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EINLEITUNG

Der japanische Sake (Reiswein oder Reisbier) erleidet zuweilen bei
lingerer Aufbewahrung gewisse Verinderungen wobei Triibung, S_'éiuerung
oder ein eigenartiger, unangenehmer Geruch auftreten. Da diese Entartungs-
erscheinungen in Japan gewéhnlich als ,Hyochi“ (Verfaulen) bezeichnet
werden, hat man die sie hervorrufenden Bakterien “Hyochi-Bazillen ge-
nannt. Die Menge des alljihrlich durch Einwirkung von diesen Bazillen
entartenden Sake ist recht betrachtlich. Deshalb hat man schon seit langem
versucht, eine Methode zur vollstindigen Beseitigung dieses Schidlings zu
ermitteln, jedoch bisher ohne einen Erfolg zu zeigen.

Um die Entwicklung der Hyochi-Bazillen wirksam bekimpfen zu
konnen, ist es zunichst notwendig, die Entstehungsursache und das Wesen
dieser Bazillen klar-zustellen. -So habe.ich mit diesem Ziel in Ayge die
vorliegende Arbeit ausgefihrt.

Friikere Untersuchungen iiber die Hyochi-Bazillen

Die Tatsache der Sakefiulnis war in Japan schon seit langen Jahren
bekannt. Es wurden folgende wissenschaftlichen Erkliarungen dafir gegeben.
ATkiNsoN (1) erwahnte zuerst in seinem im Mai 1881 erschienenen Buche
iiber die Sake-Brauerei einige lange stibchenférmige Bakterien als die
. Erreger der Sakefdaulnis. K. OTani (2) isolierte aus Fiulnis-Sake einige
Arten aerobischer Bakterien und dulerte die Ansicht, daf8 diese die Urheber
der Sakefiulnis seien, jedoch fand spdter Tori (3) anaerobische Bakterien
als eigentliche Erreger der Sakefiulnis. Taxkawnasur (4) berichtete, dafl
aufler diesen Bakterien noch eine Art von Kahmhefe bei dem Auftreten
der Sakefiulnis eine Rolle spielt. Derselbe Autor (5) isolierte dann ver-
schiedene Arten von Sakefdaulnis hervorrufenden Bakterien und bezeichnete
den eigentlichen Faulniserreger als ,,Bacillus saprogenes Saké. Von dem-
selben unterschied er einzelne Varietaten, welche entweder im Hefewasser
Wachstum zeigten oder verschiedene Grade der Zuckerassimilation erkennen
lieBen. Die Eigenschaften der einzelnen Varietiten wurden genau unter-
sucht. Er isolierte verschiedene Organismen von Milchsiurebakterien, Essig-
siurebakterien und Kahmbhefearten, die mit der Sakefiulnis in -Beziehung
stehen. ~ Weiter untersuchte er (6) die verschiedenen Einflisse auf das
Wachstum dieser Organismen.  YEDpA (7) fand in einem wihrend des
Sommers gebrautem verdorbenen Sake einen Milchsiurebazillus.  Dieser
entwickelt sich wihrend des Brauprozesses und verbreitet einen tiblen Geruch.
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Sowohl Zenta (8) als auch TakaHasHI (9) (10) fithrten noch weitere derartige
Untersuchungen aus.

1913 stellte Takamasur (11) fest, daf3 bei Sake-Fiulnis der Gehalt
an Aminosiduren erhoht wird. Daraufhin bestimmte er von lagerndem Sake
in gewissen Zeit-Abstinden den Aminosduregehalt, um auf diese Weise
das Fortschreiten der Bakterienentwicklung zu bemessen. Kurono (12)
verglich chemische Bestandteile von einwandfreiem und von Faulnis-Sake
und fand, daBl in dem ersteren mehr Lysin, in dem letzteren dagegen mehr
Kadaverin und Histamin enthalten ist.  Dieser Autor (13) beschrieb zu-
sammen mit MuromoTo die Widerstandsfahigkeit der verschiedenen Alkohol-
sorten gegen Bakterien und teilte mit, daBl die Sterilisationsfahigkeit der
Alkohole umso stdrker ist, je groBer die Zahl der C-Atome (Kohlenstoff-
Atome) im Molekiil seiner Verbindung ist. Vor kurzem fithrte YamAzAKI
(14~15) einige Versuche mit dem Hyochi-Bazillus durch. Dabei studierte
er insbesondere die Beziehungen zwischen Wasserstoffionenkonzentration
des Sake und dem Wachstum des Bazillus. Weiter untersuchte er die
wachstumsfoérdernde Wirkung von Leberstiickchen auf diesen Bazillus.

Betracktungen iiber die Verkiitung und Vorausbestimmung
der Sakefaunlnis

Es gibt verschiedene Bekdmpfungsmittel, von denen jedoch nur eines
ndmlich die Salicylsiure, nach den amtlichen japanischen Nahrungsmittel- .
vorschriften zugelassen ist. Auch die Anwendung dieser ist Beschrankungen
unterworfen, u. zw. ist es erlaubt auf ein Koku Sake (180.39 Liter) bis
auf 10 Momme Salicylsiure (37.5 g) zuzusetzen, was etwa 0.02 9% entspricht.
Jedoch reicht diese Menge Salicylsidure nicht im entferntesten aus, um den
Sake vor Faulnis und mancherlei Veranderungen zu bewahren. Auch vom
hygienischen Standpunkte aus kann man die Anwendung von -Salicylsiure
keineswegs befiirworten.

Die Wirmesterilisation, das heiit die Pasteurisierung, des Sake findet
vielfach Verwendung und wird in Japan als ,,Hiire* bezeichnet. Der
Hyochi-Bazillus wird da er sporenlos ist schon bei einer etwa 20 Minuten
langen Aufbewahrung in einer Temperature von 55° bis 60°C getétet. Die
wichtigsten Nachteile dieser Pasteurisationsmethode sind folgende: Wenn
die Pasteurisation zu lange dauert, verindern sich Eigenschaften des Sake,
ist sie dagegen von zu kurzer Dauer, so sind die Bakterien noch nicht
vollstandig getdtet; offnet man ein GefaB pasteurisierten Sakes so ist man
genétigt diesen sofort zu benutzen oder aber die Pasteurisation zu wieder-
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holen. Dies verursacht jedoch erhebliche Kosten, verringert zudem die
Sakemenge durch Verdampfen und beeintrachtigt schlieilich auch die
Qualitat. , :

Falls -es gelmgen sollte, die Sakefaulms vollstandmg zu verhindern,
so wiirde sich ja von selbst jede Vorausbestimmung derselben eriibringen.
Nach dem augenblicklichen ‘Stande ‘der Forschung ist es jedoch noch immer
unerlaBlich den lagernden Sake dann und wenn auf eventuelle beginnende
Fiulniserscheinungen zu untersuchen. TakAumasH! (11) gibt hierfir als eine
Methode an, den Gehalt des Sake an Aminosaure zu bestimmen durch
deren zu hohen’ Gehalt man zur rechten Zeit gewarnt werden konne.
Weiter fihrt er eine Methode (5) an, bei der eine aus einem Stammgefif}
entnommene Probé Sake mit bakterienfreiem Wasser verdiinnt wird, so daf
eine Abschwachung der bakterienfeindlichen Substanzen, z. B. Alkohol,.
erfolgt wodurch bewirkt wird, dafl selbst eine geringe Menge von Bak-
terien sich rasch und ungehindert vermehren kénnen. Aus einem positiven
Ergebnis der Probe kann man .auf eine fiir den Sake im Stammgefafl
bestehende Faulnisgefahr schlieen, und ist noch bei Zeiten im Stande: die
nétigen Mainahmen zu treffen.  Vor kurzem veréffentlichte Yamazakr (13)
eine ‘noch bessere Methode zur Vorausbestimmung der Faulnis. Hierbei-
werden einzelne Stiicke von Tierleber zu dem mit Wasser verdiinnten Sake.
hinzugefiigt, worauf eine bedeutend stirkere Bazillenentwicklung eintritt.
als bei der einfachen Verdunnungsmethode ohne Leberstiickchen.  Diese
Methode hat jedoch den grossen Nachteil, dafl der ziemlich starke Leber-
geruch den sonst so-charakteristischen Hyoch1 -Geruch vollig tbertént und
nicht zur Geltung kommen lagt.

I WACHSTUMSFOERDERNDE SUBSTANZEN FUER
‘ DIE HYOCHI-BAZILLEN

Schon seit langer Zeit ist die Existenz einiger das Wachstum von
Mikroorganismen férdernden Substanzen bekannt. Im Folgenden gebe ich
einige diesbeziigliche Arbeiten wieder. .

- Im Jahre 1901 stellte WiLDIERS (16) fest, dal Hefe in einem be-
stimmten Medium, welches er wahlte, kaum imstande war, sich zu ent-

wickeln. Dagegen konnte er beobachten, da solche Hefe, welcher
Malz- oder Hefeextrakt zugesetzt war, sich gut entwickelte. = Den dafir
verantwortlichen Entwicklungsfaktor bezeichnete er als “Bios“.  Auch

Kossowicz (17) konnte dieselben’ Beobachtungen wie WILDIERS machen.
Lange Zeit spiter. wurde dann 1911 von Suzuki (18) und Funk (19)
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unabhingig voneinander das ,,Vitamin'‘ entdeckt, welches zunichst als ein
Mittel gegen Nervenentziindung aus Reiskleie gewonnen wurde. Diese
Substanz wurde von Suvzukl als ,,Oryzanin® und von Fuxk als ,,Vitamin®
(jetzt Vitamin B Komplex) bezeichnet. Seitdem folgten in schneller Reihen-
folge vielerlei Vitaminversuche.

Da sich Bios und Vitamin B meist in den selben Substanzen vor-
fanden und man damals noch keine genaue Unterscheidungsmethode kannte,
wuste man auch noch nicht, ob es sich bei den beiden etwa um die gleiche
Substanz handelte oder nicht.

Im Jahre 1919 veréffentlichte WirLiams (20) eine Arbeit, in der er
behauptete, dafl es sich bei Bios und Vitamin B um ein und dieselbe
Substanz handle. Deshalb benutzte man damals vielfach die Bestimmung
der Hefe-Wachstumsfihigkeit als Beweis fiir das Vorhandensein von Vitamin
B (21-23).

Jedoch beweisen Funk und Dusin (24) dafl keinerlei Zusammenhang
zwischen Vitamin B und Hefewachstum besteht, indem sie Vitamin B in
10 %iger Natronlauge kochten wonach sich zeigte, daBl obwohl das
Vitamin B seine Wirkung verlor, dennoch die Hefe in jhrem Wachstum
nicht gehindert wurde. = Auch andere Autoren (25-30) vertraten in jener
Zeit die Ansicht, dafl es sich bei Vitamin B und Bios um zwei verschiedene
Substanzen handele. : .

Auf dem Gebiete der Bakterien war es BERTRAND (31) der im Jahre
1904 feststellte, daBB das Wachstum von Kulturen des Bacterium zylinum
durch Zusatz von Hefeextrakt gefordert wird. Nocucat (32) beobachtete,
daB sich eine Spirochaetenkultur auf Stierhoden gut entwickelte. ~Weiterhin
wurden zunidchst von Panicr und RusseL (33) und spiter von anderen
vielerlei Arbeiten (34-42) iiber die Einwirkung von Vitamin B oder dhn-
lichen Substanzen auf die Bakterienentwicklung veréffentlicht. Das dazu
verwendete Material wurde im allgemeinen aus Rohvitaminen, Tierlebern,
Pflanzenteilen, Pflanzensiften, Blutalkoholextrakten oder Zitronensaft her-
gestellt. Auch sonst finden sich in neuerer Zeit vielerlei Verdéffentlichungen
iiber Versuche zur Férderung des Bakterienwachstums. Kiirzlich verdffent-
lichten Hosova und Kurova (43) eine Arbeit, in der sie die Bakterien, je
nachdem dieselben auf eine ihr *Wachstum férdernde Substanz reagieren,
in 4 verschiedene Gruppen einteilten. Ich erwidhnte schon frither, daf3
Yamasakr (15) das Wachstum von Hyochi-Bazillen durch Zusatz von
Tierleber forderte. .

Im folgenden Abschnitt méchte ich die verschiedenen Stoffe, die
fir die Hyochi-Bazillen wachstumsanregend wirken aufzihlen, sowie ihren
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Charakter und ihre Eigenschaften beschreiben und endlich versuchen die
verschiedenen Faktoren, die hierbei mitspielen, klarzulegen.

A. Sammlung der Proben und Festsetzuug
des Standard-Stamms

Vor Beginn meiner Untersuchungen sammelte ich verschiedenerlei
Proben von Faulnis-Sake, und zwar sowohl von solchem der sich in Tonnen
und Fiassern, wie auch solchem der sich in Flaschen befunden hatte. Das
Stadium und der Grad der Faulnis waren bei den einzelnen Proben ver-
schieden. Unter den Proben befand sich eine Anzahl, die starke Triibung
zeigten, bei anderen war ein Bodensatz zu bemerken wieder andere wiesen
einen Hyochi- oder einen Faulnisgeruch, weitere einen. Essigester Geruch
auf. Einzelne Proben rochen verbrannt, wihrend sich bei einer Anzahl
anderer tiberhaupt kein besonder Geruch zeigte.

- Mittels mikroskopischer Beobachtung konnten in allen Proben Bakterien
gefunden werden. Die Gestalt derselben war teils lang, teils kurz, jedoch
handelte es sich immer um Stibchenbazillen, die sich bewegungslos zeigten.
Andere Mikroorganismen lieBen- sich nicht feststellen. .

Als Weiteres setzte ich den Standard-Stamm fest. Dabei benutzte
ich Milchflaschen, die ein Fassungsvermégen von 200 ccm hatten. In diese
filllte ich 150 ccm des mit 20 9% sterilisiertem - Wasser verdiinntem Sake
ein. Dazu fugte ich 0.1 ccm von jeder Hyochi-Probe. Die Flaschen wurden
dann verkorkt und solange bei einer Temperatur von 30° C aufbewahrt,
bis die Bakterien. eine lebhafte Entwicklung zeigten. Dann entnahm ich
mit einer Kapillarréhre einen Tropfen aus der Flasche und impfte damit
einen neuen, gleichartigen Nihrboden. Dieses wiederholte ich einige Male
in derselben Weise. Dieselbe Uebertragung wurde noch einige’ Male bei
Anwendung von unverdiinntem Sake vorgenonmen. Die Bazillen, die simt-
liche Studien durchlaufen hatten, wurden dann schlieBlich fiir die weiteren
Versuche verwendet. Sie wiesen den charakteristischen Hyochi-Geruch
auf, zeigten sich ziemlich widerstandsfahig und lieBen sich unter dem
Mikroskop leicht als Stidbchenbazillen erkennen.

Ich benutzte einen solchen Standard-Stamm, da es keinen eigentlichen
Hyochi-Bazillus als besondere Bakterienart gibt und weil isolierte Hyochi-
Bazillen auf verschiedenen Nihrbéden allmihlich in ihrer Entwicklungs-
fahigkeit geschwicht werden (g9). Um den Zweck unserer Versuche auch
wirklich erreichen zu kénnen, ist es auflerdem unerlifllich iiber einen
Stamm besonders kriftiger und entwicklungsfahiger Bazillen zu verfiigen.
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In der Absicht auch die Entwicklungsfahigkeit der Bazillen konstant zu
halten und zu standardisieren benutzte ich einen Stamm, der aus einer
Suspension in einem 10 Tage bei 30°C aufbewahrtem Sake hervorgegangen
wdr.

B. Einige vorliufige Versuche fiir Erforschung
wachstumsfordernder Substanzen

In Bezug auf die wachstumsférdernden Substanzen habe ich zunichst
einige Hauptfaktoren beriicksichtigt und méchte im folgenden kurz iiber
diese Untersuchungen berichten.

{1) Aunswahl eines geeigneten Néhrbodens

Um einen geeigneten Nahrboden zu finden, probierte ich verschiedene
Nihrflissigkeiten durch, wie Sake, Koji-Extrakt, Malzwiirze, Hefewasser
und Naihrouillon. '

Die Nahrflissigkeiten (mit Ausnahme des Sake) wurden nach der
allgemein gebrauchlichen Methode hergestellt, indem sie 3 Tage lang téglich
je 30 Minuten in stromendem Dampf sterilisiert wurden.  Bei den alkohol-
haltigen Niahrboden erfolgte der Zusatz des Alkohols stets erst nach der
eben beschriebenen Sterilisation wobei der Alkoholgehalt auf ungefdhr
13 % ecingestallt wurde. Die Nihrflussigkeiten wurden immer daraufhin
kontrolliert, eine ganz schwach saure Reakton zu zeigen. Den Sake
filtrierte ich mit Entkeimungsschichten der Seitz-Werke ochne dabei Er-
hitzung anzuwenden. Zu meinen Versuchen benutzte ich Reagensgliser,
die ich mit je 15 ccm der betreffenden Nahrfliissigkeit fullte. In diese
wurde sodann mit einer Kapillarrohre ein Tropfen des Hyochi-Bazillen
enthaltendes Sake eintropfen lassen. Das Bazillen-wachstum wurde durch
die Triibung oder den Bodensatz in der betreffenden Nahrfliissigkeit ge-
messen. Die Ergebnisse sind in Tabelle I niedergelegt.

Wie aus Tabelle I hervorgeht, entwickeln sich die Bazillen bei weitem
am besten in Sake, dann folgt Hefewasser. Im Koji-Extrakt findet nur
eine geringe Entwicklung. statt wihrend die anderen Nihrfliissigkeiten tber-
haupt keine solche erkennen lassen. In Nihrsubstanzen, die in z'\;_vei
Variationen einmal ohne Alkohol und einmal mit Alkohol, zur Verwendung
gelangten zeigte sich die Bazillenentwicklung in der letzteren Variation
als lebhafter, jedoch kann man nicht mit absoluter Sicherheit behaupten,
dafl stets die letztere Variation einen besseren Nihrboden bilde. Ver-
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TaBeLLE 1

Versuchsdauer (Tage) : 3 8
Nihrfliissigkeiten Triibung Bodensatz Tritbung ‘Bodensatz )
Sake + o+ ++ ++
Sake mit 20 9§ wasser + + ++ +4+
Koji-Extrakt — - — +
Koji-Extrakt mit Alkohol + + + +
Malzwiirze : — — - —_
Malzwiirze ‘mit Alkohol — — - —
Hefewasser + + + +
" Hefewasser mit Alkohol + + + +
Nihrbouillon — — R —_
Nihrbouillon mit Alkohol —_ — - —
Bemerkung : — kein, 4- Spur, 4 Die Stirke der Entwicklung durch die Anzahl der

+ wiedergegeben.

-gleicht man die Erscheinungen in dem mit Wasser verdiinnten Sake mit
dem jenigen ohne Wasserzusatz, so zeigt sich, daB8 der erstere anfinglich
eine groBlere Bazillen-Wachstumsgeschwindigkeit aufweist.

(2) Die das Wachstum der Hyochi-Bazillen gestattenden
Bestandteile im Sake

Um festzustellen, welche Bestandteile des Sake der Entwicklung unserer
Bazillen besonders giinstig sind, wurde der Sake in seine Bestandteile zerlegt
und die folgenden Versuche vorgenommen.

300 ccm Sake wurden bei niedriger Temperatur in einer Destillations-
flasche bei erniedrigtem Druck solange destilliert bis die Menge nur noch
ein zehntel des urspriinglichen Volums betrug. Weiterhin wurde die Hilfte
dieses Destillationsriickstandes in einen Scheidetrichter gefillt und die
dreifache Menge Aether zugesetzt. Dieses Gemisch nach éfterem schiitteln,
2 Tage lang stehen lassen und schliefilich getrennt, wobel eine itherische
Losung von kolloidartigen Substanzen und eine wisserige Losung solcher
erhalten wurde. Zu dem itherloslichen Teil wiirden 15 cem destilliertes
Wasser zugesetzt und der Aether auf dem Wasserbade verdampfen lassen.
"Auch der nicht in Aecther Iosliche Teil wurde tber dem Wasserbade
-erwirmt und’ auf diese Weise der geloste Aether entfernt.
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So hatte ich schlieBlich 3 Sorten von Sake-Konzentrationsriickstinden
getrennt, nimlich den urspriinglichen Destillationsriickstand, den &therlds-
lichen Teil und itherunloslichen Teil. Aufler diesen benutzte ich noch
Koji-Extrakt, Helewasser, Fleischextrakt, eine synthetische Nahrlosung
(Aséparagin 0.5 %, KH,PO, 0.2 %, MgSO,.7H,0 0.5 %, Glukose 10%),
Alkohol (bei Alkoholzusatz wurde der Alkoholgehalt der betreffenden Nihr-
l6sung auf etwa 13 % eingestellt) und Leitungswasser. Ich stellte aus allen
diesen Substanzen durch vielerlei Kombinationen verschiedene Nahrfliissig-
keiten her. Die Ausfihrung der Versuche mit diesen Substanzen war im
einzelnen dieselbe wie bei den fritheren Experimenten.

Die Zusammenhinge zwischen den verschiedenen Nahrfliissigkeiten und
der Wachstumsfahigkeit der Bazillen sind aus der folgenden Tabelle er-
sichtlich;

TaBeLLe II

Kulturdauer (Tage) 7

Nihrflissigkeiten Triibung Bodensatz
Sake ++ ++
Sake mit 30 9¢ Wasser ++ ++
Destillationsriickstand 1: Destillate 9. + 4+ + ++
Aétherunléslicher Teil 1: Destilliertes Wasser ¢ + 4+ + 4+
Aetherunldslicher Teil 1: Alkohol 9 + 4+
Aetherunléslicher Teil 1: Leitungswasser 9 ++
Koji-Extrakt 5: Destillate 5 +
1lefewasser 5: Destillate 5 +
Fleischextrakt 5: Destillate § +

Aetherléslicher Teil 1: Destillate 9

Aetherloslicher Teil 1: Synthetische Niahrlosung 4 : Destillate 5
Aetherloslicher Teil (Neutralisiert) 1: Destillate 9 —
Aetherloslicher Teil I: Synthetische Nahrlosung 4 : Destillate 5 -
Aetherloslicher Teil 1: Koji-Extrakt 4: Leitungswasser 5 —
Aetherloslicher Teil 1: Hefewasser 4: Leitungswasser 5 —
Aetherloslicher Teil 1: Fleischextrakt 4: Leitungswasser 5 | —

+
|l|llllH~H—H~++

Wie man aus der obigen Tabelle ersehen kann, sind .zweifellos die
Entwicklung der Hyochi-Bazillen férdernde Bestandteile in dem Konzen-
trationsriickstand des Sake enthalten, u. zw. in dem in Aether unléslichen
Anteilen des Sake-Destillationsriickstandes. Bei den Sake-Destillaten und "
anderen Nahrfissigkeiten mit Alkoholzusatz tritt ein Bazillenwachstum
lebhafter auf als bei Nihrlésungen mit Wasserzusatz. Bei Verwendung
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des itherlgslichen Teil der Sake-Destillierungsriickstande ist fast keine
Bazillenentwicklung zu bemerken.

(3) "Einfluss der Vorkultur und der Impfungsmenge

~ Je nach der Vorkultur weist die Entwicklung der nichsten Generation
der Bakterien verschiedene Varianten auf. Da mit der Einimpfung der
Bakterien zugleich etwas von der fritheren Nihrflissigkeit in die neue
gelangt, ist es selbstverstindlich, daB auf diese Weise die erstere auch einen
gewissen Einflu§ auf die Bazillenentwicklung in der letzteren hat. Auflerdem
spielt natiirlich auch noch die Impfmenge eine grofie Rolle bei der Bazillen-
entwicklung. Um diese Beziehungen aufzukliren, machte ich die im folgenden
beschriebenen Versuche.

Als Niahrboden fiir die Vorkultur verwendete ich Sake, dem 20 9%
keimfreies Wasser zugesetzt ‘wurde, weiterhin einen mit ebensoviel sterili-
siertem Wasser verdiinnten Sake unter Zusatz von gekochten Azuki-Bohnen
und endlich die gleiche Fliissigkeit, zu der nur statt der Bohnen Tierleber
hinzugefiigt wurde. In diese Nihrflissigkeiten wurden nun Hyochi-Bazillen
eingeimpft und die Kulturen 10 Tage lang bei 30°C aufbewahrt. Als
Nahrlosung fiir die nichste Generation verwendete ich aufler den oben
angefiihrten drei Fliissigkeiten noch mit 20 96 Wasser verdiinnten Sake, dem
einmal Oryzanin und das andere Mal Hefewasser zugesetzt wurde, sodaf
sich die Zahl der Nihrflissigkeiten auf funf erhéhte. Die Impfmenge, die
beim Zusatz m die zweite Kultur verwendet wurde, kam in drei Serien
zur Anwendung. Bei der einen Reihe wurde eine Platinése, bei der
nichsten ein Tropfen aus einer Kapillarrohre und bei der dritten wurden -
drei Tropfen aus einer Kapillarréhre zugesetzt. Falls sich bei der Vorkultur
ein starkes Wachstum zeigte, lieB sich auch nach der Einimpfung in die
zweite Kultur ein schnelles Fortschreiten der Bazillenentwicklung beobachten.
Ebenso ging das Bazillenwachstum lebhafter vor sich, wenn die eingeimpfte
Menge eine grofere war. Nach lingerer Zeit vermindert sich jedoch der
EinfluB der Vorkultur und der Impfungsmenge und das Wachstum wird
hauptsichlich von dem nidchsten Kulturzustand beeinfluit. Um einen
EinfluB der Vorkultur auf dié nichste Generation méglichst auszuschalten,
bewahrte ich den Stamm in Sake bei einer Temperatur von 30°C 10 Tage
lang duf und impfte dann eine Platinsse dieser Vorkultur in -die neue
Nihrflissigkeit ein.
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C. Ueber den wachstumsfordernden Einfluss
der verschiedenen Stoffe

Bei meinen Untersuchungen iber die Hyochi-Bazillen benutzte ich
zuerst Tierleber zur Wachstumsbeférderung. In der Folge achtete ich
jedoch auch bei anderen Stoffen darauf, ob vielleicht die eine oder die
andere ebenfalls wachstumsfordernd wirkt. Zu diesem Zwécke verwendete
ich verschiedene Tierorgane und Tier- oder Pflanzengewebe sowie Vitamin-
praparate und deren Wasserlésungen als Zusatz zu Sake und beobachtete
ihren wachstumsférdernden EinfluB.

(1) Herstellung der Nihrboden

Verschiedene die Entwicklung der Hyochi-Bazillen férdernde Sub-
stanzen wurden ausgewdhlt und Nahrboden hergestellt. Die Herstellungs-
weise mochte ich im folgenden ausfiihrlich beschreiben.

a. Sake gelangte in folgenden Formen zur Anwendung:

Sake in reiner Form.
Sake, mit 20 % Wasser verdiinnt.
Mit Tierkohle behandelter Sake.

b. Getreide wurde etwa im Gewicht von 1 g verwendet, Wasser
zugesetzt und gekocht.

¢. Bohnen wurden ebenfalls mit Wasserzusatz versehen und gekocht.
Es gelangten jeweils 3—5 Stiicke zur Verwendung.

Gemiise wurde gewaschen, in Wiirfel zerschnitten und gekocht.

e. Zitronenschalen wurden in 3 Formen angewendet:
Zitronenschalen, ungetrocknet.

Getrocknete Zitronenschalen mit oder chne Wasserzusatz.

f. Tierorgane und -Gewebe wurden in 10 %igem Salzwasser auf-
gekocht und dann gewaschen. Das Weif8 und das Dotter des Eies
wurden jedoch lediglich gekocht.

g. Andere feste Stoffe wurden im Gewicht von 1 g verwendet, 100
ccm Wasser zugesetzt, dann aufgekocht und die Wasserlésung
benutzt. '

h. Stoffe von anderer Léslichkeit wurden in geeigneter Weise mit
Wasser verdiinnt.

Alle Flisssigkeiten auler a wurden mit Sake verdiinnt und auf dieselbe

Konzentration, gebracht wie der Sake mit 20 9% Wasserzusatz. Die Menge
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der verwendeten Fliissigkeit betrug jeweils etwa 20 ccm und gelangte in
Reagensglisern zur Anwendung.

(2) Der Einfluss der verschiedenen Stoffe auf
die Wachstumsbefsrderung

Die Hyochi-Bazillenentwicklung tritt beim Zusatz verschiedener Stoffe
schnell zu Tage, jedoch ist der Grad der Entwicklung von der Beschaffenheit
des Zusatzmaterials abhingig. Bei dem Zusatz verschiedener Stoffe stellte
es sich heraus, dafl die Bazillenentwicklung bei denjenigen am lebhaftesten
war, von denen man annimt, da8 ihr Gehalt an Vitamin B grof} ist.

Deswegen habe ich in der folgenden Tabelle III den Ergebnissen
meiner Versuche noch den Vitamin B-Gehalt (gemifi den Angaben ver-
schiedener Forscher) der einzelnen Stoffe hinzugefiigt.

TABELLE III

Versuchsdaver (Tage) 3 8 Vitamin
Art des Zusatzes Trilbung | Bodensatz | Triibung | Bodensatz | Gehalt

Sake — — + 4+ +

Sake mit Wasser — - ++ +

mit Tierkohle behandelter Sake - - - -

55 9giger Polierreis* + — + + +

Gewdhnlicher Polierreis + + +++ ++

Gew0hnlicher Reis + * +++ + 4 + +

Roggen + + ++-+ ++

Gepresster Roggen + + + 4+ + +

Gerste + + +++ ++ b+

Soyabohne + + FHt+ | A |
‘ Azuki~Bohne + - ++4++ | F+++ +++

Saubohne + - ++4++ | +++ +++

Erbse +4 + o e T 2

Sasage-Bohne + * +++ ++

Ingen-Bohne + + +4++ ++ 4+ +

Schwarze Soyabohne + + + 4+ ++

Weisse Bohne 4 + ++ + +

Kartoffel + + +H+ | 4+ e

Mahre + + +4+ ++ +

Rettich + + + 4+ + ?

Schwarzwurzel + + +++ + 4
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Versuchsdauver (Tage) 3 8 Vitamin
Art des Zusatzes . Triibung | Bodensatz | Triibung | Bodensatz Gellz:'ilt
Batate i -+ + +++ ++ ++
Weisskohl o+ + +++ ++ ++
Lattich ’ CF + +4++ +++ ++
Zitronenschale —_ — + 4
Zitronenschale, getrocknet o+ + +++ ++
Zitronenschale, getrocknet mit _ _ ++ +
Wasserzusatz !

Rindfleisch + + + 4+ + + +?
Rindsleber ++ + +4++4+ |+ttt |+
Hiihnerfleisch + + + 44 + 4+
Hiihnerleber ++ + +4++4 1 +++ +++
Schweinefleisch + + 4+ 44 ++
Eiweiss — —_ + + —
Eidotter + + +4++ 4+ + 4+
Sardinenfleisch + 4+ ++ 4+ ++
Azi-Fischfleisch + + +4+ 4+ ++ +4++
Reisembryowasser ++ + +4+++ | +++ +++
Hefewasser ++ + +4+++ |
Fleischextrakt + — + 4+ + -
Taurocholsaures Natrium 4 — ++ +
Peptonwasser [ + + 4+ +
Sakedestillationsriickstand + + + 4+ + 4+
Koji-Extrakt + 4+ + 4 +
Malzwiirze + + +4++ + 4
Sperson-Lisung ++ + ++++ | +++ +++
Oryzanin-Lisung ++ + d4++ | F++ | H T

 bis auf 55 9 des frilheren Volumens absoliverte Reiskorner.

Bei Betrachtung der Tabelle III erkennt man, daf je nach der Art
der zugesetzten Stoffe Unterschiede in der Bazillenentwickhing bestehen.
Weiter zeigt es sich, da88 im allgemeinen diejenige Stoffe, die reich an Vi-
tamin B sind, zugleich auch ein stirkeres Bazillenwachstum aufweisen.
Aus der Tabelle geht auch hervor, daf8 nicht nur Tierleber einen wachstums-
beférdernden EinfluB "auf die Hyochi-Bazillen ausiibt, sondern, daf die
gleichen Resultate auch durch den Zusatz von anderen Stoffen erreicht
werden kdnn‘gn. Nach Beendigung meiner Untersuchungen erschien von
TARAHASHI und Suzukt (44) eine neue Vgréffentlichung, worin ve_r_sbhiedene
den meinigen dhnliche Versuche enthalten sind,
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D. Physikalische und chemische Eigenschaften'
der wachstumsfordernden Substanzen

Um die physikalischen und chemischen Eigenschaften der wachstums-
fordernden Substanzen zu bestimmen michte ich weiter die folgenden Ver-
suche. Ich benutzte als Material fiir meine Untersuchungen Reisembryo-
und Hefewasser, da diese beiden Fliissigkeiten in mancherlei Beziehungen
zur Sake-Brauerei stehen und ihre Herstellung sehr einfach ist. Ich stellte
den Charakter dieser Substanzen fest, indem ich ihre Adsorptionsfahigkeit,
Widerstandsfahigkeit gegen Temperatureinfliisse, Stabilitit gegen Einwirkung
von Sdure oder Alkali, Permeabilitit und die Einfliisse verschiedener Losungs-
und Niederschlagsmittel untersuchte.

(1) Adsorptionsfihigkeit

Zu Proben, die in geeigneter Weise verdiinnt worden waren, setzte
ich alternativ von 0.03 bis zu 3.09 Norit oder FuLLErsche Erde zu, und
lieB deren adsorbierende Wirkung stattfinden. Die auf diese Weise be-
handelten Proben vermengte ich daraufhin mit Sake, sodaB8 deren” Anteil
20 9% der Losungen betrug. In diese impfte ich Hyochi-Bazillen und
beobachtete deren weitere Entwicklung. Dabei stellte es sich heraus, daf8
die Entwicklung umso schlechter ist je mehr Adsorptionsmittel hinzugefiigt
worden sind. Daraus liBit sich schliefen, dafl die das Wachstum der
Bazillen fordernden Substanzen durch die Adsorptionsmittel adsorbiert
worden waren. Die adsorbierende Wirkung des Norit erwies sich als
bedeutend stirker wie diejenige von FuLLErscher Erde.

(2) Einfluss der chemischen Reaktion und der Temperatur

Die beiden Proben wurden in verschiedener Weise einerseits mit Siauren,
anderseits mit Alkali sowie ferner mit Neutralsalz behandelt und hohen
Temperaturen ausgesetzt. Dabei wurde gepriift, welcher Einflu auf die
wachstumsférdernden Substanzen ausgeiibt wurde. Im folgenden beschreibe
ich ausfiihrlich die Behandlungsweise der Proben.

a—Reihe (mit Sdure) ..e.eenns 10 ccm der Proben+ 5 ccm N/ HCI

b—Reihe (mit Alkali) ..... «eo 10 ccm der Proben-+ 5 cemr N/5 NaCl

c—Reihe (mit Neutralsalz) ... 5 ccm N/5 HCl45 ccm N/ NaCl
, + 10 ccm der Proben.

Von jeder Reihe wurde sodann je eine Probe verschiedenen Temperatu-

ren (100°, 116°, 122° und 134°C). ausgestzt. ~Nach Abkithlung wurde
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die Proben der a-Reihe mit Natronlauge, die der b-Reihe mit Salzsiure
Dann wurden die Proben beider
Reihen in allgemein iiblicher Art sterilisiert.

Von den auf diese Weise erhaltenen Proben wurden nun je 3 ccm
zu 15 ccm Sake in einem Reagensglas hinzugefiigt und Hyochi-Bazillen

versetzt und auf diese Weise neutralisiert.

eingeimpft.

Die Proben der c-Reihe, die ich mit Neutralsalz behandelte, filirte

TABELLE IV

Reaktion in Temperatur und 3 Tage 8 Tage
Proben Losung: Zeit
. Triibung | Bodensatz | Triibung | Bodensatz
(°C) (Min.)

Hefewasser| Neutral 100 30 + + +4++ + 4+
" ” 116 ” + + ++4++ ++
” ” 122 7 + + ++++ ++
" ” 134 ” + + ++++ |
" Saure Too ” + + ++++ | e+
” ” 116 " + + +4+++ | ++
” " 122 ” + + t+++ | 4+
” ? 134 ” + + +Hd4+ |+t

” Alkali 100 ” — - + 4 +

» ” 116 ”» — _ ++ o+
" " 122 ” - - 4+ + .

” " 134 ? - - ++ + .
” nicht behandelt + + + 44+ ++
Reisembryo-

S osser | Neutral 100 30 + + 44+ ++
" " 116 ” + + T4+ | ++
” ” 122 » + + 44+ 4+
” " 134 ” . + ++++ ++
» Siure 100 » + + +4+++ 1. ++
” ”» 116 ” + + + o+ + 4
” » 122 ? + + ++ ++ ++
” ” 134 ” + i + + + + + +

» Alkali 100 ” — — ++ +

" " if6 » - - ++ |+

” » 122 » - = + + +

” ” 1 34 ” - _ + o+ +
» nicht behandelt + + ++++ + 4

Kontrolle (Sake mit 209 Wasser) - - ++ +




UNTERSUCHUNGEN UBER DIE HYOCHI-BAZILLEN IM SAKE 65

ich deswegen ein, weil sich bei der Neutralisierung der a~ und b-Reihe
NaCl bildet, weshalb die c-Reihe als Kontroll-Versuche von Wert sind. Die
Ergebnisse der Versuche habe ich in der Tabelle IV gelegt.

Wie aus der obigen Tabelle hervorgeht, werden die wachstumsférdernden
Substanzen durch Siure und Neutralsalz in keiner Weise beeintrichtigt,
wihrend Basen einen zerstérenden EinfluB auf dieselben ausiiben. Bei
30 Minuten dauernder Erhitzung auf hohere Temperaturen, ja selbst bis zur
Maximaltemperatur meiner Versuche (134°C), zeigte sich nicht die geringste
Beeintriachtigung.

(3) Permeabilitidt bei Dialyse

Von beiden Proben, die in derselben Weise, wie in den anderen Fillen
vorbehandelt waren, entnahm ich je 50 ccm und fiillte sie in Schwimm-
blasen einer Haifischart ein. Diese Blasen brachte ich in GefaBle die mit
je 300 ccm Wasser gefiillt waren. 48 Stunden lang setzte ich nun die
Proben der Dialyse aus. In der Folge wurde sowohl die Flassigkeit
innerhalb wie die jenige auflerhalb der Membran auf je ein Volumen von
50 ¢ccm konzentriert. Sodann setzte ich:je-3.ccm der so erhaltenen Fliissig-
keiten zu je 15 ccm Sake zu.  Zur Kontrolle verwendete ich auflerdem .
in der gleichen Weise Proben als Zusatz, die keiner Dialyse unterworfen
worden waren. In alle so erhaltenen Losungen wurden Hyochi-Bazillen
eingeimpft. Die Resultate dieser Versuche sind in der folgenden Tabelle
V niedergelegt.

TABELLE V

3 Tage 8 Tage
Proben Membran
Triibung Bodensatz Tritbung Bodensatz
Hefewasser unbehandelt + + ++ 44 ++
» .innerhalb + 4 +4+ 44+ ++
” ausserhalb — - R, +4
Reisembryo-
wasser unbehandelt + + + 4+ 4 ++
» innerhalb + + + 4+ 4+ + 4
” "ausserhalb _ _ ,+
Kontrolle (Sake mit 209 Wasser) - - +4+
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, dafl nach der Dialyse sich sowohl in
den Flissigkeiten innerhalb wie auflerhalb der Membran das Bazillen-
Wachstum férdernde Substanzen befinden. Auch im Vergleich zu den
Proben, die der Dialyse nicht unterworfen waren, zeigte sich fast kein
Unterschied in Bezug auf das Bazillenwachstum. Hieraus 1a8t sich schliefen,
daB die wachstumsfordernden Substanzen sowohl kolloiden wie krystalloiden
Charakter besitzen kénnen.

(4) Einfluss der Liosungsmittel

Die Herauslésung dieser wachstumsférdernden Substanzen versuchte
ich mit allgemein gebriuchlichen Reagenzien. Es gelangten dieselben
Proben, wie in den obigen Versuchen, zur Verwendung.

Aether. 10 ccm der Proben wurden in einem Scheidetrichter zu 20
ccm Aecther hinzugesetzt, und 2 Tage lang unter hdufigem Schiitteln stehen
lassen. Dabei bildete sich eine gelatineartige Substanz zwischen® Aether-
und Proben-Schicht. Ich trennte die mit Aether extrahierte gefirbte
Schicht ab. Die Aetherlésung vermengte ich mit etwas Wasser. Dann
lieB ich iiber dem Wasserbade den Aether verdampfen und erginzte die
" Flissigkeitsmenge durch Wasserzusatz auf 10 ccm. '

Benzin, 50 ccm Benzin wurden zusammen mit 10 ccm der Proben
in einen Scheidetrichter gebracht, und 2 Tage hindurch oft geschiittelt:
Die extrahierte Schicht wurde abgezogen, die Aetherlésung mit Wasser
verdiinnt, in .der gleichen Weise wie vorher verdampft und durch Wasser-
beimengung auf 10 ccm gebracht.

Aethylacetat. 50 ccm  Aethylacetat wurden zusammen mit 10 ccm
der Proben in der gleichen Weise behandelt wie in vorhergehenden Fillen
und der verdampfte Riickstand mit Wasser auf 10 ccm verdiinnt.

Alkolwl. 10 ccm der Proben wurden zusammen mit 50 ccm 95 %igen
Alkohol in einen Erlenmeyerkolben gefiillt, an einen RiickfluBkiihler an-
gesétzt und das ganze zum Sieden gebracht. Nach Abkihlung wurde
der -ausgeschiedene Niederschlag abfiltriert und mit Alkohol ausgewaschen,
das Filtrat und die Waschlosing vereinigt, mit Wasser verdiinnt.und bis
auf 10 ccm verdampft. A

Aceton.  Von den Proben wurden 10 ccm mit 50 ccm Aceton ver-
mengt. Nach zweitigigem Stehenlassen setzte sich ein Niederschlag ab,
der mittels einer Zentrifuge abgetrennt wurde. Der Extrakt wirde mit
Wasser versetzt, verdampft und auf 10 ccm gebracht.  Das Aceton war
durch diese Operation vollstindig verdampft worden.
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Von den verschiedenen auf diese Weise hergestellten Proben setzte

ich je 3 ccm zu je 15 ccm Sake zu, der in Reagensglidsern enthalten war.  Zur

Kontrolle verwandte ich in gleichen Mengen einerseits Proben, die 'keinerlei

derartige Behandlung erfahren hatten und andererseits einen nur mit Wasser

verdiinntén Sake. In alle diese Nihrfliissigkeiten impfte ich auf die schon
frither erwahnté Weise Hyochi-Bazillen ein. :

TABeLLE VI

3 Tage 8 Tage
Proben Behandelt mit
Tritbung Bodensatz Tritbung Bodensatz
Hefewasser Aether + — 4+ +
” Benzin + — +++ +
v Aethylacetat + . +4++ +
7 Alkohal + S+ ++++ ++
» Aceton + + +++ ++
o 1 nicht behandelt + + bt +4+
Rel:s:;?g o Aether + - ++ +
» Benzin + — ++ +
» Aethylacetat + — + 4+ 4 +
7 Alkohol + + ++++ ++
» Aceton + + 44+ ++
” nicht behandelt + + + 44+ 4+
Kontrolle (Sake mit 20 9§ Wasser) - — ++ +

Aus der obigen Tabelle VI ist ersichtlich, daBl das Bakterienwachstum
in Alkoholextrakten bei weitem am lebhaftesten vor sich geht. Am nichst-
giinstigsten war die Bazillenentwicklung bei der Kontroll-Nihrfliissigkeit
einer nicht behandelten Probe. Dann folgte Aceton-Extrakt. Auch bei
allen anderen Extrakten zeigte sich immerhin noch eine bessere Bakterienent-
wicklung als bei dem nur mit Wasser verdiinnten Sake.

(5) Einfluss der Niederschlagsmittel

Unter Anwendung der zur Istliering der organischen Basen gebriuch-
lichen wichtigsten Niederschlagsmittel behandelte ich die beiden Proben in
der folgenden Weise.

Bariumlydroxyd. Eine kalt-gesattige Bariumhydroxyd-Lésung wurde
je 10 ccm der Proben zugesetzt.  Nachdem sich der Niederschlag voll-
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stindig abgesetzt hatte, wurde er abfiltriert und mit Bariumhydroxyd-
Losung ausgewaschen. Das Filtrat wurde mit verdiinnter Schwefelsdure
von Barium befreit, und durch Abdampfen bei niederigerem Druck bis auf
10 ccm konzentriert.

Stlber-Barium. 10 ccm der Proben wurden mit einer etwas reichlichen
Menge von 10 %iger Silbernitrat-Losung versetzt (als Indikator wurde
hierbei Bariumhydroxyd verwendet). Dieser Ldsung wurde gesittigte
Bariumhydroxyd-Losung solange zugesetzt, bis sich mit Lackmus-Papier
deutlich alkalische Reaktion erkennen lieB. Der Niederschlag wurde sodann
mit verdiinnter Barzumhydroxydlosung gewaschen und das Filtrat durch
Ansiduern mit verdiinnter Schwefelsdure vom Barium befreit. Das Silber
wurde durch Schwefelwasserstoff niedergeschlagen und nach der Filtration
das Filtrat auf 10 ccm konzentriert.

Der Silbernitrat und Bariumhydroxyd erhaltene Niederschlag wurde
mit Wasser gereinigt durch schwache Ansiuern mit Schwefelsdure Barium
als Sulfat abgeschieden und durch Schwefelwasserstoff das Silber als Sulfid-
niedergeschlagen. Das Filtrat wurde auf 10 ccm gebracht, . ‘

"Mercurisulfid.  Eine § 9%ige Mercurisulfidlésung wyrde zu 10 ccm
der Proben in etwas reichlicher Menge zugesetzt, der auf diese Weise
erhaltene Niederschlag abfiltriert, und mit 5 9ier Schwefelsiure gewaschen.
Mittels Schwefelwasserstoff wurde das Quecksilber vollstindig auf dem
Filtrat ausgeschieden, das Sulfid abfiltriert und dessen Filtrat schlieBlich
auf 10 ccm konzentriert.

Phosphorwolframsiure.  Zu 10 ccm der Proben wurde eine 30 %ige
Phosphorwolframsiure-Lésung (in § 9%iger Schwefelsiure gelést) in reich-
licher Menge zugesetzt. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert
und mit § 9iger Schwefelsiure gewaschen. Das Filtrat wurde durch
Zusatz von Bariumhydroxyd-Pulver schwach alkalisch gemacht. Auf diese
Weise wurde die enthaltene Phosphorwolframsiure und Schwefelsiure aus-
geschieden und beseitigt.  Die Losung wurde wieder mit verdiinnter
Schwefelsdure versetzt und so von dem iiberschiissigen Barium befreit.
SchlieBlich wurde das Filtrat auf 10 ccm gebracht.

Der Phosphorwolramsaure-Niederschlag wurde mit Wasser versetzt.
Hierzu wurde Bariumhydroxyd-Pulver zugefiigt und abfiltriert. =~ Dem
Filtrat wurde solange verdiinnte Schwefelsiure zugesetzt, bis sich eine
schwach. saure- Reaktion zeigte. Das hierbei ausgeschiedene Bariumsulfat
wurde abfiltriert und das Filtrat auf 10 ccm konzentriert.

Bleiazetat,  Eine Loésung von neutralem Bleiazetat wurde zu 10 ccm
der Proben zugesetzt, der entstehende Niederschlag filtriert, und das Filtrat
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schwach .angesduert. "Durch Schwefelwasserstoff wurde das iiberschiissige
Blei als Sulphid ausgefillt. Das Filtrat desselben wurde neutralisiert und
auf 10 ccm eingedampft. - Der durch den Zusatz von Bleiazetat ausge-
schiedene Niederschlag wurde mit Wasser ausgewaschen. Durch Zusatz
von Bariumhydroxyd-Pulver alkalisch gemacht, und dann filtriert. Durch
verdiinnte Schwefelsiure wurde das Filtrat angesiuert. Mittels Schwefel-
wasserstoff wurde die Lésung von dem noch enthaltenden Blei befreit und
schlieBlich auf 10 ccm gebracht.

Goldchiorid. 10 ccm der Proben wurden etwas reichlich mit 10 9siger
Goldchlorid-Lésung versetzt. Die Losung wurde einen Tag lang aufbewahrt
und sodann der ausgeschiedene Niederschlag abfiltriert und mit verdiinnter
Salzsdure gut gewaschen. Das Filtrat wurde ebenfalls mittels Schwefel-
wasserstoff von Gold befreit.  Endlich wurde die Loésung zu 10 ccm
konzentriert. '

Der durch das Goldchlorid ausgeschiedem Niederschlag wurde mit ver-
diinnter Salzsiure gewaschen, durch Schwefelwasserstoff vom Gold getrennt
und das Filtrat auf 10 ccm gebracht.

Platmc/z/orzd 5 9% Platinchlorid wurden in 50 %lgem Alkohol gelost
und zu 10 ccm den Proben zugesetzt.  Hierbei zeigte sich zwar kein
Niederschlag, aber die Losung begann sich zu triiben. Durch weiteren
Zusatz von 93 %igem . Alkohol wurde sodann ein Niederschlag erzeugt.
Die Loésung wurde nach 24 Stunden filtriert und mit g5 ¢sigem Alkohol
ausgewaschen.  Das Filtrat wurde durch Schwefelwasserstoff vom Platin
befreit und auf ‘10 cem eingedampft.  Der durch das Platinchlorid aus-
geschiedene Niederschlag wurde in verdiinnter Salzsiure suspendiert und
so lange mit Schwefelwasserstoff behandelt, bis die Losung génzlich von
Platin befreit war. Das Filtrat desselben wurde auf 10 ccm eingedainpft.

Mercuricldord. Zu 10 ccm der Proben wurde solange kalte ge-
sittigte Mercurichlorid-Lésung hinzugesetzt, bis sich ein deutlicher Nieder-
schlag zeigte. Dieser wurde abfiltriert und mit Mercurichlorid-Lésung gut
gewaschen. Das Filtrat wurde mittels Schwefelsiure schwach angesduert
und solange mit Schwefelwasserstoff behandelt bis sich alles Quecksilber als
Sulfid ausgeschieden war. Das Filtrat wurde neutralisiert und bis auf eine
kleine Menge eingedampft. Hierzu wurde Alkohol zugesetzt und die
alkoholunléslichen Substanzen abfiltriert. SchlieBlich wurde da? Flltrat auf
10 ccm gebracht.

Pikrinsdure. Eine kalte gesittigte Pikrinsiure- Losung wurde im
Ueberschu8 zu 10 ccm der Proben zugesetzt, wobei sich ein schwerer
Niederschlag bildete. = Durch eintdgige Aufbewahrung im Eisschranke
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wurde der Niederschlag méglichst vollstandig zum Absitzen gebracht,

YOSHIO OTANI

Dann

wurde durch die Lésung Zentrifugieren vom Niederschlag vollig getrennt.
Die so separierte Losung wurde durch Behandlung mit verdiinnter Schwefel-

saure schwach angesiuert.

TABerLLe VII

Endlich wurde die Pikrinsdure mittels Aethers

3 Tage 8 Tage
Proben bei
Triibung | Bodensatz | Triibung | Bodensatz
Hefewasser Bariumhydroxyd-Filtrat + + 44+ ++
” Silber-Barium-Filtrat - — + —
» ” ?  .Niederschlag + - + 4 +
” Mercurisulfid-Filtrat + + +++ + 4
” Phosphorworframsaure-Filtrat - — ++ 4
? » -Niederschlag + + 4+ ++
” Bleiazetat-Filtrat + + 4+ + ++
» »  _Niederschlag _ _ + -
» _ Goldchlorid-Filtrat - - ++ +
” » -Niederschlag - _ + _
» Platinchlorid-Filtrat — — + + +
v » -Niederschlag - - + —
” Mercurichlorid-Filtrat —_ - + —
» Pikrinsiure-Filtrat + - 4+ ++
o nicht behandelt + + +4 4+ ++
Re]z:gge?o' Bariumhydroxyd-Filtrat + + + 4+ + +
» Silber-Barium-Filtrat — — ++ +
” ” ?  -Niederschlag 4 + ++ 4+ + +
» Mercurisulfid-Filtrat + - 4+ 4+
» Phosphorworframsiure-Filtrat — - + 4+ —
” » -Niederschlag + — +++ | ++
? Bleiazetat-Filtrat + — + 4+ + +
” " .Niederschlag — - + —
ot Goldchlorid-Filtrat —_ - ++ +
” ” -Niederschlag — — + —_
” Platinchlorid Filtrat — — ++ +
” » -Niederschlag - - + —-
» Mercurichlorid-Filtrat — - + —
» Pikrinsaure-Filtrat + - + 4+ ++
» nicht behandelt + + ++++ | +++
Kontrolle (Sake mit 20 % Wasser) - - ++ +
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entfernt und die restierende Losung auf 10 ccm konzentriert.

Von den auf diese Weise behandelten verschiedenen Losungen setzte ich
je 3 ccm zu 15 ccm Sake zu.  Zur Kontrolle wurde einerseits Sake benutzt,
der in gleichen Verhiltnis mit nicht vorbehandelten Proben versetzt war,
sowie andererseits ein mit bakterienfreiem Wasser verdinnter Sake. Hier
hinein wurden sodann Hyochi-Bazillen ecingeimpft und auf diese Weise
Kulturen angelegt.  Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle
VII niedergelegt.

Wie aus der obigen Tabelle ersichtlich ist, zeigen sich im den bei
der Behandlung der Proben mit Phosphorwolframsiure und Silberbarium
erhaltenen Niederschligen am hiufigsten Teile der wachstumsférdernden
Substanzen. Bei Behandlung mit Barjumhydroxyd, Mercurisulfid, Bleiazetat
und Pikrinsdure fanden sich die wachstumsbeférdernden Substanzen nicht
im Niederschlag, sondern im Filtrat.

Weiterhin lief3 sich bei Goldchlorid, Platinchlorid -und Mercurichlorid
weder im Niederschlag noch im Filtrat eine wesentliche Menge der wachs-
tumsfordernden Substanzen feststellen. Aus diesen Tatsachen méchte ich
das Folgende schlieBen: Auch bei den Versuchen mit Vitamin B-Fraktionen
von TSUKIE (45) sowie solchen mit Fleischextrakt von HucuEs (46), bei
denen er die Wachstumselemente der Staphylococci festzustellen bemiiht
war, zeigten sich dhnliche Resultate wie bei meinen Versuchen. Deshalb
glaube ich, ebenso wie dei beiden genannten Autoren, diese Tatsache ist
darauf zurickzufiihren, dafl in diesen Fillen Metallsalze Verwendung fanden
und Schwefelwasserstoff durchgeleitet wurde. Wahrscheinlich werden dabei
die wachstumsférdernden Substanzen durch die entstandene Schwefelmetall-
verbindung adsorbiert. Ich méchte jedoch darauf hinweisen dafl, obwohl
sich in manchen Fillen betrichtliche Mengen der wachstumsférdernden
Substanzen im Niederschlag oder Filtrat zeigten, dennoch der Prozentsatz
der wachstumsférdernden Substanzen stets bei den Kontrollen ein héherer
ist als bei den mit Metallsalzen behandelten Ldsungen.

(6) Vergleichende Zusammenstellung der Eigenschaften
der wachstumsférdernden Substanzen

Die Eigenschaften der das Wachstum von Mikroorgamismen férdernden
Substanzen wurden bisher durch folgende Autoren eingehender behandelt :
von HUGHEs (46) bei Staphylococci, von Hosova und Kurova (43) bei
Bakterien und Hefen in vergleichender Weise, von NARAYANAN (47) fir
Bios, den Wachstumsstoff der Hefe. Im Folgenden méchte ich die Er-
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gebnisse meiner Hyochi-Bazillen-Versuche mit denjenigen der oben auf-
gefithrten Autoren vergleichen. Die Resultate sind in Tabelle VIII nieder-
gelegt.  Leider lielen sich fir Hyochi-Versuche keinerlei synthetische
Nihrlssungen verwenden, sodafl ich auf Sake angewiesen war. Weil im
Sake unbekannte Substanzen enthalten zu sein scheinen, wurde mit grofiter
Sorgfalt und Vorsicht bei Durchfithrung mehrere Kontrollversuche verfahren.

Aus der Tabelle VIII ist ersichtlich, dafl je nach dem Autor der
zur Verwendung gelangten Organismen oder der verwendeten Proben
die Ergebnisse verschieden sind.  Der Hauptunterschied besteht jedoch
darin, daf} die das Bakterienwachstum férdernden Substanzen gegen Basen
nicht widerstandsfahig sind, von FuLLersche Erde leicht adsorbiert wurden
und bei der Behandlung mit Silbernitrat sich leicht niederschlagen, wihrend
die das Hefewachstum férdernden Substanzen das entgegengesetzte Ver-
halten zeigen. Die Unterschiede im Verhalten der das Wachstum dieser
beiden Gruppen von Organismen férdernden Substanzen méchte ich in dem
folgenden Abschnitt ausfiihrlicher behandeln.

E. Vergleichende Gegeniiberstellung der Eigenschaften
der wachstumsfordernden Substanzen von
Hyochi-Bazillen und Hefe

Eine unbestreitbare Tatsache ist es, dafl die Entwicklung von Mikro-
organismen durch den Zusatz gewisser organischer Substanzen wesent-
lich geférdert wird.  Hierbei handelt es sich um Tierorgane und Tier-
oder Pflanzengewebe, Hefemasse oder Wasserlosungen dieser Substanzen,
wobei sich die Stirke der Entwicklung nach dem Vitamin-B-Gehalt richtet.
Unter den Arbeiten fritherer Autoren befinden sich auch solche, in denen
behauptet wird, dal die Wachstumselemente der Mikroorganismen, beson-
ders von Hefe, mit Vitamin B identisch seien. = Da ich schon einmal iiber
diese Arbeiten berichtete, mochte ich an dieser Stelle nicht naher auf ihren
Inhalt eingehen.

In Tage der jetzigen, fortgeschrittenen Vitaminchemie unterscheidet
man bei Vitamin B die Vitamin B,;, B, und andere, jedoch beziehen sich
diese Klassifikationen nur auf eine Wirkung im Tierorganismus.

Eine vergleichende Studie iber die Eigenschaften der wachstums-~
fordernden Substanzen verschiedener Mikroorganismen bildet die Arbeit von
Hosova und Kurova (43). Zu diesen Versuchen wurde TsukiEsches
‘Vitamin-B-Priparat auf verschiedene Weise behandelt und dann der Ein-
wirkung von einigen Hefen und Streptokokken ausgesetzt. Die Ergebnisse
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TaserLe VIII
. HosovA u. ‘WILDIERS,
Autoren OTANI HuGHES \ KUROYA NARAYANAN DRELYSO
. . Hyochi- Staphylo- | Strepto- .
Mikroorganismen Bazillen cocei cocci Hefe Bierhefe Hefe
Hefewasser . s
Proben oder Reis- Fle,’SCh' I‘?UKIFSChe Hefewasser
extrakt Vitamin B
. embryowasser
Adsorptionsfiahigkeit
Tier-o. Pflanzenkohle|  positiv positiv | positiv
FuLLERsche Erde positiv positiv | negativ
Stabilitit
Hohere Temperatur stabil stabil stabil | stabil
Séure stabil stabil stabil
Alkali labil labil labil stabil
Permeabilitit positiv positiv
Loslichkeit
‘Wasser 1aslich 15slich 16slich 16slich
Aether schwer 16sl. | unldslich unldslich unléslich
Benzin schwer 16sl. | unléslich
Aethylacetat schwer 16sl. | unlgslich 15slich 18slich
Alkohol 15slich 1sslich unléslich
Aceton 18slich ? 1sslich
Niederschlagsmittel
. N chne ohne
Bariumhydroxyd Niederschlag | Niederschlag
. . . . ohne ohne
Silber-Barium Niederschlag | Niederschlag Niederschlag |Niederschlag
Meicurisulfid ohne ohne ohne ohne
Niederschlag | Niederschlag Niederschlag |Niederschlag
Phosphorwolfram- ; : . ohne
siure Niederschlag | Niederschlag Niederschlag Niederschlag
: ohne ohne ohne
Bleiazetat Niederschlag Niederschlag | Niederschlag
: ohne ohne ohne ohne
Goldchlorid Niederschlag | Niederschlag Niederschlag {Niederschlag
. : ohne ohne ohne ohne
Platinchlorid Niederschlag | Niederschlag Niederschlag |Niederschlag
: . ohne ohne ohne ohne
Mercurichlorid Niederschlag?|Niederschlag Niedersch lag?|Niederschlag
- ohne ohne ohne ohne
Pikrinsure Niederschlag | Niederschlag Niederschlag |Niederschlag
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dieser Versuche sind in Tabelle VIII wiedergegeben. Ueber Hyochi-
Bazillen ist mir jedoch noc¢h keine derartige Untersuchung bekannt ge-
‘worden.  Bel meinen diesbeziiglichen Arbeiten verwendete ich eine der
kiirzlich von Naravanan veréffentlichten Biosfraktionsmethode #hnelnde
"Methode, wobei ich aus Reisembryowasser und Hefewasser fraktionierte.
Auflferdem stellte ich konzentrierte Lésungen von Vitamin B, und Vitamin
B, her. Alle diese Ldsungen behandelte ich in vergleichenden Unter-
suchungen getrennt mit Saure, Alkali oder FuLLERscher Erde.

(1) Versuchsmethode

a. Organismenstimnme. Zur Durchfithrung dieser Versuche ver-
wendete ich auler dem Standard Stamm von Hyochi-Bazillen noch Saccharo-
myces cerevisiae, eine Hefeart. Diese gehort zu jener Gruppe von Hefe-
pilzen, deren Wachstum durch die Einwirkung von Bios beférdert wird (48).

6. Impfungsmethode. Wie schon frither erwiahnt wurde, ist es von
grofiter Wichtigkeit, eine moglichst kleine Impfungsmenge zu verwenden.
Platinése die mittels einer zu fassenden Menge eines Hyochi-Stammes, der
10 Tage lang in Sake kultiviert worden war, wurde in eine weitere Nihr-
flissigkeit eingeimpft. Von einer Hefe, deren Ziichtung auf Koji-Agar
erfolgt war, wurde zunichst eine Platindse voll in Havbuckscher Lisung
suspendiert und dann von dieBer Suspension wieder je einen Platinsse voll
entnommen und den folgenden Nihrflissigkeiten zugesetat.

¢.  Nalrflussigheiten. Fir die Hyochi-Bazillen verwendete ich 20
ccm Sake, in ein Reagensglas fiir Hefe brachte ich Havpucksche Lésung,
von der ich je 20 ccm in ein Reagensglas goB, zur Anwendung und lie
den verwendeten Rohrzucker rekristallisieren.  Weiter benutzte ich andere
von der Filma Schering-Kahlbaum bezogene garantiert reine Chemikalien.

d. Wackstumsfordernde Substanszen. Aus den Proben von Reise-
mbryowasser und Hefewasser entnahm ich auf verschiedene Weise wachs-
tumsférdernde Substanzen. Die Methoden werden im folgenden bei
verschiedenen Gelegenheiten beschrieben.

(2) ‘Eiifluss der Fraktionsfliissigkeit
a. Herstellungsmethode der Fraktionsfliissigkeit

Eine Methode zur Herstellung einer Fraktionsfliissigkeit von Bios gab
kiirzlich Naravanan an.  Ich verwendete die Hauptprinzipien seiner
Methode, welche ich im folgenden kurz beschreiben méchte.
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Hefeextrakt

20 9% Ba(OH), bei 115°

Hydrolysat Barium-Niederschlag
(unwirksam)
Bleiazetat
l
Blei-Niederschlag Filtrat
(unwirksam)

80 9 Alkoholextrakt

Loslicher-Extrakt Unléslicher Riickstand
(unwirksam)
Phosphorwolframsiure

in 5 9% H,SO,

Filtrat Niederschlag
(unwirksam)
AgNOj,, Ba(OH),
oder Ag,O.NH,OH

l

Filtrat Silber-Niederschlag
: (unwirksam)

Extrahiert aus 80 %

Alkohol (zweimale)

Extrakt Riickstand
(unwirksam)
10 % Losung von
Platinchlorid
Niederschlag Filtrat

(unwirksam)

Bei dieser Methode handelt es sich darum das Hefewachstum férdernde
Bios zu fraktionieren. Da jedoch wie schon frither erwihnt- wurde, die das
Bakterienwachstum férdernden Substanzen durch Behandlung mit Silber-
barium niedergeschlagen werden, ergab sich zur Verfolgung unserer
Zwecke die Notwendigkeit nach der Silberbariumbehandlung getrennte Ver-
suche fiir die Losungen und die Niederschlige durchzufiihren. Nachdem
ich die vorbereitenden Versuche mit Silberbarium durchgefiihrt hatte, be-
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handelte ich die Losung als Fraktion A, und den Niederschlag, als Fraktion
B, getrennt mit chemischen Reagenzien.

i. Vorbereitende Versuche. Zu 400 g der Proben wurde 50 9iger
Alkohol zugesetzt, das Gemisch erwirmt, extrahiert und filtriert.  Der
Riickstand wurde zweimal mit 50 9% igem Alkohol versetzt und in derselben
Weise wie die urspriinglichen Proben behandelt.  Die Filtrate wurden
zusammengemischt, bei Niederdruck konzentriert und auf eine kleine Menge
reduziert. Zu dieser wurde nach und nach 20 9% einer Bariumhydroxyd-
lésung zugesetzt, und das Gemisch 2 bis 3 Stunden lang mit Dampf erhitzt.
Nach dem Erkalten wurde durch Zusatz von Schwefelsiure, das Barium
entfernt und die Losung alsdann konzentriert, das Konzentrat mit einem
Ueberschuss von neutralem Bleiazetat versetzt, einen Tag stehengelassen
und dann filtriert.

Im TFiltrat wurde das Blei mit Schwefelwasserstoff entfernt, hierauf
konzentriert, mit der fiinffachen Menge von 80 %igem warmen Alkohol
versetzt und dreimal extrahiert.  Der Alkohol dieses Extrakt wurde im
Vacuum verdampft und die resultierende Losung auf eine kleine Menge
reduziert. Diese wurde in .5 %iger Schwefelsiure gelést, mit einem Ueber-
schufl von gesittigter Phosphorwolframsdure versetzt und einen Tag lang
in einem dunkeln Raume stehen gelassen, wobei sich ein Niederschlag
absetzte. Dann wurde filtriert und der auf dem TFilter zuriickgebliebene
Niederschlag mit einer kleinen Menge Wasser in einem gesonderten Gefifl
gewaschen. Dieses Waschwasser sowie das erste Filtrat wurden getrennt
mit etwas Bariumhydroxydpulver behandelt. Der ausgeschiedene Nieder-
schlag wurde entfernt. Dann wurden die beiden Lésungen vermengt und
mit Schwefelsdure versetzt, wobei sich Bariumsulfat ausschied. Wegen des
Siduregehalt dieser Lésung wurde ihr schlieBlich ein UeberschufS von Silber-
nitratlésung und gesittigte Bariumhydroxydlésung solange zugesetzt, bis
die Reaktion alkalisch war. Der hierbei gebildete Niederschlag wurde ab-
filtriert.  Das Filtrat wurde als Fraktion A und der Niederschlag als
Fraktion B bezeichnet. '

. Fraktion A.  Zu dem bei den vorbereitenden Versuchen erhaltenen
Filtrat wurde verdiinnte Schwefelsiure zugesetzt und auf diese Weise das
Barium ausgeschieden. Mittels Durchleitens von Schwefelwasserstoff wurde
die Losung vom Silber befreit. Nach erfolgter Konzentration mit 80 %igem
Alkohol versetzt und die alkoholunléslichen. Mineralsalze entfernt. Zu der.
Iésung wurde 10 9% Platinchlorid (Alkohollésung) hinzugesetzt und..der-
sich bildende rotbraune Niederschlag durch Filtrieren abgetrennt.- -Endlich
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wurde das Filtrat mit Schwefelwasserstoff vom' Platin befreit und auf 10
ccm konzentriert. .
" Die so erhaltene Lésung stellt die Biosfraktion von Naravanan dar
urid enthilt nach ihm die Hefewachstumsstoffe.
ui.  Fraktion B. Der durch Silberbarium erhaltene Niederschlag
wurde mit Wasser ausgewaschen.  Hierzu wurde sehr verdiinnte Schwefel-
sdure zugesetzt und das Barium als Bariumsulfid entfernt. Mittels Durch-
leitens von Schwefelwasserstoff wurde die Losung vom Silber befreit, und
alsdann durch Eindampfen auf eine kleine Menge gebracht. Die Behandlung
mit 80 %igen Alkohol und 10 giger Platinchloridlésung erfolgte in derselben
Weise, wie bei Fraktion A. Schlieilich wurde die Lésung auf 10.ccm
konzentriert.

b. Versuche mit Fraktionsfliissigkeiten.

Die Flassigkeiten von Fraktion A und Fraktion B wurden getrennt

TaserLe IX

Proben Zusatzmenge Hyochi-Bazillen Ilefe
Reisembryowasser, Fraktion A o1 ++ + +
" ” 0.5 ++ ++

" 7 L5 +++ +++
g " 30 +++ +++

» Fraktion B o.1 + + ++

" " o5 4+ ++

" 7 L5 +++ ++

7 ” 30 ++++ +
Hefewasser, Fraktion A 0.1 ++ ++
7 ” 0.5 ++ +++

" 7 L5 ++ + 4+
" ” 30 +++ I

" Fraktion B 0.1 ++ ++

" ? ' 0.5 + -+ ++

o ” L5 +++ ++

Y o 30 +++ ++

Kontrolle (Wasser) : : o.I + +

? o 0.5 T+ +

" Ls + +

» i 30 + +
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beide auf das 10-fache verdiinnt und von jeder der beiden Flaktionsfliissig-
keiten je 0.1, 0.5, 1.5 und 3 ccm der Nahrfliissigkeit in den Reagensglidsern
zugesetzt.  AuBlerdem wurden zur Kontrolle dieselben Nahrfliissigkeiten
mit Wasser versetzt. Die Entwicklung der beiden Organismenarten ist
aus der obigen Tabelle IX ersichtlich.

Aus der obigen Tabelle geht hervor, daf8 bei Zusatz von Reisembryo-
wasser oder Hefewasser die Entwicklung der Mikroorganismen in allen
Fillen groBer war als bei der Kontrolle mit Wasserzusatz. Auflerdem wird
aus den Versuchen klar, dal die Bazillenwachstum fordernden und die das
Hefewachstum férdernden Fraktionen verschieden sind.  Bei der das
Wachstum der Hyochi-Bazillen férdernden Fraktion handelt es sich um die
mit Silber-Barium niederschlagenen Teile, d. h. Fraktion B, wihrend die
Hefeentwicklung auf Fraktion A, d. h. die bei Silber-Barium nicht nieder-
geschlagenen Teil, zuriickzufiihren ist.

Durch dieses Ergebnis wird bewiesen, daB die Biosfraktionsmethode
von NArAYANAN und meine friheren Versuche richtig sind.

c. Veranderungen der wachstumsférdernden Wirkung
der-Fraktions flissigkeiten bei Behandlung
mit Saure, Alkali oderFurLerscher Erde

Zu je 2 ccm Fraktionsflissigkeit von Reisembryowasser oder Hefe-
wasser wurden 2 ccm N/5 Salzsdure zugesetzt. Nach einer zweistlindigen
Erhitzung und darauf folgender Neutralisation wurde die Fliissigkeit durch
Verdiinnung mit destilliertem Wasser auf das 1o-fache des urspriinglichen
Volumens gebracht.  Auflerdem wurde in demselben Verhiltnis N/g
Natronlauge den Fraktionsfliissigkeiten zugesetzt, zum Kochen erhitzt,
neutralisiert und schliellich auf das 10-fache des anfinglichen Volumes
verdiinnt. Bei der Behandlung mit FuLLERscher Erde wurden die Fraktions-
fliissigkeiten zunichst auf das 10-fache verdiinnt, dann mit 10 % FuLLErscher
Erde versetzt und adsorbieren lassen. Das Filtrat wurde fiir die Versuche
zur Anwendung gebracht. Je 2 ccm dieser Fliissigkeiten wurden den
Nahrflissigkeiten zugesetzt, worauf die Untersuchungen begannen. Die
Ergebnisse dieser Experimente sind in der folgenden Tabelle X niedergelegt.

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die das Wachstum der Hyochi-
Bazillen férdernde Fraktion durch Alkali zersetzt und durch Furrersche
Erde adsorbiert wird, wihrend Sauren keinerlei EinfluB auf sie austiben.
Die das Hefewachstum beférdernde Fraktion wurde jedoch weder von Saure,
noch von Alkali, noch von FuLLERscher Erde beeinfluft. Hieraus glaube
ich ersehen zu konnen, daB die Eigenschaften der das Wachstum der
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TABELLE X

Proben Behandelt mit Hyochi-Bazillen Hefe

Reisembryowasser, Fraktion A | Siure ++ + 4+

» » Alkali + +++

” i FuLLERsche Erde + ++4+

» ” nicht behandelt ++ +++

» Fraktion B Siure 4+ + +

» ? Alkali ++ +

» » FuLLErsche Erde + + +

» » nicht behandelt + 4+ +
Hefewasser, Fraktion A Siure ++ 4+ ++

» ” Alkali + 4+

» ” FuLLErsche Erde + + 4+

» » nicht behandelt ++ +++

” Fraktion B Sture +4++ +

” ” Alkali + + +

» ? FuLLErsche Erde ++ +

» » nicht behandelt +++ +
Kontrolle (Wasser) + +

Hyochi-Bazillen férdernden Substanz und der das Wachstum der himo-
Iytischen Streptokokken befordernden Substanz (nach den Versuchen von
Hosova und Kurova) einander sehr ahnlich sind.

3. Der Einfluss Konzentrate von Vitamin B, und B,

a. Herstellung der Konzentrate von Vitamin B, und B,.

Zur Herstellung des Konzentrates von Vitamin B, verwendete ich die
Kisnerstay und PETERs’'sche Methode (49), wihrend ich fiir dasjenige von
Vitamin B, die SHERMAN und AXTMAYER'sche Methode (50) zur Anwendung
brachte.

i. Vitamin B,-Konzentrat. 100 g Reiskleie wurden mit etwas durch
Essigsdure schwach angesduertem Wasser (500 ccm) vermengt, einen Tag
stehen gelassen und dann extrahiert. Dann wurde filtriert und das klare
Filtrat bei einer Temperatur von unter 50°C und im Vacuum konzentriert.
Diese Losung wurde erst neutralisiert, dann schwach angesiuert, und durch
mehrmaliges .. Extrahieren mit Aether schlieflich die 6ligen Substanzen
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entfernt. Dann wurde Bleiazetat zugesetzt und Eiweif sowie Vitamin B,
ausgefillt und filtriert.  Das Blei wurde mittels Schwefelwasserstoffs aus
dem Filtrat ausgeschieden. Die resultierende Lésung wurde im Vacuum
bis auf 25 ccm verdampft.

Schliefilich wurde eine gleiche Menge von g5 %igem Alkohol zugesetzt.

i, Vitamin B,-Konsentral. 100 g Reiskleie wurden mit 200 ccm
Wasser vermengt und bei- einer Temperatur von 120°C vier Stunden lang
mit Hochdruckdampf durchstrémt und das Vitamin B, zur Zersetzung
gebracht. Dann wurden 200 ccm Wasser zugefiigt und das Gemisch einen
Tag lang stehen gelassen. Dann wurde filtriert und das Filtrat von den
dtherléslichen Substanzen befreit.  Schlieflich wurde im Vacuum konzen-
triert, das Volumen auf 25 ccm gebracht und dieselbe Menge von g3 %igem
Alkohol zugesetzt.

b. Versuche mit den Konzentraten von Vitamin B, und B,

Ausser den Konzentraten von Vitamin By nud B, verwendete ich fiir
meine Versuche auch die im Handel erhiltliche Oryzanin-Losung.  Ich setzte
zu den Nahrflissigkeiten je 0.1, 0.5, 1.0 und 3.0 ccm der drei Lésungen ge-
trennt zu. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle XI wiedergegeben.

TaperLe XI

Proben Zusatzmenge Hyochi-Bazillen- Hefe
Vitamin B,-Konzentraten 0.1 + 4+ + 4+
" 0.5 R R ++4+
? Lo +++ +4+
” 30 ++++ ++++
Vitamin B,-Konzentraten o.I ++ + 4+
” 05 +++ +++
" 1o +++ +++
" 30 +4+++ ++++
Oryzanin-Losung 0.1 ++ + +
” o5 + 4+ +++
" Lo +++ o+
” 30 +++ +++
- Kontrolle (Wasser) o.1 + +
' ” os + +
» 1.0 + +
" 30 + +
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Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, iiben die Konzentrate von Vitamin
B; und B, sowie Oryzanin-Losung sowohl einen das Wachstum von
Hyochi-Bazillen wie von Hefe fordernden Einfluff aus.  Hieraus konnte
ich schlieBen, daB alle drei Fliissigkeiten ein Gemisch aus der wachstums-
fordernden Substanz fir unsere Bakterien and Bios darstellen.

¢. Veridnderungen der wachstumsférdernden Wirkung der
‘Konzentrate von Vitamin B; und B, bei Behandlung
mit Siure, Alkali oder FuLLErRsche Erde

Den Konzentraten von Vitamin B; und B, entnahm ich getrennt
je zwei Proben von je 2 ccm.  Das eine Probenpaar behandelte ich mit
N/3 Salzsiure und das andere mit N/35 Natronlauge in derselben Weise
wie fruher die Fraktionsflissigkeiten. Ein neues Paar von Vitamin B,- und
B,-Konzentraten lief ich durch FurLersche Erde adsorbieren. Indem ich
diese drei Probenpaare benutzte, verglich ich ihren wachstumsférdernden
EinfluBB auf die zwei verschiedenen Organismenarten.

Die Ergebnisse sind in der folgender Tabelle XII medergelegt

TaseLrLe XII

Proben Behandelt mit Hyochi-Bazillen Hefe
Vitamin B,-Konzentraten Siure +4+++ ++++
” Alkali +++ ++++
” FuLLERsche Erde +4+ +4+++
” nicht behandelt 444+ 4+
Vitamin B,-Konzentraten Siure ++++ ++++
” Alkali +++ ++++
” FuLrLersche Erde 4+ 4+
” nicht behandelt ++ 4+ 4+t
Kontrolle (Wasser) + 4 +

Aus der obigen Tabelle geht hervor, dafl einerseits Alkali die das
Wachstum der Hyochi-Bazillen fordernden Teile zerstért und anderseits
diese von FurrLErscher Erde adsorbiert werden, wihrend sich keinerlei
Wirkung in Bezug auf die zur Hefeentwicklung beitragenden Teile zeigt.
Dieses Ergebnis stimmt mit demjenigen iiberein durch welches Fraktions-
flissigkeiten erzielt wurden.
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(4) Unterschiede in den Eigensghaften der das Wachstum von Hyochi-
Bazillen und desjenigen von Hefe firdernden Substanzen

Ich fithrte vergleichende Studien tiber die Eigenschaften der wachstums-
fordernden Substanzen von Hyochi-Bazillen und von Hefe aus. Als Proben
hierfur stellte ich die Fraktionsfliissigkeiten aus Reisembryo- und Hefewasser
sowie Konzentrate von Vitamin B, und B, her. Mit den Fliissigkeiten
fihrte ich verschiedene vergleichende Untersuchungen in Bezug auf diese
beiden Organismenarten aus.

Nach diesen Untersuchungen ergab es sich, daf§ drei wesentliche Unter-
schiede in den Eigenschaften der wachstumsférdernden Substanzen bestehen.
Diese mochte ich kurze in folgender Tabelle niederlegen.

TaseLrLe XIII

bei Hyochi-Bazillen Hefe
Silber-Barium Niederschlag ohne Niederschlag
Alkali labil stabil
FuLLERsche Erde positiv negativ

F. Lassen sich die wachstumsfordernden Substanzen
der Hyochi-Bazillen durch Aminosiiuren
und Peptide ersetzen ?

Obwohl die chemische Zusammensetzung der wachstumsférdernden
Substanzen der Mikroorganismen bis jetzt noch unbekannt ist, 1aBt sich
dennoch schlieBen, daB8 es sich bei denselben wahrscheinlich um stickstoff-
haltige organische Verbindungen handelt. Deshalb benutzte ich solche
Aminosduren und Peptide, deren chemischer Aufbau bekannt ist, um fest-
zustellen, ob diese eine Verinderung der wachstumsférdernden Substanzen
herbeizufithren imstande sind.

Gelegentlich aller fritheren Versuche mit Aminosiuren zeigte sich
keinerlei Einflul derserben auf die wachstumsfordernde Wirkung der Bazillen,
wie z. B. von Dasis und FErRrY (51) fiir Diphtheriebazillen -und von
Hosova und Kurova (43) fiir einige Krankheitsbazillen nachgewiesen wurde.
Auch Taxamasur (11) berichtet, da8 der Prozentgehalt der Aminosiuren
im Sake sich bei der Hyochi-Bazillen-Entwicklung vermehrt.
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Ueber die Einwirkung von Peptiden auf die Bazillenentwicklung lie8
sich keinerlei Literatur auffinden, jedoch wird berichtet, daf8 fiir Schimmel-
pilze oder Hefen keine Beeinflussung zu bemerken sei (52-53).

(1) Der Einfluss von verschiedenen Aminosiuren und Peptiden

Fir diese Untersuchungen wurden verschiedene Aminosauren und
Peptiden verwendet, so Glykokoll, @-Alanin, Leucin, Phenyl-a-alanin,
Phenyl-B-alanin, Tyrosin, Cystin, Asparaginsiure, Asparagin, d-Glutamin-
sdure, d-Lysindihydrochlorid, Histidinmonochlorid, 1-Tryptophan, Leucyl-
glycin und Glycylglycin.

Diese Chemikalien wurde zu je 0.02 g in 10 ccm Wasser gelost und
mit 10 ccm Sake vermischt, so daB die Konzentration 0.1 ¢4 der Fliissig-
keit betrug. Die in Wasser schwer I6slichen Aminosiduren wurden zunichst
einmal in S3ure oder Alkali gelost, dann zu Sake zugesetzt und kontrol-
liert. Jede ILg&sung wurde mit Hyochi-Bazillen geimpft. Die Ergebnisse
sind in der folgenden Tabelle XIV niedergelegt.

TaseLLe XIV
Versuchsdaver (Tage) 4 9
Chéfmnikalien; B Triibung : | "Bodensatz ™~ | - Trijbung - | .Bodensatz
( Glykokoll + -_ ++ +
a-Alanin + - ++ +
Leucin + — ++ +
Phenyl-g-alanin + — ++ +
o Phenyl.g8-alanin + - + 4 +
] .
g Tym.sm + + ++ +
g 4 Cystin + + +++ +
‘g Asparaginsiiure + —_ + + +
< Asparagin + - + + +
d-Glutaminsiure + - + 4+ +
d-Lysindihydrochlorid + - ++ +
Histidinmonochlorid + - ++ +
1-Tryptophan + — ++ +
= Leucylglycin 4+ — 4+ 4 +
E‘ { Glycylglycin + - ++ +
Positive Kontrolle
(Reisembryowasser) ++ + T+t +++
Negative Kontrolle (Wasser) + — + 4+ +

Bemerkung: <+ 4 1+ besser Entwicklung als bei + 4-
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Bei Betrachtung dieser:Tabelle kann man woh! kaum annehmen, daf
Aminosiuren. oder Peptide .in ihren:Wirkungen die ‘das.Bazillenwachstum
fordernden Substanzen vertreten. konnen, sondern es ist lediglich zu ersehen,
daf3 beim Zusatz von Tyrosin und Cystm eine gewisse Wachstumsbefsrderung
eintritt. : -

- Das Bazillenwachstum .war zwar. bei dlesen belden Fillen stirker als
be1 den iibrigen Aminosiuren und,,Peptxden, jedoch bei weitem schwicher

_ als beim Zusatz von Reisembryowasser.

(2) Der Einfluss der Menge von Aminosiuren und Peptiden

Zur Feststellung des Einflusses bestimmter Mengen von Aminosiuren
und Peptiden auf das Wachstum der Hyochi-Bazillen verwendete ich Tyrosin,

Teucin und Leucylglycm in einer Konzentratlon von je 0.03, 0.1, 0.3 und

0.5 %. D1e folgende Tabelle XV zeigt die Resultate der Impfversuche.

TaseLLE XV
4 Tage 9 Tage
Chémikalien Z“s“‘;“e“ge €
° Tritbung | Bodensatz:-|  :Friibung Bodensatz
“Tyrosin - oos® | o+ B R S +
7 o.10 + - CAE £ +
Leucin 0.05 + —_— it +
” o.10 + - SRR +
" 0.30 + - 4 +
" : 0.50 + T B +
. Leucylglycin 0.05 + - . et +
" o.10 T+ - g +
" 0.30 + - i+ +
” 0.50 + - +4++ +
Positive Kontrolle ‘
(Reisembryowasser) ++ + ‘ ++++ +++
Negative Kontrolle (Wasser) + - ++ +

Wie man aus der Tabelle ersieht, wird die Baéi_llencntw:’cklung durch
die Menge der zugesetzten Substanzen nicht wesentlich verindert.



UNFTERSUCHUNGEN UBER DIE HYOCHK'BAZILLEN IM SAKE 85

G. Der Einfluss der Zuekerdrten auf das Wafslistnm .
- der’ Hyochi-Bazillen C o

Wenn auch 'schon einige Angaben dariiber: vorliegen, da gewisse
Zuckerarten leicht von . Hyochi-Bazillen assimiliert ‘werden (6) (54), so ist
doch iiber ihre: wachstumsférdernde Wirkung nichts® bekannt. .

Auch lieBen sich bisher keinerlei Berichte auffinden, welche eine das
Bazillenwachstum férdernde Wirkung  gewisser Zuckerarten behandeln.
Avers und Mupze (55) stellten zwar fest, da8 sich in den Extraktions-
fliissigkeiten von Hefe und Kohl Substanzen befinden, welche das Bazillen-
wachstum foérdern, und behaupteten, dafl “es” sich- hierbei um den darin
enthaltenen Zucker handelte, jedoch erbrachten sie keinen Beweis unter
Verwendung von reinen. Zuckerarten.

(1) Der Einfluss von verschiedenen Zuckerarten

Fiir diese Versuche verwendete ich die folgenden Zuckerarten: Dextrin,
Raffinose, Milchzucker, Rohrzucker, Maltose, Traubenzucker, Fruktose,
Mannose, Galaktose, Xylose und Arabinose. Von diesen Zuckerarten
wurden je 0.2 g in einem Gemisch von 10 ccm Wasser und 10 ccm Sake

. Taeee XVI

Versuchsdauer (Tage) 4 9

Chemikalien Triibung Bodensatz Triibung Bodensatz
Dextrin + + + 4+ s
Raffinose - —_ + + +
Milchzucker + — ++ +
Rohrzucker + —_ + 4 +
Maltose + + +4++ +
Traubenzucker 4 —_ e +
Fruktose + — ++ +
Mannose —+ - ++ +
Galaktose + + +4++ +
Xylose + - ++ +
Arabinose + - + + +
Positive Kontrolle

(Reisembryowasser) ++ + ++++ +++

Negative Kontrolle (Wasser) + + ++ ' - +
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gelost verwendet. Die Losungen enthielten also je 1 9% Zucker. Die
Resultate iiber den EinfluB auf die Hyochi-Bazillen sind in der vorliegenden
Tabelle XVI gelegt.

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, beschleunigt der zugesetzte Zucker
das Bazillenwachstum nur wenig. Diese anregende Wirkung ist besonders
bei Dextrin, Maltose und Galaktose zu bemerken, aber im Vergleich mit
Reisembryowasser viel schwicher. Man kann daraus schlieBen, da Zucker
nicht Wachstumsférdernde Substanz, sondern lediglich Nahrstoff fiir die
Bazillen ist.

(2) Einfluss der benutzten Zuckermenge

Da der Reis das Ausgangsmaterial der Sakebereitung ist, und bei
seiner Zersetztung unter anderem verschiedene Zuckerarten (Dextrin, Maltose,
Traubenzucker und Arabinose) gebildet werden, setzte ich je 0.5, 1.0, 3.0
und 5.0 9% von einzelnen Zuckerarten dem Sake zu und beobachtete den
EinfluB auf das Bazillenwachstum.  Tabelle XVII gibt die Ergebnisse
wieder.

TaBerre XVII

4 Tage 9 Tage
Chemikalien Z“S“‘j/me“ge * &
° Triibung Bodensatz Tritbung Bodensatz

Dextrin 0.5 + — + + +
” Lo + — ++ +

! 30 + + +++ ++

” 5.0 + e +++ ++
Maltose 0.5 + — + + +
? Lo + - ++ +

’ 30 + + +++ ++

? 5.0 + + + 4+ ++
Traubenzucker 0.5 + — + 4 4
” ro + - ++ +
” 30 : - ++ +
i 5.0 + + ++ +
Arabinose 0.5 + — ++ +
y Lo + - ++ +
” 30 + - ++ +
" 50 + + ++ +

" Positive Kofitrolle (Refsghibryowasser) ++ + +++4 + 4+

Negative Kontrolle (Wasser) * - ++ +
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Aus der Tabelle ergibt sich, daf sich bei den Zuckerarten mit schwacher
Wirkung, wie z. B. Traubenzucker und Arabinose, auch bei verschiedener
Zusatzmenge kein Unterschied in der Wachstumsforderung zeigt.  Bei
Dextrin und Maltose, den leicht resorbierbaren Zuckerarten, wird das
Bazillenwachstum umso mehr geférdert, je konzentrierter die Losung ist
(unter Betiicksichtigung eine Maximums von § 9% ).

‘H. Schlusshetiachtung und Zusammenfassung

Aus den Resultaten meiner Versuche liBt sich erkennen, daB, ahnlich
wie bei den meisten Mikroorganismen, beim Zusatz von wachstums-
fordernden Substanzen die Entwicklung der Hyochi-Bazillen schneller und
lebhafter vor sich geht.

Ueber die Natur der wachstumsférdernden Substanzen finden sich bei
Bakterien ziemlich genaue und zuverliBlige Untersuchungen, so z. B. in den
oben erwihnten Abhandlungen von Hosova und Kurova sowie von HuGHES.
Auch meine Versuche konnten dazu beitragen den Charakter dieser Sub-
stanzen aufzukliren. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle VIII
und XIIT wiedergegeben.

Bei den Untersuchungen mit Hyochi-Bazillen hielt ich es fiir wichtig,
die Beschaffenheit des Nihrbodens und’ die Aktivitit der Bazillen konstant
zu halten, sowie stets von einer einheitlichen Vorkultur eine moglichst
kleine Bazillenmenge zu impfen.

. Im folgenden fasse ich die wichtigesten Ergebnisse meiner Versuche
iber die fiir Hyochi-Bazillen wachstumsférdernden Substanzen zusammen.

1. Die das Wachstum der Hyochi-Bazillen férdernden Substanzen
befinden sich in Tierorganen, Tier- und Pflanzengeweben, Vitaminpraparaten
sowie in deren Wasserextrakten. Die férdernde Wirkung geht fast parallel
mit dem Gehalt an Vitamin-B.

2.  Die charakteristischen Eigenschaften dieser Substanzen sind: leichte
Adsorbierbarkeit durch aktive Kohle oder FuLLErsche Erde, Stabilitat
gegen Siure, jedoch Labilitat gegeniiber Alkali, Festigkeit auch bei héheren
Temperaturen (z. B. 134°C).  Bei der Dialyse besitzen die Substanzen
Permeabilitit.  Sie sind leicht 15slich in Wasser und Alkali, wenig in
Aceton, und schwer in Aether, Benzin und Aethylacetat. Mit Phos-
phorwolframsiure und Silberbarium werden "die Substanzen vollstinding
niedergeschlagen, jedoch nicht mit Bariumhydroxyd, Mercutisulfid; Bleiazetat,
Pikrinsidure, Goldchlorid, Platinchlorid und Mercurichlorid.

3. Bei dem Vergleiche des Einflusses der wachstumsférdernden Sub-
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stanzen auf diese Bazillen mit demjenigen auf .Hefe lieBen sich drei wichtige
Unterschiedungsmerkmale feststellen.

Die das Wachstum der Hyochi-Bagzillen férdernden Substanzen werden
mit Silber-Barium niedergeschlagen, bei Alkalizusatz zersetzt und von
FurLerscher Erde gut adsorbiert, widhrend die -das Hefewachstum an-
regenden Substanzen sich dabel ganz entgegengesetzt verhalten. ,

4. Unter den zur Untersuchung herangezogenen Korpern: 13 Amino-
siuren (Glykokoll, «-Alanin, Leucin, Phenyl-e-alanin, Phenyl-g-alanin,
Tyrosin, Cystin, Asparaginsiure, Asparagin, d-Glutaminsiure, d-Lysin-
dihydrochlorid, Histidinmonochlorid und I-Tryptophan) und 2 Peptiden
(Leucylglycin und Glycylglycin) befindet sich. keiner der imstande wire,
die das Wachstum der Hyochi-Bazillen foérdernden Substanzen zu ersetzen.

5. Bei Gegenwart von Zuckerarten gedeihen die Bazillen zwar mit
Dextrin, Maltose und Galaktose etwas lebhafter als ohne Zucker, von
einer wirklichen Wachstumsbefarderung kann jedoch keine Rede sein.
Die lebhafte Entwicklung der Bazillen diirfte wohl darauf zuriickzufiihren
sein, daf} diese Zuckerarten- wegen ihrer leichten Assimilierbarkeit auf die
Bazillen nihrend wirken.

II. EINFLUSS EXQGENER BEDINGUNGEN AUF DAS
WACHSTUM DER HYOCHI-BAZILLEN

A. Temperaturverhiiltnisse

Fir das Wachstum der Hyochi-Bazillen bilden die Temperaturverhilt=
nisse eine wichtige Grundlage. TFir die Untersuchung des Ein{lusses der
Temperatur halte ich es fiir notwendig, auf die folgenden zwei- Fragen
hinzuweisen. Bel der grsten handelt es sich um die Temperatur, die auf
das Hyochi-Bazi'len-Wachstum einen Einlu88 ausiibt.  Besonders. ist es
von Interesse festzustellen, bis zu welchen Kiltegraden herab sich noch
eine Bazillenentwicklung nachweisen 1aBt, da man gegenwirtig den Sake
meistens in Kithirdumen aufbewahrt. Die zweite Frage ist die des Einflusses
der Temperatur auf den Tod dieser Bazillen, d. h. welche Beziehungen
Temperatur und Zeitdauer bei der Pasteurisierung zueinander haben.

Auf dem Gehiete des Einflusses der Temperatur auf den Sake existieren
bis jetzt Arbeiten von Torii (3), TakAHAsHI (5) sowie von YEpA (7). Bei
diesen Autoren handelte es sich jedoch nur um die Bestimmung des
Schicksals einzelner Bakterien unter dem Einflusse der Temperatur.

Im tbrigen fiinden sich .noch die Versuclie von Nacao (56) iiber die



UNTERSUCHUNGEN UBER DIE HYOCHI-BAZILLEN IM SAKE 89

Pasteurisierungstemperatur - des Sake. ~ YamazAxr (57) fihrte bei einigen
Stimmen von Hyochi-Bazillen Untersuchungen in Bezug auf die Tétungs-
temperatur durch.

Fiir meine Versuche benutzte ich den Stdndard-Stamm der Hyochi-
Bazillen und legte genau den EinfluB der Temperatur auf denselben fest.
Im folgenden méchte ich dariiber genaueres betichten. b

(L) Wachstumstemperatuf
a. Versuchsmethode

t. Kultivierungsmethode.  Al$ Nihrfliissigkeiten wurde je 20 ccm von
Sake oder Sake mit Reisembryowasser, in sterilisierte Reagensgliser gefiillt.
Hier hinein wurde je eine Platinose des Stardard-Stammes eingeimpft
und diese Kulturen dann verschiedenen Temperaturen ausgezetzt.

#. Wachstum. . Tiaglich wurden die Kulturen besichtigt und fest-
gestellt, nach wieviel Tagen (t) die Fliissigkeiten Triibung, Bodensatz oder
andere Verinderungen zeigten. Die Wachstumsgeschwindigkeit bezeichnet
ich als 1/t.

ii. Wasserstoffionenkonzentration. Die Bestimmung der Wasser-
stoffionenkonzentration erfolgte durch die Quinhydron-Methode mittels des
K-Type-Potentiometers von LEEDs und NORTHRUP.

. Sauremenge, Die Differenz Zzwischen dem Sduregehalt der
Flissigkeit zum Beginn und am Ende der Kultur wurde als Milchsiure
berechnet. ’

b. Versuchsergebnisse

Aus der Tabelle XVIII und XIX 1i8t sich ersehen, daB die Hyochi-
Bazillen bei einer Temperatur von 30°C am stirksten wachsen und am
lebhaftesten gedeihen.  Sowohl bei einem Ansteigen iiber diesen Wir-
megrad als auch bei einem Herabsin’l%en unter denselben lie8 sich eine
Schwichung des Wachstums feststellen.

Bei Temperaturen iiber 40°C und um 4.5-6°C zeigte sich 15 bis 16
Tage lang keinerlei Wachstum. Wenn man nach Ablauf diesér Kulturen
diese im Thermostat auf einer Temperatur von 30°C hielt, so zeigte es sich,
daB8 die Kultur von iiber 40°C zwar keine Bazillenentwicklung mehr zeigte,
diejenige von 4.4~5°C dagegen noch ein Bazillenwachstum aufweisen konnte.
Hieraus lieB sich erkennen, daB die Kultur von 4.5-6°C immer noch gewisse
Lebenskrafte in sich trigt.
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TaseLLe XVIII
Sakekultur.
Wachstum pH .
Temperatur . Sg;ﬂ‘:;:gg
(°C) dschwindig- H.- i ‘
Tage (8 - qﬁézit (l;l/ tl)g Anfangs-pH | End-pH Verifndei’ung %
45~ 6 — —_ 4.04 — - -~
8~-11 14 0.071 » 4.04 o o
13~135 10 0.100 ”» » ” »
16~20 8 0.125 ” » » ”
22~-23 6 0.167 » 4.02 0.02 »
26 5 0.200 ” 3.79 0.29 »
30 4 0.250 » 3.69 0.35 »
36 5 0.200 ” 3.67 0.37 »
40 — — ” — — —_
TaseLre XIX
. Sake mit Reisembryowasserkultur.
Wachstum pH :
Temperatur liroduz;erte
°c) Geschwindi Ho [uremenge
€SC naig- -
Tage (t) keit (I/t)g Anfangs-pH | End-pH Veri}r))derung %
45~ 6 —_ — 4.01 —_ — —
8~11 12 0.083 ” 4.01 o o
13~15 8 0.125 ” 4.00 0.0I »
18~20 6 0.167 » 3.94 0.07 0.018
22423 4 0.250 ” 3.66. 0.35 0.216
26 3 0.333 ” 3.14 0.87 1,130
30 2 0.500 » 3.10 0.91 1.413
3 3 0.333 " 3.21 0.80 1.085
40 — _ ” — . —

Was den EinfluB des Hyochi-Bazillen-Wachstums auf die Wasser-
stoffionenkonzentration und die Siuremenge der Nahrfliissigkeit betrifft,
so bemerkt man bei starkem Wachstum eine Abnahme des pH und ein
Ansteigen der Siuremenge.
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Bei sehr schwacher Bazillen-
entwicklung lie8 sich kein solcher
Einflu8 auf pH und Siuremenge
der Nihrflissigkeit feststellen.
‘Vergleicht man den Sake mit-Reis-
embryowasser-Zusatz mit  dem-
jenigen ohne- einen solchen, so
zeigt es sich, daB der Einflu auf
Wasserstoffionenkonzentration und
Sauremenge bei den Verschiedenen
Temperaturen beim Zusatz von
Reisembryowasser bedeutend stir-
ker ist.  Auch laBit sich erkennen,
daB in der Nihe des Wachstums-
optimums die Veridnderungen in
der Nahrflissigkeit am auffilligsten
sind, wahrend sich um das Mi-
nimum ‘herum kein starker Einflul
mehr bemerken ldft.- . Diese Tat-
sache dirfte wohl darauf zuriick-
zufithren sein, dafl die Veran-
derungen von pH und Sauremenge
auf Stoffwechselprodukte der Hyo-
chi-Bazillen zurlickzufithren sind,
die natiirlich im Entwicklungs-
optimum am stirksten abgesondert
werden.

(2) Tétungstemperatur

a. Versuchsmethode

Je 15 ccm von Sake mit
Reisembryowasser ~ wurden in
sterilisierte Reagensgliser gefullt

pH-Verinderung Wachstumsgeschwindigkeit (94)

Produzierte Siuremenge {9)
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Fig. 1

x Sake mit Reisembryowasser-Kultur
® Sake-Kultur

und 3 Tropfen des Standard-Stammes der Hyochi-Bazillen mit einer
Kapillarréhre eingeimpft. Die Fliissigkeit wurde sodann verschieden lange
Zeit verschiedenen Temperaturen ausgesetzt und dann plétzlich’ mit kaltem
Wasser abgekiihlt und 20 Tage lang bei einer Temperatur von 30°C im Ther-
mostat aufbewahrt, wobei die Entwicklung der Bazillen genau verfolgt wurde.

[P
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b. Versuchsergebnisse

.« Versuck 1. Die Proben wurden im Wasserbad Temperaturen -von
'40-70°C ausgesetzt, wobei immer in Abstinden von je 5°C gemessen
wurde. Die Versuchsdauer erstreckte sich von 10 Minuten bis zu einer
Stunde. Hierbei wurden die Messungen aller 10 Minuten vorgenommen.
Die Ergbnisse sind in der folgenden Tabelle XX wiedergegeben.

TABeLLE XX

. Zeit (Min.)
: . 10 20 30 40 50 60
Temperatur (°C) :

40 + + +

45 + + + o+
50 + + - - - -
55 - — - - - -
60 — — — —
65 - — -

70 - -

Bemerkung: 4 = positiv, — = negativ

Wie aus der obigen Tabelle ersichtlich ist gehen die Hyochi-Bazillen
bei einer Temperatur von 45°C oder weniger noch nicht zu Grunde. Bei
50°C zeigen die Bazillen nach 20 Minuten noch Lebensfihigkeit, jedoch
nach 30 Minuten nicht mehr. Bei 55°C oder noch héheren Temperaturen
hat sich schon nach 10 Minuten der Tod der Hyochi-Bazillen eingestellt.

Versuch 1I.  Diese Untersuchung wurde unternommen, um die beim
Versuch I zu Tage getretenen Verhiltnisse in ihren Einzelheiten genauer
klarzustellen.

Bei Temperaturen von 45°C oder weniger zeigte sich auch nach 5
Stunden noch kein Aufhéren der Lebensfihigkeit der Bazillen.

Bei Temperaturen von 50°C sind die Bazillen nach 33 Minuten 'zu
Grunde gegangen.

Bei 55°C wurden die Bazillen nach 5 Minuten getdtet, wihrend sie
bei 60°C schon nach 3 Minuten ihre Lebensféihigkeit‘ einbiifiten.
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TaBerLLE XXI

‘Bei 40°C und 45°C.

Zeit (§td})
2 3 4 5
Temperatur (°C)\
40 o+ + + +
a5 o+ + + +
Taperre XXII
Bei 50°C.
Zeit (Min.)
. 15 20 25 30 35 40
Temperatur (°C)
50 { + + + + ~ -

TaBeLLE XXIII

Bei 55°C und 60°C.

Zeit (Min.)
3 5 1o
Temperatur (°C)

55 + - -

60 - — —_

c. Allgemeines iber die Tétungstemperatur

Temperaturen unter 45°C reichten auch bei langer Zeitdauer nicht
zur Pasteurisierung aus. Bei 50°C lit sich schon in geniigender Weise
ein Aufhéren der Lebensfahigkeit der Hyochi-Bazillen feststellen. Bei 55°C
lebten die Bazillen noch nach 3 Minuten, wihrend sie nach 5 Minuten bereits
zu Grunde gegangen waren.  Bei Temperaturen von iiber 60°C wird det
Zweck der Pasteurisierung schon nach 3 Minuten erreicht.
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(3) Zusgmmenfassung

Zusammenfassend 148t sich zu dem Versuche iiber die Temperatur-
verhiltnisse folgendes sagen.

1. Die Optimaltemperatur fiir die Hyochi-Bazillen-Entwicklung liegt
bei 30°C.

2. Bei Temperaturen iiber 40°C um 4.5-6.0°C zeigt sich keine Ent-
wicklung - mehr, jedoch besitzen die Bazillen bei den letzteren, niedrigen
Temperaturgraden immer noch ihre Lebensfihigkeit.

3. Beim stirksten Wachstum der Hyochi-Bazillen zeigten sich in
der Nihrflissigkeit (Sake) betrichtliche Schwankungen des pH-und der
Sauremenge, die sich jedoch bei schwicherem Bazillen-Wachstum nicht
bemerken lieSen.

4. Die Tétungstemperatur fiir Hyochi-Bazillen ist verschieden je nach
dem Verhiltnis zwischen Temperatur und Zeit. Bei Temperaturen von
weniger als 45°C ‘zeigt sich auch nach ‘s Stunden noch keinerlei EinfluB,
bei 50°C ist der “Bazillentod nach etwd 26 Minuten, bei 55°C schon nach
5 Minuten eingetreten.

5. Daher scheint mir der Zweck der Pasteurisierung bei einer
Temperatur von 50°C nach einer Stunde, bei 55°C nach 10 bis 20 Minuten
erfiillt zu sein.

B. Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration

Bei der Entwicklung der Hyochi-Bazillen im Sake zeigt sich bald €ine
Sduerung dieser Flissigkeit zugleich mit einem Ansteigen der Wasser-
stoffionenkonzentration. Es ist leicht ersichtlich, dal dieses Phinomen
durch die Stoffwechselprodukte der Hyochi-Bazillen hervorgerufen wird.
Wenn die Wasserstoffionenkonzentration jedoch zu hoch aussteigt, so
scheint dadurch auch eine weitere Bazillenentwicklung in der Fliissigkeit
unméglich zu werden.

Ebenso wie bei anderen Bakterienarten halte ich das Minimum und
Maximum sowie das Optimum der Wasserstoffionenkonzentration fiir
charakteristische Bestimmungsmerkmale auch der Hyochi-Bazillen.

Im allgemeinen soll bei Anwesenheit von Salzen in der Nihrflissigkeit
eine optimaler Anstieg der Wasserstoffionenkonzentration erfolgen (58).
. Nach den Versuchen von Worr und ScHUNK (59) soll unter verschiedenen
Sduren (Salzsdure, Schwefelsiure, Essigsiure, Zitronensiure, Bernsteinsiure,
Apfelsiure, Fumarsiure) nur F umarsiure-Nihrfliissigkeit bei einer Wasser-
stoffionenkonzentration von pH 4.8 auf pflanzenparasitische Bakterien
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wachstumsanregend gewirkt haben.

Im folgenden méchte ich nun den Einfluf der Wasserstoﬂ"lonenkonzen—
tration auf die Entwicklung der Hyochi- -Bazillen klarzustellen versuchen. Ich
setzte dem Sake verschiedene PufferlGsungen zu, stellte einige Nahrlosungen
mit verschiedenem pH her, impfte Hyochi-Bazillen ein und begann dann
mit den Versuchen.

. (1) Versuchsmethode

a. Nélfliissigkeiten : Zunichst stellte ich eine Grund-Sakelésung her,
“die folgenden Bestandteile enthielt.

Sake 60 ccm

Reisembryowasser ' 5 7

Destilliertes Wasser - 5 7
msgesamt 70 ccm

Zu dieser Losung setzte ich eine Puffer[osung hinzu und regulierte so
das pH.

o.. Puferloszmcrm Die Pufferlésungen wurden aus Phosphorsiure,
. Essigsiure, Weinsiaure und Milchsiure sowie ihren Salzen, schliellich .auch
aus Salzsiure und Natronlauge hergestellt.

c. Die Feststellung des Hyoclu-Bazillen- Wachstuins sowie die  Be-
stimmugsmethode der Wasserstoffionenkonzentration habe ich oben schon
ausfiihrlich beschrieben.

d.’ Kulturmethode: 1In ein Reagensglas, in "das vorher 15 ccm
sterilisierter Nahrflissigkeit gefiillt worden waren, wurde der Standard-
Stamm der Hyochi-Bazillen eingeimpft. Dann wurde das Glas in einen
Thermostaten von 30°C gebracht.

(2) Versuchsergebnisse

a. Mit Phosphorsiure- und Kaliumphosphat-Puffer -
Versuch I

Kulturlssung :
" Grund-Sakelésung 70 70 70 70 70 70 70 70 ;O
H,PO, (M/2) 5.5 2.0
KH,PO, (M/2) 19.5 23.0 25.0 23.5 20.5 12.0 6.0 2.5
K,HPO, (M/2) . 1.5 4.5 13.0 19.0 22.5 25.0

Destilliertes Wasser 5 5 5% 5 5 5 5 %
pH 3.07 3.62 4.14 4.69 5.62 6.53 6.96 7.24 7.50
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Auf die obige Nihrfliissigkeit wurde der Standard-Stamm {ibertragen.

Nach einer Kulturdauer von 15 Tagen wurden die Resultate erzielt, welche
in Tabelle XXIV und Figur 2 niedergelegt sind. '

Tapitre XXIV -

pH Wachstum
Anfangs-pHL End-pH pH-Verinderung Tage (t) Gesch(v;’;xtl;i igkeit
3.07 —_ — — —
3.62 3.51 o.11 7 0.143
4.14 . 3.43 o.71 4 0.250
4.69 3-44 1.25 2 0.500
5.62 5.61 o.01 6 0.167
6.53 — —_ — —
6.96 —_ —_ _— —
7.24 —_ —_ — —
7.50 - —_ - _

Versuch I,

Kulturlésung : -
Grund-Sakel6sung 70 70 70 70 70 70 70 70
H3PO4 (M/2) 40 L5
KH,PO, (M/2) 21.0 23.5'24.5 24.0 22.5 18.0 15.0 12.5
K,HPO, (M/2) 0.5 1.0 2.5 7.0 10.0 12.5
Destilliertes Wasser 5 5 5 5 5 5 5 5
pH 3.28 3.75 4.31 4.49 5.10 6.06 6.36 6.57

Hierbei dauerte die Kultur 17 Tage lang. Die Ergebnisse sind in
Tabelle XXV und Figur 2 wiedergegeben.

Bei Versuch I war der Umfang des pH so gro, daB eine genaue
Festlegung des optimalen und der extremen pH bei der Bazillenentwicklung
nicht méglich war, jedoch lieB sich ohne weiteres erkennen, da8 die
Bazillenentwicklung nur auf der Siureseite stattfindet. Es zeigt sich, dafl
bei einem pH von weniger als 3.70 oder iiber 6.50 kein Bazillenwachstum
mehr auftritt, Das optimale pH ist 4.69. Bei Versuch II trat das Verhiltnis
des pH noch bedeutend klarer hervor als beim vorigen Versuche. Wenn
man diese beiden Veersuche-zusammenfasst, so gelangt man zu dem Ergebnis,
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TABELLE XXV

pH . Wachstum
Anfangs-pH End-pH pH-Verinderung Tage (t) Gesc}l’w/'gxdigkeit
3.28 — —_ — —
3.75 3.73 0.02 9 O.111
4.31 3.35 0.96 4 0.250
4.49 3.34 1.15 2.5 0.400
5.10 3.43 1.67 2 0.500
6.06 3.69 2.37 3 0.333
6.36 3.85 2,51 5 0.200
6.57 — — . —
Fig. 2

Wachstumsgeschwindigkeit
//

az »-
vd X
od /
o, B
! 35 4 as s 8- b bs

Anfangs-pH

daf} bei diesem Puffer die Bazillenentwicklung etwa von pH 3.62 bis 6.36
stattfindet und ihr Maximum etwa bei 4.7 bis 5.1 erreicht.

b. Mit Essigsiure- und essigsaurem Natrium-Puffer

Kulturlésung :
Grund-Sakelésung 70 70 70 70 70 70 70 7O
Essigsaure (M/2) 23.0 20.5 17.0 12.5 9.5 6.5 3.0 0.5
Na-Acetat (M/2) 2.0 4.5 80 12.5 15.5 18.5 22.0 24.5

. Destilliertes Wasser 55 5 5 5 5 5 5
pH 3.62 3.92 4.23 4.53 4.73 491 515 5.46

Die Kulturdauer betrug 15 Tage. Die Resultate sind.aus Tabelle

XXVI und Figar 3 ersichtlich. e
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TABELLE XXVI

pH ‘Wachstum
Anfangs-pH End.pHd pH-Verinderung Tage (t) Gesc}(xzitr;digkeit .
3.62 3.39 0.23 10 0.100
3.92 3.39 0.53 9 0.I11
4.23 3.51 0.72 3 0.333
4.53 3.72 0.81 2 0.500
4.73 3.86 087 2 0.500
4.91 3.99 0.92 2 0.500
5.16 4.07 1.09 3 Q333
. 5.46 4.21 1.25 4 0.250
Fig. 3 Bei diesem Versuche lag

I =T das Optimum der Bazillen-
- entwicklung um pH 4.43 bis
/ ‘\\ 4.91 und diese wurde bei

o
«

o
-’5" 04 / \ darunter und dariiber liegen-
'E 03. = - den Wasserstoffionenkonzen-
’%Qz / \+ trationen allmihlich schwi-
2 v : cher. Da sich bei diesem
.‘2; 01 o—r Puffer das pH nur von 3.62
§ 0 bis 5.46 regulieren laBt und
35 4 45 5 55 da innerhalb dieser Wasser-
Anfangs-pH stoffionenkonzentrationen sich

immer ein mehr oder minder
starkes Wachstum zeigt, lielen sich keine extremen pH feststellen.

¢. Mit Weinsiaure- und weinsaurem Kaliumsalz-Puffer

Kulturlésung :
Grund-Sakelésung 70 70 70 ‘ 70 70 70 70 70 70
Weinsaure (M/2) 12.5 3.5
K(Mono)-Tartrat(M/2) 12.5 21.5 24.5 21.§ I17.5 12.5 Q.0 4.0
K(Di)-Tartrat - 0.5 3.5 7.5 12.5 16.0 21.0 25.0

Destilliertes Wasser 5 5 5 5 5 5 5 5 5
pH 3.07 3.42 3.58 3.73 4.02 4.08; 4.26 4.59 5.09
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Die Bazillen wurden 16 Tage in diesen Flissigkeiten gelassen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle XXVII und Figur 4 zusammengefafit.
TaseLLe XXVII
pH » . Wachstum
Anfangs-pH End-piL pH-Verinderung Tage (t) ‘ GeSCl(i:\;itx)xdigkeit
|
307 — —_ - —_
3.42 — — — —
3.58 - - - —
373 — — — —
4.02 —_ — - —
4.08 4.05 0.03 6 0.167
4.26 4.17 0.09 5 0.200
4.69 4.14 0.55 2 0.500
5.06 4.58 . 0.48 3 0.333
Fig. 4 Hierbei lag das Wachstumsoptimum
= der Bazillen bei einem pH von 4.69 und
f’ 05 -Minimum bei 4.08. Bei Wasserstoffionen-
% wu [\ konzentrationen von unter 4.02 kam keinerlei
2 // \ Bazillenentwicklung mehr zustande.
2 d. Mit Milchsiaure- und milchsaurem
?_f 02 Pt .
g Natrium-Puffer
2 04 . . :
§ Die Bakterien wurden nach der Ein-
o impfung 15 Tage lang kultiviert. Die
44 5 Resul ieses Versuchs finden sich i
Anfangs-pH esultate dieses Versuchs finden sich 1n
Tabelle XXVIII und Figur 5.
Kulturlésung :

Grund-Sakelssung

70 70 J0 ;0 70 70 70 70

Milchsdure (M/2)  '24.5 20.5 160 12,5 1Lo 80 50 2.5
Na-Lactat (M/2)

Destilliertes Wasser

pH

0.5 4.5 9.0 12.5 140 17.0 200 22.5

5 5 5 5 5 5 5 5

3.04 3.36 3.67 3.88 3.03 4.18 4.40 4.60
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TaseLLe XXVIIL
pH Wachstum
Anfangs pH End-plI pH-Verinderung Tage (t) Geschzvli/x:?ﬁgkeit

3.04 — — —_ —

3.36 — - — -

3.69 — — —_ —

3.88 —_ —_— — —

3.98 3.87 0.1 10 0.100

4.18 3.57 0.61 6 0.167

4.40 3.69 0.71 3 0.333

4.60 3.75 0.85 2 0.500

Fig. 5 Wie aus diesen Ergebnissen ersichtlich ist
- zeigen die Bazillen bei diesem Puffer bei einem
= 05 » pH, welches unter 3.88 liegt, keinerlei Entwick-
2 s / lung mehr. Zwischen pH 3.98 und 4.60 belebte
w O . . . . .
s sich die Bazillenentwicklung parallel mit dem
é 03 / Aussteigen des pH. Eine Erzeugung von noch
2 a2 héherem pH war mir bei diesem Puffer nicht
E moglich.  Ich glaube annehmen zu kénnen, dafl
:f o1 bei diesem Puffer das Optimum das Bakterien-
= 0 wachstum entweder bei pH 4.60 oder noch
a 4 P
S

Anfangs-pH

e.
Versuch I,

Kulturlésung :

etwas hoher liegt.

Mit Salzsdure- und Natronlauge-Puffer

Grund- Sakelésung
HCI (M/10)

NaOH (M/

10)

NaCl (M/5)

pH

70 70 70 70 70 70 -70 70 70 70O
24.523.018.517.015.012.5 9.5 7.5 50 235
0.5 2.0 6.5 8010.012.515.517.520.0225

5 5 5 5 5 § 5 5 5 5§
2.63 2.76 3.22 3.49 3.70 4.07 4.52 5.16 6,19 7.06

Die Kulturdauer betrug 15 Tage. = Die Ergebnisse sind aus Tabelle
XXIX und Figur 6 zu ersehen.
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TaBeLLe XXIX

pH Wachstum
Anfangs-pH End-pll pI;I-Veréinderung Tage (t) Geschzvli/x:;ligkeit

2.63 —_ —_ — —
2.76 —_ —_ — —
3.22 - — —_ — —
3.46 - - - -
3.70 3.66 0.04 10 0.3100
4.07 3.28 0.79 4 0.250
4.52 3.30 1.22 2 0.500
5.16 399 117 3 0.333
6.19 3.76 2.43 8 0.125
7.06 —_— —_— — —

Versuch 11,
Um die pH-Verhiltnisse noch genauer als im vorigen Versuche klar-
zustellen, fihrte ich den Versuch II durch.

Kulturlésung :
Grund-Sakelsung 70 70 70 70 70 70 70 70 70 70O
HCl (M/t0) 18.5 18.016.0 13.010.0 7.5 6.0 50 4.5 4.0
NaOH (M/10) 6.5 7.0 0.012.015,017.5 19.0 20.0 20.5 21.0
NaCl (M/5) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
pH 3.22 3.27 3.5 3.90 4.42 5.07 5.61 6.08 6.336.52

Die Kulturdauer war dieselbe wie beim vorigen Versuche. Die
Resultate sind in Tabelle XXX und Figur 6 wiedergegeben.

Bei dem ersten dieser Versuche betrug das optimale pH 4.52, das
minimale 3.70 und -das maximale 6.19, wihrend das Optimum beim zweiten
Versuche bei 4.43, das Minimum bei 3.51° und das Maximum bei 6.33
lag. Wenn man den Einflu des pH auf die Bazillenentwicklung bei diesen
Puffern betrachtet, so findet man, daB eine Bazillenentwicklung nur zwischen
pH 3.5 und 6.3 stattfinden kann und das Wachstumsoptimum mit pH 4.5
zusammenfallt. :
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TaBerLe XXX
pH ‘Wachstum
Anfangs-pH End-pH pH-Verinderung Tage (t) Gesch(w;i/rt);iigkeit
3.22 — — — —
3.27 — — — —_
3.51 3.46 0.05 8 0.125
3.90 3.17 0.73 5 0.200
4.42 3.17 1.35 2 0.500
5.07 3.22 1.85 3 0.333
5.61 3.30 2.31 6 0.169
6.08 3.37 2.71 7 0.143
6.33 3.64 2.69 9 o.I11
6.52 — — — -
Fig. 6

= 05 / o
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35 4 45 5 55 b
Anfangs-pll

(3) Schlussbetrachtung und Zusammenfassung

Da die Hyochi-Bazillen-Entwicklung nur auf der Siureseite stattfindet,
lag auch das optimale pH stets auf der Siureseite. ~ Yamazaxr (54) studierte
ebenfalls die  Bezichungen zwischen der Entwicklung einiger von ihm
isolierter Hyochi-Bazillen und der Wasserstoffionenkonzentration u. zw. unter
Zuhilfenahme von Milchsiure als Regulierungsmittel (durch zusatz in Sake).
Auch er fand das optimale pH bei 4.5-5.0. Er sagte, dafl bei pH 4.5
anione Siure von Salzsiure, Phosphorsiure, Essigsiure und Milchsiure auf

die Hyochi-Bazillen-Entwicklung keinerlei Einflu8 ausiiben. Dei meiner
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Untersuchung konnte ich feststellen, dafl zwar in der Gegend des optimalen
pH kaum ein Unterschied je nach verschiedenen Puffermaterialien zeigte,
aber solcher mehr und mehr hervortrat, wenn sich das pH den Extremen
niherte. In dieser Beziehung stimmten meiner Resultate mit denen von
WoLr und SHUKNK (59) sowie denen von TakaHAsHI und ZENTA (4) Uberein,

Im folgenden gebe ich eine kurze Zusammenfassung dieser Ergebnisse.

I. Die Hyochi-Bazillen entwickeln sich nur auf der Saureseite, dagegen
nicht auf der alkalischen Seite oder im neutralen Gebiet.

2. Das Wachstum dieser Bakterien findet zwischen pH 3.5 und 6.4
statt, das Optimum liegt etwa zwischen 4.5 und s5.0.

3. In der Gegend des optimalen pH ist nur ein geringer Unterschied
zwischen dem EinfluB der verschiedenen Puffermaterialien zu vermerken,
wihrend sich in der Nihe der Extreme vielerlei merkliche Unterschiede
zeigen. '

4. Das minimale pH lag bei den einzelnen Pufferreihen am tiefsten
bei Salzsiure, dann folgten Essigsidure, Phospohorsiure und Milchsiure,
wahrend das Minimum bei Weinsdure am héchsten Stand.

C. Der Einfluss-yverschiedener Siiuren

Die meisten Siuren haben einen besondern physiologischen Einfluff auf
die Bakterienentwicklung. Unter ihnen finden sich einige, die das Bazillen-
wachstum ausgesprochen hemmen, mit sogenannter baktericider Wirkung.
Ueber die Art des Einflules bestehen verschiedenerlei Ansichten, im allge-
meinen denkt man an die folgenden drei Moglichkeiten: (a) Einfluf der
Wasserstoffionenkonzentration, (b) der charakteristische Anionen und (c)
der undissoziazierten Molekiile.

Unter den bisherigen Arbeiten tber die verschiedenen Einflisse auf
das Bakterienwachstum befindet sich eine ziemlich betrichtliche Anzahl,
welche den der Siuren zum Gegenstand hat.  Schon vor langer Zeit
erklarten Kr6N1G und PauL (60), daBl pH den Haupteinflu§ ausiibe, obwohl
auch die Anjonen und die undissozierten Molekiile ebenfalls in gewissem
Grade einwirken wiirden. Spiter fiihrten auch Paus (61), PauL, BIrsTEIN
und Rauss (62), Suimocawa (63), TETsumoro (64) sowie JANKE und BERAN
(65) bei verschiedenen Bakterien Versuche mit einigen Siuren iber die
baktericide Wirkung derselben aus. Den EinfluB von einigen Siuren auf
die Entwicklung der Hyochi-Bazillen behandelten lediglich TAkanAsnr und
ZEeNTA (6) sowie den von Caprinsidure Fugar und Nakasuima (66).

Ich selbst benutzt eine grofle Anzahl von Siuren und untersuchte den
EinfluB einer jeden Einzelnen auf das Bazillenwachstum.
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(1) Versuchsmethode

Mit den Siuren stellte ich Sakelésungen von 0.001, 0.004, 0.01I, 0,02,
0.03 und 0.05 9 her, die ich in Reagensglaser abfiillte. Hier hinein impfte
ich die Bazillen. Dann wurde die Losung in einen Thermostaten von 30°C
gebracht und tiglich das Bazillenwachstum beobachtet. '

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde nach der von mir bisher
schon immer angewendeten Methode gemessen und die titrierbare Saure-
menge auf die folgende Weise bestimmt: von jeder Lésung wurden §
ccm entnommen, diesen Rosolsiure als Indikator zugesetzt, mit N/1o NaOH
die Titration durchgefiihrt und der Ausfall nach der Menge der Natronlauge
bestimmt.

(2) Angewendfe Sadurearten

Die Zahl der in diesen Versuchen zur Verwendung gelangten Siure-
arten betrug 3I, worunter sich 12 gesittigte Monocarbonsiuren, 4 ge-
sittigte mehrbasische Carbonsiuren, 4 ungesittigte mehrbasische Carbon-
sduren, 4 Oxycarbonsiuren, 3 Oxybenzoesiuren und 4 Mineralsduren
befanden. Ueber diese Sauren gibt die Tabelle XXXI Aufschluf.

TABELLE XXXI

. . Zahl des Mol
Séureart . Formel Kohlen- GO“; Bemerkung
coe stoffes ew.
(Ameisens:’iure H-COOH 1 46.02 1\ -
Essigsiure CH,-COOH : 2 60,06 in Wasser

. Propionsiiure CH,CH,COOH 3 74.05 gelost

2 | n-Buttersiure CH,(CH,),CO0H 4 88.06

=

82 | Isobuttersiure | (CH,),CH-COOH 4 88.06 |/

3

§ J Tsovaleriansiure | (CH, ), CH'CH,COOH 5 | 10208 |\

= Capronsiure CH,(CH,),CO0H 6 116.10

]

-:E_f Isocapronsiure (CH,),CH(CH,),COOH 6 116.10 in 509%igem

it .

& | Oenanthsaure | CH,(CH,),COOH 7 | 13011 | 5 Alkohol
Caprylsiure CH,(CH,);COOH 8 144.13 gelost
Pelargonsiure CH,(CH,),COOH 9 158.14
Caprinsiure CH,(CH, ),COOH 10 | 17216 |/
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Zahl des Mol
Siureart Formel Kohlen- Gew, Bemerkung
W
stoffes '
L .
o 8 [ Oxalsiure HOOC:COOH+ 2H,0 2 126.05
= 0
% g 4 Bernsteinsiure, | HOOC(CH,),"COOH 4 118,05
3
E © | Glutarsiure HOOC(CH, ), COOH 5 | 13206
=2 Y Aconitsaure HOOC-CH,-C(COOH):CH-COOH| 6 | 17405
E] :
a (Fumarséure HOOC-C-H
Il 4 116.03
g H-C-COOH
g
o g Maleinsiure H-C-:COOH in Wasser
‘5:3: 2 i 4 116.03
28 { H-C-COOH > geldst
&
.q:‘: g_b Mesaconsiure HOOC-C-CH,
= 1l 130,048
= i H-C-COOH 5
[=F)
5 \ Itaconstiure CH,:C(COOH)-CH,COOH s | 130048
g Milchsiure CH,CH(OH)-COOH 3 90.05
3 .- )
g | Apfelsiure HOOC-CH, CH(OH)COOH 4 134.05
4
'5; Weinsiure HOOC CH(OH)-CH(OH)-COOH 4 150.05
5 Citronensiure HOOC-CH,-C(OH)(COOH) 6 210.08
CH,COOH ’
) OH .
A \
£ | salicylsdure Q COOH 7 138.05
2 OH ‘
Q . .
g m-Oxybenzoe- 1280 in 500¢ igem
8 siure 7 3905 10 Alkohol
> COOH 15
o Oxybenzoe gelost
p-Oxy -
el HO <:> COOH 7 | 13805 |)
& Salzsdure HCI 36.47
Q
"‘é o | Salpetersdure HNO, 63.02 { | in Wasser
2z .
‘g_,, % | Schwefelsiure H,SO, 98.09 geldst
=}
& Phosphorsiure H PO, 98.06

(3) Versuchsergebnisse

Der Einflul der einzelnen Siuren auf das Wachstum der Bazillen
wird durch die folgende Tabelle XXXII veranschaulicht.



106

YOSIIO OTANI

TaperLe XXXII
' Konzent- L Wachstum L
Siureart ration pH s’g&::;s:;)s’ Gesche Bakterien-
(%) ge Tage (t) windig- menge
keit (1/t)
Gesattigte Mono-
carbonsiure
0.001 3.84 1.35 4 0.250 ++
0.003 379 1.35 9 o.111 +
) 0.01 3.77 1.43 — — —_
Ameisensiiure 0.02 372 L5 _ __ _
0.03 3.69 1.bo — — —
0.04 3.62 1.68 — — —
o.001 3.87 1.30 1 0.250 + 4+ +
0.003 3.84 1.35 4 0.250 + 4 4
0.0 3.84 1.38 4 0.250 ++
Essigsiure 0.02 3.82 1.45 4 0.250 it
0.03 380 1.53 4 0.250 ++
0.04 38 1.63 4 0.250 ++
o.col 3.82 1.27 4 0.250 + +
0.003 3.82 1.25 4 0.250 + +
0.01 3.84 .31 4 0.250 ++
Propionsiure 0.02 379 131 4 0.250 +
0.03 3.77 1.38 4 0.250 +
0.04 3.79 1.40 6 0.169 +
0.001 382 1,27 4 0.250 +
0.003 382 1.25 4 0.250 + +
0.01 382 1.31 4 0.250 + +
n-Buttersiure 0.0z 379 .31 4.5 0.222 ++
0.03 3.77 1.38 5 0.200 ++
0.04 377 1.40 6 0.169 + -+
0.001 3.84 1.25 4 0.250 + +
0'co;5 3.84 1.25° 4 0.250 ++
oot 3.82 1.27 4 0.250 ++
Isobuttersiure 0.02 380 1.38 4.5 0222 ++
0.03 379 1.36 5 0.200 + +
0.04 397 1.40 5 0.200 ++
0.001 3.84 1.28 4 0.250 + 4+
0.005 3.79 .25 4 0.250 44+
Isovaleriansiure o.o1 580 126 4 0.250 +++
0.02 3.79 1.35 4.5 0.222 + 4+
0.03 3.77 1.35 5 0,200 + +
0.04 375 1.38 5 0.200 + +
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- Wachstum
Saureart }\?:tziggt- pH ;Ia‘;::;‘;:z‘e Cosch: Barlzt;:-ien.
(%) Tage (t) windig- &8¢
keit (1/t)

0.001 3.84 1.22 4 0.250 ++
0.00% 382 1.25 5 0.200 ++

Capronsiure 001 382 .25 7 0.143 ++
0.02 380 1.30 0’ 0,100 ++
0.03 389 1.30 — — -
0.04 3.82 1.37 — — —
0.co1 384 1.30 4 0.250 + +
0.005 3.82 1.26 4 0.250 + 4

Isocapronsiure ¢ oor 382 126 45 ©.222 +t+
0.02 382 1.30 5 0.200 ++
0.03 3.80 o L.32 5 0,200 + +
0.04 377 1.34 6 0.169 + +
0.001 3.84 1.25 4 0.250 + 4
0.003 399 - 1.27 6 0.169 + 4

Oenanthsiure Pe o.or 380 1-24 8 0-125 T+
0.02 3.79 1.27 10 0.100 +
0.03 380 1.30 —_— _ —
0.04 379 1.35 — — —
0,001 3.82 1.25 5 0.200 + -+
0.003 384 1.25 6 0.169 + 4+

Caprylsare . o.0I 380 1.25 9 O, 111 ++
0.02 3.80 1.23 — —_ —
0.03 3.82 1.32 —_ — —
0.04 384 1.30 —_ — —
0.001 3-37 1.27 5 0.200 ++
0.003 3.86 1.33 6 0.169 ++

Pelargonsiure oot 386 130 - - -
0.02 3.86 1.35 — — —
0.03 384 1.35 — — —
0.04 3.84 1.35 — — —
0.001 382 1.2 7 0,143 +
0.005 3.82 1.25 —_ — —

Caprinsiure oot 382 125 - - -
0.02 384 1.23 — — —
0.03 382 I.21 — — —_
0.04 384 1.20 — — —

Mehrbasische
gesittigte
Carbonsiure -
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Wachstum
Saureart K::;:?s::t' pH Titrations- Gl Bakterien-
. 2sch-
(%) sauremenge Tage (t) windig- menge
keit (1/t)

0,001 3.86 1.30 4 0.250 ++
0.003 3-84 1.35 4 0.250 + 4
Oxalsiiure 0.01 3.80 1.35 4 0,250 + +
0.02 3.73 1.43 4 0.250 ++
0.03 367 L.51 4 0,250 ++
0.04 3.62 1.55 4 0.250 + 4+
0.001 3.84 1.32 4 0.250 + 4
0.005 3.84 1.32 4 0,250 + 4+
Bernsteinsiure oot 382 35 4 0250 ++
0.02 3.84 1.47 4 0,250 ++
0.03 3.79 153 4 0,250 + +
0.04 377 1.60 5 0.200 + 4
0.001 3.89 1.25 4 0250 ++
0.005 3.86 1.27 4 0.250 ++
Glutarsiare 0.01 3.86 1.30 4 0.250 + -+
0.02 3.86 1.34 5 0.200 + -+
0.03 3.84 1.46 5 0.200 + 4+

0.04 3.82 1.50 6 0.169 +
0.001 3.86 1.33 4 0.250 ++
0.003 3.86 .34 4 0.250 ++
Aconitsiure o.01 3.84 1.36 5 0.200 + +
0,02 3.79 1.4% 6 0.169 + +
0.03 375 1.52 7 0.143 + +
0,04 3.70 1.58 8 0.125 ++

Mehrbasische
ungesittigte
Carbonsdure 3

0.001 3.86 1,21 4 0.250 + +
0.005 3.82 1,20 4 0.250 ++
Fumarsiure o0.01 3.80 1.25 6 0.169 + 4+
0.02 373 1.30 7 0.143 + -+
0,03 3.67 1.36 9 0.11I 4+
0.04 3.63 1.43 11 0.091 + 4
0.001 384 1.20 4 0.250 + +
0.003 380 1.28 4 0250 + 4+
Maleinsiure oot 377 125 6 0169 ++
0.02 3.73 1.30 7 0.143 + +
0.03 3.65 1.35 8 0.125 + +
0,04 3.62 1.45 9 o.111 + 4+
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Konzent- T Wachstum
. i itrations- Bakterien-
Siureart ration pH . Ten Gesch-
96) sauremenge Tage (t) Wil’ldig- menge
' keit (1ft)
( 0.001 3.'89 1.27 4 0,250 + 4+
0.003 3.87 1.30 4 0.250 ++
Mesaconsiitre o.01 386 1.40 5 0.200 T+
‘ 0.02 3.80 1.43 7 0.143 +4
0.03 3.97 1.49 9 O.I11 + -+
\ 0,04 3.72 1.60 1I 0.091 + 4
/ '~ o.001 3.93 1.29 4 0.250 +
0.00§ 3.89 1.30 4 0.250 ++
Ttaconsiure oor 3.87 1.35 3 0.200 + 4
S 0.02 3.84 - 1.40 6 0.169 ++
0.03 3.80 1.47 9 o.IIl ++
\ 004 379 1.55 11 0.091 + 4
-Oxycarhonsiure
( 0.001 385 1.19 4 0.250 + +
0.005 384 1.21 4 0.250 ++
Milchsiure oot 379 124 4 0-250 ++
S 0.02 3.73 1.25 5 0.200 ++
0.03 372 " 132 6 0.169 + 4
\| o©o04 369 1.35 7 0.143 ++
/| o001 3.86 .18 4 0.250 + 4+
0.005 3.87 L18 4 0.250 ++
}ipfelséure o.01 3.86 1.33 4 0.250 + +
: S 0.02 3.82 1.40 5 0.200 ++
0.03 379 1.47 5 0.200 ++
\{ oo4 377 1.53 7 0.143 ++
0.001 3.83 .18 4 0.250 ++
( 0,005 . 3.80 1.20 4 0.250 + +
Weinsture ) 0.01 377 1.20 4 0.250 ++
: 0,02 3.72 1.28 6 0.169 ++
0.03 3.67 1.35 7 0.143 ++
004 |. 362 1.37 7 0.143 +-+
L / © owoor |.° 3.86 1.19 4 0,250 4+
0.005 389 | 1.20 4 0.250 ++
Citronensiure ¢ oot 386 130 4 0259 ++
0.02 3-82 1.37 4 0.250 + +
0.03 3.79 1.40 4 0,250 ++
\ C.04 3.77 1.44 4 0.250 ++
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Wachstum
- Konzent- Titrations- _ Bakterien-
Saureart ration pH siuremenge Cesch- menge
(%) Tage (t) | windig-
keit {(1/t)
Oxybenzoesiure

0.001 3.84 1.23 4 0.250 ++
0.005 3.84 1.25 4 0.250 + +
Salicylsiiure , 0,01 3.82 1.28 5 0.200 + 4

. 0.02 377 1.28 9 o.I11 +

0,03 3.73 1.32 —_— — —_

0.04 3.70 1.33 — — —
( 0.001 3.84 1.18 4 0.250 ++
0,005 3.82 1.20 4 0.250 + +
m -Oxybenzoesiure, 0.0L 3.82 1.20 4 0.250 ++
0.02 3.79 1.22 4 0.250 ++
0,03 3.79 1.27 4 0.250 + 4+
0.04 3.79 1.30 4 0.250 ++
0.001 387 1.22 4 0.250 + 4+
0.003 384 1.20 4 0.250 ++
p-Oxybenzoesiure o.o1 384 121 4 0.250 ++
0.02 3-84 1.26 4 0.250 ++
0.03 3.82 1.26 4 0250 ++
0,04 3.80 1.30 4 0.250 4+

Anorganische
Salire

( 0.001 3.84 1.21 4 0250 ++
0.005 375 1.25 4 0.250 + 4+
Salzsiure ) o.01 3.67 1.31 4 0.250 4+ +
0,02 3.53 1.43 5 0.200 + 4

0.03 3.37 1.58 — —_ —_

0.04 3.24 1.69 — J— —
0.00L 3.84 1.20 4 0.250 ++
0.005 3.79 1.25 4 0.250 + +
Salpetersiure e oot 375 125 4 0250 ) ++
0.02 3.65 1.32 5 0.202 + 4+
0.03 358 1.38 8 0.125 +4-
\ 0.04 3.49 1.47 10 0100 + +
( 0.001L 3.84 1.18 4 0.250 ++
0.005 3.80 1.22 4 0.250 + +
Schwefelsiure ¢ oot 375 1.28 4 0250 t+
0.02 - 3.63 1.38 7 0.143 + +
0.03 3-49 1.46 9 0.111 + 4

0.0% 339 1.55 — _ —_
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) Konzent- Titrati Wachstum )
Saureart ration pH mlltrznh::,;e Geschs B“‘}:;:;‘Zn'"
(%) Tage (t) | windig-
keit (1/t)
0.001 3.84 1.9 4 0.250 + +
0.005 3.84 1.20 4 0.250 + 4
Phosphorsiure 0,01 3.80 .21 4 0250 + 4
0.02 373 1.30 4 0.250 ++
0.03 3.67 1.35 5 0.200 ++
0.04 3.62 1.40 6 0.169 + +
Kontrolle
0.001 3.86 118 4 0.250 +
0.005 3.86 1.19 4 0.250 ++
Wasser o.01 3.86 1.18 5 1 0.200 - +
0.02 3.86 18 4 0.250 + +
0.03 3.86 1.17 4 0.250 +
0.04 384 116 4 0.250 +

Wie aus der obigen Tabelle ersichtlich ist, zeigen sich bei den Bazillen
je nach den einzelnen Siurearten verschiedene Beeinflussungen des Wachs-
tums. Im folgenden mochte ich die Ergebnisse dieser Versuche zu-
sammenfassen.

I. Bei den gesittigten Monocarbonsiuren von C4-C, - zeigt es sich,
daBl, abgesehen von der Ameisensaure (C,), daB, je groBler die Zahl der
C wird, umso mehr das Bazillen-wachstum gehemmt wird.  Bei der
Ameisensdure ist die baktericide Wirkung unabhingig von der C-Zahl.

Vergleich man die Normalform und die Isoform einer Siure mit gleicher
C-Zahl, so ist stets der Einflul der Ersteren der starkere.

2. Bei den gesittigten mehrbasischen Carbonsiuren und den un-
gesittigten mehrbasischen Carbonsiuren wurden solche von C, bis Cg
benutzt.  Darunter war stets der Einflul der ungesittigten stirker als der
gesittigten.  Auflerdem lie8 sich beiden Siuren mit hoher C-Zahl ein
etwas groferer EinfluB feststellen als bei den mit niedrigerer C-Zahl.

3. Unter den Okycarbonsla'uren war der Einflufl der Milchsaure, Apfel-
siure und Weinsiure fast derselbe. Bel Zitronensiure mit 3 Radikalen
ist der Einflu am geringsten.

4. Unter den Oxybenzoesiduren ibt die Salicylsiure (Ortho-Form)
einen stark hemmenden Einflu auf die Bazillenentwicklung aus, wahrend
die Mecta- oder Paraoxybenzoesiure keinerlei EinfluB zeigen.
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5. Beiden oben genannten aliphatischen Carbonsduren und Oxybenzoe-
siuren laft sich nach meinen Versuchen keinerlei EinfluB der pH-Zahl
und der Titrationssiuremenge dieser Sauren auf die Bazillenentwicklun
konstatieren.. -

6. Bei den anorganischen Siuren, wie Salzsiure, Salpetersdure,
Schwefelsiure und Phosphorsiure konnte ich einen Einfluf des pH auf
die Bazillenentwicklung feststellen, wahrend sich ein solcher der Titrations-
menge nicht bemerken lieS.

D. Einfluss der Qualitiit des Sake

Je nach der Natur der einzelnen Rohmaterialien, aus denen der Sake
hergestellt wird, wie z. B. Reis, Koji und Wasser sowie seiner Herstellungs-
weise zeigen sich verschiedene Unterschiede in der Qualitat des Sake.

Im allgemeinen nimmt man an, daBl auch das Faulen des Sake je
nach der Sakequalitit verschieden leicht vor sich geht, jedoch sind bisher
hieriiber noch keine genaueren Tatsachen bekannt. Yawmapa (67) nahm
an, dafl ein bestimmtes Verhiltnis zwischen Aldehyden und der Fiulnis

. Verhiitung bestinde, Yasupa (63) dagegen wies auf einen Zusammenhang
. mit der pH-Zahl hin. Kirzlich verdffentlichte jedoch Tokuoka (69) eine
. Arbeit, in der er meint, daB eine Beziehung zu den Aldehyden nicht bestehe,
wahrend bei hohem Prozentsatz des Gesamtstickstoffs und der Aminosauren
ein Faulen des Sake leichter eintrete ebenso bei einer hoheren pH-Zahl.

Diesmal bestimmte ich unter Benutzung einer grofien Menge von Sake-

- Proben (ohne Sterilisationsmittel) deren pH, Aciditit, Farbenintensitit,
Stickstoffgehalt (Gesamtstickstoff und Aminostickstoff) und Zucker und unter-
suchte die Beziehungen zwischen dieser Prozentsitzen und der Hyochi-
Bazillen-Entwicklung.

(1) Versuchsmethode

Von den fiir diese Versuche als Proben verwendeten verschiedenen
Sakesorten wurden je 15 ccm in Reagensgliser eingefiillt. Hierin wurde
je ein Tropfen von dem Hyochi-Bazillen-Stamm, der mit einer KapillarrShre
-entnommen worden war, eingeimpft. Die Reagensgliser wurden in einem
Thermostaten bei 30°C gehalten und die Bazillenentwicklung tdglich beo-
bachtet.

- Bei den einzelnen Sakesorten bestimmte ich pH, Siuremenge, Iarbe,
Sticksoffgehalt und Zuckermenge. Die Bestimmung von Wasserstoffionen-
konzentration und Sduremenge erfolgten nach der schon frither beschriebenen
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Methode. Der Gesamtstickstoff wurde nach dem Verfahren von Kjeldahl
festgestellt und die Bestimmung des Aminostickstoff nach der Formol-
Titrationsmethode. Nach der Methode von Bertrand wurde der reduzierte
Zucker bestimmt.

(2) Versuchsergebnisse

a. Wasserstoffionenkonzentration

Die Beziehungen zwischen dem pH der verschiedenen Sakesorten und
der Schnelligkeit der Bazillenentwicklung sind aus der folgenden Tabelle
ersichtlich.

Taperie XXXIII

pH Wachstum
Nr. pH-Wert Messl(lg%jtemp- Tage (t) Gesch?;i/rtx;ligkeit
X 4.06 14 - 4 0,250
2 4.0t ” 9 o.111
3 4.03 » 5 0,200
4 3.97 ” 7 0.143
5 396 ” 4 0.250
6 404 ” 7 0.143
7 4.05 ' » —_ —
8 4.02 » 7 0.143
9 . 388 ” 6 0.169
10 3.99 ” 5 0.200
1 397 ” 6 " 0.169
12 3.98 » 5 0.200
13 3.95 ” 3 0.125
14 401 » 4 0.250
15 397 13 6 0.169
16 3.93 ” 6 0.169
17 397 » 4 0.250
18 394 » 7 c.143
19 393 ” 9 o.II1
20 3.97 " _ —_

Bemerkung: -— negativ
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Wie aus der obigen Tabelle hervorgeht, betragt die pH-Zahl des
Sake 3.8-4.05. Zwischen diesen beiden Grenzzahlen ist stets eine starke
Entwicklung der Hyochi-Bazillen zu bemerken.

b. Titrationsaziditat

Die folgende Tabelle zeigt ‘den Einflu} der Titrationsaziditat auf die
Hyochi-Bazillen-Entwicklung.

TaBeLLE XXXIV

Titrationssiuremenge Wachstum-
Nr. 11:14/10 NaOH- | als Bernsteinsiure Tage (1) Geschwindigkeit
enge (ccm) % (1/t)
I 1.28 0.148 5 0.200
z 1.32 0,153 g o.I1X
3 1.14 0.131 6 0,169
4 1.19 0.138 6 0.169
5 1.24 0.143 4 0.250 B
6 1.25 0,145 4 0.250
7 1,28 . o148 4 0.250
8 1.30 0.130 1x 0.091
9 1.34 0.155 — —_
10 L[ 0.152 8 0.125
34 1.39 0.161 7 0.143
12 1.25 ' 0.145 5 0.200
13 1.29 0.149 7 0.143
14 1.30 0.151 7 0.143
15 1.36 0.157 — _—
16 1.19 . 0138 5 ~0.200
17 1.28 . o148 7 0.143
13 1.30 0.150 - —_

Aus der obigen Tabelle ersieht man, daf die Sduremenge bei 10 ccm
Sake -7 ccm N/10 NaOH betragt, soda sie als Bernsteinsiure 0.1-
02 9% im Sake ausmacht. v

Es ergibt sich, dal die Aziditit keinen wesentlichen Einfluff auf die
Entwicklung der‘HyochZ-BaziHen besitzt.
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c. Farbe

115

Tabelle XXXV gibt die Farbenintensitit der einzelnen Sakesorten
und ihre Beziehungen zum Bazillenwachstum wieder. '

——

TaBerLLe XXXV
Wachstum
Nr. Farbenhintens tit .
- Geschwindigke:t
Tage (t) “(ut)
I + 4 0.250
2 + o+ 9 oIl
3 + 5 0,200
-4 ++ + 10 0.100
5 = 4 0.250
6 +++ - —
7 ++ 6 0,169
8 + 4 0.250
9 + 6 0.169
10 + 5 0.200
Bemerkung: Bei der Farbenintensitit bedeutet =+ Spur, 4 schwach, + + mittelstark,

+ + 4 stark,

Es zeigt sich, daB kriftig gefirbter Sake eine gewisse das Bazillen-
wachstum hemmende Tendenz aufweist.

d. Stickstoffgehalt

Bei diesem Versuche bestimmte ich den Gesamtstickstoff sowie den
Aminostickstoff. ~ Das Verhiltnis zwischen der Bazillenentwicklung und
dem Stickstoffgehalt im Sake geht aus der folgenden Tabelle XXXVI

hervor.

Die Schwankungen des Gesamtstickstoffes und des Aminostickstoffes

verlaufen demnach meistens parallel.

Sake mit hohem Stickstoffgehalt leichter vor sich zu gehen.

€.

Zuckermenge

Die Bazillenentwicklung scheint in

Die reduzierte: Gesamtzuckermenge im Sake und ihr Einflu8 auf das
Bazillenwachstum sind in Tabelle XXXVII wiedergegeben.
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TABELLE XXXVI

Stickstoff Wachstum
Nr. . .
Gesan:)i-N (a) Amm;)(;N (b) ab Tage (t) Geﬁghv?;ﬁ)]g.
1 0.119 0,041 0.078 7 0,143
2 0.180 0.054 0.126 4 0.250
3 0.128 0.042 0.086 6 0.169
4 0.173 0.052 0,121 4 0.250
5 0.124 0.044 0,080 7 0.143
6 0.152 0.047 0.105 5 0.200
7 0.143 0.050 0.093 8 0,125
8 0.119 0,048 o071 — —
9 o.112 0.039 0.073 10 0.100
10 0.165 0,057 0.108 - 4 0.250
11 0.124 0.034 0.090 8 0.125
12 0.147 0.040 0.107 6 0.169
13 0.131 0.039 0.092 8 0.125
14 0.144 0.041 0.103 5 0,200
15 0.114 0.039 0.075 9 o.I1X
TaBeLLte XXXVII
N Reduz (i;lrtir Zucker Wachstum
r. ukose . . .
( o ) Tage () GeSCh(V;'llrtl;ilgkelt
I 3857 5 0,200
2 4832 4 0.250
3 2.064 9 0.111
4 2.945 7 0.143
5 3.634 6 0.169
6 4.521 5 0.200
7 2.753 7 0.143
8 3.452 8 0,125
9 2.155 —_ —
10 3.715 4 0.250
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Man ersieht hieraus, dafl die Bazillenentwicklung in zuckerreichem
Sake eine lebhaftere und reichlichere ist.

(3) Schlussbetrachtung und Zusammenfassung

Bei meinen zahlreichen Untersuchungen tiber die Beziehungen zwischen
der Qualitat des Sake und der Hyochi-Bazillen-Entwicklung kam ich immer
wieder zu dem Ergebnis, daB es infolge der komplizierten Zusammensetzung
des Sake und den groflen Unterschieden in Bezug auf Herstellungsweise
und Qualitidt desselben sehr schwierig ist, die Verschiedenheiten der Bazillen-
entwicklung allein einem Faktor zuzuschreiben.

Bei einem Vergleich meiner Versuchsergebnisse mit denen anderer
Autoren, zeigt sich, da8 sie in Bezug auf das Verhiltnis zwischen Wasser-
stoffionenkonzentration und Bazillenentwicklung mit denen von Yasupa (68)
sowie Toruoka (69) nicht iibereinstimmen.  Die Untersuchungen tiber die
Beziehungen zum Stickstoffgehalt dagegen zeigen bei mir das gleiche
Resultat wie bei Toruoka (69)

Faft man die Hauptergebnisse meiner Versuche zusammen, so laft
sich folgendes sagen:

1. Wasserstoffionenkonzentration und Titrationsaziditit im Sake wiesen
zu geringe Schwankungen auf, um einen Einflu auf die Hyochi-Bazillen-
Entwicklung bemerken zu kénnen.

2. Bei intensivem Farbton des Sake scheint die Bazillenentwicklung
gehemmt zu sein.

3. Bei Sake mit hohem Stickstoff und Zuckergehalt geht das Bazillen-
wachstum lebhafter vor sich.

E. Zusammenfassung

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen tber die exogenen Einflife,
d. h. Temperatur, Wasserstoffionenkonzentration und Sauren sowie Qualitit
des Sake mochte in ihren wichtigsten Punkten im folgenden zusammen-
fassen :

1. Das Optimum der Hyochi-Bazillen-Entwicklung im Sake liegt bei
30°C, das Minimum betrigt 4.5°C, wihrend auch bei Temperaturen von
iiber 50°C keine Bazillenentwicklung mehr stattfindet.

2. Als Pasteurisierungszeit geniigen bei einer Temperatur von 50°C
30 Minuten, bei 55°C 5 Minuten und bei 60°C und hoheren Temperaturen
ein Moment.
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3. Die Hyochi-Bazillen-Entwicklung findet ausschlielich auf der Siure-
seite statt.

4. Far die Hyochi-Bazillen-Entwicklung liegt das minimale pH bei
3.5, das maximale bei 6.4 und das Optimum etwa zwischen 4.5 und 5.0.

5. Auf die Hyochi-Bazillen-Entwicklung tibten organische Sauren den
folgenden Einfluf aus:

a. Durch gesittigte Monocarbonsiure wird (wenn man von der be-
sonders stark hemmend wirkenden Ameisensiure absieht) die Hyochi-
Bazillen-Entwicklung umso mehr behindert, je grofler die C-Zahl ist.

b. Bei der mehrbasischen Carbonsiure ist der das Bazillen-wachstum
hemmende Einflul der ungesittigten Sduren stirker als der gesittigten.

c. Bei der Oxybenzoesiure behindert lediglich die Ortho-Form (Salicyl-
sdure) das Bazillenwachstum, wihrend die anderen Formen keinen Einflu§
ausiiben.

6. Es laft sich ein hemmender EinfluB der Mineralsiuren auf die
Bazillenentwicklung bemerken.

7. Die Schwankungen des pH und der Titrationsaziditit waren zu
niedrig, um dadurch bedingte Verinderungen des Bazillenwachstums fest-
stellen zu koénnen.

8. Waihrend die Bazillenentwicklung bei Sake mit intensiverer Farbe
gehemmt wird, ist sie bei hohem Stickstoff- und Zuckergehalt angeregter.

I1I. DIE VERAENDERUNGEN DER CHEMISCHEN BESTAND-
TEILE DES SAKE BEI DER ENTWICKLUNG
DER HYOCHI-BAZILLEN

Bei der Entwicklung der Hyochi-Bazillen im Sake treten durch den
mit ihren Lebensfunktionen verbundenen Stoffwechsel Veridnderungen der
chemischen Bestandteile des Sake ein. Hierbei handelt es sich um Hyochi-
Sake, dessen Eigengeruch und -Geschmack mit dem Fortschreiten der
Bazillenentwicklung so unangenchm werden, daf sie das Getrink véllig
ungeniefbar machen.

Nach Takauasui (5) produzieren die Hyochi-Bazillen: Essigsaure,
‘Ameisensiure, Buttersiure, Milchsiure, milchsaures Methyl, Fuselt! und
Isopropylalkohol. ~ Vor kurzem veréffentlichte Tomivasu (70) eine Arbeit
iber den Geruch des Hyochi-Sake, in der er mitteilte, daB es sich hierbei
um den Geruch von Diacetyl handele.

Im Jahre 1921 fiihrte Kurono (12) Versuche iber die Differenz der
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organischen Basen in gesundem und in verfaultem Sake aus. Nach ihm
tritt bei der Sake-Fiulnis im Gegensatz zu den gewohnlichen Faulnis-
prozessen keine Verianderung des Cholin ein wobei der Lysingehalt abnimmt
und der des Cadaverins ansteigt, wahrend bei gesundem Sake der Lysin-
gehalt ein hoher ist.  Hieraus wird geschlossen, dafl wahrscheinlich das Lysin
durch die Einwirkung der Hyochi-Bazillen in Cadaverin verwandelt wird.

Alle diese bisherigen Versuche haben jedoch lediglich einige durch
die Sakefiulnis erzeugte Bestandteile oder einzelne Vergleiche zum Ge-
genstand, wihrend eine umfassende Uebersicht tiber die Verinderungen der
chemischen Bestandteile durch die Entwicklung der Bazillen bisher noch
fehlt. .

Deshalb méchte ich im folgenden die Ergebnisse meiner zusammen-
fassenden Untersuchungen auf diesem Gebiete mitteilen.

A. Veriinderungen der allgemeinen
chemischen Bestandteile

Als die wichtigste Frage erschien mir, welche Bestandteile des Sake
bei der Hyochi-Bazillen-Entwicklung am stirksten von Verinderungen
betroffen wirden. Um dieses Problem zu lésen, untersuchte ich die Zu-
sammensetzung desselben Sake vor der Impfung mit Hyochi-Bazillen
(Normal-Sake) und nach fortgeschrittener Faulnis (Faulnis-Sake).

Wie aus der Tabelle XXXVIII ersichtlich ist, sinkt im Sake durch Ent-
wicklung der Hyochi-Bazillen meist der Zucker, dagegen steigt der Siure-
gehalt am stirksten. Auch hieraus geht hervor, daf die Hyochi-Bazillen
zweifellos die Fahigkeit besitzen, Zucker in Sdure zu verwandeln. Da trotz
des fast unverinderten Gesamtstickstoffgehaltes eine starke Vermehrung
der Aminosauren zu verzeichnen ist, lat sich vermuten, daf die Bazillen
durch Verdauung einer zwischen Roheiweiffl und Aminosauren liegenden
Umwandlungsform des Eiweiles Aminosiuren zu bilden imstande sind.

B. Veriinderungen der stickstoffhaltigen
Substanzen

Auch Takarasni (11) wies schon auf die Verwandlung von Stickstoff
"Aminosiduren bei der Sakefiulnis hin, wobei er ‘jedoch leider. keinerlei
genauen Angaben iber die Frage machte, aus welchen stickstoffhaltigen
Substanzen diese Aminosiuren hervorgehen. Diese Frage konnte ich durch
meine unten beschriebenen Versuche klarstellen.
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TaBeLLe XXXVIII

Nr. Bestandteile Normal-Sake Fiulnis-Sake
( Spez. Gew. (15°C) 1.0037 1.0029

Alkohol (Vol.) 14.39 % 14.39 %

Extrakt 537 " 5I1r 7

Rohzucker (= Glukose) 2757 7 2134 ”

J Dextrin 1.395 ” 1402 »

I Gesamtsiure (= Bernsteinsiure) o141 ” 0.459

Fljich:lige S.iurg (=Essigsiure) o013 ¥ o041 7

Nichufichtige sa‘?—z Bernsteinsiure) ?'128 ” o418 7

Rohprotein 0.go6 0.9oo0 "’

Aminosiure (=Glykokol) oj31x ” o252

\ | Asch 0,0366 " 0.0376 "

Spez. Gew. (15°C) 1,0070 1.0062

Alkohol (Vol.) 16.17 9% 16.14 9

Extrakt 6,67 6.46 ”

Rohzucker (= Glukose) 3.441 " 3.029 »

Dextrin 1.940 ” 1.918

2 S Gesamtsiiure (= Bernsteinsiure) 0,145 0.388 ”

Fliichtige Siure (=Kssigsiure) o.cog " 0.026 ”’

Nichtfiichtige Sa?:Bemsteinsiiure) 0.136 7 0362 7

Rohprotein o.775 ” 0.763

Aminosiure (= Glykokol) 0236 ” 0284 7

\ Asch 0.0324” 0.0266”

1) Analytische Methode

Zur Analyse der verschiedenen Stickstoffsformen benutzte ich meistens
das Avarsche Verfahren (71). Die Methode war die folgende:

a. Gesamistickstoff. 1 ccm der Proben wurde nach der Mikro-
Kjeldahl-Methode bestimmt.

b, Reinprotein-Stickstoff. 5 ccm der Proben wurden neutralisiert,
erwirmt, mit STUTZER - Reagens vermengt und filtriert.  Der zuriick-
gebliebene Stickstoff wurde dann gemessen. '

¢. Koagulierender Proteinstickstoff. 50 ccm der Proben wurden neu-
tralisiert, hierzu wurden einige Tropfen 30 %iger Essigsiaure hinzugefiigt
und die Proben 2 Minuten lang erhitzt. Der in dem sich ausscheidenden
Niederschlag enthaltene Stickstoff wurde dann bestimmt.
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d.  Albumose-Stickstoff.  Das beim Niederschlag des koagulierenden
Proteinstickstoffs abgetrennte Filtrat wurde konzentriert. Dann wurde es
mit Bleisulfat versetzt und einen Tag lang stehen gelassen. Der sich
ausscheidende Stickstoff wurde gemessen.

e. Peprid-Stickstoff.  Das beim Niederschlag des Albumose-Stickstoffs
isolierte Filtrat wurde evaporiert. Es wurde ihm dann Phosphorwolframsiure
zugesetzt. Die in dem sich bildenden Niederschlag enthaltene Stickstoff-
menge wurde erreichnet.

J.  Awminostickstoff. Mittels SSrENsENscher Formol-Titrations Methode.

g. Amid-Stickstoff. Dieser wurde dadurch berechnet, dal die ver-
schiedenen Stickstoffmengen vom Gesamtstickstoff abgezogen wurden.

(2) Versuchsergebnisse

TaseLLe XXXIX

: Normal-Sake Fiulnis-Sake
Nr. Stickstoff (%) %)
s Gesamt-N 0.170 0.170
Reinprotein-N 0.008 0.008
Koagulierender Protein-N o o
! é Albumose-N 0.002 0.002
Peptid-N 0.049 0.037
L Amino-N 0.053 0,063
Amid-N 0.058 0.038
( Gesamt-N 0.130 0.130
Reinprtein-N ©.006 0.006 ,
Koagulierender-Protein-N o o
2 < Albumose-N 0.002 0.001
Peptid-N 0.046 0.037
Amino-N 0.049 0,058
\ Amid-N 0.027 0.028
4 Gesamt-N 0.136 0.136
Reinprotein-N 0,009 0.009
Koagulierender Protein-N o o
3 q Albumose-N 0,002 0.002
Peptid-N ' 0.033 0.040
Amino-N : 0.043 0.056
k Amid-N 0,029 0029
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Die bei der Sake-Faulnis auftretenden Verianderungen des Geéhaltes
an .den oben aufgefithrten Stickstoffsformen sind in der obigen Tabelle
XXXIX niedergelegt. :

Wie sich aus den obxgen Ergebnissen ersehen l1aft, handelt -es sich
offenbar bei den durch die .Entwicklung der Hyochi-Bazillen verinderten
stickstoffhaltigen Substanzen um Entartungsformen von Eiweil d. h. . die
Peptide werden bei weiten am meisten und Albumose schwach verdaut.
Bei Reinprotein zeigt sich jedoch keinerlei Verdnderung.

Als Endprodukte der Verdauung sind offenbar die Ammostxclxstoff stark
vermehrt.

C. Veriinderungen der Zuckermenge

Nach der allgemeinen Analyse 1a6it sich klar ersehen, da der Zucker-
gehalt des Sake nach dem Verfaulen stark abnimmt. Deshalb fihrte ich
die im folgenden aufgefiihrten Versuche iber die Ab- und Zunahme des
Gesamtzuckers, reduzierten Zuckers, Dextrins und der Pentose aus.

(1) Analytische methode

a. Gesamtsucker. 50 ccm der Proben wurden mit verdiinnter Am-
moniaklosung neutralisiert, bis auf ein Drittel ihrer Menge evaporiert und
dann genau auf 100 ccm gebracht. Davon wurden 50 ccm entnommen,
mit 6 ccm 25 9%iger Salzsiure versetzt und 3 Stunden lang iiber dem
Wasserbade erhitzt.  Nach Erkalten wurde die Lééung mit Natronlauge
neutralisiert und genau auf 500 ccm gebracht.  Davon wurden 20 ccm
entnommen und nach der BErtraNDschen Methode als Glukose bestimmt.

b.  Reduzievter Zucker. Von den Proben wurden 10 ccm neutra-
lisiert. Der Alkohol wurde iiber dem Wasserbade verdampfen lassen und
die Menge dann genau auf 100 ccm gebracht.  Hieraus wurden 20 ccm
nach }(A:I‘er BI«:RTRANDS@_héI; Methode auf den Zucker hin untersucht.. Das
Ergebnis wurde in der Form von Glukose erhalten.

¢, Dextrin. Der Dextringehait wurde dadurch errechnet, daff die
Menge des reduzierten Zuckers von der des Gesamtzuckers abgezogen
wurde und das Resultat ‘'mit dem IFaktor 0.9 multipliziert wurde.

d. Pentose. 100 ccm Proben wurden bis auf etwa 30 ccm evaporiert.
Hierzu wurden 333 ccm Salzsidure mit dem spez. Gewicht 1.18, und 16.6
ccm Wasser hinzugefﬁgt.’ Dann wurde auf die gewshnliche Weise destil-
liert bis das Destillat 400’ccm betrug. Diesem wurde eine Salzsdurelésung

von reinem Phloroglucin zugefugt und so das Phloroglucin gefallt und als
Arabinose gemessen.
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TaserLe XL
Normal-Sake Fiulnis- Sake

Nr. Zucker (9¢) (%)
Gesamtzucker 4.310 3.53°
Reduzierter Zucker 2.671 2.153
! Dextrin 1.475 1.239
Pentose 0.131 0,123
Gesamtzucker 6.708 5.840
Reduzierter Zucker 3-537 3-275
2 Dextrin 2.534 2.759
Pentose 0.277 0234
Gesamtzucker 6.108 5.954
Reduzierter Zucker 4.136 3.953
3 Dextrin 1-775 1.801
Pentose 0.171 0,164
Gesamtzucker 6.644 6.414
| Reduzierter Zucker 5.281 5.062
4 Dextrin 1.227 1.217
Pentose 0.197 0.176
Gesamtzucker 6.402 6.314
Reduzierter Zucker 5.221 5.030
3 Dextrin 1.068 1.063
Pentose 0.176 0.168
Gesamtzucker 4.570 4.293
Reduzierter Zucker 3.146 2.961
6 Dextrin 1.282 1.256
Pentose 0.193 0.175
Gesamtzucker 5.271 4.953
Reduzierter Zucker 4.228 4.013
7 Dextrin 1.035 1,028
Pentose 0.179 0.156
Gesamtzucker 5.943 5.634
Reduzierter Zucker 4.525 4.342
8 Dextrin 1.276 1.263
Pentos: 0.156 0.148
Gesamtzucker 4.451 4.236
Reduzierter Zucker 3.249 3.076
9 Dextrin 1.082 1.080
Pentose 0,171 0.163
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Versuchsergebnisse

Aus der Tabelle XL ist ersichtlich, wie weit der Zucker von den
Hyochi-Bazillen verdaut wird.

Wie aus der obigen Tabelle hervorgeht, wurde jeder Zucker von den
Hyochi-Bazillen verdaut, u. zw. bei weitem am leichtesten der reduzierte
Zucker, besonders der aus Maltose und Glukose stammende.

Auch Dextrin wurde verdaut, jedoch nur in sehr geringer Menge,
wihrend von der Pentose nur eine Spur aufgenommen wurde.

D. Veriinderungen der Siuren

Obwohl es seit langem bekannt ist, dafl mit der Entwicklung der
Hyochi-Bazillen die Siuremenge im Sake steigt, fiihrte ich zur noch
genaueren Bestimmung der Siuren die folgenden Versuche aus.

(1) Verdnderungen der Gesamt-, flichtigen und
nichtfliichtigen Szuren

Sowohl im Normalzustand als auch im TIaulniszustand des Sake
bestimmte ich den Gehalt an den obengenannten drei Sauren.

Analytische Methode

a. Gesamtsiure. 25 ccm der Proben wurden mit einer geeigneten
Menge von destilliertem Wasser vermengt. Hierzu wurden 2 bis 4 Tropfen
Rosolsaure als Indikator hinzugefiigt.  SchlieBlich wurde mit N/10 Natron-
laugelésung titriert.  Die Titrationsmenge wurde mit dem Faktor 0.0059
multipliziert und die Gesamtsdure als Bernsteinsiure errechnet.

6. Flichtige Siure. 25 ccm Proben wurde durch Verdampfen des-
tilliert. Das Destillat wurde mit N/10o Natronlauge titriert. Die Titrations-
menge wurde mit dem Faktor 0.006 multipliziert und die fliichtige Sdure
als Essigsiure bestimmt.

c., Nichtfliichtige Sdure.  Durch Subtrahieren der Titrationsmenge
der Gesamtsaure von der Titrationsmenge der flichtigen Sdure erhilt man
die Menge der nichtfliichtigen Siure als Bernsteinsiure.

Versuchsergebnisse

Die Ergebnisse der auf die oben beschreibene Weise durchgefiihrten
Versuche sind in der folgenden Tabelle XLI niedergelegt.
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TaBeLLE XXXXI

NE. Siure Normal-Sake Fiulnis-Sake
(2%5) (%)

Gesamt-S. 0.167 0.412
1 { Fliichtige-S. 0.008 " 0.031
Nichtfliichtige-S. 0.159 0.381
Gesamt-S. 0.156 0.285%
2 { Fliichtige-S. 0,012 0.020
Nichtfliichtige-S. 0.144 0.265
Gesamt-S. 0.141 0.459
3 { Fliichtige-S. 0.013 0.041
Nichtfliichtige-S. 0.128 0.418
[ Gesamt-S. 0.143 ' 0.388
4 Flichtige-S. 0,009 0.026
l Nichtfliichtige-S. 0.136 0.362
Gesamt-S. 0.255 0.618
5 { Fliichtige-S. 0,008 0.032
Nichtfliichtige-S. 0.247 0.586
Gesamt-S. 0.238 0435
6 Fliichtige-S. " o011 0.020
Nichtfliichtige-S. 0.227 0.413

Wie sich aus der obigen Tabelle ersehen lifit, steigt der Prozentsatz
aller Siauren, besonders derjenige der nichtflichtigen, bei der Fiulnis des
Sake an.

(2) Isolierung der nichtflichtigen Siuren in
Normal- und Fanlnis-Sake

Bei dem Verfaulen des Sake durch die Entwicklung der Hyochi-
Bazillen steigt unter den Siuren die Menge der nichtfliichtigen bei weitem
am starksten an.  Dabei ist es notwendig, festzustellen, welche von den
nichtflichtigen Siduren das grofite Anwachsen zeigen. Zu diesem Zwecke
fihrte ich die folgenden Versuche aus.

Isolierungsmethode

1 “Shd” (1.804 Liter) der Proben wurden mit Kalkwasser neutralisiert
und das dadei gefillte Kalzium auf das Vorhandensein von Oxalsiure hin
gepriift. Das bei der Ca-Fillung abgetrennte Filtrat wurde mit Schwefel-
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siure angesiuert und bei Niederdruck so lange destilliert, bis die flichtigen
Sduren im Riickstand véllig verschwanden.

Den Riickstand extrahierte ich mit Aether unter Benutzung des Supo
und Kumacawaschen Apparates. Die durch Aether nicht extrahierten
Bestandteilen priifte ich mittels der Glukonsiurereaktion.

Aus dem Aectherextrakt evaporierte ich den Aecther und setzte eine
kleine Menge warmen Wassers zu. Hierzu wurde Bariumhydroxid hinzu-
gefiigt und dadurch neutralisiert. Der hierbei zu Tage tretende Nieder-
schlag wurde abfiltriert. Dann wurde er auf das Vorkommen von Milch-
siure hin untersucht. Das Filtrat wurde mit Schwefelsiure vermengt,
konzentriert und der Niederschlag mittels der Fumarsiurereaktion gepriift.
SchlieBlich wurde das restliche Filtrat der Aepfel- und Bernsteinsdure-
Reaktion unterworfen.

Diese Untersuchungsmethode wird durch die folgende Schema ver-
anschaulicht.

Proben

Kalkwasser (neutralisiert)
|

( )
Ca-Fallung Filtrat
‘m‘ Schwefelsdure (ang‘eséuert)
- Destillation

[
Aetherextraktion
|

f )
Unléslicher Teil Loslicher Teil

|
Bariumhydroxid
| .

l Glukonsaure

{
Niederschlag Filtrat -

Schwefelsaure
!

Konzentration
!

Milchsaure

[ )
Niederschlag Filtrat

Apfelsiure
Bernsteinsdure

Fumarsaure
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Versuchsergebnisse

Auf die oben geschilderte Weise wurden sowohl bei normalem als
auch bei Fiulnis-Sake die einzelnen Siuren mit folgendem Ergebnis isoliert.

a. Aus Normal-Sake (mit Probe 1)

Es wurden lediglich Milchsdure und Bernsteinsiure gefunden, wihrend
sich andere Siduren nicht nachweisen liessen.

a. Milchséure.  Die Ausbeute an dieser Siure betrug als Zn-Salz
in ihrer reinen Form 0.2228 g und in ihrer Rohform 0.4002 g, also ins-
gesamt 0.6230 g. Nach den verschiedenen Versuchen, welche UFFELMANN
(72), Hoekixss (72) und DENiGES (72) mit dem reinen Zn-Laktat ausfithrten,
ergab dieses immer eine positive Reaktion.

Auf die folgende Weise bestimmte ich die Eigenschaften von Zn-Laktat :

I. 0.244% g wurden bei 115° solange getrocknet, bis sie ein konstantes
Gewicht erreichten. Sodann wurden sie vom Kiristallwasser befreit. Die
Gewichtabnahme war die folgende:

0.2445 g Subst. ' Abnahme: 1.0386 g
(CsH;035)3Zn+2H,0 Ber. H,O 12.80 %
” +3H,0 Ber. H,0 18.18 %

Gef. H,O 17.65 %
2. In dem vom Wasser befreiten Zn-Laktat wurde der Prozentsatz
des Zinks bestimmt.
0.2445 g Subst. ZnO 0.0667 ¢
(C3Hz0,),Zn Ber. Zn 26.85 9
Gef. Zn 26.79 9
3. 0.4387 g loste ich in 5o ccm Wasser, fiillte sie in eine 20 c¢cm lange
Rohre und fihrte mit Lichtstrahlen Drehungsversuche aus. Hierbei zeigte
sich die Milchsidure als voéllig razemisch.
b. Bernsteinsiure.  Die Ausbeute war hierbei sehr gering. Der
Schmelzpunkt lag bei 183°C (unkorrigiert). Mit Resorcin und Schwefel-
sdure erhielt ich eine positive Reaktion (73).

b. Aus Faulnis-Sake (mit Probe 1 und 2)

Probe r:  Als Zn-Laktat wurde eine Ausbeute von 0.6230 g erzielt,
darunter 0.228 g in der reinen Form.

In derselben Weise, wie im vorigen Versuche bestimmte ich die chemi-
schen Eigenschaften und stellte fest, dal es sich um ein razemisches 3-
molekiiliges Zn-Laktat handelt.
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Die Ausbeute an Bernsteinsiure betrug 0.1640 g. Thr Schmelzpunkt
schwankte zwischen 184,5 und 185.0°C (unkorrigiert). Auch mittels der
Titrationsmethode lieB sich der Bernsteinsiure~-Nachweis mit Sicherheit
erbringen.

Bei der Untersuchung auf andere Sdure hin erhielt ich stets negative
Resultate.

Probe 2: Das Zn-Salz der Milchsdure lieSsich in einer Menge von
2.644 g finden, darunter 1.221 g in reiner Form. Auch dieses Salz erweis
sich als 3-molekiilig und razemisch.

Das Gewicht der Bernsteinsiure wurde als 0.60z g in reiner Form
festgestellt.  Ihr Schmelzpunkt lag in der Gegend zwischen 183.5 und
183.0°C. Auf die folgenden Reaktionen (73) hin reagierte die Bernstein-
sdure positiv: NEuserGsche Pyrrol-, Resorcin-, Silbernitrat- sowie Eisen-
chloridreaktion. Dieser Kristall ist farblos und hat die Form eines ldang-
lichen Blattchens.

Keinerlei andere Siuren liefen sich nachweisen.

(8) Verinderungen der Bernstein- und Milchsiure

Aus den fritheren Versuchen geht hervor, daf} sich sowohl im normalen
als auch im Fiulnis-Sake lediglich Bernstein- und Milchsdure finden lieBen.
Deshalb untersuchte ich das prozentuale Verhiltnis dieser beiden Sauren
zueinander sowohl bei nomalem als auch bei Fiulnis-Sake.

Bestimmungsmethode.

150 ccm Proben wurden iliber dem Wasserbade evaporiert. Dann
wurden sie in den Supo und Kumacawaschen Apparat tbertragen, mit g
ccm verdiinnter Schwefelsdure versetzt und mit Aether 48 Stunden lang
extrahhiert. Aus 'dem Extrakt wurde der Aether durch Evaporation
entfernt. Die Lésung wurde dann mit Bariumhydroxid neutralisiert und ihr
soviel Alkohol zugesetzt, daB der Prozentsatz desselben schliellich 8o ¢4
betrug. Hierbei scheidet sich. ein Niederschlag von Bernsteinsdure-Barium
aus. Der Niederschlag wurde dann abfiltriert und wiederholt mit 8o 9
igem Alkohol ausgewaschen. .

Der Niederschlag auf dem Filtrierpapier wurde in warmem Wasser
gelést.  Hierzu wurde Schwefelsiure zugesetzt, wobei sich Bariumsulfat
ausschied. Das Gewicht dieses Niederschlags wurde mit dem Faktor 0.507
multipliziert. Das Resultat ergab die Menge der Bernsteinsiure.

Aus dem von der Bernsteinsiure befreiten Filtrat wurde der Alkohol
durch Evaporation entfernt. Dann wurde Schwefelsiure zugesetzt und
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Bariumsulfat zum Ausscheiden gebracht. Die Niederschlagsmenge ergab,
mit dem Faktor 0.773 multipliziert, die Menge der -Milchsiure.

Versuchsergebnisse

Die Ergebnisse der obigen Versuche sind die folgenden.

TaseLLe XILII

Nr Siure Normal-Sake Fiulnis-Sake
: (%) (%)

Bernsteinsiure 0,083 0.090

1 { Milchsiure 0.127 0.209
Bernsteinsiure 0.060 0.059

. 2 { Milchsiiure 0.098 0.147
Bernsteinsiure 0.063 0.062

3 { Milchsaure 0.098 0.159
Bernsteinsiure 0041 0,042

4 { Milchsaure o.118 0,184
Bernsteinsiure 0,043 0.041

5 { Milchsiure 0.087 0.142
Bernsteinsiure 0.044 0.043

6 { Milchsiure o112 0.178
Bernsteinsiure 0.051 0.051

7 { Milchsiure 0.106 0.181
Bernsteinsiure 0.047 0.048

8 { Milchsiure 0.096 0.153

Aus der obigen Tabelle ist ersichtlich, dal das Anwachsen der Siure-
menge (nichtflichtige Sduren) bei der Entwicklung der Hyochi-Bazillen
sich fast ausschlieBlich auf die Milchsdure beschrinkt, wahrend die Bern-
steinsiure kaum irgendwelche Verdnderungen aufweist.

E. Zusammenfassung

1. Nach der allgemeinen Analyse des Normal- und Faulnis- Sake wird
von den Hyochi-Bazillen unter den chemischén Bestandteilen des Sake der
Zucker am leichtesten verdaut, wodurch sich die organischen Sduren sowie
Aminosduren vermehren.

2. Unter den stickstoffhaltigen Substanzen nehmen die Peptid-Stick-
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stoffe sehr stark ab, auch die Albumose-Stickstoffe gehen etwas zuriick,
die Aminostickstoffe nehmen zu und die anderen Stickstoffsformen bleiben

fast konstant.
3. Unter den verschiedenen Zuckerarten geht der reduzierte Zucker

(im Sake enthaltene Maltose und Glukose) sehr stark zuriick, auch Dextrin
nimmt ein wenig ab, die Pentose dagegen bleibt unverandert.

4. Bei der Siurezunahme ist die der nichtfliichtigen viel groBer als
die der fliichtigen.

5. Unter den im Normal- und Fiulnis-Sake untersuchten nichtfliich-
tigen Sduren lieflen sich nur Milchsdure und Bernsteinsiure nachweisen,
wahrend alle anderen Saurereaktionen negativ ausfielen.

6. Bei der Sakefaulnis 1afit sich ein starkes Anwachsen der Milch-
sdure bemerken, die Bernsteinsiuremenge bleibt jedoch fast gleich.

1V. SYSTEMATISCHE UNTERSUCHUNG DER
HYOCHI-BAZILLEN

Die Bezeichnung ,,Hyochi-Bazillen” ist ein Sammelbegriff fiirr alle die
Sakefiulnis erregenden Bakterien. Man kann schon aus der grofien Ver-
schiedenartigkeit von Geruch, Geschmack oder Acziditit der einzelnen
verfaulten Sakeproben schlieBzn, daf} es sich bei den sogenannten ,,Hyochi-
Bazillen kaum um eine einheitliche Bakterienart handeln diirfte. Es lafit
sich erkennen, daff der Sake bei seiner Faulnis primir und sekunddr den
Einflien einiger verschiedenen Bazillenarten ausgesetzt ist.

Der erste, der sich mit dem Studium der an dem Hyochi-ProzeB des
Sake beteiligten Bazillen befafite, war K. Otant (2) welcher jedoch als
»Hyochi-Bazillen” lediglich gewohnliche Bazillen, die mit Faulnis nicht
unmittelbar zu tun haben, isolieren konnte.  Spiter gelang es Torir (3)
einen Stamm wirklicher Hyochi-Bazillen zu entdecken. Wie schon frither
erwihnt wurde, sammelte TakaHAsHI (5) im Jahre 1907 eine groBle Anzahl
von Proben des Faulnis-Sake, isolierte viele Bazillen und bezeichnete darunter
diejenigen, welche den charakteristischen Hyochi-Geruch aufwiesen, als
wBacillus saprogenes Saké.  Kiirzlich teilte Yamazaxr (73) die aus dem
Faulnis-Sake isolierten Bazillen in drei Gruppen, A, B und C ein, und
nahm bei der Gruppe A, den eigentlichen Hyochi-Bazillen wiederum eine
Unterteilung in zwei Typen vor.

Schon. am Anfang dieser - Abhandlung berichtete ich, daf3 ich eine
grole Anzahl von aus verschiedenen Gegenden Japans stammenden Proben
des Faulnis-Sake sammelte.  Dabei gelang es mir etwa 500 Stimme zu
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isolieren und diese systematische in 4 Arten einzuteilen.
Hieriiber méchte ich im folgenden ausfiihrlich berichten.

A. Isolierung

Zur Isolierung der Hyochi-Bazillen verwendete ich zuerst Bouillon-,
Koji-, Wiirze-, Hefewasser (mit 5 9% Glukose)-, Sake- und Sake mit Reis-
embryowasser-Agar.  Bei Entwicklung der Hyochi-Bazillen in den ersten
vier Nihrboden war sehr gering, in Sake-Agar war die Bazillenentwicklung
ebenfalls nur maBig. In Sake mit Reisembryowasser-Agar fanden sich die
meisten Kolonien. )

Bei sterilisiertem Sake auf einer Agar-Plattenkultur zeigt sich sehr
bald das Auftreten von Bazillen-Kolonien. Da sich die Bazillen jedoch
infolge des Vorhandenseins der Lésung nicht rein isolieren lieflen, ersetzte
ich die letztere durch Sake-Dampf, wodurch ich sofort eine reine Isolierung
erreichen konnte.

Die Kulturen setzte ich sowohl unter aerobischen als auch unter anaero-
bischen Bedingungen verschiedenen Temperaturen aus. Es ergab sich,
dal kein Unterschied zwischen den beiden Bedingungen bestand und dai
eine Temperatur von 25 bis 30°C fiir die Entwicklung der Hyochi-Bazillen
die giinstigste war.

Die meisten der isolierten Bazillen wiesen den sogenannten ,,Hyochi-
Geruch auf und gehdrten zu den Milchsdurebakterien. Nur ein einziges
Mal wurden auch Essigsiurebakterien isoliert. Bei diesem Sake handelte
es sich um verdlinnten Sake mit niedrigem Alkoholgehalt. Ueber diese
Essigsdurebakterien mdéchte ich gesondert bei spiterer Gelegenheit einmal
ausfithrlich berichten. In dem Standard-Stamm fiir meine Versuche waren
keinerlei Essigsdurebakterien enthalten.

Im folgenden gebe ich eine Beschreibung der Morphologie sowie der
physiologischen Eigenschaften der einzelnen Hyochi-Bazillen-Arten.

B. Identifikation

Um die isolierten Stimme zu identifizieren, fithrte ich die folgenden
Versuche durch.

Morplologie : Ich untersuchte die GréBe, Form und Anordnung der
Zellen.  Weiter priifte ich sie auf ihre IFarbbarkeit, Beweglichkeit sowie
ihre Sporenformen.

Besonderheiten der Kulturen: TFir die Kultivierung der Stimme be-
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nutzte ich bei flissigen Nihrbéden Sake, Sake mit Reisembryo(Re)-
Wasser, Hefewasser, Koji-Extrakt, Wiirze, Bouillon, Milch und HENNEBERG-
sche Losung, bei festen Nahrboden Sake-Agar, Sake mit Re-Agar, Sake
mit Re-Gelatine, Koji-Agar, Wirze-Agar und Bouillon-Agar. Das pH
wurde bei der Herstellung der Nihrbéden stets zwischen 4.5 bis 5.5
gehalten. Die Eigenschaften, welche die Kulturen auf diesen Nahrbéden
zeigten, wurden sorgfiltig beobachtet.

Physiologische Eigenschaftern: Um die Azidisierung der verschiedenen
Zuckerarten zu untersuchen setzte ich zu Normal-Sake die gleiche Menge
5 9 igen Hefewassers zu und léste darin den zu priifenden Zucker bis zu
5 9 der Gesamtlosung. Hierein wurden die Bazillen-Stimme eingeimpft
und 15 Tage lang kultiviert. Dann vergleiche ich sie mit den Kulturen
ohne Zuckerzusatz. Die Abhingigkeit der Bakterienentwicklung von der
Temperatur des Sake oder des Sake mit Re-Wasser wurde ebenfalls geprift.
Um das Verhalten gegen Aethylalkohol oder Salicylsiure festzustellen, setzte
ich diese Chemikalien in verschidener Konzentration zu Sake zu. Auch
iiber die Notwendigkeit einer Sauerstoffzufiihr sowie tiber Gasbildung wurden
Versuche angestellt. Als etwaige Stoffwechselprodukte wurden Indol und
Nitrit gesucht.

C. Beschreibung der isolierten Bakterien

Lactobaci"us Hyochi n. sp.
(Abb. 1)

Bei dieser Art handelt es sich um eine der hiufigsten der im Faulnis-
Sake vorkommenden Bazillenarten. Der Hyochi-Geruch dieser Bakterien
ist nicht besonders stark, die Triibung mittelmiBig, ebenso der sich bildende
Bodensatz.

Die Form und Gréfie der Zellen ist bei den einzelnen Nihrbéden
verschieden.  So betragt auf Sake mit Re-Agar die Zellengrofie etwa 3
bis 5 #x0.4 bis 0.8 £, die meisten Zellen massen 4.5 #x0.5 2. Unter den
auf Sake oder Sake mit Re-Wasser entwickelten Bazillen fanden sich auch
ziemlich lange. Das Zellende ist immer abgerundet. Die Zellen kommen
teils einzeln vor, teils zu zweie, teils ist eine grofiere Anzahl aneinander
gekettet.  Sie besitzen keine Geifieln oder Endosporen und reagieren auf
die Zellulosereaktion negativ. Sie lassen sich gut mit der GrAmschen
Methode oder mit Fuchsin farben.

Sake oder Sake wiut Re-Agar Kolonien: Das Wachstum ging nur
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langsam vonstatten, die Farbe dieser Kolonien war grauweiB, ihre Form
rund. Nach 3 bis 5 Tagen hatten die Kolonien etwa einen halben Milli-
meter Durchmesser. Die Innenkolonien besassen keine bestimmte Form,
teils waren sie zackig, teils linsenférmig.

Sake it Re-Agar Sfrzc/z Entwicklung schlecht mit weicher Ober-
fliche.

Sake mit Re-Agar Sticke: Gute Entwicklung auf dem Stichkanal.

Sake mit Re-Gelatine Sticl: Gute Entwicklung, aber keine Ver-
flissigung der Gelatine.

Kaji~, Witrze- oder Bouillon-Agar Stick: Auf diesen Nahrbsden ist die
Entwicklung so gering, daf ein Wachstum kaum zu bemerken ist.

Sake it Re-Wasser: Bei 30°C nach 2 bis 3 Tagen tritt Tribung
auf, spater Bodensatz. Daraufhin klart sich die Fliissigkeit ohne sich jedoch
vollig von jeder Tribbung zu befreien.

Sake: Nach 4 bis 5 Tagen ist die Losung getribt, wobel Hyochi-
Geruch auftritt, der jedoch spiter allmahlich immer schwicher wird. Keine
Gasbildung.

Hefewasscr: Entwicklung erst nach langer Kulturdauer.

Plystologische Eigenschaften: Diese Art zeigt keine Gasbildung, bildet
kein Indol, reduziert Nitrat nicht und verhalt sich zu Sauerstoff mikro-
aerobisch. Wurde durch Rohrzucker, Maltose, Milchzucker, Traubenzucker,
Fruktose, Galaktose und Mannose angesiduert, jedoch nicht durch Dextrin,
Mannit, Arabinose und Xylose.

Entwicklungstemperatur:  In Sake 9-36°C, in Sake mit Re-Wasser
5-39°C, am giinstigsten von 26~31°C.

Einfluss von Alkolol auf die Sake-Kultur: Bei Alkoholgehalt bis zu
20 9% gute Entwicklung, bis 22 95 schwache, liber 24 9 keine.

Einfluss der Salicylsdure: In Sake mit Salicylsdure-Zusatz bis zu 0.02
9% normale Entwicklung, bei 0.03 % schwache.

Produsierte Siuremenge: Als Milchsdure bei Sake ca. 0.22 9%, bei
Sake mit Re-Wasser 0.9-1.3 9.

Nach BerGEY (75) ist dieser Bacillus dem Lactobacillus listeri (HEN-
NEBERG) BERGEY et al. ahnlich, jedoch sduert der letztere Bacillus Mannit
und Dextrin an und besitzt eine bedeutend héhere maximale Wachstums-
temperatur als meine Art. Lactobacillus pabuliacidi BERGEY et al, dagegen
ist imstande Milch zu koagulieren und seine optimale Wachstumstemperatur
liegt zwischen 34° und 40°C.
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Lactobacillus Hyochi var. 1
(Abb, z)

Auch diesen Bacillus bemerkt man dann und wann in Hyochi-Sake.
Er ihnelt dem oben genannten Bacillus, nur die Zellen sind etwas kleiner.
Die Grole der meisten Zellen betrdgt 3 bis 4 #X0.6 p#. u. a. finden sich
Zellenketten, die eine bogenférmige Gestalt aufweisen.  Diese Baziilen
werden von Mannose schwach angesduert, die Widerstandsfahigkeit gegen
Alkohol und Salicylsiure ist starker als bei L. Hyoc/ki, auch die produ-
zierte Sduremenge ist grofler.

Lactobacillus Hyochi var. 2
(Abb. 3)

Dies sind Stibchenbazillen.  Ihre GroBe ist geringer als die von Z,
Hyozki, namlich 2.5 bis 4 #X 0.4 bis 0.7 .  Von Milchzucker werden sie
entweder nur ganz schwach angesiduert oder tiberhaupt nicht. Hierin besteht
der Unterschied gegen die obigen Bazillen. Die Widerstandsfihigkeit
gegen Alkohol und Salicylsiure ist stirker als bei den beiden angefiihrten
Bazillen. '

Lactobacillus filamentosus n. sp.
(Abb. 4)

Fast in allen Hyochi-Sake-Proben waren diese Bazillen sehr reichlich
zu finden. Ihrer Gestalt nach sind sie meist stdbchen- oder fadenférmig.
Thre Linge betriagt im allgemeinen 3.5 bis 6 oder bis g #, die Breite 0.3
bis 0.6, gewdhnlich 0.5 #. Die Zellen kommen meistens einzeln vor.
Einige zeigen jedoch auch Kettenbildung. Diese Bazillen sind 'sporenlos,
unbeweglich und nach Gram sowie mit Anilinfarbstoffen farbbar. Kolonien
auf Sake-Agar oder Sake mit Re-Agar sind rund, ganzrandig, klein und
grauweiff. Die Formen der Innenkolonien sind uneinheitlich.

Beim Strich auf Sake mit Re-Agar zeigen sie keine starke Entwicklung,
auf Stichkultur im Stichkanal dagegen eine ziemlich gute. Bsim Gelatinestich
entwickeln sie sich ohne eine Verflissigung der Gelatine herbeizufiihren.

Bei der Entwicklung in Sake mit Re-Wasser ergibt sich zunichst eine
Tribung, nach 7 bis 10 Tage vermehrt sich der Bodensatz von Bakterien-
mafle, wobei sich die Losung wieder klirt. Beim Aufstiuben wird die
Bazillenmafle wolkenartig emporgewirbelt.  Auf Sake-Kultur verbreiten
diese Bazillen einen schwachen Hyochi-Geruch. Auch in Helewasser ent-
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wickeln sie sich und triiben die Losung. Dagegen zeigte sich in Wiirze,
Koji-Extrakt und Bouillon so gut wie keine Entwicklung. Auch in Milch
zeigt sich keine Verdnderung.

Diese Art bildet kein Indol, weist keine Gasbildung auf, reduziert
Nitrat nicht und ist fakultativ anaerobisch,

Sie wurde von Rohrzucker, Galaktose, Traubenzucker und Fraktose
angesduert, dagegen nicht von Dextrin, Milchzucker, Maltose, Mannit,
Arabinose und Xylose.

Bei Sake mit Re-Wasser betrug die Entwicklungstemperatur 8°C im
Minimum, etwa 49°C im Maximum und etwa 25-32°C als Optimum. Diese
Art ist imstande Alkohol bis zu einer Konzentration von etwa 22 % und
Salicylsdure bis zu einer solchen von ©.03 9% zu widerstehen. Dieser
Bazillus produziert Siure, deren Prozentsatz als Milchsaure in Sake mit
Re-Wasser 1.0-1.2 %, in Sake etwa 0.7 % betragt.

In BErGey’s Handbuch (75) ist seine Affinitit mit Lactobacillus Leic/e-
mannii BERGEY et al. und L. Bezerinckii (HENNEBERG) BERGEY et al.
angegeben. Diese beiden Bazillen weisen jedoch die Fihigkeit auf, Milch
zu koagulieren und besitzen eine bedeutende héhere Optimaltemperatur als
meine Art.

Lactobacillus alcoholphilus n. sp.
(ALb. s)

Auch diese Art wird oft aus Hyochi-Sake isoliert.  Diese Bazillen
lassen sich infolge ihrer Kiirze und dadurch, daB8 sie meist aus Ketten von
zwei oder mehr Zellen bestehen, leicht von den Anderen unterscheiden.

Ihre Grofe betrdgt 1.5 bis 3 oder bis § #X 0.4 bis 0.7 . Sie besitzen
abgerundete Enden und keine Endosporen oder Geifeln. Sie sind nach
GraM und mit gewohnlichen Anilinfarben leicht farbbar.

Die Kolonien auf Sake mit Re-Agar sind klein, rund und ganzrandig
blaligrau mit butterahnlichen Glanz.  Beim Stich dieses Agars lafit sich
nur eine schwache Entwicklung bemerken, dagegen beim Stich eine sehr
gute. Auf Sake mit Re-Gelatine wird die Gelatine auch bei langer Kultur-
dauver nicht verfliissigt.

In Sake mit Re-Wasser zeigt sich nach 3-4 Tagen eine Triibung, die
lange Zeit hindurch anhilt. In Sake-Kultur verbreiten diese Bazillen einen
starken Hyochi-Geruch. Nach langer Kulturdauer 148t sich in Hefewasser
eine schwache Entwicklung erkennen, wihrend jedoch die anderen gewohn-
lichen Nihrflissigkeiten negativ Resultate zeigen.
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Weiter ist diese Art nicht gasbildend, nicht Indol produzierend und nicht
imstande, Nitrat in Nitrit zu verwandeln. Sie benétigt nur wenig Sauerstoff.

Sie wird angesduert von Rohrzucker, Maltose, Traubenzucker und
Fruktose, aber nicht von Dextrin, Milchzucker, Galaktose und Pentose.

Die Wiederstandsfahigkeit gegen Alkohol ist die stirkste, da ihre
Entwicklung selbst noch bei einem Alkoholgehalt von 26 ¢ mdglich ist.
Unter den Milchsiurebazillen diirfte eine solche Widerstandsfahigkeit gegen
Alkohol nur selten vorkommen.

Lactbacillus saprogenes n. sp.
(Abb. 6)

Auch dieser Bazillus 1aBt sich oft im Faulnis-Sake bemerken. Er ist
der am wenigsten widerstandsfihige unter den Hyochi-Bazillen. Die Zellen
sind stibchenférmig mit abgerundeten Enden. Ihre Grofle betrigt 3.5 bis
6 #x0.4 bis 0.8 p.  Oftmals finden sich auch lange dinne Zellen. Bei
einigen Zellen bemerkt man Kettenbildung.

Diese Art ist unbeweglich, nach Grawm firbbar, ohne Zellulosereaktion
und ohne Endosporen.

Auf Sake mit Re-Agar Platten sind die Kolonien klein, rund und
grauweil.  Die Innenkolonien zeigen kein einheitliches Bild.  Auf Sake
mit Re-Agar sowie Gelatine-Stich ist die Entwicklung gut, jedoch wird
die Gelatine nicht verfliissigt.

In Sake mit Re-Wasser zeigt sich eine gute Entwicklung mit Triibbung
der Losung, welche letztere lange anhilt.  Nachdem sich allmihlich ein
starker Bodensatz niedergeschlagen hat, wird auch die Lésung etwas klarer.
In Sake weist dieser Bazillus den Hyochi-Geruch auf. In Hewewasser
laBt es sich nicht mit Sicherheit feststellen, ob eine geringe Entwicklung
dieses Bazillus stattfindet oder tiberhaupt keine. In den anderen Nihr-
flissigkeiten bleibt jede Entwicklung aus.

Diese Art produziert kein Indol, ist nicht gasbildend, reduziert Nitrat
nicht und ist fakultativ anaerobisch.

Im Vergleich zu den anderen Hyochi-Bazillen, 1aBt sie sich schwerer
durch Zucker ansiueren. Nur Galaktose ist hierzu in normalem Masse
imstande, wahrend Traubenzucker sowie Milchzucker eine schwache und
die anderen Zuckerarten iberhaupt keine Wirkung ausiiben.  Auch die
‘produzierte Siuremenge ist gering. Die optimale Wachstumstemperatur
liegt zwischen 25° und 30°C, das Maximum bei 33°C, das Minimum etwa
bei 10°C. Die Resistenz gegen Alkohol und Salicylsaure ist mittelmassig.



UNTERSUCHUNGEN UBER DIE HYOCHI-BAZILLEN IM SAKE 137

Die Art, welche von Takanasa! (5) mit den Namen ,,Bacillus sapro-
genes Saké var. 1, subvar. 1 und 5 sowie ,, var. 2, subvar. 1 und 5
bezeichnet wurde, dhnelt in ihren Eigenschaften diesem Bazillus sehr. Da
ich jedoch die Klassifikation der Hyochi-Bazillen von TaxaAnasui aus den
spiter anzufiihrenden Griinden nicht fiir zweckmaissig halte, glaube ich, daf§
auch hier die von mir eingefiihrte Bezeichnung ,,Lactobacillus saprogenes*
geeigneter ist.

D. Schlusshetrachtung

Alle von mir isolierten Hyochi-Bazillen-Arten wiesen bei ihrer Ent-
wicklung in Sake den charakteristischen Hyochi-Geruch auf. Die Stirke
dieses Geruchs hing auch bei Bazillen-Stimmen der gleichen Art von den
Kulturbedingungen ab. Falls man den Geruch als den von Diacetyl (70)
annimmt, so kénnte seine Stirke von der Menge der Brenztraubensiure
(76) im Sake abhingen. Hieraus geht hervor, dafl die Klassifikation der
Sakefaulnis-Bazillen nach ihrem Geruch, wie sie Takanasni (5) sowie YAMA-
zAKI (74) vornahmen, wohl kaum richtig sein diirfte. Hat doch besonders
Takauasti darauf hingewiesen, dafl alle diese Bakterien einer Art, niamlich
wBacillus saprogenes Sakc', angehéren mifiten.  Daraus ergab sich, daf
nach TakaAHasHI bewegliche und unbewegliche Bazillen, sowie solche die
sich mit der Gramschen Methode farben lielen oder nicht, alle derselben
Art zugeteilt wurden. DaB jedoch gerade diese Unterschiede neuerdings
allgemein als die wichtigsten Bestimmungsmerkmale fiir verschiedene Bazil-
lenarten angesehen werden, geht aus den Verdffentlichungen von Micura
(77), Lenmanx (78), MarsuscuitA (79), HENNEBERG (80), CHESTER (81)
sowie BERGEY (75) hervor. Deshalb ist es notwendig, die Art , Bacillus
saprogenes Saké" in mehrere Arten zu zerlegen. Yamazaki (74) teilte die
Sakefdulnis-Bazillen in drei Gruppen ein, denen er jedoch keine besonderen
Namen gab.  Hierbei wurden gasbildende Bazillen und nichtgasbildende
derselben Gruppe zugeteilt.

Nach BERGEY (75) stellt jedoch die Gasbildung bei den Milchsiure-
bazillen eines der wichtigsten Unterscheidungsmerkmale dar.

Aus dem oben angefiihrten ergibt sich, dafl den genannten Autoren
bisher eine wirklich einwandfreie Bestimmung der bacteriologischen Stellung
dieser Bazillen noch nicht gelungen ist.  Deshalb klassifizierte ich nach
meinen Untersuchungen die Hyochi-Bazillen von neuem in 4 Arten.

Eigenartig ist es, dafl sich die Zahl der Bakterienarten, die als Sake-
faulnis-Erreger gefunden wurden, allmihlich immer mehr abnahm. So fand
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im Jahre 1901 K. OTaNI (2) vielerlei gewéhnlich Bakterien im Fiulnis-Sake,
1907 fand TakanasHI (5) auBler den Hyochi-Bazillen nur einige Milchsiure-
und Essigsiurebakterien sowie Kahmhefen. Kiirzlich isolierte Yamazaxi
(74) nur noch Milchsiurebakterien. Durch meine Untersuchungen konnte
ich die Hyochi-Bazillen noch enger umgrenzen, da ich nur noch nicht
gasbildende Milchsiurebakterien feststellen konnte.

Ich neige der Ansicht zu, daf diese Verringerung der Artenzahl auf
die neuerlichen allmihlich fortschreitenden Verbesserungen in der Herstel-
lungsweise des Sake zuriickzufiihren sein diirften, durch die eine Standard-
Qualitat erreicht wurde. Auf diese Weise nahm auch die Zahl der schidi-
genden Bakterien-Arten wesentlich ab.

E. Zusammenfassung

1. Diese Versuche wurden zum Zwecke einer systematischen Unter-
schung der Hyochi-Bazillen durchgefiihrt.

2. Bei Sake mit Reisembryowasser-Agar zeigte sich eine lebhaftere
Entwicklung der Hyochi-Bazillen-Kolonien als bei irgend einem anderen
festen Nihrboden.

3. Ich stellte fest, daf man die Bazillen einfach und sicher in- be-
deutend reinerer Form isolieren kann, wenn man nicht, wie bisher, auf die
Agarplatte flussigen Sake bringt, sonderen diese mit Sake-Dampf beschickt.

4. Bei den isolierten Hyochi-Bazillen handelte es sich fast immer um
Milchsdurebakterien. Nur ein einziges Mal konnte ich Essigsiurebakterien
isolieren.  Der Faulnis-Sake, in welchem die letzteren gefunden wurden,
war jedoch stark verdinnt. Ueber diese Essigsiurebakterien werde ich
bei spiterer Gelegenheit einmal ausfiihrlich berichten.

5. Die etwa 500 aus dem Fiulnis-Sake isolierten Stimme wurden
nach mikrobiologischen Untersuchungen in 4 Arten eingeteilt.

6. Zur Identifikation der Bakterien beriicksichtigte ich deren Mor-
phologie, die Besonderheiten ihrer Kulturen sowie ihre - physiologischen
Eigenschaften.

7. Siamtliche 4 Arten der Hyochi-Bazillen gehéren der Gattung
Lactobacillus an. Sie waren stets stabchenféormig, ohne Eigenbewegung,
sporenlos und lielen sich mittels der Gramschen Methode farben. Sie
wiesen den charakteristischen Hyochi-Geruch auf. Wahrend sie sich in
Sake gut entwickeln, zeigen sie in gewdhnlichen Nahrlosungen entweder
ein sehr schlechtes oder tberhaupt kein Wachstum.

8. Im Fiulnis-Sake fand ich bei weitem am haufigsten Lactobacillus
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Hyoclki, dann folgten L. filamentosus und L. alcoholplhilus, und L. saprogenes
lieBen sich am seltensten finden.

.SCHLUSS

Am Anfang dieser Arbeit erwdhnte ich, daff der Hauptzweck meiner
Untersuchungen war, die Entstehungsursache und des Wesen der Hyochi-
Bazillen klarzustellen. Deshalb fiihrte ich zunichst Untersuchungen aus,
Uber den EinfluB von wachstumsférdernden Substanzen auf die Bazillen-
entwicklung, tber einige zu derselben notwendige Bedingungen sowie iiber
den Wechsel der Bestandteile des Sake wihrend der Bazillenentwicklung.
SchlieBlich legte ich die systematische Stellung dieser Bazillen fest.

Da ich die hier angefihrten Themen bereits am Schlusse der be-
treffenden einzelnen Kapitel und Abschnitte kurz zusammengefaBlt habe,
wirde sich eigentlich eine nochmalige Zusammenfassung eriibrigen. Trotz-
dem mochte ich nicht verfehlen, eine kurze Schlufiiibersicht tiber meine
Arbeit zu geben und diese mit einer allgemeinen Betrachtung zu verbinden.

Es gelang mir, das Vorhandensein von das Hyochi-Bazillen-Wachstum
fordernden Substanzen nachzuweisen und deren physikalischen und chemi-
sche Eigenschaften klarzustellen. Ferner stellte ich fest, dafl die Substanzen
in Charakter von Vitamin B, B, oder Bios ganz verschieden sind. Diese
Ergebnisse sind fiir die Voraussage der Sake-Fiulnis von gréfitem Wert.
Ich glaube, annehmen zu diirfen, dafl sich, auf diesen Resultaten aufbauend,
neue Wege finden werden, um eine véllig sichere Sake-Herstellung ohne
Fiulnisgefahr zu erreichen.

Bei der Untersuchung der fiir die Hyochi-Bazillen-Entwicklung not-
wendigen Bedingungen priifte ich zundchst die Temperaturverhiltnisse.
Hierbei konnte ich genau die kilteste Lebenstemperatur sowie die Pas-
teurisierungstemperatur fir diese Bakterien feststellen. Auch bestimmte ich
den Einflul der Wasserstoffionenkonzentration, verschiedener Sauren und
der Qualitit des Sake. Wenn man alle diese Bedingungen beachtet,  diirfte
es gelingen, einen starken, widerstandsfahigen Sake herzustellen, der der
Fiulnis zu trotzen imstande ist. _ ‘ .

Weiter fiihrte ich Untersuchungen aus, in welchen ich klarstelite,
welche Verdnderungen der Sake durch die . Bazillen-Schidigung erfihrt.
Durch Kenntnis dieser Tatsache konnte die Méglichkeit geschaffen werden,
durch geeigneten Zusatzmitte! IFdulnis-Sake zu rektifizieren.

Zum Schlu gelang es mir durch systematische Untersuchungen eine
genaue Klassifikation der die Sake-Faulnis erzeugenden Bakterien durch-
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zufiihren. Ich nehme an, da solch eine systematische Ordung in Zukunft
die Bestimmung von aus Fiulnis-Sake isolierten Bazillen bedeutend erleich-
tern wird.

Waihrend ich in der vorliegenden Arbeit grundlegende Untersuchungen
iiber Hyochi-Bazillen ausgefiihrt habe, gedenke ich bei spiterer Gelegenheit
noch ndher auf die praktische Anwendung meiner Resultate einzugehen.

Zum Schlusse méchte ich noch Herrn Professor Dr. KEnpo Sarto,
Ordinarius an der kaiserlichen Universitit zu Osaka fiir seine freundliche
Anleitung sowie Herrn Professor Dr. Jun Hanzawa, Ordinarius an der
kaiserlichen Hokkaido-Universitit zu Sapporo fiir seine liebenswiirdige Unter-
stutzung meinen herzlichsten Dank aussprechen.

(Aus dem zymomykologischen Institut an der

kaiserlichen Universitit zu Osaka)
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Erklarung der Abbildungen

Deckglaspriparate aus einer Kultur auf Sake mit Reisembryo-
Wasser-Agar. Temperatur: 30°C, Kulturdauer: 4 Tage, Farbung:
mit Karbolfuchsin, VergréBerung : ca. 650 fach.

Abb. 1. Lactobacillus Hyocki

? 2. Lactobacillus Hyocki var. 1
” 3. Lactobacillus Hyockhi var. 2
® 4. Lactobacillus filamentosus
" 5. Lactobacillus alcokolplilus
" 6. Lactobacillus saprogenes
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