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Fur das Anion des daraus gewomenen Natriumsalzes fanden wir: 
[a]E: (--0.3Z0x 100) : (1.237 x 1) = -25.30 (Wasser). 

3) B i ol og i s c he  W i r k s a m  k e i t. 
a) Hemmungsversuche:  Die Niihrlosung, in der das Streptobacterium 

plantarurn Orla-Jensen (Stamm 10 S) wuchs, hatte die von R. K u h n  
und Th. Wieland13) angegebene Zusammensetzung. An Stelle der Vitamin- 
Fraktion aus Thunfischleber enthielt jedoch 1 ccm der Nahrlosung 0.033 ccm 
cines Biotin-Konzentrats aus Hefe, fur dessen Uberlassung wir Hrn. Dr. 
K. Schwarz  danken, + 0.017 ccm einer L6sung von pAmino-benzoesiiure 
1 : 1OOOOOO. Uberdies wurde die sicher optimale Menge von (+) -Panto then-  
s a u r e  (0.025 y/ccm Nahrlosung) als Bariumsalz zugesetzt. Diesem Medium 
wurden steigende Mengen der Acyltaurine als Natriumsalz zugefugt . Beimpft 
wurde mit Platinosen aus einer Reinkultur in dem eben angegebenen Grund- 
medium. Das Wachstum wurde nach 2 Tagen lichtelektrisch gemessen"). 

b) Enthemmungsversuche:  Die Pantothensiiure wurde aus der 
Nahrlosung weggelassen. Bei jeder gepriiften Konzentration des rechts- 
drehenden Acyltaurins gaben wir in einem grol3en Bereich nach 2er-Potenzen 
gestaffelte Mengen von rechtsdrehendem, pantothensaurem Barium zu. 

215. Ernst Friedrich MBller und Klaus Schwarz: Der Wuchs- 
stoff H', ein Antagonist der Sulfanilamide, bei Streptobacterium 
plmtarum (Orla- Jeneen); Wachstum von Streptobacterifum 
plantarum in NIlhrlosungen aus chemisch genau definierten Ver- 

bindungen. 
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Iwtitut fur Medizin. Forschung Heidelberg, Institut fiir Biologie 

u. Institut fur Chemie.] 

(Eingegangen am 7. August 1941.) 

Die Milchsaurebakterien gehoren hinsichtlich ihrer Erniihrung zu den 
anspruchsvollsten Rakterien, sie sind in mancher Beziehung sogar anspruchs- 
voller als der Mensch und die hoheren Tiere'). Neben Salzen und einem ver- 
garbaren Kohlenhydrat sind nicht nur eine gro& Anzahl von Aminosauren, 
sondern auch viele Wuchsstof  fe zum Wachstum unerlafilich. Bis jetzt sind 
folgende Wuchsstoffe mit Sicherheit als unbedingt notwendig erkannt : Lacto- 
flavinl) , Adermin"), Ni~otinsaure~), Panth~thensaure~), Adeninq) und Biotin4). 

l*I  B. 78, 965 [1940]. 
la) Vergl. E. F. MBller, Ztschr. physiol. Chem. 264, 285 [1938]; 260, 246 [1939j. 
I) S. Orla-Jensen ,  The Lactic Acid Bacteria, Kgl. danske Vidensk. Selsk. Skr., 

') E. F. Miiller, Ztschr. physiol. Chem. 864, 285 [1938]. 
*) E. E. Snel l ,  F. M. S t r o n g  u. W. H. P e t e r s o n ,  Jours. Amer. chem. Soc. W, 

') E. F. Miiller, Ztschr. physiol. Chem. 260. 246 [1939]. 

qaturvidensk. math. Afdel. 8. V, 2 [1919]. 

2825 [1938]. 



Nr. 9/1941 ein Antaqonirrt a% sulfanilamide. 1613 

In einem geeigneten Medium, das alle diese Wuchsstoffe enthalt, ist aber das 
Wachstum vieler Milchsaurebakterien noch immer nicht moglich. 

Die fehlende Substanz ist in Konzentraten des Filtratfaktor-Komplexes 
aus Reiskleie, Hefe und Thunfischleber vorhanden, worauf schon der eine 
von uns hinwies4). Wir nannten diesen Faktor H', da er zuerst in Konzen- 
traten des Hautschutzvitamins H gefunden wurde. Einen einwandfreien Test 
fur diesen Wuchsstoff konnten wir ausarbeiten, nachdem die Pantothensiiure 
in chemisch reiner Form vorlag. Als H'-freies Grundmedium hat sich die in 
der Tafel angegebene Niihrlosung bewahrt. 

Substanz 

Tafel. 

Konzentrat. 
im Versuch 

(glccm) 

d,Z-Asparaginsaure (synth., H. S tocker )  .......................... 
Aneurinchlorid-hydrohlorid (synth., 1.4. Elberfeld) ................ 
Aderminhydrohlorid (synth., 1 . 4 .  Elberfeld) ...................... 
Nicotinsaure (aus Nicotin, F r a e n k e l  & L a n d a u )  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Adeninsulfat (aus Hefe, Th. Wieland)  ........................... 
Biotinmethylester krystall. (Kogl) 6, .............................. 

I-Glutaminsaure (natiirl., S c  h u c  h a r  d t) ........................... 

6.42 x 
1.25 x lo-* 
0.83 x 10-8 
0.42 x lo-*  
4.20 x 
1.25 x 10-6 

0.8 x104 
2.0 ~ 1 0 - 9  

0.5 x i 0 4  
5.0 ~ 1 0 - 4  
5.0 ~ 1 0 - 4  
5.0 ~ 1 0 - 4  
2.5 ~ 1 0 - 4  
1.0 ~ 1 0 - 4  
5.0 ~ 1 0 - 4  
1.0 ~ 1 0 - 4  
5.0 ~ 1 0 - 4  
5.0 ~ 1 0 - 4  
1.0 ~ 1 0 - 7  
2.0 x10-0 

.1.7 x10- . 
4.3 XlOF4-4t'/. 
2 x10-9 
6 x10-8 

Zum Test gibt man in eine Reihe von Rohrchen mit dieser Grundlosung 
das HI-Praparat in geometrisch ansteigender Konzentration, sterilisiert, be- 
impft und bebriitet im Brutschrank (s. Versuchsteil). Die nach 2-tagigem 
Wachstum erhaltenen Bakterienmengen, die als Trubung im lichtelektrischen 
Photometer von B. Lange  gemessen werden, sind ein MaB fur den H'-Gehalt. 
des Praparates. Tragt man die erhaltenen Trubungswerte (Ordinate) gegen 
die Konzentration (Abszisse) auf, so erhalt man Kurven, wie sie in Abbild. 1 
wiedergegeben sind. Als Einheit (B) wurde die Menge H' definiert, welche 
in 1 ccm Test-Losung gerade optimales Wachstum hervorruft. 

8 )  Fiir . groDere Versuchsrcihen dicntc ein H'-freies Biotin-Konzentrnt aus Hefe (s. 
Versuchsteil). 

Bericbte d. D. Chem. oasaLch.t+ Jahg. LXXIV. 103 
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Die als Beispiel abgebildeten Kurven zeigen die Austestung verschiedener 
Fraktionen, die durch Kohleadsorption, Nachwaschen mit Methanol und 
Elution mit 1-n. Ammoniak aus einem Hefekonzentrat hergestellt wurdend). 
Man sieht, daL3 die iiberwiegende Menge des Wirkstoffes im Ammoniak-Eluat 

800 

6 00 

c 00 
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416 ccm 
Abbild. 1. A u s t e s t un g e i n e r A u f a r b e i t u n gs s t u f e (KO h le a d s  o r p t i  o n). 

Abszisse: Ausgangsmaterial in g (so daB die Ausbeute direkt abgelesen werden kann). 
Ordinate : Abgelesene Extinktionswerte am La ng e - Photometer x 1000. Kurve I : 
Ausgangskonzentrat. Kurve I1 : Kohle-Filtrat, Kurve I11 : Methanol -Vorelution. 

Kurve 1V: Ammoniakalisches Eluat. 

enthalten ist : Filtrat 30 E, Methanol 240 E, Ammoniak-Eluat 7700-15 400 E . 
Das mit reinen H'-Praparaten in diesem Grundmedium erreichbare Wachs- 
tum liegt bei einem Triibungswert von -5500. Auch durch starke Uber- 
dosierung reiner HI-Praparate erhoht sich dieser Wert nicht weiter (Kurve 11). 
Die durch unreine H'-Praparate erhaltenen hoheren optimalen Werte (Kurven 
I und 111) sind auf einen Gehalt an Faktor J zuru~kzufiihren~). 

Nachdem gefmden war, da13 der natiirliche Wuchsstoff mit synthetischer 
p-Amino- benzoesaure identisch ists), war die Natur des letzten, fur das 
Streptobacterium plantarum unbedingt notigen Wuchsstoffes geklart. So- 
mit  i s t  j e t z t  das Wachstum von Streptobacterium plantarum in einer 
Nahrlosung moglich, die nur chemisch genau definierte, in  kry-  
stall isierter Form bekannte  Verbindungen enthal t .  

Die p-Amino-benzoesaure wirkt in einer Konzentration von 1.6 x 10-1" 
g/ccm bereits optimal und ist damit der w i r ks  a ms t e B a k t e r  ienwuc hss t o f f , 
der bisher bekannt ist (Biotin 1 x 10-Og/ccm). 

Da sich verschiedene Lokalanaesthetica von der pAmino-benzoe- 
Gure ableiten, war es von Interesse, die AktiviM derartiger Substanzen mit 
derjenigen der pAmino-benzoesaure zu vergleichen. pAmino-benzoesaure- 
methylester, Novocain. Tutocain, sind etwa 2 Zehnerpotenzen weniger, Panto- 
cain sogar noch weniger wirksam'). 

s) R. Kuhn u. K. Schwarz, B. 74, 1617 [1941]. 
7) Ober die Konstitutions-Spezifitat von Aminobenzoesauren. vog Aminobenzol- 

sulfaaeaUren und W c h e n  Verbindungen SOU demnachst berichtet werden. 
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Nachdem d o n  D. D. W o o d s 6) einen Antagonismus zwischen pAmino- 
b e n z d u r e  und den Sulfanilamiden an h'treptokokken und Cdi-Bakterien ent- 
deck hatte, schien es uns besonders wichtig, eine solche Wirkung auch bei 
Streptobacterium plantarum zu untersuchen: Mit Sulfanilsiiure erreicht man 
eine vollige Hemmung des Wachstums bei einer Konzentration von 0.033%. 
Noch stiirker hemmend wirken Sulfanilamid, Sulfapyridin,  Sulfa- 
thiazol,  Uliron, Neo-Uliron und Uliron C7). Wesentlich schwacher als 
SulfaniMure hemmen pPhenolsulfonsiiure, Germanin, Atoxyl, Neostibosan, 
Salvarsan und Neodvarsan. 

AlIe d i e  Hemmungen lassen sich durch Zugabe von pAmino-benzoe- 
saure aufheben. In Abbild. 2 ist als Beispiel die Aufhebung der Hemmung bei 
verschiedenen Sulfanilslure-Konzentrationen dargestellt. Wie man sieht, 
ist in hoheren Konzentrationsbereichen die Menge der fur die Enthemmung 
notwendigen pAmino-benzoesaure direkt  linear abhlngig  von der an- 
gewandten SulfanilGure-Konzentration. Das Verhdtnis pAmino-benzoe- 
Gure zu SulfaniMure hat bei halboptimalem Wachstum die konstante Groh 
von N 1: 10000. 

2QQ 

Abbild. 2. Enthemmung durch p-Amino-benzoesaure bei steigender 
Sul f ani 1s 8 u re - K onzen t r a t i on. 

Abszhe: p-Amino-benzoesiiure in 10- glccm. 
Ordinate: Abgelesene Extinktionswerte am Lasge-Photometer x 1OOO. 
0-0 ohse Sulfanilslure .-. Sulfanilsiiure (H,N ./-\. SO,H + H,O) 2.1 x lo-' deem 
l- I 4.2 I t  

W 

I- I 8.4 I ,  

x-x 16.8 ,, 1. 

+- + 33.6 ,, #. 

0- 0 67.2 ,, 
El- 0 134.4 ,, .- 268.8 ,, 
A- A 537.6 ,, 

Beschreibung der Versuche. 
a) Zuchtung der Bakterien. 

Der Stamm 10s des Streptk&z&et.ium plantarmrn (Orla-Jensen) wird 
bei 280 laufend in Glucose-Mn-Bouillon gezuchtet. Die Uberimpfung erfolgt 

8 )  Brit. Journ. exp. Pathol. 21, 74 [1940]. 
103. 
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jeden 2. Tag. Zur Vermeidung einer Ubertragung von Wirkungssubstanz aus 
der meist an H'-reichen Glucose-Mn-Bouillon wird nicht direkt aus dieser 
in die Testrohrchen iiberimpft, sondern erst aus einer ll/,-tagigen Zwischen- 
kultur, die sich aus der in der Tafel angegebenen Grundlosung und einer 
unteroptimalen Menge H' zwammensetzt. 

b) Ausfuhrung des  Testes.  
Zur Ausfuhrung des Testes wird die Grundlosung, die in einzelne Losungen 

entsprechend hoher Konzentration unterteilt ist, in die Testrohrchen von 
etwa gleichem Durchmesser gegeben, die Losung der zu prufenden Pra- 
parate in solchen Mengen zugefugt, da13 die Xonzentration in einer Zweier- 
potenz-Reihe ansteigt, und schliel3lich rnit Wasser auf G ccm aufgefullt. Neuer- 
dings verschliekn wir die Rohrchen mit , ,Ka p se n b e r g - K a  p pe n' ' 9), die 
sich schr bewahrt haben. Nun wird im Dampftopf bei 100° Stde. sterilisiert. 
Nach dem Erkalten (spatestens nach 24 Stdn.) folgt die Reimpfung aus 
6 ccm der oben angegebenen ll/,-tagigen Zwischenkultur, von der 1 6se 
(Drahtstarke 0.5 mm, innerer Durchmesser 1.0 mm) in das Testrdhrchen 
(6 ccm) iibertragen wird. 

Die sich sofort anschlieknde Rebrutung im Brutschrank wird seit einiger 
Zeit bei 28O (friiher 2502) 4)) ausgefiihrt, wodurch optiniale Wachstumsgeschwin- 
digkeit erzielt wird. 48 Stdn. nach der Beimpfung werden die Bakterienmengen 
nach mechanischem Aufschiitteln durch Triibungsmessung im lichtelektrischen 
Photometer von B. Lange  bestimmt. Abgelesen wird an der Extinktions- 
Skala, die Werte werden rnit 1000 multipliziert. 

c) Dar s t e l lung  e ines  H'-freien B io t in -Konzen t ra t e s  f u r  den  Tes t .  
Rin Filtratfaktor-Praparat aus Hefe, welches sehr g r o h  hlengen Biotin 

und verhaltnismafiig wenig H' enthielt, wurde bei plr 1 rnit k h e r  im Ex- 
traktionsapparat extrahiert ; das Biotin ging in den kherextrakt. Dieser 
wurde nach dem Eindampfen in 2-n. H,SO, geldst, filtriert und dann mit 
Phosphonvolframsaure erschiipfend gefallt. Die Hauptmenge dcs Biotins 
ging in die Fallung, welche rnit BaCO, zerlegt wurde. Nach der Zerlegung 
wurde eingedampft und in absol. Alkohol gelost. Diese Losung wurde mit 
alkohol. Kupferacetat-Losung erschopfend gefallt, die Mutterlauge ein- 
gedampft, in H,O aufgenommen und rnit H,S zerlegt (in alkohol. Lbsung bilden 
sich schlechtriechende Thioverbindungen). Die Fallung mit Kupferacetat 
aus alkohol. Lijsung wird wiederholt. Ilabei geht die Hauptmenge des 
Faktors H' in die Cu-Fallung, wahrend die Hauptmenge des Biotins in Losung 
bleibt. Das so erhaltene Praparat hat einen H'-Gehalt, der nur noch ungefahr 
0.1% des Ausgangsmaterials entspricht. Die fur den Test notwendige Menge 
Biotin (1 x 
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g/ccm) ist in 1 y Trockensubstanz enthalten. 

n) S c h o t t  u. Gem, Jena. 




