Zur Chemie der Bakterien.
Il. Mitteilung.

Von

Sakae Tamura (Tokyo).

(Ans dom hypionischon und dom physiologischen Institut dor Universitat Heidolborg.)
(Der Redaktion zugegangen am 4. Oktober 1913.)

In meiner ersten Mitteilungl) habe ich die Protoplasma-
Bausteine zweier Bakterienarten, des Tuberkelbacillus und des
Mykobakterium lacticola, einer Untersuchung unterworfen und
festgestellt, dal sie im wesentlichen dieselben sind, wie die
der hoheren Lebewesen. Besonders gilt dies von denjenigen
Bausteinen, aus denen sich das Proteinmolekil zusammensetzt.

An die Erkenntnis dieser Tatsache knipft sich die Frage,
ob denn der Organismus der erwahnten Bakterien auch im-
stande ist, alle diese verschiedenen Atomgruppen selbst zu
bilden, oder ob ihm wenigstens ein Teil derselben durch den
Nahrboden zugefihrt werden muR. Die Bakterienkulturen,
welche zu meinen bisherigen Analysen gedient hatten, waren
auf Pepton-Bouillon geziichtet worden; hier war also die Mdg-
lichkeit einer Aufnahme komplizierter organischer Molekiile,
besonders der Eiweil3bausteine in fertigem Zustand geboten.
Bei den neueren unten mitgeteilten Versuchen habe ich nun-
mehr die Nahrlésung vereinfacht, soweit dies mit einem aus-
giebigen Wachstum der genannten Bakterien vertraglich war.
Ich gewann so die Mdoglichkeit, die synthetischen Fahigkeiten
der Bakterien genauer festzustellen und die Frage zu ent-
scheiden, ob mit der Vereinfachung der Nahrung auch eine
Veranderung der Zusammensetzung der Korpersubstanz, speziell
im Bau der Proteinstoffe, verbunden war. Zugleich dehnte ich
diese Versuche auf die anorganischen Nahrstoffe aus.

I. Vergleich der Zusammensetzung von Mykobakterium lacticola nach
Wachstum auf eiweihaltigem und auf eiweiR3freiem Nahrboden.

Die Frage, inwiefern die Zusammensetzung des Bakterien-
leibes aus organischen Bausteinen gesetzmaliig vorgeschrieben
ist und welchen Schwankungen sie unterliegt, lalsit sich erst

‘) S. diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 85.
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dann vollstdndig entscheiden, wenn es gelingt, alle Zellbau-
steine zu isolieren und quantitativ zu bestimmen.

Dies ist aber heute noch nicht ausfiihrbar. Auch ist eine
guantitative Bestimmung nur bei einzelnen Proteinbausteinen,
vor allem beim Arginin, Histidin und Lysin moglich, und ich
habe meine quantitativen Untersuchungen daher .nur auf diese
Basen ausgedehnt. Bezuglich der Monoamidosalren habe ich
mich mit dem qualitativen Nachweis begnugt.

Bei Mvkobakterium lacticola zeigte sich eine auffallende
Ubereinstimmung in den organischen Bestandteilen, mochten
sie auf Nahrbouillon oder auf eiweildfreiem Nahrboden ge-
zlichtet sein. Die anorganischen Elemente durften groReren
quantitativen Schwankungen unterliegen.

Als Stickstoffquelle verwendete ich bei diesen Kulturen
das Asparagin und das Ammon (in Form des Lactates). Die
Versuche sind mit Mykobakterium lacticola ausgefihrt worden.
Als Né&hrlésung verwandte ich am Anfang die'Frankelsche
Na&hrlosung, d. i. Kochsalz 5,0, Natriumphosphat 2,0, Ammonium-
lactat 6,0, Asparagin 4,0, Glycerin 15,0, Wasser 1000,0. Spater
benutzte ich nach Proskauer und Beck eine Lésung, welche
nur Ammoniumcarbonat als Stickstoffquelle enthielt. Aber das
Wachstum der Mykobakterium lacticola war dabei zu schlecht,
um hinreichendes Material fir Untersuchungen zu bekommen.
Schliellich habe ich gefunden, daR die Bakterien ziemlich grofie
Mengen von Erdalkalien fur ihr Wachstum erfordern. Die Nahr-
I6sung fur den Hauptversuch hatte folgende Zusammensetzung:

NaCl 5,0
Ka2zHPO4 2,0
Ammoniumlactat 4,0
Asparagin 50
10°/0 MgS04-Lésung 10,0
Glycerin 15,0

destilliertes Wasser  1000,0.

Die Kulturen setzte ich in mit Wattepfropfen abgeschlos-
senen Erlenmeyer-Kolben an, nachdem die Nahrlésung durch
wiederholtes langes Aufkochen zuvor sterilisiert worden war.

Nach 4 tagigem Verweilen im Rrutraum von 36,5—37° C.
sind die Bakterien zu einem die ganze Oberflache bedeckenden
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zarten Hautchen ausgewachsen und zugleich ist die anfangs
farblose Nahrlosung durch FarbstofThildung deutlich hellgelb
geworden. Nach 7 Tagen wurden die H&autchen dicker, runz-
liger und Kkletterten an der Glaswand hinauf. Sie erwiesen
sich unter dem Mikroskop bedeutend dinner als die auf Pepton-
bouillon gewachsenen Mykobakterien und auch trat die ge-
krimmte Gestalt deutlicher hervor. Am 10. Tage wurden die
Bakterien auf dem Filter gesammelt, sehr grindlich gewaschen
und bei 370 C. getrocknet. Die so getrocknete Bakterienmasse war
hellbraun. Der StickstofTgehalt, welcher nach genauer Wagung
mit Hute der Kjeldahlschen Methode bestimmt war, betrug in
Mvkobakterium lacticola aus eiweildfreier Kultur 9,630°0 N,
in Mykobakterium lacticola aus Bouillonkultur 9,636°/« N.

70 g getrocknete Mykobakterienmasse aus eiwelil3freier
Kultur wurde in ganz gleicher Weise verarbeitet, wie dies
friher mit der Bouillonkultur des Mykobakterium lacticola und
des Tuberkelbacillus ausgefuhrt war.l)

Die Resultate waren folgende:

Aus dem Atherextrakt «I» konnte ich durch Aceton Mykol-
ester fallen, dessen Schmelzpunkt 66° C. war. Daneben habe ich
diesmal eine geringe Menge eines Phosphatides gefunden, die
bei der Bouillonkultur nicht bemerkt wurde. Die Natur dieses
Phosphatides war nicht festzustellen, doch lag die Vermutung
nahe, daR es sich hier um ein Zersetzungsprodukt des in dem
Alkoholextrakt «l1» enthaltenen Phosphatids handelt, welches
beim Aufbewahren des Materials entstanden war.

Aus dem Alkoholextrakt «ll» habe ich die Diaminophos-
phatide mittels Ather® und Acetonbehandlung isoliert.

Die Analyse gab folgende Resultate .

0,2446 g Substanz nach Neumann verascht, erfordern
12 ccm n/2-NaOH, d. i. 2,728 °/oP.

0,1056 g Substanz nach Kjeldah! verascht, erfordern
1,8 ccm n,'io-H2SO04 d. i. 2,388°/« N.

Das Verhéltnis P : N betragt 1 : 1,95.

Die so mit Ather und Alkohol erschopfte Bakterienmasse,

welche eine gelblich weille Farbe besall, wurde mit 100 ccm
*) Siehe die fruhere Mitteilung. Diese Zeitschrift. Bd. 87, S. 84.



Zur Chemie der Bakterien. II. 193

Schwefelsauremischung (2 Teile konzentrierte Schwefelsaure und
1 Teil Wasser) gut angerieben, mit 11 Wasser verdunnt und filtriert.

In dem Filtrat wurden die Nucleinbasen durch Phosphor-
wolframsaure von den reduzierenden Substanzen getrennt und
Adenin und Hypoxanthin als Pikrate nachgewiesen.

Der rein weil3e Ruckstand, welcher die EiweilRkdrper ent-
hielt, wurde grindlich mit Wasser gewaschen und wieder mit
Alkohol und Ather extrahiert. Die so entfettete Substanz wog
41,5 g. Demnach war die Ausbeute an «Eiweil* von der auf
eiweil3freiem Nahrboden gezichteten Kultur des Mykobakterium
lacticola groRer als von denjenigen aus Bouillonkultur (41 ¢
aus 100 g).

Diese «Eiweil3substanz» zeigte fast alle Eiweil3reaktionen, je-
doch war auch in diesem Falle ebenso wie bei den Bouillonkulturen
die Schwefelbleireaktion negativ. DerStickstofTgehaltbetrug8.2rt/«.

Nach der Hydrolyse wurde das Arginin und Histidin in
das Pikrolonat und das Lysin in das Pikrat tUbergefihrt.

. Die Menge des Argininpikrolonats betrug 2,27 ¢

Die des Histidinpikrolonats 0,29 »

Das Lysinpikrat wog 0,49 »

Aus dem Monoaminosaurengemisch wurden 1,95 g Phenyl-
alanin durch Krystallisation gewonnen. Das Praparat gab auch
in diesem Falle ganz schwache Millonsche Reaktion und schmolz
bei F = 281° G.

Zur weiteren Feststellung wurden zwei StickstofTbestim-
mungen ausgefuhrt, davon eine nach Pregl auf mikroanaly-
tischem Wege.l)

Die Stickstoffbestimmungen ergaben folgendes Resultat:

1. 0,1308 g Substanz gab 10 ccm N (756 mm, 25° G.)

N gefunden = 8,48 °/o.
2. 3,33 mg Substanz gab 0,250 ccm N (759 mm, 20° G.)
N gefunden = 8,69°0 N.

Gefunden: Berechnet :
l. 1. fur G9H..NO
N 8,48°0 8,69 °/o 8,48 o/o.

) leb verdanke die Mikroanalyse der Liebenswurdigkeit des Herrn
Dr. Edlbacher, Assistent an dem Physiologischen Institut hier.
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1,48 g Prolin wurde durch Alkohol extrahiert und in das
Phenylhydantoin gefuhrt. Dasselbe ergab bei N-Bestimmung
nach Preg! folgendes Resultat:

1. 3,27 mg Substanz gab 0,367 ccm N (760 mm, 20° C.)

2. 3,35 mg Substanz gab 0,376 ccm N (760 mm, 21° G.)

In beiden Fallen N gefunden = 13,03°/0.

Gefunden: Berechnet:
T. . fur C12H12N20?
N 13,030/« 13,03°/0 12,960/0.

Valin wurde durch Methylalkohol extrahiert und wog nach
der Reinigung 0,42 g. Die Analyse ergab folgendes:

0,1469 g Substanz gab 0,2762 g C02 und 0,1306 H20.

Gefunden G = 51,24°/0, H = 9,94 °/o.

Berechnet fur C5HNNO2: G 51,28°/0, H = 9,40°/o.

Tabelle I.

In 40 g Eiwei®  Berechnet Berechnet
des Myicobakt. in ini
lacti cola 100 g Eiweil 100y N
Bouillon- KiweiB- Bouillon-" Eiweil- Bouillon- EiweiR-
kultur  freie K. kultur freie K. kultur  freie K.
g g g I g g g

(ilesamter Stickstoff . . . 32220 3206 8,090 8015 1000 1000
A. Basenstickstoff . ... 04823 04398 1,230 1,100 1521 13,72
In Arginin . . . . . 0,3780 0,3502 0,946 0,875 11,69 10,92
In Histidin - . . _. 00350 00350 0090 000 w1 111
LySiN..ooooiiiieieiine 0,0398 00371 0,099 0,092 123 1,18
Ammoniak.............. 0,0295 0,0175 0,074 0043 091 054
H. Monoaminosaure-N . . 2,1560 2,040 540 5,09 66,74 63,62
In 1-Phenylalanin . . 01891 10,1651 0475 0413 589 514
I-Prolin................. . 0,2466 0,1849 0,620 0462 7,66 ' 576
Valin.......cocooennne 0,0284 0.0504 0,073 0,126 091 157

Andere Aminosauren . 16925 16396 4,240 4,098 5234 51,12
C. N in unbekannter Form 0,5837 10,7262 1464 1816 1809 2266
In Humin................ 0,4680 05705 1175 1427 1452 17,80
Im Silberniederschlag. 0,1040 0,1193 0,260 0,2983 321 3,72

Im Filtrat des Lysin-
pikrates 0,01165 0.0364 0,029 0091 036 1,13
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Diese Beobachtungen beweisen, dafl die Bildung des
Mykols, des Phosphatids, der Purinbasen und der Proteinstoffe
im Bakterienleibe auch dann erfolgt, wenn Milchsdure, Glycerin
und Asparagin als die einzigen organischen Néahrstoffe zur Ver-
fugung stehen; die so erzeugten Proteinstoffe unterscheiden
sich in keiner Weise von den auf eiweiRhaltigem Nahrboden
gebildeten. Auch unter diesen Umstanden, wo die organischen
Né&hrstoffe auf die kurzen und einfachen offenen Kohlenstoff-
ketten beschrankt sind, entsteht das diesem Bakterium eigene,
phenylalaninreiche und schwefelfreie Protein. Die Bildung der
aromatischen Bausteine des Proteins, die im tierischen Orga-
nismus anscheinend nur schwierig vor sich geht, erfolgt hier
in ergiebigem MaRe.

I1. Die unorganischen Bestandteile von Mykobakterium lacticola und
von Bakterium tuberculosis.

Uber die Aschenbestandteile der Tuberkelbakterien liegen

nur einige Angaben vor (de Schweinitz und Dorset, Zincke
und Krauss und Siebert).

Die Asche soll nach Schweinitz und Dorsetl) P, Ca,
Mg, K, Na und Si, aber kein S und kein Cl in der nach Ex-
traktion mit Alkohol und Ather zuriickbleibenden Reste des
Tuberkelbacillus enthalten. Nach v. Behring2) (von Zincke
ausgefihrte Aschenanalyse des Bovovaccinbacillus) betrug die
Aschenmenge 6,91—7,3°/0 und enthielt viel K, Na, P, Ca und
Mg, ferner S und Cl. Krauss und Siebert5) machten eine
Gegenuberstellung des Aschengehaltes der glycerinfreien Fleisch-
peptonbouillon und der Tuberkelbacillen und gaben einen sehr
hohen Ca-, Mg-, P- und K-Gehalt im Tuberkelbacillenkorper an.

Fur meine Bestimmung wurde das trockene Ausgangs-
material noch 2 Tage im Vakuum Uber Schwefelsdure ge-
trocknet.

*) Centr. Bakt.,, Bd. 23, S. 993.

= Zitiert aus Handbuch d. path. Mikroorg., Kolle-Wassermann,
Il. Aufl, Bd. 5, S. 431.

s) Behringwerk-Mitteilungen, Heft 2, S. 82 u. 83, 1907.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIII. 14



Sakae Tamura,

Der Phosphor wurde nach der Neumannschen Methode
bestimmt.

Fur die Ca-, Mg-, Cl- und S-Bestimmung habe ich das ge-
wogene Material mit Salpeter-Soda-Mischung verascht und die
Asche mit verdiunter Salpetersaure gelost. Die Losung wurde
deutlich ammoniakalkalisch gemacht, dann mit Essigsaure wieder
angesduert. Aus dieser essigsauren Loésung wurde das Calcium
mit Ammoniumoxalat gefallt. Nach einstindigem Stehen auf

, dem Wasserbad wurde der Niederschlag von Calciumoxalat
durch ein aschenfreies Filter filtriert, mit heiBem Wasser aus-
gewaschen, in einem gewogenen Tiegel vorsichtig verbrannt
und als Calciumoxyd gewogen.

Das Filtrat der Kalkfallung wurde hinreichend konzentriert
und mit Ammoniak stark tbersattigt. Nach 12stiindigem Stehen
filtrierte ich den Niederschlag ab, wusch ihn mit 2,5°/oiger
Ammoniaklésung aus, veraschte ihn. und wog ihn als Magne-
siumpyrophosphat.

Die Bestimmung des Chlors wurde in dem von Magne-
sium, befreiten Filtrat ausgefiihrt. Das maRig abgedampfte und
mit Salpetersdure angesauerte Filtrat wurde durch Silbernitrat
gefallt, auf dem Wasserbade erwarmt und filtriert. Das Chlor
wurde als Chlorsilber berechnet. Aus dem Filtrat wurde das
v Uberschissige Silber durch Salzsdure entfernt. Dann fligte ich
zu der heil3en Losung eine 10°/oige LOsung von Barvumchlorid
hinzu, filtrierte nach dem Abkihlen und wog den Gesamt-
schwefel als Baryumsulfat.

Fir die Kalium- und Natriumbestimmung habe ich die
gewogene Menge der Bakterien nach Neumann verascht
und nach der bekannten Methode die Summe des Chlorkaliums
und Chlornatriums gewogen. Dann wurde Kalium durch Platin-
chlorid in alkoholischer L6sung von Natrium getrennt. Aus
dem Gewichte des Kaliumplatinchlorids wurde das Gewicty
des Kaliumchlorids berechnet und durch Subtraktion derselben
von dem vorher gefundenen Gewichte der Summe das Gewicht
des Ghlornatriums gefunden.

Fur die Gesamtaschenbestimmung nahm ich eine kleine
Menge von Bakterien und veraschte sie vorsichtig unter sorg-
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faltigem Vermeiden von zu starkem Glihen, eventuell unter
wiederholtem Ausziehen der schwarzen Kohle mit Wasser,
bis eine weille Asche resultierte.

Die Resultate sind aus der folgenden Tabelle zu ersehen.
Tabelle Il. — Aschenbestandteile.

Prozent in trockener Substanz  Prozent in gesamter Asche

Mykobakt. Mykobakt. Mykobakt. Mykobakt.
Tuberkel- |act. von Ia{t. von Tuberkel- Ia)(/:t. von Iayct. von

bacillus  Bouillon- eiweilfr.  pacillus  Bouillon-  eiweilfr.

kultur Kultur kultur Kultur
PA . . 44920 39720 3,4320 4t;,97 48,29 67,56
CaO . . 0,8216 1,3350  0,0306 8,59 16,24 0,061
MgO + . 09386  0,7182 1,0660 9,81 '8,73 20.99
c ... 01200 00821  0,1030 1,25 0,998 2,03

. 0,0320 1.2450 — 10,79 15,14 —

Kjo. . . 07876 05063  0,3076 8,23 6,16 6,05
Na.0 . . 10970  0,8008  0,2102 11,48 9,73 4,13

Summe . 9,2888  8,6594  5,1594 — —

Gesamt-
asche 9,563 8,223 5,080 100,0 100,0 100,00

Die Angaben verschiedener Untersucher Uber die anor-
ganischen Bestandteile des Tuberkelbacillus stimmen nur in
dem Punkt Uberein, daR die Asche einen hohen Prozentsatz
von Phosphor enthalt; aber es zeigen sich sowohl in der ge-
samten Aschenmenge, wie auch in ihrer Zusammensetzung
groRe Schwankungen. Diese Schwankungen lassen sich zum
Teil aus der Verschiedenheit des Nahrbodens erklaren.

In einer Reihe von Arbeiten war Cramerl) bemiht,
den Aschengehalt von Choleravibrionen unter verschiedenen
Lebensbedingungen festzustellen und fir einzelne Aschenbe-
standteile ergab sich Anreicherung aus dem Substrate, sodaf
die Bakterien umsomehr von diesen Stoffen enthielten, je
reicher das Substrat daran war. Dasselbe geht auch aus
meinen Untersuchungen Uber die Aschenbestandteile des Myko-

‘) Archiv fir Hygiene, Bd. 28, S. 1.
14*
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bacterium lacticola aus Bouillonkultur und aus eiweil¥freier
Kultur deutlich hervor (siehe Tabelle). Wahrend die Asche
des Mykobakterium lacticola aus Bouillonkultur 16,24°/o0 CaO
und 8,73°/0 MgO enthalt, ist in eiweillfreien Kulturen, in denen
nur Mg als Sulfat, aber kein Ca gegeben worden war, ein
Magnesiumgehalt der Bakterien von mehr als 20»/0 als MgO
nachweisbar, CaO dagegen nur spurenweise.

Zusammenfassung.

) 1. Bei Mykobakterium lacticola zeigte sich eine auffallende
Ubereinstimmung in den organischen Bestandteilen, mochten

sie auf Nahrbouillon oder auf eiweildfreiem Na&hrboden ge-

zlichtet sein.

2. Aus kurzen und einfachen offenen Kohlenstoffketten
erfolgt die Bildung der aromatischen Bausteine im Bakterien-
korper in ergiebigem MaRe.

3. Die anorganischen Bestandteile der Zellen von
Bakterium tuberculosis und von Mykobakterium lacticola kbnnen
groflen quantitativen Schwankungen je nach den Lebensbe-
dingungen unterliegen.



