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In einer früheren Arbeit1 haben wir gezeigt, dass die Milchsäurebakterien wenig­

stens zweier Wuchsstoffe bedürfen: des Laktoflavins und einer biosähnlichen Sub­
stanz, die, wie wir später zeigen werden, aus anderen Bestandteilen zusammen­
gesetzt ist als das Bios der Hefe.

In Anknüpfung an diese Arbeit zeigten wir, dass verschiedene in der Bak­
teriologie verwendete Peptone Laktoflavin in grösserer Menge, Bios dagegen nur in 
geringerer Menge enthalten. Wir haben ferner gezeigt, dass das in den Peptonen vor­
handene Laktoflavin von den für die Peptonisierung verwendeten Enzympräparaten 
herrührt. Bei der Weiterführung dieser Arbeit lag es nahe zu untersuchen, ob die 
das Wachstum der Milchsäurebakterien aktivierende Wirkung, welche viele Extrakte 
von Pflanzen und tierischem Gewebe aufweisen, hauptsächlich vom Laktoflavin oder 
vom Bios herrührt. Für diese Untersuchungen verwendeten wir bevorzugt Milch, 
der mittels aktiver Kohle die Wuchsstoffe der Milchsäurebakterien entzogen waren. 
Dieses Substrat reagiert prompt auf jeden Aktivator, da es alle nötigen Nährstoffe 
enthält. Wenn solche Milch durch Zusatz eines Extraktes gegenüber Milchsäurebak­
terien reaktiviert wird, enthält dieser Extrakt sowohl Laktoflavin als Bios; wenn 
diese Milch dagegen nur durch Zusatz von Laktoflavin oder Bios reaktiviert wird, 
enthält der Extrakt nur Bios beziehungsweise Laktoflavin. Folgende Extrakte wurden 
in dieser Weise geprüft:

1. Asparaginmutterlauge als Best eines Extrakts von Lupinkeimen (Lupinas 
albus). Der Extrakt war von den Difco-Laboratorien (Detroit) zwecks Her­
stellung von Asparagin bereitet worden. Er ergab ein Asparagin, das günstig auf 
das Wachstum verschiedener Bakterien einwirkte. Da durch weitere Reinigung 
des Asparagins die aktivierende Wirkung verloren ging, muss sie wohl auf die 
in der Mutterlauge zurückgebliebenen Verunreinigungen zurückzuführen sein. Als 
Kontrolle haben wir äusser reinem Asparagin auch noch eine Mischung von 
Asparagin und Cystein geprüft, weil die Mutterlauge auch letztere für das Wachs­
tum sehr wichtige Aminosäure enthielt. Endlich haben wir noch Cystein für 
sich allein geprüft. Der N-Gehalt der Mutterlauge war 7,82 °/0.

1 The Vitamin and Nitrogen Requirements of the Lactic Acid Bacteria. D. Kgl. Danske Vidensk. 
Selskab, Skrifter, naturv. og math. Afd. 9. VI. 5, 1936.

Der Vitaminbedarf der Milchsäurebakterien. Zentralblatt für Bakteriologie. II. Abt. 1936, Bd. 94, 
S. 434—477.
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2. Kartoffelextrakt nach Schnell, Tatum und Peterson (Journal of Bacterio­
logy 1937, Bd. 33, S. 207). Die gewaschenen Kartoffeln wurden in der Fleisch­
hackmaschine zerkleinert und mit Hilfe einer Buch nerpresse ausgepresst. 
Der Pressaft wurde nach der Sterilisation durch Filtration von koaguliertem 
Eiweiss befreit und auf einen N-Gehalt von 1,42 °/0 eingeengt.

3. Maisextrakt nach Fromageot und Piret (Archiv für Mikrobiologie, 1936, 
Bd. 7, S. 551). Der zerquetschte Mais wurde mit der zwanzigfachen Menge Wasser 
eine Stunde bei 120° C autoklaviert, und der Extrakt nach fünftägigem Stehen 
im Kühlschrank abzentrifugiert. Durch Fällung mit Alkohol wurde der Extrakt 
von Stärke befreit. Nach dem Abdestillieren des Alkohols und weiterem Stehen 
im Kühlschrank wurde das Filtrat nochmals filtriert und auf 0,15 °/0 N eingeengt. 
Obwohl nur gezeigt worden ist, dass der so gewonnene Maisextrakt die für gewisse 
Propionsäurebakterien nötigen Wuchsstoffe enthält, war es naheliegend zu prü­
fen, ob er nicht auch auf das Wachstum der Milchsäurebakterien günstig einwirkt.

4. Malzkeimextrakt, ein altbekannter, noch immer verwendeter Hefeaktivator, 
wurde zuerst von Bertrand und Duchacek (Biochemische Zeitschrift, 1909, 
Bd. 20, S. 100) zur Förderung des Wachstums von Thermobacterium Jugurt ver­
wendet. Wir stellten ihn aus gemahlenen Malzkeimen dar, die zuerst kalt extra­
hiert und dann nach dem Aufkocheri abfiltriert wurden. Der Extrakt wurde auf 
1,1 °/o N eingeengt.

5. Tomatenpüree. Mickle und Breed (1925) und später C. S. Pederson (1929) 
haben gezeigt, dass Tomatenpüree leicht von verschiedenen Milchsäurebakterien 
angegriffen wird (Technical Bulletin 110 und 150, N.Y. State Agricul. Experiment. 
Station, Geneva); daraus konnte man schliessen, dass dieses Substrat ein guter 
Nährboden für die Milchsäurebakterien ist. Wir haben italienisches Tomaten­
püree (Fratelli Polli) mit 0,57 °/0 N verwendet.

6. Luzerneextrakt. Sadler, Eagles, Bowen und Wood (Canadien Journal of 
Research 1936, S. 139) haben gezeigt, dass Luzerneextrakt ein guter Aktivator 
für Milchsäurebakterien und ganz besonders für Betakokken ist. Wir stellten den 
Extrakt aus Luzernemehl’in ähnlicher Weise wie den Malzkeimextrakt dar und 
engten ihn auf 0,7 °/0 N ein.

7. Hefeextrakt ist wie Malzkeimextrakt ein in der Gärungsindustrie altbewährter 
Aktivator sowohl für Hefe wie für Thermobacterium cereale. Für unseren Zweck 
haben wir Presshefe verwendet, die drei Stunden mit der fünffachen Menge 
Wasser auf dem Wasserbad extrahiert wurde. Nach kurzdauernder Erhitzung 
auf 115° C wurde die Hefe abzentrifugiert und der Extrakt auf 0,4 °/0 N ein­
geengt.

8. Kuhkotextrakt. Die stark aktivierende Wirkung von Kuhkotextrakt auf die 
Milchsäurebakterien ist von Orla-Jensen und Johanne Jacobsen zuerst nach­
gewiesen worden (Zentralblatt f. Bakteriologie, 1930, II. Abt., Bd. 80, S. 321). 
Kuhkot wurde mit so viel Wasser verrührt, dass sich die festen Bestandteile abfil­
trieren liessen; das Filtrat wurde auf 0,08 °/0 N eingeengt.
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9. Pankreatin. In unserer oben zitierten Arbeit haben wir gezeigt, dass Pankreatin 
nicht nur wie andere Präparate proteolytischer Enzyme reich an Laktoflavin 
ist, sondern ausserdem auch etwas Bios enthält. Das von uns benutzte Präparat 
enthielt 10 °/0 N.

10. Fleischextrakt. Fleischbrühe und Peptonlösungen mit Fleischextrakt gehören 
bekanntlich zu den in der Bakteriologie am häufigsten verwendeten Nährböden. 
Wir haben Liebigs Fleischextrakt mit 9,70 °/0 N für unsere Untersuchungen ver­
wendet.

11. Leberextrakt. Auch Leber und Leberextrakt werden häufig in der Bakterio­
logie und besonders zur Züchtung von anaeroben Bakterien angewandt. Zur 
Herstellung des Extraktes benutzten wir fein verriebene Ochsenleber, die in der 
Kälte mit der halben Gewichtsmenge Wasser extrahiert wurde. Der Extrakt 
wurde nach dem Aufkochen abgepresst und bis auf 4 °/0 N eingeengt.

Es fehlt uns leider ein Mass um die aktivierende Wirkung dieser Extrakte ver­
gleichen zu können. Da die pflanzlichen Extrakte und auch Leberextrakt reich an 
unwirksamen Kohlehydraten sind, können wir nicht überall von denselben Mengen 
Trockensubstanz ausgehen. Da wasserlösliche Aktivatoren meistens N-haltig sind, 
haben wir der Milch mit den Extrakten stets dieselbe Menge N zugesetzt, nämlich 
0,02 °/0, die mit Wasser zu 5 cm3 aufgefüllt war. Da diese Zusätze somit 0,4 °/0 N 
enthielten, wurde der StickstofTgehalt der Milch, der durchschnittlich 0,5 °/0 betrug, 
durch 5 °/0 der Zusätze nicht merkbar vermindert. Um nicht mehr als 5 °/0 Zusatz 
zu verwenden, mussten wir im Falle der beiden sehr stickstoffarinen Extrakte von 
Mais und Kuhkot weniger nehmen als 0,02 °/0 N entspricht. Dieser Fehler kann aber 
kaum erheblich sein, weil wir mit so reichlichen Aktivatormengen arbeiten, dass 
etwas mehr oder weniger nicht zu spüren ist.

Ob unsere Extrakte auch thermolabile Aktivatoren enthielten, wurde nicht 
geprüft, da sie sowohl vor wie nach der Mischung mit der Milch sterilisiert wurden. 
Um ihre Wirkung so vollständig wie möglich zu untersuchen, wurden sie gegenüber 
mehreren Arten von Milchsäurebakterien mit äusserst verschiedenen Eigenschaften 
geprüft. Mit der verwendeten Versuchsanordnung können wir sie jedoch nur gegen­
über solchen Milchsäurebakterien prüfen, die gut in Milch gedeihen.

Die Zahlen der folgenden Tabellen geben an wie viele Promilles Milchsäure 
die geprüften Bakterien bei ihrer Optimaltemperatur gebildet haben. Sie sind aus 
dem Durchschnittswert von 3—5 gleichzeitig geimpften Röhren berechnet. Der Zeit­
punkt für die Titration ist von grosser Bedeutung: wir haben gefunden, dass ein 
vollständiger Parallelismus zwischen Bakterienzellen und Säuremenge nur nach 
beendeter Inkubationszeit, und bevor die Bakterien durch die Säurebildung abge- 
schwächt werden, vorliegt. Wenn man zu früh titriert, wird man bisweilen finden, 
dass die aktivierenden Stoffe das Wachstum und die Säurebildung eher gehemmt 
haben, was (wenigstens bei unreinen Aktivatoren wie Extrakten) dadurch zu erklären 
ist, dass diese Stoffe auch hemmende Substanzen enthalten, deren Wirkung erst
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Tabelle

Bakterien Marktmilch Nr. 1 Ohne 
Extrakt

Cyslein (h stein +
Asparagin Asparagin . Asparagin*

1 mutterlauge

Kohlebehandelt Ohne Zusatz 0.8 0.5 0.5 0.2 5.2
H U U W J 

■g = 2 ■= o » » Mit Laktoflavin 0.7 0.7 0.9 0.2 5.0
? e ~ » » Mit Bios 5.6 7.0 9.5 8.0 11.8
u, £ c/: —.z u o » » Mit Laktollavin + Bios 3.2 12.6 15.8 3.5 12.8

Nicht kohlebehandelt Ohne Zusatz 12.2 14.9 17.6 16.7 18.5
■ .2 X - Kohlebehandelt Ohne Zusatz 0.2. 0.1 0.2 0.1 1.5
« g"z S s ° » » Mit Laktoflavin 0.4 0.5 0.5 0.1 1.6
O -

S g S 5 » » Mit Bios 0.9 1.1 2.4 1.4 2.8*- s ’-■ c/5 .„ ~ . ajr- i. °® '*■ » » Mit Laktollavin+Bios 1.5 6.5 11.7 1.1 3.5
c— Z. Nicht kohlebehandelt Ohne Zusatz 11.5 12.6 15.1 12.6 18.5
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g’~ « I £ 
t B C o •c •:- « ¿

» » Mit Bios 2.5 6.5 2.7 3.0 14.0
» » Mit Laktoflavin + Bios 15.2 17.3 20.0 12.8 13.5

!» fe ’+ Nicht kohlebehandelt Ohne Zusatz 23.6 21.6 24.0 23.9 23.4
. -C¿ 4. « c . Kohlebehandelt Ohne Zusatz 0.7 0.5 0.9 0.5 5.9

S s 2 u
~ ± o » » Mit Laktoflavin 0.9 0.7 0.9 0.6 5.9
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S <o Ç> j
® C CO T5

-ç w a J- o
» » Mit Laktoflavin 1.1 2.0 1.8 1.1 1.4

o z o
E 5 & » » Mit Bios 2.2 4.5 6.3 2.7 6.1

¿ -S , • o » » Mit Laktoflavin+Bios 6.2 6.3 8.6 7.2 7.4
4“ Z 1=5 Nicht kohlebehandelt Ohne Zusatz 7.4 58 8.1 8.1 14.9
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Mit Extrakt oder Lösung von

Kartoffeln Mais Malzkeimen Tomaten­
püree Luzerne liefe Kuhkot Pankreatin Fleisch­

extrakt Leber

10.7 4.7 11.7 12.8 16.7 5.4 7.8 11.9 8.8 12.6
10.5 4.4 12.2 13.5 16.4 6.0 11.6 13.7 9.7 13.7
16.3 8.3 19.1 15.3 20.0 14.0 14.6 13.3 14.4 17.7
16.5 11.5 18.5 163 20.0 14.6 15.8 15.1 15.1 17.8
19.4 17.7 18.7 18.5 19.8 15.3 18.5 16.7 18.7 18.7

1.8 1.6 2.5 9.2 9.9 .0.7 4.0 12.2 2.2 5.2
1.9 2.1 2.5 11.5 9.7 0.7 5.6 12.4 2.1 5.4
6.9 1.4 13.1 13.3 15.0 3.2 7.7 15.0 5.9 12.2
7.4 3.5 13.5 14.2 15.4 5.4 12.6 15.0 7.2 13.1

14.4 13.2 15.8 16.9 17.3 12.8 15.5 15.5 14.9 16.2
4.1 1.7 11.0 9.7 7.2 0.2 2.7 10.4 2.3 11.9
4.5 8.1 11.9 11.3 12.2 2.7 6.5 9.2 4.3 11.9
6.1 2.3 14.4 9.7 9.2 4.3 9.7 14.4 8.6 14.3
8.6 8.0 18.2 14.9 14.9 6.5 13.3 14.9 13.2 14.9

18.2 19.6 20.2 21.9 19.1 20.0 20.7 20.9 20.5 22.1
9.8 3.6 14.0 14.6 17.3 2.5 3.6 16.2 5.9 16.7
9.5 10.5 14.9 16.0 17.4 3.4 12.4 16.2 10.1 16.7

15.9 6.0 20.5 15.5 17.7 11.0 14.2 20.2 17.3 23.6
14.2 14.9 21.2 16.7 17.7 20.3 14.2 18.9 20.0 23.9
24.2 23.4 24.8 23.0 25.2 24.1 22.7 24.4 24.1 25.0

9.2 3.6 11.0 9.5 15.3 1.1 5.3 9.2 10.6 7.2
9.0 4.7 14.2 10.6 14.9 1.4 13.1 9.6 10.1 6.8

13.5 7.2 14.6 11.0 16.8 11.7 13.3 12.4 15.3 12.2
14.9 11.9 16.2 12.6 16.8 11.7 16.2 14.2 15.1 12.6
17.8 16.2 16.2 15.8 18.5 16.0 17.8 13.5 13.5 17.8

1.6 2.7 6.3 11.5 12.4 11.0 5.4 11.3 9.5 9.5
0.9 3.6 6.8 12.2 12.4 10.8 10.4 12.9 10.6 8.8
2.3 2.3 7.4 13.1 12.6 12.8 10.4 12.8 14.4 11.0
3.2 3.7 8.3 14.0 12.6 12.8 12.6 13.3 14.4 10.6

12.4 7.9 14.0 15.0 16.0 11.3 10.6 11.7 11.0 11.9
9.7 4.7 9.7 9.9 10.9 8.1 2.5 10.6 6.5 9.7
9.9 4.7 11.0 9.9 10.9 8.8 7.8 10.6 6.3 9.5

10.8 5.2 11.5 9.8 12.2 9.7 9.2 12.2 7.2 10.6
11.5 5.6 11.5 10.1 12.3 9.7 12.8 11.9 6.1 10.6
9.0 1.8 9.9 7.0 11.9 5.2 2.6 6.8 2.0 6.3
6.1 4.5 7.0 7.7 9.0 7.9 2.6 5.2 5.2 7.4
6.1 5.9 6.8 7.7 9.0 7.2 5.4 5.3 5.0 7.0
6.3 5.6 9.0 7.7 9.2 8.1 8.1 7.4 8.6 6.3
6.5 7.0 8.3 7.9 9.0 7.4 8.0 7.3 8.8 6.3
9.0 8.3 9.2 8.3 10.4 9.9 8.3 8.3 9.9 9.9
6.3 3.2 6.1 6.5 6.5 5.2 3.2 5.2 4.5 5.4
6.5 5.2 5.9 6.8 6.8 6.3 4.3 5.9 6.1 5.4
7.4 4.3 6.5 7.0 7.2 6.5 4.5 7.2 5.4 6.3

* 7.7 6.2 6.8 7.4 7.4 7.4 6.1 7.2 6.8 6.3
8.3 6.8 7.0 7.9 7.7 7.7 7.0 7.2 7.4 7.2
5.2 1.9 5.9 5.6 5.4 3.4 1.6 3.7 1.8 4.3
5.6 2.7 6.1 6.1 5.6 3.4 4.5 4.1 2.5 4.3
7.7 3.8 5.9 7.4 6.8 4.5 6.1 4.3 4.3 5.2
7.7 4.5 6.5 7.9 6.5 5.2 6.5 5.2 4.7 5.2
7.9 7.0 7.7 8.1 8.8 8.0 6.8 6.2 6.5 5.9

D. Kgl. Danske Vidensk. Selskab, Biol. Skrifter I, 2. 2
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aufgehoben wird, wenn die Bakterien ihre volle Tätigkeit entfalten. Leider kommt 
es vor, dass der Kampf zwischen hemmenden und aktivierenden Stoffen zu Gunsten 
der ersteren ausfällt. Dieser Vorgang wird auch dadurch beeinflusst, dass die ver­
wendete Milch, wie wir später näher besprechen werden, stets selber (thermostabile) 
hemmende Stoffe in wechselnden Mengen enthält. Einige dieser Stoffe gehen in unser 
Milchbios über, und, wie wir später sehen werden, wirkt eine zu grosse Menge Bios 
auf das Wachstum der Milchsäurebakterien ungünstig ein.

Einige charakteristische Beispiele für das soeben besprochene eigentümliche 
Verhalten sind aus Tabelle I zu ersehen. Wie die verwendeten Zusätze in allen 
Versuchen aus denselben Portionen herrühren, so ist auch die verwendete Milch 
überall die gleiche, weil die kohlebehandelte Milch aus der nicht-kohlebehan- 
delten Milch bereitet ist. Ohne Zusatz von Extrakten zeigen die beiden Stämme von 
Tbm. lactis kein stärkeres Wachstum mit Bios + Laktoflavin als mit Bios allein. 
Ein weiterer Zusatz von Asparagin löst noch nicht die normale Aktivierung aus; 
dies geschieht erst durch Zusatz von Gystein und noch kräftiger von Cystein + Aspa­
ragin, da diese Aminosäuren den Thermobakterien gegenüber eine aktivierende 
Wirkung besitzen, welche sich zu derjenigen des Laktoflavins addiert.

Was nun die Wirkung der verschiedenen Extrakte betrifft, so führen sie alle 
zu erhöhter Säurebildung, selbst ohne Zusatz von Laktoflavin und Bios; sie müssen 
folglich diese beiden Aktivatoren enthalten. In einigen Fällen, besonders gegenüber 
dem sehr wählerischen Tbm. lactis 10, ist die Aktivierung jedoch äusserst gering. 
Die stärkste aktivierende Wirkung zeigen in den meisten Fällen Luzerneextrakt, 
Tomatenpüree, Malzkeimextrakt, Leberextrakt und Pankreatin.

Wenn man entscheiden will, ob die Extrakte in erster Linie durch ihren Gehalt 
an Milchbios oder an Laktoflavin wirken, ist zu untersuchen, ob die Säurebildung 
durch Zusatz eines oder des anderen dieser Aktivatoren besonders erhöht wird. Da 
ein Zusatz von Bios zu sämtlichen Extrakten die Aktivierung erhöht, ist anzunehmen, 
dass keiner von ihnen besonders reich an Bios ist. Meistens enthalten sie dagegen 
so viel Laktoflavin, dass ein weiterer Zusatz dieses Vitamins die Aktivierung nicht 
mehr erhöht; dies gilt sowohl mit wie ohne Bioszusatz. Tbm. helveticum nimmt jedoch 
eine Sonderstellung ein, da nur der besonders laktoflavinreiche Leberextrakt und 
das Pankreatin imstande sind, das grosse Laktoflavinbedürfnis dieses Bakteriums zu 
befriedigen. Den besten Überblick über den Wert der einzelnen Extrakte sowohl 
als Biosquelle wie als Laktoflavinquelle gewinnt man, wenn man sie nach den Zahlen 
1—11 klassifiziert in der Weise, dass 1 die höchste und 11 die geringste Wirkung 
angibt1. Diese Klassifizierung wurde in Tabelle II vorgenommen.

Aus Tabelle II geht hervor, dass den geprüften Bakterien gegenüber Luzerne­
extrakt als Biosquelle an erster Stelle steht, Tomatenpüree ist Nr. 2 und Malzkeim­
extrakt Nr. 3. Jedoch wirken Pankreatin gegenüber den stäbchenförmigen Milchsäure­
bakterien, und Kartoffelextrakt gegenüber Sc. lactis und Sc. cremoris kräftiger oder

1 Wenn sich mehrere Extrakte in einer Beziehung gleich verhalten und somit mit derselben 
Nummer bezeichnet werden müssen, kommen wir selbstverständlich nicht bis auf Nr. 11.
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Tabelle II.

Bakterien

Extrakt von

A
sp

ar
ag

in
- 

m
ut

te
rla

ug
e

K
ar

to
ffe

ln

’S

M
al

zk
ei

m
en

To
m

at
en

­
pü
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e

Lu
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rn
e

H
ef

e

K
uh
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at

in
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h

Le
be

r

Nach Biosgehalt geordnet

Thermobacterium lactis Nr. 9....................... 10 7 11 5 4 1 9 6 3 8 2
— Nr. 10..................... 10 9 8 6 2 3 11 4 1 7 5

helveticum.................... 8 9 6 3 4 1 H 7 5 10 2
jugurt........................... 10 9 7 5 4 1 11 6 3 8 2
bulgaricum.................... 9 7 10 2 4 1 11 3 6 5 8

Relativer Wert für die Thermobakterien. 9 7 8 4 2 1 10 5 2 6 3

Streptobacterium casei Nr. 11....................... 10 11 9 8 3 2 4 6 1 5 7
plantarum Nr. 24........... 6 5 11 1 4 2 8 9 3 10 7

Relativer Wert für die Streptobakterien . . 7 7 8 3 2 1 4 6 1 6 5
Streptococcus thermophilus Nr. 7............... 8 6 7 5 2 1 3 9 10 11 4

— lactis Nr. 22............................. 5 3 10 8 2 1 4 11 7 6 9
cremoris Nr. 18....................... 5 4 10 2 1 3 9 6 8 11 7

Relativer Wert für die Streptokokken ... 5 2 9 3 1 1 4 8 7 9 6

Nach Laktoflavingehalt geordnet

Thermobacterium lactis Nr. 9. 10 4 11 2 5 1 9 6 8 7 3
— — Nr. 10............... 10 7 11 4 3 1 9 6 2 8 5

helveticum....... 8 9 11 1 5 6 10 4 2 7 3
jugurt........................... 9 6 11 2 7 4 10 8 3 5 1
bulgaricum........ 7 4 11 3 10 1 9 5 (i 2 8

Relativer Wert für die Thermobakterien. 8 7 10 1 5 2 9 6 4 6 3
Streptobacterium casei Nr. 11....................... 9 10 11 8 2 5 4 7 3 1 6

plantarum Nr. 24........... 1 5 11 4 7 2 8 9 3 10 6
Relativer Wert für die Streptobakterien . 4 6 7 6 3 2 6 7 1 5 6
Streptococcus thermophilus Nr. 7............... 8 9 11 2 6 1 4 5 7 3 10

lactis Nr. 22............................ 3 1 11 6 5 2 7 10 4 9 8
— cremoris Nr. 18....................... 6 1 11 5 2 3 8 4 9 10 7

Relativer Wert für die Streptokokken.... 4 2 9 3 3 1 5 5 6 7 8

mindestens ebenso kräftig wie Malzkeimextrakt. Leberextrakt kommt auch in aller­
erster Linie gegenüber den Thermobakterien mit Ausnahme von Tbm. bulgaricum.

Die schlechteste Biosquelle den Thermobakterien gegenüber ist merkwürdiger­
weise Hefewasser; dies beweist, dass das, was wir Milchbios genannt haben, aus 

2
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anderen Bestandteilen als Hefebios bestehen muss. Sonst ist Maisextrakt die schlechte­
ste Biosquelle; jedoch ist in vielen Fällen Fleischextrakt ebenso schlecht.

Betrachten wir nun dieselben Extrakte als Laktoflavinquellen, so ist die Reihen­
folge eine etwas andere. Luzerneextrakt steht auch hier meist an erster Stelle. Toma­
tenpüree kann dagegen kaum den zweiten Platz behaupten, weil es dem Tbm. bul- 
garicum, dem Tbm. jugurt, dem Sbm. plantarum und auch einigen der Streptokokken 
nicht gefällt. Malzkeimextrakt bleibt als Nr. 3. Er gefällt jedoch dem Sbm. casei 
ebenso wenig als Laktoflavinquelle wie als Biosquelle. Kartoffelextrakt ist für 
Sc. lactis und Sc. cremoris eine noch bessere Laktoflavin- als Biosquelle. Leberextrakt 
verhält sich den einzelnen Bakterien gegenüber ganz gleich als Laktoflavin- wie als 
Biosquelle. Maisextrakt ist als Laktoflavinquelle so schlecht, dass man daraus schlies­
sen kann, dass er nur eine Spur dieses Vitamins enthält. Das Interessanteste an 
diesen Untersuchungen ist, dass sich so zu sagen jede Bakterienart den Aktivatoren 
gegenüber verschieden verhält. Das beste Beispiel bilden zwei so verwandte Arten 
wie Sbm. casei und Sbm. plantarum, denen gegenüber sich Asparaginmutterlauge und 
Fleischextrakt umgekehrt verhalten: in einem Fall sind sie eine sehr schlechte und 
im anderen Fall die allerbeste Laktoflavinquelle.

Die Erklärung für diese merkwürdige Erscheinung kann nur die sein, dass 
die Extrakte äusser Bios und Laktoflavin noch Hemmstoffe oder andere für die ein­
zelnen Bakterienarten ganz spezifische Aktivatoren enthalten, welche die Wirkung 
der untersuchten Aktivatoren hemmen oder fördern können. Es ist somit ganz natür­
lich, dass in einem Pilanzenextrakt wie Asparaginmutterlauge Stoffe vorhanden sind, 
die das Wachstum eines Pflanzenbewohners wie Sbm. plantarum begünstigen, und 
es ist ebenso natürlich, dass im Fleischextrakt Stoffe Vorkommen, die für einen Milch­
bewohner wie Sbm. casei besonders gut sind.

Wie bereits erwähnt, haben Sadler, Eagles, Bowen und Wood auf eine ganz 
ähnliche Erscheinung aufmerksam gemacht, nämlich darauf, dass die Betakokken, 
welche Pflanzenbewohner sind, von Luzerneextrakt weit kräftiger aktiviert werden 
als von Hefeautolysat, während dies mit den Streptokokken nicht der Fall ist. Wir 
haben diese interessante Erscheinung bestätigen können. Die hier konstatierte Unsicher­
heit der Vitaminbestimmungen mittels Mikroorganismen ist in den umständlichen 
Tierversuchen keineswegs geringer, da bekanntlich die verschiedenen Tiere, und 
sogar so nahe verwandte Tiere wie Ratte und Meerschweinchen, sich den verschiede­
nen Vitaminen gegenüber ganz verschieden verhalten. Quantitative Vitaminbestim­
mungen lassen sich deshalb nur mit rein chemischen Methoden erreichen. Leider 
sind die meisten der bisherigen chemischen Methoden nicht genügend spezifisch.

Dass die geprüften Extrakte auch andere Aktivatoren als Milchbios und Lakto­
flavin enthalten, geht am deutlichsten daraus hervor, dass sie auch auf normale 
Milch eine aktivierende Wirkung ausüben, obwohl solcher Milch nicht mittels Kohle 
Bios und Laktoflavin entzogen worden sind.

Aus Tabelle I ist zu schliessen, dass diese anderen Aktivatoren in vielen Fällen 
Aminosäuren sind. Besonders gegenüber den Thermobakterien wird die Milch durch 
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die Mischung von Cystein und Asparagin stark aktiviert. Speziell für die aktivierende 
Wirkung der Asparaginmutterlauge ist ihr Gehalt an diesen Aminosäuren nicht ohne 
Bedeutung. Die Streptokokken vertragen zwar das Cystein nicht, gegenüber diesen 
Bakterien übt aber Asparagin allein eine günstige Wirkung aus.

Die Aminosäuren können jedoch Bios oder Laktoflavin nicht ersetzen, sondern 
nur ihre Wirkung erhöhen. Wir haben die wichtigsten Aminosäuren in vielen ver­
schiedenen Kombinationen als Zusatz zur kohlebehandelten Milch untersucht. Von 
den einzelnen Aminosäuren wurden je nach ihrem höheren oder niedrigeren N-Gehalt 
0.3—1 °/oo verwendet. Cystein + Asparagin ist, wie soeben erwähnt, eine günstige 
Mischung den stäbchenförmigen Milchsäurebakterien gegenüber; eine noch stärker 
aktivierende Wirkung übt jedoch meistens Cystein + Asparagin + Lysin aus. Aspa­
ragin lässt sich in vielen Fällen durch zitronensaures Ammoniak ersetzen. Die akti­
vierende Wirkung lässt sich nicht durch einen weiteren Zusatz von Arginin, Glutamin­
säure oder Histidin verbessern. Tryptophan ist diesmal nicht geprüft worden, weil 
wir früher gezeigt haben, dass diese für die Tiere so wichtige Aminosäure für die 
Milchsäurebakterien keinen Wert hat.

Wir haben auch die Wirkung eines Zusatzes von Aminosäuren zu der in unserem 
Laboratorium viel verwendeten Kaseinbouillon1 untersucht und gefunden, dass 
besonders die schwefelhaltigen Aminosäuren das Wachstum und die Säuerung sowohl 
von stäbchenförmigen Milchsäurebakterien wie von Betakokken beschleunigen. 
Während Tbm. bulgaricum nicht viel Cystein verträgt, kann das andere Yoghurt- 
bakterium, Tbm. jugurt, fast nicht genug Cystein oder Glutathion bekommen. Da das 
verwendete Cysteinchlorhydrat doppelt so viel Schwefel enthält wie Glutathion, ent­
spricht, wie aus Tabelle III hervorgehl, die Wirkung dieser Aminosäuren ungefähr 
ihrem Schwefelgehalt. Wenn man der Kaseinbouillon eine genügende Menge dieser 
Aminosäuren zusetzt, wird sie zu einem fast ebenso guten Nährboden für Tbm. jugurt

Tabelle III.

Nährsubstrat
Thermobacteriiun jugurt 

nach Tagen

2 7

Kaseinbouillon ohne Zusatz ....................... 0.7 3.4
mit 1 °/oo Cystein............... 3.4 7.7

_  2 - _ 3.8 7.7
— -4- — ............... 7.0 9.0

- 2 - Glutathion......... 4.3 6.3
— - 4 - — .......... 5.0 9.2
— - 6 - — .......... 5.6 9.9
— - 8 - — .......... 6.8 9.0

Ilefeautolysat ohne Zusatz.......................... 7.7 10.4

1 Pepsinverdautes Kasein mit 0,5 °/0 N und mit Zusatz von Nährsalzen und Zucker (wo nichts 
anderes steht 2 °/o Traubenzucker).



14 Nr. 2. S. Orla-Jensen und Agnete Snog-Kjær:

wie Hefeautolysat desselben Stickstoffgehalts (0.5 °/0). Daraus ist zu schliessen, dass 
die aktivierende Wirkung des Hefeautolysats vielen Milchsäurebakterien gegenüber 
zum Teil seinem Gehalt an schwefelhaltigen Aminosäuren zuzuschreiben ist.

Unter den obenerwähnten Extrakten wurde auch Hefewasser geprüft. Die 
aktivierende Wirkung desselben ist jedoch nicht so gut wie die des hier im Labo­
ratorium sonst immer verwendeten Hefeautolysats. Da letzteres äusser den in den 
Hefezellen vorhandenen Aktivatoren auch Aminosäuren in grösseren Mengen als das 
Hefewasser enthält, haben wir Hefeautolysat mit Hefewasser desselben Stickstoff­
gehalts (1 °/0) verglichen. In einem Fall (a, Tabelle IV) wurde die Erhöhung des 
Stickstoffgehalts durch Einengung vorgenommen, in einem anderen Fall (b) dagegen 
durch Zusatz der günstigen Aminosäuremischung Cystein + Asparagin + Lysin. Von 
sämtlichen Hefepräparaten wurden der Milch 2 °/0 zugesetzt.

Tabelle IV.

Zu
sa

tz

M
ilc

h

Weitere Zusätze Tbm.
lactis 9

Tbm.
jugurt

Tbm.
bulgaricum

Sbm. 
casei 11

Sbm. 
plantarum

24

Bc.
crémor is 7

N Kohle­
behan­

delt
Kein..................... 0.2 0.5 0.2 0.8 5.0 1.4

.s « Laktoflavin+Bios 11.9 19.6 5.4 6.3 8.7 2.3
“Ñ Normal Kein..................... 12.5 23.6 10.8 5.0 3.6 1.4

C5 Kohle- Kein..................... 6.1 3.8 2.3 7.7 12.6 11.5

le
fe

-
ol

ys behan­
delt Laktoflavin+Bios 20.9 14.4 11.3 14.9 17.5 13.3

= 2 Normal Kein..................... 19.6 28.3 13.5 11.7 7.2 6.5
Ji » t - Kohle­

behan­
delt

Kein..................... 6.5 3.8 2.5 7.7 11.9 6.5
w, Qi C

u ? Laktoflavin+Bios 16.9 14.4 12.8 15.7 14.4 7.9
" « So Normal Kein..................... 16.2 28.3 12.8 12.4 9.0 5.4

2 X ó H Kohle- Kein..................... 2.0 2.3 0.7 7.4 9.0 2.5
> S c 0)1-

u fi s
behan­

delt Laktoflavin+Bios 18.9 17.1 17.6 14.4 9.7 6.8
o o Normal Kein..................... 16.9 27.0 12.6 10.8 6.8 4.3

Bezüglich der Behandlung des Hefewassers scheint das Einengen am günstigsten 
für die Streptobakterien und Betakokken zu sein, wogegen ein Zusatz der genann­
ten Aminosäuren (in Übereinstimmung mit den Befunden in Tabelle I) günstiger 
für die Thermobakterien ist. Da das Hefeautolysat reich an Hcfenucleinsäure ist, 
haben wir auch versucht diesen Stoff dem Hefewasser zuzusetzen, ohne jedoch eine 
günstige Wirkung damit zu erzielen.

Mit Rücksicht darauf, dass bisher niemand Rübenextrakt als Aktivator für die 
Milchsäurebakterien vorgeschlagen hat, haben wir ihn in den bereits besprochenen 
Versuchen äusser Acht gelassen. Da Rüben aber oft als frisches oder ensiliertes Futter 
verwendet werden, und da sich bei der Ensilierung besonders Streptobakterien und 
Betakokken in den Rüben entwickeln, haben wir die Wirkung von Runkelrüben-
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extrakt mit der des Kartoffelextrakls gegenüber den genannten Milchsäurebakterien 
verglichen. Da Runkelrübenextrakt reich an Rohrzucker ist, wurde dem Kartoffel­
extrakt eine entsprechende Menge Rohrzucker zugesetzt. In dieser Versuchsreihe 
verwendeten wir nicht die kohlebehandelte Milch als Nährsubstrat, sondern Witte- 
peptonbouillon, in welcher Streptobakterien und Betakokken nicht besonders gut 
gedeihen. Wie Tabelle V zeigt, wird dieses Substrat gegenüber den geprüften Bak- 

Tabelle V.

Bakterienstamm

Wittepepton- 
bou ilion

O
hn

e Z
us

at
z.

M
it

K
ar

to
ffe

le
xt

ra
kt

M
it

Bü
be

ne
xt

ra
kt

Belacoccus cremoris 7................. 0.9 3.6 1.8
— — 9................. 0.5 3.4 3.4
— lü................. 1.7 4.7 3.4
— bovis 31..................... 0.6 2.9 5.0
— — 43..................... 1.1 7.0 7.0
— arabinosaceus 4 .... 1.6 2.7 3.2
— — 5 .... 2.5 6.3 5.0
— 8 .... 3.2 5.6 5.4
— 15 .... 1.9 5.4 4.3

Streptobacterium plantarum 9 ... 0.5 6.5 6.8
— 15... 0.5 6.3 6.1
— — 20... 1.8 5.6 5.4
— (acetylcholini) 1.0 6.1 5.6
— — 23... 1.4 5.2 5.2
— — 24... 1.1 6.5 6.1
— — 39... 1.1 6.5 7.0
— — 43... 1.1 7.0 7.0
— casei 6 ........... 1.6 4.3 4.3
— — 11........... 2.0 4.7 5.9
— — 13........... 2.3 4.5 4.7
— — 19............ 3.6 6.5 7.0
— — 24............ 3.2 5.9 6.5

prüften Extrakte (mit Ausnahme von Asp 
ten lässt sich nicht dadurch erklären, ds

Tabelle VI.

M
ilc

h

Zusatz
Tbm. 

helveti- 
cum

Sbm. 
casei 11

’S Ohne Zusatz................. 0 0.5
a Mit Bios 1..................... 1.6 3.6

’S - — 3..................... 1.1 2.5
’S Laktoflavin........... 0.5 0.9
o Laktoflavin+Bios 1 2.3 5.2

— + - 3 9.0 6.1
N

or
­

m
al Ohne Zusatz................. 18.2 7.7

terien durch die gleiche N-Menge (0.02 °/0) 
der beiden Extrakte fast gleich stark 
aktiviert. Zwei der Butteraromabakterien 
(Bc. cremoris) zogen Kartoffelextrakt vor. 
Den grössten Unterschied zeigt Bc. bovis 
31, welcher den Rübenextrakt dem Kar­
toffelextrakt vorzieht.

Wie aus Tabelle I hervorgehl, bildet 
Sbm.plantarum in normaler Milch weniger 
Säure als in kohlebehandelter Milch mit 
Laktoflavin + Bios, ja bisweilen nicht viel 
mehr als in kohlebehandelter Milch ohne 
Zusatz. Diese merkwürdige Erscheinung 
ändert sich durch Zusatz von Amino­
säuren gar nicht und durch Zusatz der ge- 

raginmutterlauge) nur wenig. Dieses Verhal- 
s wir der kohlebehandelten Milch vielleicht

etwas mehr Laktoflavin + Bios zugesetzt haben als in der normalen Milch vorhanden 
ist, denn die meisten anderen Milchsäurebakterien verhalten sich umgekehrt und 
sind nur ausnahmsweise imstande ebensoviel Säure in der mit den natürlichen
Aktivatoren versetzten kohlebehandelten Milch zu bilden, wie in der normalen Milch. 
Es bleibt deshalb nur die Erklärung übrig, dass Milch äusser aktivierenden Sub- 
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stanzen auch — thermostabile1 — Substanzen enthält, die auf das Wachstum einzel­
ner Milchsäurebakterien hemmend wirken, und dass diese Substanzen von der 
aktiven Kohle adsorbiert werden, nicht aber wie die B-Vitamine in das Eluat über­
gehen.

Der Grund, weshalb die thermostabilen Hemmstoffe der Milch nicht in das 
Eluat übergehen, ist der, dass sie (wie auch der grösste Teil des Laktoflavins) beim 
angewandten pH durch das übliche dreimalige Auswaschen der Kohle vor dem 
Eluieren mit ausgewaschen werden. Um diese Annahme zu beweisen gingen wir 
folgendermassen vor: wir teilten eine zur Adsorption verwendete Kohleportion in 
zwei Teile; ein Teil wurde nur einmal, der zweite dagegen, wie gewöhnlich, dreimal 
mit Wasser gewaschen, und wir gewannen aus dieser Kohle Bios 1 beziehungsweise 
Bios 3. Aus Tabelle VI ersieht man, dass Bios 1 sowohl an Laktoflavin wie an Hemm­
stoffen reicher ist als Bios 3, weil es gegenüber den geprüften Milchsäurebakterien 
ohne Laktoflavin besser, mit Laktoflavin aber schlechter als Bios 3 aktiviert.

Die hier erwähnten Hemmstoffe wirken auf alle Milchsäurebakterien, die in 
sterilisierter Milch langsam wachsen, oder richtiger gesagt, sie bewirken, dass solche 
Bakterien Mühe haben sich in der Milch zu entwickeln. Sie sind jedoch nicht in allen 
Milchproben gleich stark vertreten. Wir haben Proben mit so viel Hemmstoffen gehabt, 
dass ihre Wirkung auf Streptobacterium casei und auf Betakokken ebenso stark war 
wie auf Streptobacterium plantarum. Die mehr oder weniger grosse Empfindlichkeit 
einiger Bakterien gegenüber den thermoresistenten Hemmstoffen der Milch lässt sich 
somit nicht als Artmerkmal aufstellen.

In aseptisch gewonnener Milch, welche keine Spur der in Kuhkot vorkom­
menden Aktivatoren besitzt, kommt die hemmende Wirkung stärker zum Vorschein.

Tabelle VII.

Bakterien Milch Zusatz Ohne
Extrakt

Mit Extrakt von

Mais Luzerne Leber

1 -2 h fi5 Ü ü Kohle-i Ohne Zusatz................. 0.2 1.6 16.2 11.7
2 ~ c behan-< Mit Bios ......................... 2.3 3.5 16.9 18.4
£ s ° - delt 1 Mit Bios+Laktoilavin . 6.9 11.0 17.2 18.0
£ | ¿ J8 Normal Ohne Zusatz................. 2.5 7.3 18.9 18.8

Aus Tabelle VII ersieht man, dass Thermobacterium lactis Nr. 9 in einer aseptisch 
gewonnenen Milchprobe nur 2.5 °/00 Säure zu bilden vermag (während es sonst 12— 
14 °/00 bildet). Bei dem schwach aktivierenden Maisextrakt ist die hemmende Wirkung 
noch zu spüren, und es wird in der kohlebehandelten Milch mit Laktoflavin und 
Bios mehr Säure gebildet als in der nicht kohlebehandelten Milch. Erst mit den

1 Die bekannten thermolabilen bakteriziden Substanzen interessieren uns in diesem Zusammen­
hang nicht, weil wir lediglich mit sterilisierten Flüssigkeiten arbeiten.
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kräftig aktivierenden Extrakten von Luzerne oder Leber ist die Hemmung über­
wunden.

Eine andere Art thermoresistenter Hemmstoffe der Milch lässt sich nicht aus 
dem Kohleeluat auswaschen, sondern wird eben darin angereichert. In der folgenden 
Tabelle sieht man ein Beispiel eines ungemein bakterizid wirkenden Biospräparates. 
Bezeichnen wir die der Milch entsprechende Biosmenge mit B, so ist x/2 B und 2 B 
die Hälfte beziehungsweise das Doppelte dieser Menge.

Tabelle VIII.

Milch Zusatz Tdm. 
jugurt

Tbm. 
helveticum

Ohne Zusatz........................................ 0.7 0
Kohle- 
behan- Mit Laktoflavin+Vs If....................... 17.1 11.1

delt — + B....................... 20.7 13.1
l — + 2 B....................... 15.1 3.0

Nor- f Ohne Zusatz........................................ 23.9 20.8
mal l Mit 2 B................................................. 14.4 0.7

Aus Tabelle VIII ersieht man, dass es schädlich sein kann, der kohlebehandelten 
Milch zu viel Bios zuzusetzen. Noch deutlicher kommt dies zum Vorschein, wenn 
man der nicht kohlebehandelten und somit bereits Hemmstoffe enthaltenden Milch 
Bios zusetzl. Man sieht, dass Tbm. helveticum den Hemmstoffen gegenüber viel emp­
findlicher ist als Tbm. jugurt. Wir haben nicht entscheiden können, ob diese ziemlich 
thermostabilen Hemmstoffe daran schuld sind, dass, wie früher gezeigt1, die Thermo­
bakterien erst dann in der Milch ihre volle Tätigkeit entfalten können, wenn sie hoch­
sterilisiert worden ist. Es liegen nämlich folgende beiden Möglichkeiten vor: ent­
weder kann durch die Sterilisation eine Reduktion (durch den Milchzucker verur­
sacht) und damit eine Unschädlichmachung der Hemmstoffe stattfinden, oder es 
werden bei diesem Prozess Aktivatoren gebildet.

Wie bereits früher gezeigt, spielen sich im Hefeautolysat ganz ähnliche Pro­
zesse ab2. Kehren wir zu Tabelle IV zurück, so sehen wir eine deutliche Wirkung 
der zuerst besprochenen hemmenden Stoffe der Milch nicht nur gegenüber dem 
Butteraromabakterium Betacoccus cremoris und dem Streptobacterium plantaruni son­
dern auch gegenüber dem Streptobacterium casei, d. h. eine stärkere Säurebildung

1 Ohla-Jensen und Johanne Jacobsen. Neue Untersuchungen über die bakteriziden Eigenschaften 
der Milch. Zentralblatt für Bakteriologie II. Abt. 193Ü. Bd. 80, S. 321—341.

Ohla-Jensen. Über den Einfluss der Pasteurisierung der Käsereimilch auf die Käsereifung. Bericht 
des XI. milchwirtschaftlichen Weltkongresses. Berlin 1937.

2 Ohla-Jensen. Die Abhängigkeit der Milchsäuregärung von der Art und Weise, in welcher die 
Sterilisierung der Nährböden ausgeführt wird. Bericht des IX. milchwirtschaftlichen Weltkongresses. 
Kopenhagen 1931.

D. K|*l.  Danske Vidensk. Selskab, Biol. Skrifter. 1,2. 3
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in der kohlebehandelten Milch mil Bios 4- Laktoflavin als in der nicht kohlebehan­
delten Milch. Diese Erscheinung wird durch die kräftigen Aktivierungsmittel Hefe­
wasser und Hefeautolysat eher gefördert als aufgehoben, ja durch Zusatz von Hefe­
wasser mit Aminosäure kommt sie sogar bei Thermobacterium lactis und Thermo- 
bacterium bulgaricum zum Vorschein, wo sie sonst nicht zu beobachten ist. Die hem­
menden Stoffe der Hefeextrakte wirken offenbar in derselben Richtung wie diejenigen 
der Milch, wodurch ihre Wirkung verstärkt wird. Hefe enthält eben neben den für 
viele Milchsäurebakterien stark aktivierenden Stoffen auch sehr stark hemmende 
Stolle, und die pathogenen Streptokokken können überhaupt nicht im Hefeautolysat 
mit 1 °/0 Stickstoff wachsen. Dies erklärt höchst wahrscheinlich die günstige Wirkung, 
welche Hefe gegenüber Beulen und anderen von Streptokokken hervorgerufenen 
Entzündungen ausübt.

Zum Schluss wollen wir noch den Befund von Snell und Strong besprechen, 
wonach gewisse Milchsäurebakterien Laktoflavin entbehren können1. Betrachten wir 
die in Tabelle I geprüften Milchsäurebakterien, so müssen wir zugeben, dass gegen­
über Sbm. plantarum (wozu die von Snell und Strong geprüften Lactobacillus ara- 
binosus und Lactobacillus pentosus gehören) eine günstige Wirkung von Laktoflavin 
nur in Verbindung mit Tomatenpuree oder Kuhkot zu spüren ist.

Es ist dagegen unrichtig, dass Sc. lactis in seiner Entwickelung von Laktoflavin 
nicht begünstigt wird. In unserer ersten Arbeit haben wir ausdrücklich hervorgehoben, 
dass die Streptokokken oft nicht mehr Laktoflavin brauchen als bereits in unserem 
Milchbios vorhanden ist. Der in Tabelle I geprüfte Stamm von Sc. lactis (Nr. 22) 
reagiert indessen deutlich auf Laktoflavin, indem in den 4 ersten Spalten der Tabelle 
die Zahlen mit Laktoflavin + Bios grösser sind als mit Bios allein. Die gleiche Er­
scheinung wiederholt sich, wenn laktoflavinarme Extrakte, wie die von Mais und 
Kuhkot, zugesetzt werden.

Snell und Strong haben zu ihren Versuchen eine Peptonbouillon verwendet, 
in welcher das Laktoflavin durch Alkalibehandlung zerstört werden soll. Zur Ent­
fernung des Laktoflavins ist, jedenfalls was die Milch betrifft, die Alkalibehandlung 
nicht so geeignet wie das von uns benutzte Adsorptionsverfahren. Da Wiltepcpton 
mit Glukose und nur 0,2 °/0 N indessen ein schlechtes Nährsubstrat für die Milch-

Tabelle IX.

Wittepeptonbouillon Sc. 
lactis 241

Sc.
cremoris 37

Ohne Zusatz........................................................... 2.7 1.4
Mit Laktoflavin..................................................... 2.7 2.0

- Bios ................................................................... 5.6 3.2
- Laktoflavin+Bios.......................................... 6.3 5.0

1 The Journal of Biological Chemistry 1938, Bd. 1938, S. cxii.
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säurebakterien ist, kann man dasselbe ganz gut — auch ohne vorhergehende Alkali­
behandlung — zur Prüfung verschiedener Aktivatoren verwenden. Die Ergebnisse 
eines solchen Versuches sind in Tabelle IX zusammengestellt.

Diese Tabelle zeigt, dass die beiden geprüften Streptokokken mit Laktoflavin 
einen merkbaren Ausschlag geben, wenn der Bouillon Bios zugesetzt worden ist, 
obwohl das verwendete Wittepepton wie auch unser Milchbios bereits Laktoflavin 
enthalten. Der Bedarf dieser beiden Streptokokken an Laktoflavin kann deshalb 
nicht ganz gering sein.

Zusammenfassung.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die aktivierende Wirkung, welche 
verschiedene pflanzliche und tierische Extrakte auf das Wachstum der Milchsäure­
bakterien ausüben, in höherem Masse von ihrem Laktoflavin- als von ihrem Bios­
gehalt herrührt. Luzerneextrakl aktiviert am stärksten, jedoch wirken Tomatenpuree, 
Malzkeimextrakt, Leberextrakt und Pankreatin gegenüber vielen Milchsäurebakterien 
sowie Kartoffelextrakt besonders gegenüber Sc. lactis und Sc. cremoris fast ebenso gut. 
Runkelrübenextrakt ist meistens dem Kartoffelextrakt gleichwertig. Gegenüber Sbm. 
plantarum und Bc. cremoris wirkt Hefeautolysat besser als Hefewasser des gleichen 
Slickstoffgehalts.

Die aktivierende Wirkung von Laktoflavin und Bios wird durch gewisse in den 
Extrakten vorkommende Aminosäuren erhöht. Dies macht sich besonders den Thermo­
bakterien gegenüber geltend, und für die Milch scheint die günstigste Aminosäure­
mischung Cystein + Asparagin + Lysin zu sein.

Für Thermobacterium jugurt wird Kaseinpeptonbouillon zu einem ebenso guten 
Nährsubstrat wie Hefeautolysat, wenn man ihr eine genügende Menge schwefel­
haltiger Aminosäuren (Cystein oder Glutathion) zusetzt.

Neben den bekannten thermolabilen bakteriziden Stoffen enthält Milch wenig­
stens zwei thermostabile Stolle, die hemmend auf die Entwickelung der Milchsäure­
bakterien wirken. Ähnliche Stoffe kommen im Hefeextrakt und wahrscheinlich auch 
in den anderen von uns geprüften aktivierenden Extrakten vor, so dass wir in unseren 
Versuchen stets mit einem Zusammenspiel der Aktivatoren und Hemmstoffe zu tun 
hallen; es hängt daher von zufälligen Umständen ab, welche dieser Faktoren aus­
schlaggebend werden.

Das höchst verschiedene Bedürfnis nach bestimmten Wuchsstoffen und die 
verschiedene Empfindlichkeit gegenüber bestimmten Hemmstoffen, welche die ein­
zelnen Arten von Milchsäurebakterien aufweisen, ist eine wesentliche Ursache dafür, 
dass bei der spontanen Säuerung verschiedener Stoffe bald die eine und bald die 
andere Art von Milchsäurebakterien die Oberhand gewinnt.

3
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Von den beiden wichtigen Wuchsstoffen der Milchsäurebakterien, Laktoflavin 
und Milchbios, ist nur der erstere ein bekannter Stoff, während der letztere ein 
Gemisch unbekannter Bestandteile ist, die nur dies gemein haben, dass sie an Norrit- 
kohle adsorbierbar sind und sich davon mit Pyridin und Methylalkohol eluieren 
lassen. Wenn man einer wässerigen Milchbioslösung so viel absoluten Alkohol zusetzt, 
dass der Alkoholgehalt auf 80 °/0 ansteigt, so scheiden sich grosse prismatische Kri­
stalle aus, die weder allein noch in Verbindung mit dem Filtrat aktivierende Eigen­
schaften besitzen.

Wie in der vorigen Arbeit gezeigt, kommen milchbiosähnliche Substanzen in 
vielen pflanzlichen und tierischen Extrakten vor, und Snell, Strong und Peter­
son1 haben eine solche Substanz aus Leber gewonnen. Sie ist mit Bleiacetat nicht 
fällbar, in 92 °/0-igem Alkohol löslich und lässt sich aus der sauren wässrigen Lösung 
mit Alber extrahieren. Möglicherweise ist sie mit Williams Pantothensäure identisch. 
Wir haben versucht, diese Substanz in ähnlicher Weise aus Milchbios herzustellen.

Mil einem maximalen Verlust von 50—75 °/0 bei der Herstellung der hypothe­
tischen Pantothensäure rechnend, haben wir der kohlebehandelten Milch von 
dieser Substanz 2—4 mal soviel zugesetzl wie der Biosmenge entspricht, die wir als 
Kontrolle verwenden. Diese Mengen sind in der folgenden Tabelle mit 2 P und 4 P

Tabelle I.

J Milc
h

Zusätze Tbm.
lactis 9

Tbm. 
helvéti­

ca m

Tbm.
jugurt

Tbm. 
bulgari- 

cuni

Sbm. 
plan­

tarían 24

Sc. 
tliermo- 
philus 7

Sc. 
crémor is

18

Sc.
lactis

22

N
or

­
m

al
 J

Ohne Zusatz................... 14.4 19.2 23.2 14.9 1.3 7.7 3.6 6.2
Mit Laktoflavin+Bios .. 8.3 9.7 19.5 9.3 3.6 7.4 4.0 6.8

"O +4 P ... 1.5 4.3 7.7 — 2.2 1.8 3.4 2.9
C5 +2 P ... 1.3 3.8 5.6 4.3 2.0 1.8 1.8 2.5

— ohne P. 0.9 1.8 0.7 1.6 1.6 1.1 0.6 1.3
Ohne Laktoflavin+2 P . 0.9 1.4 — 2.9 2.0 1.6 — —
Mit Laktoilavin + Ni+Nu 0.9 2.5 4.1 1.6 1.6 1.6 1.8 5.2
Titriert nach Tagen ... 2 2 2 2 4 2 5 3

1 Growth Factors for Bacteria, The Biochemical Journal 1937 XXXI, S. 1789—1799.
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bezeichnet. Wie in der vorigen Arbeit geben die Zahlen an, wie viel Säure, in °/00 
ausgedrückt, die geprüften Bakterien bei der Optimaltemperatur gebildet haben.

Aus Tabelle I geht hervor, dass die kohlebehandelte Milch von P mehr oder 
weniger aktiviert wird. In einigen Fällen findet jedoch fast gar keine Aktivierung 
statt, weshalb man annehmen muss, dass die Hauptmenge der aktivierenden Bios­
bestandteile etwas anderes sein muss als Pantothensäure.

Da wir in früheren Arbeiten oft eine schwache wachstumsfördernde Wirkung 
von Hefenucleinsäure (Nu) auf die Milchsäurebakterien bemerkt haben, prüften wir 
im obigen Versuch auch diese Substanz in Verbindung mit dem nach den Unter­
suchungen von Knight1 als Aktivator für gewisse Mikrokokken dienenden Nikotin­
säureamid (Ni). Von jeder dieser Substanzen verwendeten wir 1 °/00. Aus Tabelle I 
ersieht man, dass die genannte Mischung eine ähnliche aktivierende Wirkung wie 
2 P ausübt, meist jedoch eine etwas geringere, gegenüber Sc. lactis 22 aber eine viel 
grössere.

1 The nutrition of Staphylococcus aureus. Biochemical Journal 1937. Bd. 31, S. 731—737.
2 Vitamin B8 (Adermin) als Wuchsstoff für Milchsäurebakterien. H. S.s Zeitschrift für physio­

logische Chemie 1938, Bd. 254, S. 285—286.
8 Berichte der Chemischen Gesellschaft 1938. Bd. 71. S. 780, 1118, 1534. Nach Science 1939, Vol. 89, 

No. 2311 ist es Harris und Folkers gelungen, Ba syntethisch darzustellen. Es ist ein Pyridinderivat.

Von E. F. Møller ist behauptet worden2, dass Vitamin B6, das Adermin, ein 
Wuchsstoff der Milchsäurebakterien sei. Dieses Vitamin wurde kürzlich rein dar­
gestellt, von R. Kuhn aus Hefe und von E. Merck aus Reiskleie. Kuiin und Wendt 
haben dem reinen Aderminchlorhydrat die Formel C8H12O3NC1 gegeben3. Dank des 
grossen Entgegenkommens von Prof. Kuhn und der Firma Merck ist es uns möglich 
gewesen nachzuprüfen, ob die reinen Präparate von Aderminchlorhydrat unser 
Milchbios ersetzen können. Wir haben dies geprüft sowohl mit als auch ohne äther­
lösliche Biosbestandteile (2 P) in der Menge von 0,75 mg/1, was nach E. F. Møller 
sehr reichlich sein sollte. Gleichzeitig haben wir die aktivierende Wirkung von Nikotin­
säureamid (Ni) und Hefenucleinsäure (Nu) untersucht.

Aus Tabelle II geht hervor, dass Vitamin B6 keine nennenswerte aktivierende 
Wirkung gegenüber den geprüften Milchsäurebakterien ausübt. Ohne einen weiteren 
Zusatz von ätherlöslichen Biosbestandteilen ist jedenfalls gar keine Wirkung zu 
spüren, und mit diesen Bestandteilen ist die Wirkung nicht wesentlich grösser als 
mit 2 P ober eventuell 4 P allein (vergl. Tabelle I). Vorsichtshalber haben wir 2 P 
mit und ohne B6 in derselben kohlebehandelten Milch mit Laktollavinzusatz geprüft, 
und wir bekamen ganz dieselben Zahlen mit und ohne B6.

In früheren Arbeiten haben wir gezeigt, dass Vitamin Bx ohne Bedeutung für 
die Milchsäurebakterien ist, und nach den hier vorliegenden Untersuchungen scheint 
das nämliche für Vitamin Bfl zu gelten. Von den bisher geprüften B-Vilaminen ist 
somit nur Vitamin B2, das Lakto- oder besser das Riboflavin, notwendig für die 
Entwickelung der Milchsäurebakterien. Dagegen scheinen nach den Tabellen 1 und 
II Nikotinsäureamid und Hefenucleinsäure eine wachstumsfördernde Wirkung auf



Woraus besteht das Milchbios? 25

Tabelle II.
M

ilc
h

Zusätze Tb
m

.
la

ct
is

 9
Tb

m
. 

la
ct

is
 10

Tb
m

. 
he

lu
et

ic
um

Ei Tb
m

. 
bu

lg
ar

ic
um

JS £
Co Sb

m
. 

pl
an

ta
ru

m
 24 CO

ä X

E 
u w

Sc
. 

cr
em

or
is

 18 CM
CM 

d co 
c/2

cj

N
or

­
m

al Ohne Zusatz....................... 16.4 12.4 20.3 25.7 16.7 6.8 1.4 8.8 6.2 6.3

K
oh

le
be

ha
nd

el
t m

it L
ak

to
fla

vi
n

•n
4) fl 
Je 
O K

C/3

TS

Ohne Ni oder Nu
Mit Ni .................

- Nu.................
- Ni + Nu.........

13.9
14.0
16.9
17.1

11.5
11.9
11.3
11.6

16.9
17.6
17.3
18.7

23.4
24.1
20.5
23.4

14.4
14.3
14.3
14.9

5.2
5.9
6.5
6.5

3.6
3.6
5.3
5.3

8.1
8.3
8.0
«.1

4.5
4.6
4.5
4.7

6.1
6.1
6.1
6.3

M
it V

ita
m

in
 B«

, 
oh

ne
 Bio

s

CM

s

Ohne Ni oder Nu
Mit Ni .................

- Nu.................
- Ni+Nu.........

2.3
3.2
1.6
2.3

1.4
1.4
0.7
0 9

7.7
7.7
3.1
3.6

6.1
10.8
10.8
10.6

3.0
2.9
2.5
2.9

1.8
1.8
2.3
2.5

2.0
2.0
2.7
3.2

1.6
1.7
4.2
4.8

2.7
2.5
2.5
3.6

5.0
5.2
5.0
5.5

©

Ohne Ni oder Nu
Mit Ni .................

- Nu.................
- Ni+Nu.........

1.4
1.4
0.7
0.9

0.9
0.9
0.5
0.5

2.0
1.8
1.8
1.8

3.2
3.6
1.8
2.5

2.3
2.3
2.0
2.0

1.4
1.4
2.5
2.7

1.4
1.1
1.6
2.0

0.9
0.9
2.9
4.1

0.5
0.7
1.5
3.2

1.8
2.9
3.2
5.2

Ohne Zusatz....................... 0.9 0.7 2.0 3.1 2.3 1.1 1.1 0.9 0.5 1.8

Titriert nach Tagen ................. 2 2 2 2 2 4 4 2 5 3

die Milchsäurestreptokokken auszuüben. Gegenüber den stäbchenförmigen Milch­
säurebakterien ist diese Wirkung knapp so ausgesprochen, bisweilen sogar schädlich. 
Wenn Bios vorhanden ist, lässt sich die Wirkung nur gegenüber dem Tbm. lactis 9 
und dem Sbm. plantarían deutlich nachweisen; es ist daher anzunehmen, dass diese 
Bestandteile meistens in genügender Menge im Bios vorkommen. Wenn dagegen 
kein Bios sondern nur die ätherlösliche Pantothensäure zugegen ist, spürt man die 
Wirkung sowohl gegenüber dem Tbm. jugurt wie gegenüber den Streptokokken. Bei 
den letzteren tritt diese Wirkung am deutlichsten in Erscheinung, wenn gar keine 
Biosbestandteile, also auch keine Pantothensäure, vorhanden sind, und man sieht 
dann, dass die Nucleinsäure etwas stärker als das Nikotinsäureamid wirkt, dass man 
aber die stärkste Aktivierung mit diesen beiden Substanzen zusammen bekommt. 
Gegenüber Sc. lactis 22 aktiviert diese Mischung die kohlebehandelte Milch last 
ebenso kräftig wie das Bios. Es lag daher nahe, die aktivierende Wirkung dieser 
Mischung gegenüber einer grösseren Anzahl Streptokokken verschiedenen Ursprungs 
zu prüfen1.

1 Es soll beispielsweise erwähnt werden, dass Sc. lactis 23 aus isländischem Roquefortkäse und 
Sc. cremoris 193 (identisch mit Sudlers & Eagles E. M.B. 193) aus kanadischem Kingstonkäse isoliert 
worden sind. Sc. liquefaciens 1 (identisch mit Freudenreich’s Micrococcus casei amari) ist jetzt im 
Laboratorium seit über 40 Jahren weiter gezüchtet worden.

I). Kgl. Danske Vidensk. Selskab, Biol. Skrifter. 1,2. 4
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In der folgenden Versuchsreihe war, wie übrigens in unseren sämtlichen Ver­
suchsreihen, die kohlebehandelte Milch aus der zum Vergleich herangezogenen 
normalen Milch hergestellt. Die Titrierungszeit hängt von der Schnelligkeit ab, mit 
welcher die Bakterien in der Milch wachsen. Um die Zahlen der Tabelle III beurteilen 
zu können, muss erwähnt werden, dass die Streptokokken in kohlebehandelter Milch 
mit Laktoflavin als einzigem Zusatz höchstens 2 °/00 Milchsäure bilden können; 
gewöhnlich liegt die gebildete Milchsäuremenge um 1 °/00. Somit hat die Mischung 
von Nikotinsäureamid und Hefenucleinsäure nur gegenüber Sc. cremoris 24 und 
Sc. mastitidis 6, und vielleicht auch gegenüber Sc. lactis 8, keine aktivierende Wirkung 
ausgeübt. Gegenüber den anderen Streptokokken ist eine ganz deutliche Wirkung, 
die häufig ebenso gross wie die Wirkung des Milchbios ist, festzustellen.

Tabelle III.

Bakterienart
Titriert

nach Tagen

Milch

Normal 
ohne Zusatz

Kohlebehandelt 
mit Laktoflavin 

und Ni + Nu

Streptococcus lactis 8......................... 2 3.4 2.0
9 ................. 14 3.4 2.7

— — 14......................... 14 3.2 3.3
— — 16......................... 14 3.6 2.8
— — 17......................... 2 5.2 4.1
— — 22......................... 2 7.0 5.1
— — 23......................... 2 4.3 3.4
— — 37......................... 4 3.2 3.2
— — 40......................... 2 4.1 2.3
— — 241......................... 2 6.3 5.4
— cremoris 11......................... 2 6.8 6.5
— — 18......................... 2 3.8 2.3
— — 24......................... 2 4.7 1.6
— — 37......................... 2 6.8 6.1
— — 40......................... 2 5.0 2.0
— — 193......................... 2 7.7 7.1
— — 294......................... 2 5.2 2.9
— — 385......................... 2 4.3 4.1
— mastitidis 6......................... 2 5.9 1.1
— thermophilus 5......................... 2 4.1 3.2
— — 7......................... 2 7.4 4.7
— faecium 1......................... 4 3.4 2.3
— — 8......................... 2 4.7 3.2
— qlycerinaceus 4......................... 3 3.4 2.3
— liquefaciens 1......................... 2 6.8 6.3

Nachdem somit bewiesen worden ist, dass Nikotinsäureamid und Hefenuclein­
säure zu den Wuchsstoffen der Streptokokken gehören, haben wir versucht die opti­
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malen Dosen derselben zu linden, und wir haben daher alle möglichen Kombinationen 
zwischen den bisher verwendeten Mengen 1 °/00 Ni + 1 °/00 Nu bis 0,001 °/00 Ni + 
0,001 °/00 Nu geprüft. Nach Knight wirkt die letztere Menge Ni, welche der von uns 
stets verwendeten Laktoflavinmenge entspricht, den Mikrokokken gegenüber noch 
deutlich.

Tabelle IV.

’S
s

Zusätze Sc. 
lactis 22

Sc.
lactis 241

Sc. 
cremoris 11

Sc.
cremoris 37

Sc.
cremoris

193

Sc. 
lique­

facíais 1

N
or

­
m

al Ohne Zusatz................. 6.8 5.6 7.0 6.3 7.0 6.3

1.000 °/00 Nu+1.000°/oo Ni 4.3 4.4 5.9 5.1 5.9 5.3
1.000 - - +0.100 - - 4.2 4.2 5.4 4.7 5.5 5.3
1.000 - - +0.010 - - 4.3 4.3 5.6 4.9 5.7 5.3
1.000 - - +0.001 - - 4.3 4.3 5.4 4.9 5.6 5.2

es 
C 0.100 - - +1.000 - - 3.5 4.3 6.4 4.3 5.6 5.5
5 0.100 - - +0.100 - - 3.7 4.5 6.3 4.6 5.6 5.6

CG 0.100 - - +0.010 - - 3.8 4.5 6.2 4.6 5.5 5.6
0.100 - - +0.001 - - 3.9 4.5 6.4 4.5 5.4 5.4

E 0.010 - - +1.000 - - 3.6 3.8 6.3 3.8 5.4 5.1
’S 0.010 - - +0.100 - - 3.8 4.1 5.9 4.1 5.2 4.6

0.010 - - +0.010 - - 3.7 4.1 5.9 4.1 5.3 4.6
'S 0.010 - - +0.001 - - 3.5 4.1 5.9 4.3 5.2 4.7
'S 0.001 - - +1.000 - - 3.4 3.9 6.1 3.9 5.4 4.6
o 0.001 - - +0.100 - - 3.6 4.1 6.1 4.3 5.4 4.6

0.001 - - +0.010 - - 3.9 4.1 5.9 3.8 5.4 4.6
0.001 - - +0.001 - - 4.0 4.1 5.9 4.1 5.4 4.5
Oline Zusatz ................. 1.4 1.4 1.6 1.6 2.9 2.3

Aus Tabelle IV ersieht man, dass die kleinsten verwendeten Mengen Nu und Ni 
fast ebenso stark wirken wie die grössten. In einigen Fällen scheint das Optimum mit 
0,1 °/oo Nucleinsäure (die unter Sc. lactis 241, Sc. cremoris 11 und Sc. liquefciciens 1 
kursivgedruckten Zahlen) erreicht zu sein, und einige Anzeichen deuten darauf hin, 
dass man nicht zu viel Ni im Verhältnis zu Nu verwenden darf. Wir machen darauf auf­
merksam, dass unser Nikotinsäureamid ein besonders reines, von Prof. Hakon Lund 
(Aarhus) hergestelltes Präparat mit hohem Schmelzpunkt war, und wir benutzen 
hier gerne die Gelegenheit, Prof. Hakon Lund für seine Mühe unseren besten Dank 
auszusprechen.

Gegen die soeben besprochenen Versuche können zwei Einwände erhoben 
werden, nämlich erstens, dass die kohlebehandelte Milch möglicherweise schon einen 
Teil der zu prüfenden Stoffe enthält, und zweitens, dass sie eventuell andere Akti­
vatoren enthält, die mit der aktiven Kohle nicht entfernt worden sind, und ohne 
welche Nucleinsäure und Nikotinsäureamid nicht wirken können.

Was den ersten Einwand betrifft, so steht fest, dass, wenn die kohlebehandelte 
4
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Milch überhaupt Nu oder Ni enthält, die Menge dieser Substanzen jedenfalls wesent­
lich geringer sein muss als die kleinsten der von uns geprüften Mengen, denn die 
in der kohlebehandelten Milch ohne anderen Zusatz als Laktoflavin gebildete Säure­
menge ist sehr gering. Der zweite Einwand lässt sich dagegen nur durch Wieder­
holung der Versuche mit rein synthetischen Substraten widerlegen.

Wie früher gezeigt, wachsen die Streptokokken mit Ammoniumsalzen als ein­
ziger Stickstoffquelle, wenn ihnen Milchbios und Laktoflavin zur Verfügung stehen. 
Das Wachstum wird jedoch durch Zusatz einiger Aminosäuren verbessert. Das im 
folgenden benutzte Substrat enthält pro Liter Leitungswasser 3,5 g Ammoniumcitrat, 
2,4 g Histidin, 5,2 g Leucin, 0,8 g Kreatin und 0,8 g Asparagin (im ganzen 0,2 % N), 
ferner 5 g Dikaliumphosphat, 1 g Magniumsulfat, 1 g Chlornatrium, 0,01 g Ferri- 
chlorid und eine Spur von Zink- und Kupfersulfat (2 Tropfen einer Lösung, die 
1 °/0 jedes dieser Salze enthält). Als Zucker haben wir 2 °/0 Traubenzucker benutzt, 
nur für die beiden in die Versuche einbezogenen Stämme von Betacoccus arabino- 
saceus haben wir 2 °/0 Arabinose verwendet. Von Ni und Nu haben wir 1 °/00 genom­
men und haben sie mit und ohne 2 P geprüft. Gleichzeitig prüften wir ein uns von 
Dr. F. Lipmann freundlichst überlassenes Präparat, das beide für die Alkoholgärung 
nötigen Coenzyme enthielt; es wurde in der Menge 1 mg/1 verwendet.

Tabelle V.

Sc. Sc. Sc. Sc. Sc. Sc. Sc. Bc. Bc.
Aminosäurelösung lactis lactis cremoris cremoris cremoris thermo- tique- arabino- arabino-
mit Laktoflavin 22 241 11 31 193 philus 7 faciens 1 saceus 11 saceus 18

Mit Bios....... 5.2 7.9 8.0 7.3 8.3 4.8 7.9 7.2 5.3
- Ni+Nu .. 2.6 3.7 2.3 4.3 0.9 0.7 3.0 2.8 1.7

0 - Cozymase 0.9 3.4 2.7 3.8 0.9 0.7 2.0 1.8 0.9
Ohne Zusatz . 0.5 2.0 0.9 2.3 1.0 0.7 2.4 1.8 0.8

Cm — — 1.6 2.9 3.0 3.2 2.3 2.0 3.6 2.3 0.8
CM Mit Cozymase 3.6 4.7 4.5 4.5 3.6 2.7 3.2 2.5 1.1
s - Ni+Nu... 3.8 5.4 6.1 4.5 4.1 2.7 4.5 3.2 1.8

Aus Tabelle V geht hervor, dass sowohl die geprüften Streptokokken wie Beta­
kokken sehr gut in unserer synthetischen Nährlösung mit Bios und Laktoflavin 
gedeihen. Die Mischung Ni + Nu hat meistens eine merkbare Wirkung, ist aber doch 
nie imstande, das Milchbios vollständig zu ersetzen, auch dann nicht, wenn äther­
lösliche Biosbestandteile (2 P) zugesetzt werden. Es müssen deshalb in der kohle­
behandelten Milch noch Aktivatoren vorhanden sein, die beim Eluieren nur teilweise 
entfernt werden. Dass diese unbekannten Aktivatoren auch im Eluat vorhanden 
sind, geht daraus hervor, dass das Milchbios imstande ist, synthetischen Nährlösungen 
die volle Aktivität gegenüber Streptokokken beizubringen.

Es ist interessant zu sehen, dass laut Tabelle V das benutzte Cozymasepräparal 
eine ähnliche wachstumsfördernde Wirkung ausübt wie Ni + Nu. Es lag deshalb 
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nahe zu prüfen, ob Hefenucleinsäure sich durch die einfacher zusammengesetzte 
Adenylphosphorsäure ersetzen lässt. Dies ist auch der Fall, nur schien Hefenuclein­
säure ein zuverlässigeres Aktivierungsmittel zu sein als Adenylphosphorsäure. Bei 
vergleichenden Versuchen geschah es nämlich hie und da, u. a. gegenüber Sc. lactis 22, 
dass die Aktivierung mit Adenylphosphorsäure ganz versagte. Nachdem Albert 
Fischer gezeigt hat, dass der tierische Wuchsstoff, welcher zur Heilung von Wunden 
und zur Regeneration verlorener Körperteile beiträgt, wahrscheinlich ein Nucleo- 
proteid ist, versuchten wir auch diesen Stoff gegenüber den Milchsäurebakterien 
anzuwenden. Ein uns zu diesem Zweck von Albert Fischer freundlichst über­
lassenes, aus fötalem Kalbsgewebe hergestelltes Trockenpräparat wurde zum Teil 
durch Erhitzung, zum Teil durch Filtrierung entkeimt. Die Wirkung des Präparats 
wurde durch das Erhitzen nicht nennenswert abgeschwächt, was darauf deutet, dass 
die darin enthaltenen, gegenüber den Milchsäurebakterien wirksamen Bestandteile 
eher Nucleinsäuren als Proteine sind. Das Präparat, das wir F nennen, wurde für 
sich allein wie auch mit anderen Aktivatoren zusammen geprüft. Die anderen Akti­
vatorenwaren in erster Linie Nikotinsäureamid (Ni) und Pantothensäure (P), und letz­
tere war diesmal nicht aus Milchbios, sondern vorschriftsmässig aus Leber hergestellt1. 
Ferner wurde ein neues MercTcpräparat von Vitamin B6 und endlich ein Eidotterbios 
versucht. Das letztere wurde nach dem Verfahren von Kögl zur Gewinnung von 
Biotin2 * * 5 hergestellt. Da sich indessen die Phosphorwolframsäurefraktion — die eigent­
liche Biotinfraktion — gegenüber Milchsäurebakterien unwirksam zeigte, gingen wir 
mit dem Reinigungsprozess nur bis zu dem Punkte, wo man mit Phosphorwolfram­
säure fällen soll. Ähnlich wie wir von Milchbios gewöhnlich die der normalen Milch 
entsprechende Menge verwendet haben, haben wir von Eidotterbios pro Liter Milch 
die Menge, welche einem Liter flüssigen Eidotters entspricht, verwendet. Nennen 
wir diese Menge E, so sind 2 E und 5 E das zweifache beziehungsweise fünffache 
dieser Menge.

1 Snell, Strong and Peterson: Growth Factors for Bacteria. Journal of Bacteriology 1939, 
Vol. 38 p. 291 — 308.

2 Kögl und Tönnis: Zeitschrift für physiologische Chemie 1936, Bd. 242. Das in dieser Arbeit
verwendete Eluierungsmittel Aceton+Ammoniak gibt nach unseren Erfahrungen nicht so kräftige Bios­
präparate wie das von uns stets verwendete Eluierungsmittel Pyridin+Methylalkohol. Da wir nur mit
5 kg Eidotter gearbeitet haben, ist unser negatives Resultat bezüglich der Wirkung des Biotins keines­
wegs sicher. Wir bedauern sehr, dass reines Biotin für unsere Versuche nicht erhältlich war.

Aus Tabelle VI geht hervor, dass der von Albert Fischer isolierte, tierische 
Wuchsstoff F wie andere Nucleinsäuren auf das Wachstum der Milchsäurebakterien 
eine schwach aktivierende Wirkung ausübt, die durch Nikotinsäureamid erhöht 
wird. Ferner sieht man, dass die aus Leber hergestellte Pantothensäure (P) eine ähnlich 
aktivierende Wirkung wie die aus Milchbios hergestellte (vergl. Tabelle I) besitzt. Das 
neue Präparat von Vitamin B6 ist wie die früher geprüften Präparate für sich allein 
ganz unwirksam, in Verbindung mit anderen Aktivatoren lässt sich indessen diesmal 
eine Wirkung nicht ganz ableugnen. Tbm. helveticum und Tbm. jugurt bilden näm-
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Tabelle VI.
M

ilc
h

Zusätze Tbm. 
lactis 9

Tbm. 
helveti- 

cum

Tbm. 
jugurt

Sbm. 
plan­

tarían 24

Sc.
lactis

241

Sc.
crémor is

37

N 
'S Ohne Zusatz..................... 0.5 2.3 4.3 5.0 1.8 2.0
5N B«1 mß/l.............................. 0.7 2.9 4.3 5.2 2.0 2.0

P (die optimale Menge). 4.5 3.2 6.3 5.6 5.6 5.9
¿5 B#+P.................................. 0.9 5.0 8.1 4.7 5.0 5.9
o Ni 10 mg/!............................... 2.5 1.8 5.2 — 4.1 2.9
C5 F 10 mß/i................................. 2.0 2.9 5.4 4.5 2.0 2.3
£ Ni+F.................................. 4.5 3.6 7.2 6.1 5.9 5.9
c P+F.................................... 5.0 4.3 7.2 5.0 5.2 5.9

’S B.+P+F.............................. 6.5 7.2 9.2 6.1 5.2 6.1
g Bg+P+Ni+F ..................... 7.4 7.2 9.0 5.9 5.9 6.5

’S E.......................................... 2.0 3.4 7.7 6.5 4.1 5.0
2 E...................................... 4.1 3.6 7.4 8.3 5.0 5.6
5 E...................................... 9.7 3.4 4.7 7.4 5.6 5.9
Milchbios........................... 14.6 11.0 17.6 7.9 7.4 7.0

Nor­
mal Kein.................................... 16.7 18.2 23.0 3.6 6.3 6.1

Nach Tagen ................................ 2 4 3

1 Fildes and Gladstone. Glutamine and the Growth of Bacteria. The British Journal of Experi­
mental Pathology 1939, Vol. XX, p. 334.

lieh mehr Säure mit B6 + P als mit P allein (während andere Bakterien sich umge­
kehrt verhalten), und mit nur einer Ausnahme (Sc. lactis) bilden sämtliche geprüften 
Milchsäurebakterien mehr Säure mit B6 + P + F als mit nur P -j- F.

Was das Eidotterbios (E) betrifft, so zeigt es eine deutlich aktivierende Wirkung, 
die gegenüber dem Sbm. plantarum ebenso stark ist wie die des Milchbios. Es ist von 
Interesse zu konstatieren, dass die für junge Vögel bestimmte Nahrung ähnliche 
Aktivatoren enthält wie die für junge Säugetiere bestimmte. Dass das Eidotterbios 
wie das Milchbios auch Hemmstoffe enthält, geht daraus hervor, dass E gegenüber 
Tbm. jugurt eine weit stärker aktivierende Wirkung ausübt als 5 E.

Da Paul Fildes gezeigt hat, dass Glutamin das Wachstum der hämolytischen 
Streptokokken fördert, haben wir die Wirkung eines uns von diesem Forscher freund­
lichst überlassenen Glutaminpräparates gegenüber saprophytischen Streptokokken 
untersucht, ohne jedoch eine Aktivierung zu finden. Dies ist indessen in Überein­
stimmung mit Fildes späteren Untersuchungen, bei denen er gefunden hat, dass die 
aktivierende Wirkung des Glutamins sich auf die pathogenen Streptokokken be­
schränkt1.

Zuletzt haben wir noch verschiedene von Niels Nielsen gefundenen Hefewuchs­
stoffe gegenüber den Milchsäurebakterien geprüft und gefunden, dass sein vom 
Aspergillus niger auf synthetischem Substrat gebildeter Wuchsstoff B2 (der mit A itamin
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Tabelle VIL

Zusätze Tbm.
lactis 9

Tbm. 
lactis 10

Tbm.
helveticum

A
m

in
os

äu
re

­
m

isc
hu

ng
 

(m
it B

io
s u

nd
 

La
kt

of
la

vi
n) Oline Zusatz......................................

Hefe Wuchsstoff B2 4 °/0...................
Luzerneextrakt 0.01°/oN...............
Hefewasser — ...............
Pankreatin — ...............
Wittepepton — ...............

4.4
6.9
8.3
9.1

10.3
15.1

1.5
2.8
6.4
5.1
9.5

10.6

2.6
3.4
5.3
4.9
9.0
2.7

Nach Tagen ......................................................... 4

IL nichts zu tun hat)1 auf die Thermobakterien aktivierend wirkt, was aus Tabelle VII 
hervorgeht.

1 Nielsen und Harteliüs. Comptes rendus des travaux du Laboratoire Carlsberg. Serie physio­
logique. 1938, Vol. 22, No. 1.

2 Zentralblatt für Bakteriologie II. Abt. 1936, Bd. 94, S. 460—477.

Als Nährsubstrat verwendeten wir in diesem Versuch die von uns gefundene, 
für die Thermobakterien optimale Aminosäurelösung. Zum Vergleich haben wir 
einige der früher untersuchten Extrakte und Stolle herangezogen. Pankreatin ist 
überall ein guter Aktivator, Wittepepton dagegen nur gegenüber den beiden Stämmen 
von Tbm. lactis. Es ist überhaupt merkwürdig, dass eine so schlechte Stickstoffquelle 
wie Wittepepton auf einige Milchsäurebakterien stark aktivierend wirken kann. Dies 
geschieht aber auch nur, wenn die Stickstoffnahrung durch Aminosäuren suppliert 
wird; dann erst kommt der besondere in diesem Pepton vorhandene Aktivator zur 
Geltung. Wir verweisen in diesem Zusammenhang auf die Tabellen 9, 10 und 11 in 
unserer Arbeit »Die Stickstoffnahrung der Milchsäurebakterien«2, woraus hervorgeht, 
dass eine Mischung von Wittepepton mit Aminosäuren (oder Ammoniaksalzen) 
eine bessere Stickstoffquelle für die Milchsäurebakterien ist als Wittepepton allein. 
Schliesslich möchten wir auch die in der vorigen Arbeit gefundene, begünstigende 
Wirkung gewisser Aminosäuren auf die Wuchsstoffe in Erinnerung bringen.
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Zusammenfassung.

In dieser Arbeit sind bisher bekannte Bakterienaktivatoren als Ersatz lur Milch­
bios geprüft worden. Die beste Wirkung erzielt man mit Nikotinsäureamid in Ver­
bindung mit verschiedenen Nucleinverbindungen. Diese Kombination kann in kohle­
behandelter Milch den meisten Streptokokken gegenüber das Bios ersetzen. In 
synthetischer Nährlösung gelingt dies dagegen nicht vollständig, auch nicht in Ver­
bindung mit Pantothensäure. Diese Säure, welche aktivierend auf alle Milch­
säurebakterien wirkt, kommt unzweifelhaft im Milchbios vor.

Gegenüber den stäbchenförmigen Milchsäurebakterien ist die Wirkung der 
genannten Aktivatoren weit geringer (am besten wirken sie gegenüber Tbm. jugurf), 
und wir müssen deshalb gestehen, dass die Hauptbestandteile des Milchbios noch 
völlig unbekannt sind. Dies ist sehr zu bedauren, denn sie sind kaum in der Milch 
der Milchsäurebakterien halber, sondern weil sie für die Tiere, für welche die Milch 
bestimmt ist, und wahrscheinlich auch für die Menschen eine Rolle spielen.

Im Eidotter findet man ähnliche Aktivatoren wie in der Milch.

Aus dem biotechnisch-chemischen Laboratorium der Dänischen Technischen Hochschule, 
Vorstand: Prof. Dr. S. Orla-Jensen.

Nach Abschluss dieser Arbeit gelang es uns eine geringe Menge Biotinmethylester 
zu erhalten, deren Wirkung auf sämtliche in der Tabelle 1 (S. 8-9) genannten Milch­
säurebakterien geprüft wurde. Wir verwendeten die zehnfache Biotinmenge (4 y/1), 
welche nach F. Kögl das Wachstum der Hefe stark beschleunigt. Die Prüfung wurde 
sowohl mit kohlebehandelter Milch wie mit synthetischer Nährlösungen und sowohl 
ohne wie in Verbindung mit anderen Aktivatoren vorgenommen. Die genannte Biotin­
menge zeigte indessen nicht die geringste aktivierende Wirkung weder auf die Thermo­
bakterien, die Streptobakterien noch auf die Streptokokken, weshalb wir annehmen 
müssen, dass Biotin nicht zu den Wuchsstoffen der Milchsäurebakterien gehört.

Indleveret til Selskabet den 24. Juni 1940.
Færdig fra Trykkeriet den 8. Oktober 1940.


