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Fiir das Anion des daraus gewonnenen Natriumsalzes fanden wir:
[@]B: (—0.32°%100): (1.237 x1) = —25.3° (Wasser).

3) Biologische Wirksamkeit.

a) Hemmungsversuche: Die Nihrlgsung, in der das Streptobacterium
plantarum Orla-Jensen (Stamm 10 S) wuchs, hatte die von R.Kuhn
und Th. Wieland!?) angegebene Zusammensetzung. An Stelle der Vitamin-
Fraktion aus Thunfischleber enthielt jedoch 1 ccm der Nihrlosung 0.033 cem
eines Biotin-Konzentrats aus Hefe, fiir dessen Uberlassung wir Hm. Dr.
K.Schwarz danken, + 0.017 ccm einer Losung von p-Amino-benzoesdure
1:1000000. Uberdies wurde die sicher optimale Menge von {+)-Pantothen-
sdure (0.025y/ccm Nihrlgsung) als Bariumsalz zugesetzt. Diesem Medium
wurden steigende Mengen der Acyltaurine als Natriumsalz zugefiigt. Beimpft
wurde mit Platinésen aus einer Reinkultur in dem eben angegebenen Grund-
medium. Das Wachstum wurde nach 2 Tagen lichtelektrisch gemessen4),

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

215. Ernst Friedrich Méller und Klaus Schwarz: Der Wuchs-
stoff H', ein Antagonist der Sulfanilamide, bei Streptobacterium
plantarum (Orla-Jensen); Wachstum von Streptobacterium
plantarum in Nihrlosungen aus chemisch genau definierten Ver-
bindungen. :

{Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung Heidelberg, Institut fiir Biologie
u. Institut fiir Chemie.]

(Eingegangen am 7. August 1941.)

Die Milchsiurebakterien gehoren hinsichtlich ihrer Emihrung zu den
anspruchsvollsten Bakterien, sie sind in mancher Beziehung sogar anspruchs-
voller als der Mensch und die héheren Tiere!). Neben Salzen und einem ver-
girbaren Kohlenhydrat sind nicht nur eine groBle Anzahl von Aminosiuren,
sondern auch viele Wuchsstoffe zum Wachstum unerlaBlich. Bis jetzt sind
folgende Wuchsstoffe mit Sicherkeit als unbedingt notwendig erkannt: Lacto-
flavin'), Adermin?), Nicotinsdure3), Panthothensiure3), Adenin%) und Biotin4).

1 B. 78, 965 [1940].

1) Vergl. E. F. Méller, Ztschr. physiol. Chem. 254, 285 [1938]; 260, 246 [1939].
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3) E. E. Snell, F. M. Strong u. W. H. Peterson, Journ. Amer. chem. Soc. §0,
2825 [1938].

4) E. F. Méller, Ztschr. physiol. Chem. 260, 246 [1939].
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In einem geeigneten Medium, das alle diese Wuchsstoffe enthilt, ist aber das
Wachstum vieler Milchsdurebakterien noch immer nicht méglich.

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

Tafel.
Konzentrat.
Substanz im Versuch
(g/ccm)
Ammoniumacetat (Merck 1116) ..........iviiniieeniiriinennnn, 6.42x10-3
Dinatriumphosphat (2H,0, Merck 6580) ..............ccovviuunt, 1.25% 10"
Monokaliumphosphat (nach Sérensen, Kahlbaum) ............... 0.83x10-?
Magnesiumsulfat (7H,0, Merck 5882) ............. .. ... il 0.42x10-2
Ferricitrat (Merek, DABO6) ... .ottt iiiiiiiiiirerenanons 4.20x 105
ManganII-chlorid (4HzO, Merck 5926) ............cooviiiiniinn, 1.25x10-%
Glucose (Merck 8341) .. ..ivriiiiiniinineieierenoiinneennnnsnns 2.0 x10-2
I-Cysteinhydrochlorid (natiirl., Hoffmann, La Roche) ............ 0.8 x10—¢
d,l-Methionin (synth., Hoffmann, La Roche) .................... 0.5 x10-¢
Glykokoll (synth., H. Stocker) ......c.iiiiiniiiiiiiiiiiinnnnnn, 5.0 x10—¢
d,l-Alanin (synth., H. Stocker) ........ ...t iiiiiiiiiin.., 5.0 x10-¢
d,l-Valin (synth., H. Stocker) ........ciiiiiiiiiiiiiiiiiennen. 5.0 x10-¢
d,l-Leucin (synth., H. Stocker) .......... oo iiiiiiiiiiiiiniennn, 2.5 x10-*
d,l-Isoleucin (synth., H. Stocker) ........ ..., 1.0 x10-¢
d,l-Phenylalanin (synth., H. Stocker) .........c..iiiiiiiiiian, 5.0 x10-¢
I-Tryptophan (natiirl., Hoffmann, La Roche) ................... 1.0 x10-¢
d l-Asparaginsdure (synth., H. Stocker) ..................coiun, 5.0 x10-*
I-Glutaminsiure (natiirl.,, Schuchardt) .................... ... ... 5.0 x10-¢
Aneurinchlorid-hydrochlorid (synth., I.-G. Elberfeld) ................ 1.0 x10-7°
Aderminhydrochlorid (synth., I.-G. Elberfeld) ...................... 2.0 x10-¢
Nicotinsiure (aus Nicotin, Fraenkel & Landau) ................. 1.7 x10%8 -
Adeninsulfat (aus Hefe, Th. Wieland) .................ccuvnn... 4.3 X105k,
Biotinmethylester krystall. (Kogh)®) .......... ..., 2 x10-*
(+)-Pantothensaures Ba (synth., Th. Wieland).................... 6 x10-% .

Zum Test gibt man in eine Reihe von Roéhrchen mit dieser Grundlosung
das H’'-Praparat in geometrisch ansteigender Konzentration, sterilisiert, be-
impft und bebriitet im Brutschrank (s. Versuchsteil). Die nach 2-tigigem
Wachstum erhaltenen Bakterienmengen, die als Triibung im lichtelektrischen
Photometer von B. Lange gemessen werden, sind ein Mal fiir den H'-Gehalt.
des Praparates. Trigt man die erhaltenen Triibungswerte (Ordinate) gegen
die Konzentration (Abszisse) auf, so erhilt man Kurven, wie sie in Abbild. 1
wiedergegeben sind. Als Einheit (E) wurde die Menge H’ definiert, welche
in 1 ccm Test-Losung gerade optimales Wachstum hervorruft.

%) Fiir.groBere Versuchsreihen diente ein H’-freies Biotin-Konzentrat aus Hefe (s.
Versuchsteil).
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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 wurdens®).
Man sieht, daB3 die iiberwiegende Menge des Wirkstoffes im Ammoniak-Eluat
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Abbild. 1. Austestung einer Aufarbeitungsstufe (Kohleadsorption).
Abszisse: Ausgangsmaterial in g (So daB die Ausbeute direkt abgelesen werden kann),
Ordinate: Abgelesene Extinktionswerte am Lange-Photometer X 1000. Kurve I:
Ausgangskonzentrat, Kurve II: Kohle-Filtrat, Kurve III: Methanol-Vorelution,
Kurve IV: Ammoniakalisches Eluat.

enthalten ist: Filtrat 30 E, Methanol 240 E, Ammoniak-Eluat 7700—15400E .
Das mit reinen H’-Priparaten in diesem Grundmedium erreichbare Wachs-
tum liegt bei einem Triibungswert von ~ 500. Auch durch starke Uber-
dosierung reiner H'-Priparate erhéht sich dieser Wert nicht weiter (Kurve II).
Die durch unreine H'-Priaparate erhaltenen hoheren optimalen Werte (Kurven
I und III) sind auf einen Gehalt an Faktor J zuriickzufiihren?).

Nachdem gefunden war, daB der natiirliche Wuchsstoff mit synthetischer
p-Amino-benzoesiure identisch ist®), war die Natur des letzten, fiir das
Streptobacterium plantarum unbedingt notigen Wuchsstoffes geklart. So-
mit ist jetzt das Wachstum von Sireplobacterium plantarum in einer
Nihrlésung méglich, die nur chemisch genau definierte, in kry-
stallisierter Form bekannte Verbindungen enthalt.

Die p-Amino-benzoesiure wirkt in einer Konzentration von 1.6 x 10-1¢
g/cem bereits optimal und ist damit der wirksamste Bakterienwuchsstoff,
der bisher bekannt ist (Biotin 1 x 10-® g/ccm).

Da sich verschiedene Lokalanaesthetica von der p-Amino-benzoe-
sdure ableiten, war es von Interesse, die Aktivitit derartiger Substanzen mit
derjenigen der p-Amino-benzoesiure zu vergleichen. p-Amino-benzoesdure-
methylester, Novocain, Tutocain, sind etwa 2 Zehnerpotenzen weniger, Panto-
cain sogar noch weniger wirksam?).

$) R. Kuhn u. K. Schwarz, B. 74, 1617 [1941].
?) Uber die Konstitutions-Spezifitit von Aminobenzoesduren, von Aminobenzol-
sulfonsiduren und dhnlichen Verbindungen soll demnichst berichtet werden.
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Nachdem schon D.D. Woods®) einen Antagonismus zwischen p-Amino-
benzoesiure und den Sulfanilamiden an Streptokokken und Coli-Bakterien ent-
deckt hatte, schien es uns besonders wichtig, eine solche Wirkung auch bei
Streptobacterium plantarum zu untersuchen: Mit Sulfanilsiure erreicht man
eine véllige Hemmung des Wachstums bei einer Konzentration von 0.0339%,.
Noch stirker hemmend wirken Sulfanilamid, Sulfapyridin, Sulfa-
thiazol, Uliron, Neo-Uliron und Uliron C7). Wesentlich schwicher als
Sulfanilsiure hemmen p-Phenolsulfonsiure, Germanin, Atoxyl, Neostibosan,
Salvarsan und Neosalvarsan.

Alle diese Hemmungen lassen sich durch Zugabe von p-Amino-benzoe-
sdure aufheben. In Abbild. 2 ist als Beispiel die Aufhebung der Hemmung bei
verschiedenen Sulfanilsiure-Konzentrationen dargestellt. Wie man sieht,
ist in hoheren Konzentrationsbereichen die Menge der fiir die Enthemmung
notwendigen p-Amino-benzoesiure direkt linear abhingig von der an-
gewandten Sulfanilsiure-Konzentration. Das Verhiltnis p-Amino-benzoe-
sdure zu Sulfanilsiure hat bei halboptimalem Wachstum die konstante GroSe
von ~ 1:10000.
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Abbild. 2. Enthemmung durch p-Amino-benzoesdure bei steigender

Sulfanilsiure-Konzentration.

Abszisse: p-Amino-benzoesdure in 10™ g/ecm.

Ordinate: Abgelesene Extinktionswerte am Lange-Photometer x 1000.
e} ¢ ohne Sulfanilsiure

» Sulfanilsiure (H,N.¢~ \.SO,H 4 H,0) 2.1 x10°®g/ccm
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Beschreibung der Versuche.

a) Ziichtung der Bakterien,

Der Stamm 10 S des Streptobacterium plantarum (Orla-Jensen) wird
bei 289 laufend in Glucose-Mn-Bouillon geziichtet. Die Uberimpfung erfolgt

®) Brit. Journ. exp. Pathol. 21, 74 [1940].
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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 Testréhrchen iiberimpft, sondern erst aus einer 1!/,-tigigen Zwischen-
kultur, die sich aus der in der Tafel angegebenen Grundlésung und einer
unteroptimalen Menge H’ zusammensetzt.

b) Ausfithrung des Testes.

Zur Ausfithrung des Testes wird die Grundlgsung, die in einzelne Lésungen
entsprechend hoher Konzentration unterteilt ist, in die Testréhrchen von
etwa gleichem Durchmesser gegeben, die Losung der zu priifenden Pri-
parate in solchen Mengen zugefiigt, daBl die Konzentration in einer Zweier-
potenz-Reihe ansteigt, und schlieBlich mit Wasser auf 6 ccm aufgefiillt. Neuer-
dings verschlieBen wir die Rohrchen mit ,Kapsenberg-Kappen'?), die
sich schr bewidhrt haben. Nun wird im Dampftopf bei 100° 1/, Stde. sterilisiert.
Nach dem Erkalten (spitestens nach 24 Stdn.) folgt die Beimpfung aus
6 ccm der oben angegebenen 11/,-tigigen Zwischenkultur, von der 1 Ose
(Drahtstarke 0.5 mm, innerer Durchmesser 1.0 mm) in das Testréhrchen
(6 ccm) iibertragen wird.

Die sich sofort anschlieBende Bebriitung im Brutschrank wird seit einiger
Zeit bei 28° (frither 25°2)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. IL,ange bestimmt. Abgelesen wird an der Extinktions-
Skala, die Werte werden mit 1000 multipliziert.

c) Darstellung eines H'-freien Biotin-Konzentrates fiir den Test.

Fin Filtratfaktor-Priparat aus Hefe, welches sehr groe Mengen Biotin
und verhiltnismaBig wenig H’ enthielt, wurde bei py 1 mit Ather im Ex-
traktionsapparat extrahiert; das Biotin ging in den Atherextrakt. Dieser
wurde nach dem Eindampfen in 2-n. H,SO, gelost, filtriert und dann mit
Phosphorwolframsidure erschopfend gefillt. Die Hauptmenge des Biotins
ging in die Fillung, welche mit BaCO; zerlegt wurde. Nach der Zerlegung
wurde eingedampft und in absol. Alkohol gelést. Diese Losung wurde mit
alkohol. Kupferacetat-Losung erschopfend gefallt, die Mutterlauge ein-
gedampft, in H,O aufgenommen und mit H,S zerlegt (in alkohol. Lésung bilden
sich schlechtriechende Thioverbindungen). Die Fillung mit Kupferacetat
aus alkohol. Lésung wird wiederholt. Dabei geht die Hauptmenge des
Faktors H' in die Cu-Fillung, wihrend die Hauptmenge des Biotins in Iésung
bleibt. Das so erhaltene Priaparat hat einen H'-Gehalt, der nur noch ungefahr
0.19, des Ausgangsmaterials entspricht. Die fiir den Test notwendige Menge
Biotin (1 x 10-®° g/ccm) ist in 1y Trockensubstanz enthalten.

Wir danken der Deutschen Forschungs-Gemeinschaft fiir finan-
zielle Unterstiitzung, dem Werk Klberfeld der I.G. Farbenindustrie A.-G.
fiir iiberlassene Praparate, sowie Frl. A. Leising und Hrn.C. Breitwieser
fiir die Hilfe bei der Ausfithrung der Versuche.

%) Schott u. Gen., Jena.





