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118. La biotine, I’aneurine et le meso-inositol, faeteurs de croissance 
pour Eremothecium Ashbyii Guillermond. 

La biosynthese de la riboflavine 
par W. H. Sehopfer. 

(12 v 44) 
1. Introduction. 

Eremothecium Ashb y i i  est un champignon Ascomycbte, parasite 
des capsules du cotonnier, decrit pour la premiere fois par GuiZZermond 
en 1935l). I1 prksente un grand intBr6t pour le biologiste par le fait 
qu’il produit une quantitB anormalement BlevBe de fla.cine. Cette der- 
nikre a Btd l’objet d’6tudes de GuiZZermond et de ses P18ves2). Mlle 
A .  B a f j y 3 )  met en evidence les propri4tBs vitaminiques de cette fla- 
vine qui se rdvble &re de la riboflavine, vitamine de croissance du 
groupe B,. Le m6me auteur4) fait une etude spectrographique de ce 
pigment. X i r i m a n o f f  et Mlle A. R a f j y 5 )  l’obtiennent a I‘Btat cristal- 
lis6. A l’aide des mBthodes les plus diverses: cytologique, microchi- 
mique, spectrographique, physiologique, le pigment jaune produit par 
le champignon, fortement fluorescent en lumiisre de T o o d  a, pu &re 
definitiv‘ement identifik avec la riboflavine. La combinaison de ces 
mdthodes, qui donne d’heureus resultats, avait dBja BtB effectuke pour 
I’identification du carotene de P h y c o m  yces blakesleennus (Schopfer et 
J u n g  1935). 

Un aspect du probleme a cependant et6 nBglig8. En effet, la 
physiologie culturale et  le mktabolisme de ce champignon sont pour 
ainsi dire inconnus. Seule une Btude de ce genre permettrait de prBciser 
les conditions de formation du pigment flayinique. Par le fait que la 
riboflavine s’accumule en quantitBs Bnormes dans le milieu et  peut y 
6tre directement d&celBe, nous ttv‘ons 13, une occasion unique d’htudier 
la biosynthbse d’une vitamine dont on sait qu’elle est de premiere 
importance pour les microorganismes. Jusqu’a maintenant, cette vi- 
tamine a B t B  avant tout Btudi4e au  titre de facteur de croissance eso- 
gbne requis par quelques microorganismes auso-h&Brotrophes (B. lac- 
tiques p. ex. Orla-Jensen) .  

l) A. G‘uillermond, C. r. 200, 1556 (1935). 
2, A. Guillermond, Rev. Mycologie I, 115 (1936); A. Guillermond, 17.1. Fontaine et 

3, &ale A. Raffy, C. r. SOC. Biol. 126, 875 (1937). 
4, &Tile A. Raffy,  C. r. SOC. Biol. 128, 392 (1938). 
5,  A. Xirimanoff et NUe A. Raffy, C. r. 206, 1507 (1938); Mlle A. R a f f y  et 

Mlle A. Raffy, C. r. 201, 1077 (1935). 

A. Xirinzunoff, B1. SOC. chim. biol. Paris, 20, 1166 (1938). 
64a 
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Une etude du genre de celle que nous nous proposons sous- 

entend que l’on sache cultiver le champignon sur un milieu synth6- 
tique. Jusqu’a maintenant, cette culture n’a et6 effectuee que sur 
quelques milieux naturels types: moiit de bibre, gdlose de Sabouraud, 
bouillon de pomme de terre et de carotte, tranche de pomme de terre 
et de carotte. Ces milieux font la joie du mycologiste, mais d6sespkrent 
le physiologiste qui ne sait exactement ce qu’il introduit dans son 
milieu. 

Nous Btudierons tout d’abord la croissance et la production de 
flavine sur quelques milieux naturels, puis tenterons les m6mes re- 
cherches sur milieux synthetiques. 

Toutes nos cultures se font L l’obscurit6 complbte, L la temperature constante de 28O. 
Le milieu de base est constitue par du glucose lye, du glycocolle ou de l’asparagine O,lyo, 
du sulfate de magnesium 0,05y0 et  du phosphate acide de potassium 0,15%. Les differents 
extraits sont ajoutes Q ce milieu et sterilishs avec h i ,  B 120° pendant 15 minutes. La souche 
utilishe provient de Baarn. Le thalle e t  le milieu sont fortement color6s. La suspension 
destinee L l’inoculation contient, finement disperses, des fragments de hyphes et des 
spores. L’inoculation se fait avec un petit nombre de gouttes (2-5), toutes les fioles d‘une 
mbme experience &ant ensemencees avec le m6me nombre de gouttes. Nous verifions 
B la lumibre de Wood si la suspension d‘inoculation n’introduit pas dans le milieu une 
quantit6 de flavine telle que les r6sultats des analyses ulterieures soient fauss6s. Ce n’est 
jamais le cas. I1 faut cependant noter que chaque milieu repoit de ce fait une trbs faible 
quantith de flavine, inferieure Q 0,3 y pour 25 cm3 de liquide nutritif. Toutes les expe- 
riences se font dans des erlenmeyers en verre d’I6na de 150 em3, contenant 25 cm3 de 
milieu. 

Les analyses de flavine se font par comparaison avec des solutions standards exacte- 
ment htalonnhes, L la lumiere ordinaire ou L la lumibre de W o o d ,  dans des conditions telles 
que les comparaisons soient possibles e t  les resultats valables. E n  lumihre de Wood, il est 
possible de d6celer des quantites de flavine inferieures B 0,5 7 pour 25 cm3 de milieu. 
Nous ne sommes pas certains que la riboflavine seule soit produite, quoique cette derniere 
constitue certainement la majeure partie des pigments form&. Par convention, nous expri- 
mons nos rhsultats en riboflavine (6,7-dirnBthyl-9-( d-1’-ribity1)-iso-alloxazine, C,,H,,O,N,), 
par comparaison avec des Btalons de riboflavine pure. 

2. Cultures sup milieux naturels et semi-synthktiques’). 
Sur milieu agaris6 avec extrait d’avoine, de lewre ou de carotte, 

le dheloppement est bon. La production de flavine est trks forte sur 
avoine, forte sur lewre, plus faible sur carotte. 

Sur milieu liquide, les resultats sont les suivants, aprks 7 jours 
de culture. 

On voit donc que diff6rents extraits animaux et vegdtaux per- 
mettent la croissance et la flavinogenbse. Le thalle reste submerge et 
est constitu6 par des flocons globuleux en nombre variable, se laissant 
trbs facilement sdparer du milieu par filtration. On constate que sur le 
milieu synthetique seul, sans ex$rait, aucun developpement ne se pro- 
duit. Celui-ci, de meme que la flavinogenbse, sont declanches par les 

I) Nous appelons semi-synthhtique le milieu contenant une source azot6e e t  carbonhe 
connue, et, en plus, un extrait nature1 ou un concentrat agismnt selon toute probabilite 
comme source de facteurs de croissance. 
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substances introdnites par les extraits. I1 y a done beaucoup de chances 
pour que cet organisme soit auso-hktkrotrophe. Si nous voulons par- 
venir a cultiver notre organisme sur milieu synthetique, il est done 
nkeessaire d’y introduire des facteurs de croissance vitaminiques. Or, 
Eremothecium Ashb yii est trbs voisin d’Ashbya gossypii (Ashby et 
Nowell) Guil. (Nematospora gossypii Ashby et Nowell), dont il diffbre 
par quelques caractbres culturaux, morphologiques (forme des spores), 

Tableau I. 

Milieu de base + 

Extrait de germe de bl6 conc. . . . . . . . . .  
Extrait d’avoine . . . . . . . . . . . . . . . .  
Extrait de carotte . . . . . . . . . . . . . . .  
Extrait de pomme de terre . . . . . . . . . .  
Extrait de betterave . . . . . . . . . . . . .  
Extrait de foie . . . . . . . . . . . . . . . .  
Extrait de thalle de Phycomyces . . . . . . . .  
Extrait de thane de Rhizopus suinus . . . . . .  
Milieu de culture de Phycomyces, Rhizopus suinus, 

Ceratostomella ulmi . . . . . . . . . . . . .  
Urine st6riliske par filtration . . . . . . . . . .  
Urine stkriliske A chaud . . . . . . . . . . . .  
ContrBle (sans extrait) . . . . . . . . . . . . .  

Croissance 

+ + + +  
+ +  
+ +  

+ + + +  
+ +  
+ +  
+ 

+ ( + )  

O f  
+ +  
f 
0 

Flavine 

+ + + +  
+ +  
+ 

+ + + +  
+ +  

+ ( + I  
+ ( + I  
+ +  
o +  

+ f +  

( + )  
0 

L’intensitB de la croissance et de la flavinogen8se est indiquke par les signes suivants : 
( + ) trbs faibles; +, + (+  ) faible e t  moyenne; + + moyenne; + + + forte; + + + + trbs 
forte. 

physiologiques et surtout par le fait qu’dshbyn ne forme qu’une faible 
quantitk de flavine. Ce dernier champignon a ktk ktudik par K o g Z  et 
Fries1) ,  et Pries2). Pour sa culture sur un milieu synthktique dkter- 
mink, il requiert la biotine (vitamine H), l’aneurine (vitamine B,) et 
le meso-inositol. Or, malgrk la prksence en doses certainement supra- 
optimales de ces trois vitamines, il n’a pas Btk possible de cultiver 
no tre champignon sur milieu synthktique. Rreremothecium Ash6 y i i  doit 
6tre auxo-hktkrotrophe d’une manibre diffkrente d’dshbycc gossypi i .  
Son auxo-hdtkrotrophie doit probablement 6tre plus marquke, ce que 
nous ktudierons par la suite. 

Une expkrience avec sdjonction d’un extrait de levure (Faex 
sice.) a 3 % au milieu base de glucose et de glycocolle confirmera les 
essais prkckdents. Cultures de 7 jours : 

- 
I) F. KOgl und N .  Fries, Z. physiol. Ch. 249, 93 (1935). 
2, B. Fries, Symbohe Botan. Upsalienses 111, 2 (1938). 
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Extrait de levure 1 0 

Poids sec mgr. . . . . . . . 0 
Flavine pour 25 cm3 milieu, y . 0 

I 
Tableau 2. 

0,l 0,5 I 1 :,2 4 c1’/ 

0,4 2,4 3,6 
0 50 I175 400 750 

L’action de l’extrait de levure est quantitative, tant en ce qui 
concerne le poids see de matihe vivante form6e qu’en ce qui concerne 
la fbvinogenkse. 

Act ion  de diverse8 sources cnrbone’es et nzotdes (en prbsence d’extrait de 
levure). 

Six glucides sont Btudibs en presence d’asparagine et  de glycocolle et de 0,5 et 4 cm3 
d‘extrait de levure pour 25 om3 de milieu. 

Tableau 3. 

Extrait de levure, om3 

Glucose 
apres 12 j. 

Maltose de 
Kahlbaum 
aprks 12 j. 

Lactcse 
aprbs 9 j. 

Saccharose 
aprbs 9 j. 

Galactose 
aprbs 9 j. 

LBvulose 
aprks 9 j. 

-- 

A 

G 

__ 
A 

G 

- 

-___- 
poids 
flevine 
poids 
flavine 

poids 
flavine 
poids 
flavine 

poids 
flavine 
poids 
flavine 

poids 
flavine 
poids 
flavine 

poids 
flavine 
poids 
flavine 

poids 
flavine 
poids 
flavine 

0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 

__ 

- 

3,4 

3 3  
300 

25 

2,6 

132 
400 

50 - 

4 

10,4 mgr. 

8,6 mgr. 
800 y 

600 y 

18 mgr. 

18,4 mgr. 
600 y 

400 y 

5,4 mgr. 

3,8 mgr. 
175 y 

175 y 

13,6 mgr. 

13,8 mgr. 
750 y 

350 y 

4,2 mgr. 

1,8 mgr. 
200 y 

165 y 
~ 

12,4 mgr. 

8,2 mgr. 
700 y 

375 y 
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Glucose 

Flavine p.25cm3,y . . 

A = asparagine, G = gIycocoIIe Q la dose de 1 gr.O/,,,. 
Une experience de contrBle, effectuee avec chaque sucre, en presence d’asparagine 

ou de glucose et des vitamines (aneurine, biotine et meso-inositol), atteste Q nouveau 
qu’aucun developpement ne se produit. 

On constate que le maltose, le saccharose, le glucose et  le levulose sont particulikre- 
ment favorables, avec 4 cm3 d‘extrait de levure, tandis que le lactose et le galactose Ie 
sont moins. En presence d’asparagine, et sauf pour le glucose et  le maltose oh il y a Bgalite, 
les poids sont plus eleves qu’en presence de glycocolle. Les glucides peu favorables au 
developpement, le sont Bgalement moins pour la flavinogenbse. Les taux de flavine sont 
plus Bleves ayec asparagine qu’avec glycocolle. 

On relbve avec surprise que le maltose de Kahlbazcm permet un 
ddveloppement et une flavinogenbse nettes sans adjonct ion d’eztrai t  
de Zevure. Ce sucre que nous avons d6jh etudie! en 1931 est riche en 
impuretks vitaminiques. I1 contient non seulement de l’aneurine (test 
Phycomyces),  mais aussi 1,45 my de biotine par gr. (test Saccharomyces 
cerevisiae) et probablement des traces d’adermine. On peut provisoire- 
ment admettre que les impuretPs vitaminiques du maltose If., jointes 
awx substames inconnues apportdes par ce sucre, peut-&re des cata- 
lyseurs min&raus, permettent un debut de dheloppement et de fla- 
vinogenitse. L’hypothbse que notre champignon, en prksence de mal- 
tose acquiert une auso-autotrophie partielle a et6 examinee et reste 
posbe, mais n’est pas demontrde pour l’instant. 

Ces exphiences n’ont naturellement - h part celle relative au 
maltose sans extrait de levure - qu’une valeur d’orientation. L’ex- 
trait de levure apporte non seulement des facteurs de croissance, mais 
des mat6riaux nutritifs capables de modifier quelque peu Ies rbsultats. 
Nous sommes oblig6s de nous contenter de ces r h l t a t s  pour l’instant 
par le fait que nous ne savons pas cultiver le champignon sur un 
milieu rigoureusement synthkt’ique. 

1% 376 6?(, 12% 1876 24% 

450 540 450 414 319 178 

I n f l uence  de la c o n c e n t m h a  e n  glucide. 
Glucose, en presence d’asparagine et  de 4 cm3 d’extrsit de levure. Cultures de S jours. 

Tableau 4. 

L’optimum se trouve vers 3% de glucose, concentration que nous utilisons hsbi- 
tuellement. 

A c t i o n  de la concentrat ion e n  ions d‘hydrogdne. 
Glucose, en presence d’asparagine et  de 4.cm3 d’extrait de levure. Solutions tampons 

de JlcIZwain, acide citrique et  phosphate disodique, diluees deux fois: 1 partie de solutions 
tampons et  1 partie de milieu concentre deux fois. De pH 2,2 Q pH 3 aucun developpement. 
,4 partir de pH 3,6, croisssnce et  flsvinogenPse. .lu l6kme jour, le pH optimal est de 5 
pour la biosynthhse de la flavine. 
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Tableau 5. 

PH I= 
Poids mgr. . . . 
Flavine, y . . . . I 

On constate que sans modification notable du poids de matiAre 
skche, en passant de pH 3,6 a 5 , O  la flavinogenkse est presque quin- 
tuplde. IZ doit donc exister des conditions spkcifiques de flavinogendse, 
indkpendantes du dkveboppement. 

A c t i o n  des peptones. 
Les diverses peptones que nous avions utilisees dans nos recherches sur Trichophyton 

album1), comme source d'azote et de vitamines sont employees ici aux doses de 1 gr.Olo0, 
ajoutees au milieu b base de glucose et de sels mineraux. Cultures de 12 jours. 

Tableau 6.  

Peptone 

1. Bactopeptone Difco . 
2. Bactoprotone Difco . 
3. Bactotryptone Difco . 
4. NBopeptone Difco . . 
5. Proteose-peptone Difco 
6.  Peptone sbche 

Chapoteaut . . . . 
7. Peptone granulee . . 
8. Peptone exempte 

d'indol Poulenc. . . 
9. Peptone pepsique 

Poulene . . . . . . 
10. Peptone de soie . . . 
11. Peptone spongieuse 

Poulenc . . . . . . 
12. Peptone bacteriolo- 

gique Byla . . . . 
13. Peptone BDH . . . . 
14. Peptone sine sale Merck 
15. Peptone Witte . . . . 
16. Peptone Roche . . . . 
17. Peptone Siegfried. . . 

ContrBle . . . . . . 

Poids 
culture 
mgr. 

1,9 
0 
595 
8,9 
7,4 

10,9 
5,4 

6,O 

5S 
0,3 

traces 

2,7 

0 
1,6 
0,6 
2,2 
0 

0,4 

Flavine 
1/25 om3 

125 
0 

600 
325 
175 

450 
300 

275 

125 
375 

0 

750 
50 
0 

700 
75 

650 
0 

Biotine 
y'gr. peptone 

0,38 
0,02 
0,02-0,03 (0,025) 
0,455 
0,440 

0,05-0,l (0,075) 
0,2-0,4 (0,3) 

0,2-0,4 (0,3) 

0,05-0,l (0,075) 
0,l-0,2 (OJ5) 

moins de 0,02 

0,l-0,2 (0,15) 
0,02--0,05 (0,035) 
moins de 0,02 

0,05-0,10 (0,075) 
0,02-0,05 (0,035) 

0,05-0,lO (0,075) 

Rapport 
poids/ 
flavine 

On constate tout d'abord le contrbste marque entre l'intense formation de flavine 
et les poids relativement faibles de matiere seche produite. Le poids le plus BlevB est fourni 
par la peptone shche de Chapoteaut, soit 10,9 mgr. Une serie parallele d'exp6riences a 6t6 

W. H. Schopfer und S. Blumer, Ber. schweiz. bot. Ges. 53, 409 (1943). 
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faite en ajoutant au milieu, Q part la peptone, 1 gr.O/,, de glycocolle. Les resultats sont trds 
peu differents en ce qui concerne le poids des cultures. Une peptone qui, employee seule 
comme source d’azote, agit faiblement n’a pas son action augmentee par la presence du 
glycocolle. L’azote de ce dernier n’exerce pas un effet marque, en presence des peptones 
utilisees. Pour la peptone Roche seule, le poids des cultures est double par l’adjonction 
de l’acide amin6. Par contre la flavinogendse est modifiee, notablement plus faible, sauf 
pour les peptones pepsique, bacteriologique Byla et Roche oh elle est un peu plus forte. 
Pour la peptone de soie et la peptone BDH, il n’y a pas de changements. 

On reldve les grandes variations qui se manifestent dans l’action des differentes 
peptones, tant au sujet des poids secs des cultures que de la flavinogendse. Les peptones 
bacteriologiques Byla, Witte, Siegfried ainsi que la bactotryptone Difco sont les pIus ac- 
tives pour la flavinogenirse. La bactoprotone Difco, les peptones spongieuse, Xerek sine sale, 
sont sans aucune action sur la croissance qui, en 12 jours, ne se declanche pas. I1 est hors 
de doute que c’est tout d’abord comme source d‘azote que les peptones agissent sur la 
croissance. I1 est interessant de relever que la bactoprotone est, parmi les peptones Difco, 
celle qui est la plus pauvre en acides aminks libres et la plus riche en proteoses (Difco 
Manual). C’est trirs probablement ce caractirre qui la rend inutilisable pour Eremothecium. 

Les peptones utilisees sont 6galement source de facteurs de croissance vitaminiques 
(voir tableau 6). En determinant leur teneur en biotine, B propos de recherche8 sur Tricho- 
phyton album1), nous avons montre que leur taux en vitamine H expliquait dans une cer- 
taine mesure leur action sur ce champignon, si fortement auxo-heterotrophe. La question 
se pose ici de savoir si le m6me phenomkne peut 6tre observe pour Eremothecium. 
Nous determinerons plus loin les doses actives de biotine pour notre champignon. 
Nous constaterons qu’avec 1 x 10-6 y un debut de developpement se produit et  que la 
dose de 1 x y est optimale. Or, si nous considerons au tableau 6, les doses de biotine 
les plus faibles qui aient 6tB observees, 0,02 y par gr., nous constatons qu’en introduisant 
1 gr. de peptone par litre, nous avons pour 25 cm3 de milieu 5 x l W 4  y de vitamine. Si la 
biotine contenue dans les peptones est utilisable, il n’est donc pas impossible que cette 
vitamine dktermine en partie l’activite de ces dernikes. 

Nous avons, dans l’experience transcrite au tableau 6, 3 facteurs variables: le poi& 
sec des cultures, la teneur en flavine des milieux, la teneur en biotine des peptones. 

Relations entre la production de  rnatiBre skche et la teneur en biotine des peptones. 
Les deux peptones dont les teneurs en biotine sont les plus 61evees (no 4 et 5) four- 

nissent des poids de matiirre sirche trirs Bleves hgalement. Les peptones 2, 11,13, 14, dont 
les teneurs ‘en vitamine H sont trirs faibles donnent les poids de matiirre skche les plus bas 
(no 13) ou ne permettent aucun developpement (no 2, 11, 14). Xais cette regularit6 est 
troubl6e par la peptone sirche de Chapoteaut (no 6) dont la teneur en biotine n’est pas trirs 
61evBe et qui fournit le poids sec de culture le plus fort. D’autre part, la peptone de soie 
dont le taux en biotine est appreciable ne permet qu’une croissance insignifiante. I1 n’y 
a donc pas corr6Iation absolue entre les deux facteurs. La biotine est certainement un 
facteur essentiel pour le developpement d‘Eremothecium se developpant en presence de 
peptone. Mais l’action de ces dernibres depend Bgalement de sa teneur en azote assimilable, 
de la nature et de la quantite des acides amines qu’elles contiennent, dventuellement de 
l’existence de substances inhibitrices qui peuvent freiner le developpement malgre la pr6- 
sence d‘une quantite appreciable de vitamine H. 

Relations entre la flavinogentbe et la teneur en biotzne des peptones. 
LA encore un certain parallklisme se mhnifeste qui n’est cependant pas constant. 

Les peptones 2, 11, 13, 14 qui ont des teneurs en biotine faibles ne permettent que des 
flavinogen6ses faibles aussi: avec les no 2, 11 et 13 il n’y a d’ailleurs aucune croissance. 

l )  W .  H .  Schopfer und S. Blumer, loc. cit. 
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La peptone no 6, avec peu de biotine, livre une quantit6 appr6ciable de flavine. Surtout, 
les peptones 10, 12, 15 et 17, les trois dernieres fournissant les taux de flavine les plus 
81evBs, ont des teneurs en biotine relativement faibles. La correlation biotine-flavine est 
encore moins satisfaisante que la corr6lation biotine-poids sec des cultures. I1 doit donc 
certainement exister des conditions spkcifiques de la flavinogenkse telles que malgr6 le 
poids faible des cultures, allant de pair avec une teneur peu 61evBe des peptones en biotine, 
la flavine est produite en grande quantit6. Dans ce dernier cas, il n’existe aucune corr6la- 
tion entre la production de matibre seche et la flavinogenkse. 

3. Determination de la constellation de fncteurs de croissance 
pour Eremofhecium Ashbyii. 

Nous nous trouvons donc en face du paradoxe suivant : Eremo- 
thecium Ashbyii est trks voisin d’Ashb yia gossypii qui r6clame comme 
facteurs de croissance vitaminiques l’aneurine, la biotine et l’inositol, 
mais ces vitamines n’agissent pas sur le premier champignon. Lea pep- 
tones qui sont riches en aneurine et en biotine agissent sur Eremo- 
thecium et tout se passe comme si leur teneur en aneurine et en biotine 
d6terminait pttrtiellement leur activitt!. 

Pour r6soudre ce problbme, nous avons imagin6 la mdthode sui- 
vante. Une peptone particulibrement favorable est priv6e de ses fac- 
teurs vitaminiques, aneurine et biotine, par un traitement a la norite 
qui adsorbe ces dernihres. Le liquide clair obtenu (filtrat), qui, employ6 
seul est inactif, est ajout6 au milieu synth6tique avec la biotine et 
l’aneurine. 

L’adsorption se fait en deux temps: un premier traitement avec deux fois 25 gr. de 
norite determine une adsorption incomplbte et le filtrat est encore 16gkrement color& Une 
deuxikme adsorption avec 20 gr. de norite supplementaire fournit un filtrat decolor6 com- 
plbtement. Les solutions de peptone sont B 6%: 1 cm3 = 60 mgr., 0,5 om3 = 30 mgr., 
0,l cm3 = 6 mgr. de substance. Ces chiffres ne correspondent plus i la realit6 puisque le 
traitement B la norite a 6limin6 certaines substances. 

Les solutions de peptones sont analysees du point de vue de leur teneur en biotine 
i l’aide du test Saccharomyces selon Snell, Eakin et Williams. 

Tableau 7. 
I 

my biotine par 
Peptone 

~ Bactotryptone (n03) . . 
Peptone skche (no 6) . . 

Peptone bacthriol. (12) . 
Peptone W i t t e  (15) . . . 45,7 

Les taus indiqu6s pour les peptoneb sont en accord avec les taux moyens Btablis lors 
des recherches sur Triehophyton album. Les taux en biotine aprks le premier traitement 
n’ont 6t6 6tablis qu’avec les deux premii.res peptones: ils attestent une diminution notable, 
surtout pour la peptone no 6. Aprits le 281e traitement, il ne reste plus trace de biotine 
decelable par le test Saccharomyces. 
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Tableau 8. 

?eptone mgr 
(filtrat) 

Sans vitamines 
~~ 

Avec vitamines 
60 6 30 60 

Y 

25 
50 

__ ~ 

7,5 

mgr. 

30 
24,6 
9 3  

23,2 
12,4 
6,4 

__ __ 

__ 

Y 
525 
350 
50 

250 
100 
43 

~ __ 

___ 

mgr. 

57,8 
40 
19,8 

31,4 
13,2 

7 

~ __ 

__ 

Y 

850 
650 
125 

400 
225 
75 

__ - 

- 

Btr a 
h 
C 

PCh a 
b 
C 

10,6 
5,6 
0 

100 
63 
tr 

113 
43 
10 

3 100 7,2 100 
0,8 2,5 4,2 50 
0 0 0  0 

1,6 113 7,6 100 
1,2 25 3,6 75 
0 0 0  t r  

_ _ _ _ _ ~ ~  
PGr a 

b 
C 

9,2 
5,6 
0 

100 
88 
0 

~ 

- 
38 
t r  

500 
175 

0 

__ 

88 
43 
15 

100 
50 
25 

~ 

16,4 

2,6 
- 

200 
- 
n- 
13 

__ 
500 
150 
88 

28,6 
16,4 
6 3  

35,s 
14,2 

- 

- 

225 
125 
75 

700 
400 

__ 

- 

PBy a 
b 
C 

7,6 
2,6 

10,2 

22,4 
5,2 

20 

3,4 250 6,2 375 
0,l t r  1,6 10 
0,l t r  0 0 

1,4 38 2,6 450 
0,l 2,5 2,4 150 
0 0 0,l 5 

-~ - -  
75 

25 

F- 
I3 

27,2 
1i,8 
7,8 - 

250 
150 
100 - 

57,2 
23 
9,4 - 

350 
175 
125 
_L 

PWi a 
b 
C 

Btr: Bactotryptone Difco 
PCh: Peptone sBche Chapoteaut 
PGr : Peptone granuke 
a:  Peptone normale, non traitke. 

PBy : Peptone bacteriologique Bylo 
PWi: Peptone W’itte 

b : Filtrat de la peptone aprks une premikre adsorption par la norite. 
c : Filtrat de la peptone apres une deuxikme adsorption par la norite. 

Pour chaque dose de peptone, de 6 8 60 mgr. pour 25 cm3 de milieu, deux colonnes: 
dam la premikre le poids sec de la culture en mgr., dans la seconde, la teneur en flavine 
en y pour 25 cm3 de milieu. t r  = traces: dose de flavine inferieure A 0,30 y. 

La fig. 1 indique l’intensite de la flavinogenbse en presence de peptone Szegfrzed 
normale (a), traitke une fois (b) e t  deux fois (c), par la norite. 

a l b l c  

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4  
Fig. 1. 

Production de flavine en presence de peptone SJieg f r~ed .  
a: Peptone non traitke. 
h : Filtrat de peptone apres la premiere adsorption i la norite. 
c :  Filtrat de peptone apres Ia d e u x b e  adsorption B Ia norite. 
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Les milieux de culture ont Bte rkpartis dans des tubes Bgaux. Lumihe de Wood, 

exposition 3 minutes, filtre objectif. 
On remarquera que les mbmes peptones ne fournissent pas toujours des taux de 

flavine identiques. La cause de ces diffBrences reside dans le fait que les souches d‘inocula- 
tion, au cows de plusieurs repiquages, ne conservent pas le mbme pouvoir flavinoghe. 
Ces variations spontanees ou progressives seront Btudiees dans un autre memoire. Pour 
l’instant, les comparaisons ne peuvent btre effectuees qu’entre experiences inoculees en 
mbme temps ti partir de la mbme souche. 

L’expBrience relatee au tableau 8 est effectuee avec 5 peptones, non traitkes et aprBs 
deus adsorptions, en doses croissantes, avec et sans vitamines. Les vitamines sont en doses 
supra-optimale: aneurine 10 y ,  biotine 0,06 y ,  m6so-inositol 1 mgr. Elles sont sthrilis6es 
a part e t  ajout6es B froid, aprPs la st6rilisation des milieux, de mbme que les peptones. 

- 

L’esamen du tableau P dispense de tout commentaire. Nous 
constatons que : 1) les peptones agissent quantitativement, 2 )  avec 
adjonction de vitamines les poids de matibre sbche produite sont plus 
dlev6s que sans vitamine, 3) l’action des peptones sur la biosynthhse 
des flavines est quantitative, 4) l’adjonction de vitamine augmente 
1% flavinogendse, sauf pour la peptone W i t t e  o h  elle est diminude, 
5 )  une premiere adsorption diminue la production de matibre sbche 
ainsi que la flavinogendse, en prdsence ou non de vitamines, 6)  une 
deuxikme adsorption - complete - supprime developpement et 
flavinogenkse en l’absence de vitamines, alors qu’en pre‘sence de vita- 
mines,  un de’veloppement et u n e  flavinogendse appre’ciables se m a n i -  
festent. Alors que les vitamines seules et la peptone traitde seule sont 
sans action, les deux ensemble dkterminent le d6veloppement. P o u t  
se passe comme s i  l’aneurine, la biotine et le me’so-inositol e’taient les 
facteurs de croissance necessaires, m a i s  e n  pre’sence d’une ou plusieurs 
inconnues apportees par les peptoaes traite’es. Entre les deux groupes, 
vitamines et peptone traitbe, un synergisme se manifeste. 

On ne peut encore consid6rer le milieu cr6B ainsi comme strictement synthBtique, 
par le fait que nous ignorons la nature des substances indispensables apportees par la 
peptone traitbe (filtrat). I1 represente cependant un notable progrhs, cornpar6 au milieu 
naturel. Sa constitution provisoire sera donc la suivante: 

Glucose puriss. 3 gr., glycocolle 0,l gr., sulfate de magnesium 0,05 gr., phosphate 
acide de potassium 0,15 gr., peptone Witte  trait6e A la norite (filtrat) inactif sur Saceha- 
romyees cerevisiae 4 cm3, aneurine 40 y ,  biotine 0,25 y ,  meso-inositol4 mgr. pour 100 cm3 
d’eau distillbe. 

I1 est maintenant possible de determiner exactement la part qui revient B chaque 
facteur vitaminique. 

L’experience suivante se fait en presence de glucose et de glycocolle et 0,5 om3 de 
bactotryptone trait6e. Age des cultures 25 jours. Cbaque chiffre est une moyenne de 
10 A 12 cultures (tableau 9). 

Les teneurs en flavine sont plus faibles que celles fournies prBcBdemment par la 
bactotryptone. Les taux ont diminue par suite d’un sejour prolong6 A 28O. 

On constate donc que l’auxo-hBt6rotrophie d’Eremothecium est 
compaxable B celle d’Ashbya gossypi i :  la biotine est fccteur essentiel 
puisqu’h elle seule elle determine un d6veloppement apprdciable. 
L’aneurine et l’inositol qui augmentent l’effet de la biotine sont des 
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facteurs compl6mentaires. Le facteur essentiel et les facteurs compl6- 
mentaires ne le sont qu’en presence des substances introduites avec 
les peptones trait6es. Ces substances inconnues sont egalement essen- 
tielles, puisqu’aucun developpement ne se produit en leur absence, 

Tableau 9. 

Poidssecmgr. . 

Flavine, y . . 
Rapport 
poidssec/flavine 

- 
1 mgr. 

10 ;J 1 1 mgr. 
- 

1 0 7 1  - j l;y i :::: 
Peptones seules 
Vitamines seulec 

. ___ y biotrne p. 25 cm3 

1x10-1 1 1x10-2 ~ 1x10-3 ~ 1x10-4 1 1x10-5 ~ 1x10-6 

1,8 1 1 7 9  2,0 1 1,6 I 0,63 moins de 
0,l mgr. 

125 1 75 100 13 3,75 0 -- 

14,4 ~ 25,3 1 20,O j 21,3 
I 

17,3 1 - 

H 

- 
- 

0,06 7 

0,06 y 
0,06 y 
0,06 y 

- 

. . . .  

. . . .  

~~ 

Poids mgr. 

0,2 
091 

11,9 
0,09 

13,l 
16,l 
37,3 
0 
0 

5 
1,25 

225 
5 

250 
995 
250 

0 
0 

L’action de la biotine, facteur essentiel, est quantitative. Dans l’experience indiqube 
par le tableau 10 nous constatons que l’effet commence i s‘exprimer avec 1 x 10-6 y .  
La dose de 1 x est optimale dans les conditions de nos experiences. La courbe de la 
flavinogenhse a la m6me allure que celle du dbveloppement pondera1 des cultures. 

Tableau 10. 
Cultures de 9 jours, sur milieu glucose-glycocolle, 1 cm3 de peptone traitbe (filtrat) 

W i t t e  par fiole. Pour chaque mesure 6 cultures. 
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l’affirmation que l’action de la biotine est quantitative est bashe sur 
une experience de durke limithe. 

L’action de la peptone traitee est quantitative Bgalement, comme l’indique I’ex- 
perience suivante, faite swp un milieu glucose-glycocolle contenant 10 y d’aneurine, 1 mgr. 
d’inositol e t  0,06 y de biotine. 

Tableau 11. 11 
Poids mgr. moinsde 0,l 0,85 2,lO 9.53 13,20 22,28 19,95 
Flavine y ,  p. 25 om3 . 7,5 50 100 125 150 

De quelle maniere agit la peptone traitke, qui semble aussi in- 
dispensable que la biotine ? Elle peut agir : 1) en modifiant les carac- 
teristiques physico-chimiques du milieu, pH, etc. ce qui parait peu 
vraisemblable ; 2 )  en apportant d’autres vitamines non adsorbkes par 
la norite. Une experience d’ensemble faite avec la @-alanine, l’acide 
pan tot heni que, l’ader mine, l’acide nico tinique l’acide p -amhoben- 
zoique, la riboflavine, l’adhnosine, employks seuls ou en combinaisons 
diverses en remplacement de la peptone traitke, n’ont conduit 8, aucun 
rksultat positif. S’il s’stgit d’un facteur de croissance, celui-ci reste 8, 
identifier; 3)  elle peut agir comme antagoniste d’ions inhibiteurs, pr6- 
sents dam le milieu et apportes par l’eau distillee ou introduits comme 
impuretks par les constituants du milieu. Cette hypothese n’a pas B t B  
esaminke & fond; 4) par les catalyseurs minkraux qu’elle apporte et 
dont la prksence serait indispensable 8, I’action des vitamines; 5 )  elle 
peut enfin agir comme source d’azote en apportant une constellation 
particulibre tl’acides aminks intervennnt comme aliment ou comme 
microaliment. Nous avons dkj8, relevk le fait remarquable que la bacto- 
protone qui contient de la biotine (0,02 y i p . ) ,  mais trbs peu d’acides 
aminks libres est inactive. Le filtrat des direrses peptones traitkes 
donne encore une rkaction B la ninhydrine fortement positive. Les re- 
cherches, d4jh avmckes, faites au sujet du mode d’action des peptones 
traitees indiquent que ce sont les hypotheses 4 et 6 qui peuvent nous 
conduire au but. 

4. Intensit6 de la flavinogeniise. 
On ne peut manquer d’6tre frappe par la quantite extr6mement 

klevke de flavine formde, en un temps relativement court, par Eremo- 
thecium Ashbyii. La pratique des facteurs de croissance habitue le 
biologiste 8, travailler avec de tres petites quantitks de vitamines. 
Pour exprimer la haute activitC d’un facteur de croissance requis par 
une espece auxo-hkterotrophe, nous utilisons une manibre de (( coeffi- 
cient kconomique )) exprimant le rapport esistant entre la, quantite 
cle matihe vivante seche produite et la dose de facteur vitaminique 
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requis 8, cet effet. (Schopfer 1934, Xchopfer et Blurner 1938, Pries 1938). 
Les chiffres obtenus sont naturellement trbs &lev& et donnent une 
image frappante de l’intensitd d’action de ces catalyseurs biologiques. 
Ces rapports ont 6tB Btablis jusqu’h maintenant pour des espbces 
auxo-h&&otrophes : ils indiquent dans ce cas un rapport de nbces- 
sit@). 

Si la possibilitd existe d’analyser exactement la quantit6 de 
vitamine produite par un organisme auxo-autotrophe, il est possible 
d’ktablir Bgalement un rapport identique qui, dans ce cas, sera un 
rapport de biosynthbse. Les deus rapports devraient en principe 
concorder et, pour une m6me vitamine, requise dans un cas et  fabri- 
qu6e dans l’autre, exprimer des ordres de grandeur identiques. Cette 
conception est bashe sur le principe suivant: le besoin en facteurs 
vitaminiques exprim6 par une espbce auxo-hkt4rotrophe est d6termin6 
par une perte de pouvoir de synthbse. Le facteur requis doit 6tre ab- 
sorb& par l’organisme et  Btre intkgrk - au bon endroit - dans 
1’6difice de la matibre vivante. I1 doit y jouer esactement le m6me 
r61e que dans la mstibre vivante de I’espece auso-sutotrophe qui le 
synthktise. I1 ne peut exister aucune diffdrence quant au mode d’ac- 
tion entre le facteur requis et le facteur synthBtis6; I s  seule diff6- 
rence r&side dam 1% manikre dont le facteur est acquis par l’organisme 
qui en a besoin: r e p  de 17ext6rieur, ou fabrique h l’intbrieur. 

A la rdflexion, on peut se persuader qu’une dissemblance entre 
les deus rapports ne serait pas Ptonnante. En effet, pour les espbees 
auxo-h&t6rotrophes7 la dose de vitamine requise reprksente la quantit6 
minimale, juste suffisante, sans aucun excbs, pour obtenir dans des 
conditions donn6es un poids c16termin6 de matiere vivante. Pour 
les espbees auxo-autotrophes il s’agit au contraire de la quantit6 
totale de vitamine fabriquQe et recelPe non seulement par le thalle, 
mais diffus6e dsns le milieu au cours de sa biogenbse. Dsns ce dernier 
cas, on peut s’attendre a un escbs. Les donnQes qui suivent nous 
renseigneront h ce sujet (voir ici le tableau 13, p. 1030). 

1) Schopfer 1934“). - 2) Schopfer et Blunzer 193S3). - 3) Scliopfer 1938”). - 4) Pries 
193S5). E n  considerant que la biotine agit quantitativement, a p r h  une duree d’experience 
limitbe (1.5 jours), en presence de 10 mgr. d’inosite. - 5 )  E n  presence de 10 mgr. d’inosite 
e t  de 1 y d’aneurine. Xemntospora gossypiz = d s h b y a  gossypii. - 6) Sehopfer 19436). 
Temperature 1S0, poids de thalle maximum, biotine totale (thalle e t  milieu); sous la de- 
nomination de biotine est comprise la biotinefun facteur diffirent, qui ne prend qu’une 
part faible ti I’action auxoghne et  dont la nature n’est pas connue. - 6a) E n  ne tenant 

l) W .  H .  Schopfer, Erg. Biol. 16, 1-172 (1939); W. H .  Schopjer, Plants and Vita- 

2, W.  H .  Schopjer, Arch. Mikrobiol. 5, 513 (1934). 
3, Ty. H .  Schopjer und S. Blumer, Arch. Mikrobiol. 9, 305 (1935). 
4, W.  H. Schopfer, Protoplasma 31, 105 (1938). 
5 ,  Y. Fries, loc. cit. 
6, W.  H.  Sehopfer, Z. Vitaminforschung 14, 42 (1943). 

mins, Chronica botanica, Waltham, 300 pp., 1943. 
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compte que de la biotine prksente dans le thalle. - 6b) Avant l’obtention du poids maxi- 
mum, biotine totale (thalle+ milieu). - 6c) En ne tenant compte que de la biotine prksentr 
dans le thalle. - 7) E n  pr6sence de peptone de soie. - 7a) En prdsence de protkose- 
peptone; riboflavine totale. 

Le coefficient pour les espiices auuo-autotrophes n’a qu’une valeur tres relative, par 
le fait que l’intensitk de la biosynthbe depend dans une large mesure des conditions cul- 
turales. 

Tableau 12. 

6. Phyconiyees blakesleeanus . 95 mgr. 0,28786 
6a. id. . . . . .  95 mgr. 0,065 
6b. id. . . . . .  74 mgr. 0,190 
6c. id. 74 mgr. 0,029 . . . . .  

Espece 

330 022 
1 461 538 

389 474 
2 551 724 

Coefficient Poids Vitamine 
culture mgr. requise */ 

Espices auxo-hdtdrotrophes. Aneurine 
1. Phycomyees bEakeskeant6s . 0,5 200 OOO 

. . . . .  2 500000 
. . . .  1OOOOOO 

2. Ustilago violaeea 
3. Dematium nigrum 

Biotine 
4. Yematospora gossypii . . .  9,s 0,01 980 000 
4a. Sematospora go~sgpii  . . .  0,01 1 100000 
5. Eremothecium Ashbyii . . .  2 o00000 - 

EspBce Poids Vitamine 
culture mgr. synthktiske y 

Si nous comparons les coefficients pour la biotine, chez les espkces 
auxo-autotrophes et auxo-hetkrotrophes, nous constatons que les 
chiffres sont du m6me ordre de grandeur, a la condition de ne tenir 
compte que de la biotine synthktiske et retenue dans le thalle de Phyco- 
myces, et en negligeant celle diffusee dans le milieu. Nous avons dit 
plus haut les raisons pour lesquelles la comparaison des deus coeffi- 
cients ne devait, Btre faite qu’avec prudence, et dans des conditions 
bien dkterminees. Le but de ce tableau comparatif est avant tout 
de mettre en valeur la position exceptionnelle d’Eremothecizim 
Ashbyii au  sujet de la biosynthese de la riboflavine. Le tableau 1 2  
nous indique pour les diverses peptones les coefficients. obtenus. 
Nous constatons qu’ils ne depassent pas 42,3 et qu’ils peuvent &re 
inferieurs a 1: dans ce cas le microorganisme synthhtise un poids de 
vitamine dbpassant celui de la matihe vivante siege de la biosyn- 
thkse. A premiere m e ,  ce phhomkne apparalt comme une veritable 



1031 - - 

monstruosit4 physiologique. Pour parvenir B, la justifier, il faut 
admettre que la substance ne fonctionne plus comme vitamine, mais 
comme substance de rkserve, ou comme produit d’6limination. 

Remarquons encore que la flavine se produit chez Eromethecium 
dans des conditions particulikres, non pas en anakrobiose comme 
c’est le cas pour la majoritd des bacteries ktudikes, mais en akro- 
biose, partielle tout au  moins. Ce fait qui a dkja kt6  mis en Bvidence 
par Mlle Raffy l), confkre la flavinogenkse d’Eremothecium un intkr6t 
particulier. I1 sera ktudi6 dans un autre mdmoire, le present travail 
n’ayant pour but que d’ktablir la constellation de facteurs vitamini- 
ques n6cessaires au dheloppement du champignon. 

Conclusions. 
I. Eremothecizhm Ashbyii peut 6tre cultivk sur divers milieus 

naturcls contenant des extraits vegPtaux ou animaux. Les milieux 
h base de peptone sont mod6rkment actifs en ce qui concerne le 
dheloppement, mais trks favorables B la production de flavine. 

3. Une peptone traitke par la norite est inactii-e. L’aneurine, 
la biotine et le mkso-inositol employes seuls sont sans action, mais 
ajout6s au filtrat de peptone traitke, dkterminent la croissance du 
microorganisme. Le filtrat de peptone agit quantitativement. I1 en 
est de meme pour la biotine, au cows d‘une expkrience de durke 
limitke. L’activitk des peptones, variable selon la nature et  l’origine 
de ces dernikres, peut donc s’expliquer en partie par leur teneur en 
biotine e t  en aneurine, et par leur teneur en substances non encore 
ddterminkes, se retrouvant dans le filtrat et manifestant un syner- 
gisme d’action avec les vitamines requises. I1 est peu probable qu’en 
prksence de peptone, le champignon devienne auuo-autotrophe. 

3 .  L’suso-hktkrotrophie d’Eremothecium Ashbyii est analogue 
h, celle d’Ashbyn. gossypi i :  la biotine est un facteur de croissance 
essentiel, sans lequel aucun d4veIoppement ne se procluit, et  suffisant 
seul h assurer la croissance. L’aneurine et le meso-inositol sont rles 
facteurs de croissance complPmentaires, amplifiant l’action de la 
biotine. L’hPtkrotrophie d’Eremotheciicm est cependant plus marquee 
que celle d’Ashbya par le fait que les substances clu filtrat de peptone 
sont nkcessaires. 

4. Le champignon est le siege d’une flavinogenkse intense qui 
se marque sur divers milieus naturels, mais particulikrement en pre- 
sence de peptones. 11 n’y a pas de correlation absolue entre la flsvino- 
genkse, la production de matihre sbche et la teneur des peptones en 
biotine. I1 existe des conditions spkcifiques de la flavinogenkse. 

5. Le fait que la constellatibn de facteurs de croissance pour 
Eremothecium Ashbyii est analogue a celle d’dsltb ya goss y p i i ,  mais 

l) Mlle A.  Raify, C. r. 209, 900 (1939). 
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plus complexe est une nouvelle preuve h l’appui du principe de l’in- 
d6pendance systbmetique et  de la polytopie de l’auxo-hbtdrotrophie. 
La complexit6 des pertes de pouvoir de synthbse est indbpendante 
de la position systdmatique des organismes: dans un m6me genre, 
des esphces trks voisines peuvent exprimer des besoins diffbrents. 

Nous exprimons notre reconnaissance aux Etablissements F. Hoffmann- La Roche, 
et particulihrement au Dr. 21. Guggenheirn pour les vitamines qu’il nous a fait aimablement 
parvenir. Xous remercions Mlle &I. Guilloud, laborantine, pour sa collaboration. Nous 
sommes redevable de la lampe Hanau utiliske pour ces recherches B la Fondation p o w  
l’encowagement aux recherches scientifiques de I‘ Universite‘ de  Berne. 

Institut et jardin botaniques de l’Universit6 de Berne. 

11 9. Uber eine Eiehsubstanz fur spektrographisehe 
Absorptionsmessungen l) 

von H. v. Halban und K. Wieland. 
(20. v. 44.) 

Es sind in Zeitschriften und Monographien versehiedene Methoden 
und Anordnungen zur spektrographischen Ermittlung der Licht - 
absorption beschrieben worden. Letztere konnen zum Teil fertig be- 
zogen werden. Tatsachlich hat sich in den dreissig Jahren, seit 
V.  Henri2) die erste praktisch brauchbare Xethode der Absorptions- 
spektrographie beschrieben hat, die Anwendung der Absorptions- 
spektrographie unter den Chemikern ausserordentlich verbreitet, und 
heute verfugt wohl die Xehrzahl der chemischen Institute iiber einen 
Spektrogrsphen. Es gibt aber unter den physikalischen Konstanten, 
die bei chemischen Untersuchungen bestimmt werden, kaum eine, bei 
deren Ermittlung gelegentlich mit so ungeniigender Kritik vorge- 
gangen wird und bei der die Genauigkeit und Richtigkeit3) der Er- 
gebnisse von den betreffenden Autoren so falsch eingeschgtzt wird, 
wie dies bei der Bestimmung der Lichtabsorption der Fell ist. Es ist 
vorgekommen, dass ein Autor als Fehlergrenze seiner spektrogra- 
phisch ermittelten Werte des molaren Estinktionskoeffizienten 5 % 
angab, wahrend die Fehler tatsachlieh urn mehr als zwei Zehner- 
potenzen grosser waren. 

l) Eine kurze vorlaufige Veroffentlichung dariiher findet sich in Helv. phys. acta 15, 

%) Ti. Henri, Phys. Z. 14, 516 (1913). 
3) Gerade die Unterscheidung zwischen den Begriffen Genauigkeit und Richtigkeit 

xpielt auf diesem Gebiet eine besondere Roue und wird haufig ausser acht gelassen. Es sei 
darauf hingewiesen, dnss man mit der photoelektrischen Zweizellen-Bpparatur auf Bruch- 
teile von Promillen g e n a u  messen kann, dass aber die R i c h t i g k e i t  der absoluten Werte 
der so erhaltenen Extinktionskoeffizienten je nach der Lichtquelle urn mehrere Prozente 
unsicher sein kann. Vgl. G. Kortzirn und H .  u. Halban, Z. physikal. Ch. [A] 170,212 (1934). 

525 (1942). 


