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I. Die idlteren Arbeiten.

Seit der seiner Zeit Aufsehen erregenden Entdeckung PASTEURS (1—8) iiber
die Existenz von Lebewesen, die nur unter SauerstoffausschluB eine vegetative
Lebenstitigkeit zu entfalten vermogen, hat das Problem der Anaerobiose immer
wieder die Aufmerksamkeit der biologischen Wissenschaften erregt und allméh-
lich auch aulerhalb der Bakteriologie allgemeinbiologische Bedeutung gewonnen.

Es schien zunichst naheliegend, die Anaerobiose der Aerobiose als etwas
grundsétzlich Gegenteiliges gegeniiberzustellen; die Versuchsergebnisse von
Newcxr (1, 2) und Lacrowicz, KasruEeL und BURRI sprachen anfinglich dafiir,
daB der absolute SauerstoffausschluB die optimalen Lebensbedingungen fiir
Anaerobier schaffe. Aber schon bei diesen Versuchen fiel auf, daB geringste
Mengen von Sauerstoff die Lebenstitigkeit der Anaerobier unter bestimmten
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Bedingungen offenbar nicht ungiinstig beeinfluBten. Diese Erscheinung wurde
anfangs so gedeutet, daB der fiir Anaerobier als Gift wirkende Sauerstoff in
kleinsten Mengen eine Reizwirkung entfalte und bei den betreffenden Keimen
entsprechende Gegenreaktionen auslose, die in einem verstirkten Wachstums-
impuls ihren Ausdruck finden. Weitere Untersuchungen von CHUDIAKOW, sowie
Burgl und KURSTEINER zeigten jedoch, daB bei einer nicht restlosen Entfernung
des Sauerstoffes aus den Anaeroben-Kulturmedien, bzw. nach nur kurz dauernder
Einhaltung streng anaerober Verhiltnisse und nachfolgendem ungehinderten
Luftzutritt das anaerobe Wachstum weit {ippiger vor sich geht als unter Bei-
behaltung des villigen Sauerstoffausschlusses. Insbesondere die von BUrRRI und
KURSTEINER einwandfrei gesicherte Tatsache, daf zur Einleitung des Anaeroben-
wachstums in flissigen Nahrmedien lediglich fiir die erste Zeit (12—14 Stunden)
der Entwicklung streng anaerobe Verhiltnisse notwendig sind, im Anschluf
daran aber Sauerstoffzutritt das Wachstum der Kulturen begiinstigt, verdient
im Hinblick auf die in neuerer Zeit unter Verwendung von Redox-Systemen
gewonnenen Einblicke ganz besondere Beachtung. Auf der gleichen Ebene liegt
die Feststellung von CHUDIAKOW, daBl bei fortschreitendem Wachstum der
Anaerobenkulturen der O,-Druck im Kulturmedium schrittweise bis auf das
10fache des sonst ertriglichen O,-Partialdruckes ohne Schidigung des Keim-
wachstums gesteigert werden kann.

Wenn auch zunichst an der ,,Reizwirkung® des Sauerstoffes festgehalten
wurde, so zeigten doch diese Versuche immerhin schon, da8 die Anaerobiose
gegeniiber der Aerobiose nur einen graduellen und nicht etwa prinzipiellen Unter-
schied darstellt und zwar insofern als der Sauerstoffpartialdruck, der von ver-
schiedenen Bakterienkulturen (aeroben wie anaeroben) vertragen wird, von der
obligaten Aerobiose iiber die fakultative zur obligaten Anaerobiose eine graduelle
Abnahme erkennen 148t. Schon WuxD konnte eine skalenméfige Einteilung der
verschiedensten Bakterien nach der Vertriglichkeit verschiedener Sauerstoff-
drucke vornehmen. Die zur Erkldrung der Anaerobiose aufgestellten Theorien
insbesondere betreffend ihren integrierenden Zusammenhang mit der Géarung
(PASTEUR, V. NAGELI) haben sich nicht aufrecht erhalten lassen, seit erkannt
wurde, dafl Gérung keineswegs grundsitzlich ,,Leben ohne freien Sauerstoff‘
sei. Die Tatsache, dal die Anaerobiose wirklich bei einigen Bakterien, z. B.
B. aerogenes (EscaericH) und Rauschbrandbacillus [Tr. SMiTH (1, 3)], an die
gleichzeitig  durch sie bewirkte Géarung gekniipft ist, hat keine allgemeingiiltige
Bedeutung fiir das eigentliche Wesen der Anaerobiose.

Ausgehend von den mnatiirlichen, vegetativen Existenzbedingungen der
Anaerobier in der AuBlenwelt wiesen PAsTEUR, KEDROWSKI und ScHoLTz darauf
hin, daf streng anaerobe Bakterien in fliissigen Néahrmedien bei Luftzutritt
ungehindert gedeihen, wenn gleichzeitig gewisse andere aerobe Keime anwesend
sind, ja, dafBl unter diesen Verhéaltnissen selbst méBige Durchleitung von Sauer-
stoff durch das Kulturmedium das Anaerobenwachstum nicht schidige. Wihrend
PasTEUR und ScroLTz diese Erscheinung mit der Sauerstoffzehrung der aeroben
Keime erklirten — eine Ansicht, welche bis in die neueste Zeit erhalten blieb —,
begriindete KEprROWSKI diesen Vorgang mit der ,,Absonderung fermentartiger
Stoffe* von den betreffenden Aerobiern, welche in der Lage seien, Sauerstoff
zu binden, wodurch das Wachstum der Anaerobier gewéhrleistet wiirde. Obwohl
sich diese letztere Ansicht nicht allein hypothetisch sehr wohl vertreten lieS,
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sondern auch durch die Tatsache, daB Anaerobier auch in Ndhrmedien, die tote
Anaerobier oder deren Stoffwechselprodukte enthalten, zur Entwicklung ge-
langen, bewiesen werden konnte, geriet diese Anschauung weitgehend in Ver-
gessenheit. Wir wissen heute, daBl es sich bei den von KEDROWSKI als ferment-
artig bezeichneten Stoffen, um reduzierende, leicht autoxydable Substanzen
handelt, die in jeder Bakterienkultur wihrend des Wachstums entstehen. Diese
Tatsache ist die Begrindung dafiir, dal es Novy, Kirr und BraATz gelang,
Anaerobier bei Luftzutritt in frischen Nahrlosungen zu ziichten, wenn gleich-
zeitig geniigend anaerobeneigene Stoffwechselprodukte mit tibertragen wurden.

Die Wachstumsbegiinstigung durch eigene und fremde Bakterienstoffwechsel-
produkte ist nicht nur bei Anaerobiern bekannt, sondern wurde auch bei Aero-
biern beobachtet, wo diese Erscheinung allerdings meist nicht so auffallig ist,
da von der Anwesenheit bzw. von dem Fehlen dieser Stoffe unter sonst giinstigen
Nahrbodenverhdltnissen die Lebenstéitigkeit der Aerobier nicht unbedingt ab-
hingig ist. So wurde von BUCHNER iiber besonders tippiges Wachstum von Cho-
leravibrionen in einem sterilisierten Nihrboden, der schon einmal mit Cholera-
vibrionen bewachsen war, berichtet. CARNOT sah dhnliche Verhiltnisse bei
Zichtung von Tuberkelbacillen in tuberkulinhaltigen Ndhrbéden. — Beobach-
tungen iiber eine giinstige Beeinflussung des Wachstums einer Keimart durch
eine andere liegen in groBer Anzahl vor (TURRO, KORCZYNSKI, SANARELLI,
Arvasorr, HILBERT, STUTZER). Von gewisser Bedeutung ist diese Erscheinung
fir die Biologie der Influenzabacillen und deren Verwandte, bei welchen das
Zusammenleben mit Staphylococcus pyogenes aureus (GRASSBERGER, CHON und
PrEYSS) oder Diphtheriebacillen (WoLF, J., KALKBRENNER) zu einer wesentlichen
Beginstigung des Wachstums fithrt. Die Tatsache, dall dieser Wachstums-
impuls auch in Gegenwart abgetoteter Bakterien eintritt (CANTANI, LUERSSEN),
lief es naheliegend erscheinen, da die Wachstumsbegiinstigung nicht an die
Lebensfahigkeit solcher ,,Ammenbakterien‘* (NEISSER) gebunden, sondern auf
geloste Stoffwechselprodukte derselben zuriickzufiihren ist; im Hinblick auf
spiter zu erliuternde Befunde ist es bemerkenswert, daB diese wachstums-
begiinstigenden Substanzen als thermolabil erkannt wurden und besonders
reichlich in der Kulturflissigkeit von B. prodigiosus und Staphylococcus aureus
aufgefunden wurden (CANTANI, LUERSSEN). Gerade auf die angebliche ,,Sauer-
stoffzehrung“ des B. prodigiosus griindete FORTNER spiter sein Verfahren zur
Anaerobenziichtung dieser Keimart. Hervorgehoben zu werden verdient die
Tatsache, daB eine gegenseitig begiinstigende Wirkung verschiedener Bakterien
im allgemeinen nur dann einzutreten scheint, wenn es sich um Arten handelt,
die mdglichst verschiedenartige Lebensbedingungen und Néhrsubstrate bevor-
zugen; so zeigen eine ausgesprochene Neigung zur Symbiose mit anderen Keim-
arten obligate Aerobier (z.B. Influenzabakterien) und obligate Anaerobier,
wéhrend innerhalb der grofien Gruppe der fakultativen Anaerobier gegenseitig
begiinstigende Wirkungen gegeniiber antagonistischen Tendenzen zuriicktreten.
Der Antagonismus, welcher besonders bei nahe verwandten Arten aufzutreten
pflegt, kann in einer Konkurrenz um N#hrsubstrate wegen der Gleichheit oder
Ahnlichkeit des Substratangriffes begriindet sein, im iibrigen jedoch auch durch
aggressive Enzyme der einen Art gegeniiber der anderen, durch py- oder
rg-Verschiebung, die der unterliegenden Art nicht zusagen usw., verursacht
werden (ilber antagonistische Wirkungen von Bakterien untereinander s.
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BITTER, PrINGSHEIM (1, 2), VAN DER REIS, BoNHOFF, FERLITO, NISSLE, MCNAIR
Scort, ALBERT, SIROTININ, HAJ6s, EMMERICH und LoEW, BERTARELLI u. a.).

Die Art der von den meisten Bakterien gebildeten reduzierenden Substanzen,
denn um solche handelt es sich bei dem wirksamen Prinzip der Wachstums-
begiinstigung in Anaerobierkulturen, ist bis zur Zeit noch nicht aufgekliart worden.
Dagegen hat man schon frithzeitig versucht, Anaerobier durch Zusatz wohl defi-
nierter reduzierender Stoffe zum Néahrboden im Wachstum anzuregen. Kirasato
und WEYL verwendeten zu diesem Zweck Brenzkatechin, Resorcin, Hydro-
chinon, Pyrogallol, Na-Formiat, Benzaldehyd, Acetaldehyd und Amidophenol
(Eikonogen) in 0,1 %iger Losung, Indigotetrasulfonat in 0,3 %iger Losung. Be-
sonders der letztere Stoff, der heute als Redoxindikator Verwendung findet,
fiel diesen Autoren eben wegen dieser Eigenschaft der Reduzierbarkeit und
Reoxydierbarkeit auf. Solche Redoxindikatoren haben seitdem in der Bakterio-
logie zur Erkennung von Reduktionsleistungen der Bakterien eine breite Ver-
wendung gefunden (Neutralrot, Methylenblau, Lackmus), zur Einleitung des
Anaerobenwachstums zog man sie jedoch in der Folgezeit kaum noch heran.
Hierfiir gelangten anderen reduzierende Substanzen, wie Na,S (TRENKMANN,
MaNTEUFEL), Ammoniumsulfit (R1vas, Hammerr), Natriumsulfit (Hata), Ferro-
ammoniumsulfat [LigrMaNy (1, 2)] u. a. zeitweilige in Anwendung. Alle diese
Verfahren wurden jedoch in der Praxis verdringt durch die Entdeckung von
Tarozzi, daB sich Anaerobier leicht in einer Bouillon ziichten lassen, die ein
Stiickchen tierisches (Organ-) Gewebe enthilt, z. B. Leber, Niere, Milz. Die
reduzierende Wirkung von Organstiickchen wird durch Erhitzen, selbst bis auf
120—140° [WrzosEK (1, 2, 3)], nicht aufgehoben; im Gegenteil, kann eine durch
langeres Stehen an der Luft unwirksam gewordene Leberbouillon durch Wieder-
aufkochen zur Anaerobenziichtung wieder geeignet gemacht werden. Ahnliche
Reduktionswirkungen iibt auch Blut oder Hirnbrei aus (v. HIBLER). Der wesent-
liche praktische Vorteil bestand darin, daBl zum Anaerobennihrboden nunmehr
nur vollbiologische Substanzen verwendet und jegliche Keimschidigung oder
sonstige unerwiinschte Nebenwirkungen vermieden wurden, was bei Anwendung
der oben genannten Chemikalien nicht immer der Fall ist. Fiir wissenschaftliche
Untersuchungen, die der Aufklirung iiber das Wesen der Anaerobiose dienen,
sind jedoch solche Nihrmedien, die nur mit Unbekannten arbeiten, nicht ge-
eignet. Um auf diesem Wege weiter zu kommen, wurde erst in neuerer Zeit
wieder an die dlteren Untersuchungen, die wohldefinierte chemische Substanzen
zur Anaerobenziichtung verwendeten, angekniipft; und zwar konnten jetzt bio-
logische Stoffe, denen jede keimschidigende Nebenwirkung fehlt, und die sogar
in der Biologie anderer Lebewesen eine bedeutende Rolle spielen, in der Anaero-
benziichtung angewendet werden. Bevor jedoch hierauf niher eingegangen wer-
den kann, ist es notwendig, darauf hinzuweisen, daB bereits beim Studium des
Verwendungstoffwechsels sowie der ,,Atmung*‘ gewisser Bakterien bemerkens-
werte Einblicke in oxydative, reduktive und hydrolytische Prozesse gewonnen
werden konnten.

Die Ernéhrung der Bakterien dient in der gleichen Weise wie die der hheren
Lebewesen der Energielieferung fiir dynamische und plastische Leistungen. Der
Energieaufwand fiir Vermehrung und Wachstum ist in Bakterienkulturen im
Verhiltnis zum Energieverbrauch fiir Warmeerzeugung, Bewegung und sonstige
dynamische Leistungen gering. [ARNAUD und CHARrIN (1, 2), RUBNER (1, 2),
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TaneL). Auf die plastische Quote des Stoffwechsels entfallen nach RUBNER
etwa nur Yg—1/; des gesamten Energieverbrauches. Messungen der Atmung
(O,-Aufnahme, CO,-Abgabe) bei Aerobiern ergaben, dafl weit mehr Sauerstoff
aufgenommen wird, als in der ausgeschiedenen Kohlensaure erscheint [HEssk
(1—5)]. Bei Angebot von girfihigem Material kann sich das Verhéltnis jedoch
umkehren. Die starke Sauerstoffretention nichtgirender Bakterienkulturen wurde
mit dem Wachstum in Verbindung gebracht, als bemerkt wurde, daB3 sie zur Zeit
des stirksten Wachstums ihren héchsten Wert erreicht. Man betrachtete daher
die Intensitit des Gaswechsels als einen brauchbaren MafBstab fir die Wachstums-
intensitdt der Bakterienkulturen, da man annahm, daB der retinierte Sauerstoff
zum Aufbau der Bakterienleibessubstanz Verwendung finde [STorLASA, A. MtL-
LER, SCHITTENHELM und SCHROETER (1,2), RIEMER].

Einige mit dem Sauerstoffverbrauch in Zusammenhang stehende oxydative
Leistungen der Bakterienzelle konnten durch Vitalfarbungen sichtbar gemacht
werden (z. B. ,,Nadireaktion*) (W.H. ScHuLTZE, GRAFF, KRAMER, RHEIN).
Hierher gehért ferner die Methdmoglobinbildung durch Streptokokken und
Pneumokokken. Bei der Oxydation des Héamoglobins zu Methdmoglobin unter
der Einwirkung von Bakterienfermenten handelt es sich um einen reversiblen
ProzeB, der durch Sauerstoffzutritt oder Sauerstoffabschlufl alternierend beein-
flubt werden kann. Oxydative Leistungen von Aerobjern in Gegenwart von
Sauerstoff konnten gegeniiber einer grofien Anzahl von Testsubstraten nach-
gewiesen werden, nicht ohne daB hierbei recht erhebliche Unterschiede in den
Ergebnissen und Deutungen der verschiedenen Untersucher zu beobachten waren.
Der unterschiedliche Ausfall der experimentellen Untersuchungen war, wie man
heute wohl sagen kann, hiufig methodisch bedingt. Einheitliche Arbeitsbedin-
gungen wurden erst nach Einfihrung des Redoxbegriffes geschaffen, und die
so ausgerichteten Untersuchungen beginnen erst in neuester Zeit zu sinnvollen
Ergebnissen zu fithren.

Zur Aufklirung des Bakterienstoffwechsels haben jedoch schon seit langem
die Reduktionsleistungen der Bakterien in viel groBerem Mafle als ihre oxyda-
tiven Fihigkeiten beigetragen.

Zur Verfolgung von bakteriellen Reduktionsleistungen eignen sich insbesondere
die ,,Kiipenfarbstoffe‘’, worauf in anderem Zusammenhang schon EHRLICH hin-
gewiesen hat. Sie lassen sich leicht reduzieren und oxydieren, wobei sie meistens
Firbung und Entfirbung, selten Farbumschlige, je nach ihrem Oxydations- bzw.
Reduktionszustand erkennen lassen und in ihrer reduzierten Phase meist aut-
oxydabel sind; kurz, es handelt sich um solche Farbstoffe, die wir heute unter
dem Begriff ,,Redoxindikatoren* zusammenfassen. — Die ersten Versuche, redu-
zierende Leistungen von Bakterien mittels eines Redoxindikators zu verfolgen,
sind bereits vor 100 Jahren von HErMrOLTZ gemacht worden; er beobachtete
die Entfirbung von Lackmuslosung in faulendem Material. CAHEN priifte diese
Erscheinung bei verschiedenen isolierten aeroben und anaeroben Bakterienarten
mit Lackmus, Indigokarmin und Methylenblau, BerrRING mit Lackmus und
Rosolssure. Die Tatsache, daB bei den Reduktionsleistungen der meisten
Bakterien der Potentialbereich des Methylenblaus fast stets erreicht oder durch-
schritten wird, lieB gerade diesen Farbstoff als besonders leicht reagierenden

1 Literatur siche bei Korre, Kravs, Umexavrn: Handbuch der pathogenen Mikro-
organismen. Jena 1929.

Ergebnisse der Hygiene. XXV. 7
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Reduktionsindikator besonders geeignet erscheinen. Die meisten Untersuchungen,
welche sich mit bakteriellen Reduktionsleistungen beschéftigten, wurden mit
Methylenblau als Indikator angestellt [SPINa, BAGINSKY, PETRUSCHKY, SMITH (2),
KasHIDA, Rosiy, F. M1LER (1, 2), NE1sSER und WECHSBERG (1, 2)]. Wihrend
man anfangs glaubte (CAHEN), die Reduktionsfihigkeit einer Bakterienart mit
ihren anaerobiotischen Eigenschaften in Zusammenhang bringen zun konnen,
zeigten spiter Tu. SMiTH (2), WICHERN und F. MULLER (1, 2), dal zwischen
Anaerobiose und Reduktionsfihigkeit keine unmittelbaren Beziehungen bestehen,
sondern dafB vielmehr diese Fahigkeit — ebenso wie die zu oxydativen Leistungen
— mit der Wachstumsintensitit der Bakterienkulturen parallel geht. ScHAR-
DINGER griindete auf die Methylenblaureduktion das bekannte indirekte Keim-
zahlungsverfahren in Milch. Die Deutung der SCHARDINGER-Reaktion ist lange
umstritten geblieben [GOzoNY und KRAMER, THORNTON und HASTINGS, BARTHEL
(1, 2)]. Auch heute ist iiber die dabei wirksamen Enzyme [Aldehydmutasen,
Aldehydrasen, s. bei FRANKE (2)] noch keine endgiiltige Klérung herbeigefiihrt
worden. Obwohl iiber die chemische Natur der von den Bakterien gebildeten
reduzierenden Substanzen selbst heute relativ wenig bekannt ist, steht schon seit
langem fest, daB es sich ebenso wie bei den Redoxindikatoren, die zu ihrem Nach-
weis dienen, teilweise um autoxydable Substanzen handelt [MaassexN (1, 2)].
Die hohe Labilitdt dieser Verbindungen gegen (Luft-) Sauerstoff brachte es mit
sich, daf z. B. keimfreie Filtrate von Bakterienkulturen, die vor der Filtration
stark reduzierten, diese Eigenschaft vermissen lieBen; diese Erscheinung gab
immer wieder AnlaB zu der Behauptung, da die Reduktion eines Redoxindika-
tors unmittelbar durch das Bakterienprotoplasma bzw. durch die darin ent-
haltenen und nicht abtrennbaren -Enzyme zustande gebracht wiirde [EHRLICH,
Spiva, Ta. SmitH (2), ROTHBERGER]. Man verband mit dieser Erscheinung
ferner die Vorstellung, daB es sich dabei um den sichtbar gemachten Prozef3
der Sauerstoffiibertracung an die Bakterienzelle handle, die auf diesem Wege
auch unter aneroben Bedingungen den fiir sie notwendigen Sauerstoff fiir sich
frei machen kénne. DaB diese Vorstellung nur bedingt richtig sein kann, geht aus
der Tatsache hervor, dafl z. B. Methylenblau weder in der oxydierten noch viel
weniger in der reduzierten Phase Sauerstoff enthalt, worauf schon im Jahre 1901
MicrAELIS hingewiesen hatte (betreffend Definition der Oxydation und Reduk-
tion s. unten). Gegeniiber der Anschauung, daB das Bakterienprotoplasma
selbst bzw. die intrazelluliren Enzyme die Reduktionsleistungen vollbringen,
konnten RozsAEEGI, BAcINskY, F. MULLER (1, 2), WoLFF, WicHERN und FRED
nachweisen, daB die Reduktion vorwiegend durch das Auftreten reduzierender
Stoffwechselprodukte, die aus dem Nahrsubstrat gebildet werden, bedingt ist
(s. a. bei OBErsTADT, Lit.). Fast allen diesen Arbeiten lag die Vorstellung
zugrunde, daB die Reduktionsleistungen der Bakterien der Freimachung gebun-
denen Sauerstoffes aus den Nahrsubstraten diene. Man bezeichnete daher diesen
Prozef} auch als intramolekulare Atmung [PASTEUR (1—8), Exrricr]. Brerine
suchte mit Hilfe eines sauerstoffhaltigen Reduktionsindikators (1-Nitroanthra-
chinon-7-sulfosaures Natrium) den Nachweis zu fithren, daf die Reduktion
dieses Stoffes gleichbedeutend mit intramolekularer Sauerstoffaufnahme durch
die Bakterienzelle (Abspaltung von O, aus der Nitrogruppe) sei. Die hier ent-
wickelten Darlegungen basieren noch auf der irrtiimlichen Annahme, da der
von MevErHOF gefundene und von Hopkins und Dixons isolierte ,,Atmungs-
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korper® = Gluthathion ebenfalls als ,intramolekularer Sauerstoffspender
fungiere. Abgesehen davon stellte sich bei spédteren Nachpriiffungen heraus,
daB die Reduktion von Nitroanthrachinon keineswegs nur durch die lebende
Bakterienzelle, sondern schon durch die N&hrlosungen selbst (z. B. Serum-
bouillon) hervorgerufen werden kann (Kx01r). Nitroanthrachinon verhilt sich
also nicht anders als die tibrigen Reduktionsindikatoren. Die Frage, ob ein
Redoxindikator entfarbt wird oder nicht, ist, wie wir heute wissen, lediglich
eine Frage des Redoxpotentials der reagierenden Stoffe; wenn man also den
Begriff der Atmung dahingehend formuliert, daB es sich um einen Vorgang
handelt, welcher der Sauerstofflieferung fiir biologische Prozesse dient, so sollte
man ihn nur fir solche Prozesse anwenden, bei welchen der molekulare Sauer-
stoff, gleichviel welcher Herkunft, wirklich integrierender Bestandteil ist, d. h.
z. B., da} eine Wasserstoffbeseitigung nur iiber die Vereinigung mit Sauerstoff
bewerkstelligt werden kann. Dies trifft fiir lebenswichtige Stoffwechselvorginge
einiger Aerobier in der gleichen Weise zu wie fiir hohere Lebewesen; jedoch
ist fiir die meisten Aerobier wie fiir die Anaerobier der molekulare Sauerstoff
nicht unbedingt erforderlich. Insbesondere kénnen reduzierende Substanzen
auch vollig ohne oxydative oder reduktive Stoffwechselprozesse, z. B. durch
Decarboxylierung entstehen, z. B.

CH,- 00 - COOH -> CH, - CHO + CO,

die ihrerseits irgendeinen Redoxindikator von geniigend positivem Potential
reduzieren kénnen, gleichviel ob er Sauerstoff enthélt oder nicht. Ob die Reduk-
tion des Farbstoffes im einzelnen Fall tatsdchlich erfolgt, hingt von der thermo-
dynamischen Moglichkeit der betreffenden Reaktion : Redsubstanz-Indikator, von
der Aktivitat der Redsubstanz, von der herrschenden Wasserstoffionenkonzen-
tration usw. ab, jedoch wiederum nicht davon, ob nun Sauerstoff oder Wasser-
stoff iibertragen wird. Dasselbe gilt natiirlich, wenn man die Farbstoffreduktion
als unmittelbare Fermentreaktion (Dehydrasewirkung auf den Redoxindikator)
ansieht. Die Bezeichnung ,,Atmung® sollte daher nur in dem engeren Sinne
Lavorsiers Anwendung finden [vgl. WarBURG (8)]. Es ist daher auch nicht
moglich von einer Atmung der Anaerobier unter anaeroben Verhiltnissen zu
sprechen, wenn die unter O,-Ausschluf} in beschranktem Umfang noch vor sich
gehenden Oxydationsprozesse gemeint sind. Unter duBeren aeroben Bedingungen
aber ,atmen’* sowohl Aerobier wie Anaerobier, wobei allerdings zu bedenken
ist, dall wahrscheinlich nicht alle sauerstoffzehrenden Substanzen, die in einer
Bakterienkultur auftreten konnen, bei ihrer Oxydation durch Luftsauerstoff fiir
den Bakterienstoffwechsel von Bedeutung sind. Ob daher der gesamte Sauer-
stoffverbrauch noch als ,,Atmung* zu bezeichnen ist, scheint doch mehr als
fraglich. Ja, der Sauerstoffverbrauch einer bakterienhaltigen Fliissigkeit ist
noch nicht einmal an die Anwesenheit lebender Bakterien gebunden; selbst
absterbende und abgestorbene Bakterien ,,atmen’ noch [Emrismans (1)].

II. Oxydation und Reduktion.

1. Eine Oxydation kann bestehen in Anlagerung von Sauerstoff: Cu+ O = CuO.
2. Kine Oxydation kann bestehen in der Abgabe von Wasserstoff:
COOH(CH,),CO0H = COOH(CH),COOH + H,.
Bernsteinsiure Fumarsiure

¥
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3. Eine Oxydation kann bestehen in Valenzwechsel: Cu — 2e = Cut+ oder
Cut — e = Cutt,

Die zuletzt genannte Definition hat den Vorzug, da8 sie die unter 1. und 2.
angefiihrten Vorgéinge in sich schlieft und daher umfassender ist. Da aber
besonders in biologischen Systemen die meisten Oxydationen tatsichlich nach
dem Schema der Dehydrierungen verlaufen, ist es fiir ihre Betrachtung anschau-
licher und auch meist ausreichend, sie als Dehydrierungen aufzufassen. Aus
der Tatsache, dal die meisten Bakterien sowohl zu aerober wie anaerober Existenz
befdahigt sind und eigentlich nur ein sehr kleiner Teil derselben strenge Aerobier
sind, 148t sich folgern, daB3 die meisten biologischen Oxydationsprozesse ebenso
gut in Sauerstoffanwesenheit wie -abwesenheit verlaufen, vorausgesetzt, dafl im
letzteren Falle ein anderer Wasserstoffacceptor, z. B. Methylenblau, vorhan-
den ist:

Oxydation von Athylalkohol mittels Sauerstoff:
CH,CH,0H + 1/,0, = CH,COH -+ H,0
oder:

Oxydation von Athylalkohol ohne Sauerstoff, an Stelle dessen Methylenblau
als Wasserstoffacceptor:

CH,CH,0H + Mb = CH,COH -+ H, - Mb.

Tatsichlich verlaufen viele bakterielle Oxydationsprozesse in Anwesenheit
eines Wasserstoffacceptors unter anaeroben Bedingungen in gleicher Weise wie
in Anwesenheit von Sauerstoff (FRIEDEMANN); allerdings konnen quantitative
Unterschiede vorhanden sein. Wichtig ist gegeniiber dlteren Vorstellungen, daB
auch die sog. obligaten Anaerobier zu oxydativen Leistungen befihigt sind
(REUTER, Sporri), und nicht etwa nur aus hydrolytischen ,,Gérungs*-Vor-
gingen ihre Stoffwechselenergie beziehen, die zwar im Bakterienstoffwechsel
anteilméBig eine groBere Rolle spielen als bei den Metazoen.

Es ergibt sich somit, daB es nicht umfassend genug ist zu sagen, daB der
Sauerstoff in freier oder abspaltbarer Form ein integrierender Bestandteil des
Oxydationsvorganges ist. Vielmehr kommt es, zumindest primér, auf die An-
wesenheit eines geeigneten Wasserstoffacceptors an, unbeschadet der Tatsache,
daB dies in manchen Fillen nur der Sauerstoff sein kann. In wie starkem MaBe
die Lebenstitigkeit von der Anwesenheit eines Wasserstoffacceptors abhingt,
geht auch daraus hervor, daB .lebende Zellen in der Lage sind mangels eines
geeigneten Wasserstoffacceptors dieselbe Substanz gleichzeitig zu oxydieren und
zu reduzieren, wobei je ein Molekiil als Wasserstoffdonator (Oxydation) und je
ein Molekiil als Wasserstoffacceptor (Reduktion) dienen muf, z. B. nach Art
der Canizzaroschen Umlagerung:

CH,COH + H,0 = CH,COOH + H,
CH,COH + H, = CH,CH,0H.

Dieser Vorgang wird im biologischen Milieu z. B. durch Aldehydmutasen
(prosthetische Gruppe = Co-Zymase) katalysiert (Dixon). Eine weitere sehr
eigentiimliche Méglichkeit, sich des bei Oxydationsprozessen abgespaltenen
Wasserstoffes wenigstens teilweise zu entledigen, besteht bei einer Reihe von
Bakterien, insbesondere aber bei Anaerobiern, darin, daB sie ihn in gasférmiger
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Form abscheiden, und zwar entweder gebunden als CH,, H,S oder frei als H,
(s. unten).

Die meisten Stoffumsetzungen zum Zwecke der Energielieferung miissen
ebenso wie bei allen anderen Lebewesen auch bei den Bakterien durch Fermente
induziert bzw. beschleunigt werden. Nur einige energieliefernde Prozesse ver-
laufen (mit der geniigenden Geschwindigkeit) ohne Beteiligung von Fermenten.
Bei der biologischen Oxydation spielen jedoch auBer Fermenten noch andere
organische und anorganische Katalysatoren eine Rolle [z. B. C,-Dikarbonséuren,
v. SzENT-GYORGYI (3), oder Askorbinsdure, Glutathion, v. EvLER (2)], denen’
gerade im Bakterienstoffwechsel wahrscheinlich eine noch bedeutungsvollere
Rolle zukommt, als in dem der Metazoen.

IIL. Der biologische Substratangriff.

Was zunichst die Fermentwirkungen im Rahmen der biologischen Ozydation
anlangt, so handelt es sich hier im wesentlichen und vor allem primér um die
Wasserstoffiibertragung von dem zu oxydierenden Substrat auf einen geeigneten
Wasserstoffacceptor. Nach der Theorie von WIELAND (1—10) und T. THUNBERG
besteht die Aufgabe der Dehydrasen in der ,,Aktivierung* des Wasserstoffes,
der hierdurch in einen fiir die Vereinigung mit Sauerstoff oder einem anderen
Wasserstoffacceptor geeigneten Zustand versetzt wird, was ohne die Vermittlung
dieser Fermente nicht statthaben wiirde. Diese Anschauung fand zunéchst
von seiten WARBURGs (4) heftigen Widerspruch. Unter Hinweis auf die eisen-
haltigen Atmungsfermente, die in jeder Zelle nachgewiesen werden konnten,
machte er geltend, daf3 es sich bei der biologischen Oxydation um eine ,,Akti-
vierung” von Sauerstoff durch Fermenteisen handelte [WarBURG (1, 2, 3)];
die Sauerstoffaufnahme eines biologischen ‘Substrats oder einer lebenden Zell-
suspension hore sofort auf, wenn das Eisen dieser Fermentsysteme durch KCN
gebunden wiirde. Die trotz KCN-Zusatz weitergehende Reduktion von Methylen-
blau, Chinon oder anderen Wasserstoffacceptoren in einem solchen Milieu, erfuhr
durch WARBURG (4) zunéchst die etwas gekiinstelte ,,Erklirung®, daf sich solche
Stoffe eben ,,wie Sauerstoff -+ Eisen, d. h. wie aktivierter Sauerstoff verhalten®.

Unsere Kenntnisse iiber die biologischen Oxydationsprozesse haben, besonders
im letzten Jahrzehnt, durch die Auffindung einer groBen Anzahl weiterer Enzym-
systeme einen groflen Zuwachs erfahren. Insbesondere sind die in Frage stehenden
Abléufe wenigstens in threm Prinzip weitgehend aufgeklirt worden. Wenn daher
im AnschluB an die nun folgende kurze Ubersicht versucht werden soll, das
Prinzip der besprochenen biologischen Oxydation auf den Bakterienstoffwechsel
zu {ibertragen, so ist diesem Versuch zundchst vorwiegend eine nur allgemeine
Bedeutung beizumessen, da wir iiber die Bakterienfermente noch nicht in solchem
Umfang unterrichtet sind wie iiber die der Metazoen.

a) Hydrolasen. Der primire Angriff auf ein Nahrsubstrat besteht im allge-
meinen in der Spaltung; Schema: Hydrolyse (Esterasen, Proteasen, Peptidasen,
Karbohydrasen usw.); Spaltungen nach Art der Carboxylasewirkung. — Die
Reaktionsfahigkeit auch solcher Enzyme ist zum Teil ebenso wie die der unten
zu besprechenden Dehydrasen (Redoxasen) und Atmungsfermente nicht allein von
der herrschenden Wasserstoffionenkonzentration sondern mindestens in gleicher
Weise vom Redoxpotential des umgebenden Milieus abhingig. Hydrolytische
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Prozesse werden im allgemeinen durch eine Negativierung des Redoxpotentials,
d. h. vice versa auch durch Sauerstoffmangel begiinstigt bzw. iiberhaupt ermég-
licht [BErsix (2)], REiss, RoNpoNI]. — Die bei hydrolytischen Spaltungspro-
zessen freiwerdenden Energiemengen sind im Verhiltnis zum verbleibenden
Energieinhalt der Spaltstiicke und damit im Vergleich zu den im nachfolgenden
OxydationsprozeB zur Verfiigung gestellten Energiemengen sehr gering, etwa
nur 10% des Energieinhaltes [Furmer, FRANKE (1)]. Diese Form des Sub-
stratangriffes dient also lediglich der Vorbereitung der anschlieBend einsetzenden,
im eigentlichen Sinne dynamogenen Stoffwechselprozesse.

b) Dehydrasen. In der Co-Dehydrase I (= Co-Zymase) [v. EULER, ALBERS
und ScHLENK (1, 2, 3); SCHLENK und v. EULER; VESTIN, SCHLENK und v. EULER;
WagrBURG (9)] und Co-Dehydrase 11 [v. EULER (2), SCHLENK (1), WARBURG (9)]
haben wir die prosthetischen Gruppen einer Reihe von Fermenten vor uns,
deren spezielle Aufgabe die Wasserstoffiibertragung ist (KARRER, SCHWARZEN-
BACH, BENZ und SormsseN; KARRER und RiNgIEr). Die jeweilige Substrat-
spezifitit der durch die Co-Dehydrasen vermittelten Reaktionen ist durch ihre
Bindung an verschiedene Trigerproteine bzw. -proteide, ,,Zwischenfermente®
[WARBURG (9)], bedingt. Chemisch handelt es sich bei den beiden Co-Dehydrasen
um Phospho-Pyridin-Nucleotide (VestiN, ScHLENK und v. EvLERr); die Oxydo-
reduktionen spielen sich am Pyridinkern (Nicotinsdureamid) ab (KARRER,
ScEWARZENBACH, BENz und SorLmsseN). Beide Dehydrasen sind sowohl in
tierischen als auch pflanzlichen Zellen einschlieSlich der Bakterien nachgewiesen
worden (Ubersicht. und Literatur s. bei F. G. FiscHER). Durch fermentative
Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung lassen sich die beiden Enzyme in-
einander iiberfilhren, da sie sich nur durch den Gehalt von 1 Mol Phosphorsiure
unterscheiden (v. EULER, ADLER und STENNHOFF ERIKSEN; VESTIN) (Co-Dehy-
drase I = Diphospho-Pyridin-Nucleotid; Co-Dehydrase IT = Triphospho-Pyri-
din-Nucleotid). Eine derartige Umwandlung der beiden Co-Fermente ineinander
findet auch unter natiirlichen Bedingungen bei Phosphorylierungsvorgingen,
in welche diese beiden Fermentgruppen eingeschaltet sind, statt [MEYERHOF,
ScrULz und ScHUSTER; MEYERHOF, OHLMEYER, GENTNER und MAIER-LEIBNTZ;
MEeyYERHOF, OHLMEYER und MOHLE (1, 2); VESTIN; V. EULER und ADLER (2)],
womit der Wasserstofftransport gekoppelt sein kann: Dihydro-Co-Dehydrase I
— Co-Dehydrase II. In der Hauptsache geht jedoch der Wasserstofftransport
von den Co-Dehydrasen weiter iiber die Flavoproteide (gelbe Fermente) bzw.
die Diaphorase. — Neben diesen durch die Co-Dehydrasen vermittelten Oxydo-
reduktionen sind noch weitere Dehydrasen bekannt (s. bei FISCHER), in denen
dissoziierende prosthetische Gruppen nicht nachgewiesen werden konnten (z. B.
Glycero-Phosphat-Dehydrase [GREEN (3), V. EULER, ADLER und GUNTHER (2))
und Succinodehydrase). TFerner gehéren hierher die Xanthindehydrasen und
d-Aminosiuredehydrase, deren prosthetische Gruppen Alloxazinderivate sind
(BALL). Wahrend die Dihydro-Codehydrasen Flavinenzym oder Diaphorase als
Wasserstoffacceptoren bendtigen, sind die letzteren Dehydrasen zur direkten
Reaktion mit dem Cytochromsystem befihigt [WARBURG und CHRISTIAN (8)].
(Uber die Rolle der niedermolekularen Ubertriger siehe unten.)

¢) Gelbe Fermente und Diaphorase. Den Co-Dehydrasen I und IT nach-
geschaltet sind als H-Acceptoren die ,,gelben Fermente. Aus diesen von WAR-
BURG und CHrisTIAN (1, 2, 3, 4), sowie von Erriveer und KunN, Gyoreyr
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und WAGNER-JAUREGG, zuerst isolierten ,,gelben Oxydationsfermenten‘‘ konnte
Kunx als prosthetische Gruppe das Laktoflavin abtrennen und dessen chemische
Konstitution [6,7-Dimethyl-9-(1-d-ribityl-)-isoalloxazin] sowie die Identitdt mit
Vitamin B, sicherstellen (Kunn, Gyoreyr und WAeNER-JAUREGG ; KUunN, Rupy
und WAGNER-JAUREGG ; s. a. bel KaARRER). Durch Bindung des Laktoflavin an
Proteid entsteht das ,,gelbe Ferment* [TuEORELL (1, 2, 3)]. Die aus ver-
schiedenen Organen und Zellarten gewonnenen Flavinenzyme erwiesen sich in
der Folgezeit nicht als einheitlich; gemeinsam ist ihnen lediglich die prosthetische
Gruppe: Laktoflavin-Phosphorsiureester; Unterschiede bestehen vor allem in
der Art der Eiweilitrager bzw. in gewissen Kinbauten (Adenin-Nucleotide) in das
Molekill der Wirkungsgruppe [WARBURG und CHRISTIAN (7, 8, 9); KARRER,
Frer und MEERWEIN; KARRER, FrEI, RINGIER und BENDAS; STRAUB (1)]. Die
Oxydoreduktionen spielen sich am Alloxazinring ab. — Aber nicht allein an
Eiweill gebunden, sondern auch in freier Form vermag das Co-Enzym (Lakto-
flavin) gewisse Oxydoreduktionen zu vollziehen [v.EuvrLErR und Aprer (1);
v. EvLER, HELLSTROM und ADLER; ADLER und v. EvLER (1, 2)]. Diese Tatsache
diirfte gerade im Bakterienstoffwechsel von nicht geringer Bedeutung sein. —
Das natiirliche Substrat des gelben Fermentes ist in erster Linie die Dihydro-Co-
Dehydrase I und II, von der es den Wasserstoff zum Weitertransport an ver-
schiedene andere Acceptoren empféingt. Die Bedeutung der Flavinenzyme als
»HAtmungsfermente beruht auf ihrer Fahigkeit, den erhaltenen Wasserstoff
nicht allein an gewisse Acceptoren wie Methylenblau, Chinon und das Cytochrom-
system, sondern auch direkt an molekularen Sauerstoff abzugeben. — Von
noch weitreichenderer Wirksamkeit sind die in neuerer Zeit gefundenen Flavo-
Nucleotidproteide (s. oben), welche unmittelbar an gewissen (nichtenzymati-
schen) Substraten angreifen und den Wasserstoff direkt auf H-Acceptoren,
unter anderen auch auf Sauerstoff iibertragen kénnen.

Wie bereits oben erwihnt, geht die Wasserstoffentladung der Dihydro-Co-
Dehydrasen nicht allein iiber die ,,gelben Fermente®, sondern es existiert noch
ein parallel geschalteter Transportweg iliber das Ferment: Diaphorase (ADLER
v. BEuLER und HELLSTROM) oder auch Co-Enzymoxydase bzw. Co-Enzymfaktor
[DEwaN und GREEN (1, 2)] genannt. Die Acceptoreigenschaft der Diaphorasen
erstreckt sich nach v. EvrLer und GUNTHER spezifisch auf die Dihydro-Co-
Dehydrase I, wihrend GrEEN und DEWAN sie auch gegeniiber Dihydro-Co-
Dehydrase II wirksam befanden. Die Diaphorase gibt den Wasserstoff an ver-
schiedene Acceptoren wie Methylenblau, Riboflavin sowie an Cytochrom a und b
(nicht an Cytochrom c) ab. In welchem Umfang die Dehydrierung der H,-Co-
Dehydrasen statt tiber die ,,gelben Fermente® iiber die Diaphorase geht, welche
etwa 1000—7000fach wirksamer sein soll als Flavinenzym, ist noch strittig.

d) Das Cytochrom- und Him-Himinsystem. Wihrend bei normalem Sauer-
stoffpartialdruck die Existenz des ,,gelben Atmungsfermentes’® theoretisch ge-
niigen wiirde, um den ,,Atmungsvorgang‘, die Vereinigung des Wasserstoffes
mit dem Sauerstoff zu vollziehen, bendtigen viele, besonders die héheren Lebe-
wesen, noch ein besonderes Fermentsystem, welches die Wasserstoffiibertragung
von den ,gelben Fermenten (einschliefilich der Flavonucleotide) bzw. der
Diaphorase zum Sauerstoff vermittelt. Der O,-Partialdruck im-Gewebe der
Metazoen ist so gering, dafl die Autoxydation der ,,gelben Fermente‘‘ nicht mit
der gentigenden Geschwindigkeit vor sich geht. Zur Beschleunigung der Reaktion
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Wasserstoff-Sauerstoff ist hier das von MacMuxwN (1, 2, 3) gefundene und vor
allem von THEORELL (4, 5, 6, 7) und Kemi~N (1) ndher untersuchte Cytochrom-
system. eingeschaltet (s. a. bei REmp). Die Cytochrome a, b und ¢ sind mit der
Gruppe der Zellhdmine nahe verwandt und weisen in ihren an Eiweifl gebundenen
[ costhetischen Gruppen groBe Ahnlichkeit mit dem Hamin auf. Im Gegensatz
zum WARBURGschen Atmungsferment (Ham-Héminsystem) reagieren sie nicht
mit molekularem Sauerstoff (nicht autoxydabel) oder KCN (blausdureunempfind-
lich). Thre Aufgabe ist ebenfalls der Wasserstofftransport oder wenn man will,
die Oxydation des Wasserstoffes: H-—e=H*. Die noch bestehende Potential-
differenz zwischen dem an das Cytochromsystem gelangten Wasserstoff und dem
molekularen Sauerstoff wird nunmehr stufenweise teils vom Cytochromsystem,
teils vom Héaminsystem ausgeglichen. Die Reihenfolge der Cytochrome in der
Reaktionskette ist gemidfl ihren Redoxpotentialen [Cytochrom a=--0,29V;
Cytochrom b=-+0,27 V; Cytochrom ¢=+0,04 V (Barv)]: b—c—a. Oxy-
dation und Reduktion spielen sich in diesem System am Fermenteisen unter
jeweiligem Valenzwechsel ab [WARBURG und CHRISTIAN (8)]. Cytochrom a wird
schlieBlich vom WarBURGschen Atmungsferment [WarBURG (1, 2, 3, 4, 8)],
also vom Him-Himinsystem oxydiert und der iiber die bisher beschriebenen
Fermentketten transportierte Wasserstoff nunmehr mit ,,aktiviertem Sauerstoff
vereinigt:
2 Cytochrom bt+++ - Dihydro-Flavinenzym = Flavinenzym - 2H+
2 Cytochrom b++ 4 2 Cytochrom c+++

2 Cytochrom c++ -+ 2 Cytochrom a+++

2 Cytochrom a++ + 2 Hé.lmin‘fﬂ

¥
2Ham*+ - 0++ = 0—
H,0

Wihrend die Oxydation der Cytochrome anscheinend streng spezifisch im
Sinne des obigen Schemas ausgerichtet ist, bestehen bei der Reduktion ver-
schiedene Moglichkeiten, wie schon aus dem vorhergehenden ersichtlich. So
reduzieren nicht allein die Leukoflavinenzyme, sondern auch andere wasserstoff-
tibertragende Fermente (Ocston und GREEN), wie Diaphorase [s. bei FISCHER,
MarTius, WARBURG (9)] und Succinodehydrase [GREEN (2)] und schlieBlich
auch gewisse niedermolekulare H-Ubertriger wie z. B. Askorbinsiure (KARRER,
v. EvLER und HELLSTROM, EDLBACHER und v. SEGESSER), das Cytochrom. Das
Cytochrom a ist ebenso wie die anderen Cytochrome keine als einheitlich aner-
kannte Substanz, sondern zerfillt wiederum in Komponenten, die autoxydabel
sind und damit dem WARBURGschen Atmungsferment nahe stehen, und solche,
die nicht autoxydabel sind [KermiN und HarTtrEE (1)].

IV. Die Bakterienenzyme.

Die hier im integrierenden Stil gegebene kurze Skizzierung der wichtigsten
bekannten Enzymsysteme verfolgt lediglich den Zweck, das allgemeine Prinzip
des Substratabbaus und der biologischen Oxydation, wie es sich im Organismus
der hoéheren Lebewesen etwa darstellt, zum umreilen DaB aber die Kenntnis
dieser Prinzipien gerade fiir das Verstindnis bakterieller Stoffwechselvorginge
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von ebenso grofler Bedeutung ist wie fiir das der Metazoen, geht, abgesehen von
allgemeinbiologischen Erwégungen insbesondere daraus hervor, daB ein nicht
geringer Teil dieser Erkenntnisse aus dem Studium des Stoffwechsels von Bak-
terien gewonnen worden ist.

Nichtsdestoweniger haben die allermeisten Angaben iiber die enzymatischen
Fihigkeiten der Bakterien nicht der planméfiigen Erforschung des Stoffwechsels
dieser Lebewesen selbst gedient, sondern sind fast stets véllig einseitig auf be-
stimmte Substratumsetzungen ausgerichtet gewesen; die betreffende Bakterien-
art, die diese Umsetzungen unter ganz bestimmten Bedingungen vollbrachte,
interessierte in diesem Zusammenhang als Individuum meist iiberhaupt nicht;
d. h. man fragte kaum jemals danach, ob die von der betreffenden Bakterienart
geleistete Umsetzung spontan unter ,,freigewéhlten Bedingungen ebenfalls voll-
bracht worden wire, kurz, ob sie im Hinblick auf die Lebensbediirfnisse ein
Optimum darstellten. Von einer groffen Anzahl technisch-industriell verwendeter
Bakterien wissen wir kaum mehr, als daf} sie unter gewissen, noch nicht einmal
hinreichend genau definierten Bedingungen eine ganz bestimmte Reaktion (meist
eine einfache Spaltung) vollbringt, und daB3 dieser Reaktion ein bestimmtes
Ferment entspricht. Selbst tiber das letztere ist nur selten mehr bekannt, als
dal} es eben diese Reaktion katalysiert, dagegen haufig nichts iiber den feineren
Wirkungsmechanismus. Bei den Betrachtungen tiber die enzymatischen Lei-
stungen von Mikroorganismen (z. B. derjenigen der Géarungsindustrie) wird meist
aufler acht gelassen, daBl die maximale Ausbeute an einem bestimmten Spaltungs-
produkt fast niemals mit den im Interesse des betreffenden Lebewesens liegenden
optimalen Lebensbedingungen zusammenfdllt. — Dies mag vom praktischen
Standpunkt der industriellen Anwendung von Bakterienarten auch meist nicht
von Belang sein. Aber selbst iiber den Stoffwechsel der pathogenen Mikro-
organismen, bei denen doch gerade die optimalen Lebensbedingungen von
medizinisch-therapeutischem Interesse sind, kennen wir zwar eine Unzahl
diagnostisch bedeutsamer biochemischer Unterschiede zwischen den einzelnen
Bakterienarten, aber iiber den Gesamtstoffwechsel auch nur einer Bakterienart
wissen wir nichts. Und somit ist die gesamte Bakteriologie auch iiber den Stand-
punkt, die Bakterien als ,,Spaltpilze®, sofern man unter diesem Begriff Lebe-
wesen versteht, die ihren Energiebedarf lediglich oder vorwiegend aus einfachen
Spaltungen héhermolekularer Nahrstoffe beziehen, aufzufassen, nicht hinaus-
gekommen. Diese Tatsache schlieBt selbstverstindlich nicht aus, daB durch die
bis jetzt gewonnenen Einzelerkenntnisse iiber die Hydrolasenaktivitit vieler
Bakterien und deren Zusammenhang mit pathogenen Wirkungen im lebenden
Makroorganismus wesentliche theoretische aber auch praktisch therapeutische
Grundlagen geschaffen werden konnten (s. bei WoHLFEIL). Hierher gehort z. B.
auch die therapeutische Anwendbarkeit des Enzyms von Dupos, DuBos und
Avery (1, 2); DuBos und Baver; AvERY und Dusos. Dennoch muB betont
werden, dafl wir iiber den Wirkungsmechanismus eines pathogenen Bakteriums
im lebenden Organismus solange noch nichts Endgiiltiges aussagen konnen,
als uns nicht seine séimtlichen ,konstitutiven* und ,adaptiven Ferment-
leistungen [KarsTROM, YUDKIN (4), MaSCHMANN] unter allen realisierbaren
Bedingungen (einschlieBlich Einwirkung von Fermentaktivatoren, Hemmungs-
korpern, Ergonen, Antienzymen usw.) bekannt sind. Aus diesem Grunde ist
es auch notwendig, sich von der immer noch herrschenden Vorstellung, daB es
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sich bei diesen Kleinlebewesen um fermentativ einseitig organisierte Lebewesen
handle, loszumachen und zu erkennen, daB der Stoffwechsel der Mikroorganis-
men ein dhnlich differenzierter ist wie der der hoheren Lebewesen (WEREMAN).
Es erscheint daher nach dem gegenwirtigen Stande der Bakteriologie wertvoller,
Dehydrierungs- und Atmungssysteme der Mikroben systematisch zu unter-
suchen, als sich weiterhin auf die Aufdeckung von Spaltungsreaktionen zu
beschréinken.

Gegenwirtig liegen die Verhéltnisse auf diesem Gebiet so, dal wir zwar iber
das Vorkommen bzw. -iiber das Fehlen von Dehydrierungs- und Oxydations-
fermenten bei Bakterien ebenfalls schon eine grofle Reihe von Einzeltatsachen
kennen, aber beziiglich des Ineinandergreifens und der Wirkungsweise dieser
Enzymsysteme in Bakterienkulturen noch durchaus mangelhaft unterrichtet sind.

Uber Dehydrasen bei Bakterien siche BrrrHo: bei Essigbakterien; YUpkix (2, 3):
bei B. coli; AprLER, HELLSTROM, GUNTHER und v. EULER: bei B. coli; LYNEN und FRANKE:
bei B. coli; WiceERT, SiLvERMANN, UrTER und WERKMAN: bei verschiedenen aeroben
und anaeroben Bakterien; GuzmanNyN, BArRON und LyMAN: bei verschiedenen Bakterien.
Ferner: OgstoN und GREEN, ADLER und MicHAELIS, MEYERHOF und OHLMEYER, ADLER,
v. EULER und HuenEs, v. EULER, ADLER, GUNTHER und HELLSTROM, GREEN und Bro-
STEAUX, FRANKE und BANERJEE, GALE, v. EULER, ADLER und GUNTHER (2), ADLER und
SREE.NIVASAYA, ApLER, v. EULER und Hucses, ApLER und HUGHES.

Uber ,,gelbe Fermente* und HCN-unempfindliche Atmungssysteme bei den Bakterien
siehe bei WARBURG und CHRISTIAN (5, 6), VETTER, SNELL, STRONG und PETERsON, O’KANE,
GERARD, BERTHO und GrLbck, MeEvErHOF und FINkLE, Fusrra und Kopama (3), YaMa-
GUTCHI U. a.

Uber Cytochrom und Cytochromoxydase bei Bakterien siehe bei Fusrra und Konama (3),
Tamyia und YamacurcHI, CALLOW, QUASTEL und STEPHENSON, YaoI und Tamyra, FrEr,
RIEDMULLER und Armasy; vgl. auch Literatur iiber Nadireaktion 8. 97.

Uber Katalase und Peroxydase bei Bakterien siche bei Rywocz, StarP, KIRCHNER,
Fusira und Kopama (1, 2), v. EULER und ZgeiLE, Haxp, ViRTANEN und KarsTROM, WIE-
LAND und Pistor (1, 2). )

Uber eine eigenartige Gruppe von Fermenten, die anscheinend nur bei Bak-
terien vorkommt, nimlich die Hydrasen, wissen wir ebenfalls nur sehr wenig.
Es handelt sich dabei um Enzyme, die nicht allein gebundenen sondern auch
freien molekularen Wasserstoff zu binden und zu iibertragen vermogen [STE-
PHENSON und STICKLAND (1, 2), GREEN und STICKLAND, NakaMuraA (1, 2, 3)].
Unter anaeroben Bedingungen entstehen durch ihre T#tigkeit stark reduzierende
Substanzen.

Wahrscheinlich stehen mit diesen Enzymen die Hydrolyasen der Bakterien
(STEPHENSON) funktionell in Beziehung. Diese ebenfalls nur bei Bakterien und
zwar nur unter anaeroben Bedingungen auftretenden Fermente [Yupxin (1),
STEPHENSON und STICKLAND (3)] vermogen aus gewissen Substraten Wasserstoff
abzuspalten und molekular in Freiheit zu setzen. Hydrolyasen und Hydrasen
diirften gerade bei der Anaerobiose der fakultativ und ,,obligat anaeroben
Bakterien eine wichtige Rolle als , Notventil“ bei vélligem Sauerstoffmangel
(oder sonstigem Acceptormangel) spielen.

Aus den vorstehenden Hinweisen geht also hervor, daB die Bakterien in
Hinsicht auf ihre enzymatischen Leistungen keineswegs einseitig auf Spaltungs-
vorgénge ausgerichtet sind, sondern auch vielseitige oxydative und reduktive
Prozesse in ihrem Stoffwechsel betitigen, die ebenfalls durch wohlcharakteri-
sierte Enzyme geleitet werden. Wesentlich fiir die Deutung der Lebenstatigkeit
der sog. Anaerobier diirfte die Tatsache sein, daBl auch sie zu oxydativen
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Leistungen nicht allein befihigt sind, sondern, wie ein Teil der spiteren Unter-
suchungen zeigen soll, unter optimalen Bedingungen ebenso darauf angewiesen
sind, wie alle andern Lebewesen.

Andererseits liegt eine gewisse Beschrinkung der Vielseitigkeit der fermen-
tativen Fahigkeiten ein und desselben Bakteriums zunichst darin, daB ein
Lebewesen nur mit einer im Verhéltnis zu seiner Masse stehenden Anzahl von
verschiedenen Enzymen ausgestattet und diese Anzahl infolge der Kleinheit
dieser Lebewesen nicht beliebig grofl sein kann. Dieser rein rdumlichen Be-
schrankung ist aber schlieBilich auch jede im Verbande der héheren Lebewesen
befindliche Zelle unterworfen. Gegen den Einwand, daB hier die Arbeitsteilung
unter verschiedene Zellarten ein funktionell hoher stehendes und daher auch
enzymatisch differenziertes Ganzes darstelle, kann geltend gemacht werden, daB
auch Bakterien unter natiirlichen Bedingungen fast niemals in Reinkultur leben,
sondern symbiontische Verhiltnisse vorkommen, die der Symbiose der Korper-
zellen im  Hinblick auf erginzende enzymatische Wechselwirkungen &hneln.
Allerdings ist die Symbiose der Korperzellen eine durchaus ideale, wahrend das
Zusammenleben mehrerer Bakterienarten doch mehr oder weniger von der Ver-
wirklichung eines gegenseitigen reinen Nutzens abweicht. Vielmehr iiberwiegt
in Bakteriengemischen, selbst wenn zunéchst eine echte Symbiose vorzuliegen
scheint, doch endlich der Parasitismus der einen iiber die andere Art.

Die Variabilitdt der duBeren Bedingungen ist im Leben des Bakteriums eine
viel groflere als die der in einem grofleren Verband lebenden Zellen. Alle diese
Umnstande machen es notwendig, da dic Bakterien iiber eine gewisse biochemische
(als Folge davon auch morphologische) Variabilitdt verfiigen miissen, wobei es
vorldufig in vielen Fillen strittig bleiben mul}, welcher dieser verschiedenen Zu-
stinde als der optimale und welche als die fakultativen bezeichnet werden konnen.
Was die Moglichkeit der enzymatischen Verdnderlichkeit der Bakterien anlangt,
so sind in neuerer Zeit hieriiber verschiedene Vorstellungen unterbreitet worden,
von denen gegenwirtig die ,enzymatische Adaption” KarstrOMs (1, 2) am
bedeutungsvollsten sein diirften. KarsTROM unterteilt die Enzyme der Mikro-
organismen in konstitutive und adaptive. Konstitutive Enzyme sind solche,
welche das natiirlich vorkommende Bakterien urspriinglich (, konstitutionell®)
enthilt; als adaptive Enzyme werden solche bezeichnet, die unter bestimmten
Bedingungen (z. B. bei verdindertem Nahrstoffangebot) nach einer gewissen
Induktionszeit zum Zwecke der Anpassung an ein ungewohntes Néahrsubstrat
neu gebildet werden. Diese Erscheinung ist insofern von allgemein biologischem
Interesse als sich daran Untersuchungen iiber Anderungen des Phinotypus
(schnelleintretende aber voriibergehende Adaption) bzw. des Genotypus (lang-
sam eintretende aber bleibende Adaption) kniipfen lieBen (Literatur s. bei LINDER-
sTROM-LANG). Zur Frage der Stoffwechselanpassung ist hier lediglich die phéno-
typische Fermentadaption von Interesse, und zwar insofern, als sie zeigt, daB
auler den unter gewohnlichen Umstinden zu beobachtenden Fermentleistungen
eines Bacteriums auch latente, dispositionelle (= adaptive). Fahigkeiten vor-
handen sein konnen.

Nichtsdestoweniger bleibt auch unter der Annahme einer weitgehenden fer-
mentativen Anpassung die als moglich denkbare Anzahl verschiedener Enzyme
in einer Bakterienzelle beschrinkt, da sowohl verschiedene Enzyme als auch die
einzelnen Enzymkonzentrationen in der Zelle einerseits in einem physikalisch
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begrenzten Verhiltnis zur Masse des Lebewesens und andererseits in einem kine-
tisch giinstigen Verhiltnis zur Substratkonzentration stehen miissen, wenn die
notwendigen Umsetzungen mit der erforderlichen Geschwindigkeit verlaufen
sollen. Die Notwendigkeit, sich bei einer Reihe von funktionell wichtigen
Katalysen der autokatalytischen Eigenschaft niedermolekularer Zwischentriger
zu bedienen, muB wahrscheinlich mit der Kleinheit eines Lebewesens bzw. einer
Zelle, die in ihrem Stoffwechsel auf sich allein angewiesen ist, im Verhiltnis
zu ihrer relativen ,,Enzymarmut grofier werden. Wenn auch zur Zeit ein syste-
matisierender Vergleich der anteilméaBigen Verwendung niedermolekularer Kata-
lysatoren im Stoffwechsel zwischen verschiedenen Zellarten und Lebewesen
noch nicht méglich ist, so deuten doch die bisher empirisch als begiinstigend
fiir das Bakterienwachstum gefundenen Néhrbodenzusétze darauf hin, da8 Stoffe
von allgemein physiologischer Wirksamkeit, welche unter bestimmten Bedin-
gungen eventuell auch die Rolle von Enzymen oder Co-Enzymen zu iibernehmen
vermogen, dem Metabolismus der Bakterien zum mindesten willkommen, wenn
nicht gar teilweise unentbehrlich sind.

Die Wirksamkeit eines jeden Enzyms ist von einer Reihe von Faktoren
abhingig, die entweder auf das Enzym oder das Substrat hemmenden oder
begiinstigenden Einflul haben. Die allgemeinste und selbstverstindlich er-
scheinende Voraussetzung fiir die Betétigung eines Enzyms ist die Anwesenheit
eines geeigneten Substrats ; dieser Satz verliert in dem Augenblick seine Banalitit,
wo man bedenkt, daf} wir iiber die enzymatischen Fihigkeiten der Bakterien bis
jetzt immer nur bruchstiickweise unterrichtet sind, und man nicht voraussehen
kann, welche Enzyme von einem Bacterium vielleicht betétigt werden kénnen,
die ohne die Anwesenheit eines gewissen Substrats nicht in Erscheinung treten
konnen. Die Riickbildung eines Enzyms aus der wihrend der betreffenden
Umsetzung stattfindenden Substrat-Enzymverbindung, bzw. z. B. bei einer
Dehydrase aus der reduzierten Stufe in die substrataktive oxydierte Stufe ist
von Milieubedingungen wie: herrschende Wasserstoffionenkonzentration, An-
wesenheit eines Wasserstoffacceptors usw. abhingig. Redoxpotential, Wasser-
stoffionenkonzentration, Elektrolytgehalt (Anionen und Kationen) konnen einen
entscheidenden Einflu auf die Richtung der durch ein Enzym katalysierten
Reaktion, oder auf die Aktivitit des Enzyms und damit auf die Geschwindigkeit
der Reaktion haben. Auf alle diese Punkte kann in diesem Zusammenhang
nicht eingegangen werden. Vielmehr kénnen im folgenden auch nur kurz ver-
schiedene, in Tier- und Pflanzenreich weit verbreitete Enzym-, Effektoren‘
[BERSIN (4)] und niedermolekulare Wasserstoffiibertrdger besprochen werden,
die zum Teil auch in der Biochemie des Bakterienstoffwechsels eine Rolle spielen,
bzw. bei welchen letzteres vermutet werden kann.

V. Niedermolekulare Katalysatoren.

Die Bedeutung der Co-Enzyme (Co-Dehydrasen I und II, Co-Carboxylase,
Laktoflavinphosphorsiure, Flavin-Adenin-Nucleotide, Corticosteron) als selb-
sténdige Frgone in freier Form tritt hinter jhrer Wirksamkeit als prosthetische
Gruppe von Holoenzymen weit zuriick. Wie bereits oben erwihnt, sind auch
Bakterien zur Bildung der entsprechenden Apoenzyme teilweise befihigt, so daB
die Begiinstigung ihres Wachstums bei Zufuhr der betreffenden Co-Enzyme oder
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auch der zum Aufbau der letzteren nétigen Bausteine erkldrlich ist (Literatur
5. 8.106). Die Feststellung von WiceERT und Mitarbeitern, dafl auch die sog.
Anaerobier Dehydrasen besitzen, kann zu Untersuchungen iiber das Wachstum,
die Toxinbildung u. dgl. in Co-dehydrasereichen Nihrmedien anregen.

a) Die C;-Dicarbonsduren.

Seit den Untersuchungen von KrEBs (3) ist bekannt, dafl die C,-Dicarbon-
siuren nicht allein in der tierischen Gewebsatmung als Zwischenglieder des
Wasserstofftransportes eine bedeutsame Rolle spielen, sondern auch bei Bak-
terien in dhnlicher Weise, zunichst intermediir gebildet, dann in Form der
Bernstein-, Fumar-, Apfel- und Oxalessigsiure als Glieder des biologischen
Oxydationsmechanismus erhalten und zwischen gewisse Enzymsysteme ein-
geschaltet werden. (Uber die Rolle der C,-Dicarbonséuren und die Gewebsatmung
von V. SzENT-GyORGYI siehe die Ubersicht von MarTiUs). Aber gleichviel wie
man sich die C,-Dicarbonséure im Schema der Wasserstoffitbertragung angeordnet
denkt, ob nach dem Schema von v.SzZENT-GYORGYI (3):

Substrat H,
(Co)-Dehydrasen | 2 H
(Co)-Malicodehydrase

Oxalessigsdure Apfelsaure
2 H
Flavin-Enzym | 2 H
Succinodehydrase
Fumarsaure — Bernsteinsdure

2H
Diaphorase | 2H
Cytochrom b—c—a

Atmungsferment

v
0,

oder nach dem Citronensidurezyklus von KrEBS und JoHNSON:
Oxalessigsidure

N

Apfelsdure Citronensédure
Bernsteinsaure cis-Aconitsiure

Ketoglutarsdure Iso-Citronensiure

’e

Oxalbernsteinsiure

bediirfen diese Katalysen wiederum besonderer Enzyme; eine Entlastung wiirde
die Bildung dieser funktionell wichtigen Intermediérprodukte fir die Bakterien-
zelle darstellen, wenn sie iiber die entsprechenden Enzymsysteme verfiigt, dié
sich derselben zu bedienen vermdgen. Sofern diese Stoffe also lediglich auf dem
Kohlehydratabbauweg liegen und fortlaufend einer weiteren Oxydation unter-
liegen, kommt ihnen im Stoffwechsel des betreffenden Bacteriums nicht die
gleiche Bedeutung zu wie in der tierischen Gewebsatmung. Um so aufschluf-
reicher fiir den Bakterienstoffwechsel ist daher die oben erwihnte Feststellung
von Kress, daf3 die C,-Dicarbonsiduren z. B. bei B. coli ebenfalls als Oxydo-
reduktionskatalysatoren fungieren.
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Wihrend die vorstehend genannten Ubertriger stets in einer festen und
spezifischen Beziehung zu bestimmten Enzymen stehen und ihnen somit selber
eine weitgehende Spezifitdt in ihrer Acceptor- und Donatorrolle zukommt, ist
dies bei den im folgenden zu besprechenden Stoffen nicht oder nur mit weit-
gehenden Einschrinkungen der Fall.

b) Die Thiolkérper.

Seit: der zuerst von ScHONBEIN (1, 2) im Jahre 1867 gefundenen reversiblen
Beeinfluibarkeit von Enzymen durch KCN sowohl im Sinne einer Hemmung
(Oxydasen, Katalase) als auch im Sinne einer Aktivierung (Papain) sind eine
groBe Reihe anorganischer und organischer Effektoren von Enzymwirkungen
bekannt geworden [umfangreiche Ubersicht und Literatur bei Bersin (4)]. An
allgemeiner Bedeutung diirften die Thiole (R - SH) sowohl wegen ihrer Viel-
seitigkeit gegeniiber verschiedenen Enzymen und Substraten, wie auch wegen
ihrer weiten Verbreitung in Tier- und Pflanzenwelt unter physiologischen Be-
dingungen an erster Stelle stehen.

Unter ihnen wiederum nehmen zwei biologisch wichtige Vertreter seit etwa
20 Jahren in zunehmendem MaBe eine zentrale Stellung bei der Betrachtung der
gesamten Gruppe ein, ndmlich das Glutathion und sein charakterisierendes
Bruchstiick: das Cystein.

HOOC-CH-CH,-CH,-CO-NH-CH-CO-NH-CH,-COOH
| l
NH, CH,- SH
v-Glutaminyl-cystein-glykokoll = Glutathion
HOOC- CH - (NH,)-CH,- SH
a-Amino-f-thiomilchsiure = Cystein.

Wiéhrend man frither glaubte, daB die Bedeutung der Thiole in ihrer Eigen-
schaft als Oxydationskatalysatoren der Desmolyse, also in der Rolle eines Wasser-
stoffiibertragers bei Dehydrierungsprozessen begriindet sei (Hopkins und D1xon),
ist in neuerer Zeit diese Eigenschaft immer mehr in den Hintergrund der Betrach-
tung geriickt, vor allem seit von BEersiN (1, 4) erkannt wurde, dal die schon
frither beobachtete Aktivititsbeeinflussung katheptischer Enzyme durch Thiole
darauf beruht, daB diese Enzyme selbst reversible Thiol-Disulfidsysteme dar-
stellen, welche durch Reduktion mittels Thiol in ihrer lytischen Aktivitdt ge-
steigert werden. Is scheint sich hierbei um eine grundsitzliche Eigenschaft
pflanzlicher und tierischer Proteinasen zu handeln, dafl sie durch Reduktions-
mittel wie H,S, Thiole sowie auch durch Cyanid im Sinne einer Lyse aktiviert
werden [VINES, WILLSTATTER und GRASSMANN, WILLSTATTER, GRASSMANN und
Awmsros (1, 2), WaLpscEMIDT-LETTZ, PURR und BALLs, GRASSMANN, DYCKER-
HOFF und V. SCHONEBECK]. Diese Aktivierung besteht nach Bersiy und LoGE-
MANN sowie HELLERMANN, PERKINS und CLARK in der Uberfiihrung des Enzyms
aus der Disulfid- in die Thiolform: Enz—SS—Enz-»Enz—SH.

[Wenn in diesen Arbeiten iiber die Aktivierung katheptischer und anderer
Thiol-Disulfidenzyme (z. B. Urease) fast stets die Lyse in den Mittelpunkt der
Betrachtung gestellt wurde, die beim experimentellen Arbeiten von jeher als
leichter verfolgbar gegolten hat, so sind die Bedingungen der Synthese durch
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dieselben Enzyme erst in neuerer Zeit einer eingehenderen Wiirdigung zugefiihrt
worden ; doch soll hiervon erst spiter bei der Besprechung des Wirkungsmechanis-
mus der Askorbinsdure die Rede sein.]

Wenn somit die Bedeutung von Glutathion und Cystein im Hinblick auf die
Beeinflussung von Thiol-Disulfidenzymen unter physiologischen Bedingungen
fast eine spezifische zu sein scheint, so kann doch mit Riicksicht auf verschiedene
andere Leistungen dieser Stoffe ihnen doch nicht ein solcher Grad von Spezifitéit
zukommen wie etwa den Co-Enzymen. Nichtsdestoweniger stehen sie an Wichtig-
keit hinter wohlcharakterisierten Enzymsystemen nicht zuriick, da es doch
sehr wahrscheinlich ist, da Stoffe wie die Thiole oder die Askorbinsidure gerade
wegen ihrer Vielseitigkeit und der damit verbundenen Unspezifitdt regulierend
in die verschiedensten Teilprozesse des Stoffwechsels eingreifen konnen. Wenn
in diesem Zusammenhang von Unspezifitit gesprochen wird, so gilt dies lediglich
fir die verschiedenartige Substrataffinitit dieser Stoffe; es soll nicht damit
ausgedriickt werden, daf sie unter physiologischen Bedingungen durch andere
Stoffe vertretbar seien.

Von ebenso allgemeiner Bedeutung wie die Reduktion von Disulfidenzymen
ist die Wirkung der Thiole auf Metalle. Die Eigenschaft der SH-Gruppe, unter
Metallsulfidbildung zu reagieren, befdhigt die Thiole zu einer Reihe von Akti-
vierungs- bzw. Enthemmungsreaktionen in Enzym-Metallkomplexen, wobei z. B.
die mit Metallen vergifteten Enzyme unter Abgabe des Metalls an R - SH reak-
tiviert werden [MYRBACK, GrassMaNN, KrEBS (1, 2), HELLERMANN, PERKINS
und CLARk, v. ECLER und LARrsoN, WAGNER-JAUREGG und MOLLER, KUunN und
DessvELLE]. In dhnlicher Weise vermogen Thiole metallhaltige Enzyme durch
Abspaltung des effektuierenden Metalls zu zerstéren, z.B. Askorbinsiure-
oxydase (HoPrINs und Morean, KerTEsz) oder Kartoffeloxydase [Kurowrrz(1)].
Uber die Hemmung von Katalase bzw. Cytochromoxydase durch Thiole s. bei
K. G. STERN, WALDSCEMIDT-LEITZ und Mitarbeitern, Bersin (1), MARKX, KEILIN
und HARTREE (2).

Auf Grund ihres Reduktionsvermogens sind Thiole ferner in der Lage, durch
Verschiebung des Redoxpotentials in negative Bereiche, Enzyme, die bei hoherem
rg ihre Tétigkeit entfalten, zu hemmen, vielleicht aber auch dadurch, daB sie
aktive Enzymgruppen reduzieren, die nur in ihrer oxydierten Stufe wirksam
sind, z. B. Phosphatasen [ScHAFFNER und BAUER, ScuirrNEr und BERL,
Arpers, K6sTER und BERSIN, Pravkuca (2), THANNHAUSER und Mitarbeiter,
Lommann].

Eine ganz andersartige Rolle spielt das Glutathion bei der ,,Substratakti-
vierung* des Methylglyoxals [BErsIN (2)] gegeniiber dessen spezifischem Fer-
ment: der Glyoxalase [DAKIN und Dubray (1—35), NEUBERG (1, 2)]. Bei der
Umwandlung des Methylglyoxals in Milchsidure verbindet sich zunichst GSH
mit dem Methylketonaldehyd (=Methylglyoxal) zum Halbmerkaptal:

CH,- CO-CHO + GSH —CH,- CO - CHOH - SG
an welchem alsdann die Glyoxalase hydrolytisch angreift:
CH;- CO-CHOH- 8G + H,0 - CH, - CHOH - COOH + GSH

(s. auch GirSavitius und HevrErz, Yamazovr). Uber die Bedeutung des
Glutathions bzw. der Thiole im KH-Stoffwechsel s. unten bei Askorbinsiure.
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Wie oben erwihnt, ist die Bedeutung der Thiole als Redoxkatalysatoren nach
Entdeckung ihrer engen Bezichungen zu verschiedenen Hydrolasen im allgemeinen

stdrker zuriickgetreten.

Dennoch ist die schon bei der Auffindung des Glu-

tathions imponierende Autoxydabilitit eine Eigenschaft die zu den grundlegenden
Anschauungen iiber die katalytische Oxydoreduktion in der Biologie gefiihrt
haben. Die Studien WaArRBURGs am Cystein (s. WARBURG und SAKUMA ; SAKUMA),
haben im Zusammenhang mit spéteren Untersuchungen [WarBURG (5, 6, 7),
WarBurG und KrEss] gezeigt, daB ein grofler Teil der Autoxydation an orga-
nischen Stoffen und im besonderen der Thiolkérper [betreffend Glutathion s.
Harrisox (1, 2), VoretLiN, JounsoN und ROSENTHAL] eine Schwermetall-
katalyse ist. Schwermetallkomplexbildner wie HCN, Pyrophosphat oder Athyl-
isocyanid (Topa) hemmen die in Gegenwart von Metallen (Fe, Cu, Mn) sonst
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Abb. 1. Wirkung von HCN und
Na,P,0; auf die Autoxydation
von, Cystein.

(Nach SAKUMA 1923.)

1 m/100-Cystein; II m/100-Cy-
stein + m/1000 HCN; I11m/100-
Cystein + m/10-Na,P,0,;

T 37,6° pg = 9,24.

schnell verlaufende Autoxydation von Thiolen. Als
Beispiel nebenstehend eine Versuchsabbildung von
SAKUMA.

Uber das dhnliche Verhalten der Askorbinsédure
allein und in Anwesenheit von R-SH s. unten.

Diese Autoxydabilitat der Thiole, die in der Ab-
gabe von Wasserstoff an O, oder einen anderen Ac-
ceptor unter Disulfidbildung besteht und zu fast 100 %
eine Schwermetallkatalyse (Fe, Cu) ist, 1t immer
wieder die Vermutung auftauchen, daf man es hier
mit einem ,,Atmungskorper zu tun hat. Gerade im
Bakterienstoffwechsel ist die Beeinflussung des Wachs-
tums durch Thiole schon seit langerer Zeit praktisch
ausgenutzt worden. Hierher gehért vor allem die
Verwendung von Organstiickchen zur Anaeroben-
ziichtung (s. S. 96). Bewult wurden Sulfhydrilkérper
wohl zuerst von BERTHELOT herangezogen, der mit

Thiomilchséiure Anaerobier bei Luftzutritt zum Wachstum brachte. Spétere
Untersuchungen, wie die von QUASTEL und STEPHENSON (2), FrREI und Riep-
mMULLER (1, 2) bestitigten diese Beobachtungen, daf} strenge Anaerobier durch
Thiolzusatz zum Nihrboden bei Sauerstoffzutritt geziichtet werden kénnen Dal
es sich bei dieser Ermoglichung des Wachstums der Anaerobier nicht allein um
eine Aktivierung von Proteinasen oder anderer Hydrolasen sondern auch um
die Ermoglichung reversibler Oxydoreduktionsvorgdnge im Sinne einer De-
hydrierung zu handeln scheint, kann auch heute noch nicht von der Hand
gewiesen werden. — Allerdings wiirde es aus Griinden der thermodynamischen
Okonomie der lebenden Zelle unwahrscheinlich sein, daf die Ubertrigerfunktion
des Glutathions, des Cysteins oder dhnlicher Thiole vom Substrat bis zum mole-
kularen Sauerstoff reicht, weil der Energieabfall in einem solchen System zu
steil wire, als dall hieraus ein biologischer Nutzen zu erwarten wire. Unter
biologisch giinstigen Bedingungen wiirde es zweckméfBig erscheinen, wenn Sub-
strate, Enzyme oder andere niedermolekulare Ubertriger zwischen die Thiole
und den molekularen Sauerstoff eingeschaltet wiren, welche den Wasserstoff-
transport in eine energetisch ausnutzbare Bahn leiteten. Derartige Moglichkeiten
bestehen bei der tierischen Gewebsatmung offensichtlich in verschiedenster
Weise und Glutathion, Cystein u. 4. sind hier wohl eher den Dehydrasesystemen
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als den Oxydasen zugeordnet. Wahrscheinlich ist aber auch hier nur ein Weg
der physiologische, iiber welchen der Thiolwasserstoff auf die Reaktion mit O,
vorbereitet wird.

Der erste sichere Hinweis darauf, dafl das Glutathion bzw. Cystein mit der
Askorbinsdure in einem biochemisch und physiologisch begriindeten Verhiltnis
steht, kann aus der Arbeit von GREEN (1) entnommen -
werden. DE Caro und GIANT wiesen nach, daBl Cystein ¢
und Glutathion die Askorbinsiure vor Autoxydation ),
zu schiitzen vermdgen und in ibrer reduzierten Form
erhalten. Da auch die Askorbinséure-Autoxydation , 4,1
eine Schwermetallkatalyse ist (v. EULER, MYRBACK 1
und Larsson), erklirt sich die Hemmung der Askorbin- % |
sdureoxydation durch diese Substanzen mit einer
Ablenkung und Bindung der Schwermetallspuren w0t
durch Thiole (BErsiN, KostEr und Jusarz).

[Ascorbimsdure

Ascorbimsare+70%654

Aquimolare Mengen von Askorbinsiure und Glu- 0 W W o @
tathion zeigen in vitro bei pg 7 iiberhaupt keine .
Autoxydation, so daBl eine gegenseitige Stabilisierung Ph=647 %—iMH’Z’”
beider Substanzen stattfindet. — Von welch weit- g

Abb. 2. (Nach BERSIN u. Mitarb.)

reichender Bedeutung das System R - SH-Askorbin-

sdure im Stoffwechsel und im besonderen dem der Bakterien sein kann und
welche Rolle es bei der Fermentaktivierung und Wasserstoffiibertragung spielt,
soll weiter unten noch niher ausgefithrt werden.

2 4
o L 0% cem %ﬁ%
7 \
1" N I 7
£l E
% 47| % 951
ohne ohne
L L L | i
4 24 48 V4 9 10 4 24 48 V4 96 720
Lul-0y—Oyydation No.—Ascorbmat LutSy-Oxydation Na —dscorbinat
=7 #Blutathion GSH =7 +{ystemohlortydrat
Abb. 3. (Nach BERSIN u. Mitarb.) Abb. 4. (Nach BERSIN u. Mitarb,)

Da die vorliegenden Untersuchungen sich vorwiegend mit der Beeinflussung
des Bakterienwachstums durch Askorbinsiure und der Bildung von Askorbin-
sdure bzw. askorbinsduredhnlichen Substanzen durch Bakterien befassen, mufl
eine ausfithrlichere Besprechung dieses wichtigen Redoxkatalysators und Enzym-
effektors erfolgen.

¢) Die Askorbinsiure.

Mit der Reindarstellung der ,,Hexuronsdure* C¢H O, aus Ochsennebennieren,
Apfelsinen und Kohl legte v. SzEnt-GvorGYI (1) im Jahre 1928 den Grundstein
fiir ein Arbeitsgebiet, dessen Ergebnisse und Aussichten schon heute nicht mehr
abzusehen sind. Vier Jahre spiter konnten v. SzENT-GYORGYI (2); s.auch
V. SZENT-GYORGYI und SvirBELY; Kine und WaAvugH, sowie TrLrMaxs und
HirscH den Nachweis fiir die Identitit dieser Substanz mit dem Vitamin C

Ergebnisse der Hygicne. XXYV. 8
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erbringen. An der Konstitutionsaufklarung haben sich in hervorragendem Mafe
die Arbeitskreise von HaworrH, MiciEeL und KARRER beteiligt. Die starke
Reduktionswirkung dieser Verbindung,

HOC - COH 0C—CO
|
HO OH ' + 0@JH=HO OH | + H,02HJ)
| ] L r
H,O—CH-HC CO H,0—CH—HC €O
S NS
0 0

welche iberhaupt erst den Anlafl zu ihrer niheren Erforschung gab, beruht auf
der Atomgruppierung —C=c-C=0 V. EULER und KLUSSMANN,

|
HO OH

Die einfache Oxydation der Askorbinsdure in Dehydroaskorbinséure ist leicht
reversibel (in vitro) z. B. durch H,S, in vivo durch Sulfhydrilkérper, eventuell
im Zusammenwirken mit Dehydrasen. Die Doppelbindung, an welcher die beiden
enolischen Hydroxyle stehen, kann durch Ozonisierung leicht gespalten werden.
Aus der Tatsache, dafl bei der Ozonisierung der an der Doppelbindung stehenden
Hydroxyle der iibrige Molekiilaufbau erhalten bleibt, und nicht etwa zwei Spalt-
stiicke entstehen, konnte zugleich der Beweis erbracht werden, daf die Doppel-
bindung sich in einem stabilen Ring, im vorliegenden Falle also einem y-Lakton-
ring befindet. Der saure Charakter der Askorbinsidure, die, wie filschlich manch-
mal angegeben, keine freie Carboxylgruppe besitzt, wird durch eines der enoli-
schen Hydroxyle bedingt (wahrscheinlich des -OH in 3-Stellung), welches durch
Lauge titrierbar ist. Sie ist ferner in ihrer reversibel oxydierten Form mit
Phenylhydrazin bzw. 2.4-Dinitrophenylhydrazin (KoTARE und NISHIGAKT;
OnLE; MENDIVE und DEULEFOU) zur Osazonbildung befihigt. Diese Reaktion
dient auBler zur Isolierung der Askorbinsiure auch zum allgemeinen Nachweis
derselben. Im iibrigen stiitzen sich alle chemischen Nachweismethoden auf die
starke Reduktionskraft der Askorbinsiure.

Beziiglich der Synthese, die zuerst von REICHSTEIN sowie von HAwWORTH und
Mitarbeitern durchgefithrt wurde, ist im Hinblick auf spéter zu erléuternde
Befunde bemerkenswert, da8 als Ausgangsmaterial das Oson der 1-Xylose diente,

C—C—C— C—CH,0H

H H OH

welches mittels Cyanhydrinsynthese in das Nitril einer Ketosdure iibergefiihrt
und durch Verseifung unter Bildung des Laktons in 1-Askorbinsiure iibergeht.

Von technisch gréfierer Bedeutung wurde die Synthese von MicHEEL: 1-Sorbit
(dargestellt aus d-Glucose durch katalytische Reduktion) wird durch bakterielle
Oxydation (B.xylinum) in 1-Sorbose umgewandelt. Uber das Phenylosazon
und nachfolgende Oxydation mit Brom wird aus dem 1-Sorboson 1-Xylo-2-Keto-
hexonsdure gewonnen. Ein anderer Weg fithrt {iber das Diacetonderivat der
1-Sorbose unter nachfolgender Oxydation zur Carbonsiure und Entzug des
Acetons ebenfalls zur 1-Xylo-2-Ketohexonsiure (2-Ketogulonsiure), welche, da
im Tautomerieverhéltnis mit 1-Askorbinsiure beim Kochen in mineralsaurer
Losung in diese iibergeht.
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Die reine Askorbinsidure krystallisiert in weien Krystallen vom Schmelz-
punkt 192°. Sie ist leicht 16slich in Wasser, Methanol und Athanol; die Léslich-
keit nimmt in der Alkoholreihe mit der wachsenden Anzahl der C-Atome schnell
ab. Gleichfalls schwerer 16slich ist sie in Aceton, unldslich in Ather, Benzin und
Benzol. Die spezifische Drehung in 2 n-HCI-Lésung betrigt

»=+24% E = 466 mV;

Redoxindikatorreihe : zwischen Methylenblau und Thionin. Die trockene krystal-
lisierte Substanz ist gegeniiber Belichtung, Luftsauerstoff und erhohte Tempera-
tur bestindig, dagegen in wisseriger Losung, zumal bei neutraler oder alkalischer
Reaktion in Anwesenheit geringster Schwermetallspuren stark autoxydabel. Bei
Abwesenheit von Luftsauerstoff ist die reduzierte Askorbinsiure auch in wésse-
riger Losung haltbar, nicht dagegen in ihrer Dehydroform; Dehydroaskorbin-
siure unterliegt auch unter Sauerstoffausschlufl einem anoxydativen Zerfall,
dessen Intensitdt durch Temperatur, py und Pufferung des Losungsmittels
verschieden beeinfluft werden kann (MoLL und WieTERs, KERTESZ, DEARBORN
und Mack). Die Oxydation der Askorbinsdure an der Luft wird durch Schwer-
metalle katalytisch beschleunigt (v. EULER, MYRBACK und LarssoN, KELLIE
und Zmva, KLopr und St1ER, KU). Dal trotz dieser Labilitit die Askorbinsiure
in pflanzlichem und tierischem Organismus bei gleichzeitiger Anwesenheit von
Schwermetallspuren vorwiegend in ihrer reduzierten Form angetroffen wird,
beruht, wie bereits oben erwihnt, auf der Wirkung oxydationshemmender
Schutzstoffe. DE Caro und Grani sowie MawsoN konnten nachweisen, dafB
Cystein und Glutathion Askorbinsdure zu schiitzen vermdgen, obwohl in vitro
HS-Glutathion einmal gebildete Dehydroaskorbinsiure in dquivalenter Menge
nicht mehr zu reduzieren vermag [PraNgUcH (1), BERSIN, K6sTER und JUSATZ].
Dagegen findet bei 25fachem UberschuB des Glutathions eine Reduktion der
Askorbinsdure bis zu 15% statt (Borsoox, Erris und HurrmMaxy, BORSOOK,
Davexport, JEFFREYS und WARNER). Auf dem Wege der Schwermetallbindung
und Enzymdestruktion entfaltet das Glutathion seine Schutzwirkung auch
gegeniiber der Cu-haltigen Askorbinsiureoxydase [HopKins und MORGAN, STOLZ,
Harrer und KNG, STRAUB (2), welche von TAUBER und KLEINER | in Cucurbita
maxima aufgefunden und spiter auch in anderen Pflanzensiften festgestellt
wurde (s. bei WACHHOLDER).

In shnlicher Weise wie die Sulfhydrilkérper wirken auch verschiedene Amino-
sduren (Ku) sowie Purinkérper (Hortz und KorcH) hemmend auf die Aut-
oxydation der Askorbinsdure.

Die biologische Bedeutung der Askorbinsiure ist in erster Linie auf ihre
Bezichungen zu einer Reihe von fermentativen und hormonalen Vorgingen im
pflanzlichen und tierischen Organismus zuriickzufithren. So wurde bereits von
V. SZzENT-GYORGYI (2) und Morawrrz auf die Hemmung der Dopareaktion
durch Askorbinsiure, welche die ,,Dopaoxydase’ hemmt, hingewiesen, was auch
von ABDERHALDEN (1, 2) experimentell bestitigt werden konnte. Wenn auch
die Existenz einer spezifischen ,,Dopaoxydase” heute nicht mehr anerkannt
wird, so ist die Stellung der Askorbinsiure in dieser Richtung mit der Auf-
deckung verschiedener, gleichzeitig wirkender Oxydasen (Mono-phenoloxydase
oder Tyrosinase) [s. bei RAPER (1, 2)], 0- und p-Polyphenoloxydase [RAPER (1, 2),
SvrTer, Kemin und Maxn (2)], Indophenoloxydase = Cytochromoxydase

8*
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[KemLin, Kemin und HARTREE (3)] nur erweitert worden, da sie gegeniiber
jedem dieser Enzyme eine Hemmungswirkung entfaltet. — Die Wirkungsweise
der Tyrosinase ist nach neueren Vorstellungen komplexer Natur. ONsLow und
RoBiNsoN nahmen schon an, dal das Enzym, welches eine o-Diphenolase sein
sollte, mit einem o-Chinon zusammenwirke, iiber welches der Wasserstofftrans-
port gehe. RicHTER gibt folgendes Schema:

Brenzkatechinoxydase

Brenzkatechin-Derivat + O, — > 0-Chinon + H,0,

Dehydrase
-

Monophenol + o-Chinon -- 2 Mol. Brenzkatechin-Derivat.

Auch Krmwixy und Manx (1), sowie Kupowirz (2), CaLIFaN0 und KERTESzZ
sprechen sich auf Grund ihrer Untersuchungen an Pilz-, Kartoffel- und Tinten-
fischphenolasen dahingehend aus, dafl die Oxydation der Monophenole eine nicht-
enzymatische Sekundirreaktion ist, deren Ausmaf3 von der bei der Polyphenol-
oxydation gebildeten Menge o-Chinon abhéngig ist.

Es bestinden daher fiir die Askorbinsiure sowohl theoretisch wie praktisch
zwel Angriffspunkte bei der Hemmung der Phenoloxydation, und zwar einmal
durch unmittelbare Hemmung der Cu-haltigen [KuBowITz (2)] 0- und p-Poly-
phenolasen, eine Eigenschaft, die sie nach dem vorhergehenden mit den Sulf-
hydrilkdrpern teilt. Neuerdings hat Horrz besonders auf die nichtenzymatischen
Angriffspunkte der Askorbinsiurehemmung bei der Phenoloxydation hinge-
wiesen und gezeigt, dafl diese Hemmung gegeniiber Diphenolen nicht auf Kosten
einer Askorbinsiureoxydation und (wahrscheinlich aus diesem - Grunde) auch
durch Dehydroaskorbinsidure ausgeiibt wird. Die Hemmungswirkung zwischen
Askorbinsiure und Brenzkatechinderivaten ist eine gegenseitige; d.h. auch
Askorbinsiure wird in Anwesenheit von Brenzkatechin stabilisiert (YaAMAMOTO).
Der Mechanismus dieser gegenseitigen Hemmungsreaktion ist noch unklar;
FRANKE (2) vermutet, daB es sich um eine Inhibitorwirkung des Phenolk&rpers
durch Unterbrechung von Radikalketten (HABER und WILLSTATTER) handelt.

EinigermaBen charakteristisch ist auch die Wirkung der Askorbinsiure im
Zusammenspiel mit Glutathion auf die f-h-Fruktosidase. Sehr geringe Mengen
(0,005 Mol) Askorbinsdure setzen die lytische Aktivitit dieses Fermentes um
mehr als die Hilfte herab. Diese Hemmung ist reversibel, und zwar wird sie
durch Sulfhydrilkérper vollig aufgehoben (WEIDENHAGEN). Ganz das gleiche
gilt fiir die Hemmung und Aktivierung der a-Amylase (A1zawa) und f-Amylase
(WEIDENHAGEN).

Vob EprLBacHER und LEUTHARDT ist erstmalig die Hemmung eines Thiol-
enzyms durch Askorbinsdure beschrieben worden; sie fanden eine Herabsetzung
der Ureaseaktivitit durch Askorbinsiure. Der Wirkungsmodus diirfte, wie
unten noch néher ausgefithrt wird, in einer relativen Positivierung des Redox-
potentials durch Askorbinsidure bzw. Dehydroaskorbinsidure zu suchen sein.
Toxo konnte nachweisen, daB die Hemmung der Ureasehydrolyse bei steigendem
Redoxpotential bzw. bei zunehmender Umwandlung des Thiol- in das Disulfid-
enzym (z. B. durch H,0, oder CuSO, 4 0,) gleichbedeutend mit der Begiinsti-
gung der Harnstoffsynthese aus Ammoniumkarbaminat und Ammoniumecarbo-
nat ist. Ganz allgemein 148t sich der Einflufl der Askorbinsiure auf die Hydro-
lasen vielleicht so formulieren, dafl alle Enzyme, deren lytische Aktivitat durch
ein niedrigeres Redoxpotential als das des Systems Askorbinsiure-Dehydro-
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askorbinséure gesteigert wird, durch dieses System gehemmt wird, uud daf eine
solche Hemmung wohl immer gleichbedeutend ist mit einer Aktivierung der
synthetisierenden Eigenschaften des betreffenden Enzyms. Gegeniiber solchen
Enzymen wirkt das System Askorbinsiure-Dehydroaskorbinsiure wie Sauerstoff,
weil es die energetisch giinstigste Verbindung zwischen dem Thiolwasserstoff
und dem Sauerstoff vermittelt. Umgekehrt werden Enzymhydrolysen durch
Thiol aktiviert, weil R - SH die Umsetzung der Askorbinsdure hemmt und das
Redoxpotential niedrig hilt. Wiederum analoge Verhéltnisse wie man sie bei
dem ,Lipaseaktivator, der f-h-Fruktosidase, der «-Amylase, f-Amylase und
schlieBlich der Urease nachgewiesen hat, sieht man auch bei den tibrigen Thiol-
enzymen, also vor allem bei Kathepsin und Papain. Auch diese Enzyme entfalten
ihre hydrolytische Aktivitdt bei ausgesprochen niedrigen Redoxpotentialen; ihre
lytischen Fahigkeiten werden durch HCN, H,S, Sulfit, Cystin, Glutathion,
Thiokarbonsduren u. &. aktiviert. Positivierung des Redoxpotentials, was zu
ciner Oxydation dieser Aktivatoren und schlieBlich der Thiolenzyme zu den
betreffenden Disulfidenzymen fiihrt, 146t ihre lytische Aktivitit erloschen; mit
grofiter Wahrscheinlichkeit wird auch hier angenommen, daf3 die Verschiebung
des Redoxpotentials in positive Bereiche z. B. auch durch Askorbinsdure zu
einer Aktivierung synthetisierender Eigenschaften fiithrt (B6GER und SCHRODER,
BErsin und K6sTER). Schon vor 30 Jahren fand LaAQUEUR, dal Sauerstoff
die Proteolyse hemmt. Nach neueren Untersuchungen kann es als gesichert
gelten, dafl der Eiweillumsatz vom Redoxpotential gesteuert wird (s. hierzu
Roxpox1). Allgemein ausgedriickt konnte folgendes Schema gelten:

Reduktion == - — ~———> Oxydation
|

Y
Proteolyse Proteosynthese

Die Beeinflussung dieses Mechanismus durch Askorbinsiure kénnte seine
folgerichtige Erklirung finden, wenn man entgegen der bisher herrschenden
Auffassung die Annahme (fiir welche im {ibrigen vieles spricht) zngrunde legen
wiirde, da die unter R - SH-Schutz stehende reduzierte Askorbinsdure nur eine
stabile Speicherform im lebenden Organismus darstellt, dagegen die labile
Dehydroaskorbinsdure die aktive ,,Stoffwechselform® dieses Redoxkatalysators
und Enzymaktivators ist. Teilweise hypothetisch kénnte folgendes Schema, fiir
das Zusammenspiel von Proteinasen, Sulfhydrilkérpern und Askorbinsdure als
Arbeitshypothese zugrunde gelegt werden:

1. 2Enz-SH + GSSG 2> Enz-S8-Enz 4 2 GSH.

2. 2 GSH + Dehydroaskorbinsiure -~ GSSG -+ Askorbinsdure

3. Askorbinsiure -- 2 Cytochrom ¢t++= Dehydroaskorbinsiure + 2 Cytochrom ct+
{usw. {iber das Cytochrom-Cytochromoxydase-Katalasesystem).

Dieses Schema diirfte mit allen bisher bekannten Einzeltatsachen iiber das
Zusammenwirken von Askorbinsiure und Glutathion im Einklang stehen. Aus
diesem Schema ergibt sich zwangslos die Herstellung einer ziemlich unmittelbaren
Verbindung zwischen Protein und Sauerstoff. Der Proteinwasserstoff (Protein-SH)
gleitet in einer thermodynamisch verstindlichen Reaktionsfolge iiber Glutathion-
Dehydroaskorbinséure zum Cytochrom, ohne daf irgendwelche nennenswerten
Potentialsprﬁnge in dieser Kette vorhanden sind. Fehlt Askorbinsdure, so
kommt es zu einer Ansammlung von GSH (eine bekannte Erscheinung beim
Skorbut) und damit zur Aktivierung der EiweiBhydrolyse und zum EiweiBzerfall.
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Die Funktion der Askorbinsédure besteht somit zwar auch in der Rolle eines
Wasserstoffiibertrigers, aber in einem etwas anderen Sinne als man diesen Begriff
bei den Dehydrasen verwendet. Hier handelt es sich lediglich um den von
Enzymen und zwar von Hydrolasen stammenden Wasserstoff, der von der
Dehydroaskorbinsiure aufgenommen und an den Sauerstoff bzw. an Oxydasen
weitergegeben wird, also um einen energetisch ziemlich bedeutungslosen, dagegen
kinetisch auflerordentlich wichtigen Vorgang; denn durch ihn kommt es zu einer
Invertierung der Enzymwirkung in Richtung auf die Synthese. — Es wird bei
der Betrachtung der Wirkungsweise der Hydrolasen héufig iibersehen, daf
auch sie Systeme von Redoxkatalysatoren darstellen, wenn man sie auch nicht
zu den ,,Redoxasen’ rechnet. Nichtsdestoweniger ist zu beachten, dal gerade
die durch Askorbinsiure beeinfluBbaren Enzyme Hydrolasen von ausgespro-
chenem Redoxcharakter sind.

Es wiirde sich somit ferner der Schluf} ergeben, daf3 die Hydrolasen durch
das Askorbinsiure-Glutathionsystem gesteuert werden, wobei der in diesem
System ausgetauschte Wasserstoff unter Umgehung der Dehydrasen, gelben
Fermente und der Diaphorase direkt an Luftsauerstoff, bzw. bei héheren Lebe-
wesen iiber das Cytochrom-Cytochromoxydasesystem an den Sauerstoff abge-
geben wird.

VI. Askorbinsiiure und Anaerobenwachstum.

Urspriinglich von anderen Uberlegungen ausgehend habe ich mich schon
vor Jahren in zahlreichen Versuchen mit dem Einflu8 der Askorbinsiure auf
das Bakterienwachstum wund insbesondere auf das Anaerobenwachstum be-
schaftigt. Auf Grund dieser Versuche, die ich wegen des Krieges bis zur Zeit
noch nicht bis zu einem solchen Abschlufl bringen konnte, da8 sich die im vor-
hergehenden auseinandergesetzte These von der Rolle der Dehydroaskorbinsdure
endgiiltig daraus beweisen liee, glaube ich die bisherigen Ergebnisse jedoch
bereits jetzt und wenigstens vorldufig in diesem Sinne deuten zu diirfen.

Versuche.

Von der noch ziemlich allgemein gehaltenen Vermutung ausgehend, daf3 die
Askorbinsdure wegen ihrer weiten Verbreitung in Tier- und Pflanzenwelt ein
Stoff von grundlegender biochemischer Bedeutung sein miisse, der in seiner
Wirkung mit dhnlichen weit verbreitet vorkommenden biologischen Grund-
prinzipien funktionell gekoppelt sein miisse, erprobte ich die Askorbinsidure in
ihrer Wirkung auf das Bakterienwachstum. Die starke Reduktionswirkung der
Askorbinsdure gab Grund zu der Annahme, daf} sie vielleicht geeignet sein kénne
fiir die Anaerobenziichtung. Zunéchst ohne Kenntnis iiber die bereits im Jahre
1936 von EHrRIsSMANN (2) verSffentlichten Versuche iiber das gleiche Thema,
begann ich im Herbst 1938 verschiedene Anaerobenstimme, wie B. tetani,
B. botulinus, B. perfringens, B. oedematiens Novy, B. histolyticus u. a. in einer
gewOhnlichen Bouillon (1% Pepton, 0,5% Kochsalz, py = 7,5) unter Zusatz von
Askorbinséure zu ziichten. Der Grundgedanke war zunichst der, daB die
Askorbinsédure als ein biologisch zu mindest unschidlicher Stoff wegen seines
starken Reduktionsvermogens und der damit verbundenen Autoxydabilitit den
Sauerstoff in der Nahrl6sung sowie auch etwa nachdringenden Luftsauerstoff
binden und somit wenigstens fiir eine gewisse Zeit den Anaerobiern die Ent-
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Tabelle 1. Priifung verschiedener Anaerobenstimme
in Askorbinsdurebouillon.

‘Wachstumsstérke
Nr. Keimart Herkunft nach nach nach Vers;)lr:lrung
12 Stunden| 24 Stunden| 72 Stunden
1| B. tetani Laborstamm 1, 44+ 4+ | F++++ | ++++ | 5.—6. Tag
Hyg. Inst.
2| B. tetani Laborstamm 1I, ++4+ | ++++| ++++ | 5.—6. Tag
Hyg. Inst.
3 | B. tetani Aus Gartenerde | | R F 5. Tag
4 | B. tetani Behringwerke, Nr. 1 -+ ++++ | ++++ | 4—5. Tag
5| B. tetani Behringwerke, Nr. 2 B T I e e e e e e 5. Tag
6 | B. botulin. Laborstamm 1, B e i T e e w M s w wle 5. Tag
Hyg. Inst.
7 | B. botulin. Laborstamm 1T, -+ +++ +++ 4. Tag
Hyg. Inst.
8 | B. botulin. Behringwerke +4++ | ++++| ++++ | 5.—6. Tag
9 | B. perfringens Laborstamm I, -+ 4+ + -+ | 4.—5. Tag
Hyg. Inst.
10 | B. perfringens Laborstamm 11, ++ +4+++ |+ 4. Tag
Hyg. Inst.
11 | B. perfringens Laborstamm III, 4+ 4+ ++ 4 4+ 44 | 4.—5. Tag
Hyg. Inst.
12 | B. perfringens | Aus Gartenerde Nr.1 +tt+ | FF+F++ | T+ 4. Tag
13 | B. perfringens | Aus Gartenerde Nr.2 | +—++ | ++++ | +++-+ | 4—5. Tag
14 | B. perfringens | Aus Gartenerde Nr.3 | -4+ +++ + 44 3.—4. Tag
15 | B. perfringens [Med. Unters.-Amt, Nr. I} +-++—+ | +-+++ | ++++ 5.—6. Tag
16 | B. perfringens |Med. Unters.-Amt, Nr. 2{ 4+ —+—++ | ++++ | ++++ [ 4—5. Tag
17 | B. perfringens |Med. Unters.-Amt, Nr. 3| +-+-+ | ++++| ++++ 5. Tag
18 | B. Novy Laborstamm, Hyg. Inst. ++ ++++ | -+t 4. Tag
19 | B. Novy Behringwerke ++ + 4+ + 4+ 4.—5. Tag
20 | Rauschbrand- |Laborstamm, Hyg. Inst. 4+ ++++ ‘ + 4+ 4. Tag
bac.
21 | Pararausch- Laborstamm, Hyg. Inst. —++ +4+ ) 4. Tag
brandbac.
22 | B. putrif. Aus Gartenerde + |t Tt 3. Tag
Verrucos.
23 1 B. putrif. Aus faulem Fleisch |++—++|++++| ++++ | 5.—6. Tag
VETITuCoS.
24 | B. histolyticus |Laborstamm, Hyg. Inst.| +4+-+4+ | +++4++| +++-+ 4. Tag

wicklung und Vermehrung ermdglichen wiirde. Schon in den ersten tastenden
Versuchen bewahrheiteten sich diese Uberlegungen.

Durch Zusatz von etwa 10 mg-% Askorbinsdure in neutralisierter Form als
Na-Askorbinat (,,Redoxon‘’ der Firma Hoffmann-La Roche, Berlin) gelang es,
praktisch alle als strenge Anaerobier bekannten Bakterienarten in einer gewéhn-
lichen Nihrbouillon zu ziichten und auch in beliebig héufigen Passagen in
Askorbinsaurebouillon am Leben zu erhalten. Da alle Keimarten sich in meinen
Versuchen vollig gleichartig in der Askorbinséurebouillon verhielten, kann zu-
sammenfassend im folgenden immer von Anaerobiern gesprochen werden. Die
Untersuchungen wurden an Anaerobiern vorgenommen, die teils als Labora-
toriumstimme vorhanden waren, teilweise freundlicherweise von den Behring-
werken iiberlassen wurden oder auch aus dem Untersuchungsmaterial des
Marburger Medizinaluntersuchungsamtes sowie schlieflich auch aus Erdproben
erhalten worden waren. Die beifolgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber einige
der gepriiften Anaerobenstimme und ihre Wachstumsstirke sowie iiber den
Zeitpunkt der Versporung. Die Wachstumsstirke wurde schitzungsweise nach
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dem Grad der eingetretenen Tritbung beurteilt. Als Versporung wird das sich
im mikroskopischen Praparat ergebende Bild bezeichnet, in welchem man ohne
lingeres Suchen vorwiegend Sporen findet und nur noch spérlich wohlaus-
gebildete Stabchen. — Das wesentliche Ergebnis dieser ersten Versuche war,
daf in Askorbinsdurebouillon das Wachstum stets ein rascheres und kréftigeres
war als vergleichsweise in einer Leberbouillon; auffallend war stets die tiberaus
gleichmaBig kriftige Ausbildung der Kinzelindividuen sowie die erst spit ein-
setzende Versporung. — Selbstverstdndlich wurden die untersuchten Stimme
laufend auf Reinheit sowie auf eine etwa erworbene Kigenschaft zu aerobem
Wachstum geprift. Nachdem sich im wesentlichen ein ziemlich gleichartiges
Verhalten der Anaerobenstimme in Leberbouillon ergeben hatte, stellte ich die
optimale und minimale Askorbinsdurekonzentration, die zur Einleitung des
Anaerobenwachstums erforderlich war, fest. Die Prifung der verschiedenen
Anaerobenarten in wiederholten Versuchen ergaben, dafl in steigender Ver-
diinnungsreihe ein Wachstum bis in eine Askorbinsdureverdinnung von 1:10000
fiir alle gepriiften Anaerobenstimme erméglicht wird. Einzelne Staimme wuchsen
gelegentlich auch noch bei einer Askorbinsiurekonzentration von 1:20000.

Es hat bisher an jeder Erklarung fiir die Erscheinung gefehlt, daf durch die
Askorbinsdure iiberhaupt das Anaerobenwachstum ermoglicht wird, da es aus
den Untersuchungen HEwITTS bekannt ist, daBl unter den zu Anaerobenziichtung
bisher angewandten Bedingungen das Redoxpotential viel stdrker negativ ist
bzw. durch aktive Stoffwechselleistungen der Anaerobier stirker erniedrigt wird
als dem Redoxpotential der Askorbinséiure entspricht.

Von Araxi wird der Schwellenwert der Redoxskala, welcher zur Einleitung
des Anaerobenwachstums gerade unterschritten worden muB}, mit ry = 14 an-
gegeben. Dieser Wert entspricht gerade dem O.R.P. der Normal-Wasserstoff-
elektrode bei py="7:

Ep + pg - 57,7
28,85

g =

fir ry = 14, also E; =0.

Und dieses Potential soll durch Zugabe von 0,4 mg Askorbinsiure pro 1 cem
(also eine Verdiinnung von 1:2500) zu einer gewthnlichen Nahrbouillon erreicht
werden. Diese Askorbinsdurekonzentration stellt zwar nach meinen Unter-
suchungen nicht gerade das Minimum fir die Einleitung des Anaerobenwachs-
tums dar; aber derartige Unterschiede in den Befunden konnen leicht ihre
Erklarung finden, z. B. in dem unterschiedlichen Redoxpotential der Nihr-
bouillon vor der Zugabe der Askorbinsiure. So wird eine frisch bereitete bzw.
kurz vor der Beimpfung noch einmal erhitzte Bouillon schon von vornherein
ein niedrigeres Gesamtpotential besitzen, da durch die Erhitzung der geloste
Sauerstoff aus der Nahrlosung vertrieben worden ist und auBerdem in mehr oder
weniger starkem Umfang aus Eiweil und Kohlehydraten der Nahrlosung andere
reduzierende Gruppen freigelegt werden kionnen, so dafl die zuzufigende Menge
an Askorbinsiure geringer zu sein braucht. Wesentlich ist die Feststellung
Araxis vor allem deswegen, als somit auch durch Kontrolle des Redoxpotentials
sichergestellt wurde, dal das Wachstum der Anaerobier nicht, wie man frither
glaubte, nur in sehr negativen Redoxbereichen [—0,3 bis —0,4 V (Hewrrt)]
vor sich gehe, sondern auch bei dem relativ hohen Potential der Askorbinsiure.
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Abb. 5a. Tetanusbacillen in Askorbinsdurebouillon Abb. 5b. Tetanusbacillen in Leberbouillon
nach 14 Stunden. Vergréfierung 1:800. nach 14 Stunden.

Abb. 6a. Tetanusbacillen in Askorbinsdurebouillon Abb. 6b. Tetanusbacillen in Leberbouillon
nach 24 Stunden. nach 24 Stunden.

Abb. 7a. Tetanusbacillen in Askorbinsiurebouillon Abb. 7b. Tetanusbacillen in Leberbouillon
nach 72 Stunden. nach 72 Stunden.

Abb. 8a. Tetanusbacillen in Askorbinsiurebouillon Abb. 8b. Tetanusbacillen in Leberbouillon
nach 6 Tagen. nach 6 Tagen.
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Es erhebt sich aber nun die Frage, welcher dieser beiden Potentialbereiche fiir
das Anaerobenwachstum bzw. fiir den Stoffwechsel der Anaerobier der biologisch
giinstigere ist, und aus welchem Grunde man in gewdhnlichen Anaerobenkul-
turen (ohne Verwendung von Askorbinsiure) ein so stark negatives Redox-
potential findet.

Wie bereits erwihnt, fiel bei der Ziichtung der Anaerobier in Askorbinsiure-
bouillon die morphologisch regelméBige kriftige Ausbildung der Einzelindividuen
auf. Diese Erscheinung wurde zum Gegenstand einer besonderen Untersuchung
gemacht [Btsing (1)], indem Kulturen von Tetanusbacillen in Askorbinsiure-
und Tarozzibouillon angelegt wurden und nun in 10—20stiindigen Abstinden
mikroskopische Priparate aus diesen Kulturen hergestellt wurden (s. Abb. 5a
bis 8b). Der Vergleich der hierbei zutage tretenden morphologischen Unter-
schiede hatte folgendes Ergebnis:

Nach 14stiindiger Bebriitung war in Askorbinbouillon bereits kriftiges
Wachstum unter starker Tritbung der Nihrlosung eingetreten. Die Stabchen
waren von auffallender Linge und Breite. In Leberbouillon dagegen war das
Wachstum noch spéirlich. Die einzelnen Stibchen waren etwa 2—35mal kleiner
und 2—3mal schmiler als die in Askorbinsdurebouillon gewachsenen Tetanus-
bacillen. Nach 24 Stunden war die Tritbung in Askorbinsiurebouillon noch
dichter geworden. Die einzelnen Stibchen waren auch jetzt noch in iiberwiegen-
der Anzahl von groBer, kraftiger Form. In Leberbouillon war jetzt die diffuse
Tritbung auch etwas stirker geworden, die Einzelindividuen etwas derber, im
ganzen jedoch hinter der Ausbildung der in Askorbinsdurebouillon enthaltenen
Stabchen deutlich zuriickgeblieben. -—— In Askorbinsdurebouillon ging die Keim-
vermehrung auch in den folgenden Stunden ungehindert weiter, wobei jedoch
auffiel, daB z.B. nach 72 Stunden die Stabchen in Lénge und Breite etwas
zuriickblieben. Gleichzeitig trat jedoch zu dieser Zeit in der Leberbouillon bereits
Versporung ein. Wihrend schlieBlich die Leberbouillonkultur nach 6 Tagen
vollig versport war, enthielt die Askorbinsdurebouillon immer noch reichlich
vegetative Formen, in miBigem Umfang auch Sporen. Die Stibchen selbst
waren zu dieser Zeit teils von derber, teils aber auch von schwécherer und
unregelméifBiger Gestalt. — Im ganzen machten die in Leberbouillon gewachsenen
Tetanusbacillen stets einen etwas ,,aufgefaserten” Eindruck; ihre Umrisse waren
stets etwas unscharf, hiufig sah man auch Kérnelungen im Zelleib. Die Tetanus-
bacillen in Askorbinsiurebouillon dagegen waren stets scharf begrenzt und von
gleichméaBiger Beschaffenheit der Protoplasmastruktur.

Diese Gegeniiberstellung 148t ohne weiteres den Schlull zu, dall die Zugabe
von Askorbinsdure zum Nahrboden nicht allein die Beseitigung des darin ent-
haltenen Sauerstoffes bewirkt, sondern dariiber hinaus dem Nihrboden be-
sondere biologische Eigenschaften gibt, die eine bessere Ausbildung und Ver-
mehrung der Keime fir lingere Zeit bewirkt, als dies in einer Leberbouillon der
Fall ist. Aus diesem Grunde ist die Bedeutung der Askorbinséure nicht zu ver-
gleichen mit der Wirkung der frither erwdhnten anorganischen reduzierenden
Substanzen, welche man frither zu Anaerobenziichtung empfohlen hat. Die
Erniedrigung des Redoxpotentials bis auf eine Stufe, welche den Anaerobiern
gerade Wachstum und Vermehrung erméglicht, ist ja bekanntlich nicht allein
durch solche reduzierenden Substanzen sondern auch durch einfaches Evakuieren
zu erreichen, also durch physikalische Entfernung und anschlieBende Fernhaltung
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von Sauerstoff. Mit keiner dieser Methoden ist aber eine solche geradezu physio-
logisch erscheinende Begiinstigung der Keimentwicklung zu erzielen wie durch
Askorbinsdure. Die vollige Fernhaltung des Sauerstoffes nach Einleitung des
Anaerobenwachstums muf3 schon seit den Untersuchungen von BurRrr und
KitrsTEINER und CHUDIAKOW als fir die Anaerobenkultur unphysiologisch
gelten. Hat man daher die Absicht, solche Bakterien unter optimalen Bedin-
gungen zu ziichten, so ist auf eine richtig dosierte Sauerstoffzufuhr zu achten.
Eine Annaherung an solche optimalen Bedingungen ist z. B. schon in einer
Tarozzibouillon gegeben, in welcher Anaerobier bei Luftzutritt geziichtet werden.
Nach den vorstehend beschriebenen Versuchen ist aber anzunehmen, daB in
einem solchen Nahrmedium wegen der darin eintretenden starken Negativierung
des Redoxpotentials eine Erschwerung der Sauerstoffverwertung eintritt. Die
Ermdéglichung des Anaerobenwachstums in einer Leberbouillon beruht vor-
wiegend auf dem Gehalt der Organstiickchen an reduzierenden Substanzen wie
Glutathion bzw. Cystein. Die Tatigkeit der gerade bei Anaerobiern besonders
entwickelten proteolytischen Enzyme wird durch diese Enzymeffektoren in Rich-
tung einer Lyse gelenkt, wodurch es wiederum zu einem weiteren Sinken des
Redoxpotentials kommt. Das weitere Auftreten stark reduzierender Substanzen
fiilhrt zu einem fast volligen Abschlul vom Sauerstoff und die enzymatische
Tatigkeit der Keime wird unphysiologischerweise auf Hydrolasentdtigkeit be-
schrankt; Dehydrasensysteme, iiber welche die Anaerobier, wie oben bereits
erwihnt, wie alle anderen Lebewesen ebenfalls verfiigen, werden unter solchen
Bedingungen lahm gelegt, ja es kommt zu einer Umkehr des Wasserstoff-
transportes, so dal} dieser tiber eine Art Notventil, nimlich die Hydrolyasen,
in Freiheit gesetzt wird. Auch die Entwicklung von Schwefelwasserstoff und
Methan stellt eine unter solchen anaeroben Bedingungen wohl kaum freiwillige
Form der Wasserstoffentledigung dar. Die Folge dieser ,,Stoffwechselentglei-
sung® ist eine von vornherein spirlichere Entwicklung der gesamten Kultur
und diirftigere Ausbildung der Einzelindividuen; es scheint sogar, als ob die
Auffaserung der Bakterienstruktur als eine Selbstandauung durch Proteasen
aufzufassen ist; bereits nach 72 Stunden ist in einer solchen Kultur die Exis-
tenzmoglichkeit fiir die Anaerobier erschopft, so daf} sie sich versporen miis-
sen. — In einer Askorbinsdurebouillon dagegen wird die Proteasentéatigkeit
zum groflen Teil in Richtung auf die Synthese gelenkt, was dem GréBen-
wachstum und der typischen Formausbildung der Einzelindividuen zugute
kommt. Die Periode des vegetativen Wachstums wird durch die Anwesenheit
der Askorbinsiure und der durch sie hergestellten Verbindung zum Sauerstoff
verlangert. Die Niahrlosung wird durch die Askorbinsiure auf einem fiir die
Entwicklung der Keime giinstigeren, hoheren Redoxpotential fixiert. Diese
Beschwerung des gesamten Systems verhindert auch ein zu frithes Absinken
des Redoxpotentials in zu niedrige Bereiche. Wie bereits in dem einleitenden
Abschnitt erliutert, diirfte die Wirkungsform der Askorbinsiure bei der Be-
glinstigung der Assimilation durch Aktivierung katheptischer Enzyme in Rich-
tung auf die Eiweilsynthese, ihre oxydierte Stufe, also die Dehydroaskorbin-
siure sein, die ja voritbergehend in geniigender Menge durch Autoxydation aus
der zugesetzten Askorbinsdure entsteht. Ob die Askorbinsiure im Stoffwechsel
der Anaerobier als niedermolekularer Wasserstoffiibertrager im Zusammenspiel
mit Dehydrasen auch direkt oxydative Stoffwechselvorginge begiinstigt, kann
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noch nicht hinreichend belegt werden, ist aber nicht unwahrscheinlich. Auch
wire daran zu denken, daB die Askorbinsdiure als autoxydabler und leicht
reduzierbarer Redoxkdrper die Funktion eines Atmungsfermentes ausiiben konnte.
EHRISMANN (3) erwihnt insbesondsre auch die katalatische bzw. peroxydatische
Wirkung der Askorbinsiure, welche sich gerade bei den Anaerobiern, denen
Katalase und Peroxydase fehlen soll, auf die Abwicklung oxydativer Vorginge
begiinstigend auswirken muf3.

Mit der Wachstumsbegiinstigung der Anaerobier durch Askorbinsdure ist
bei den Toxinbildnern auch stets eine verstirkte Toxinproduktion verbunden
(s. auch GuiLLavMig). Diese Erscheinung war schon bei gelegentlichen Priifungen
auf die Identitdt und Reinheit der benutzten Stimme aufgefallen und wurde
spater am Beispiel des Tetanusbacillus niher untersucht [Btrsing (2)]. Aus den
beigegebenen Tabellen ergibt sich, daf in einer gewohnlichen Néahrbouillon unter

Tabelle 2. Toxinauswertung eines Leberbouillonfiltrates.
Nahrsubstrat: Leberbouillon nach Tarozzi. Im Vorversuch ermittelte annahernd
todliche Dosis: 0,125 ccm. Zur Toxinauswertung Anlegung einer geometrischen Reihe
zwischen 1,0—0,001; Steigung etwa 76% ; T tot; 4- Grade der Intoxikation.

1id. | Verabreichte Stunden nach der Injektion

Nr. Dosis

48 60 72 34 96
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Ergebnis: D. 1. m = 0,1 com.

Zugabe von Askorbinsdure in einer Konzentration von 1:1000 die Toxinproduk-
tion innerhalb von 7 Tagen rd. 100mal stérker ist als vergleichsweise in einer
Leberbouillon. Die Ursache dieser verstirkten Toxinproduktion ist nach dem
voraufgegangenen vor allem in dem stirkeren Wachstumsimpuls, dem gréBeren
Synthesevermdgen auch beziiglich der Toxinsynthese und in der Verlingerung
der vegetativen Lebensdauer der Kultur zu suchen. Andererseits ist das schwache
Toxinbildungsvermégen der Tetanusbacillen in Leberbouillon auf die entsprechend
geringere, langsamere und auch zeitlich begrenzte Keimvermehrung zuriick-
zufiihren; wahrscheinlich diirfte auch die stirkere Saurebildung aus Leber-
glykogen der Toxinbildung und -erhaltung abtriglich sein, da bekanntlich
gerade das Tetanustoxin gegen py-Erniedrigung empfindlich ist und bei einem
pa von rd. 5—5,5 véllig inaktiviert wird.

Der Wirkungsmechanismus der Askorbinsiure bei der Anaerobenziichtung
unterscheidet sich daher im Prinzip nicht von dem im tierischen Organismus, da
auch hier ihre Bedeutung als Aktivator der Synthese deutlich in Erscheinung tritt.

Es geht aus diesen Versuchen im Zusammenhang mit den voraufgegangenen
Erérterungen hervor, daB die Bezeichnung: Anaerobier im strengen Sinne nicht
zutreffend ist, wenn man, der gebréuchlichen Definition folgend, darunter Lebe-
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wesen versteht, die nur unter Sauerstoffausschlufl zu leben vermigen. Lediglich
gewisse Enzyme dieser Bakterien bediirfen ganz analog den Verhéltnissen bei
hoheren Lebewesen eines entsprechend niedrigen Redoxpotentials zur Ent-
faltung ihrer Wirkung. Im dibrigen ist aber eine wohlabgestufte Verbindung
zwischen Substrat und Sauerstoff auch fiir diese Lebewesen nicht allein tragbar,
sondern zu ihrer optimalen Entwicklung unerldBlich. Bei den bisher gebriuch-
lichen Methoden der Anaerobenziichtung wurde der Sauerstoffab- und -aus-
schlufl stets als die hauptsichlichste Vorbedingung fiir das Wachstum der
Anaerobier angesehen und auch fiir ausreichend erachtet, weil unter diesen
Bedingungen die Anaerobier tatsdchlich fiir kurze Zeit zur Entwicklung ge-
bracht werden kénnen. Durch den Ausschlufl des Sauerstoffes bzw. infolge einer
Unterbrechung der Verbindung zwischen Substrat und Sauerstoff miissen sich
diese Keime aber auf reine Hydrolasentétigkeit beschrianken oder kénnen nur

Tabelle 3. Toxinauswertung eines Askorbinsdurebouillonfiltrates.
Nihrsubstrat: Gewdohnliche Bouillon (1% Pepton, 0,6% NaCl; pg = 7,2) + Na-Askor-
binat (Redoxon ,,Roche‘) 0,1%. Im Vorversuch ermittelte annihernd tédliche Dosis
— 0,001 cem. Zur Toxinauswertung Anlegung einer geometrischen Verdiinnungsreihe
zwischen 0,01—0,00044 ccm; Steigung etwa 40%.

Lid. V(‘rabrejchto - Etﬂx:den nach der Injektion
N Dosis 12 | 24 36 1R 60 2| 84 96
|

10 | 0,01 +++ T

11 0,007 ++4+ T

12 0,005 -+ 4+ T

13 0,0035 + T

14 0,0025 -+ -+ Lp T

15 0,00176 — L + - T

16 0,00125 — 44| =

171 0,00088 - - + |t | || T

18 0,00063 — — — e -+ | 4 4

19 0,00044 — i — - — _ -~ ES +
Ergebnis: D. 1. m. = 0,00088 ccm.

in kleinem Umfang fiir kurze Zeit bis zur Erschépfung anderer etwa vorhandener
Wasserstoffacceptoren eine oxydative Stoffwechseltétigkeit entfalten. Diese Be-
schrankung des Stoffwechsels auf hydrolytische Prozesse fithrt aber zu einer
Anhédufung potentialnegativer Stoffe. Wenn auch die Anaerobier mit Hilfe von
Hydrolyasen in der Lage sind, auch nach Absittigung aller greifbaren Wasser-
stoffacceptoren in einem solchen Milieu zu leben, so zeigt doch die allgemein
schlechtere Entwicklung einer solchen Kultur, die frithe Versporung, die ungleich-
méibige Formausbildung der Einzelindividuen usw., daf} es sich bei dieser ein-
geschlagenen Richtung des Stoffwechsels nur um einen Notbehelf handeln kann.
Wie bereits erwihnt, ist auch die unékonomische Freisetzung von Stoffen wie
H,, Methan und Schwefelwasserstoff, die gerade unter den Bedingungen der
idealen Anaerobiose aufzutreten pflegen, mit der Vorstellung einer biochemisch
verstiandlichen Substratverwertung nicht vereinbar. — Enthilt aber das Néhr-
medium einen Redoxkatalysator von geeignetem mittleren Potential, der sowohl
in der Lage ist, das Gesamtpotential des Nahrmediums in einem Bereich zu
fixieren, der sowohl die Lyse wie auch die Synthese zplift und andererseits
auch etwa anfallenden Wasserstoff entweder direkt oder iiber Enzymsysteme
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mit Sauerstoff zu Reaktion zu bringen, so findet eine optimale Entwicklung der
,-~Anaerobier‘ statt. Die Eigenschaft der Enzymaktivierung durch Erniedrigung
des Redoxpotentials sowie die Fahigkeit zur Autoxydation besitzen zwar Stoffe
wie Cystein, Glutathion, Dithioglykolsdure u. 4. ebenfalls und sind wegen dieser
Eigenschaften bereits vor langer Zeit auch schon zur Anaerobenziichtung heran-
gezogen worden [BERTHELOT, QUASTEL und STEPHENSON (2), Frel und RiEp-
MULLER (1, 2)]. Ihr eigenes niedriges Redoxpotential, welches unterhalb dem
der Askorbinsdure liegt, und ihre darauf begrindete spezifische Aktivierung
der Proteolyse haben nur eine einseitige Wirkung, nimlich eine dissimilatorische.
Am einleuchtendsten geht dies z. B. aus den Versuchen von MEzzapRoLI und
VicENTINI hervor, welche zu dem Ergebnis kommen, dal Cystein und Glutathion
auf die Hefegiarung einen fordernden Einflufl haben, dagegen das Wachstum
hemmen. Die eigentliche Zellteilung hingegen wird wiederum durch Thiolver-
bindungen geférdert (P. Gyérayr). Diese Eigenschaften sind auch die Ursache
tiir die Kleinheit der Tetanusbacillen in einer Leberbouillon (vorzeitige Teilung)
und die normale GroBe in einer Askorbinsiurebouillon (Wachstumsimpuls).
In dem wohlabgestimmien Zusammenspiel der Thiolkérper mit der Askorbinsiure
entscheidet sich somit im wesentlichen die optimale Proportionalitit zwischen
Assimilation und Dissimilation.

Tabelle 4. Bakterienwachstum mit und ohne Askorbinsiure.

Mit 1% Askorbinsiure Ohne Askorbinsdure
nach | nach nach nach
15 Stunden 40 Stunden 15 Stunden 40 Stunden

B. typhi . e + +++ — +
B. Gértner. . . ... ... L. ++ +++ ++ 44+
B.Breslau . . . ... ... .. +++ + 4+ + - +4-
B. Schottmiiller e + 4+ ++-+ (+) ++
B.suipestifer. . . . . . . . . . 4+ S+ ++ 4+
B.Kruse-Shiga . . . . . . . . — + — +
B.Flexner. . . . .. . .. .. — -+ — +
B. avisepticus (+) RS (+) (+)
Boratti . . . . ... ... — ++-+ — ++
B. erysipelatos suum . . . . . . — —+ — +
B.anthracis . . . . . . . . .. —! —! (+) 44+
B.coli aerogenes . . . . . . . . G4+ +++ (+) +
B.coli (Mensch) . . . . . . . . +++ 4 + 4+ 1+
B. coli (Wasser) . ++ dt 4 — ++
Staph.aureus . . . . . . . . . =+ 44 ++ bt
Staph.albus . . . . . . . . .. + +- (-+) ++
Staph. citreus . . . . . . . . . -+ + + +
Strept. pyogen. (Serumbouillon) + 4+ 4 + 4+
Strept. agalactiae . . . . . . . + 4+ 444 + -+ R
Strept. ovalis. . . . . . . . . . + 44 ++ 4t
Sarcina citrea . . . . . . . . . + + + 4+
B.proteus . . . . .. ... .. ++ 4 + 4+ +4++
B.pyocyaneus . . . . . . . .. —+ -+ + -+ 4+ 4t
B. prodigiosus . . . . . . . . . ++ + ++ 4+t
B. pseudotuberkulosis rodent. . + 4+ 444 +++ + 4+

Es war durchaus naheliegend, die Rolle der Askorbinsiure im Stoffwechsel
anderer Bakterien ebenfalls zu priiffen. Schon vor einigen Jahren hat man, von
der naiven Vorstellung ausgehend, daf die Askorbinsdure als ein Stoff, der
infektverhiitend und infektheilend zu wirken vermag, vielleicht einen unmittelbar
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schidigenden Einflul auf Krankheitserreger haben konnte, Versuche mit Askor-
binsdure nach Art von Desinfektionsmittelprifungen angestellt. Manche ver-
offentlichte Versuche dieser Art lassen erkennen, daf} nicht unter der erforder-
lichen Beobachtung gewisser Nebenumstinde (z. B. stirkere py-Verschiebungen
durch Askorbinsdurezusatz) gearbeitet worden ist; andere sind ganz offenbare
Fehlbeobachtungen. Notwendigerweise wurden von verschiedenen Untersuchern
widersprechende Ergebnisse erhalten. — Im Herbst 1939 stellte ich selber an
einer gréferen Anzahl von Bakterienarten Versuche iiber die Beeinflussung ihres
Wachstums durch die Askorbinsdure an. Die in der vorstehenden Tabelle
aufgefithrten Arten wurden in einer gew6hnlichen Bouillon mit 1% Na-Askor-
binat gepriift. Es zeigte sich, dal mit einer Ausnahme von einer nennenswerten
Beeinflussung des Wachstums bei diesen Bakterien keine Rede sein konnte.
Von einer Wachstumshemmung konnte iiberhaupt nichts bemerkt werden,
andeutungsweise lieBen einige Arten unter Askorbinsdurezusatz ein etwas
iippigeres und rascheres Wachstum erkennen. Sehr bemerkenswert war das
Verhalten des streng aerophilen Milzbrandbacillus in einer solchen Askorbin-
saurebouillon: er zeigte tatsichlich eine vollige Wachstumshemmung. Dieser
zunichst unwahrscheinliche Befund wurde mehrmals mit gleichem Erfolg an
verschiedenen Milzbrandstimmen erhoben. Ferner priifte ich, von welcher
Konzentration an sich diese Wachstumshemmung

bemerkbar mache. Es ergab sich, dal Mengen von Tabelle 5.
500—12,5 mg-% Askorbinsdure das Wachstum zwar . Milzbrand-

. L11e . . . skorbinsdure wachstum
nicht mehr vollig unterdriicken aber die Entwick- inmg-% |, .ch 50 Stunden
lung der Kultur deutlich hinter einer solchen ohne
Askorbinsdure zuriickbleibt. Erst bei einer Konzen- 500,0 +
tration von 6,25 mg-% Askorbinsdure schien das %gg’g i
Wachstum der Milzbrandbacillen etwas kriftiger zu 50,0 +
sein als in einer gewdhnlichen Bouillon ohne As- 25,0 +

- . . T 12,5 -+
korbinsdurezusatz. — Dieses eigentiimliche Ver- 6.25 +++
halten des Milzbrandbacillus fand ich in einer in- 0 ++
zwischen erschienenen Verdffentlichung von EHRIs-

MANN (3) bestétigt. — AuBerdem untersuchte ich das Verhalten von insgesamt

32 Diphtheriebacillenstdimmen, die sdmtlich aus frischem Krankheitsmaterial
gezilichtet worden waren. Bei keinem dieser Stdmme fand ich eine Beeinflussung
des Keimwachstums bei verschiedenen Konzentrationen gegeniiber dem Wachs-
tum in gewchnlicher Bouillon. Die Keimhemmung der Askorbinsdure gegeniiber
Pseudodiphtheriebacillen, wie sie von EHRISMANN (3) beschrieben worden ist,
konnte ich dagegen unter 16 Stimmen nur 3mal finden. EHrISMANN fand bei
einigen ausgesprochen aerophilen Arten (z. B. Vibrio cholerae, haemoglobinophile
Bakterien) eine gewisse Beeintrichtigung des Wachstums bei hohen Askorbin-
sdurekonzentrationen. Im ganzen kommt aber auch er zu der Feststellung, dafl
»die Askorbinsiure kein Desinfiziens* ist. DaB auch ihre Wirkung bei Infek-
tionskrankheiten eine organotrope ist, wie ja aus ihrer Stellung als Ferment-
aktivator hervorgeht, diirfte damit endgiiltig erwiesen sein.

Wenn in dem Abschnitt iiber die Bedeutung der Askorbinsdure beim
Anaerobenstoffwechsel insbesondere ihre Rolle bei der EiweiBsynthese heraus-
gestellt wurde, so erhebt sich einerseits die Frage: unter welchen Bedingungen
treffen Anaerobier in der AuBenwelt auf Ernihrungsbedingungen, welche denen
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der Askorbinsiurebouillon #hnlich sind oder entsprechen. Hier sei zunéchst
an die seit altersher bekannte Tatsache erinnert, dall man Anaerobier mit
Aerobiern zusammen in einer Kultur leicht zur Entwicklung bringen kann
[PasTEUR (1—8), KEDROWSKI, ScHOLTZ]. Nachdem schon seit vielen Jahren
die Bildung von Vitaminen durch Bakterien bekannt ist, war es nicht mehr
fernliegend zu vermuten, daf3 sich unter den reduzierenden Substanzen, die fast
in jeder Bakterienkultur aufzutreten pflegen, auch vielleicht Askorbinséure nach-
weisen lieBe, so daB sich die Wachstumsbegiinstigung der Anaerobier durch die
Anwesenheit von Aerobiern durch eine solche Askorbinsédurebildung erklaren lief3e.

VII. Uber Askorbinsiiurebildung durch Bakterien ans Zuckerarten.

Die ersten Angaben iiber eine vermutliche Askorbinsdurebildung durch
Bakterien stammen von HERMANN und Fopor, welche die Beobachtung machten,
daB Essigbakterien in Symbiose mit Hefen aus Glucose eine reduzierende Sub-
stanz bilden, welche von den Verfassern fiir Askorbinsdure gehalten wird. Auch
BERNHAUER, GOrRLICH und KOCcHER fanden eine Askorbinséurebildung und zwar
durch Aspergillus niger (s. auch CurFraro). Diese sowie die vorher genannten
Untersuchungen beschrinkten sich darauf, eine reduzierende Substanz in den
Nihrlosungen nach Beeimpfung mit den betreffenden Keimen nachzuweisen,
die aus gewissen Erwégungen heraus fiir Askorbinséure gehalten wurde. Eine
endgiiltige Identifizierung dieser Substanz durch den kurativen oder prophylak-
tischen Test am Meerschweinchen bzw. durch chemische Isolierung wurde nicht
unternommen. — Die Untersuchungen von ILLENYI, ILLENYT und BERENCSI
(1, 2, 3) kamen auf anderem Wege zu gleichlautenden Ergebnissen; es zeigte sich,
daB der Stoffwechsel von B. prodigiosus (gemessen in der von ILLENYI ange-
gebenen Respirationsapparatur fiir Bakterienkulturen) durch Zuckerarten und
in Gegenwart von Serumeiweil bzw. Fleischextraktivstoffen eine lebhafte
Steigerung erfuhr. Bei der chemischen Untersuchung der Bakterienmasse,
welche von festen Nahrboden abgeschwemmt wurde, stellte sich heraus, daB sie
eine stark reduzierende Substanz enthielt, welche als Askorbinsiure angesehen
wurde. Die stirkste Stoffwechselsteigerung und die héchsten Reduktionswerte
fand man bei Verwendung von d (+)-Xylose als Zuckerzusatz zu Agarnahrbéden.
Dieser Befund konnte durch eigene Untersuchungen bestitigt werden. KEin
endgiiltiger Beweis dafiir, daf} die gefundene Reduktionssubstanz Askorbinsdure
ist, konnte aber durch diese Versuche ebenfalls nicht erbracht werden. — In
personlicher Zusammenarbeit mit A. ILLENYI wurde der Nachweis am Hygie-
nischen Institut der Universitit Marburg gefithrt, daB die von B. prodigiosus
aus Xylose gebildete Reduktionssubstanz ebenso wie Askorbinsdure in der
Lage ist, Anaerobier zum Wachstum zu bringen, wodurch die Annahme, daB es
sich dabei tatsichlich um Askorbinsdure handele, eine weitere Stiitze erfuhr
(ILLENYI und BUsing). Mit P. PETERs gelang es mir ferner festzustellen, dafl
die von B. prodigiosus aus Xylose gebildete Reduktionssubstanz, an Meer-
schweinchen verfiittert, innerhalb von 35 Tagen das Auftreten des Skorbuts
verhindert. Leider wurde seiner Zeit die Beobachtung nicht linger fortgesetat,
da zu dieser Zeit bereits simtliche Kontrolltiere an Skorbut verendet waren.
Wir zogen seiner Zeit aus dem Ausfall dieser Versuche den SchluB}, daB es sich
tatsichlich um Askorbinsiure handle. Da man heute wei, daB es Stoffe gibt,
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welche zwar den Skorbut nicht verhindern, aber durch verstirkten Schutz der
Askorbinsiure im Organismus den Ausbruch des Skorbuts hinauszégern kénnen
(s. z. B. Brier.B6cK und BENDA), mochte ich diesen Versuch noch nicht fiir
endgiiltig beweisend fiir die Identitdt jener Reduktionssubstanzen mit Askorbin-
sdure halten.

Es galt nun weiterhin die ,,Askorbinsiure*-Bildung des B. prodigiosus aus
Zuckerarten unter verschiedenen Bedingungen noch néher zu untersuchen.
Wihrend in den vorausgegangenen Versuchen auf den quantitativen Nachweis
der ,,Askorbinsiure‘ im Hinblick auf die Mingel der bekannten Nachweis-
methoden nur geringer Wert gelegt wurde, sollte im folgenden die ,,Askorbin-
sdure‘-Bildung mittels eines geeigneten Bestimmungsverfahrens schrittweise
verfolgt werden.

Nachdem sich eine Reihe von chemischen Nachweismethoden fiir die Askor-
binsdurebestimmung in Néhrbouillon als ungeeignet erwiesen hatten (z. B. mit
Dichlorphenolindophenol, Jod u. a.), gelang es, unter bestimmten Bedingungen
mit der Methode nach Fuiita und EBimara in Modellversuchen annédhernd
zutreffende Werte zu erhalten. Das Prinzip dieser Methode, mit welcher nur die
reduzierte Askorbinsdure erfalt wird, beruht auf der Reduktion von Phosphor-
18-Wolframsdure in saurer Losung, bei welcher eine dem Askorbinsiduregehalt
entsprechende ‘Blaufarbung entsteht; durch Zusatz von Monojodessigsdure und
Auswahl eines pg von rd. 3,0 werden die meisten stérenden Substanzen reaktions-
unfahig gemacht.

Es wurde bereits zu Beginn der Versuche die Beobachtung gemacht, dal}
eine unbeimpfte gewohnliche Nahrbouillon, wie sie zur Bakterienziichtung Ver-
wendung findet (Fleischwasser + 1% Pepton 4 0,5% NaCl, pg = 7,0—7,5)
nach dieser Methode einen unspezifischen Reduktionswert aufweist. Dal} es
sich hierbei keinesfalls um Askorbinsdure handeln konnte, ging, abgesehen von
anderen Erwigungen, daraus hervor, daf der unmittelbar nach dem Sterilisieren
der Bouillon gefundene Reduktionswert im Laufe von 7—14 Tagen beim Stehen
an der Luft allmihlich verschwand, um nach erneutem Sterilisieren wiederum
anzusteigen. Dieser Anstieg des Reduktionswertes nach dem Erhitzen war nur
zu einem kleinen Teil auf Glucoredukton zuriickzufiithren. Vielmehr entstehen
diese reduzierenden Substanzen, wie Vergleichsuntersuchungen ergaben, vor-
wiegend aus Eiweifistoffen des Fleischwassers sowie auch aus Pepton. Die all-
méhliche Abnahme dieser reduzierenden Stoffe erfolgte auch bei Brutschrank-
temperatur. Es wire naheliegend gewesen, zur Priifung auf Askorbinséurebil-
dung eine solche Bouillon zu verwenden, welche durch mehrwochiges Stehen an
der Luft ihren Eigenreduktionswert verloren hétte. Ein solches Vorgehen erwies
sich aber als unzweckmiBig, da in einer solchen Bouillon zugesetzte Askorbin-
siure innerhalb von 24 Stunden véllig zerstért wurde. Es muBite vielmehr die
unspezifische Reduktion, die eine frisch sterilisierte Bouillon aufweist, als An-
fangswert in Kauf genommen werden, da unter dem Schutze dieser Reduktions-
substanzen fiir lingere Zeit eine Stabilisierung der gebildeten Askorbinsdure
stattfand. — Uber die chemische Natur der durch Erhitzen aus den EiweiB-
kirpern entstehenden Reduktionssubstanzen kann also ausgesagt werden, dal
ihr Reduktionsvermégen durch Sauerstoffzutritt allmahlich verloren geht, da-
gegen durch Monojodessigsdure nicht gehemmt wird, was wiederum darauf

Ergebnisse der Hygiene. XXV, 9
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schlieBen 14Bt, daB dieses Reduktionsvermégen nicht auf der Anwesenheit freier
Thiolgruppen beruht.

Unter Beriicksichtigung dieser Fehlerquellen, die bei der Ermittlung der
gefundenen Askorbinsiurewerte in Rechnung gestellt wurden, ergab sich
folgendes:

Tabelle 6. ,,Askorbinsiure‘-Bildung in gewohnlicher Bouillon und 2%iger
Xylosebouillon bei 37% und 22° nach Beimpfung mit B. prodigiosus.

Gewohnliche Gewdhnliche Xylosebouillon Xylosebouillon
ot e el 57° el 220
unbeimpft 0 0 0 0

nach 1 Tag 0,537 0,293 0,179 0,133
nach 2 Tagen 0,699 0,455 1,162 0,260
nach 3 Tagen 1,175 0,878 1,691 0,699
nach 4 Tagen 1,430 0,637 1,520 0,878
nach 5 Tagen 1,415 0,618 3,245 1,862
nach 6 Tagen | 1,577 1,163 3,850 | 2,144
nach 7 Tagen | 2,550 1,770 7,700 i 4,620
nach 8 Tagen | 2,905 2,740 16,21 11,78
nach 9 Tagen | 2,448 2,750 26,75 24,17
nach 10 Tagen |
nach 11 Tagen 2,986 4,020 14,59 13,57
nach 12 Tagen 2,780 2,980 13,07 11,94
nach 13 Tagen 2,990 3,910 11,94 | 10,96
nach 14 Tagen 3,030 4,070 12,26 11,45
nach 15 Tagen 3,190 4,140 12,44 i 11,28
nach 16 Tagen 3,150 4,020 11,62 11,62
nach 17 Tagen 3,920 3,960 16,55 13,99
nach 20 Tagen 3,250 3,070 10,08 8,97

Im Verlauf von etwa 9 Tagen erreicht die ,,Askorbinsdure”-Bildung des

B. prodigiosus in Xylosebouillon ihren Hoéhepunkt. Nach Erreichung einer
Konzentration von rd. 25 mg-% sinkt der ,,Askorbinsidure’-Wert wieder ab, um
sich dann fiir lingere Zeit auf einer Hohe

Tabelle 7. Dasselbe nur bei 37° von rd. 10—12 mg-% zu halten. In ge-

(Wiederholung). wohnlicher Bouillon tritt ebenfalls, wenn
[Gewdhnliche| Xylose- auch in viel geringerem MafBe, eine ,,As-

Bouilion | bouilton korbinsdure-Bildung ein, die nach etwa

nach 6 Tagen | 1,691 7,110 14 Tagen auf eine Konzentration von etwa

nach 7 Tagen
nach 8 Tagen
nach 9 Tagen
nach 12 Tagen

1,927 12,780 3—4 mg-% anwédchst und sich auf diesen
i’ﬁg i‘é"l)gg Werten fiir einige Zeit konstant erhéilt. Die
2,520 13,660 Bebriitungstemperatur hat nur einen sehr

geringen Einflull auf die ,,Askorbinsiure‘-
Bildung. Diese ist in den ersten Tagen bei 37° etwas beschleunigt; spiter
gleicht sich dieser Vorsprung jedoch wieder aus. Sowohl der Anstieg als auch
der spétere Abfall der , Askorbinsiure”-Konzentration erfolgt ziemlich gerad-
linig. Wie in einer groBen Anzahl von Versuchen festgestellt wurde, verlduft
die ,,Askorbinsiure’-Bildung unter den beschriebenen Verhiltnissen stets in
der gleichen Weise.

Da, wie bereits erwihnt, von anderen Untersuchern positive Ergebnisse mit
einer Reihe von anderen Zuckerarten erhalten wurden, unterzog ich auch diese
einer Priifung unter den gleichen Bedingungen mit B. prodigiosus. Das Er-
gebnis dieser Versuche ist in den folgenden Tabellen dargestellt:
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Tabelle 8. ,,Askorbinsdure‘-Bildung durch B. prodigiosus aus verschiedenen
Zuckerarten (2% iger Zusatz zu gewdhnlicher Bouillon). Temperatur: 37°

J Dextrose | Galaktose | Léivulose Maltose Mannit | Saccharose | Mannose
unbeimpft | 0,146 | 0,179 | 0,179 | 0,073 | 0,07 | 0,118 —
nach 1 Tag 0,293 | 0,496 0,415 0,455 0,455 0,260 | 0,538

nach 2 Tagen 0,218 1,520 0,577 0,536 0,455 0,179 | —
nach 3 Tagen 0,927 3,812 1,260 1,520 1,260 0,536 0,146
nach 4 Tagen 1,415 4,425 0,829 1,260 0,969 0,260 0,146
nach 5 Tagen 1,748 4,755 3,325 1,260 0,788 0,788 —
nach 7 Tagen 2,550 2,520 3,510 0,748 0,658 0,333 0,124
nach 8 Tagen 3,812 2,905 3,885 0,829 0,748 1,804 —
nach 9 Tagen 4,180 3,065 4,487 0,967 1,577 0,699 —
nach 10 Tagen 4,755 2,595 5,187 0,967 1,634 0,658 0,217
nach 11 Tagen 5,350 4,137 5,577 0,788 | 2,447 0,618 —
nach 12 Tagen | 5,252 2,520 4,025 0,699 . 3,325 0,414 | —

Tabelle 8a. ,,Askorbinsdure*“-Bildung durch B. prodigiosus in 7% iger Dex-
trose-, Galaktose- und Livulosebouillon. Temperatur: 37°.

: Dextrose fGalaktose " Livulose Dextrose J(}alaktose Léavulose

i
unbeimpft 1 0,179 ( 0,927 | 0,618 | nach 7 Tagen | 0,577 ) 2,374 ‘ 1,065
|
|

i
nach 1 Tag 0,260 0,577 ! 0,577 | nach 8 Tagen 0,618 | 3,512 1,927
nach 3 Tagen 0,748 2,820 ‘ 0,699 | nach 10 Tagen 0,577 f 2,520 1,520
nach 4 Tagen 0,333 | 2,820 | 1,114 | nach 11 Tagen | 0,146 | 2,304 1,050
nach 5 Tagen 0,146 2,905 | 1,691 nach 12 Tagen 0,242 | 1,691 1,211
nach 6 Tagen 0,292 3,025 | 1,162

Von einer Verbesserung der ,,Askorbinséurebildung’’ gegeniiber einer gewohn-
lichen Bouillon ohne Zuckerzusatz (s. Tabelle 8) konnte nur bei Dextrose und
Galaktose gesprochen werden, wihrend die iibrigen Kohlehydrate demgegeniiber
anscheinend sogar hemmend auf die ,,Askorbinsdurebildung wirkten. — In
Tabelle 8a ist das Verhalten der ,,Askorbinsdurebildung’ bei einer stirkeren
Zuckerkonzentration dargestellt. Es wurden die drei Zuckerarten, welche abge-
sehen von Xylose die beste Askorbinsdurebildung ermoglichten, in 7 %iger
Konzentration gepriift. Es ergab sich eine eindeutige Verminderung der Askor-
binsdurebildung.

In weiteren Versuchen wurden nun verschiedene Bakterienstdmme in Xylose-,
Lavulose- und Glucosebouillon auf ihre etwaige Féahigkeit zur Askorbinsdure-
bildung gepriift:

Tabelle 9.

Verschiedene Laboratoriumsstimme in 2% iger Dextrose-, Lévulose- und Xylosebouillon.
Temperatur 37°. )

Coli (Wasser), Coli (Mensch), Coli aerogenes, - Staphylococcus aureus, B. pseudotuber-
kulosis rodentium, Sarcina lutea, Pyocyaneus, B. enteritidis Géartner, B. enteritidis ratti,
V. cholerae, B. typhi, B. suipestifer, B. paratyphus B, B. dysenteriae Kruse-Shiga: negativ.

Staphylococcus aureus in 2%iger Xylosebouillon: nach 6 Tagen: 4,755,
B. proteus in 2%iger Xylosebouillon: nach 10 Tagen: 3,967 (spiter Abnahme).

Mit Ausnahme von Staphylococcus aureus und B. proteus verursachte keiner
der gepriiften Stimme ein Anwachsen des Reduktionswertes. Die von Staphylo-
coccus aureus und B. proteus (auch nur in Xylosebouillon) verursachte ,,Askor-
binséurebildung hielt sich in sehr engen Grenzen.

Es wurde weiterhin in den verschiedensten Versuchsanordnungen gepriift,
ob sich die ,,Askorbinsdurebildung* des B. prodigiosus in Xylosebouillon auf

g*
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irgendeine Weise noch steigern liele (z. B. anaerobe Bebriitung, Glutathion-,
Aneurin- oder Nicotinsiureamidzusatz usw.). Diese Versuche verliefen vollig
negativ. Die héchsten Werte wurden nur in der anfangs beschriebenen Ver-
suchsanordnung erzielt.

Aus diesen Versuchen geht in erster Linie hervor, daBl durch B. prodigiosus
in Xylosebouillon eine reduzierende Substanz in gréBerer Menge gebildet wird,
welche alle fiir Askorbinsédure charakteristische Reaktionen gibt. Die Substanz
ist thermolabil und autoxydabel; sie 14t sich aus ihrer oxydierten Form durch
Behandlung mit Schwefelwasserstoff wieder in ihre Reduktionsform iiberfithren.

Versuche, die in den Prodigiosuskulturen gebildete reduzierende Substanz
als Askorbinsdure chemisch zu isolieren, fithrten in zahlreichen Untersuchungen
stets zu einem negativen Ergebnis. Dagegen wurde gelegentlich ein Reduktions-
korper isoliert, der zwar viele gemeinsame Eigenschaften mit der Askorbinsdure
aufwies, in einigen Punkten jedoch entscheidend von ihr abwich (z. B. Aqui-
valentgewicht, Loslichkeit in Aceton). Vermutlich gehért die vom Bacillus
prodigiosus gebildete Reduktionssubstanz zu einer der Askorbinsiure nahe ver-
wandten Stoffklasse (z. B. Carlosséure, Reduktinsdure, Oxytetronsiure, Methyl-
tetronséure o. 4.). Auf jeden Fall besitzt aber diese Substanz, die allem Anschein
nach nicht mit Askorbinsédure identisch ist, die fir die Einleitung des Anaeroben-
wachstums erforderlichen biologischen Eigenschaften, wie reversible Oxydier-
barkeit, Autoxydabilitit, geeignetes Redoxpotential, weshalb sie bei der Ein-
leitung des Anaerobenwachstums die Askorbinsiure vertreten kann.

VIII. SchluB.

Die vorliegenden Untersuchungen, welche erst einen Anfang fiir eine noch
nicht abzusehende Reihe von Aufgaben darstellen, haben verschiedene Ziele.
Einmal sollen sie neue Aufschliisse tiber den Stoffwechsel der Bakterien unter
dem Blickwinkel der Enzymbeeinflussung durch physiologisch wirksame Stoffe
liefern. Diese Zielsetzung soll es ermdglichen, speziell das Problem der Anaero-
biose, richtiger: die Wirkungsbedingungen des anaeroben Bakterienstoffwechsels
aufzukliren. Hieraus wird sich zwangslaufig auch eine Systematik der Symbiose
verschiedener Bakterienarten untereinander als auch schlieBlich das Prinzip des
Parasitismus, also vor allem auch des Infektionsgeschehens, ableiten lassen.
Zum anderen Teil werden diese Untersuchungen auch Beitrige iiber den Wir-
kungsmechanismus gewisser Wirkstoffe, im vorliegenden also des Glutathion-
Askorbinséuresystems liefern, die sich wahrscheinlich auch auf den Stoffwechsel
der hoheren Lebewesen iibertragen .lassen. Zur Fortsetzung derartiger Unter-
suchungen erscheint es jedoch heute als unumgénglich notwendig, rein synthe-
tische Nahrlosungen zu verwenden. Mit Hilfe solcher Methoden ist es bekannt-
lich in neuerer Zeit gelungen, bemerkenswerte Einblicke in den Stoffwechsel
gewisser Bakterienarten zu erlangen. Auch eine Ziichtung von Anaerobiern in
synthetischen Néhrldsungen ist trotz gewisser Schwierigkeiten besonders unter
Zuhilfenahme der Askorbinsdure prinzipiell moglich. Es bedarf jedoch noch ein-
gehender Untersuchungen, ob sich Bedingungen finden lassen, welche eine
Losung der gestellten Aufgaben ermdoglichen. Denn auch hier kidme es nicht
allein darauf an, den Anaerobiern notdiirftigste Lebensbedingungen zu ver-
schaffen, sondern ein chemisch definiertes Milieu zu bieten, in welchem sie in
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optimaler Weise alle ihre biologischen Eigenschaften und Fihigkeiten zu ent-
wickeln vermdgen.

Zusammenfassend berechtigen die vorliegenden Untersuchungen im Zu-
sammenhang mit den bereits vorliegenden Kenntnissen iiber das Wesen und die
Bedingungen der ,,Anaerobiose’ sowie unter Beriicksichtigung neuerer, enzym-
chemischer Forschungsergebnisse zu folgenden Feststellungen:

1. Anaerobe Bakterien im strengen Sinne des Wortes gibt es unter physio-
logischen Bedingungen nicht; der Stoffwechsel sog. anaerober Bakterien bedarf
weniger des Sauerstoffausschlusses als vielmehr der Einschaltung von Enzym-
effektoren, welche das Redoxpotential auf einer solchen Stufe halten, daB eine
Verwertung des Sauerstoffes durch diese Lebewesen ermdéglicht wird.

2. Aus diesem Grunde ermoglicht z. B. die Askorbinsiure anaeroben Bak-
terien Wachstum und Vermehrung auch bei Luftzutritt.

3. Es wurden Anzeichen dafir gefunden, daB die Askorbinsdure, 4hnlich wie
im Stoffwechsel hoherer Lebewesen [Btsineg (3)], sich im Stoffwechsel der ,,An-
aerobier’’ als ein Faktor der Syntese, insbesondere der Eiweifisynthese, verhélt.

4. Von manchen aeroben Bakterien werden Stoffe gebildet, welche grofle
Ahnlichkeit mit Askorbinsaure besitzen und sich im Hinblick auf die Ermég-
lichung des ,,Anaeroben‘-Wachstums bei Luftzutritt wie Askorbinsidure ver-
halten. Es darf daher geschlossen werden, dafl die Symbiose aerober und
»anaerober’ Bakterien dhnlich wie die Symbiose organisierter Zellverbiande auf
gegenseitiger Ergdnzung enzymatischer Féhigkeiten beruht.
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