
Nr. 1/19421 J e r c h e l :  Uber Inverbeifen (X.). 75 

9. Diet r ic h Je r c h e 1: tfber Invertseifen, X.Mittei1. : Sulfonamidotetra- 
zoliumsalze ; Einwirkung auf die Glykolyse von Milchsaurebakterien. 

[Aus d.  Kaiser Wilhelm-Institut fur Medizin. Forschung Heidelberg, 
Institut fur Chemie.] 

(Eingegangen am 5. Dezember 1941.) 
Beitrage zu dem Problem des Zusammenhanges von Konstitution und 

biologischer Wirkung auf dem Gebiet der Invertseifen brachten die Arbeiten 
von R. K u h n  und Mitarbeitern'). In der VII.Mitteilung2) wurde von der 
Darstellung und den baktericiden Eigenschaften verschiedener 2.3-Diphenyl- 
5-alkyl-tetrazoliumsalze berichtet. Es war nun von Interesse, in diese Tetra- 
zoliumverbindungen Sulfonamidogruppen einzufuhren, um so zu Verbindungen 
zu kommen, die vielleicht eine besonders hohe baktericide Wirksamkeit 
besitzen wiirden. Ein sulfonamidhaltiges Formazan, die N .  N'-Di-[p-sulf- 
amido-phenyl] - formazylglyoxylsaure, wurde bereits durch A. Mossini3) 
bekannt, der aber keine Oxydation zum Tetrazoliunisalz durchfuhrte. 

Zur Synthese der Sulfonamidotetrazoliumsalze (11) wurden zunachst 
die entsprechenden Formazane (I) nach H. von  Pechmann  und P. Runge4) 
aus den Phenylhydrazonen der aliphatischen Aldehyde mit 1, 3, 6, 7 und 
11 C-Atomen und diazotiertem Sulfanilsaureamid dargestellt. Der dehydrie- 
rende RingschluB wurde hierauf, wie fur die Darstellung der Diphenyl- 
tetrazoliumverbindungen 2, angegeben, mit Bleitetraacetat durchgefuhrt . 
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Die dargestellten Formazane zeichnen sich durch ihre grof3e Neigung 
zur Krystallisation aus. Schon aus den Reaktionsgemischen fallen sie in 
ausgezeichneter Ausbeute krystallin an. Ihre Schmelzpunkte fallen mit 
zunehmender Kettenlange. 

Tafel 1. 
S c h m e  1 zp  u n  k t e d e r F o r m  a z an  e u n d T e t r a  zo l i  u nis a 1 z e .  

Substanz I Forniazane Tetrazoliuxnsalze 

R = CH, . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C,H, . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C,H,, ....................... 
C,H,, . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C,,H,, . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

235O 
2000 
1810 
176O 
167O 

198" 
179O 
147O 
142O 
135O 

Aus den Formazanen entstanden in guten Ausbeuten die Phenylsulfon- 
amidotetrazoliumsalze. Durch mehrfaches Umfallen aus Alkohol niit Ather 
konnten sie analysenrein erhalten werden. Die waBrigen I,6sungen der 
Verbindungen mit R 2 C,HI3 zeigen die von anderen Invertseifen her 
bekannten Eigenschaften. 
- -. 

1) I .  Mitteil.: B. 73, 1080 [1940]; IX. Mitteil.: 0. l v e s t p h a l ,  U. 74, 1365 [1941]. 
2) R. K u h n  u. D. J e r c h e l ,  R .  74, 941 [1941]. 
3) Ann. Chini. 'farmac. [3] 1940, 24. Suppl. zu Farmacista ital. 8, Nr. 4 (C. 1940 11, 

2602). 
') Helv. chini. Acta 14, 231 [1931]. 
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Bei dem Wachstumshemmungsversuch an Milchsaurebakterien (Strepto- 
bacterium plantarum), den Herr Dr. E. F. Moller durchfiihrte, ergab sich 
fur 2-Phenyl-3-~-sulfamidophenyl-5-undecyl-tetrazoliumchlorid ein Wert 
gleicher GroBenordnung wie fur das entsprechende Diphenyl-undecyl- 
tetrazoliumchlorid. Beide Werte waren dem von Zephirol ahnlich. 

Tafel 2. 
l? i n w i r k u n g a u f Milc hs a u r e b a k t e r i e n . 

vollstandige ~ ungehemmtes I Hemmung ' Wachstum Substanz 

2-Phenyl-3-p-sulf arnidophenyl-5-n-undecyl- 
tetrazoliumchlorid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

2.3-Diphenyl-5-?~-undecyl- tetrazoliumchlorid 
Zephirol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1 : 200000 1 1 : 1500000 
1 : 400000 ! 1 : 1 lOO000 
1 : 400000 ~ 1 : 1600000 
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bacterium plantarum), den Herr Dr. E. F. Moller durchfiihrte, ergab sich 
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tetrazoliumchlorid. Beide Werte waren dem von Zephirol ahnlich. 

Tafel 2. 
l7; n .,,: r L 7 1  n n o ,* C 'hi1 i 1 *h ii T 7  h I L t P t i P n 

Frl. Ur. M. v. C z e r n u c k i - H r e b e l j a n o w i t s c h  prutte am Hygrenischen 
Institut der Universitat Heidelberg (Prof. Dr. E. Rodenwald)  die Wirk- 
samkeit an Staphylokokken. Hier erwies sich, wie Tafel 3 zeigt, die Phenyl- 
sulfamidotetrazolium-Verbindung als vie1 weniger wirksam als das Diphenyl- 
tetrazoliumsalz. 

Tafel 3.  
T 6 t u n  as a r e n z e n un  d W a c  hs  t u  ms gr  e n Zen 

Im Zusammenhang mit der Desinfektionswirkung schien es interessant, 
Einzelvorgange des Bakterienlebens herauszugreifen und an ihnen die Wirk- 
samkeit verschiedener Invertseifen zu studieren. Nach den Untersuchungen 
von 2. Baker ,  R. W. Har r i son  und B. F. Millers) waren Versuche an  
der Glykolyse von Bakterien erfolgversprechend. In der Tat lie13 sich mit 
Hilfe der Glykolyse lebender Milchsaurebakterien ein einfaches Verfahren 
zum vergleichenden Test der Invertseifen ausarbeiten. 

Herr Dr. E. F. Moilers) stellte dazu eine von ihm gehaltene Kultur 
von Streptobacterium plantarum (Orla-  Jensen 10 S) zur Verfiigung. Es 
war zunachst notig, eine grogere Menge von kraftig glykolysierenden Bakterien 
zu ziichten. Dam wurden die bei 280 geziichteten Bakterien taglich wahrend 
5 Tagen in neue' Nahrlosung iibertragen. Die so erhaltenen Bakterien bildeten 
den Grundstock fiir die Versuchskultur. Von ihnen wmde auf eine grogere 
Menge der Niihrlosung iiberimpft und 4 Stdn. bei 38O gehalten. Vom Nahr- 
medium getrennt, gewaschen und in physiologischer Kochsalzlosung auf- 
genommen, entstand die fiir den Glykolyseversuch notige Bakterien- 
Suspension. Der Versuch selbst wurde im W a rburg -  GefaI3 unter Stickstoff- 
Kohlensaure bei 28O im Thermostaten durchgefiihrt. Das Ma13 fiir die ge- 
bildete Milchsaure war die aus Natriumbicarbonat in Freiheit gesetzte 
Kohlensauremenge. 

5) Journ. exp. Medicine 72, 249 [1940j. 
Hrn. Dr. Moller ist zu danken fur die freundliche Ubetlassung der Bakterien- 

kultur und fur wertvolle Ratschlage iiber die Kulturbedingungen. 
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Tafel 4. H e m m u n g  der  Glykolyse r o n  N i l c h s a u r c b a k t e r i e n .  
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. Jede andere Substanz war 2-ma1 an 
verschiedenen Tagen im Versuch. Die angefiihrten Zahlen sind die Mittelwerte dieser beiden Bestimmungen. 
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Tafel 4 zeigt die mit diesem Verfahren erhaltenen Ergebnisse. Um 
iibereinstimmende Werte zu erhalten, mul3te darauf geachtet werden, da6 
standig mit etwa der gleichen Menge an Bakterien gearbeitet wurde. Durch 
Zahlung, Trockengewichtsbestimmung und orientierenden Glykolysevor- 
versuch konnte dies zufriedenstellend erreicht werden. Fur jeden W a r  bu rg -  
Versuch wurden etwa 5 Milliarden Zellen (Zahlung in der Thoma-Zahl- 
kammer) benotigt ; das entsprach einem Trockengewicht von im Durchschnitt 
6 mg. Diese Bakterienmenge ergab im Glykolyseversuch die gewiinschte 
Milchsauremenge (s. dazu die Richtwerte der Kohlensaurebildung auf Tafel4). 
Als Substrat wurde Glucose verwendet. Wurden mehr Bakterien verwendet 
und damit diese Werte gesteigert, so wirkten die Invertseifen weniger 
hemmend, bei weniger Bakterien gleichlaufend starker hemmend. Jeder 
Versuch, wiihrend 40 Min. durchgefuhrt, ergab ein gradliniges Ansteigen 
sowohl der C0,-Werte der normalen Glykolyse als auch der Werte der ge- 
hemmten Glykolyse. In der Tafel sind die Werte der Hemmung nach jeweils 
10 Min. in Prozenten und die sich daraus ergebenden Mittelwerte verzeichnet. 

Die Versuche wurden durchgefih-t mit den in der vorliegenden Mitteilung 
beschriebenen verschieden kettenlangen Sulfamidotetrazoliumsalzen sowie 
rnit einigen Invertseifen anderer Typen. Besonders deutlich wird die Ab- 
hangigkeit der Hemmungswerte von der Kettenlange des Alkylrestes der 
Invertseife. Im  Gegensatz zu den bisher geubten Methoden (Wachstums- 
hemmungsversuche, Totungsversuche) ist durch den Test an der Glykolyse 
von Bakterien die Moglichkeit gegeben, auch weniger wirksame Invertseifen 
vergleichend zu prufen. Allgemein steigern ein wenig kleinere Konzentrationen 
als die, bei denen Hemmung erfolgt, die Glykolyse. Weiterhin ergibt sich, 
dal3 Invertseifen etwa gleicher Kettenlange aber verschiedenen Typs grogen- 
ordnungsmal3ig die gleiche Wirkung bei der bakteriellen Glykolyse zeigen. 

Hrn. W. Schulz  habe ich fur seine ausgezeichnete Unterstutzung be- 
sonders bei den Glykolyseversuchen zu danken. 

Beschreibung der Versuche. 
N-Phenyl-N'-p-sulfamidophenyl- C-methyl-formazan (I, R = CH,). 

Mol) P h e n y l h y d r a z o n  des Ace ta ldehyds  wurden niit dem 
Diazoniumsalz  aus 34.4 g Sulfan i lamid  unter Zusatz von 60 g kryst. 
Natriumacetat in 400 ccm khan01 bei 0-loo gekuppelt. Das zu erwartende 
Formazan krystallisierte aus dem Reaktionsgemisch in tiefroten Stabchen 
in quantitativer , Ausbeute aus. Einmal aus Athanol krystallisiert, hinter- 
blieben 41.5 g analysenreines Formazan vom Schmp. 235O (Kofler) .  

3.900 mg Sbst.:: 7.570 mg CO,, 3.05 mg H,O. - 3.119 mg Sbst.: 0.607 ccm N, 
(210. 754 mm). 

27 g 

C,,H,,O,N,S (317.1). Ber. C 52.98, H 4.77, N 22.07. Gef. C 52.94, H 4.88, N 22.34. 

2 -P h e n y 1 - 3 - p - s u 1 f a  m i d o p h e n y 1 - 5 - m e t h y l  - t e t r a z o 1 i u mc h 1 or  i d 
(11, R = CH,). 

10 g N - P h e n y l -  N ' -p-su l famidophenyl -C-methyl  - f o r m a z a n  
wurden in trocknem Chloroform mit 16 g B l e i t e t r a a c e t a t  versetzt. Die 
Aufarbeitung erfolgte wie fur das 2.3-Diphenyl-tetrazoliumchlorid in der 
friiheren Arbeit z, angegeben wurde. Es wurde ein blal3 gelbliches, aul3er- 
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ordentlich hygroskopisches Pulver erhalten. Die Reinigung zur Analyse 
erfolgte durch mehrfaches Ausfdien aus Methanol mittels Athers. Schmp. 1980 
(unscharf, KO f le r) . 

4.198 mgSbst.i 7.30 mg CO,, 1.50 mg H,O. - 3.496 mg Sbst.: 6.09 mg CO,. 1.29 mg 
H,O. - 2.050 mg Sbst.: 0.359 ccm N, (22O. 758 mm). - 4.205 mg Sbst.: 1.660 mg AgCl. 

CI,HI,O,N,CIS (351.6). Ber. C 47.79, H 4.01, N 19.91, C1 10.09. 
Gef. ,, 47.53, 47.51, ,, 4.16, 4.13, ,, 20.21, ,, 9.66. 

N-Phenyl-AT'-p-sulfamidophenyl-  C-n-propionyl - formazan  

60 g Pheny lhydrazon  des Bu ty ra ldehyds  (Sdp.,, 154-158O) wurden 
unter den beschriebenen Bedingungen mit dem D i a z o n i u m s a lz  aus 64 g 
Sul f  an i lamid  zur Umsetzung gebracht. Nach einmaliger Krystallisation 
wurden 80 g in' prachtigen roten Nadelchen krystallisierendes Formazan 
vom Schmp. 200° (Kofler) erhalten. 

3.940 mg Sbst.: 8.075 mg CO,. 2.000 nig H,O. - 1.860 mg Sbst.: 0.325 ccm N, 
(23O, 757 mm). 

(I, R = C3H7). 

C,,H190,N,S (345.15). Ber. C 55.63, H 5.55. N 20.29. 
Gef. ,, 55.89, ,. 5.68, ,, 20.07. 

2-Phenyl-3-p-sulfamidophenyl-5-n-propyl-tetrazoliumchlorid 
(11, R = C3H7). 

11.5 g N-Phenyl -N '  -p-sulfamidophenyl-C-propionyl-formazan 
wurden unter den bekannten Bedingungen mit der ber. Menge an Blei- 
t e t r a a c e t a t  in Reaktion gebracht. Es wurden 10 g eines gelblichen 
Pulvers erhalten. Aus Methanol mittels Athers mehrfach gefallt, war es  
analysenrein und schmolz bei 179O (K o f 1 e r) . 

1.885 mg Sbst.: 0.299 ccm N, (2Z0, 759 mm). - 3.768 mg Sbst.: 1.380 mg AgC1. - 
2.685 mg Sbst.: 0.985 mg AgCl. 

C1,HI,O,N,CIS (379.6). 
- 

Ber. N 18.44, C1 9.34. Gef. N 18.33, Cl 9.06, 9.08. 

A' -P he  n y 1 - N' - p - s u 1 f a m  i d o p h e n y 1 - C - n - h e x y 1 - f o r m a z a n 
(1, R = C6H13). 

Aus 41 g n-Heptylaldehyd-phenylhydrazon und dem Diazonium-  
ch lor id  aus 35 g Sulfan i lamid  wurde in quantitativer Ausbeute das 
Formazan erhalten. Die aus Athanol in tiefroten Krystallen erhaltene Ver- 
bindung hatte den Schmp. 181O (Kofler). 

3.845 mg Sbst.: 8.360 mg CO,, 2.275 mg H,O. - 2.944 mg Sbst.: 0.465 ccm N, 
(23O, 758 mm). 

CloH,,O,N,S (387.2). Ber. C 58.88, H 6.51, N 18.08. 
Gef. ,, 59.30, ,, 6.62, ,, 18.17. 

2 -P h e n q1- 3 - p -  s ul  f ami  d o p  he  n y l  - 5 - n - h e x y 1 - t e t r a z o 1 i u m c h 1 or i d 
* (11, R = C6HI3). 

5 g N -P h e n y l  -N' - p - s u l  f a mi  d o p  hen  y l  - C - hex  y 1 - form a z a n , der 
Reaktion mit 6 g Bleitetraacetat in Chloroform unterworfen, lieferten 4.5 g 
eines gelblichen pulverigen Tetrazoliumsalzes. Die Reinigung erfolgte durch 
mehrfaches Umfallen. Schmp. 147O. 

3.002 mg Sbst.: 0.428 ccm N, (210. 756 mm). - 3.410 mg Sbst.: 1.145 mg AgCl. - 
2.870 mg Sbst.: 0.965 mg AgCl. 

C,,H,,O,N,CIS (421.6). Ber. N 16.60, .C1 8.41. Gef. N 16.47, C1 8.31, 8.32. 
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N - P  h e n y 1 - N' - p -  s u 1 f ami  d o p  he n yl  - C- n- he p t y 1 - form az a n  
(I, = C7H15). 

32 g Pheny lhydrazon  des n -Oc ty la ldehyds  voni Sdp.,, 200° wurden 
mit dem Diazoniumsalz  aus 28 g Sul fan i lamid  umgesetzt. So wurden 
55 g krystallisierten Rohproduktes erhalten. Aus Athanol krystallisiert, 
hatte das Formazan den Schmp. 1760 (Kofler) .  

3.760 mg Sbst.: 8.280 mg CO,. 2.240 mg H,O. - 3.865 mg Sbst.: 8.510 mg CO,, 
2.215 nig H,O. 

C,,H~,O,hT,S (401.2). Ber. C 59.82. H 6.78. 
Gef. ,, 6O,OG, 60.05, ,, 6.67, 6.40. 

2-P he n y 1 - 3 - p - s u 1 fa  m i d o p he n y 1 - 5 - n - he p t y 1 - t e t r a z 01 i 11 mc h lo r i d 
(11, R = C,H15). 

Der dehydrierende RingschluD von 10 g N - P  hen  yl-N'-  p-sul  f amido-  
p h e n y l -  C -  h e p t y l - f o r m a z a n  mittels B l e i t e t r a a c e t a t s  ergab 9 g 
Tetrazoliumsalz, welches nach 3-maligem TTmfallen analysenrein war und 
den Schmp. 142O (Kofler)  hatte. 

C,,H,,0,N5C1S (435.7). 
2.010 mg Sbst.: 0.281 ccni N, (20°, 756 mm). - 3.080 nig Sbst : 1.020 nig AgCl. 

Rer. N 16.07, C1 8 14. Gef. N 16.20, C1 8.19. 

N - P  he n y 1 - iV' - p -  s u 1 fa  ni id op  he n y 1 - C - n - un dec  yl-  form az a n  
(1, R = c11H23). 

Die Umsetzung von 40 g n -Dodecy l -pheny lhydrazon  mit der Dia-  
zonium-Verbindung aus 25.3 g Sul fan i lamid  fiihrte in der ber. Ausbeute 
zu dem aus dem Reaktionsgeniisch krystallin ausfallenden Formazan. Aus 
Athanol wurde es in mikroskopisch kleinen Nadeln vom Schmp. 167O (K o f 1 e r) 
von kraftig rotel; Farbe erhalten. 

3.900 mg Sbst.: 9.02 mg CO,, 2.685 m g  H,O. - 3.700 mg Sbst.: 0.487 ccm N, 
(2 Z 0 ,  753 mm). 

Cc,H,,O,K,S (457.3). Ber. C 62.98, H 7.71, N 15.31. 
Gef. ,, 63.08, ,, 7.70, ,, 15.19. 

2 -P k e 11 y 1 - 3 - p - s LI 1 fa  m id o p h e n y 1 - 5 - n - u n d e c y 1 - t e t r a  z o 1 i u m c h 1 or  i d 
(11, R = c1IH23). 

Wttels 6g Blei  t e t r aace  t a t s wurden 5g N - P  hen  yl-iY'- p-sul  f amido-  
p hen  yl-.C-unde c yl-  f or  mazan  in quantitativer Ausbeute in die Tetrazo- 
liumverbindung verwandelt. Zur Analyse wurde die Liisung in Athanol mit 
Tierkohle behandelt und mit Ather mehrfach ausgefallt. So wurde ein gclb- 
liches Pulver vcni Schmp. 135O erhalten. 

3.C05 mg Sbst.: 0.372 ccm N,' (ZOO, 740mm). - 4.800 mg Sbst.: 1.345 mg AgCI. 
C,,H,,O,N,CIS (491.7). Ber. K 14.24, C1 7.21. Gef. N 14.04, C1 6.93. 

Durchf i ihrung der  Glykolyseversuche.  
Kulturbedingungen : Zur Verfiigung stand eine Glucose-Mangan-Bouillon- 

Kultur von Streptobakterium plantarum (Orla- Jensen 10 S). Hiervon wurde 
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eine Ose in 10 ccm einer von Dr. E. F. Moller angegebenen Niihrlosung7) uber- 
impft und 2 Tage bei 28O geziichtet. Von der entstandenen Bakteriensuspension 
wurden 0.5 ccm in 10 ccm frische Nahrlosung iibertragen. Aus der nach 
24 Stdn. entstandenen schleimigen Kultur wurden wiederum 0.5 ccm in 10 ccm 
Nahrlosung gegeben und dies iiber 5 Tage fortgesetzt. SchlieiWlich wurden am 
Versuchstag 5 ccm dieser vornehmlich aus jungen Bakterien bestehenden 
Kultur in 100 ccm Nahrlosung ubertragen und diese wiihrend 4 Stdn. im Brut- 
schrank bei 38O gehalten. Nur unter diesen Bedingungen erhielt man eine 
geniigende Menge gl ykolytisch hochaktiver Bakterien. 

Versuche im W a r  b u r g-  Gefd  : Die Bakterien wurden durch Zentri- 
fugieren mit hoher Tourenzahl von der Nahrlosung getrennt, einmal mit 
physiologischer Kochsalzlosung in der Zentrifuge gewaschen und in 11 ccm 
der gleichen Salzlosung suspendiert. Davon wurden zur orientierenden Be- 
stimmung der glykolytischen Aktivitat 1 ccm zusammen mit 0.1 ccm Glucose- 
Losung (10 mg), 1.6 ccm Krebs-Ringer-Losungs) und 0.3 ccm dest. Wasser 
in einem W a r  b u r g- G e f d  unter Stickstoff-Kohlensaure (95% N,, 5'3h C02) 
bei 28O geschiittelt. Nach 15 Min. hatte man sich so von den Anfangswerten 
der Milchsaure-Bildung iiberzeugt. Fur den Hauptversuch wurde nun ent- 
prechend verdiinnt oder auch durch erneutes Zentrifugieren konzentriert. 
(Siehe dazu die Richtwerte, Tafel 4). Dabei war zu beriicksichtigen, daJ3 die 
Aktivitat der Suspension im Verlauf der Zeit abnahm. 

Tafel 5. Glykolyse  v o n  Rfi lchsaurebakter ien 

nach 30 RZin. j nach 120 &fin. ~ nach 180 Nin. 
in physiol. Kochsalzlosung bei Zimmertemperatur I Zeit in Min. 

~ 

10 
20 
3 0 

~ 

I 45 3s 28 
78 80 44 

92 60 cinm CO, i 106 

Fur den Hauptversuch war die Fiillung des GefaiWes ebenso vorgenommen 
worden, wie fur den Orientierungsversuch. Zum Unterschied davon wurde 
der Ansatz des GefaJ3es mit 0.3 ccm der Losung der zu prufenden Invertseife 
gefiillt und dieser nach dem Konstantwerden der Temperatur des Gefail3es 
in den Hauptraum entleert. Die Kohlensaureentwicklung wurde wahrend 
40 Min. beobachtet. 

7) 500 ccm Hefekochsaft aus 125 g Lowenbrau-Hefe, 100 ccm SalzlGung bestehend 
aus: 0.5% prim.  Kaliumphorphat nach St i rensen,  0.75% sek. Satriumphosphat nach 
Sorensen .  8.24% kryst. Katriuniacetat, 3 %  Ammoniumsulfat, 20 ccm Casein- 
hydrolysat (10-pfoz. bezogen auf Casein), 320 ccm Wasser, 12.5 g Nahrbouillon Stand- 
dard I der Firma M e r c k ,  Darnistadt, 20 g Glucose, 20 mg 2rlnC1, + 4H,O, 100 mg 
Cysteinhydrochlorid von H o f f m a n n - L a  Roche  & Cie. 
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