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Untersuchungen iiber die Lactoflavinbildung
durch Aspergillus niger van Tieghem
Von Alice Sarasin
(Aus der Botanischen Anstalt der Universitit Basel)

Eingegangen am 1. Oktober 1952
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Einleitung

Im Jahre 1938 wurde durch Lavolley und Laborey in der
Kulturfliissigkeit von Aspergillus niger Lactoflavin nachgewiesen. Es
zeigte sich, daB der Pilz diesen Farbstoff in magnesiumarmer Nahr-
16sung bilden kann. Ein Jahr spiter verdffentlichten die beiden Forscher
eine eingehende Beschreibung des entdeckten Farbstoffes; sie wiesen
vor allem auf die Absorptionskurve der gereinigten Kulturlosung im
UV-Licht hin, welche dieselben Charakteristika wie eine wifirige Losung
von synthetischem Lactoflavin zeigte.

Kitavin (1940) konnte den gleichen Organismus zur Lacto-
flavinbildung anregen, wenn er ihn in einer Néhrlosung mit normalem
Mg-Gehalt kultivierte, der er aber HgCl, zugesetzt hatte. Die Ausbeute an
Lactoflavin war dann so groB, daB er es nach der Methode von Karrer
und Kuhn (1934) in kristalliner Form darstellen konnte. In dasselbe
Jahr fillt auch die Untersuchung von Knobloch und Sellmann
(1940). Sie untersuchten den EinfluB verschiedener Bedingungen, wie
die Art der Stickstoffquelle, CO,-Gehalt und gewisse Rassenunter-
schiede auf die Lactoflavinbildung durch Aspergillus niger.
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Alle diese Arbeiten gewihren gewisse Einblicke in den Vitamin-
stoffwechsel des Pilzes, dagegen fehlen quantitative Angaben: Flavin-
menge und Grad des Pilzwachstums sind immer nur angedeutet.

Fiir die vorliegende Untersuchung stellte sich daher die Aufgabe,
die in der Literatur beschriebenen Tatsachen iiber den Lactoflavin-
stoffwechsel von Aspergillus niger zu erginzen, und zwar besonders
hinsichtlich der quantitativen Verhiltnisse und des zeitlichen Verlaufs
der Bildung.

Die Untersuchung erhielt dadurch noch eine spezielle Note, als sie
an den Rassen von Aspergillus niger van Tieghem erfolgte, die Galli
(1946) bereits in bezug auf die Bildung von Ascorbinsiure und Zitronen-
sdure studiert hatte.

Die Kultur von Aspergillus niger

Als Versuchsorganismus diente Aspergillus niger v. Tieghem, und zwar die von
Galli (1946) hier isolierten Stimme A,, As, As, A; und Ag.

Fiir die meisten Versuche wurde Stamm A, beniitzt; andere Stimme wurden nur
herangezogen, um die Rassenunterschiede zu untersuchen.

Zur Kultivierung des Pilzes dienten Fernbachkolben mit 150 cm? Nahrlésung, die
bei einzelnen Versuchen gemiiff den jeweiligen Angaben variiert wurde, grundsitzlich
aber folgendermaBen zusammengesetzt war: 0,2 % NH,NOj;, 0,1 % KH,PO,, 0,025 %,
MgSO,-7H,0, 5% Saccharose (auf Mg-Freiheit gepriift).

Bei Mg-armen Kulturen wurde der fehlende S0,-Gehalt durch Zugabe von K,SO,
ersetzt. Die Nihrlésung wurde durch dreimaliges Erhitzen im stréomenden Dampf
wiihrend je einer halben Stunde, im Abstand von zirka 24 Stunden, sterilisiert.

Zur Kultivierung des Impfgutes diente Bierwiirzeagar, der allerdings bei einigen
Versuchen durch Biomalzagar ersetzt wurde. Dieser Wechsel beeinfluBte bei allen
Rassen auffallend die Lactoflavinbildung. Im allgemeinen wurden deshalb die Pilze auf
demselben Substrat geziichtet, aber es kam dann vor, daB sie nach mehrmaligem
Umimpfen keine Sporen mehr bildeten. Durch gelegentliches Umimpfen auf Tomaten-
agar lieB sich diese Erscheinung vermeiden.

Nach dem Impfen mit einer Suspension bekannten Sporengehaltes ! wurden die
Kulturen im Thermostaten bei optimaler Temperatur von 300 G gehalten. Bei der
Kultur wie auch bei allen Messungen wurde darauf geachtet, daB die lactoflavinhaltige
Kulturlésung vor Licht méglichst geschiitzt blieb, weil Lactoflavin sehr lichtempfind-
lich ist. ‘

In Vorversuchen ergab sich, daB die Anzahl der geimpften Sporen keinen wesent-
lichen Einfluf auf Wachstum und Lactoflavinbildung hatte (s. Tabelle 1). Die ein-
zelnen Daten aus dieser Tabelle stellen jeweils Mittelwerte aus drei Kolben dar; die
Streuung der Einzelwerte ist so groB, daB auch die groBte Differenz der Mittelwerte
beim relativen Lactoflavingehalt kaum als signifikant betrachtet werden darf.

Auch das Sporenalter schien nur geringen EinfluB auf die Lactoflavinbildung zu
haben (s. Tabelle 2). Ein Vergleich des relativen Lactoflavingehaltes zeigte, daf Kul-

! Die Sporendichte einer Suspension wurde mit Hilfe eines Blutké6rperchen-
Ziéhlapparates ermittelt. Dieses Auszihlen wurde mebhrmals wiederholt und von den
gefundenen Werten der Durchschnitt berechnet. Von der bestimmten Suspension
wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt und damit ein lichtelektrisches Photometer
geeicht. Fiir einen bestimmten Ausschlag des MeBinstrumentes war dann die Sporen-
zahl der photometrierten Suspension bekannt.
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Tabelle 1
Einflul} der geimpften Sporenmenge

Versuch 27 4-10 —% molar MgSO,7TH,0 T =30°C

30. Tag 59, Saccharose

(Abbruch des Versuchs)
Sporenzahl (- 108) pro Kolben geimpft . 2,5 - 1,25 0,63 0,31
Trockensubstanz g . viuiv v ew ow v s aivin s 0,94 0,96 0,99 0,98
Absoluter Lactoflavingehalt y/em? .. . .. 4,24 4,57 4,28 4,70

; : ylem®

Relativer Lactoflavingehalt g Ty 4,51 4,76 4,32 4,78

turen aus flteren Sporen ein wenig mehr Lactoflavin bilden als solche aus jiingeren.
Da die Unterschiede jedoch nicht grof waren, wurde das Sporenalter spiter nicht
mehr beriicksichtigt, sondern allgemein ein bis vier Wochen alte Sporen verwendet.

Zur Bestimmung des Trockengewichtes am Schlufl der Versuche wurde die Mycel-
decke auf einem getrockneten und gewogenen Filter abgenutscht und gut mit Wasser
gespiilt, Nach dem Antrocknen auf dem Filter bei niedrigen Temperaturen erfolgte das
eigentliche Austrocknen bei 1000 C bis Gewichtskonstanz erreicht war.

Tabelle 2
EinfluB} des Sporenalters

Versuch 24 4-10 =5 molar MgS0O,7TH,0 T =30°C

28. Tag 59, Saccharose

(Abbruch des Versuchs)
Sporenalter in Wochen............... 1 2 4 8
Trockensubstanz g .............c0vun 1,05 1,02 1,10 0,96
Absoluter Lactoflavingehalt p/em? . ... 2,69 2,54 3,35 2,89

; : y/cm®

Relativer Lactoflavingehalt = o 2,56 2,49 . 3,02 3,01

Um ein Bild zu bekommen iiber die Streuung der Einzelresultate, wurde folgen-
der Versuch durchgefiihrt: Zwolf Versuchskolben wurden mit derselben Néhrlosung
gefiillt und nach Sterilisation und Impfung bei denselben Versuchsbedingungen ge-
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halten (der Gehalt an MgSO,-7H,0 betrug 4-10—5 Mol/l, weil sich diese Konzentra-
tion in andern Versuchen fiir die Lactoflavinbildung als optimal erwiesen hatte). Die
Resultate sind in F1gur 1 und Tabelle 3 dargestelit.

Tabelle 3
Streuung der Versuchswerte
Versuch 14 - 4-10 % molar MgSO,-7TH,0 T = 30°C

5% Saccharose

Zd? . . H
mn = |/ ————; n = 12; d = Mittelwert minus Einzelwert

n (n—1)
Mittelwert My
Versuchstag aus 12 Kolben
y[em® Lactoflavin y/em? %
5 0,53 40,053 10,00
11 4,22 +0,116 2,72
16 7,40 +0,079 1,07
22 9,22 40,160 1,74
28 9,48 10,118 1,25

Die mittlere Abweichung vom Mittelwert liegt zwischen 1 und 3%, nur am
Anfang des Versuchs ist sie gréBer (10 %). Auch das Wachstum der Pilze ist anfangs
nicht so gleichmiBig wie im weiteren Verlauf des Versuchs.

Die relativ geringen <individuellen> Schwankungen erlaubten das Arbeiten mit
einer kleinen Zahl von Vergleichskulturen. Im allgemeinen erwies sich eine Parallel-
fiihrung von drei bis vier Kolben als geeignet.

Nachweis und Bestimmung des Lactoflavins in der Kulturlésung

Um den Pilz zur Lactoflavinbildung anzuregen, wurde er auf Mg-
armer Néhrlosung kultiviert (s. Figur 2). Schon nach fiinf Tagen firbte
sich die Kulturlosung gelblich und zeigte unter der UV-Lampe gelb-

-
S

Figur 2
Der absolute Lactoflavin-
gehalt in Abhingigkeit von

der Mg-Konzentration
23° C — 59, Saccharose
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griine Fluoreszenz; nach weiteren drei Wochen war die Losung tiefgelb.
Sie wurde nun mit verschiedenien charakteristischen Reaktionen auf
das Vorhandensein von Lactoflavin gepriift. Simtliche Versuche wur-
den parallel auch mit synthetischer, wisseriger Losung von Lactoflavin
(Roche) ausgefiihrt und ergaben dieselben Resultate.

1. Die Zugabe einer Spur Na,S,0, reduzierte das Pigment zu einer
nicht fluoreszierenden Form. Kriftiges Schiitteln mit Luft be-
wirkte Reoxydation des Farbstoffes, so daB dieser wieder wie
urspriinglich floreszierte.

2. Die Kulturlosung wurde durch lingeres Erhitzen elngeengt es
zeigte sich dabei keine Schidigung des Vitamins. Durch Behan-
deln mit Fullererde lieB sich vollstindige Adsorption erreichen;
auch ALO, erwies sich als geeignetes Adsorptionsmittel. Die Elu-
tion. mit einem Gemisch von Methanol-Pyridin-Wasser gelang
vollstindig. Das Eluat wurde mit Chloroform ausgeschiittelt, der
Farbstoff 16ste sich nicht darin.

3. Das erwihnte Eluat wurde auBlerdem in zwei Hélften geteilt, die
eine angesiuert, die andere alkalisch gemacht, und beide wiahrend
vier Stunden dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt. Nach der Be-
strahlung erschien die saure Losung farblos, wihrend die alka-
lische unverindert blieb. Beim Ausschiitteln mit Chloroform l5ste
sich in beiden Féallen ein griinlich fluoreszierender Stoff. (Im
ersten Fall entsteht aus dem Lactoflavin das Lumichrom, im
zweiten das Lumiflavin. Beides sind Lactoflavinderivate, die sich
formelmiiBig hauptsichlich durch das Fehlen des Riboserests von
der urspriinglichen Substanz unterscheiden und beim Bestrahlen
mit Licht entstehen.)

4. Die mikrobiologische Bestimmung mit Lactobacillus casei 7469
erbrachte den Nachweis, daB8 die Gesamtmenge des fluoreszieren-
den Stoffes mit Lactoflavin identisch war *.

Hinweise fiir qualitativen Nachweis und Angaben iiber die Eigen-
schaften des Vitamins finden sich zum Beispiel bei folgenden Autoren:
Abderhalden und Mouriquaud (1948), Fontaine, M.
und Raffy, A. (1940), Gstirner, F. (1950), Gyorgy, P. (1951),
Hodson, A. Z. und Norris, L. €. (1939), Karrer, P. (1934),
Kuhn, R. (1933). :

Zur quantitativen Bestimmung erwies sich die fluorimetrische Me-
thode als die giinstigste. Eine kleine Probe Kulturléosung geniigt zur
Analyse (s. Seite 292) ; dies ermoglicht eine mehrfache Probenentnahme
aus derselben Kultur in geeigneten Zeitabstéinden, so da8 sich der zeitliche
Verlauf der Lactoflavinbildung in der gleichen Kultur verfolgen 14Bt.

L Herrn cand. phil. Emmenegger, der in unserem Institut diese Best;mmung
durchfiihrte, danke ich bestens fiir die freundliche Uberlassung dieses Versuchs-
resultats.
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Ein weiterer Vorteil dieser Methode gegeniiber dem Tierversuch
und dem mikrobiologischen Test bestelit in der raschen Durchfiihrbar-
keit. Bei Beniitzung geeigneter Filter wird die Methode einigermaBen
spezifisch (siehe unten).

Das verwendete Fluorimeter ! arbeitet folgendermaBen: Das UV-Licht einer Hg-
Lampe gelangt durch ein Primirfilter in die zu untersuchende Lésung. Das hier ent-
stehende Fluoreszenzlicht wird gefiltert und seine Intensitit photoelektrisch gemes-
sen, Das Primirfilter 148t vor allem UV-Licht durch, welches Lactoflavin zur Fluores-
zenz anregt; durch die Sekundirfilter gelangen in erster Linie Lichtwellen, die im
Bereich des erregten Fluoreszenzlichtes liegen. Der in den erwihnten Photozellen ent-
stehende Photostrom wird mit dem Strom einer weitern Zelle verglichen, die das Licht
mit Hilfe eines Spiegelsystems direkt von der Hg-Lampe erhiilt, wobei ein Galvano-
meter als Nullinstrument dient.

Die Bestimmung des Lactoflavingehaltes in der Kulturlésung gestaltete sich fol-
gendermaBen: Es wurde eine Eichkurve hergestellt, wobei als Standardlosung eine stark
verdiinnte, wiBrige Natriumfluoreszeinliisung diente. Eine Lactoflavinlosung kam fiir
diesen Zweck nicht in Frage, da schon eine kurze Bestrahlung mit UV-Licht merkliche
Zersetzung bewirkte. Die Konzentration des Standards betrug 0,5 y/em®. Sie ermog-
lichte das Arbeiten im empfindlichsten Bereich des Instrumentes und erlaubte deshalb
eine starke Verdiinnung der zu messenden Proben. Die niedrige Konzentration des
Standards war auch deshalb vorteilhafter, weil die Eichkurve in dem erwihnten Be-
reich eine Gerade bildet, was bei héheren Konzentrationen nicht der Fall ist. Aus der
Eichkurve konnte dann mit Hilfe der Steigung die Konzentration des Lactoflavin-
gehaltes einer Probe in einfacher Weise berechnet werden. Zur Einstellung der Nullage
im Instrument wurde destilliertes Wasser beniitzt. Dieses ergab denselben Ausschlag
wie eine Probe steriler Niihrlésung: Der Effekt der bliulichen Fluoreszenz des Rohr-
zuckers wurde also durch die Gelbfilter vollkommen ausgeschaltet.

Fiir eine Messung geniigte im allgemeinen /2 bis 1 cm?, in einzelnen Fillen
sogar /s cm?® Kulturlésung. Um den Strahlengang im Instrument gut auszuniitzen, eig-
nete sich eine Verdiinnung der Kulturlésung auf 20 c¢m3.

Um sicher zu sein, daB sich keine Stoffe mit stérender Fluoreszenz in der Probe
befanden, wurde diese mit einer Spur Na,S,0, versetzt und dadurch das Lactoflavin
vollkommen reduziert. Nach dieser Behandlung durfte am Fluorimeter kein Aus-
schlag mehr festgestellt werden. Die Reoxydation mit Luftsauerstoff gelang nie voll-
kommen; meistens war der Ausschlag nach Durchfithrung des Versuchs etwa 5% zu
klein, Dasselbe war aber auch bei einem Blindversuch mit synthetischer Lactoflavin-
16sung der Fall. Wahrscheinlich wird bei der Behandlung mit Na,;S,0, ein kleiner
Prozentsatz des Farbstoffs irreversibel reduziert. Aus diesem Grund wurde die Reduk-
tion nur in groBeren Zeitabstiinden als Kontrollversuch durchgefiihrt, wo sie stets den-
selben Effekt hatte. :

In einigen Versuchen muBte auch das Mycel auf seinen Lactoflavingehalt gepriift
werden. Zu dem Zweck wurde die Pilzdecke mit destilliertem Wasser gespiilt, dann
zerkleinert und mit Methanol versetzt. Um das Mycel vollkommen zu exirahieren, ge-
niigt eine Einwirkungszeit des Extraktionsmittels von zwei Tagen. Die Bestimmung des
Lactoflavingehaltes im Extrakt geschah ebenfalls fluorimetrisch.

! «<Lumetron» der Photovolt Corporation.
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EinfluB8 der Niihrstoffe

EinfluB der Konzentration an Magnesium-Ionen

Die Untersuchungen von Lavolley und Laborey (1938)
zeigten, daB die Lactoflavinbildung beim Herabsetzen des Mgt -
Gehaltes der Niahrlosung geférdert wurde.

Um den EinfluB der Mg**-Konzentration eingehender zu unter-
~ suchen, wurden Kulturen mit Nihrlosungen von verschiedenem Mg**-
Gehalt angesetzt und ihr Lactoflavingehalt in bestimmten Zeitabstinden
gepriift. Nicht alle Kulturen bildeten gleichviel Lactoflavin. Schon nach
neun Tagen zeigte sich, daB der Lactoflavingehalt in der Kulturlésung .
mit 4-10~° mol. MgSO, - 7H,O am groBten war (s. Figur 2); dies dnderte

Tabelle 4
Wachstum bei verschiedener Konzentration an Magnesium-Ionen
Versuch 10 59, Saccharose T =30°C
Molarititen MgSO, - TH,0 0 4-10-¢ 4.10-5 4-10-4 4-10-3
Trockensubstanz
g
5. TOE i has wisas moe o s wm 0,05 0,04 0,23 0,47 0,99 .
Q. TaE . vuinvovmnsswessus 0,12 0,20 0,50 1,17 1,89
13 Bl < coiinie's smas s mas » wonck 0,25 0,28 0,65 1,42 1,09
17: DAL o s ovs w05 mawvas 5-movy 0,35 0,42 0,85 1,38 1,56

auch nicht wihrend der ganzen Versuchsdauer. Die Néhrlgsungen mit
geringerem oder groferem Gehalt an Mg** schienen keine dermaBen
stimulierende Wirkung auf die Lactoflavinbildung auszuiiben.

Aber auch auf das Wachstum hatte die Mg™ T-Konzentration einen
starken EinfluB (siehe Tabelle 4).

Je mehr Mg** dem Pilz zur Verfiigung stand, desto besser ent-
wickelte er sich; entsprechendes gilt iibrigens auch fiir die Sporen-

;U
—

Figur 3
Der relative Lactoflavin-
gehalt in Abhiingigkeit
von der Mg-Konzen-
tration
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bildung. Die Wirkung des Mgt* auf die Lactoflavinbildung konnte
darum klarer erfaBt werden, wenn der absolute Lactoflavingehalt zur
Menge des gebildeten Mycels, und zwar seiner Trockensubstanz, in Be-
ziehung gebracht wurde (s. Figur 3). Die optimale Mg**-Konzentration
lag nun viel niedriger. Relativ am meisten Lactoflavin wurde in Nihr-
16sungen ohne Mg**-Zusatz gebildet, entsprechend dem kiimmerlichen
Wachstum in solchen Kulturlosungen. Schlechtes Wachstum und inten-
sive relative Lactoflavinbildung verliefen also im gleichen Sinn. Aller-
dings stellte sich auch heraus, daB nur wachsendes Mycel zur Lacto-
flavinsynthese fihig ist (s. Figur 4). Anfinglich nahmen Trocken-
gewicht und Lactoflavingehalt rasch zu; im Verlauf des Versuches
niherten sich beide konstanten Endwerten.

6 12
3
2
S Figur 4
§ o Die Beziehung zwischen Wachs-
g3 s g tum und Lactoflavinbildung
X ; "s‘ 30° C - 4-10 —® mol. MgSO,-7H,0
S 3 5% Saccharose
§ § O——0 Wachstum
& g A——A Lactoflavinbildung
2 <
§ ~
x
=<

0 _lo

0 15 30
TAGE

Immerhin nahm in vereinzelten Fillen, und zwar bei Verwendung
besonderer C-Quellen, der Lactoflavingehalt nachtriiglich wieder ab
(Seite 301 ff.).

Um die Temperaturabhdngigkeit von Wachstum und Lactoflavin-
bildung zu untersuchen, wurden Kulturen mit Nihrlosungen von ver-
schiedenem Anfangsgehalt an Mg*+ bei je drei verschiedenen Tempe-
raturen gehalten.

Es stellte sich heraus, daB bei allen Temperaturen die Lactoflavin-
bildung durch Mg*+-Mangel geférdert wurde (s. Tabelle 5).

Einen starken Einflu8 hatte die Temperatur auf die Lactoflavin-
bildung. Bei tieferen Temperaturen verlief im allgemeinen bei allen
Mg**-Konzentrationen die Bildung langsamer. Eine Erklirung fiir
diesen Vorgang bildet die Beobachtung, daB auch das Wachstum im
gleichen Sinne verliuft.

Die Zeitspanne der intensiven Lactoflavinbildung war bei tieferen
Temperaturen jedoch groBer, vermutlich als Folge des langsameren,
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Figur 5

Der zeitliche Verlauf der Lactoflavinbildung bei verschiedenen Tempera-
turen

10 -5 mol. MgSO,7TH,0 — 59 Saccharose
o——0 20° C A A 30° C o—-0 36° G

jedoch linger andauernden Pilzwachstums. Damit ist auch die Tatsache
erklirbar, daB im Verlauf des Versuches bei tieferen Temperaturen
mehr Lactoflavin gebildet wurde (s. Figur 5).

Einen Gegensatz zu andern Versuchen, wenn auch nicht sehr we-
sentlicher Art, ergibt ein Vergleich des relativen Lactoflavingehalies am

Ende der Untersuchung. Der Pilz produzierte relativ am meisten Lacto-

Tabelle 5
Temperaturabhiingigkeit von Wachstum und Lactoflavinbildung
Versuch 5 59, Saccharose T.S. = Trockensubstanz
Temperatur :
20° C 30°C 36°C
Versuchs-
(al:;ruch) (49. Tag) (48. Tag) (43. Tag)
abs. rel. abs. rel. : abs. rel.
MgS0Q,-7H,0f T.S. Lactoflavingehalt T8, Lactoflavingehalt T. S. Lactoﬁavingehalg
e ! -
Molaritit g ot 'y,’cgm g . v/ cgm g pfem? v/ gm

10—3 2,97 2,40 2,05 3,56 2,66 0,92 1,69 0,50 0,62
19— 2,94 2,68 1,05 3,21 1,98 0,70 1,94 0,70 0,49
10 1,80 | 14,00 8,45 1,41 | 10,00 8,15 2,06 4,00 1,94
0 1,31 7,20 6,73 1,21 6,80 6,45 1,90 4,00 2,16
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Figur 6
Die Lactoflavinbildung in Abhiingig-
keit von der Temperatur
10 —* mol. MgSO,-7H,0
5 9% Saccharose
O——=< 8. Versuchstag
Vv——v 13. Versuchstag
. O——-0 19. Versuchstag
A——A 23.-26. Versuchstag
O——0 43.-49. Versuchstag

(=]

RELATIVER LACTOFLAVINGEHALT IN y/cm g
- )

\ .

\))/

TEMPERATUR

flavin in einer Nihrlésung von 10—° molar MgSO, - 7H,0. Sonst war dies
der Fall, wenn die Néhrldsung des Pilzes iiberhaupt kein Mg enthielt.

Fiir weitere Versuche, die sich nicht mit der Temperaturabhéngig-
keit befaBten, wurde die mittlere Temperatur von 30° C bevorzugt, weil
hier der Endgehalt an Lactoflavin rascher erreicht war als bei tieferen
‘Temperaturen, dafiir aber groBer war als bei héheren Temperaturen.

Der EinfluB} der Stickstoffquelle

Nach Lavolley und Labore y (1938) findet intensivere
Lactoflavinbildung statt, wenn die Nihrlésung als N-Quelle NO,-Tonen
statt NO,-Ionen enthilt. Nur am Anfang, wihrend der Keimung der
Sporen, liegen die Verhiltnisse umgekehrt. '

Ein Vergleichsversuch, bei dem KNO,, NH,NO, und (NH,).SO, als
N-Quellen verwendet wurden, bestitigte diese Beobachtung (s. Figur 7
und Tabelle 6): KNO, forderte die Lactoflavinbildung am meisten,
(NH,).SO, am wenigsten; in NH,NO;-haltiger Kulturlésung fand sich
ein mittlerer Lactoflavingehalt.

Diese Versuche geben aber auch AufschluB iiber die Bedeutung der
Stickstoffquelle in bezug auf Bildung von Trockensubstanz und Lacto-
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Figur 7
Der EinfluB der Stickstofl-
quelle auf den zeitlichen Ver-
lauf der Lactoflavinbildung
30°C — 410 5 mol. MgSO,-
TH,0 — 59 Saccharose -
0,07 9, Stickstoff
O o KNO,
A——A NH,NO,
Oo———0 (NH,),S0,

Uy

ABSOLUTER LACTOFLAVINGEHALT IN yem®

j=)

0 ¢ 20 30
TAGE

flavin: das Mycel, welches KNO, als N-Quelle erhielt, wies am SchluB

das geringste Trockengewicht auf. Das gréfte fand sich in Kulturen mit
(NH,)-.SO,.

Tabelle 6
Einfluf} der Stickstoffquelle auf die Lactoflavinbildung
Versuch 22 4-10 —% molar MgSO,-7H,0 T =30°C
31. Tag 5% Saccharose

0,07 9 Stickstoff
(Abbruch des Versuchs)

KNO, NH,NO, (NH,),S0,
Trockengewicht g ....oovvvviviinnnan 0,97 L15 1,43
Absoluter Lactoflavingehalt y/em?® . . . .. 7,58 4,95 3,73

3
Relativer Lactoflavingehalt /(;m ..... 7,87 4,32 2,63

Wachstum und Lactoflavinbildung wurden also durch die beiden
erwihnten Ionen in entgegengesetztem Sinne beeinfluBit. Etwas Ahn-
liches hatte sich ja auch beim Vergleich des Einflusses verschiedener
Konzentrationen an Magnesium-Ionen gezeigt: in Nihrlosungen mit
geringem Mg*T-Gehalt wurde die Lactoflavinbildung gefordert, das
Wachstum aber gehemmt.

Eindeutig lieB sich die entgegengesetzte Wirkung der beiden Ionen
in solchen Kulturen feststellen, die eine gleiche N-Menge erhielten, bei
denen aber das Verhiiltnis von NO, zu NH, variiert wurde (s. Tabelle 7
und Figur 8). Je mehr NO, die Lésung enthielt, desto intensiver war die
Lactoflavinbildung. Die Kulturen mit maximalem NO;-Zusatz bildeten
relativ fast doppelt soviel Lactoflavin wie diejenigen mit dem geringsten
NO;-Gehalt.

Bei Verianderung des Gesamistickstoffgehaltes zeigte sich, daB in
jedem Fall am meisten Lactoflavin gebildet wurde, wenn NO, als
N-Quelle diente; am eindeutigsten erwiesen sich auch hier wieder die
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Werte fiir den relativen Lactoﬂavingehait (s. Figur 9 und Tabelle 8).
NH,NO, férderte unerwarteterweise die Lactoflavinbildung nicht so
stark wie NH,Cl.

3

10

TROCKENGEWICHT IN g
&

RELATIVER LACTOFLAVINGEHALT IN y/emig

Figur 8
Wachstum und Lactoflavinbildung bei verschiedenem Verhiilt-
nis von NO, zu NH,
30°C - 4-10 —5 mol. MgS0,-7H,0 — 59, Saccharose — 29.Tag
(Versuchsabbruch) — Gesamtstickstoffgehalt jeweils 0,07 %
1 2 3 4 5.

N-Gehalt als NO, (%)  0,0007 0,007 0,035 0,063 0,0693
N-Gehalt als NH, (%)  0,0693 0,063 0,035 0,007 0.0007

%) Trockengewicht in g [[]]] rel. Lactoflavingehalt in y/cm®-g

Tabelle 7
Lactoflavinbildung und Verhiltnis von NO, zu NH,
Versuch 26 4-10 —® molar MgSO,-TH,0 T = 30°C
29. Tag ' 5% Saccharose

(Abbruch des Versuchs)
Gesamtstickstoffgehalt in jeder Kultur = 0,079,

N-Gehalt in Form von NOg %!......... 0,0007 | 0,007 | 0,035 | 0,063 | 0,0693
N-Gehalt in Form von NH, %1 ........ 0,0693 | 0,063 | 0,035 | 0,007 | 0,0007
Verhiiltnis NOgza NH, ............... 1:100 | 1:10 1:1 10:1 | 100:1
Trockensubstanz g ........ccovevuunnn. 1,233 1,183 | 1,003 | 0,771 | 0,757
Absoluter Lactoflavingehalt y/cm? .. .... 6,41 6,66 6,40 735 | 1,38
Relitives Lackollcviipaliuh ;ma ...... 520 | 563 | 637 | 9,53 |963

! In diesem Versuch wurde NaNO; und NH-,.CI verwendet.
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Figur 9
Die Lactoflavinbildung in Ab-

hingigkeit von der Konzen-
tration der Stickstoffquelle

30° C — 410 5 mol. MgSO,-
TH,0 - 5 9, Saccharose —
28. Tag (Versuchsabbruch)

RELATIVER LACTOFLAVINGEHALT IN y/cm-g
L8 )

¢} 0 NaNO,
A——a NH,NO,
o———uo NHC
oL
001 005 025
STICKSTOFF - KONZENTRATION IN MOL (LOG SKALA)
Tabelle 8
Bedeutung verschiedener Stickstoffquellen
Versuch 25 4-10 —® molar MgSO,7TH,0 T =30°C
29. Tag 59, Saccharose
(Versuchsabbruch) -
: Relativer
N-Gehalt Trockengewicht Lﬁf::;;zi;_ Lactoﬂavir;gehalt
% g gehalt p/cm® _.?‘I cgm
NaNO, 0,014 0,610 0,90 1,50
0,070 - 0,802 ; 5,32 6,63
0,350 0,508 2,89 5,69
NH,C1 0,014 0,702 0,83 1,18
0,070 1,083 4,01 3,70
0,350 1,240 5,61 4,53
NH,NO,4 0,014 0,711 0,42 0,59
: 0,070 0,978 3,09 3,16
0,350 1,042 3,27 3,14

Vergleicht man jedoch die Wirkung jeder einzelnen N-Quelle bei
verschiedenen Konzentrationen fiir sich, so findet man im allgemeinen
bei erh6htem N-Gehalt auch eine Zunahme der Trockensubstanz; Ent-
sprechendes gilt aber auch fiir den relativen Lactoflavingehalt. So tritt
hier zum erstenmal ein Fall auf, bei dem die Férderung des Wachstums
vermehrte Lactoflavinproduktion nach sich zieht.

Der Einflufl der Kohlenstoffquelle

Pilzwachstum und Lactoflavinbildung wurden durch eine erhohte
Zuckerkonzentration stark gefordert. Der EinfluB auf das Wachstum
war eindeutig: mit zunehmender Zuckerkonzentration fand eine viel
groflere Deckenbildung statt (s. Tabelle 9). ‘
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Tabelle 9

Wachstum und B,-Bildung bei verschiedenen Saccharosekonzentrationen

Versuch 33 4-10 =5 molar MgSO,-TH,0 T = 30°C
Absoluter Relativer
Versuchsdauer Saccharose Trockensubstanz Lactoflavingehalt Lactoflavingehalt
in Tagen in 9 g y/em? p/em?
g
49 1 0,28 0,51 1,86
2 0,39 1,58 4,08
4 0,86 5,16 6,02
62 8 0,871 15,0 17,3
16 2,34 50,7 21,6
20 3,35 40,9 12,2
24 3,23 33,0 10,2

Erhohter Saccharosezusatz forderte aber auch die Bildung von
Lactoflavin (s. Tabelle 9 und Figur 10). Wiihrend der ersten Hiilfte der
Versuchsdauer erwies sich die Nihrlosung mit 24 %o Saccharose als
optimal. Das Optimum verschob sich aber im zweiten Teil des Ver-
suches, so daB dann die Kulturlssung mit 16 %o Saccharosegehalt die
Lactoflavinbildung am meisten férderte.

&
L]

Figur 10
Der Einflul} der Saccharosekonzen-
tration auf die Lactoflavinbildung
30°C — 4-10 —5 mol. MgSO,-7H,0 .
O——=< 10. Versuchstag
@ ——¢ 21. Versuchstag
O——-0 31. Versuchstag
A——A 39. Versuchstag
O——0 49. Versuchstag

ABSOLUTER LACTOFLAVINGEHALT IN y/cm’
n
o

o
oy

1 2 4 8 6 20 2%

% SACCHARQSE (LOG SKALA)

Da sich das Wachstum der einzelnen Kulturen so stark unterschied,
war auch hier die Berechnung des relativen Lactoflavingehaltes von
Bedeutung. Die in Tabelle 9 aufgezeichneten Werte zeigen, daB auch
relativ am meisten Lactoflavin gebildet wurde, wenn der Saccharose-
gehalt der Nihrlosung 16 %o betrug; die Steigerung des Zuckergehaltes

! Der Unterschied im Trockengewicht zwischen Kulturen mit 4 % und 8 %/ Sac-
charosezusatz ist vermutlich darum so klein, weil die Versuchsdauer im zweiten Fall

linger war und so mehr von den im Mycel enthaltenen organischen Stoffen wieder ver-
atmet werden konnten.
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von 1 bis 16 %o hatte also nicht nur besseres Wachstum, sondern auch
vermehrte Lactoflavinproduktion zur Folge. Hier zeigt sich also zum
zweitenmal die Tatsache, daB Verbesserung des Wachstums auch eine
- solche der Lactoflavinbildung zur Folge haben kann.

Die Kultivierung des Pilzes auf verschiedenartigen C-Quellen beein-
fluBte Wachstum und Lactoflavinbildung in hohem MaBe (s. Tabelle 10).

Tabelle 10
_ ; EinfluB verschiedener C-Quellen
Versuch 31 4-10 —% molar MgSO-7TH,0 T = 30°C
36. Tag
(Versuchsabbruch)
Relativer
C-Quelle (5%) Trockensnbatanz Lotodlarin- L“mﬂ?:;:;geha“
g gehalt y/em? Hie
g

3t R S I 0,83 1,83 . *2,34
Saccharose .......co0nuss 0,73 5,88 8,03
Maltose .v.veenvnccnnnan 0,67 8,19 12,30
Liaktose s sans sins s sma i 5 1,39 1,16 0,83
Glukose S sisvn i smai s 0,86 5,16 6,02
FrokEose s o ¢ 5 wws s wmas 1,43 1,05 0,73
Galaktose ........ L 1L 1,28 2,96 3,31
Glyeesin Lo b v s s 0,80 4,16 5,17

Es ist aber nicht so, daB einzelne Zuckerarten, wie zum Beispiel
die Glukose, bei diesen Versuchsbedingungen vom Pilz etwa weniger
gut aus der Loésung aufgenommen wiirden. Die Zuckerbestimmung am
SchluB des Versuches zeigte, daB sich in keiner Losung mehr bestimm-
bare Reste von Zucker befanden; nur Galaktose und Fruktose waren
noch in Spuren zu finden (0,1 bis 0,2 %o). Der Pilz kann demnach nicht
alle C-Quellen gleich gut verwenden.

Es ist auffallend, daB fast alle Kulturen mit den kleineren Trocken-
substanzmengen relativ und absolut mehr Lactoflavin bilden. Die im
Baustoffwechsel weniger gut verwertbaren Nihrstoffe fordern also die
Lactoflavinbildung. So wiesen Kulturen auf Stirke, Maltose, Saccharose,
Glukose und Glycerin geringes Trockengewicht und, auBer auf Stérke,
intensive Lactoflavinbildung auf. Gerade das Gegenteil war der Fall,
wenn statt dessen Fruktose oder Laktose als C-Quelle gegeben wurde.
Galaktose bewirkte ein mittleres Wachstum; dasselbe galt fiir die Lacto-
flavinbildung. : ' :

Auffallenderweise verringerte sich der Lactoflavingehalt der Kul-
turlésung in einzelnen Fillen gegen den Schluf der Versuche (siehe
Figur 11). Dies lieB sich beobachten in Losungen mit Maltose, Glycerin
und Stiirke. Moglicherweise wurde in diesen Féllen Lactoflavin vom
Pilz wieder aufgenommen und im Betriebstoffwechsel verwertet.
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Da das Lactoflavinmolekiil Ribose enthilt, schien ein Versuch mit
dieser Pentose als C-Quelle besonders interessant. Es zeigle sich jedoch,
daB der Pilz auf Ribose fast gar nicht wuchs: es entwickelte sich nur

Figur 11
Der EinfluB verschiedener C-
Quellen auf die Lactoflavinbildung
Konzentration der C-Quelle je 59,
30° C — 4-10 5 mol. MgSO, - 7H,0
X ——X Stirke
O——0O Maltose

-
o

ABSOLUTER LACTOFLAVINGEHALT IN p/cm®

5 A——A Saccharose
®——¢ Laktose
O——0 Glukose
A——a Fruktose
O—— Galaktose
v——7vV Glycerin

el

TAGE

eine ganz diinne Decke. Auch Lactoflavin trat nur in geringen Mengen
in der Kulturlésung auf (s. Tabelle 11). Ganz dhnlich wie auf Glukose
verhielt sich der Pilz hingegen, wenn Arabinose als C-Quelle diente.

Tabelle 11
EinfluBl von Pentosen

Versuch 34 4-10 =% molar MgSO,7H,0 T = 30°C
28. Tag (Abbruch des Versuchs) Saccharose zum Vergleich
Relativer
-Quel rockensubstanz Al)sol.uter L flavingehal
C g%lle Trocke ; bst Lactof;ﬁ/\:gsgehalt actoy?cmage alt
g

Arabinose ............ 0,7 7,05 10,30
BWposs ..ot il id 0,27 0,34 1,24
Sacchatose . iv e s ieison 0,89 4,46 A

Von den untersuchten C-Quellen wiesen mehrere eine strukturelle
Beziehung zur Glukose auf. Es sind dies: Maltose, Saccharose und
Arabinose. Gerade diese Stoffe, wie auch Glukose selbst, beeinfluBten
das Wachstum und die Lactoflavinbildung der einzelnen Kulturen in
dhnlicher Weise.

Der Versuch, Kulturen auf den Zuckerabbauprodukten Brenz-
traubensiiure und Acetaldehyd aufzuziehen, miBlang. Die Pilze konnten
in diesem Fall nicht zum Wachstum und noch weniger zur Lactoflavin-
bildung angeregt werden. Die Zugabe dieser Stoffe zu Kulturen mit
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jungem Mpyecel, das in 2prozentiger Saccharoselosung gewachsen war,
verhinderte sogar dessen Weiterentwicklung.

Ein Vergleich der gefundenen Beziehungen zwischen Wachstum
und Lactoflavinbildung fiihrt also zu folgenden Ergebnissen:

Lactoflavinbildung und Wachstum verlaufen gleichsinnig
1. bei Verdnderung der Zuckerkonzentration
2. bei Verinderung der Stickstoffkonzentration.

Lactoflavinbildung und Wachstum verlaufen nicht gleichsinnig

1. bei Variierung der Magnesiumionenkonzentration
2. bei Verwendung verschiedenartiger C-Quellen
3. bei Verwendung verschiedenartiger N-Quellen.

Beziehungen zwischen Energiestoffwechsel und Lactoflavinbildung

: Die bisherigen Versuche lieBen keine Schliisse iiber Beziehungen
zwischen Energiestoffwechsel und Lactoflavinbildung zu, so daB weitere
notig wurden.

Da der aerobe Organismus auf eine geeignete Atmosphére ange-
wiesen ist, wurde der EinfluB ihrer Verinderung auf Wachstum und
Lactoflavinbildung untersucht; die Anderung geschah durch Einleiten
von CO, und in einem andern Versuch durch den Abschluf8 der Kul-
turen von der AuBenluft.

Lavolley und Laborey (1938) beschrieben einen Versuch,
in welchem sie gesteigerte Lactoflavinbildung beobachteten, wenn sie.
in die Kolben der Kulturen von Aspergillus niger CO, einleiteten.

Die vorliegenden Untersuchungen fiihrten jedoch zu andern Ergeb-
nissen. Die Lactoflavinbildung wurde niimlich durch Einleiten von CO,
in junge Kulturen von Aspergillus niger gehemmt (s. Tabellen 12 und 13).

Tabelle 12
Lactoflavinbildung in CO,-Atmosphére
Versuch 19 4-10 —5 molar MgS0,-TH,0 T =30°C
59, Saccharose
Lactoflavingehalt der Kulturlésung
_7 . Versuchstag 25. Versuchstag 32. Versuchstag
vor der CO,-Zufuhr vor d. erneuten Luftzufuhr| nach erneuter Luftzufuhr
'y/cm3 o/u 'y/cm” n/o y[cm3 o’lo
Kontrolle ohne CO, 2,1 100 3,7 100 3,9 100
Yersuch mit CO, .. 2.0 95 2.4 65 3,2 82
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Tabelle 13
Einflufl von CO, auf Wachstum und Lactoflavinbildung

Versuch 19 4-10 7% molar MgSO,-7TH,0 T = 30°C
32. Tag 5 9%, Saccharose
(Abbruch des Versuchs)
Relati
Trockensubstanz LAbSOhtt?r Lactoﬂai:ri:;:halt
actoflavin- yfem3
g gehalt yp/cm?
g
Kontrolle ohne COy .......oovvnn..... 1,1 3,9 3,5
Versuch mit CO;y ' veivnnc'oneesvaossns 1,0 3,2 3,1

Bei diesen Versuchen wurde aus einem Kippapparat CO, durch ein mit Watte
versehenes, sterilisiertes Glasrohr wiihrend etwa einer Stunde in die Kulturen ein-
geleitet, D1e Kolben wurden dann mit Hilfe eines Paraffinaufgusses auf die pordsen
Wattestopfen luftdicht gemacht.

18 Tage nach dem Einleiten von CO, zeigten die Versuchskulturen
nur noch 65 %o des von den Kontrollkulturen gebildeten Lactoflavins.
Erneute Luftzufuhr regte die Lactoflavinbildung wieder an, doch
erreichte am SchluB der absolute Gehalt der Versuchskulturen denjeni-
gen der Kontrollkulturen nicht ganz. Auch die Trockensubstanz war
bei den Versuchskulturen etwas geringer. Der Unterbruch der Lacto-
flavinbildung durch Einleiten von CO, ist wohl dadurch zustande-
gekommen, daB gleichzeitig auch das Wachstum unterbrochen wurde.

Ein anderer Versuch, bei dem Kulturen des Pilzes durch Paraffin-
aufguB auf den Stopfen von der Luftzufuhr abgeschnitten wurden,
ergab &ahnliche Resultate. Die Lactoflavinbildung wurde stark ge-
hemmt, bei erneuter Luftzufuhr jedoch wieder aufgenommen. Auch
diese Ergebnisse konnen auf einen Unterbruch im Pilzwachstum zu-
riickgefiihrt werden.

Die Wirkung der Monojodessigsiure (MJES)

Nach Frear (1947) soll eine 10~ molare Losung der MJES
sowohl die alkoholische Girung wie auch die Siurebildung in Kulturen
von Aspergillus niger vollstindig unterdriicken, wenn das pH der Kul-
turlosung etwa 2 belrigt; eine Hemmung der alkoholischen Girung
wird schon erreicht durch Zusatz von 10~ bis 4-10—* molare Losungen -
des Giftes. Bei diesen niedrigen ROnzentratlonen soll jedoch die Saure-
bildung unbeeinfluBt bleiben.

Es zeigte sich, daB Zugaben von MJES zur Kulturldsung auch auf
die Lactoflavinbildung einen EinfluB hatten (s. Tabelle 14 u. Figur 12).

Die Zugabe des gidrungshemmenden Stoffes erfolgte erst, wenn der
Pilz eine diinne Myceldecke ausgebildet hatte. Zu gleicher Zeit betrug
das pH der Kulturlésung etwa 2. Die niedrigste der verwendeten Kon-
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Figur 12 Y
Die Wirkung der MJES auf die - wcsens
Lactoflavinbildung iy
30°G - 4-10 —5 mol. MgSO, T
TH,0 — 59 Saccharose o
| Zugabe von MJES E l
&——¢ 10 -2 mol. MJES s 2 o
O——--10m 10 2 mol. MJES §
O——0 10 ~* mol. MJES =
AH——A 0 mol. MJES E
3
st
g
0
0 10 20 30 40
TAGE
Tabelle 14
Hemmung des Wachstums durch MJES
* Versuch 20 4-10 =5 molar MgS0O,-7TH,0 T = 30°C
36. Tag - 5 %, Saccharose
(Abbruch des Versuchs)

MIJES in Molaritéten 0 10-¢ 10-3 103
Trockensubstanz g.................... 1111 1,15 0,43 0,43
Absoluter Lactoflavingehalt p/em?. . .. . .. 3,68 3,80 2,24 2,25

: ; y/em?
Relativer Lactoflavingehalt T e 3,32 3,29 . 5,25 5,27

zentrationen von MJES hatte keinen Einflu8 auf die Lactoﬂavmblldung,
auch das Wachstum war gleich wie bei der Kontrollkultur.

Stirkere Zugaben des Giftes hatten jedoch vollstindige Hemmung
der Lactoflavinbildung zur Folge. Gleichzeitig muB auch das Wachstum
stark beeinfluB8t worden sein: der groBe Unterschied im Trockengewicht
18t mit ziemlicher Sicherheit darauf schlieBen, da8 es itberhaupt auf-
gehort hatte. Relative Werte des Lactoflavingehaltes sind insofern nicht
sehr aufschluBreich, als die Bildung des Vitamins wohl Glelchsmmg,
nicht aber proportional zum Wachstum verliuft.

Die Zugabe der MJES beeinfluBit also direkt das Wachstum des
Pilzes; sehr wahrscheinlich ist das Aufhéren der Lactoflavinbildung
unmittelbar darauf zuriickzufiihren.

Der Einflul von HCN

In den Arbeiten von Warburg (1926) finden sich Untersuchun- |
gen iiber die atmungshemmende Wirkung der Blausidure. Schon
107" molare Losungen des Giftes geniigen zur Auslosung dieses Effektes.
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Die Lactoflavinbildung bei Aspergillus niger wurde aber erst durch
eine 107* molare HCN-Konzentration gehemmt. Bei dieser Versuchs-
anstellung war jedoch das Trockengewicht am gréBten (s. Tabelle 15);
bei der Kontrollkultur dagegen fand sich die geringste Trockenmasse.

Tabelle 15
Einflull von HCN
Versuch 23 4-10 % molar MgS0O,-7TH,0 T =30°C
28. Tag 59, Saccharose
(Abbruch des Versuchs)
Relativer
Trockengewicht Lactﬁgzt‘)rlil::g;ha]t Lactoflavingehalt Lactoﬂavinagehalt
: iy h vfom
g
Kontrolle 1,046 2,91 100 2,79
10— 1,049 2,93 101 2,73
molar
10—5 1,093 - 2,93 101 2,68
Beh 10— 1,102 2,62 89 2,44

Offenbar war durch den Zusatz von HCN die Veratmung von Pilz-
substanz gehemmt worden. Es leuchtet auch ein, daB8 die relativen
Werte fiir den Lactoflavingehalt abnehmen in Loésungen mit groerem
HCN-Zusatz, weil das am Schluff gefundene Trockengewicht eben
grofler ist.

Der Einfluff von Sublimat

Kitavin (1939) konnte durch Zusatz von HgCl, zur Kulturlésung
von Aspergillus niger den Pilz zur Lactoflavinbildung anregen. In einem
groBangelegten Versuch war seine Ausbeute an Lactoflavin so gro8,
daB er es kristallin darstellen konnte. Er kultivierte den Organismus in
einer Nihrlosung mit 20 %o Saccharose und hielt die Kulturen bei 35° C.

Eine Steigerung der Lactoflavinbildung durch Zusatz von HgCl,
lief sich auch in den vorliegenden Untersuchungen beobachten. Als
Néhrlosung diente die Grundlosung (s. Seite 288) mit einem Saccharose-
gehalt von 20 %. Die Pilze wurden nach dem Impfen bei einer Tem-
peratur von 30° C kultiviert. Schon nach einem Tag zeigte sich auf der
Oberflache der Kulturlosung ein hauchdiinner Mycelschleier, der sich
nach weiteren drei Tagen zu einer diinnen, sporenlosen Decke zusam-
menschlof. Bis zu diesem Zeitpunkt entwickelten sich sidmtliche Kul-
turen gleich, obwohl bereits zwei Tage nach dem Impfen Sublimat-
Iosungen in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt worden waren.
im weiteren Verlauf des Versuchs zeigte sich jedoch eine starke Beein-
flussung des Wachstums durch die Giftzugabe. Wihrend sich in den
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Kontrollkulturen eine dicke Decke ausbildete, deren zahlreiche Sporen
im Verlauf des Versuches auskeimten und ein diinnes, sekundires
Mycel bildeten, starben die Versuchskulturen nach wenigen Tagen ab
(bei schwacher Konzentration hielten sie sich einige Tage linger). Die
diinnen Decken tauchten unter, ihre Sporen keimten aus und ent-
wickelten sich in der Folge zu ziemlich groBen, sporenlosen, sekundiiren
Decken. Nur bei den Kulturen mit dem gro8ten HgCl,-Zusatz (2,4-10~°
molar) keimten die Sporen nicht mehr aus.

Figur 13
Die Wirkung von HgCl, auf die
Lactoflavinbildung
35° C-4-10 —3 mol. MgSO,-7TH,0 —
20 9%, Saccharose
{ Zugabe von HgC(l,
O——20 2,4-10 —* mol. HgCl,
O——0 2,4-10 =® mol. HgCL,
A——4 2,4-10 ~% mol. HgCl,
®——@ 2.4-10 7 mol. HgCl,
G——< 0 mol. HgCl,

3

ABSOLUTER LACTOFLAVINGEHALT IN plem’
L%, )

=3

TAGE

Ein Vergleich des zeitlichen Verlaufs der Lactoflavinbildung ergab
folgendes (s. Figur 13): Wihrend der ersten vier Wochen wurde die
Lactoflavinbildung durch die Sublimatzugaben geférdert (optimale
Konzentration 2,4-107° molar). Alle Versuchskulturen, auBer derjenigen
mit dem groBten HgCl,-Zusatz, wiesen in dieser Zeit mehr Lactoflavin
auf als die Kontrolle. Ersl spéter stieg auch in der Kontrollkultur der
Lactoflavingehalt. Dies kann vermutlich darauf zuriickgefiihrt werden,
daB die Kulturlosung mit der Zeit an Mg'™" verarmte. Im Gegensatz
dazu war der Anstieg in den andern Kulturen gegen SchluB des Ver-
suches geringer als am Anfang, so daB nach weiteren vier Wochen die
Kulturlésung der Kontrollkultur und der meisten Versuchskulturen
etwa gleichviel Lactoflavin enthielt (starke Streuung der Endwerte).
Die Forderung der Lactoflavinbildung beruht zum Teil also bestimmt
auf dem EinfluB von HgCl,, zum Teil aber wahrscheinlich auch auf
dem EinfluB der an Mg*™" verarmenden Kulturlésung.

Es zeigte sich, da in den Kulturen mit groBem Sublimatzusatz
das Wachstum gegeniiber der Kontrolle stark gehemmt worden war
(s. Tabelle 16). Der relative Lactoflavingehalt der Versuchskulturen
ubertraf hier denn auch denjenigen der Kontrolle.
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. Tabelle 16
Forderung der Lactoflavinbildung durch HgCl,
Yersuch 37 4-10 —# molar MgS0,7H,0 T =35°C

54. Tag 20 9% Saccharose
(Abbruch des Versuchs)

HgCl,-Gehalt in Moralitidten

0 2,4-10-7 | 2,4-10-¢ | 2,4:10-5 | 2,4-10-¢
Trockensubstanz g ............... 4,39 5,46 5,54 3,81 3,16
Absoluter Lactoflavingehalt y/ecm3 .. | 10,99 11,52 12,90 11,10 8,69
3
Relutiver Tasbofaviigeiuli b 250 | 215 | 2,33 | 290 | 2,74

Die Lactoflavinbildung unter dem EinfluB8 von Sublimat war nicht
unbedingt an die Bildung eines sekundéiren Mycels gebunden. War das
Mycel zur Zeit der HgCl.-Zugabe bereits kriftiger entwickelt, so blieb
es erhalten und bildete gleich wie die Kontrollkultur Sporen, die aber
erst nach einigen Wochen auskeimten. Auch da war der Anstieg in der
Lactoflavinbildung bei der Versuchskultur am Anfang groBier, wihrend
die Kontrolle am SchluB8 mehr Lactoflavin bildete, so daB der absolute
Gehalt dann in beiden Kulturen gleich war. In Trockensubstanz und
relativem Lactoflavingehalt unterschieden sich die. Kulturen ebenfalls
kaum.

Die Lactoflavinbildung bei verschiedenen Rassen von Aspergiilus niger

Es ist eine bekannte Tatsache, daB sich Pilzrassen meistens phy-
siologisch stark unterscheiden; oft sind sogar die physiologischen Ver-
schiedenheiten stirker ausgebildet als die morphologischen. Schon
G alli (1946) konnte zeigen, daB die einzelnen Stimme von Aspergillus
niger in bezug auf Ascorbinsiure- und Zitronensidurebildung stark ver-
schieden sind. —

Es zeigte sich nun, daB auch die Lactoflavinbildung einzelner
Stamme ungleich war (s. Tabelle 17 und Figur 14). Die fiinf bei glei-
chen Bedingungen (optimalem Mg™ "-Gehalt) untersuchten Stimme
lieBen sich in drei Gruppen aufteilen, von denen die erste (4;) gar kein
Lactoflavin bildete, die zweite (4g) eine ziemlich groBe Menge und die
dritte (A4,, A;, A;) eine mittlere lieferte. Es ist bemerkenswert, da
Galli in bezug auf Ascorbinsiure diese Stimme in die drei gleichen
Gruppen aufteilen konnte: der grofite Sduregehalt fand sich bei der
ersten, der kleinste bei der dritten, ein mittlerer bei der zweiten Gruppe.
Das Wachstum der verschiedenen Stimme war dhnlich (s. Tabelle 17).

Die selben Stimme wurden nun auch bei andern Mgt *-Konzen-
trationen der Néihrlosung untersucht, um die fiir die Lactoflavinbildung

308



-
o

(€3

ABSOLUTER LACTOFLAVINGEHALT IN y/em?

o
k
3

* £l

0 10 20 30
TAGE

Figur 14

Der zeitliche Verlauf der Lactoflavinbildung bei verschiedenen
Stimmen von Aspergillus niger

Impfgut auf Bierwiirzeagar kultiviert
30° C — 4-10 ~% mol. MgSO,-7TH,0 — 59, Saccharose

A——A Ay X—x A,
o—~0oO 4, O——0. Ag
O’—“O A5

optimale Mg *-Konzentration zu bestimmen. Dabei zeigte es sich, da8
Stamm A; durch keine der verwendeten Nihrlosungen zur Lactoflavin-
bildung angeregt werden konnte. Fiir Stamm A; ergab sich (s. Ta-
belle 18), dafl der absolute Lactoflavingehalt am gr68ten war, wenn die
Néhrlosung kein Mg*™* enthielt. Aus der Tabelle geht auBerdem hervor,
daBl mit abnehmender Mg**-Konzentration auch die Trockensubstanz
zunimmt. Es ist der einzige Stamm, bei dem dies gefunden wurde, und
es 148t sich keine Erklirung dafiir angeben. Die dritte Gruppe mit den

: Tabelle 17
Wachstum und Lactoflavinbildung bei verschiedenen Stimmen von Aspergillus niger
16. Versuch 4+10 =% molar MgSO,-7TH,0 T =30°C
38. Tag 5 9% Saccharose
(Abbruch des Versuchs)
Gruppe I 11 111
Stamm 4, A, A, d; A,
Trockensubstanz g ............. | 08 091 | 1,05 | 081 | 1,00
Absoluter Lactoflavingehalt y/cm3 . . 0 10,66 4,08 3,69 2,74
Vem? - -
Relativer Lactoflavingehalt J.‘éi‘i ol 12,00 | 3,74 | 445 | 2,60
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Tabelle 18

Stamm A4 bei verschiedenen Konzentrationen an Magnesium-Ionen

17. Versuch Stamm A, 5 9% Saccharose T=25°C
MgSO, 7 H,0 in Molaritéten
0 4-10-3 4-10-¢ 4-10-3
Trockengewicht g ................... 1,02 - 1,01 0,83 0,67
Absoluter Lactoflavingehalt y/em3 . ... 13,2 91 3,1 2:5
. ] 2 /cm?®
Relativer Lactoflavingehalt ~—— . 12,9 9,1 3,8 3.9

Stimmen A,, A;, A; hatte ihr Optimum bei Konzentrationen von etwa
10—° molar MgSO,-7H.0.

Eine deutliche Verinderung gewisser Rasseneigenschaften trat
jedoch ein, wenn zur Herstellung des Ndhrbodens fiir das Impfqut an
Stelle von Bierwiirze Biomalzagar verwendet wurde (s. Tabelle 19 und
Figur 15). Allerdings bildete auch jetzt Stamm A; am meisten, 4; am

-
[=]

Figur 15
Der zeitliche Verlauf der
Lactoflavinbildung bei ver-
schiedenen Stidmmen von
Aspergillus niger
Impfgut auf Biomalzagar
kultiviert
30° C — 4-10 —5 mol. MgSO,-
TH,0 — 59, Saccharose

ABSOLUTER LACTOFLAVINGEHALT IN y/cm’
»n

A A A,
O——0- 4,
0] 0——0 4,
0 10 20 30
TAGE

wenigsten Lactoflavin; dafl aber A. meBbare Lactoflavinmengen bildet,
- war bisher nicht beobachtet worden. Beim Stamm A, verschob sich das
Optimum fiir die Lactoflavinbildung von 4:10~° nach der bedeutend
niedrigeren Konzentration von 4-10—7 molar MgSO,:7H,0. Im Ge-
gensatz zu friiheren Untersuchungen zeigte sich bei A; eine sehr starke
Lactoflavinproduktion in einer Ldsung mit hohem Gehalt an Mg*™
(s. Figur 16). Dies war besonders interessant, weil die Lactoflavinbil-
dung schon zu Beginn des Versuches intensiv einsetzte; auch A, und A,
bildeten bei diesen Bedingungen Lactoflavin, jedoch erst zu einem spi-
teren Zeitpunki, wenn vermutlich die Nahrlosung schon einen Mg**-
Mangel aufwies. Stamm A behielt die Fihigkeit zur Lactoflavinbildung
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Figur 16

Die Lactoflavinbildung bei verschiedenen
Stimmen von Aspergillus niger

Niahrlosung mit normalem Mg-Gehalt

ABS. LACTOFLAVINGEHALT IN y/cm?

2
30° C-— 4-10 2 mol. MgSO,-7TH,0 -
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A——A Ay O—0O 4, 0——0 A,
0
0 20 40
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bei, wenn das Impfgut in der Folge wieder auf Bierwiirzeagar zur Ent-
wicklung gebracht wurde* (s. Tabelle 20).

Da Stamm A, im Gegensatz zu den Stimmen A, und A; ein intensiv
eriinlich fluoreszierendes Mycel aufwies, welches auf Lactoflavin hin-
zudeuten schien, wurden die Decken dieser Kulturen auf ihren Lacto-
flavingehalt gepriift. Das Ergebnis zeigte jedoch, da die Fluoreszenz
des Mycels nicht von Lactoflavin herriihrte. Die Unterschiede im Lacto-
flavingehalt der Mycelextrakte waren relativ gering.

Tabelle 19

Verhalten verschiedener Stimme von Aspergillus niger bei Variierung der Konzentration
an Magnesium-Ionen

Versuch 30 5.9, Saccharose T=230°C
40. Tag
(Abbruch des Versuchs) Impfgut auf Biomalz-Agar
MgS0, 7TH,0 in Molaritéiten
4-10-7 4-10- 4-10-2
Trockensubstanz g . PSS T S T 0,92 1,03 1,32
g Absoluter Lactoflavingehalt yfem?® ... ...... 7,88 2,47 3.19
2 ) 3 )
Relativer Lactoflavingehalt y/;m ......... 8.56 2,39 2,80
Trockensubstanz & . .z ms s sns s s s E20 0,87 1,09
A Absoluter Lactoflavingehalt y/em3......... 1,99 2,18 1,94
7,5 5 :
Relativer Lactoflavingehalt %IE" ......... 1,56 2.51 1,78
Trockensubstanz g . cocivvanciindivevaes 0,75 1,01 0,62
r Absoluter Lactoflavingehalt p/em?......... 6,31 7,92 4,45
8
2 :
Relativer Lactoflavingehalt 2’%5 ......... 8,46 7,83 7,23

1Im Gegensatz zu den vorangegangenen Versuchen handelte es sich in der Folge
immer um helle anstatt um die bisher verwendete dunkle Bierwiirze.
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Tabelle 20
Lactoflavingehalt des Mycels und der Kulturlssung bei verschiedenen Stimmen von
Aspergillus niger
Versuch 36 4-10 =* molar MgSO,7H,0 T =30°C

30. Tag 59 Saccharose
(Abbruch des Versuches)

Nihrboden des Impfgutes — helle Bierwiirze

Stamm
‘42 A-; AB
Lactoflavingehalt des Mycels (mg) .............. 0,027 0,060 0,050
Lactoflavingehalt der Kulturlésung (mg) . ........ 1,160 0,500 1,340
Gesamter Lactoflavingehalt (mg)................ 1,187 0,560 1,390
Lrockenaubalas (B o\ ionitsn sn'sis v s bom s o o 0,74 0,92 0,72
Relativer Lactoflavingehalt (mg/g) .............. 1,61 0,61 1,93

Bei den Stimmen A,, A; und A; wurden sowohl! die Lactoflavin-
als auch die Ascorbinsdurebildung unter zwei verschiedenen Bedingun-
gen untersucht. Die Bestimmung der Ascorbinsiure erfolgte durch
Titration mit Dichlorphenolindophenol (Tillmans Reagens). Im ersten
Fall handelte es sich um Bedingungen, die sich bei Stamm 4, fiir die Lac-
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Figur 17

Lactoflavin- und Ascorbinsiurebildung bei verschiedenen Stimmen
von Aspergillus niger bei optimalen Bedingungen fiir die Lactoflavin-

bildung
30°C - 4-10 % mol. MgSO,-7TH,0 — 209, Saccharose — pH =5,1
Lactoflavinbildung O0——0 A,
----- Ascorbinsiurebildung LA——A A,

i A,
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toflavinbildung als giinstig erwiesen hatten (4-10~°molar MgSO,* 7H,0,
20 %o Saccharose, pH = 5,1). Im zweiten Fall lagen Versuchsbedingun-
gen vor, die nach Galli (1946) fordernd auf die Ascorbinsiurebildung
wirkten (10— molar MgSO,-7H,0, 20°% Saccharose, pH = 2—2,2).
Die Kulturbedingungen unterschieden sich also nur im pH und im
Mg**-Gehalt der Nihrlésung. _

Im ersten Fall (Versuch 38 a) bildete Stamm A, weitaus am meisten
Lactoflavin (s. Figur- 17 und Tabelle 21). Bei den andern Stimmen
zeigte die hohe Zuckerkonzentration nicht dieselbe férdernde Wirkung

W
k=]

3

——
=
-

-
(=]
]
~
~

ABS. LACTOFLAVIN-u. ASCORBINSAUREGEHALT IN g/cm’
~
X

(=]

Figur 18

Lactoflavin- und Ascorbinsiurebildung bei verschiedenen Stimmen
von Aspergillus niger bei optimalen Bedingungen fiir die Ascorbin-

sdurebildung ;
30° C — 10 3 mol. MgS0,-7TH,0 — 20 9% Saccharose — pH =2 bis 2,2
—— Lactoflavinbildung 0——0 A,
----- Ascorbinsiurebildung A——a A4,

O——~0 Ag

wie bei A, (vgl. dazu Seite 300 ff.). Auch Ascorbinsiure wurde unter
diesen Bedingungen von A, am meisten gebildet, wihrend, wie bei
Lactoflavin, Stamm A, am wenigsten und A; eine mittlere Ascorbin-
siuremenge produzierte. Bei allen Stimmen nahm®der Ascorbinsaure-
gehalt in der Losung wieder ab. Dies beruht vermutlich auf Oxydation
durch Luftsauerstoff (Galli, 1946). In den Kulturlosungen von A,
und A, zeigte sich gegen SchluB des Versuchs eine erneute Zunahme
von Ascorbinsidure. Vielleicht konnte der Pilz in diesen Fillen .die
Ascorbinsiiure aus deren Abbauprodukten wieder aufbauen. Galli
zeigte in ihrer Arbeit, daB Aspergillus niger zu dieser Synthese fiihig ist.
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In Versuch 38 b zeigte Stamm A, die intensivste Lactoflavinbildung;
die andern Stimme bildeten davon sehr viel weniger. Die Ascorbinséiure-
bildung verhielt sich ganz dhnlich, wie Galli fiir diese Bedingungen
beobachtet hatte: A; bildete am meisten, 4, am wenigsten Ascorbin-
sidure. Die Bildung verlief jedoch wesentlich langsamer und, im Gegen-
satz zu den Beobachtungen von G alli, nahm der Gehalt nicht in allen
Kulturen wieder ab (s. Figur 18).

Tabelle 21
Maxima des Lactoflavin- und Ascorbinsiuregehaltes bei drei Stimmen von Aspergillus niger
Versuche 38a und b Abbruch des Versuchs am 41. Tag
(von diesem Tag auch die Werte fiir den Lactoflavingehalt)

T =30°C
Fordernde Bedingungen Férdernde Bedingungen
fiir Lactoflavinbildung fiir Ascorbinsiurebildung
4-10-* mol. MgSO,-7H,0. | 10-3 mol. MgS0,-7H,0
209, Saccharose 209, Saccharose
pH=5,1 pH = 2bis 2,2
Stamm A, A, A, A, A, Ay

Absoluter Lactoflavingeh. y/cm3 (Max.) | 29,4 5,99' 4,63 | 0,77 | 1.97 | 5,84

Trockensubstans s . cuviiicios s ivnn, 2,92 | 3,65 | 1,83 | 1,84 | 5,78 | 2,39
. : P /ecm3
Relativer Lactoflavingehalt —g ..... 10,1 | 1,64 | 2,53 | 0,40 | 0,34 | 2,44 .
Absol. Ascorbinsiuregehalt /cm? (Max.) | 19,0 | 8,2 7,79 | 7,0 28,9 | 18,3
Tag der Ascorbinsiurebestimmung . ... 41 15 15 14 41 41
Zusammenfassung

1. Aspergillus niger wurde in Mg* *-armer Nihrlésung kultiviert und
darin zur Bildung eines Farbstoffs angeregt, der mit verschie- ,
denen charakteristischen Methoden als Lactoflavin erkannt
wurde. '

2. Es wurde eine Methode ausgearbeitet zur quantitativen, fluori-
metrischen Bestimmung des Lactoflavins direkt aus der Kultur-
losung, wobei /2 bis 1 cm?® Losung fiir eine Analyse geniigen.

3. Es wurden folgende Einfliisse auf die Lactoflavinbildung durch
Aspergillus niger untersucht: Mg*-Konzentration, Temperatur,
Wachstum des Pilzes, N-Quelle, C-Quelle, anaerobe Bedingungen,
Vergiftung mit HCN, Monojodessigsiure. HgCl,, Rassenunter-
schiede, Veriiﬁderung in der Aufzucht des Impfgutes.

4. Niedrige Mg™"-Konzentrationen wirken férdernd auf die Lacto-

flavinbildung, hemmend auf das Wachstum von Aspergillus niger.

Die Lactoflavinbildung ist an das Wachstum des Pilzes gebunden.

6. Je hoher die Temperatur, desto rascher sind Wachstum und
Lactoflavinbildung beendigt, und um so geringer ist am Schlu8
des Versuches der Lactoflavingehalt der Kulturlésung.

e
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10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

. Die Temperatur hat keinen EinfluB auf die Wirkung niedriger

Mg**-Konzentrationen: die optimale Mg*™-Konzentration ist bei
allen Temperaturen dieselbe. ‘
NO,~ und NH," haben eine entgegengesetzte Wirkung: durch
NO,~ wird das Wachstum gehemmt, die Lactoflavinbildung ge-
férdert; NH,* wirkt im umgekehrten Sinn.

Eine Erhohung der Saccharosekonzentration hat Foérderung des
Wachstums zur Folge. Die optimale Konzentration liegt bei 24 %/o.
Fiir die Lactoflavinbildung liegt das Optimum am Anfang des
Versuchs bei derselben Konzentration, verschiebt sich aber gegen
SchluB nach einer tiefern Konzentration (16 %o).

C-Quellen, welche das Wachstum fordern, hemmen die Lacto-
flavinbildung: zum Beispiel Fruktose, Laktose; C-Quellen, welche
fiir das Wachstum nicht so giinstig sind, fordern die Lactoflavin-
bildung: Saccharose, Maltose, Glukose, Arabinose, Glycerin. Eine
mittlere Forderung von Wachstum und Lactoflavinbildung findet
sich bei Galaktose und Stérke. ‘

Anaerobe Bedingungen und Einleitung von CO, bewirken einen
Unterbruch im Wachstum und damit ein Aufhéren der Lacto-
flavinbildung.

HCN- und Monojodessigsiurezusatz haben in héhern Konzentra-
tionen ebenfalls einen Wachstumsunterbruch und Aufhéren der
Lactoflavinbildung zur Folge.

HgCl,-Zugabe wirkt fordernd auf die Lactoflavinbildung: in ge-
wissen Versuchen wurde das Lactoflavin durch sekundiires Mycel
gebildet, in andern durch priméres. '

Ein Vergleich von fiinf Rassen von Aspergillus niger zeigt, dafl
sich in bezug auf die Lactoflavinbildung die drei gleichen Gruppen
bilden lassen, die Galli (1946) schon auf Grund der Ascorbin-
sdurebildung aufgestellt hatte; die Bildung der beiden Vitamine
verlauft bei den drei Gruppen nicht gleichsinnig, die Vitamine
vertreten sich aber auch nicht gegenseitig.

Durch Verwendung eines andern Nihrsubstrates fiir das Impfgut
werden gewisse Eigenschaften des ausgewachsenen Pilzes ver-
andert.

Der Pilz ist imstande, gleichzeitig Lactoflavin und Ascorbinsdure
zu synthetisieren.

Die.vor]iegende Arbeit wurde im Botanischen Institut der Universitit Basel aus-

gefithrt. Ich mochte an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. M. Geiger-Huber, unter
dessen Leitung die Arbeit entstand, herzlich danken fir die Zuteilung des Themas,
seine wertvollen Anregungen und die groBziigige Uberlassung der Mittel des Instituts.
Auch allen andern, die mir mit guten Ratschligen geholfen haben, vor allem Herrn
Dr. H. Huber, sei hier gedankt.
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