d~velopper. Cette vitamine est pr~sente dans 
les produits naturels utilis6s, germe de b16, levure, 
malt, extrait  de fruit, etc., ce qui conffire au milieu 
pr6par6 avec ces substances ses propri6t6s auxog~nes. 
En un mot, le pont est 6tabli entre la physiologie 
animale et v6g6tale: une vitamine dite animale est 
l'~quivalent du facteur de croissance de mieroorga- 
nisme. Depuis 1934, comme nous le verrons plus loin, 
les principales vitamines requises par l 'homme et les 
animaux sup6rieurs sont des facteurs de croissance 
pour les microorganismes (fig. 1, fig. 2). 

Ce fait bien fitabli allait avoir une port6e th6orique 
considdrable. Dfis le d6but de la vitaminologie, 
c.3t-d, le dfibut du si~cle, le fait rut 6tabli qu'en prin- 

o ¢0i o;0  : : ° a :  o,¢ o** 

Fig. 1. Dfveloppement de Phycomyces en fonction de doses erois- 
santes d'aneurine, indiqu6es en ~' pour 25 com. de milieu g~los~. 
Optimum vers 0,$ ~. (D'apr~s SCHOPFE~, Erg. Biologic 1939.) 

cipe seules les plantes sup6rieures 6talent capables 
de synth6tiser ~t partir  des ~16ments, du gaz carbo- 
nique et de l'eau, ces catalyseurs indispensables. Elles 
les Iournissent ~ l 'homme et aux animaux qui ne 
savent pas les fabriquer. Si done des microorganismes 
requi~rent une ou plusieurs vitamines, c'est qu'ils 
r6agissent comme une cellule animale et qu'ils ont 
perdu le pouvoir d'en /aim la synth~se. La perte du 

1 A. W1NDAUS, R. TSCHESCHE, 1t. RUHKOPF, F. LAQUER, Nachr. 
d. Ges. der Wiss. GSttingen III ,  342 (1932). 

2 W. H. SCUOPF~R, Arch. f. Mikrobiol. 5, 513 (1935}. C. R. Soc. 
Physique Hist. nat. Gen~ve 61, 26 (1934). 
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pouvoir de synth~se dftermine le besoin et d6clanche 
une avitaminose v6g6tale primitive. Chez le micro- 
organisme et chez l'animal ou l'homme, l 'avitaminose 
est, dans son caract~re fondamental, identique: 
elle est dftermin6e par un trouble du mftabolisme cellu- 
laire, caus6 lui-m~me par l'absence, dans l'6difice 
cytoplasmique, d'un ou plusieurs constituants. I1 en 
r~sulte des perturbations primaires fondamentales du 

Fig. 2. Schizophyllum commune. A gauche les deux sexes + et - -  
sans pyrimidine, A droite avee la pyrimidine de l 'aneurine. Remarquer 
la production du carpophore dicaryotique. (D'apr~s SCttOeFER et 

BLVM~R, Protoplasma 1940.) 

m6tabolisme cellulaire. Chez un pluricellulaire haute- 
ment diff6renci6 ces troubles s'exprimeront non seule- 
ment par des anomalies de la croissance, mais reten- 
tiront dans toute la morphologie de l'organisme, 
d6terminant ainsi les sympt6mes caract6ristiques de 
chaque avitaminose. Chez un mieroorganisme uni- 
cellulaire ou un champignon inf6rieur peu diff6renci6, 
l 'avitaminose ne pourra s'exprimer que de la mani~re 
]a plus simple et la plus primitive, c.-A-d, par un 
arr6t de la croissance. L'adjonction au milieu de la 
vitamine manquante permettra ~ l a  croissance de se 
d6elancher ou de reprendre. 

Le principe des pertes de pouvoir de synth~se, d6- 
velopp6 par FILDES, LWOFF, SCHOPFER, KNIGHT, 
ONDRATSCHEK, est ~ la base du probl~me des fac- 
teurs de croissance de microorganismes. 

L'identit6 des avitaminoses v6g6tales et animales est 
profonde. Elle s'exprime dans l'acte m6tabolique pri- 
maire auquel la vitamine dolt prendre part. Ainsi, 
dans l 'avitaminose B~ humaine et animale, on salt 
qu'il se produit une accumulation d'acide pyruvique 
d6termin6e par l'absence ou l'insuffisance de l'aneu- 
rine qui ne peut plus d6carboxyler ce produit inter- 
m6diaire du m6tabolisme. Chez Phycomyces en hypo- 
vitaminose, c.-tt-d, avec une quantit6 insuffisante de 
vitamine B1, HAA Gt a montr6 que l'on retrouve 
6galement de l'acide pyruvique dans le milieu. L'iden- 

1 E. HAAG, C. R. Soc. Physique Hist. nat. Gen~ve 87, 136 (1940). 

tit6 des deux groupes d'avitaminoses, v6g6tales et 
animales, existe 6galement pour t'acide nicotinique 
ou la nicotinamide, pour la lactoflavine et pour toutes 
les vitamines dont la fonction dans le m6tabolisme 
nous est connue. 

Cette identit6 devient compr6hensible et 6vidente, 
si nous nous rappelons que les vitamines essentielles 
qui seront 6voqu6es ici, sont des coenzymes ou des 
fragments de coenzymes. L'aneurine (vitamine B1) 
phosphoryl6e fonctionne comme cocarboxylase 1. Elle 
participe ~ la d6carboxylati0n et ~ la deshydrog6na- 
tion 2 de l'acide pyruvique. Ii est aussi tr~s probable 
que l 'aneurine phosphoryl6e constitue le groupe actif 
de ferments permettant  la carboxylation, c.-tt-d, l'in- 
troduction de CO~ dans d'autres substances. C'est 
p. ex. l ecas  lorsque l'acide oxaloac6tique se forme 
partir  de CO z et de l'acide pyruvique 3 

CO~ + CHACO- COOH > HOOC- CH2CO. COOH. 

L'acide oxaloac6tique est une ~tape du cycle de  
l'acide citrique et de l'acide succinique. 

L'aneurine participe encore ~ d'autres r6actions. 
La lactoflavine (vitamine B 2 s. str.) est le groupe actif 
d'un ferment respiratoire (ancien ferment iaune). 
Elle est un constituant d'un alloxazino-nucl6otide fonc- 
tionnant comme coferment (mononucl6otide). EUe 
fait partie de di-nucI6otide A base d'alloxazine et 
d'ad6nine (diaphorase, xanthinoxydase). La nico- 
tinamide est le groupe actif de cod6hydrases tt 
base de nicotinamide, de ribose, d'acide phospho- 
rique et d'ad6nine (di- et triphosphopyridinonucl6o- 
tides). Nous ne savons encore rien du r61e exact de 
l'adermine (vitamine B6), de l'acide pantoth6nique 
et de la biotine (vitamine H), s ice  n'est qu'elles aussi 
se trouvent dans les cellules des deux r~gnes, surtout 
li6es h u n  support protidique, beaucoup moins ~ l '6tat 
libre. I1 est probable qu'elles doivent 6galement fonc- 
tionner comme coenzymes. 

Les vitamines 6num6r6es ci-dessus sont r6parties 
d'une mani~re universelle et, selon route apparence, 
sont n6cessaires au fonctionnement de routes les cel- 
lules. On comprend ainsi que la perte de pouvoir de 
synth+se, qui peut affecter aussi bien le cytoplasme 
d'une bact6rie, d 'un champignon, de cellules embryon-  
naires de plantes sup6rieures, que celui des tissus ani- 
maux et humains, conduit h la m6me perturbation 
fondamentale. 

Ces constatations, qui sont du domaine de la physio- 
logie g6n6rale, sont les 616ments d 'un probl&me des 
plus importants, dont la port6e philosophique est in- 

I K. LOHMANN und PH. SCHUSTER, Naturwissensehaften 25, 
26 (1937). 

F. LiPMAr~¢, Nature 140, 25 (1937). 
s H. G. Wood and C. H. WEar:MArC, Biochcm. J. 34, 7 (1940); J. 

Biol. Chem. 119, 309 (1941) ; F. LEUTnARDT et  B. GLASSOr¢, Helv. 
Physiol. Acta I ,  221 (1943). 
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discutable. Ce probl6me qui a ddjh 6t6 6voqu6 ailleurs£ 
ne sera pas discut6 ici plus en d6tail. Nous con- 
cluerons simplement en disant que la d6finition clas- 
sique de la vitamine envisagde ((comme substance in- 
dispensable A la cellule animale et fournie k celle-ci 
par la cellule v6g6tale)~ n ' a  plus cours et dolt 8tre 
consid6rablement 61argie. La vitamine ou facteur de 
croissance est une substance organique agissant 
dose tr~s faible, ne prenant  pas par t  ~ t 'ddification 
massive du cytoplasme, mais repr6sentant tout de 
mSme un consti tuant essentiel de ce dernier, et fonc- 
tionnant g6n6ralement comme coenzyme ou fragment 
de coenzyme. Lorsque la cellule, animale ou v6g6tale, 
a perdu le pouvoir d 'en faire la synth~se, nous parlons 
d'un exo/aaeur, qui dolt ~tre ajout6 au milieu ou au 
r~gime. Lorsque la cellule salt en faire la synth~se, 
nous parlons d 'un endo/acteur. Endofacteurs et exo- 
facteurs assument la m~me fonction dans le cyto- 
plasme. Cette d6finition exclut les catalyseurs mink- 
raux de mSme que les aliments organiques plastiques 
et 6nerg6tiques dont le pouvoir de synth6se ~ part ir  
des dldments est ~galement perdu par  les cellules v6g6- 
tales h6t6rotrophes et par  les cellules animales. 

Cet expos6, qui a trait  aux tests microbiologiques, 
ne traitera que des aspects pratiques et techniques du 
probl&me. Leur compr6hension n~cessite encore une 
courte discussion relative au mode d'action du facteur 
de croissance vitaminique et aux modalit6s des pertes 
de pouvoir de synth6se. 

Mode d'action du /acteur de croissance 

Le facteur de croissance pour microorganismes agit 
quanti tat ivement .  Dans des conditions donn6es et dans 
des limites propres A chaque organisme et d6pendant 
~galement du milieu, Faction, mesu%e par  l 'intensit6 du 
d6veloppement, est proportionnelle h la dose de facteur 
vitaminique pr6sente. Au det~ de la dose optimale, 
toute adjonction suppt6mentaire est sans action. 
Elle peut avoir un effet inhibiteur (voir fig. 1). 

D 'au t re  part ,  la sp6cificit6 d 'action du facteur vi ta-  
minique est g6n6ralement tr~s marqu6e. Des 6tudes 
tr~s d6taill6es ont 6t6 faites Ace sujet avec l 'aneurine, 
la lactoflavine, l 'acide nicotinique, l 'adermine, l 'acide 
pantoth6nique et ta biotine. Cette sp6cificit6 s 'exprime 
par le fait qu 'une seule substitution, en apparence peu 
importante,  inactive la mol6cule et la rend impropre 

exercer son effet. Nous ne citerons qu 'un cas, celui 
de l'inositol, d ' au tan t  plus frappant  qu'il  ne s 'agit pas 
d 'un facteur essentiel, mais d 'un facteur compl6men- 
taire. La sp6cificit6 d'action de cette substance a d6j~ 
6t6 partiellement 6tudi6e pour la levure par  WOOLLEY, 

1 A. Lwol~F, ler Congr~s d~s ~nicrobiologistes de langue fran- 
~aise, Paris, pp. 58--95 (1938); W.H. SCnOPFER, Erg. Biol. 16, 
1--172 (1939) ; W. H. SCFIOPFER, Mitt. Nat. Ges. Bern, pp. 73--103 
(1942); P. KARRr.R, W. H. SCHO~FER, Schweiz. Z. Pathol. Bakt. 7, 
303 (1944). 

LASH MILLER, K6GL et VAN HASSELT. NOUS avons 
trouv6 que le m6soinositol est un facteur compl6men- 
taire, non n6cessaire pour une souche de Rhizopus 
suinus, dont il augmente temporairement  la produc- 
tion de mati~re vivante  s~che. Le tableau suivant 
montre  la nature de ta sp6cificitfi 1. 

Tableau 1 

Substance 

1) M6so-inosite 
OH 

f 
HO / V -  . . . .  \ .  OH 

1< 0HH0 >t 

2) Scyllite 
OH 

HO 

3) Mytilite 
(m~thybscyllite) 

OH 

HO /~-----< CH a 
I< OH H O >  

\ _  ! /  OH 

4) Iso-mytilite 
(m6thyl-m~so-inosite) 

OH 

H0 /[ .... J\ OH 

5) Oxy-mytilite 
OH 

i 
HO / [  . . . . . . .  \ CH~OH 
I< OHHo > 

....... [/ OH 

6) Oxy-iso-mytilite 
OH 

H O  OH 

\ ! /  CH~OH 
I 

OH 

D4ter- Augmen- 
Dose ruination tation du 

apr~s poids see 

2007 4 jours +67,21% 

1007  3 jours + 9 %  
10007 3jours  --7,1% 

300 7 4 jours  +7,87% 

300 7 4 jours +10,16% 

100 7 4 jours 

100 7 4 jours 

--1,72% 

+1,32% 

1 W. H. SCHOPFER, Helv. chim. Acta 27, 468 (1944). 
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Les formules de constitution sont dues h TH. POS- 
TERNAI¢. 

On volt que seul le m6soinositol exerce une action 
temporaire marqu6e, li6e tr~s probablement A la pr6- 
sence de 3 OH voisins en cis. Seule l'isomytilite, poss6- 
dant cette caract6ristique, mais ayant en plus un 
groupe CHs, manifeste une tr~s faible activit6. 

Pour toutes les vitamines 6tudi6es la sp6cificif6 
d'action est aussi stricte. Elle est sans aucun doute en 
rapport avec la fonction de coenzyme de ces subs- 
tances. 

I00 

~o'80 

40 

20 

1,0 

1/t .i,. 

;u r 's  " " 5 I 0  15 2 0  25 

Fig. 3. Synth~se de la biotine (vitamine H) par Phycomyces en 
pr6sence d'aneurine. Remarquer la diffusion progressive dans le 

milieu. (D'apr~s SCHOPFER, Z. f. Vitaminiorsehung 1943.) 

Modalitds des pertes de pouvoir de synthJse 

Les microorganismes qui ont perdu le pouvoir de 
synth6se pour une ou plusieurs vitamines sont une 
minorit6. Nous les appelons auxo-h6t6rotrophes, par 
opposition aux auxo-autotrophes. L'auxo-h6t6rotro- 
phie est ind6pendante de l'h6t6rotrophie en g6n6ral. 
Phycomyces est h6t6rotrophe en g6n6ral (saprophyte): 
il est auxo-h6t6rotrophe pour l'aneurine qu'il requiert, 
mais fortement auxo-autotrophe pour la biotine (vita- 
mine H) qu'il fabrique en grande quantit61 et accu- 
mule dans son milieu (voir fig. 3). La biosynthSse de 
la biotine a 6t6 6tudi6e chez ce champignon A l'aide 
d'un test microbiologique (levure). Eremothecium 
Ashbyii, parasite du cotonnier, est 6galement h6t6ro- 
trophe. I1 est auxo-h6t6rotrophe pour la biotine, 
l'aneurine et le m6soinositol qu'il requiert, mais auxo- 
autotrophe pour la lactoflavine qu'il fabrique en quan- 
tit~ si 61ev6e qu'il faut presque la consid~rer comme 
un produit d'excr6tion. 

Les pertes de pouvoir de synth~se sont poly- 
topiques. Nous voulons dire par 1A qu'elles affectent 
les organismes ind6pendamment de leur position syst6- 
matique. Des organismes tr6s voisins peuvent mani- 

x F. KbGL und N. FRIES, Z. Physiol. Chem. 249, 93 (1944); 
W. H. SCHOPFER, C. R. Acad. Sci. Paris 199, 1656 (1934) ; Z. f. Vit- 
aminforschung 14, 42 (1943). 

fester des besoins tr~s diff6rents. Phycomyces requiert 
l 'aneurine tandis que Mucor mucedo la synth6tise 
(ScHOPFER). Strigomonas [asciculata requiert l'h6ma- 
tine alors que S. oncopelti la synth6tise (LwoFF) 1. 
Le cas le plus frappant est repr6sent6 par un orga- 
nisme levuriforme, Candida Guillermondii qui ne peut 
pas assimiler les nitrates et requiert la biotine, tandis 
que la vari6t6 nitratophila assimile les nitrates et syn- 
th6tise la biotine 2. Malgr6 cette polytopie g6n6rale, 
ce sont avant tout les organismes h6t6rotrophes en 
g6n6ral, saprophytes et parasites qui sont plus ou 
moins auxo-h6t6rotrophes. 

Les pertes de pouvoir de synth~se peuvent 6tre 
fractionn6es. Elles n'atteignent pas forc6ment la mo- 
16cule complete de la vitamine en question. Une levure 
rouge, Rhodotorula rubra, requiert la pyrimidine de 
l'aneurine et synth6tise le thiazol (ScHoPFER) 3 tandis 
que Mucor Ramannianus exige le thiazol et synth6- 
rise la pyrimidine (MOLLER et SCHOPFER) a. 

L'acide pantoth~nique est form6 par la condensation 
de la fl-alanine et de l'acide ~, 7-dioxy-fl-fl-dim6thyl- 
butyrique. Corynebacterium diphtheriae exige la fl-ala- 
nine 5 tandis qu'Acetobacter suboxydans requiert l 'autre 
constituant (UNDERKOFER, BANTZ et PETERSON) 6. 
La nicotinamide est facteur de croissance pour Sta- 
phylococcus aureus (KNIGHT)7.  Elle participe tr~s pro- 
bablement h la constitution de la mol6cule de cozymase 
(diphosphopyridino-nucl6otide) qui est r6clam6e 
titre de mol6cule complete par Hemophilus parainfluen- 
zae. Elle repr6sente pour ce microorganisme l'ancien 
facteur V. comme A. et M. LWOFF Font d6montr6 en 
19368. Ce principe est certainement susceptible d'une 
application g6n6rale. II nous permet de comprendre 
une 6tape des biosynth~ses de ces vitamines. 

Les pertes de pouvoir de synth~se sont en relation 
avec la composition du milieu nutritif. Une modifi- 
cation qualitative de la source azot6e p. ex. peut 
modifier le degr6 de l'auxo-h6t6rotrophie. Tricho- 
phyton album, cultiv6 en pr6sence d'asparagine, se 
passe de biotine, qu'il synth6tise r6ellement 9. En 
pr6sence de citrate d'ammonium, la biotine est requise 
comme facteur compl6mentaire et est n6cessaire pour 
un d6veloppement optimal. Ce principe est valable 
avant tout pour les cas d'auxo-h6t~rotrophie par- 
tielle que Yon peut ainsi faire varier dans de larges 
limites. 

1 A. LWOFF, Zbl. Bakter. I Orig. 130, 498 (1933/34). 
2 W.H.  SCHOPFEa, C. R. Soc. Physique Hist. nat. Gen~ve 61,147 

0944). 
3 VV'. H. SCtIOPrER, C.R. Acad. Sci. Paris 205, 445 (1937). 
4 W. ~CLLER et "W. H. SCHOPFER, C.R. Acad. Sci. Paris ~05, 

687 (1937). 
.5 H. J. MOLLER and S. COttEN, J.  Batter. 34, 381 (1937). 
6 L. A. UNDERKOFER, A. C. I~ANTZ and W. H. PETERSON, J. Bac- 

ter. 45, 183 (1943}. 
7 B. C. J. G. KNmHT, Bioehem. J. 31, 731 (1937). 
s A. et M. LWOFF, C. R. Aead. Sci. Paris 203, 520 (1936). 
9 W. H. SCHOPFER et S. BLUMER, Ber. Schweiz. bot. Ges. 53, 

409 (1943). 
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Les pertes de pouvoir de synth~se peuvent ~tre mul- 
tiples. Les organismes ne r6clamant qu'une vitamine 
comme facteur de croissance sont ta minorit6. Une 
constellation plus ou moins complexe est exig6e, selon 
le degr6 de l'auxo-hdt6rotrophie. La levure (Saccharo- 
myces cerevisiae) requiert pour un d6veloppement opti- 
mal: l'aneurine, le m6soinositol, la fl-alanine, l'acide 
pantoth6nique, l 'adermine et la biotine. La constella- 
tion de Streptobacterium plantarum, 6tudi6e par 
M 6 L L E R ,  est plus complexe encore L 

Les substances suivantes sont actuellement recon- 
hues comme facteurs de croissance vitaminiques pour 
les microorganismes: la pyrimidine et le thiazol de 
l'aneurine; l'aneurine," le mdsoinositoI; la fi-alanine; 
l'acide o~,y-dioxy-fl, fl-dimdthytbulyrique," l'acide panto- 
thdnique; la lacto/lavine; l'acide nicotinique et la nico- 
tinamide," l'ad6nine; la cozymase; l'uracile; l 'hypo- 
xanthine; l'adermine (vitamine B6); la biotine (vita- 
mine H); l'acide pim61ique; l'acide #-aminobenzoi'que; 
t 'acide ascorbique; le cholest6rol; l'h6mine. 

Pour  l ' instant, seules les vitamines hydrosolubles, 
avant  tout celles du groupe B, peuvent 4tre d6ter- 
min6es ~ l'aide d'un test microbiologique. Nous avons 
indiqu6 en italique, dans la liste ci-dessus, les vitamines 
qui ont donn6 lieu ~t l'6tablissement d'un test utili- 
sable. Pour les vitamines liposolubles, il n'existe pas 
encore de test praticable. 

Sur la base de ces faits exp6rimentaux et de ces 
donn6es th6oriques, nous pouvons comprendre com- 
ment les tests microbiologiques se sont d6velopp6s au 
cours de ces dix derni6res ann6es et les 6valuer cri- 
t iquement. 

Le test microbiologique du point de vue pratique 

Le principe est des plus simples. Soft un organisme 
incultivable sur un milieu synth6tique dont tous les 
constituants sont aussi purs, chimiquement, que pos- 
sible. I1 a 6t6 6tabli que cet organisme ne requiert 
pour son d6veloppement qu'une vitamine d6termin6e. 
Nous connaissons la dose minimale n6cessaire pour 
d6terminer le d6part du d6veloppement, ainsi que la 
dose optimale, ~ partir  de laquelle toute adjonction 
de vitamine est sans effet. L'action de la vitamine est 
bien quantitative. En graduant les doses, du minimum 
~t l 'optimum, nous obtenons, apr~s une dur6e d6ter- 
min6e, des productions de mati&e vivante propor- 
tionnelles ~ la dose de vitamine pr6sente. L ~  poids 
s'ordonnent selon une courbe caract6ristique. 

Soft une substance naturelle, lait, extrait  v6g6tM 
ou animal dont on veut d6terminer le taux en vita- 
mine. L'exp6rience a montr6 que l 'adjonction d'une 
petite quantit6 de substance au milieu synth6tique 
permet la croissance et la multiplication cellulaire: 

I E. F. M6LLER, Z. Physiol. Chem. 254, 285 (1938); Angew. 
Chernie ~3, 204 (1949). 
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c'est donc que Ia vitamine en question s 'y trouve. 
A Faide de doses croissantes de la substance ~ ti t ter,  
nous 6tablissons une nouvelle courbe. Les deux courbes 
indiquent la croissance en fonction de la concentration 
de la vitamine. En comparant la courbe standard, 
obtenue sur milieu synthdtique + doses croissantes de 
vitamine avec celle fournie par le milieu + substance 

titrer, il sera possible de se faire une id6e sur le taux 
en vitamine de cette derni6re. Lorsque les conditions 
requises sont rtalisdes, un calcul pr6cis de ce taux 
est possible. 

Nous nous proposons d'6tudier rapidement les prin- 
cipaux tests microbiologiques en usage aujourd'hui. 
L'6tude du test Phycomyces pour l 'aneurine nous in- 
troduira dans la pratique de la m6thode. 

Le test Phycomyces pour la ddtermination de l' aneurine 
(vitamine B1) 

Phycomyces blakesleeanus est une Mucorin6e (Phy- 
comyc6te) produisant clans un milieu liquide un thalle 
submerg6, sur lequel se d6veloppent des longs sporan- 
giophores a6riens munis de leurs sporanges. Les cul- 
tures se font en principe sur 25 ccm de milieu syn- 
th6tique ~ la temp6rature de 220 C. Apr~s 7--10 jours, 
le d6veloppement maximum est atteint. 

Soft un milieu synth6tique constitu6 par 30 g. de 
glucose, 1 g. d'asparagine, 0,5 g de MgSO4.7 HzO, 
1,5 g de K H @ 0 4  par litre d'eau distill~e 1. Les consti- 
tuants, particuli6rement les substances organiques, 
doivent ~tre aussi puts que possible. Le milieu est 
r6parti dans des Erlenmeyers de 150 ccm en verre 
d'I6na contenant chacun 25 ccm de liquide. La st6- 
rilisation se fait ~. 1150 C. pendant 20 minutes. L'exp6- 
rience est divis4e en 6 s6ries. Chacune de celles-ci 
contient des volumes croissants de solutions d'aneu- 
rine ~t taux diff6rents: 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 7 par 
ccm. Sur l'abscisse de la figure 4 sont port6s les volu- 
mes de 0,1 ~ 4 ccm. ainsi que les poids d'aneurine cor- 
respondant ~ la solution ~ 0,4 y/ccm. L'aneurine est 
st6rilis6e avec le milieu. Apr6s refroidissement, chaque 
flacon re~oit 0,1 ccm d'une suspension lav6e de spores 
fournies par une culture sur milieu naturel. Apr6s une 
semaine, les thalles sont extraits, s6ch6s h 100 o C. et 
pes6s h la balance analytique. Les poids obtenus sont 
port6s sur papier miHim6tr6. Nous obtenons le faisceau 
de courbes indiqu6 par la figure 4. Consid6rons sur cette 
derni6re les courbes Iivr6es par les solutions ~t 0,05 et 
0,1 y/ccm (a et b). Le rapport des dilutions des solu- 
tions d'aneurine est de 2. Or, nous constatons sur le 
graphique qu'entre les volumes des deux solutions 
n6cessaires pour obtenir les m~mes poids de thalle, 
le rapport  est 6galement de 2. Avec 1 ccm de la 
solution ~ 0,1 y/ccm, nous obtenons le m6me poids 
qu'avec 2 ccm de la solution & 0,05 y/ccm. 

x W. H. SCHOFF~R, Z. L Vitaminforschung 4, 67 (1935). 



[15. SEPTEMBER 1945] W . H .  SCHOPFER: Les tests microbiologiques pour la ddtermination des vitamines 18 9 

Considfrons la courbe a (0,05 y/ccm) comme ~tant 
fournie par des volumes croissants d 'une substance 
titrer. Des poids de thalle identiques @ant obtenus 
avec : 

sol. B~ 0,1 y/ccm: 0,1 0,5 1 ccm 
sol. 5. titrer: 0,2 1,0 2 ccm 

il est clair que la solution de titre inconnu sera 2 fo's 
moins concentr6e que la solution d'aneurine 5. 
0,1 ~/ccm : son taux sera de 0,05 y/ccm. I1 est naturelle- 
ment  rare que la concordance soit si exacte. Grace au 
papier millim6tr6, par tan t  de la courbe standard, ici 
celle correspondant 5. 0,1 ~,/ccm, il sera facile de d6ter- 
miner graphiquement, avec une pr6cision de 0,001 ccm, 

P]]ycomyces 
90. mg 

80. 

60 

4O 

t 
o,1 

( d ~  edict de 
/ / f  / / o .... 

lil/ / 
I l l / ,  ...... / ,  o 

j - ~  

IX ~ Aneurine 
! / I  . . . . . . . . . . .  ; 

~ , 2  [0.4 0,8 1,2 L6FBt 
' :,4<.. 

Fig. 4. D6veloppement de Phycomyces en pr6sence de volumes 
croissants de solutions A taux variables en aneurine. En pointill~, 
courbe moyenne. Le taux de la solution donnant la courbe a, cal- 
culd d'apr~s b, est de 0,05 ~,/ecm, d'apr&s c de 0,0514 ~]ccm. 

les volumes de solution h titrer l ivrant les mSmes poids 
que les volumes connus de la solution standard. I1 
faut insister sur le fait que pour chaque exp6rience 
les courbes standards sont quelque peu diff6rentes. 
La reproductibilit6 n 'est  pas absolue, quanti tat ive- 
ment.  11 est impossible de construire une fois pour toutes 
une courbe de r6f6rence valable pour une s@ie d'ex- 
p6rienees, mais chaque fois une nouvelle s6rie standard 
dolt ~tre effectu6e. 

Les courbes de la figure 4 sont obtenues avec un 
nombre restreint de points. I1 est possible ~galement 
de porter  sur une seule courbe tous les  points fournis 
par les 6 s6ries. Cette courbe (c) sera plus rfiguli~re et 
permet t ra  ~galement un calcul pr6cis, ~ condition de 
n'~tre pas trop 61oign~e de la courbe fournie par la 
solution ~ titrer. 

La m6thode a 6t6 utilisable dos le moment  off, avec 
A. JUNG 1, des comparaisons ont ~t6 faites avec les 

r6sultats fournis par le test animal (rat). Le tableau 
suivant indique quelques r6sultats. 

Tableau 2 

Produit 

1. Concentr6 de B 1 Roche 
2909/4 

2. 3163/4 
3. 3163/6 
4. 3163]8 
5. Extrai t  de levure Wander 

N.C. 2 
6. A.C. 2 
7. N.C. 4 
8. A.C. 4 
9. Extra i t  de levure auto- 

clav4 et s6ch4 
10. Extra i t  de germes de b16 

concentr6 

Unit6s internationales 
par g. 

Rat I Phycomyces 

625 500 
2 050 2 000 

10 000 11 4O0 
30 000 27 000 

32 35--40 
7 4 
1,6 1--1,5 
5--7 10--12 

0 10 

5,3--6 6,8 

Les concordances, exprim6es ici en unitds interna- 
tionales, sont relat ivement satisfaisantes. Pour les 
produits 6 et 8 elles ne le sont pas. Avec le produit 12, 
actif sur Phycomyces, l 'animal ne r6agit pas, I1 s 'agit  
lh d 'un cas exceptionnel, expliqu6 de la manigre 
suivante: nous admettons que sous l 'action de l 'auto- 
clavage prolong~ la vitamine B1, pr6sente dans l 'ex- 
trait  de levure, a 6t6 scind6e en ses constituants, actifs 
sur le champignon, mais pas sur l 'animal. Depuis 
1936, la m6thode a 6t6 fortement am61ior6e et les con- 
cordances sont aujourd'hui plus satisfaisantes. 

L 'examen de la figure 4 se rappor tant  ~ des cultures 
faites avec 25 ccm de milieu contenant 1 g °/o o d'aspa- 
ragine, atteste qu'une dose de 0,01 )~ d'aneurine peut 
encore 6tre d6cel6e (1:2,5.109). En augmentant  la 
dose d'asparagine du milieu h 2 et 4 g o/0o, la sensi- 
bilit6 sera fortement augment6e (voir page 192). 

D'aut re  part ,  la m6thode, qui a l 'avantage de r6clamer 
tr~s peu de substance pour l 'analyse, peut 8tre raffi- 
n6e et transform~e en microm6thode, si l 'on emploie 
2,5 ou m~me 1 ccm de milieu (SCHOPFER et JUN61). 
La limite inf6rieure peut ~tre report6e ~ 0,001 7- 

Les chiffres fournis par le test indiquent-i]s unique- 
ment  l 'aneurine ? Le microorganisme ne rdagit-il qu'~ 
la prdsence de la vitamine B 1 seule ? I1 faut envisager 
les probl~mes suivants pour pouvoir rdpondre ~ cette 
question : 1 ° quelle est la spdcificit6 d 'action de l 'aneu- 
fine sur Phycomyces et sur l 'animal test, 2 ° existe-t-il 
des analogues ou homologues de l 'aneurine agissant 
sur le champignon, 3 ° existe-t-il d 'autres  facteurs 
vitaminiques ajoutant  leur effet ~ celui de la vitamine 
B1, 4 ° quelle est l 'action des aliments plastiques et 

1 W.H.  SCHOPFER et A. J lmc,  5e Congr~s intern, techn, et 1 W. H. SCHOPFER et A. JUNG, Z. f. Vitaminforschung 7, 143 
chim. des industries agricoles, Sch6veningue p. 22, (1937). (1938). 
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6nerg6tiques, azote surtout, contenus dans la subs- 
tance ~ titrer, 5 ° quelle est l 'action des catalyseurs 
min6raux certainement pr6sents dans cette derni~re ? 

S p 6 c i f i c i t 6  d ' a c t i o n  de  l ' a n e u r i n e  

Le tableau indique les r6sultats obtenusavec lesm~mes 
produits de substitution de l'aneurine, agissant sur 
Phycomyces (ScHoV~ER ~) et sur le pigeon (ScHuLTZ~). 

Tableau 3 

Produit  

1. 1 C1 ( A n e u r i n e )  

N HC1 S 
4 1 

2. C1 

C H ~  [1 NH [[ I[ CHCH,OH * s ' ~ / -  2 \ / ' -  * 
N S 

3. C1 

CH s N~\~L-CH~-/-TvCH ~ 

C H  a N S 

4. C H  a CI ( I s o - a n e u r i n e )  
/ ~ \  I 

N i r C H ~ - N ~ C I - I 3  
I N H  II I I - c H C H O H  

5. C1 

N --CHFN- ~ CH~CH~CH~0H 

N S 

6. C1 
I 

CH I II OH [I II CHzCH,OH a-,% / -  \ / -  
N S 

7. C1 

NA~.-CH,-N} - - .  CHa 

On voit que pour les deux tests une substitution en 5 
de la pyrimidine ou en 5 du thiazol inactive compl~te- 
ment 'a mol&ule. Avec satisfaction nous constatons 

I W. H. SCHOPFER, C.R.  Soc. Physique Hist.  nat .  Gen~ve 58, 
5s (~941). 

2 F. SCUULTZ, Z. Physiol. Chem. 265, 113 (1940); 272, 29 (1941). 

que l '6thylaneurine (N o 2) dont nous avions mont% 
en 19381 qu'elle 6tait plus active sur Phycomyces que 
l 'aneurine ordinaire a le m~me effet sur le pigeon 
(SCHULTZ). Dans ses grandes lignes, la sp6cificit6 
d'action est identique avec les deux tests, ce qui est 
un argument de plus en faveur du test microbiologique. 
Les doses de produits de substitution inactives sur 
Phycomyces sont celles qui correspondent k ta dose 
optimale de l 'aneurine normate. En 6levant fortement 
la dose des homologues faiblement actifs, on peut con- 
f6rer ~ ceux-ci une certaine action, surtout, si des 
Catalyseurs m&alliques sont pr6sents. Mais il est tr~s 
improbable que de tels homologues et analogues exis- 
tent ~t taux 61ev6s dans la nature. C'est donc bien 
l'aneurine seule qui agira. La forme active est repr6- 
sent& par l '6ther phosphorique de l 'aneurine fonc- 
tionnant comme cocarboxylase: elle agi t  sur le test 
Phycomyces au m~me titre que t'aneurine. D'autre part 
l 'anemine pr6sente dans les produits nature!s ne se 
trouve qu'en petite partie sous forme libre. I1 se mani- 
feste entre l 'aneurine et le thalle de Phycomyces une 
extreme affinit6 permettant  au microorganisme de 
retirer la vitamine d'un adsorbat ~. Le champignon 
indique la valeur en aneurine totale (aneurine, ac6tyl- 
aneurine, disulfide d'aneurine). II r6agit ~t la pr6sence 
de l 'aneurine libre, sous forme d'&her phosphorique 
et sous forme adsorb6e. Le r6sultat fourni par le test 
correspondra donc h la valeur vitaminique totale - 
ou presque - du produit analys6, ce qui lui conf~re 
une valeur indiscutable. Cet examen nous permet de 
r6pondre A la seconde question: il n'existe pas, dans 
l '&at actuel des recherches, d'analogues ou d'homo- 
logues susceptibles de fausser les r6sultats indiqu6s 
par le test Phycomyces. 

A u t r e s  f a c t e u r s  v i t a m i n i q u e s  a c t i f s  
su r  Phycomyces 

Aucune des vitamines connues n'est exig6e par le 
champignon ou n'ajoute son effet h celui de l'aneurine. 
D&s le d6but des recherches dans ce domaine, nous 
avons remarqu6 qu'un produit fiche en aneurine auto- 
clav6 en milieu alcalin de telle sorte qu'il en r6sulte 
une destruction de la mol6cule de vitamine t31 mani- 
festait encore une activit6 %siduelle. Nous avons admis 
un facteur MP., groupant des substances favorables, 
mais non essentielles, thermostables, adsorbables par 
le noir animal et plus ou moins alcalistables. 

Le champignon Phytophthora cinnamomi exige la 
mol&ule compl&e d'aneurine 3. Phycomyces se contente 
des deux fractions de cette mol6cule, pyrimidine 
(2-m6thyl-4-amino-5-aminom&hyl-pyrimidine) et thia- 

1 W. H. SCaOPFEa, C.R.  ler  Congr~s des microbiologistes de 
langue fran~aise, Paris, p. 28 (1938). 

W. H. SCHOPFER, C. R. Soe. Physique Hist.  nat.  Gen~ve 53, 1 
(1936). 

a W . J .  ROBmNS, Bull. Torrey Bot. Club 65, 267 (1938). 
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zol (4-m6thyl-5-fl-hydroxy6thyl-thiazol). Des doses 
6quimol6culaires des deux constituants remplacent la 
quantit6 eorrespondante d'aneurine (ScHoPFER et 
JUN~ ~, S~NCI.AIRL ROBBINS e t  KAVANA~H ~, BOI~NER 
et ERIKSON4).  

Tableau 4 

CI 

= = 

p y r i m i d i n e  t h i a z o l  

aneurlne 

cocarboxylase 

Pyrimidine et thiazoI sont beaucoup plus thermos- 
tames que l'aneurine. I1 se pourrait donc qu'un m61ange 
de P + T  constitue, en partie, le facteur MP., si ces pro- 
duits existent, pr6form6s, dans la nature. 

Des recherches effectu6es avec MOLLER 5 et HURNI~, 
relatives A l'action de l 'autoclavage sur la stabilit6 de 
l'aneurine ont mis en 6vidence des faits singuliers, non 
encore compl~tement expliqu6s. Un autoclavage 
130°C., en milieu alcalin, d6truit rapidement la vitamine 
B 1. Cette destruction est retard6e par la pr6sence de 
substances ballasts, amidon, glucose. Une solution 
d'aneurine pure, chauff6e ~ 1300 C. dans des r6cipients 
en verre d'I6na, perd toute son activit6 apr~s 30 mi- 
nutes, le pH passant de 6 A 9 (probablement par suite 
d'une lib6ration d'ions alcalins par le verre). Ces 
ph6nom~nes ne s'observent pas, si le chauffage se 
fait en flacons de quartz. Apr~s 30 minutes d'auto- 
clavage dans ces conditions, le test chimique permet 
de d6celer encore 75% de l 'aneurine initiale et le test 
Phycomyces 100%. I1 est donc probable que 25% de 
l 'aneurine ont 6t6 scind6s en pyrimidine et thiazol, 
actifs sur le champignon. II faut un chauffage tr6s 
prolong6, en r6cipients de quartz, pour d6truire com- 
pl6tement la vitamine. On volt donc qu'il faut inter- 
pr6ter prudemment les exp6riences de d6sint6gration 
thermique. Nous comprenons maintenant pourquoi 
un autoclavage prolong6 et suffisant, mais non excessif, 
inactive la substance pour l'animal qui exige la mol6- 
cule compl6te de vitamlne Bx, alors que Faction per- 
siste sur le champignon. Mais, m4me si l 'autoclavage 
a produit une transformation de l'aneurine en pyri- 
midine et thiazol, une d6termination A l'aide du test 

1 W. H. SCHOPFER et A. JuI~ G C. R. Acad. Sci. Paris 204, 1500 
(1937). 

o H.M. SINCLAIR, Nature (London) 140, 360 (1937). 
a W. J.  RoBot ,s  et F. KAVANAGH, Proc. Nat. Acad. Sci. 23, 

499 (1937). 
4 j .  BONNER et J.  EmKSON, Amer. J .  Bot. 25, 685 (1938). 
5 W. H. SCHOPFI~R et W. MOLLI~R, C.R. Soc. Biol. Paris 128, 

372 (1938). 
e W . H .  SC~mPF~R et H. HURm, Actes Soc. helv. sci. nat., 

p. 123 (1942). 

Phycomyces sera tout de m4me possible, puisque le 
microorganisme r6agit ~ la pr6sence des trois subs- 
tances. Une d6termination serait impossible et les 
taux  fournis sans signification pour l 'alimentation 
humaine, si la solution du produit contenait, prd]or- 
redes, des doses suffisantes de pyrimidine et de thiazol, 
ce qui n'est pas prouv6. 

ROBBINS et KAVANAGH (1942) 1 ont montr6 que 
l't~ypoxanthine fonctionnait comme facteur de crois- 
sance pour Phycomyces. Ces r6sultats ont 6t6 con- 
firm6s par H. HuRNI 2 qui montre qu'effectivement 
eette substance d6termine une acc616ration de la ger- 
mination des spores et produit par IA une acc616ration 
temporaire du d6veloppement. Dans ce cas, l 'hypo- 
xanthine dolt 4tre consid6r6e comme un facteur com- 
pl6mentaire temporaire, actif et utile mais non indispen- 
sable. L'accdl6ration est finalement compens6e et, apr~s 
5 jours, on ne rel6ve plus de diff6rence entre les cultures 
avec hypoxanthine et les contr61es. Les r6sultats 
finaux du test ne peuvent 4tre modifi6s par cette 
substance (voir fig. 5). 

.0"00 

•4OO 

N 
to0 

Fig. 5. Action de l 'hypoxanthine sur Phycomyces en fonction de la 
concentration et du temps. L'aetion est indiqu6e en augmentation 
en % par rapport aux contr61es. (D'apr6s HURNX, Z. f. Vitamin- 

forschung 1945.) 

Toutes les autres vitamines pures utilis6es: m6- 
soinositol, fl-alanine, acide pantoth6nique, lacto- 
flavine, acide nicotinique et nicotinamide, addnine, 
cozymase (pr6paration impure!), adermine 3, biotine, 
acide pim61ique, acide p-aminobenzoique sont sans 
action. BASC ~ a indiqu6 un effet de la biotine, repo- 
sant certainement sur la pr6sence de l 'aneurine comme 
impuret6. Des 6chantillons puts de biotine synth6- 
tique d,l-fl-biotine) sont sans action 5. Dans l '6tat 

1 W. J. ROBmNS and F. KAVA~AGH, Proc. Nat. Acad. Sci. 28, 
4 (194~1. 

2 H. HURN1, Z. f. Vitaminforschung 16, 69 (1945). 
a A. JusG und W. H. SCHOPFER, Verh. Ver. schweiz. Physiol., 

Febr. (1942). 
4 H. O. BANe, BI-Vitarninstudier ved hjaelp af Phycomyces- 

metoden, Kopenhagcn (1944). 
s W. H. SCHOPFER, Z. f. Vitaminforschung 14, 42 (1943). 
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actuel de nos connaissances on peut dire que seule 
l 'aneurine est facteur essentiel pour Phycomyces. 
I1 n 'est  pas exclu que l 'on d6couvre encore d 'autres  
facteurs actifs sur ce microorganisme. 

J. MEIKLEJOHN 1 montre qu 'un  ((facteur adjuvanb~ 
est pr6sent dans le centre du tubercule de la pomme 
de terre, entre avril et aofit. A la p6riph6rie, il agit 
pendant toute l 'annde. I1 n'exerce son effet qu'en pr6- 
sence d'un exc~s d'aneurine. L'effet  adiuvant  n 'est  
pas dfi ~t un exc~s d 'azote ! Ce ph6nom6ne 6tant connu, 
il ne peut  emp~cher l 'utilisation du microorganisme 
comme test. 

Pour ~tre tout ~t fait prudent,  nous dirons que le 
r6su]tat livr6 par  le test indique la tota]it6 des facteurs 
agissant sur Phycomyces, 6tant entendu que dans la 
majorit6 des cas, c'est ~t l 'aneurine qu'est  dfi compl~te- 
ment  ou presque compl~tement l 'effet observ6. 

A c t i o n  d e  l ' a s p a r a g i n e  d u  m i l i e u  

L'asparagine est la source azot6e du milieu. En 
1935 ~, nous constations les fairs suivants, iUustr6s par  
les figures 6 et  7 d6j~ souvent reproduites. Une dose 
faible d'aneurine, 0,1 7 par  exemple, pour 25 ccm 
de milieu exerce un effet diff6rent selon la teneur 
en asparagine du milieu. En pr6senee d'une dose faible 
de cette amide, 0,1 g0/00 p. ex., agissant comme 
facteur limitant, le d6veloppement max imum sera 
at teint  avec 0,1 7 de vi tamine e t  le poids obtenu sera 
faible. Avec 0,5 g°/o o d 'asparagine et une dur6e de 
culture identique, le poids atteint  avec 0,1 7 de vita- 
mine sera plus 61ev6 et cette dose ne repr6sentera pas 
l 'op t imum qui se trouvera vers 0,2 y. Avec 1,0 g°/o o 
d'asparagine, le poids obtenu avec 0,1 ~ d'aneurine 
sera encore plus 61ev6 et l 'op t imum se trouvera vers 
0,5 7/25 ccm. Tout  se passe comme si un synergisme 
d'action se manifestait  entre l 'asparagine et l 'aneurine. 
Pratiquement,  ce ph6nom~ne conduit ~ la constatafion 
suivante: deux extraits, l 'un pauvre, l 'autre fiche en 
asparagine, mais contenant la m6me dose faible 
d'aneurine, fourniront des poids de culture trbs diff6- 
rents. (Nous parlons d'asparagine, mais il peut s'agir 
de toute autre substance azot6e ayant  la mSme 
action.) Ces exp6riences semblent restreindre les possi- 
biiit6s d'utilisation du test. En  fait l ' inconv6nient 
n 'est  pas si grave. La majorit6 des substances analy- 
s6es n 'a t tes te  pas des taux excessifs en azote. D 'au t re  
part  l ' interpr6tation du graphique se fait dans la partle 
ascendante des courbes, correspondant h des volumes 
faibles de solution ajout~e. La  quantit6 d 'azote suppl~- 
mentaire introduite n 'est  donc pas telle qu'elle faus- 
sera les donn6es du test. I1 n ' y  aura danger que si la 
substance analys6e est, p. ex., une peptone ou un 

I j .  MEIKL~JOnN, Biochem. J .  37, 348 (1943). 
W . H .  ScHoPFER, Arch. f. MikrobioL 6, 510 (1935); Proto- 

plasma 28, 381 (1937). 

extrai t  de viande fiche en azote. Dafis ce cas on sait 
que la m6thode sera en d6faut. Mais elle sera tout de 
m~me utilisabte A l'aide du principe de compensation 
d6crit plus loin. 

Ces relations entre l 'asparagine et t 'aneurine ont 6t6 
retrouv6es par  tous les  biologistes qui se sont occup6s 

Asparaglne 0,5% 

(jz o 

Fig. 6. D6veloppement de Phycomyces en fonction du temps et de 
la concentration en aneurine, en pr6sence de 0,5 g0/00 d'asparagine. 

(D'apr~s SCHOPFEr L Protoplasma 1937.) 

~ .  Asparaglne I°/oo 

: -.. MG. 
f-~"S~',. , i ~',~¢', I i/ h, "-.~tgo 

L, ' ] ~ ~ ~ W ' , . ~ |  .-" .:'~-.. ,~ ~14o 

Fig. 7. D6veloppement de Phycomyces en pr6sence de 1 g °]o o 
d'asparagine. 

du test Phycomyces.'MEIKLEJOHN 1 donne des courbes 
identiques aux n6tres. Effectuant  des analyses d'aneu- 
rine dans le sang, il fait une compensation appro- 
ximative en utilisant pour ses milieux de base la dose 
de 4°/0 o d'asparagine. Grhce ~ cette surcharge d'azote, 
l 'effet de l 'azote introduit avec la substance h ana- 
lyser ne se marquera  pas. SINCLAIR ~, darts une 6tude 
sur le taux  en aneurine du sang, concluait h la pr6- 
sence dans Ie sang d 'un afacteur adjuvant)> contri- 
buant  X fournir des r~sultats trop 61ev~s et n6cessitant 
une correction. BANG n, dans un important  travail  

1 A. P. MEIKLEJOHN, Biochem. J .  31, 1441 (1937). 
H. M. SINCLAIg, Biochem. J .  33, 2027 (1939). 

3 H .O .  BANC, Vitaminstudier  r ed  hjaelp af Phycomyces- 
metoden,  Kopenhagen (1944). 
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sur le m~me sujet, montre que ce facteur adjuvant  
n 'est  probablement pas autre chose qu 'un exc~sd'azote 
introduit par  le sang. I1 utilise 6galement des milieux 
de base avec une forte dose d'asparagine, soit 4 g °/o 0. 
Les quelques modifications A la m6thode se font toutes 
dans le cadre des faits que nous avons signal6s 
d~s 1935. 

A c t i o n  d e s  c a t a l y s e u r s  m i n 4 r a u x  
( S p u r e n e l e m e n t e )  

Le milieu de base est pauvre en substances mink- 
rales. I1 est k pr6voir que l ' introduction dans le milieu 
de catalyseurs min4raux d6terminera peut-~tre une 
614vation du poids des r6coltes. HURNI x vient de mon- 
trer que lorsque la source d'azote est repr6sent4e par 
du citrate d 'ammonium,  moins favorable que l 'aspa- 
ragine, l 'adjonction du m41ange salin de BERTHELOT 
d6termine effectivement une augmentation durable 
~du poids des r4coltes de plus de + 220% par rapport  
aux contr61es. Mais, lorsque la source d'azote est 
repr6sent6e par de l 'asparagine, l 'augmentation ne 
d6passe pas + 5% avee les conditions culturales pres- 
crites e t  des doses d'aneurine de 0,2 ~ 2 7. 

L e  p r i n c i p e  de  la  c o m p e n s a t i o n  

KOCHER ~ a propos6 un test indirect, dit de compen- 
sation, permet tant  d'6viter certaines causes d'erreur. 
Le principe en est le suivant:  d~s 1931, nous avons 
montr6 qu 'un trai tement d 'une solution contenant 
de l 'aneurine par  du noir animal a pour r6sultat une 
inactivation complete d6termin~e par  l 'adsorption de 
l'aneurine. Soit une solution d 'un produit  naturel 
complexe, fiche en azote et contenant de l 'aneurine. 
Trait6e au noir animal, eUe est d6barrass6e de sa vita- 
mine B1, mais contient encore les substances pou- 
vant  agir ~. c6t6 de cette derni~re. L a  solution trait4e 
au noir animal sera ajout6e en volumes croissants aux 
flacons contenant le milieu de ba se+  vitamine ser- 
vant  A l '6tablissement des courbes standards. Les con- 
ditions d 'action de l 'aneurine seront doric les mSmes 
dans les milieux s t andards+v i t amine  et dans les 
milieux contenant la substance ~ analyser. Des re- 
cherches comparatives nous ont montr6 que darts cer- 
tains cas (substance riche en azote) le test indirect 
6tait notablement plus exact, dans certains cas inutile 
et dans d 'autres  d6favorable. 

Le principe de la compensation peut ~tre utilis4 
pour l 'hypoxanthine 6galement (HuRNI), la substance 
6tant jointe au milieu standard. 

L'organisme 6tudi6 ne r6clame qu'une vitamine 
comme facteur essentiel. Sa physiologie culturale 

1 H. HURNI, Z. f. Vitanfinforschung 16, 69 (1945). 
2 V. KOCItER, Z. f. Vitaminforschung 16, 83 (1944). 

semble des plus simples. Ce bref expos6 montre que 
le probl~me est beaucoup plus complexe qu'on le 
croyait tout  d 'abord.  De nombreuses recherches ont 
6t6 n6cessaires. Elles n 'ont  pas permis de r6soudre 
toutes les questions qui se posent. On peut cependant 
dire que tous l e s  faits mis en 6vidence n 'ont  pu que 
confirmer la valeur du champignon comme test micro- 
biologique pour la d6termination de l 'aneurine. II  
est heureux que ce microorganisme si favorable 
tousles 6gards et si facile ~ cultiver ait permis l'6tablis- 
sement du premier test microbiologique pratique et 
utilisable. Nous reconnaissons ~ ce test les avantages 
suivants:  sensibilit6 plus 41ev6e que celle du test  
animal, possibilit6 de travailler avec une petite quan- 
tit6 de substance, forte sp6cificit4, possibilit6 de d6- 
terminer le taux vitaminique B I total, courte dur6e 
des exp6riences. Les avantages d 'ordre technique sont 
si 6vidents qu' i l  est inutile d'insister. 

Recherches e//ectudes avec le test Phycomyces 

Etude de la m6thode en g6n4ral. FAGUET 1, tra- 
vaillant avec des adsorbats sur terre ~. foulon, trouve 
que le test donne des r6sultats comparables ~ ceux four- 
his par  le pigeon. La m4thode est plus pr4cise. ]3ONNER 
et ]~RIKSON (1938) 2 revisent la sp4cificit6 du test en 
concluant ~ son utilisation possible. TItREN a fait une 
4tude critique de la m4thode et confirme nos in- 
dications. 

D6terminations dans les aliments et les produits 
naturels .  VILLELA 4, l 'un des premiers ~. appliquer la 
m4thode, d6c~le l 'aneurine dans les feuilles de mat4. 
MARCQ et MANIL 5 font des d4terminations compar4es 
de la teneur en aneurine de levures s6ches, extraites 
et non extraites avec le test Phycomyces et le test 
animal (poussin) et t rouvent des concordances satis- 
faisantes. KOCHER ~ fait une 4tude quanti ta t ive du 
taux en aneurine du miel et, A l'aide de la m6thode 
indirecte, de compensation, mesure le taux en aneurine 
totale de quelques aliments. Nous-m6mes avons 
essay6 la m6thode avec de nombreux produits natu- 
rels, germe de b16 p. ex. (SCHOPFER et JUNG)L 

Physiologie vdgdtale. De nombreux probl6mes ont 
6t6 abord6s qui n 'auraient  pas pu 6tre 6tudids sans le 
test microbiologique. Nous mettons en 6vidence la 
pr6sence de l 'aneurine dans les feuilles de 134 esp&ces 

i M. FAGUET, C.r. Soc. Biol. Paris 126, 856 (1937). 

J. BONNER and J. ERIKSON, Amer. J. Bot. 26, 685 (1938). 
8 R. THREN, Vitamine und Hormone 1, I00 (1941). 
4 G. G. VILLELA, C.r. Soc. Biol. Paris 129, 987 (1938); O Hospital 

(Rio de Janeiro) 13, 43 (1938). 
J.  MARCQ et P. MAmL, Bull. Inst .  Agronom. Gembloux 8, 172 

(1939). 
8 V. KOCnER, Beihefte z. Schweiz. Bienenztg. I, 157 (1942). 
7 %V. H. SCHOPFER et A. JUNG, C.R. Soc. Biol. Paris 122, 249 

(1936). 

x3 Exper. 
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de p lan tes  (1936)L BONNER et GREENE z cons t a t en t  
le t a u x  tr~s 4lev6 en aneur ine  d'Azotobacter et 
t r ouven t  la  v i t amine  dans  des engrais  naturels .  Ce 
sont  su r tou t  les probl~mes re la t i fs  au mdtabo l i sme  
et  ~ la  b iosynth~se  de l ' aneur ine  chez les p l an tes  
qui  ont  bdndfici6 des avan t ages  du  tes t .  2qEIPP (1943) a 
dtudie l ' ac t ion  de l ' aneu r ine  sur  la  croissance de la  
val6r iane officinate e t  d6 te rmine  h l ' a i de  d u  tes t  les 
t aux  en aneur ine  des rac ines  de p lan tes  t ra i tdes .  

BONNERet GREENE (1938)* ainsi  que RYTZ jr. (1939) 4 
m o n t r e n t  que  l ' aneur ine  se forme su r tou t  dans  les 
t issus jeunes  des p lan tes  d tud i&s .  RYTZ jr .  4 e t  sur-  
t ou t  HURNI (1944) s, de m6me que BURKtIOLDER et 
McVEIGH s font  une  ~tude ddtaiUde de la  b iosynth~se  
de la  v i t a m i n e  B 1 au cours  de  t ou t  le ddve loppement .  
Ce son t  e f fec t ivement  les pa r t i e s  phys io log iquement  
jeunes  de la  p l a n t e  (P i sum,  H y b r i d e s  de Mai's, Me-  
landrium) qui  sont  les p lus  r iches  en aneur ine .  BUICK- 
HOLDER et  MCVEmH ainsi  que  H.  HURNI m o n t r e n t  
Fac t ion  des engrais  sur  la  marche  de la  biosynth&se. 
BONNER (1942) 7 d tudie  le t r a n s p o r t  de l ' aneur ine  
et  sa  mig ra t ion  chez la  t oma te .  Duns  ce domaine  Ies 
dtudes n ' en  son t  qu '~  leur ddbut .  

Physiologie animale.  Avec A. JUNG s nous mon t rons  
que les organes  de r a t s  en av i t aminose  B~ sont  effec- 
t i vemen t  plus  pauvres  en aneur ine  que ceux de r a t s  
no rmaux .  L ' expdr ience  mon t r e  que la  mdthode  est 
u t i l i sab le  pour  la  d6 t e rmina t ion  de l ' aneur ine  dans  le 
sang et  le la i t  (SCHOPYER)L Pour  le sang sur tou t ,  
de n o m b r e u x  t r a v a u x  out  6t6 effeetu6s. MEIKLEJOHN 1° 
est  le p remie r  h effectuer  des d & e r m i n a t i o n s  et  l ivre  
les p remiers  chiffres dtabl is  grace au  tes t  microbio-  
logique. SINCLAIR 11, ROWLAND et WILKINSON 12 l 'u t i -  
l isent  dgalement .  Pour  le l iqnide  cdrdbro-spinal ,  
SINCLAIR za es t ime  c e p e n d a n t  que la  md thode  n ' e s t  
pas  u t i l i sab le  en cl inique.  

MORELL (1938) ~ ,  GUHR (1939) 15, GOODHART et  
SINCLAIR (1940) Is, LEHMANN et NIELSEN (1941) I7 

1 W. H. SCHOPF~R, Arch. f. Mikrobiot. 7, 156 (1936). 
2 j .  BONN~R and J. GREEN~, Bot. Gaz. 100, 226 (1938). 
a L. NEIm., Vol. centenaire Soc. suissc Pharmacie, p. 510 (i943). 
4 V¢. RYTZ jr, Thbse Berne, Bull. Soc. bot. suisse t9, 339 {1939). 
s H. HURNI, Th~se Berne, Z. f. Vitmninforschung 15, 198 (1944). 
s p. R. BURKHOLDER and I. McVEIGI~, Amer. J. Bot. 27, 853 

(1940). 
j. BONNER, Amer. J. Bot. 29, 136 (1942). 

8 W. H. SCHOPFER et A. JVNG, Z. f. Vitaminforschung 7, 143 
(19s8). 

s w.H.  SCHOPYER, Arch. L Mikrobiol. 8, 231 (1937), 
lo A. P. ME1KLSIO~N, Biochem. J. 31, 1441 (1937). 
n H. M. SINCLAIR, Biochem. J. 32, 2185 (1938); 33, 2127 (1939). 
1~ E.N. ROWLAND and J. F. WILKINSON, Brit. Med. J. 2, 878 

(1938}. 
13 H. M. SINCLAIR, Biochem. J. 33, 1816 (1939), 
14 T. MORELL, Deutsche reed, Wochcnschr. 64, 1722 (1938}. 
15 G. GUHR, Klin. Wochenschr. 18, 1028 (1939). 
16 R. GOODHART and H.M. SINCLmR, J. Biol. Chem. 132, 11 

(1940). 
17 j .  LEHMANN und H. E. NIELSEN, Acta med. Scandinav. supp. 

123, 374 (1941). 

SAKER (1940) 1, PANNEKOEK-WESTENBURG (1940) 3, 
ODIN et LEHMANN (1941) a on t  tous,  duns des circons- 
tances  diverses,  appl iqud la  mdthode  pour  l ' d tude  
du sang. I1 faut  c i ter  en t e r m i n a n t  le t r ava i l  mag i s t r a l  
de H.  O. BANG (1944) 4 qui  fa i t  une d tude  ddtai l lde du  
sang de 50 ind iv idus  n o r m a u x  et  de 640 pa t i en t s  divers.  
I1 est  impossible  d ' e n t r e r  ici dans  le ddta i l  de ces t r a -  
vaux .  Ci tons s imp lemen t  que lques  chiffres t i rds d ' u n  
t ab l eau  de BANG et  se r a p p o r t a n t  au  sang  no rma l :  

Tableau 5 

I~¢I:EIKLEJOHN (1937) . 
MORELL (1938) . . 
SINCLAIR ( 1 9 3 9 ) . . .  
LEHMANN et N I E L S E N  

(1939) . . . . . .  
GUHR (1939) . . . .  
SXKER (1940) . . . .  
GOODHART et SINCLAIR 

(1940) 

7- -12 ,5} ,% 
6 ,5 - -16 ,57% 
5,5--10,5 ~,% 

9 7 %  (rosy.) 
8 - -10} '% 
6 - 1 s ~ %  
0- -13} ,% a) 

1 , 5 - 1 3  ~% b) 

3 individus 

73 individus 

66 individus 

10 individus 

80 individus 

a) Mdthode par  ac t iva t ion  de la  cocarboxylase  
b) Test  Phycomyces.  

Ment ionnons  encore l ' i n td ressan te  app l i ca t ion  de la  
m & h o d e  q u ' o n t  fa i te  v. MURALT et ZEMP (1943) 5 
et  WYSS (1945)e en d d t e r m i n a n t  le t a u x  en aneur ine  
de nerfs exci tds  ou non. 

Nous  avions  mon t rd  la  possibi l i td  d ' e m p l o y e r  le t es t  
pour  le lai t .  W.  RITTER 7 fai t  une 6tude ddtai l lde ~t ce 

sujet .  Pou r  le l a i t  comple t  il  donne un t a u x  de 48,5 7 %,  
pour  le beur re  de 5,0 ~ 6,2 ~, % et pour  un  &ha n t i l l on  

de f romage (Emmenta l )  35 7 %.  
Ce choix  de t r a v a u x  indique  que le tes t  micro-  

b iologique cons t i tue  non seu lement  un i n s t rume n t  
p r & i e u x  pour  la  chimie a l imen ta i r e  e t  la  physiologie  
an imale  et  humaine ,  mais  qu ' i l  p e r m e t  au  phys io-  
logis te  des # a n t e s  d ' a b o r d e r  le probl~me f o n d a m e n t a l  
du  m6tabo l i sme  et  de ta biosynth&se de l ' aneur ine .  

Sum m ary  
The growth factors for microorganisms are nothing 

else t h a n  the  v i tamines  known in animal  physiology.  
Some microorganisms, like animals,  have  lost  the  pos- 
s ibi l i ty  of synthet is ing  these factors, which mus t  be 
added  to  the  cul ture  medium. The act ion of the  v i t amine  
is quan t i t a t i ve  and specific. These proper t ies  enable  
the  auxo-he te ro t rophic  microorganism, having  lost  the  
poss ibi l i ty  of synthesis  for a de te rmined  vi tamine ,  to  be 
used for a qua n t i t a t i ve  de te rmina t ion  of th is  factor.  
The Phycomyces  tes t  for  th iamine  (vi tamine ]31) and i ts  
different  prac t ica l  appl ica t ions  are discussed. 

I G. SAKER, Klin. Wochenschr. 19, 99 (1940). 
2 S. J .  E.  PANNEKOEK-WESTENBURG and A. G. VAN VEEN (Ref.), 

J. A. M. A. 115, 1494 (1940) (in BANG 1944). 
3 M. ODIN und J. LEHMANN, Acta reed. Scandinav., Supp., 123 

390 (1941). 
4 H. O. BANG, B1-Vitaminstudicr ved hjaelp af Phycomyces- 

metoden, Kopenhagen {1944). 
5 A. VON MURALT und J. ZE~tP, Pflfigers Arch. 246, 746 (1943). 
6 A. und F. Wvss, Exper. 1, 160 (1945). 
7 "W. RITTER, Schweiz. Milchzeitung, Nr. 16 und 17 (1944). 


