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Einleitung.

Das Zusammenleben verschiedenartiger Organismen ist
fiir die Natur von gréBter Bedeutung. Nicht einmal die ,,au-
totrophen‘ Pflanzen kénnten auf die Dauer unabhingig von
anderen leben, weil es ihnen bald an der Kohlensiure mangeln
wiirde, die sie zum Aufbau ihrer Zellsubstanz bendtigen.
Diese Kohlensiure liefert ihnen der Stoffwechsel der Tiere und
vieler anderer Lebewesen, welche bei ihrem Wachstum die von
den Pflanzen synthetisierten Kohlenhydrate und andere orga-
nische Verbindungen zu CO, und H,O abbauen. Dazu brauchen
diese wiederum den Sauerstoff, welcher von den Pflanzen ge-
bildet wird. Dieses wechselseitige Geben und Nehmen der
Stoffwechselprodukte CO, und O, zwischen den beiden grof3en
Gruppen der Organismen stellt die Grundlage des Lebens auf
der Erde dar und ist zugleich die groBartigste Symbiose, die
wir kennen.

So betrachtet ist alles Leben ein Leben in Gesellschaft,
und es wiirde den Rahmen dieser Betrachtung bei weitem
sprengen, wollte man diese Erscheinung auch nur annghernd
in ihrer Bedeutung und Reichweite kennzeichnen. Die wenigen
in ihrer stofflichen Natur heute wirklich iiberblickbaren Sym-
biosen kommen im Reich der Mikroorganismen vor, so daB
sich dieser Bericht im wesentlichen mit dem Leben von Mikro-
organismen befaft.

I. Symbiose.
a) Symbiosen zwischen Mikroorganismen.

Unter den natiirlichen Bedingungen begegnet man in den
seltensten Fallen reinen Kulturen eines einzigen Lebewesens.
Fast stets handelt es sich um gemischte KKulturen. Nur in den
wenigsten Fillen wird es gelingen, die verschiedenartigen Orga-
nismen, die in der Natur zusammenleben, einzeln auf dem-
selben N4hrboden zu ziichten, auf dem sie in gemischter Kultur
zu wachsen vermdgen. Zwischen diesen in der Natur zu-
sammenlebenden Einzellern bestehen namlich meist definierte
stoffliche Beziehungen. Sie beliefern einander mit Stoffen,
die fiir ihre Erndhrung von Wichtigkeit sind. Die Ernihrungs-
physiologie der Mikroorganismen!?34) hat gezeigt, da Bak-
terien, Pilze, Hefen und Protozoen z.T. ebenso groBe An-
forderungen an das Nahrmedium stellen, wie die htheren Tiere
und der Mensch. Doch ist ihr Bediirfnis an Vitaminen sehr
verschieden. Sie konnen sich daher hiufig gegenseitig er-
gidnzen und in ihrem Wachstum f{drdern. Ein Wuchsstoff,
den der eine Organismus nichit synthetisieren kann, wird ihm
von einem, anderen, der dazu imstande ist, geliefert. Manche
Organismen bediirfen der Zufuhr einer ganzen Anzahl von
Whuchsstoffen, manchen fehlt nur die Fahigkeit zur Synthese
eines einzigen®$). Fiir die rote Hefe Rhodotorula rubra ist
Aneurin ein Wuchsstoff. Es zeigte sich, daB sie aber nicht
die ganze Aneurin-Molekel benétigt, sondern nur die Pyrimidin-
Komponente. Der Pilz Mucor ramanianus spricht ebenfalls
auf Aneurin an, vermag aber zu wachsen, wenn man ihm die
Thiazol-Komponente des Aneurins zufithrt. LiSt man diese
beiden Pilze in Gesellschaft wachsen, so produziert der eine
fiir den anderen die ihm fehlende Komponente des Vitamins,
und sie gedeihen ohne Zusatz von Aneurin oder einer der
beiden Hilften der Molekel®). Manchen Organismen muf man
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beide Komponenten geben, damit sie das Vitamin aufbauen
kénnen. Da auch die chemische Aneurin-Synthese iiber die
beiden Stufen verliuft, wurde von H. Fink®) vorgeschlagen,
die Hefe Torula utilis zur technischen Synthese zu benutzen.

Commensalismus und Synergismus.

Ein wichtiger Grund, warum verschiedene Mikro-
organismen nur in Gesellschaft auf bestimmten Nihrbéden
vorkommen, ist der ,,Commensalismus‘‘. Eine bestimmte Nah-
rung kann nur gemeinsam verwertet werden, weil eine Art
allein nicht iiber die notwendigen Fermente verfiigt, um den
Abbau durchzufithren. Sie wird von manchen Autoren daher
auch als ,,Synergismus bezeichnet!®). P. Vuilleminll) be-
trachtete die Beziehungen, die zwischen dem Pilz Mucor
rouxianus und einem Mikrococous bestehen, als Commen-
salismus. Der Mikrococcus wichst allein nicht auf Kartoffeln,
wohl aber in Gegenwart des Amylomyceten, welcher Maltose
produziert, welche vom Mikrococcus verwertet werden kann.
In diesem Falle wird der Mikrococcus tief orange pigmentiert.
S. 4. Waksman u. S. Lomanitz'?) fanden, daBl Bactlius cereus
gut auf Casein-Medium wichst, wahrend Pseudomonas fluo-
vescens dieses Substrat nicht verwerten kann. In gemischter
Kultur entwickelt sich kraftiges Wachstum der Fluorescens-
Bakterien, da der Cereus offenbar Abbauprodukte des Caseins
liefert, die von ihnen leicht verwertet werden konnen. W. L. Hol-
man'®) mochte mit dem Wort Synergismus jenen Typ von
Commensalismus bezeichnen, bei welchem zwei oder mehrere
Organismen, die zusammen wachsen, eine Umsetzung hervor-
bringen, die von keinem allein bewirkt werden kann. So be-
richtete schon 1892 M. v. Nencki4), da3 eine gemischte Kultur
von Bacillus pavalatici und Clostridium chauvoeir Butylalkohol
aus Glucose bildet, obwohl keiner der beiden G:gcrismen
allein dazu imstande ist. W. L. Holman u. D. M. Meekison'
haben eine "Reihe von Organismenpaaren identifiziert, die aus
Kohlenhydraten oder hoheren Alkoholen Gas produzieren, von
denen ein Partner allein diese Umsetzung jedoch nicht bewirkt,

Gasbildung mit

Organismus Mannit Maltose

Shiga ............ ... . ... 0 0
Flexner .............. . 0 O

............... 0 0
Bact. morganis ............... 0 0
Shiga + B. morganit .......... 0 +
Flexner + B. morganit ......... + +
Y + B.morganit .............. -+ 0

Manche saccharolytischen Organismen kénnen die Pro-
teine der Milch nicht angreifen. Fiir sie sind nur dann ge-
niigend Stickstoff-Verbindungen erreichbar, wenn gleich-
zeitig proteolytisch aktive Bakterien anwesend sind'). B. colz
und Profeus vulgaris wachsen nur ge meinsa m auf Lactose-
Harnstoff-Nahrboden. Der eine der beiden spaltet den Harn-
stoff, kann aber Lactose nicht fermentieren, der andere, der
Lactose fermentiert, besitzt keine Urease, um den Harnstoff
zu spalten'”). — Die Propionsiure-Bildung aus Lactose durch
Bagillus acidi propionici wird stark erhdht durch die Anwesen-
heit von Milchsiure-Coccen oder -Bacillen!8), Hierbei wird
die Propionsiure nicht direkt aus der Milchsiure gebildet,
sondern offenbar aus einem Zwischenprodukt der Milchsiure-
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Fermentation. — Auch eine véllige Umstellung der Fermen-
tation eines Organismus durch die Anwesenheit eines anderen
kommt vor. Schon im ersten Weltkrieg wurden in den USA.
aus den reichlich zur Verfiigung stehenden pflanzlichen Kohlen-
hydraten groBe Mengen Butylalkohol und Aceton durch Garung
mit dem Bacillus granulobactey pectinovorum gewonnen. Ernste
Schwierigkeiten traten ein, als die Kulturen mit dem aeroben
Bactllus volutans verunreinigt wurden. Die Aceton-Ausbeute
fiel als Folge der gemischten Kultur stark ab, und es entstand
vorwiegend Milchsiure. Die Verunreinigung mit Bacillus
volutans hatte die Aceton-Butylalkohol-Girung in eine Milch-
saure-Giarung umgeformt!?). — Zahlreich sind die Beispiele
dafiir, dal das Wachstum eines Anaerobiers auch unter aeroben
Bedingungen ermdéglicht wird, wenn ein ausgesprochener
Aerobier zugegen ist?°2!). S. Winogradsky??) und V. L.Omeli-
ansky®) stellten fest, daB in den oberflichlichen Schichten
des Bodens zahlreiche Organismen den Sauerstoff verbrauchen
und anaerobe Bedingungen fiir den stickstoff-bindenden An-
aerobier B. clostvidium pasteurianum herstellen. Einige der
Aerobier liefern aber auch dem Anaerobier Kohlenstoff-Ver-
bindungen. Der aerobe ebenfalls stickstoff-bindende Azoto-
bakter andererseits, der alkaligen ist, verbraucht saure Pro-
dukte -des Anaerobiers, wie z. B. Buttersiaure. So arbeiten
im Boden die beiden stickstoff-bindenden Organismen gut
zusammen. Ahnliche Synergismen sind auch in der Bakterien-
flora offener Wunden anzunehmen. Dies wurde schon im
ersten Weltkrieg bei Verwundungen beobachtet?:%). Wund-
infektionen, die den Anschein rein anaeroben Ursprungs haben,
konnen doch durch B. proteus und B. pyocyaneus wesent-
lich mitverursacht sein, da diese die Virulenz von B. per-
fringens und V. septiqgue erheblich steigerten und deren
Wachstum foérderten. Auch in aeroben Oberflichenkulturen
aus Weltkriegswunden wuchsen gemischt Anaerobier und
Aerobier,

b) Symbiosen zwischen Mikroorganismen und héheren
Pflanzen.

Nicht nur zwischen den Mikroorganismen untereinander
gibt es stoffliche Beziehungen, sie bestehen auch zwischen
ihnen und den hoéheren Organismen, den Pflanzen und Tieren,
mit denen sie zusammen leben. Dies Zusammenleben kann
sehr verschieden eng sein. Es kann ein ,,Nebeneinander'* sein,
wie es z. B. in den verschiedenen Pflanzengesellschaften vor-
kommt, wobei jedoch kein definierter gegenseitiger EinfluB
auf das Wachstum besteht. Man hat vorgeschlagen, fiir diese
Erscheinung den Namen ,,Parabiose’* zu gebrauchen und sie
scharf zu trennen von den eigentlichen Symbiosen, wo ein
enges korperliches Zusammenleben, ein Leben des einen Part-
ners im Korper des andern oder sogar in den Zellen des andern
stattfindet?®). Derartige Symbiosen finden sich bei den Legu-
minosen, wo die symbiontischen Bakterien in die Wurzelhaare
eindringen und dort den Wirtsorganismus zu verstiarkten Zell-
teilungen anregen. Die neu entstandenen Zellen vergréBern
sich besonders stark, und es entstehen die sog. Knollchen.
Hier findet also ein Gestaltswandel des Wirtes unter dem
EinfluB der Symbionten statt. Die Hiilsenfriichtler kénnen
auf praktisch stickstoff-freien Bdden wachsen und trotzdem
in ihren Samen besonders groBe Mengen von Protein ablagern,
weil die Knollchenbakterien den Luft-Stickstoff assimilieren
und in Zellprotein iiberfithren, d.h. damit zu wachsen ver-
moégen. Wenn die Bakterienkolonien aber eine gewisse Groe
erreicht haben, werden sie vom Wirtsorganismus verdaut, der
auf diesem Umweg den Stickstoff der Luft verwertet, was
die hohere Pflanze allein nicht kann.

Andere bakterielle Symbiosen finden sich bei einigen
tropischen Pflanzen, die zu den Rubiaceen und Myrsinaceen
gehéren. Hier leben die Symbionten in den Blittern, wo sie
ebenfalls besondere Knotchen bilden. Auch hier sind die Sym-
bionten von Bedeutung fiir das Wachstum des Wirtes. Es ist
aber noch nicht vollig geklart, wie weit es sich um Lieferung
von fiir die Pflanze assimilierbarem Stickstoff oder auch um
die Abgabe von spezielleren Stoffen handelt, die den Wuchs
beeinflussen.
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Sehr weit verbreitet ist die Symbiose zwischen Pilzen
und Pflanzen. Sie findet sich vor allem bei unseren Wald-
baumen, bei welchen die Wurzeln von einem dichten Faden-
geflecht bestimmter Pilze umgeben sind. Diese Erscheinung
nennt man Mykorrhiza, d. h. Pilzwurzel. Besonderes Interesse
hat die Mykorrhiza der Orchideen gefunden. Die Orchideen-
samen sind ausgezeichnet durch ihre ungewdhnliche Klein-
heit. Ein Samenkorn von Schomburgkia undulata wiegt nur
0,3y. Fiir den Aufbau des Keimlings stehen also nur sehr
unbedeutende Mengen an Reservematerial zur Verfiigung. Da-
mit die Orchideensamen keimen, miissen zuvor die Hyphen
der Mykorrhizapilze in den Samen eingedrungen sein. Sie
bilden darin einen Kniuel und werden schlieSlich vom Keim-
ling verdaut. Wie H. Burgeff?’) zeigen konnte, gelingt es auch,
die Samen pilzfrei zum Keimen zu bringen, jedoch nur, wenn
man zum Nihrsubstrat Extrakte aus Symbiosepilzen oder
anderen Pilzen, aus Hefe oder Phycomyces zufiigt. Um welche
bestimmten Faktoren es sich handelt, die der Symbiont seinem
L Wirt“ liefert, damit die Keimung méglich ist, konnte noch
nicht ermittelt werden. Doch diirfte der Orchideensamen ein
giinstiges Objekt zum Studium des Wuchsstoffbediirfnisses
der héheren Pflanze sein.

Auf Einzelfragen der verschiedenen pflanzlichen Sym-
biosen sowie auf die Symbiosen mit Actinomyceten, Blau-
algen, auf Flechten und die. Pilzsymbiosen der Loliumarten
genauer einzugehen, verbietet die Beschrinktheit des Raumes.
Der an diesen Fragen Interessierte sei auf die vor kurzem er-
schienene Monographie von Schaede®) verwiesen.

c) Symbiosen von Mikroorganismen mit Tieren.

Auch aus diesem sehr umfangreichen Gebiet kdnnen nur
wenige Beispiele herausgegriffen werden. Die Bedeutung dieser
Symbiosen fiir den tierischen Organismus ist erst in wenigen
Fillen klar erkannt. Einmal sind es jene Symbiosen, die
einem einfachen Zweck dienen, wie die Leuchtsymbiosen bei
gewissen Meerestieren, wo die mit Leuchtbakterien gefiillten
Organe in der Nihe der Mundéffnung angebracht sind und
der Anlockung von Beutetieren dienen oder in der Umgebung
der Augen, um besseres Sehen in groBer Tiefe und bei Nacht
zu ermoglichen. Hier liegt der Zweck der Symbiosen klar
auf der Hand. Ebznso bei einigen ausschlieBlichen Holzfressern,
bei welchen nachgewiesen werden konnte, daB die symbion-
tischen Bakterien Cellulasen produzieren, welche dem Wirt
zur Verdauung seiner Nahrung dienen?).

Die Annahme, daB der Symbiose bei den Insekten eine
viel allgemeinere Bedeutung zukommt, wurde von Buchner
schon sehr friihzeitig vertreten, als er erkannte, wie kompli-
zierte Mechanismen hiufig dazu dienen, um eine Ubertragung
der Symbionten auf die Nachkommenschaft zu sichern?®). Tat-
sachlich zeigte es sich, als man versuchte, kiinstlich sym-
biontenfrei gemachte Eier steril aufzuziehen, daB sie sich
hiufig gar nicht oder zu Kiimmerformen entwickelten. Koch?®°)
konnte 1933 bei dem Brotkifer Sitodrvepa zeigen, daB das Zu-
fiigen von Hefeextrakt zur Nahrung diese Mangelerscheinungen
weitgehend behebt. Er sprach auch bereits die Vermutung
aus, daB die Bedeutung der Symbionten fiir den Wirt in der
Lieferung von Vitaminen der B-Gruppe liegt. Es fehlte aber
bisher eine genaue Analyse des Vitaminbedarfs derartiger In-
sekten auf Grund der modernen Erkenntnisse der Wuchsstoff-
forschung. Vor kurzem haben G. Fraenkel u. M. Blevett’!) eine
solche Bestimmung bei Lasioderma und Sitodvepa gemacht
(Tab. 1).

Die volle Diit bestand aus: 50 Teile Casein; 50 Teile
Glucose; 1 Teil Cholesterin; 5 Teile ,,unloslicher Anteil von

Lasioderma Sitodrepa
unsterilisiertl sterilisiert | unsterilisiert| sterilisiert
++++ +++ ++++ + 4+ 4+
++ — — —
++4++ — ++(+) -
keine Nicotinsdure --------- ++4+ — ++++ —
kein Bg rrorrerrrecsrarannn. 44+ _ 444 .
keine Pantothensiure +++ — +4 —
kein Cholinchlorid ++ — + 4+ +
kein Inositr«ccvevrereceen ++++ +++ ++++ ++++
keine p-Amino-benzoesaure - - ++++ +++ ++++ ++++
Tabelle 1.

(Das Wachstum mit voller Diiat wird mit + ++ + bezeichnet.)
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Hefe'*; 2 Teile McCollums Salzmischung; 15 Teile Wasser;
7 Teile Weizenkeimd6l; Aneurin, Lactoflavin, Nicotinsiure,
Adermin, Pantothensidure und p-Amino-benzoesdure je 50 y/g
trockene Diat; Cholinchlorid und Inosit je 500 y/g Diat.

Es zeigte sich, wie aus Tab. 1 hervorgeht, daBl normale
symbiontentragende Larven und symbiontenfreie Larven sehr
verschiedene Vitaminbediirfnisse haben. In Abwesenheit der
5 wichtigen B-Faktoren Aneurin, Lactoflavin, Nicotinsiure,
Adermin und Pantothensiure findet gar kein Wachstum statt,
bei Abwesenheit von Cholin nur bei Sitodrepa sehr geringes
Wachstum. Inosit und p-Amino-benzoesiure sind entweder
noch in der Grunddiit in geniigender Menge enthalten, oder
sie werden von den Insekten nicht benétigt.

Da die meisten Symbiosen bei Insekten vorkommen, die
sich durch besonders einseitige Ernihrungsweise auszeichnen,
wie bei Pflanzensiftesaugern, Blutsaugern, Holz- und Cerealien-
fressern, ist anzunehmen, daf} ihre Bedeutung allgemein in
der Lieferung von Vitaminen besteht. Doch mufl betont
werden, daB es hier auch Ausnahmen gibt, da 4. Koch®?) zeigen
konnte, daB der Reiskifer Oryzaephilus surinamensis sich
aus sterilen Eiern ebensogut entwickelt wie aus symbionten-
haltigen.

Aber auch umgekehrt ist der Wirt von groBem Einflu@
auf das Wachstum seiner Symbionten, insbes. auf deren Ge-
stalt. Hieriiber hat H. J. Miiller®3) in einer eingehenden Arbeit
berichtet. Bei 186 verschiedenen Fulgoroiden (Homoptera
cicadina) wies er 25 verschiedene Symbiontenarten nach. Jede
Fulgoroide beherbergte 1 oder mehrere bis zu 5 Organismen-
arten. Diese liegen in sehr verschiedenen Formen vor, je nach-
dem, ob sie Minnchen oder Weibchen bewohnen. Es kommt
bei den Weibchen zur Ausbildung bestimmter Infektions-
formen, durch welche die Symbionten auf die Eier und die
Nachkommenschaft {ibertragen werden. Beim Minnchen aber
unterbleibt die Ausbildung der Ubertragungsformen. Die
Teilungsrate der Symbionten geht stark zuriick, sie verlieren
ihre urspriingliche Form, es kommt zu Riesenwuchs und Pleo-
morphismus. Auch bei den weiblichen Fulgoroiden entwickeln
sich derartige Riesenformen in bestimmten Organen, zerfallen
aber in viele kleine ,,Wandersymbionten, wenn sie in den
Bereich einer bestimmten Mitteldarmschlinge kommen. Welche
stofflichen Einfliisse es sind, die vom Wirt ausgehen und die
Gestalt der symbiontischen Mikroorganismen derartig weit-
gehend bestimmen, ist noch nicht untersucht worden.

Auch die hoheren Tiere beherbergen Symbionten, die fiir
ihr Leben von groBer Bedeutung sind. Das hohere Tier ver-
mag bekanntlich Harnstoff nicht weiterzuverarbeiten. Dieser
ist vielmehr die wichtigste Form, in welcher Stickstoff aus
dem Stoffwechsel des Siugetieres ausgeschieden wird. Trotz-
dem vermogen Wiederkauer gut zu wachsen und Milch zu
produzieren, wenn ein erheblicher Teil des Stickstoffes der
Nahrung in Form von Harnstoff zugefiihrt wird. Es konnte
nachgewiesen werden, daB es auch hier zunichst Mikro-
organismen sind, welche den Harnstoff in Ammoniak spalten
und dieses in ihr Zellprotein, das dann dem Tier als Nahrung
dient, iiberfithren, Die Bakterien aus dem Pansen der Tiere
konnen namlich in vitro mit dem Harnstoif als alleiniger
Stickstoff- Quelle wachsen. Wenn man 1500 cm® Panseninhalt
mit 0,65 g Harnstoff und 7,5 g Starke und den iiblichen Salzen
bebriitete, so wurden in den ersten 3 h 9 mg N/100 cm?® Pansen-
inhalt in Protein iibergefiihrt. Wenn man den Inhalt eines
Pansens mit 75 kg berechnet, so bedeutet dies eine Produktion
von 54 g Protein-N/Tag oder 375g Protein. Dies sind etwa
259% des Total-Proteinbedarfs einer Kuh mit 10l taglicher
Milchleistung®).

Aber nicht nur der Nutzbarmachung von Stickstoff-Ver-
bindungen, die normalerweise vom hoheren Tier nicht ver-
wertet werden kénnen, dienen die Pansensymbionten der Wieder-
kiauer. Von [J. Pochon®) ist aus dem Rinderpansen ein Bak-
terium isoliert worden, welches Cellulose fermentiert, d. h.
als Kohlenstoff-Quelle benutzt. Xultiviert man dieses Plec-
tridium cellulolyticum in vitro mit reinem Filtrierpapier als
Kohlenstoff-Quelle, so findet man in jungen Giransitzen 809,
der Cellulose als Carbonsiuren wieder, davon 739, als Ameisen-
sdure und 279 als Essigsiure. Am Ende der Fermentation
treten 69, Propionsiure auf. Daneben werden 5,49 des Ge-

1) Z. Morph. Okol. Tiere 82, 137 [1936].

33) Zoologica 86, H.98 Lifg.1 u. 2 {1940].

) R. M. Pearson u. J. A. B. Smith, Biochemic. J. 37, 142, 148, 153 [1943].
3) C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 118, 1323 [1933].
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wichtes der Cellulose als Athylalkolol wiedergefunden?).
Diese Fermentation ist vollig analog derjenigen, die im Pansen
des Tieres stattfindet3?). Fiigt man auf dem Hohepunkt der
Fermentation Toluol zum Giransatz, so da3 die Bakterien
getotet werden, so wird eine Cellulase ausgeschieden. Man
erhialt dann 109, der Cellulose als Glucose. Einerseits stellt
also die Cellulose, die von den Wiederkauern gefressen wird,
ein Nihrsubstrat fiir die Bakterien des Pansens dar, anderer-
seits wird mit Hilfe der von den Bakterien produzierten Cellu-
lase die Cellulose in Glucose, also eine auch vom Tier verwert-
bare Verbindung, umgewandelt. Das Verhiltnis Tier—Bak-
terien stellt also eine Symbiose dar, aus der beide Partner
einen wesentlichen Nutzen ziehen.

Eine interessante Symbiose, die jedoch noch nicht véllig
aufgekldrt erscheint, ist diejenige der Stickstoff assimilierenden
X-Bakterien im Blute des Blauwals. Diese wurden von
H. Laurie®®) entdeckt. Er schrieb ihnen eine Bedeutung bei
der Entfernung des Stickstoffs aus dem Blute zu, das sich
stark nit Stickstoff anreichert, wenn das Tier nach dem Atem-
holen in groBere Wassertiefen geht und der Sauerstoff durch
den Stoffwechsel verbraucht wird. A. Krogh®) zieht diese
Erklirung aber in Zweifel, da die Bakterien zum Wachstum
ja mindestens ebensoviel Sauerstoff wie Stickstoff verbrauchten
und so das Verhiltnis Sauerstoff/Stickstoff nicht wesentlich
verschieben kénnten.

Ebensowenig wie die meisten symbiontentragenden In-
sekten unter sterilen Bedingungen sich entwickeln oder die
Wiederkiuer ohne die Pansensymbionten Cellulose verdauen
kénnten, ebensowenig konnten die Sidugetiere und der Mensch
steril, ohne die symbiontischen Organismen des Darms, exi-
stieren. Es ist nicht inéglich im Rahmen dieser Abhandlung
die symbiontischen Leistungen der Darmflora fiir den héheren
Organismus ausfiibrlich zu schildern. T. Baumgdrtel hat vor
kurzem die enteralen Biosynthesen durch B. colf eingehend
dargestellt4o).

II. Antibiosen.

Fast ebenso zahlreich wie die Berichte dariiber, da8 Or-
ganismen, die in Gesellschaft sehr gut zu wachsen vermégen,
dies nicht mehr kénnen, sobald man sie einzeln auf dem gleichen
Nihrboden kultiviert, sind die Angaben iiber Fille, wo das
Umngekehrte zutrifft: Verschiedene Organismenarten, die
einzeln auf einem gegebenen Substrat gut gedeihen, gehen
zugrunde, wenn man sie zusammen kultiviert. Sehr eindrucks-
voll ist das Bild bei folgendem Versuch: Man beimpft eine
Agarplatte mit zwei Strichen von B. subtilis und impft da-
zwischen einen Strich von Ps. fluorescens. Man sieht nach
einigen Tagen, da3 die beiden Bakterienarten nicht zusammen
wachsen konnen, sondern iiberall, wo Fluorescens wichst,
geht Subtilis zugrunde. Dariiber hinaus ist die Fluorescens-
kultur von einer Hemmungszone umgeben, innerhalb der
ebenfalls keine Subtilisbakterien angehen. Die GroBe dieser
Hemmungszone ist verschieden, je nachdem, welche Orga-
nismen man an Stelle von Subtilis als Testorganismen nimmt41),
Der Grund fiir diese Erscheinung ist entweder der, daB der
eingeimpfte Organismus dem Nihrmedium Stoffe entzieht,
die fiir das Wachstum des anderen lebenswichtig sind, oder
aber der, daB er Stoffe produziert und an das Niahrmedium
abgibt, die dem Wachstum des anderen hinderlich sind. In
diesem Falle kann man auch hiufig beobachten, daB es nicht
gelingt, einen Organismus in frischem Nihrmedium zu ziichten,
wenn man sterile, gebrauchte Kulturldsung eines anderen
zufiigt.

Die ersten Fille dieser Erscheinung wurden schon 1877
von L. Pasteur'?) und 1879 von De Bary*®) beschrieben.
M. Ward**) nannte sie 1899 Antibiose. Derartige Ant-
agonismen oder Antibiosen kennen wir bei simtlichen Arten
von Mikroorganismen. Pilze hemmen das Wachstum von
Bakterien und umgekehrt, Bakterien bekimpfen Bakterien,
Protozoen vertilgen Bakterien, und manche Bakterien sind
giftig {iir Protozoen. Die antibiotischen Stoffe sind die Mittel,
welche die Mikroorganismen im Kampf ums Dasein anwenden.
Sie sind wahrscheinlich von groBer Bedeutung iiberall dort,
wo es sich darum handelt, bestimmte Populationen von Mikro-
organismen aufrechtzuerhalten, wie im Darm der Siugetiere
und der Menschen, im Pansen der Wiederkiauer und im Boden.

3¢) Ebenda 114, 327 [1934].

38) Discovery 7, 363 [1933].

) Klin. Wschr. 21, 265 [1942].
2) Qeuvres de Pasteur, Paris 1922.

#) Die Erscheinung der Symbiose, StraBburg 1879.

37) C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 199, 983 [1934].
%) Nature [London] 183, 635 [1934].
$1) J. M. Lewis, ]. Bacteriol. 17, 89 [1928].

*) Ann. Botany 549 [1899].
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Erst in jlingster Zeit beginnt man, sich in weiteren Kreisen
fiir diese natiirlichen Hemmstoffe des Wachstums zu inter-
essieren. Sie ibertreffen z. T. die wirksamsten synthetischen
Chemotherapeutika, die man kennt, um mehrere Zehner-
potenzen.

Manche Pilze und Bakterien produzieren bestimmte Stoffe
in so groBer Menge, daB davon das Nihrmedium so weitgehend
geindert wird, daB andere Organismen nicht mehr darin zu
wachsen vermégen. Milchsiure, Citronensiure und Alkohol
sind nur schwach baktericid und wenig bakteriostatisch; hoch-
prozentige Losungen davon, wie sie durch die entsprechenden
Pilze hergestellt werden, sind aber nur fiir wenige Organismen
als Nihrsubstrat geeignet. Oft ist auch nur die Verianderung
im pyg der Nahrldsung die Ursache dafiir. Biologisch und
chemotherapeutisch interessanter sind aber solche Stoffwechsel-
produkte, die schon in sehr geringer Konzentration das
Wachstum anderer Organismen verhindern. Einige dieser
Stoffe wurden schon in reiner Form gewonnen und ihre
Wirksamkeit genau bestimmt. Die Mehrzahl der bisher
beschriebenen Effekte dieser Art ist jedoch in ihrer stoff-
lichen Natur noch unaufgeklirt. Sie stellen fir Biologen,
Chemiker und Arzte noch ein weites Arbeitsfeld dar.
Beobachtungen dieser Art finden sich in der biologischen,
botanischen, physiologischen, chemischen und landwirtschaft-
lichen Literatur weit verstreut, und alle bisher erschienenen,
uns z. Zt. zuginglichen Zusammenfassungen iiber dieses
Thema®-4) kénnen noch nicht als vollstindig angesehen
werden. Auch diese Darstellung erhebt nicht diesen Anspruch,
sondern mochte nur die wichtigsten und gesichertsten ant-
agonistischen Effekte kritisch sichten. .

a) Die Antibiose der niederen Pilze.
Actinomyceten.

Den im Boden vorkommenden Actinomyceten wird eine
wichtige Rolle bei der Unterdriickung schidlicher Bakterien
zugeschrieben®?).  R. Greig-Smith®) zeigte 1917, daB ver-
schiedene Actinomyceten Stoffe produzieren, die fiir andere
Bewohner des Bodens giftig sind. R. Lieske beschreibt Actino-
myceten, die das Wachstum von Staphylococcus pyogenes ant-
agonistisch beeinflussen®). Uber eine fiir B. mycoides toxische
Substanz, die von Actinomyces produziert wird, berichtet
J. S. Borodulina®®). Unter dem EinfluB des giftigen Stoffes
andern sich die morphologischen und physiologischen Eigen-
schaften des Bakteriums. Die Zellen verlingern sich, die
Sporenbildung unterbleibt, und das Bakterium verliert die
Fihigkeit, Ammoniak aus Proteinen in Freiheit zu setzen.

A.Gvatia u. S. Dath®®) isolierten verschiedene Schimmel-
pilze, vornehmlich Actinomyceten (in ihrer Arbeit Streptothriz
genannt), welche auf Gelatineplatten andere Bakterien ibrer
Umgebung verdringten oder sie in Suspension zur Auflésung
brachten. Ein Streptothrixstamm aus der Luft war besonders
aktiv gegen Stapbylococcen, B. pyocyaneus und V. cholerae,
wihrend B. coli und Tuberkelbacillen unempfindlich waren.
Eine besonders aktive Streptothrixart wurde aus einer ver-
unreinigten Vaccineampulle isoliert, sie wirkte auch auf
Coli, Diphtherie-, Typhus- und Paratyphuserreger lytisch.
Das Filtrat einer Bouillon-Kultur von Streptothrix léste sehr
schnell eine dichte Suspension von Bakterien. Auch ein Ex-
trakt der zerriebenen Pilze iibt die gleiche Wirkung aus. Rus-
sische Autpren®) berichten ebenfalls iiber einen bactericiden
Stoff aus Actinomyceten, der besonders auf Proactinomyceten,
Mykococcen, Mykobakterien und Mikrococcen, dagegen weniger
stark auf sporentragende und gar nicht auf sporenlose Bak-
terien wirkt. Pathogene Staphylococcen und Tuberkelbacillen
wurden ebenfalls angegriffen. Die Zellen werden dabei ent-
weder geldst oder sterben ohne Lysis. Die bactericide Substanz
ist filtrierbar und thermostabil. Uber eine ebenfalls thermo-
stabile, wasserlosliche Substanz aus Actinomyces violaceus
Gasp. berichtet 4. J. K#8%). Der genaue Mechanismus dieser
Bakteriolyse konnte jedoch auch spiter noch nicht aufgeklart

) R. E. Buchanan u. E.[.Fuimer: Physiology and Biochemistry of Bacteria, Baltimore
1930, S 3—28

) W. L. Holman in Jordan u. Falk: Newer Knowledge of Bacteriology and Immunology,
Chicago 1928, S.102—119.

$7) S. 4. Waksman, Soil. Sci. 48, 51 [1937]. .,

) C. L. Porter u. J. C. Carter, Botanic. Rev. 4, 165 [1938].

) M. Kiese, Klin. Wschr. 22, 505 [1943].

) Proc. Linn. Soc. N. S. Wales 88, 679 [1912]; 40, 631 [1916]; 42, 162 [1917].

81) Morphologie und Biologie der Strahlenpilze, S.130 [1921].

s1) Microbiol, 4, 561 [1935].

#) C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 91, 1442 (1924); 92, 462 [1925].

3) N. A. Krassiinthow u. A. J. Korenjako, Microbiol. 8, 673 (1939).

¢) Ebenda 9, 32 [1940].
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werden®). M. Welsch hat dem lytischen Prinzip den Namen
Actinomycetin gegebens”). Eine eingehende Untersuchung der
Antibiose der Actinomyceten haben S. 4. Waksman u.
J. W. Foster®®) vorgenommen. Die stirkste Wirkung fand
Waksman spiter bei einer Art, der er den Namen Actinomyces
antibioticus gab®®). Die toxische Substanz hatte eine starke
wachstumshemmende Wirkung gegeniiber allen gepriiften Bak-
terien, Actinomyceten und anderen Pilzen. Sie erhielt den
Namen Actinomycin®). Der Pilz wurde auf Pepton-Starke-
Nihrboden geziichtet. Nach 6-—10 Tagen bei 25—30° war
die Nihrlésung dunkelbraun gefirbt. Die bakteriostatische
Substanz wurde aus der Nahrlosung mit Ather extrabiert,
Aus dem Verdampfungsriickstand wurde durch Petrolither
eine Substanz herausgelost, die nur sehr geringe bakterio-
statische, aber sehr starke, wenn auch schwankende baktericide
Wirkung besitzt. Sieistfarblos und wurdeActinomycinB
genannt, wihrend Actinomycin A in Petrolither unldslich ist
und durch chromatographische Adsorption an Aluminium-
oxyd gereinigt und in Form zinnoberroter Plittchen vom

F. 250° gewonnen wurde. Es ist optisch aktiv ([a]p =
— 320%, hat ein Molgewicht von etwa 800 und scheint

eine polycyclische Stlickstoff-Verbindung zu sein. Durch
Natriumdithionit wird die Substanz reduziert, die Farbe schligt
dabei von Rot in Hellgelb um. Beim Schiitteln an der Luft
kehrt die rote Farbe wieder zuriick. Die hdchste Wirksamkeit
zeigt Actinomycin gegeniiber gewissen gram-positiven Bak-
terien (B. mycoides, B. subtilis, Savcina lutea), deren Entwick-
lung es in einer Verdiinnung von 1 : 10 bis 1 : 100 Mio. noch
vollstindig hemmt®l). Auch fiir- héhere Tiere ist Actinomycin
hochtoxisch. 209 toten eine Maus von 20 g innerhalb 24 bis
48 h%%). Unter den zablreichen anderen Actinomyceten, die
ebenfalls antibiotische Eigenschaften besitzen, konnte kein
anderer Stamm isoliert werden, der Actinomycin oder einen
dhnlichen Farbstoff produziert. 250 verschiedene Stdmme
wurden untersucht.

Um die Frage der therapeutischen Anwendbar-
keit von Actinomycin bei bakteriellen Infektionen zu priifen,
wurde eine genaue pharmakologische Untersuchung vorgenommens®s).
Einmalige intravenosse Injektionen von etwa 1 mg/kg sind bei Mausen
und Ratten tédlich. Der Tod erfolgt jedoch nicht sofort, sondern
meist spiter als nach 24 h. Bei ldnger dauernder Beobachtung ist
0,5 mg/kg die absolut tédliche Gabe, Man beobachtet bei den Tieren
Durchfdlle und Hamaturie, Kongestion der inneren Organe und
eine auffallende Verkleinerung der Milz. Bei kleinerer Dosierung
sind schon 0,05 mg/kg und Tag innerhalb von 7 Tagen tédlich.
Hierbei ist hauptsichlich die Funktion der Leber gestart. Trotz
der hohen antibakteriellen Wirksamkeit in vitro kann man mit
einmaligen Gaben von 0,25, 0,5 und 1,0 ¢ bei Miusen keinen Schutz
gegen himolytische Streptococcen oder Pneumococcen erreichen.
Nach der Injektion verschwindet Actinomycin sehr schnell aus
dem Blut. Nach der Injektion von 2,5 y/20g Maus konnte schon
nach 15 min im Blut kein Actinomycin mehr nachgewiesen werden.
Im Harn erschienen innerhalb von 6 h 10—20% der Eingabe.

Ein von Actinomycin und Actinomycetin offenbar ver-
schiedenes Antibioticum aus Actinomyceten wurde von Waks-
man % 88) | Streptothricin‘‘ genannt. Es besitzt hohe Wirk-
samkeit gegeniiber zahlreichen grampositiven und -negativen
Organismen.

A. D. Gardner u. E. Chain ®®) berichten iiber die Dar-
stellung einer alkaloid-dhnlichen Base aus Proactinomyceten
mit hoher antibiotischer Wirksamkeit hauptsichlich gegeniiber
grampositiven Erregern. Die Substanz wurde mit ,,Pro-
actinomycin‘* bezeichnet.

Aspergillus-Arten.

Das Filtrat eines bestimmten Stammes von Aspergillus
flavus ist, wie von E.C. White%) berichtet wird, nicht nur
wachstumshemmend, sondern auch bactericid gegeniiber einer
Anzahl g am-negativer wie gram-positiver Bakterien. Ahnlich,
aber weniger aktiv, wurden einige Stimme der Oryzae-flavus-
Gruppe und Aspergillus parasiticus gefunden. Uber die Natur
des baktericiden Stoffes konnen noch keine genauen Angaben

) G. L. W. Wiebols u. K. T. Wieringa: Bacteriophagie een algemeen voorkomend ver-
schijosel, Wageningen 1936.

*") Rep. Proc. 3d Internat. Cong. Microbiol. New York, 260 [1940].

58) Soil. Sci. 48, 69 [1937].

) S. A. Waksman u. H. B. Woodru/f, J. Bacteriol. 40, 581 [1940]; 42, 231 [1941].

80} S. 4. Waksman u. H. B. Woodruff, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 45, 609 [1940].

§) S. A. Waksman u. M. Tishler, J. biol. Chemistry 142, 519 [1941].

) S. A. Waksman, H. Robinson, H. J. Metzger u. H. B, Woodruf!, Proc. Soc. exp. Biol.
Med. 47, 261 [1941].

) H. J. Robinson u. S. A. Waksman, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 74, 25 (1942].

) S. A. Waksman u. H. B. Woodruff, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 48, 207 [1942].

¢5) J. Bacteriol. 48, 299 [1943].

¢4) Brit. J. exp. Pathol. 28, 123 [1940].

#7} Science 92, 127 [1940].

Die Chemie
58. Jahrg. 1945. Nr. 1[4



gemacht werden. Offenbar handelt es sich um verschiedene
Stoffe, die ,,Aspergillinsiure ¢ 6%79) und , Flavicin* %)
genannt wurden. Dieses besitzt Eigenschaften, welche fiir die
Natur eines Peptides sprechen.

Vielleicht handelt es sich um dieselbe oder eine dhnliche
Substanz, die von G. H.Glister’?) im Nihrmedium eines aus
der Luft isolierten Aspergillusstammes aufgefunden wurde.
Der Extrakt des Kulturfiltrates hemmte g am-positive und
-negative Organismen in einer Verdiinnung von 1 : 200 00o0.

Ein ebenfalls antibakterieller Stoff wird von Aspergillus
clavatus™) ins Nahrmedium abgegeben. Er ist hitzebestandig,
148t sich an Tierkohle adsorbieren und mit Ather eluieren.
Die ather-losliche Fraktion zeigt baktericide Eigenschaften
in Verdinnungen von 10-3. Auch in Gegenwart von Serum
ist der baktericide Effekt zu beobachten. . Die wirksame Sub-
stanz, das Clavatin, wurde von F. Bergel u. Mitarb. ")
in kristallisierter Form gewonnen. Sie hatte den F. 109,5 bis
110,5° und bildete eine Monoacetyl-Verbindung vom F. 118
bis 120% Die Bruttoformel war C,H,O,. Offenbar die gleiche
Substanz, jedoch nicht kristallisiert, hatten S. 4. Waksman
u. Mitarb. in Hinden. Sie nannten sie ,,Clavacin‘ %), Nach
Bergel ist Clavatin identisch mit dem aus Penictllium claviforme
gewonnenen Antibioticum ,,Claviformin‘ und dem ,,Patulin*
aus P. patulum, welche weiter unten besprochen werden sollen.

Neben den im Abschnitt ,,Chinone'* zu besprechenden
Benzochinonen Fumigatin und Spinulosin wurde aus Asper-
gtllus fumigatus noch ein drittes antibiotisches Prinzip kristalli-
siert 71P) und ,,Fumigacin‘ benannt. Als F. wurde 185—187°
angegeben. Es enthilt 3,7 % Stickstoff und ist aktiv gegeniiber
gram-positiven Bakterien. Aus Aspergillus fumigatus wmut.
helvola isolierten spiter Chain, Flovey, Jennings u. Williams )
ein Antibioticum der Bruttoformel C;,H,,04 vom F. 204—2129,
welches Staph. aureus mit 1 : 8o ooo total hemmte und das
sie ,,Helvolinsiure‘* nannten. Nach einem Referat in
., Nature*“??) haben Menzel, Wintersieiner und Hoogerheide
festgestellt, daB das Fumigacin von Waksman nicht einheitlich
war, sondern 209, einer andern ebenfalls antibakteriell wirk-
samen Substanz ,,Gliotoxin* der Bruttoformel C,,H, N,S,0,
enthielt, die schon vorher in Gliocladium fimbriatum aufge-
funden worden war (siehe unter III c!). Das gereinigte Fumi-
gacin war stickstoff-frei und erwies sich in der chemischen
Zusammensetzung und der antibakteriellen und in vivo-Aktivi-
tit als identisch mit Helvolinsdure. Als antibakterielle Stoff-
wechselprodukte von Asp. fumigatus sind also bis jetzt Fumi-
gatin, Spinulosin, Helvolinsdure (bzw. gereinigtes Fumigacin)
und Gliotoxin kristallin dargestellt worden.

Penicillien.

Zu den iltesten Beobachtungen antibiotischer Wirkung
gehort diejenige iiber den EinfluB von Penicillium luteum Zukal
auf Citromyceten, die C. Wehmer 1893 in einer Monographie
mitteilt”): ,,Die Wirkung des Penicilliums ist eine sehr eigen-
artige und in den Einzelheiten noch wenig aufgeklirte; junge
Polster von Citromyces {iber- und durchwichst es mit groBer
Schnelligkeit und tétet die berithrten Stellen in der Weise
ab, daB solche alsbald ein braunes Aussehen annehmen. Ge-
langt eine einzelne Spore (von P.luteum) auf voll entwickelte
Decken (von Citromyces), so erscheint schon nach wenigen
Tagen eine junge Kolonie des Eindringlings, welche nunmehr
rapid sich peripherisch ausbreitet und nach einigen weiteren
Tagen den groBten Teil der Oberfliche einnimmt... Die
Abtétung geschieht dem Anschein nach durch Abscheidung
irgendeines spezifischen Stoffes.*’

Derselbe Effekt bei P.luteum und Spicaria puvpurogenes
wird von G. 4. Nadson™) und Nadson u. 4. J. Zolkiewicz8°)
beschrieben. Die beiden Pilze produzieren Pigment, das nicht
nur zur Abwehr, sondern auch zum Angriff fremder Orga-
nismen dient. Hierbei werden diese gefirbt und getétet.
T. Paley u. P.Osicheva beobachteten, daB P. luteum purpuro-

) E. C. White u. Hill, J. Bacteriol. 45, 433 [1943).

%) Jones, Rake u. Hamre, ebenda 45, 461 [1943).

) Menzel, Wintersieiner u. Rake, ebenda 48, 109 [1948).

1) Bush u. Goth, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 78, 164 [1943).

73) Nature [London} 148, 470 [1941].

) B. P. Wiesner, ebenda 149, 356 [1942].

) F. Bergel, A.L. Morrison, A. R. Moss, R. Klein, H. Rinderknecht u. J. L. Ward,
Nature [London] 182, 750 [1943].

%) Waksman, Horning u. Spencer, Science 98, 202 [1942]; J. Bacteriol. 45, 233 [1943).

) Brit. J. exp. Pathol. 24, 108 [1943].

77) Nature [London} 158, 531 [1944].

) B:itrige zur Kenntnis einheimischer Pilze, Hannover u. Lcipzig 1891, S.70.

) Bul. Jard. Bot. Repub. Russe Sup.I, 21, 13 [1922,.

8%) Ebenda Sup.1 21, 1 [1922].
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genum eine thermostabile Substanz produziert, die in Ather
und Chloroform 1&slich ist und Wachstum und Siureproduktion
von Aspergillus migev antagonistisch beeinfluft®l). Ebenfalls
auf einen Farbstoff wird die fungicide Wirkung von P. africanum
zuriickgefiihrt®?). Das Penicillium zeigt verstirkte Farbstoff-
bildung in Kontakt mit anderen Pilzen wie Aspergillus nigev.
Das Pigment dringt in das Mycel des letzteren ein und tétet ihn,

Penicillin.

Die meiste Beachtung von allen antibiotischen Stoffen
hat eine Substanz gefunden, die vor 14 Jahren in England
entdeckt wurde.

Im Jahre 1929 wurde von dem englischen Bakteriologen
Alexander Fleming berichtet, daB in seinem Laboratorium
auf Agarplatten mit Staphylococcenkulturen sich manchmal
Schimmelpilze ansiedelten, welche sich mehr und mehr aus-
breiteten und schlieBlich die Bakterien vollig unterdriickten.
Er fiihrte diese Wirkung auf die Ausscheidung eines anti-
bakteriellen Stoffes durch das Penicillilum zuriick. Diesen
Stoff nannte Fleming Penicillin®). Die Substanz blieb
lange Zeit wenig beachtet, bis sie in den letzten Jahren die
Aufmerksamkeit zahlreicher Biologen, Chemiker und Mediziner
in aller Welt auf sich gezogen hat. Fleming hatte den Peni-
cillin bildenden Schimmelpilz als P.rubrum identifiziert,
wihrend P. W. Cluttevbuck, R. Lovell u. H. Raistrick®%) ihn
zur Chrysogenum-Serie gehoérig als P. notatum Westling be-
zeichneten. Wahrend nach Raistrick der gelbe Farbstoff und
die antibakterielle Wirkung immer zusammen gingen, glaubt
R.D. Reid®), daB die beiden Stoffe nicht miteinander identisch
sind. Die Eigenschaften des Penicillins machen die Rein-
darstellung und Kristallisation zu einer duBerst schwierigen
Aufgabe. Die spiter zu beschreibenden hochwiitksamen Pra-
parate waren noch immer stark gelb gefarbt.

Kultur des penicillin-produzierenden Pilzes®), Der penicillin-
produzierende Pilz wichst auf d:n verschiedenstenN4hrboéden aus-
gezeichnet. Ebensogut wie auf Pepton-Fleischwasserndhrboden ge-
deihteraufeinem einfachensynthetischen Nitrat-Bodennach Czapek-
Dox%). Dieser enthilt 3 g NaNO,, 1¢ KH,PO,, 0,58 KCl, 0,58
MgSO, 7H,0, 0,01 g FeSO,* 7H,0, 40g Glucose in 11 Wasser; zur Be-
schleunigung des Wachstums kann man noch 5—10% Hefeextrakt
hinzufiigen. Die Schichtdicke soll nicht gréBer als 1,5—2 cm sein.

Die Impfung geschieht mit einer Sporensuspension. Nach
24 h sieht man das erste flaumartige Wachstum am Boden des
Kolbens. Am 3. Tag tritt meist das erste Wachstum an der Ober-
fliche in kleinen Inseln auf. Bis zum 4. oder 5.Tag schlieBt sich
die Decke. Das Mycel ist weiB. Es wird in den n#ichsten Tagen
allmghlich blaugriin. In spiteren Stadien geht es schlieBlich in
Grau iiber. Wenn die griinblaue Farbe des Mycels aufzutreten be-
ginnt, wird auch das Nihrmedium hellgelb gefirbt.

Die genannten Verinderungen sind auch von Verinderungen
im py der Nahrlosung begleitet. Am Anfang ist es zwischen 6 und 7,
am 3.Tag etwa 3. Mit der Bildung des Oberflichenmycels steigt
es wieder an, wird 5, wenn die blaugriine Farbe des Mycels und die
erste Gelbfarbung der Lésung auftritt, In diesem Stadium beginnt
auch die Penicillin-Ausscheidung. Das py steigt weiter an, der
Penicillin-Gehalt und die Farbstoffmenge ebenso. Wenn pyg 7 er-
reicht ist, ist die Penicillin-Produktion auf dem Héhepunkt. Oft
fallt sie bei weiterem Wachstum, wobei das py schlieBlich bis auf
8,8 ansteigen kann, sehr schnell ab.

Wie viele Eigenschaften der Mikroorganismen ist auch die
Produktion von Penicillin nicht konstant. In manchen Anséitzen
entstand nur wenig oder gar nichts. Dies kann manchmal auch auf
Verunreinigungen durch Bakterien zuriickzufithren sein, da nach
E. P. Abraham u. E.Chain®) Penicillin durch gewisse Bakterien
zerstort wird.

Der Test. Absolute Werte der hemmenden Konzentration
der zu priifenden Lésung erhilt man durch Prifung auf bakterien-
hemmende Wirkung von Verdiinnungsreihen im Reagensglas®s),
Demgegeniiber gibt der Oxforder Test8®) nur Relativwerte an, ist
jedoch schneller und braucht weniger Substanz. Fiir die Anreiche-
ruag unbekannter Stoffe aus Nihrlosungen scheint er von Vorteil
zu sein. Gewodhnliche Nihragarplatten werden mit einer Bouillon-
kultur von Staph. aureus beimpft, indem man die Bakteriensuspen-
sion dber die Oberfliche der Platte flieBen 148t. Der UberschuB
wird abgegossen. Dann werden die Platten bei 37° getrocknet.
Im Test setzt man einen kleinen Glaszylinder auf die Platte auf
und fillt ihn mit der zu priifenden Lésung. Die Platten werden
dann 12—16 h bei 37° inkubiert. Danach ist die Hauptmenge der

81} Trudi Nauchno-Izslied. Inst. Pischtch. Promish, 111, 4, 146 [1936].

%) H. Doebelt, Ann. Mycol. 7, 315 [1909].

8) Brit. J. exp. Pathol. 10, 226 [1929].

83 J. Bacteriol. 27, 28 [1984]; 29, 215 [1935].

8) E. P, Abraham, A. D. Gardner, E. Chain, N.G. Heatley, C. M. Fleicher, M. A. Jennings
u. H. W. Florey, Lancet 241, 177 [1941]. 87) Nature [London] 148, 837 [1940),

88) J. W. Foster, J. biol. Chemistry 144, 285 [1942].

84} Biochemic. J. 28, 1907 [1932].



Flissigkeit in den Agar diffundiert, und es hat sich ein bakterien-
freier Hof um den Glaszylinder gebildet, dessen Durchmesser ein
MaB fiir die Wirksamkeit der gepriiften Losung ist.

In der letzten Zeit wurden aus dem Merckschen Laboratorium
in Rahway, N2w Jersey®), einige Verbesserungen dieses Testes mit-
geteilt. An Stelle der sehr variablen Staphylococcen wird eine
Sporenkultur von B. subtilis zum Test benutzt. Die Sporenkulturen
kénnen unbegrenzt im Eisschrank aufbewahrt werden. Man be-
stimmt einmal die optimale Menge, die als Inoculum dienen soll
(0,1—o0,4 cm?/200 cm® Agar). Diese gleiche Menge wird dann ge-
nommen, solange die Kultur in Gebrauch ist. Mit der Sporenkultur
kann der geschmolzene Agar beimpft werden, bevor er in Platten
gegossen wird. Das Wachstum beginnt bei dieser Methode etwas
spiter, so daB die Substanz vollstindiger diffundieren kann. Es
bildet sich eine messerscharfe Grenze zwischen Wachstum der Sub-
tilis-Bacillen und der Hemmungszone durch Penicillin-Wirkung.
Als Penicillin-Einheit wurde von der Oxforder Gruppe diejenige
Menge bezeichnet, die gelést in 1cm® eine Hemmungszone von
24 mm Dmr, hervorruft.

Von J. C. Turner, F. K. Heath u. B. Magasanik®) wurde
gefunden, daB Penicillin die Aktivitit von Urease hemmt. Sie
schlagen vor, diese Erscheinung zur Bestimmung kleiner
Penicillin-Mengen im Blut von Personen, die mit Penicillin
behandelt werden, zu beniitzen. Die Hemmung entsprach bei
Merckschem Handelspriaparat von etwa 200 Einheiten/mg und
gereinigtem Bariumsalz von 850 Einheiten/mg etwa der
bakteriostatischen Aktivitat. Sie betrug bei einer 0,05 %igen
Urease-Losung und 1000 Einheiten Penicillin/cm?® etwa 50%.

Reinigung. Zur Reinigung des Penicillins wurden die
Kulturldsungen mit Phosphorsiure auf py 2 angesduert und
mit Amylacetat oder Ather extrahiert. Die Extrakte wurden
dann mit Phosphat-Puffer oder Wasser von pg 6—7 aus-
geschiittelt, wobei das Penicillin in die wifirige Phase geht.
Es wird dann wieder auf py 2 angesiduert und mit Ather extra-
hiert. Die dtherische Losung wird durch eine Saule von ALO,
gegossen, wobei mehrere Zonen entstehen. In der zweit-
obersten, hellgelben Zone findet man das meiste Penicillin.
Nach der Elution mit m/15 Phosphat-Puffer (pg 7,7) wird noch-
mals mitAther extrahiert und nach der Neutralisation wieder
in waBrig:r Losung aufg:nommen. Sie enthilt 809, des Peni-
cillins, welches in die Siule gegossen wurde, und ist tief rétlich
orange gefirbt, in verdiinnter Losung gelb, hat einen charak-
teristischen Geruch und bitteren Geschmack. Dieses Peni-
cillin wurde ,,therapeutisches Penicillin* genannt und fiir die
ersten therapeutischen Versuche verwendet. Es ist aber noch
sehr unrein. Es enthilt 40—50 Einheiten/mg Trockengewicht.
Es ist in wiagriger, mit Ather gesittigter Losung im Eisschrank
mehrere Monate haltbar; besser aber in Form des Ba-Salzes.
Fiir ein Ba-Salz, das 500 Einheiten/mg enthielt, wurde die
Summenformel C,,H,,0,,N,Ba angegeben®). In spiteren
Mitteilungen iiber Abbauversuche des Penicillins wurden aber
Ba-Salze verwendet, die 1000 oder 1200 Oxford-Einheiten/mg
enthielten, so daB die genannte Summenformel wohl noch
korrigiert werden diirfte. Nach einer nur im Referat vor-
liegenden Arbeit aus den Verein. Staaten ist es dort gelungen®?),
Penicillin vom Reinheitsgrad 1650 Oxford-Einheiten/mg dar-
zustellen. Das Prédparat ist farblos.

Im rohen Penicillin vor der chromatographischen Reini-
gung ist eine fiebererregende Substanz enthalten, welche an
der Siule in einer dunkel gefirbten Zone unterhalb der Peni-
cillin-Zone zusammen mit wenig Penicillin adsorbiert wird.

Eine andere Reinigungsmethode ist von [J. R. Catch,
A. H. Cook u. I. M. Heilbvon®) beschrieben worden. Sie be-
steht in einem Verteilungschromatogramm an wiBrigem Silica-
gel zusammen mit einer andrganischen Base, wie z. B. BaCO,.
Sie schieden Penicillin als Sr-Salz ab, das bis zu 750 Ein-
heiten/mg enthielt. Die Analyse des Sr-Salzes fithrte zu der
Formel C,H,,0,NSr.

Abbauprodukte des Penieillins, Die sauren Hydrolysate
von Penicillin geben eine starke blauviolette Farbreaktion
mit Ninhydrin. Unter gleichen Hydrolysebedingungen geht
die Stirke der Ninhydrin-Reaktion parallel mit der Wirksam-
keit von Penicillin-Priparaten. Von den reinsten Praparaten
konnten ungefihr 599, des Gesamt-Stickstoffs nach der Hydro-
lyse als Amino-N nach Van Slyke erfaBt werden. Die Sub-
stanz, die die Ninbydrin-Reaktion und den Van-Siyke-Amino-
Stickstoff liefert, scheint somit ein wichtiger Bestandteil der

&) J. W. Foster u. H. B. Woodruff, J. biol. Chemistry 148, 723 [1943)].

%) Nature [London] 162, 326 [1943].

") E. P.Abraham, W. Baker, E. Chain, H. W . Florey, E. R. Holiday, R. Robinson, Naturc.
[London] 148, 356 [1942]."

*2) J. Amer. pharmac. Assoc. 5, 106 [1944].

%) Nature [London] 150, 633 [1942].
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Penicillin-Molekel zu sein. Sie ist eine Base, die als Hydro-
chlorid kristallisiert wurde und die Zusammensetzung
CgH,,O,N - HCl besitzt?) und Penicillamin genannt wurde.

Penicillamin gibt eine tiefblaue Farbung mit Eisen(III)-
chlorid, reduziert ammoniakalische Silber-Lésung und Jod.
Neben den Eigenschaften einer normalen Aminosdure hat
Penicillamin also auch solche, die charakteristisch fiir Ascorbin-
sdure sind.

Beim sehr schonenden Abbau bei py = 2 soll nach
W. M. Duffin u. S. Smifz*%) eine Saure gebildet werden, die
in einer Ausbeute von 20%, aus Penicillin von 1200 Einheiten/mg
in kristallisiertem Zustand erhalten wurde. Auch hier ist die
Ausbeute bei Anwendung verschieden wirksamer Priparate
direkt proportional der Wirksamkeit.

Caich, Cook u. Heilbron®?) erhielten mehrere Abbauprodukte:
Eine farblose Siure, ein gelbes Pigment der Formel C,¢H,,0,,
Acetaldehyd und eine kleine Menge eines «,f-ungesittigten
Aldehyds C,H,,0, die aber weder selbst kristallisiert zu sein
noch kristalline Derivate zu liefern scheinen.

Konstitution. Penicillin ist eine starke zweibasische Siure,
Pky = 2,3 und pyy =3,5. Es enthidlt weiter zwei Hydroxyl-
Gruppen, eine Keto-Gruppe und einen Lacton-Ring. Durch
Chromsaure-Oxydation wurden mindestens 5 C+ CH;-Gruppen
nachgewiesen. Nach der Lichtabsorption ist eine «,8-unge-
sittigte Keto-Gruppe moglich (A max bei 2650—2800 A).
Penicillin soll der hydroaromatischenReihe angehoéren. Durch
Einwirkung von Diazomethan, -dthan und -butan auf Penicillin
wurden die Methyl-, Athyl- und Butylester *%) gewonnen.
Andererseits wurden auch die Hydroxyl-Gruppen mit Essig-
sdure verestert ®7).

Die Konstitution des Penicillins ist somit nach der uns
bisher vorliegenden Literatur noch vollstindig ungewi, und
auch die Bruttoformeln miissen mit groBem Vorbehalt an-
gegeben werden,

Die bakteriostatische Wirksamkeit von Penicillin. Die
Wirksamkeit von Penicillin ist sehr unterschiedlich bei den
verschiedenen Bakterienarten, die als Testorganismus ge-
nommen werden, Als empfindlich gegeniiber Penicillin zeigten
sich fast simtliche Staphylococcen, Streptococcen, Micrococcen,
Cryptococcen, Clostridien, Diphtherie-, Akne- und Milchsidure-
Bacillen. Bei diesen Arten liegen jedoch z.T. noch keine
quantitativen Angaben vor. Ein ungefidhres Bild der relativen
Wirkung gegeniiber verschiedenen Organismen gibt Tab. 2.

Total hem- Partiell hem-
Organismus mende Konz. mende Konz.
vfem?® ylem?®

N. gonorrhoeae « ... ..o vviiiii i,
N. meningitidis - ... .............
Staph. aureus -+«
Strep. PYOGENeS. - -« «vvenuvon
B. anthracis«....ooooeveonnns
A. bovis (hominis)...........
Cl. tetanmt -« veevevnnnnnnann..,
Cl.welchié ...,
Cl. septique -+« ...t
Cl. oedematiens............
Strept. viridans............

X

© Qo000
LSS LS R T S

>
&

oo»—-mo-ﬁo—--w.nCuu—n-H»-._O
COWCOoODOoOMIWWwZOoODOCO DY

Rw

. e e 250, 125,0
PREUMOCOCCUS « « « » « v v v e evnnaeennnnernaeenns , 2,0

b e 110,

C. diphtheriae (mitis} ... ...l s
N " (gravis) . 31, 15,6
S girtneri.. 50, 25,0
S. typhi .... 100, 33,3
Anacrobe Streptococcen 250,0 125,0
. ., J N 250,0 250,0
Precteus « - «ooe i 250,0 31,2
PASt. PESHIS « e v rvernnnninrnaineaaaainn., 1000,0 10,0
S typhimurium ...... ..o > 1000,0 125,0
S. paratyphi B............. > 1000,0 200,0
Bact. dysenteriae Shiga .. 500,0 250,0
Br. abortus .............. 500,0 250,0
Br. melitensis ......... > 1000,0 400,0
V. cholerae ........... > 1000,0 > 1000,0
Bact. friedlanderi -.... > 1000,0 > 1000,0
Ps. pyocvanea....... > 1000,0 > 1000,0
Myco. tuberculosi...... > 1000,0 > 1000,0
L. icterohaemorrhagiae . > 278,0 > 278,0
B, COlierrariiiiiiiii i i > 1000,0 > 1000,0

Tabelle 2.
Die Hemmung verschiedener Bakterienarten durch Penicillin.

Es muB betont werden, daB die Werte mit Penicillin-
Fraktionen aus einem frithen Stadium der Reinigung erhalten
wurden und daher keineswegs endgiiltig sind. Die spateren
Werte fiir vollige Hemmung bei einigen penicillin-empfindlichen

%) E, P. Abraham, E.F.Chain, W. Baker u. R. Robinson, Nature [London] 151, 107 [1943],
%) Ebenda 1561, 251 [1943].

) K. Meyer, Hobby u. Chaffee, Science 97, 205 [1943).

%) K. Meyer, Hobby, Dawson, Schwenk u. Fleischer, ebenda 98, 20 [1942].
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Bakterien liegen bei 1 :25—150Mio.?8). Manche Bakterienarten
sind véllig unempfindlich gegeniiber Penicillin. Dies wird von
Abraham u. Chain®?) auf die Bildung eines penicillin-zerstéren-
den Enzyms , Penicillinase’’ durch derartige Bakterien zurtick-
gefilhrt. 0,2 cm® eines dialysierten Extraktes von B. coli zer-
storten 1mg Penicillin bei 37° in 3h, wihrend das gleiche
Priparat nach 5 min Erhitzen auf 9o® gegeniiber Penicillin
unwirksam war. Penicillin zerstérendes Ferment konnte aus
Staphylococcen und anderen Bakterien, die gegeniiber Peni-
cillin hoch empfindlich sind, nicht gewonnen werden. Die
Penicillinase wird jedoch von den Bakterien nicht an die Nahr-
losung abgegeben, sie gelht erst nach Zerstdrung der Zellen
in Losung. Folgende Bakterienarten wurden als penicillin-
unempfindlich erkannt: Staph. albus®®), Streptoc. faecalis
(Entevococcus) 8% 100, 10L, 102) - Syyeptoc.  liquefaciens zymogenes
durans 1), Micrococ. albus®), Micvococ. flavus %), Saprophyt.
gram-neg. Coccen ), B. subtilis1%%19%19%) B, mycoides 1%),
B. adhaevens19%), Mycobact. tuberculosis®), B. pyocya-
neus 86: 8% 99) B pyodigiosus ¥ 19%)  Ps. fluorescens 9% 1%),
Ps. aeruginosa1®’), B. coli ®3 84,104, 86,99, 97, 105,102y B geyo-
genes 1% 105, 198) B payatyphosus 8 8% ), B. enteyitidis ),
B. typhi wmurium®), B. pullorum), B. prueumoniae
(Friedl.) 83 86 102, 98)  Pggt. pestis 8 19%), B, pseudotuberculosis
vodentium®), Brucella melitensis®® 11°), Byucella abortus® 11% 111),
B. influenzae (Pfeiffer) 8 1128499 B peytyssis 113 114} B,
parainfluenzae 13),  Vibrio cholevae ® 88 119 Leptosp. ikievo-
kaemorrhagiae 56).

Serum, Blut, Eiter, Gewebeautolysate und Peptone ent-
halten keine zum Penicillin antagonistischen Stoffe. Dies ist ein
Vorteil gegeniiber Sulfonamiden, deren Wirksamkeit durch die
in den meisten natiirlichen Medien enthaltene p-Amino-benzoe-
siure antagonistisch beeinfluft wird!15). Auch ist die bakterio-
statische Wirksamkeit im Gegensatz zu den Sulfonamiden!!®)
unabhingig von der Gro8e der Einsaat beim Test. Obwohl
also Penicillin nicht den fiir Sulfonamide charakteristischen
Enthemmungseffekt zeigt, ist es jedoch keineswegs baktericid.
Dies konnte dadurch gezeigt werden, daf eine durch Peni-
cillin 1 : 1000 im Wachstum véllig gehemmte Staphylococcen-
kultur in ihrer Sauerstoff-Aufnahme 3 h lang vollstindig un-
beeinfluBt blieb. Beim Abimpien von einer Kultur, die 24 h
bei 37° in einer N&ahrlgsung gehalten wurde, die 1 : 1000 Peni-
cillin enthielt, gingen zahlreiche Kolonien wieder an®),

Auf das Wachstum und die Lebensfihigkeit normaler
Zellen des hoheren Organismus hat Penicillin nur einen sehr
geringen EinfluB. In einer Ldsung von ,therapeutischem
Penicillin® der XKonzentration 1 :j500 zeigten Leucocyten
normale Beweglichkeit. Mit Konzentrationen, die geringer
als 1 : 5000 sind, war keinerlei Einfluf} auf das Wachstum von
Kulturen verschiedenartigster Gewebe festzustellen. Es be-
stand kein Unterschied in der Hemmbarkeit von Fibroblasten
und Epithelzellen. Auch bei Penicillin gibt es eine Gewdhnung
der Bakterien an den Hemmstoff. Durch mehrere Monate fort-
gesetzte Kultivierung in Losungen, die steigende Mengen
Penicillin enthielten, konnte bei haufiger Uberimpfung eine
weitgehende Adaptation eines zunichst hochempfindlichen
Staphylococcus erreicht werden. Waihrend der Ausgangs-
stamm noch mit 1 :1Mio. eines rohen Priparates vollig ge-
hemmt war, wuchs der adaptierte Stamm noch bei 1 : 1000
vollig ungehemmt. Worauf diese Adaptation zuriickzufiihren
ist, wurde nicht festgestellt. Aus dem adaptierten Stamm
konnte ebensowenig Penicillinase extrahiert werden wie aus
dem hochempfindlichen Ursprungsstamm. Der adaptierte
Stamm zeigte sich jedoch in seinen fermentativen Eigen-
schaften um -vieles schwicher als der Ursprungsstamm, auch
war das Wachstum auf Peptonwasser wesentlich schlechter.

Aufnahme und Ausscheidung. Bei Kaninchen, Katzen und
Menschen wurde die Aufnahme und Ausscheidung von Penicillin

") A. H. Cook, Biochemic. J. 36, Proc. XXTIT [1942].

%) Hobby, Meyer u. Chaffee, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 50, 277 [1942].
19) Bornstein, J. Bacteriol. 39, 383 [1940].

191y Heilmann u. Herell, ebenda 48, 12 [1942].

103) McKee u. Rake, ebenda 43, 645 [1942].

) A, Fleming, J. Pathol. Bacteriology 356, 831 [1942].

104) Reid, J. Bacteriol. 29, 215 [1932].

193) S, A. Waksman u. Woodruff, ebenda 44, 373 [1942].

1%} Foster u. Wilker, ebenda 48, 377 [1943).

197} Crowe, Fisher, Ward u. Foley, Aun. Ot. 62, 541 [1943].

1) Robinson, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 77, 70 [1943].

19y 4, Fleming, Lancet 242, 732 [1942].

10) Gardner, Nature [London] 148, 837 [1940].

1) Kocholaty, J. Bacteriol. 44, 469 [1942]).

13) 4, Fleming u. McLean, Brit. J. exp. Pathol. 11, 127 [1930).

) 4. Fleming, J. Pathol. Bacteriology 85, 831 [1932).

M¢) McLean, Lancet 239, 345 [1940).
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%) H. N. Gresn, ebanda 21, 38 [1940); 7. C. Stamp, Lancet 287, 10 [1939].
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untersucht. Bei Kaninchen konnte weder bei subcutaner, intra-
venoser Injektion oder Verabfolgung durch eine Diinndarmfistel
eine nennenswerte Penicillin-Aktivitit des Blutes fiir lingere Zeit
hergestellt werden. Bereits 15 h nach der Gabe war das Penicillin
voll-tandig aus dem Blut verschwunden. 20—509% des injizierten
Penicillins wurden im Urin wiedergefunden, wihrend von dem
durch den Diinndarm verabfolgten weniger als 209% im Urin auf-
traten. Bei den Katzen zeigte das Blut noch mindestens 1%h
nach der Injektion eine kriftige Aktivitit, die jedoch auch nach
3—4 h verschwand. 50—709%, des Penicillins wurden mit dem Harn
wieder ausgeschieden. Der Mensch verhilt sich gegeniiber Penicillin
ebenso wie die Katze?®),

Therapeutische Anwendung. Uber die therapeutische Anwen-
dung von Penicillin liegen schon zahlreiche Angaben vor. Die
Versuche iiber die schnelle Ausscheidung durch den Organis-
mus des Menschen zeigten bereits, da zur Aufrechterhaltung
eines nennenswerten Penicillin-Spiegels im Blut hiufige In-
jektionen erforderlich sind. Die perorale Darreichung erscheint
sehr verlustreich, da Penicillin beim normalen py des Magens
schnell zerstort wird. Doch wird auch ein Versuch beschrieben,
bei welchem durch Pufferung bzw. durch gleichzeitige Gabe
von Natriumhydrogencarbonat mit dem Penicillin, dieses
wahrend einer siebentigigen Behandlung dauernd im Harn
nachweisbar blieb. Dije bei der oralen Einnahme erzielte Ak-
tivitat des Blutes bleibt jedoch auf jeden Fall gering gegen-
tiber derjenigen nach Injektion in die Blutbahn. Als giinstigste
Form, um einen groBeren Gehalt an Hemmstoff fiir lingere
Zeit im Blut aufrecht zu halten, hat sich die intravendse Dauer-
infusion erwiesen. Hierbei wurden in 24h s500cm?® einer
Losung, die 1,059 Citrat und 0,89 Natriumchlorid enthielt,
durch eine Venenkaniile einflieBen gelassen und alle 2 h eine
Penicillin-Dosis von 100—200 mg in den Apparat injiziert.
Guten Erfolg hatte auch die intramuskulire Injektion alle
3 hudy, )

Die rektale Verabfolgung erscheint unzweckmafig, da die
¥aeces Penicillin vermutlich durch Bakterienwirkung inakti-
vieren.

Nach diesen Erfahrungen scheint Penicillin zur inneren
Behandlung hauptsichlich zur Verwendung in der Klinik ge-
eignet zu sein. Eines der wichtigsten Anwendungsgebiete des
Mittels scheint aber die lokale Applikation bei
duBerlichen Infektione'n zu sein. Bei besonders
hartnickigen und meist ohne Erfolg mit Sulfonamiden vor-
behandelten Infektionen der Augen und von Wunden, insbes.
Brandwunden, wurde es so mit iiberraschend schnellem Er-
folg angewandt. Die Form der Anwendung ist hier entweder
die lokale Spiilung mit wiBrigen Losungen oder die Einstreuung
von Puder, der ein Salz des Penicillins enthilt. Am besten
geeignet erscheint das Calcium-Salz, weil es am wenigsten
hygroskopisch ist. Fiir die Behandlungvon Brand wunden
hat sich die Anwendung einer penicillin-haltigen Salbe am
besten bewihrt. Die Behandlung erscheint vor allem zur Be-
kampiung sulfonamid-resistenter hamolytischer Streptococcen
und Staphylococcen geeignet 128), Alle angegebenen 54 Fille
von Brandwundeninfektionen sprachen auf das Mittel an. In
41 Fallen von diesen waren die hamolytischen Streptococcen
innerhalb von 3—5Tagen nach der ersten Penicillin-Gabe
vollig verschwunden und traten auch nach der Absetzung des
Mittels nicht wieder auf. Die Staphylococcen erwiesen sich als
ein wenig resistenter, aber auch sie waren nach wenigen Tagen
nicht mehr nachweisbar, Die minimale Dosierung {fiir die
hamolytischen Streptococcen ist die viermalige Anwendung
einer Penicillin-Salbe, die 100—150 Oxfordeinheiten je Gramm
enthilt. Zur sicheren Vernichtung der hiamolytischen Staphylo-
coccen geniigt eine Salbe mit 200—210 Oxfordeinheiten je
Gramm.

In Ubereinstimmung mit den in vitro-Testen von Abraham
u. Mitarbeitern®) zeigten sich auch in vivo in den Wunden
B. coli, B. proteus und Ps. pyocyanea als penicillin-resistent.
Uber die Bekimpfung von Anaerobiern wie B. anthracs,
Cl. tetani und V. septique liegen uns keine Berichte vor. Doch
scheint hierfir nach den in Tabelle 2 mitgeteilten in vitro-
Versuchen Penicillin als aussichtsreich. Da die Flora der
meisten offenen Wunden ein Gemisch verschiedener Organis-
men darstellt, die sich z. T. noch synergistisch im Wachstum
zu fordern vermdgen (s. oben S.166), kann man vorliufig
nicht erwarten, mit einem einzigen Mittel der infektiosen Keime
Herr zu werden, wenn diese so wie die Sulfonamide und Peni-
cillin so groBe Unterschiede in der bakteriostatischen Wirk-

uny M. E.Florey u. H. W. Florey, Lancet 244, 387 {1943].
118 A, M. Clark, L. Colebrook, Th. Gibsos u. M. L. Thomson, ebenda 244, 605 (1943].
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samkeit gegeniiber verschiedenen Organismen zeigen. Es er-
scheint aussichtsreich, -die Mischinfektionen auch mit einem

emisch v:rschiedener Chemotherapeutika zu bekimpfen,
dessen einzelne Komponenten die verschiedenen Bakterier-
arten der gemischten Flora hemmen.

Vor kurzem erschien ein Bericht iiber Penicillin, den der
Ausschuf fiir Chemotherapie des National Research Council
ausgegeben hat1?), Hierin wird iiber die Erfahrungen von
32 verschiedenen Forschern berichtet, die Penicillin an s500.
Fillen von Infektionskrankheiten angewendet
haben, nachdem das Mittel nunmehr in den U. S. A. und in
England in beschrinktem Umfange erhaltlich ist.

Es kommt in Ampullen von 5000, 10000, 25 000 und 100 000
Einheiten in den Handel. Das Priparat ist zu 10—15% reines.
Penicillin. Die Lésung wird vor der Behandlung jedesmal frisch
hergestellt, da sie recht instabil ist. Die Konzentration betragt
fiir Injektionen 1000 Oxford-Einheiten/cm?, fiir Tropfinfusionen
25—s50 Einheiten/cms. In 24 h wurden 120 000—240 ooo Einheiten.
verabfolgt. Lokal wurde mit Kompressen (250—500 Einheiten/cm?).
oder mit Injektionen in die infizierte Kérperhohle (Gelenke, Pleura,
Pericard, Liquorraum) behandelt. Da zur Erzielung einer geniigenden
Konzentration im Blut sehr unterschiedliche Dosen notwendig sind,.
muB parallel mit der Behandlung stets die bakteriologische Be-
stimmung der Blutaktivitat an Standardkulturen von Staphylo-
oder Streptococcen ausgefithrt werden. Das Mittel wird nach intra-
venoser oder intramuskularer Injektion sehr rasch im Urin aus-
geschieden, und der Blutspiegel bleibt nur kurze Zeit auf bakterio-
statischer Hohe. Nach subcutaner oder intracavitirer Injektion.
bleibt Penicillin lingere Zeit im Kérper. Durch Eingabe per os:
oder rektal 148t sich keine nennenswerte Aktivitit im Blut her-
stellen, wahrscheinlich weil das Mittel durch die Magensiure bzw.
durch die Colibakterien des Darmes zerstért wird. In besonders
hohen Konzentrationen laBt es sich in der Galle nachweisen. Bak-
terienstimme, die durch Gewdhnung penicillin-resistent gemacht
wurden, waren besonders empfindlich gegen Sulfonamide. Um-
gekehrt wurden keine sulfonamid-resistenten Stimme beobachtet,
die nicht auf Penicillin ansprachen.

Von 91 Patienten mit Staphylococcus aureus-Infektionen
und Bakteramie wurden 54 nahezu vollstindig geheilt, wahrend
von 137 Fillen ohne Bakterimie 109 zur Heilung kamen. —
Von 32 Streptococceninfektionen wurden 17 geheilt. — Bei
Pneumococceninfektionen geniigten 100 ooo Einheiten in 2—3
Tagen, um Bakterienfreiheit zu erzielen. — Endocarditis und
Meningitis sprachen schlecht an. — Gonococcen sind sehr
empfindlich gegen Penicillin. Von 129 sulfonamid-resistenten
Fillen wurden 125 Heilungen erzielt. In g—j49h waren die
Patienten bakterienfrei, wobei alle 3h 10 000—25000 Ein-
heiten injiziert wurden. — Penicillin ist sehr wenig toxisch.
In einigen Fillen trat Urticaria auf, die aber nach Gabe von
Nebennierenrindenhormon schnell abheilte 129),

Biogenes Wasserstoffperoxyd.

Das einfachste antibakteriell wirksame Stoffwechsel-
produkt zahlreicher Mikroorganismen ist das Wasserstoff-
peroxyd. Es entsteht iiberall da, wo die gelben Fermente im
Stoffwechsel der Kohlenhydrate und EiweiBstoffe eingreifen.
Obwohl es ein allgemeines Zellgift ist, zeigen die verschiedenen
Bakterienarten doch eine sehr verschiedene Empfindlichkeit.
Dies zeigte zuerst Traugott!?l). Etwas spiter wurde auch die
antibakterielle Wirkung verschiedener anderer Peroxyde gegen-
iiber zahlreichen Bakterienarten untersucht!??) und mit der
Wirkung von Hydroperoxyd verglichen. Im Jahre 1923
schlugen J. W. McLeod u. J. Gordon'?®) eine Gruppierung der
Bakterien nach ihrer Empfindlichkeit gegeniiber H,O, vor.
Sie testeten verschiedene Organismen auf Bouillon-Agar-
Platten und fanden ebenfalls die gerade total hemmende
Konzentration an H,0, bei den einzelnen Arten sehr ver-
schieden (Tab. 3). Die Werte der Tabelle 3 wurden in Gegen-
wart von Pepton erhalten. Nach A. Lwoff u. H. Morell®) be-
wirkt dies ebenso wie Cystein eine starke Minderung der Wirk-
samkeit von HyO,. Proteus vulgaris wurde in synthetischem
Medium schon mit 1 : 4 Mio. gehemmt, wihrend in Pepton-
wasser die total hemmende Konzentration bei 1 : 400 ooo lag.

Bakterien, die starke H,O,-Produzenten und wenig emp-
findlich gegen H,0, sind, gehdren einem besonderen Stoff-

119y J, Amer. med. Assoc. 122, 18; 1217 [1943).

319) Anm, b. d.Korr.: Nunmehr liegt ein weiterer eingehender Bericht iiber die klinischen
Ergebnisse mit Penicillin vor, der auch neuere amerikanische Literatur enthilt:
G. Rieben, Schweiz. med. Wschr. 74, 625 [1944].

-1) Z. Hyg. Infekt.-Krankh. 14, 427 (1893].

12) p, C. Feer u. F. G. Novy, Amer. Chem. J. £7, 161 [1902].

1#3) T, Pathol. Bacteriology 28, 326 [1923].

1) Ann. Inst. Pasteur 68, 323 [1942]
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Total hem- [
. mende Konz. . Weitere sich ahnlich
Bakterienart ; H,0, Katalase- e 1 !
vonH04in%  produktion : Produktion verhaltende
der Bouillon- | Organismen
Agar-Nihrb. t :
B. tetani......... (a) 0,00033 ++++ — Die Anaerobier
., . {b) 0,00027 + -+ 4+ — B. chauvaei
V. sepnqge ....... . 0,00043 +++ 4+ — B. sporogenes
B. welchij........ (a) 0,00082 ++++ —
(b) 0,00040 ++++ —_
Streptococcus
hamolyticus ..... (a) 0,0085 +++ — Viele Streptococcen
. ) {b) 0,0085 +++ — Milchséure-Bacillen
B. acidophilus .. ..(a) 0,0027 +++ -— Gewisse Sarcinen
. (b) 0,0030 +++ —
Pneumococcus. ... ... 0,02 +++ —
Stx:eptococcus
himolyticus ....... 0,0085 — — Dysenteriebacillen
Shiga . .......... (a) 0,009 — — (Shigatyp), gew.
(b) 0,000_ — — Streptococcen und
(c) 0,0035 - — Pfeifferahnl. B.
Vibrio cholerae -.... 0,00069 —_ +
B. .typbosus ........ 0,0062 -— + + B. paratyphosus A
B. influenzae ..... (a) 0,0033 — ++ B. mallei, Dysenteric
) 0,0050 —_ + 3 (Flexner, B. Pfeiffer)
B. diphtheriae .. ..{a) 0,0017 — + 4+ Versch. Sarcinae
) (b) 0,0030 — +++
B.cOlMeverrnaninn (a) 0,0035 — +++ Dysenterie Y
(b) 0,0042 — +++ B. proteus
B. paratyphosus B - 0,0032 — +++ versch. Bodenbak-
Staph. aureus .-..(a) 0,0044 — +++ ter:en, Hefe ausNaso-
. (b) 0,0037 — +++ pharynx
B. subtilis .......... 0,015 — +4++
B. Hofmann+.--.... < 0,006 — 4+ +
B. prodigiosus ... .- 0,0085 — + 4+
Tabelle 3.

wechseltyp an, sie stehen alle den Milchsiure-Bakterien nahe125),
F. M. Burnit1?%) konnte auBerdem zeigen, dafB bei verschiedenen
Bakterienarten die Empfindlichkeit gegen H,0, parallel geht
mit der Empfindlichkeit gegen Kaliumcyanid (Tab. 4).

Total hemmende Konzen-
Organismus tration von
H,0, { KCN
Streptococcus acidi lactici «.o...ooiiiiiiiii 0,01% 1,2%
Enterococcus. « ««ccevvrvneiiiaiiatn.. 0,008% 1,0%
B. COliennrannrneniieriiniineinn, 0,0039%, 0,1%
Dysenterie (Shiga) 0,001%, 0,02%,

Tabelle 4.
Empfindlichkeit verschiedener Bakterien gegen H,0, und KCN.

Die gegen KCN und H,0, wenig empfindlichen Bakterien
sind stark katalaseaktiv. Bei kriftiger Einsaat derartiger Bak-
terien auf H,0;-haltigen Agarplatten bildete sich eine Zone um
das Inoculum, wo nunmehr auch H,O,-empfindliche Bakterien
kraftig wuchsen. Umgekehrt wurden durch starke H,O,-
Bildner gleichzeitig eingeimpfte andere Bakterien im Wachs-
tum behindert. Es traten ausgesprochene bakterienfreie Hofe
auf. Eine grofe Zahl der syn- und antibiotischen Effekte im
Reiche der Mikroorganismen wird sich wahrscheinlich auf die
Entfernung bzw. Bildung von H,0, zuriickfiibren lassen.

Ob ein Organismus einen anderen H,0,-empfindlichen
durch H;O, vergiften kann, hingt erstens davon ab, wie aktiv
seine ,,gelbe Atmung‘ ist und zweitens, wie aktiv seine Kata-
lase ist, d. h. ob er {iberhaupt H,O, an das Nahrmedium abgibt.

Im allg. sind strikte Anaerobier besonders empfindlich
gegeniiber H,0,. Das eigentlich Giftige der aeroben Be-
dingungen ist das Wasserstoffperoxyd, welches sie in Gegen-
wart von Sauerstoff bilden, da sie selbst keine Katalase produ-
zieren. Wichst aber gleichzeitig mit ihnen ein katalasebilden-
der Organismus, so werden sie durch ihn im Wachstum ge-
fordert, ja es kann sein, daf die strikten Anaerobier auch unter
aeroben Bedingungen zu wachsen vermogen (s. S. 166).

Aus diesem Grund stellen die weder mit Sulfonamiden
noch mit Penicillin bisher wirksam zu bekdmpfenden Wund-
infektionen mit Proteus vulgaris und Ps. pyoceanea ein be-
sonders dringendes ungeldstes Problem dar.

Wir kénnen annehmen, daB das biogene H,O, i. allg. bei
der Autoxydation der hydrierten Stufe der Flavin-Enzyme
der Zellen gebildet wird. Neben der Autoxydation der Flavin-
Enzyme kommen aber auch noch andere Autoxydations-
vorgange fiir die Lieferung von H,0,; in Frage. So konnte

128) S, Orla-Jensen: Die Milchsidurebakterien, Kopenhagen 1919 und 1943.
11¢) J, Pathol. Bacteriology 30, 21 [1927).
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Lwoff1?") die antibakterielle Wirksamkeit von Ascorbinsiure
vollkommen auf das Wasserstoffperoxyd zuriickfithren, welches
bei ihrer Autoxydation entsteht. Ahnliche Mechanismen sind
denkbar in jenen Fillen, wo autoxydable Redoxfarbstoffe als
antibakteriell beschrieben werden 126).

Neben den eigentlichen gelben Fermenten, die aus Hefe
und Milchsiure-Bacillen1?®) dargestellt wurden, hat man aus
Schimmelpilzen ein spezielles H,O,-bildendes Ferment ge-
wonnen, das Glucose zu Gluconsiure und Wasserstoffperoxyd
vergiart13?). Auch dieses Ferment wurde als Flavin-Enzym er-
kannt 1%1), Seinenantibakteriellen Eigenschaften, dieesder H,0,-
Bildung verdankt, wurde aber erst in jiingster Zeit die Auf-
merksamkeit zugewandt. Miiller und Franke haben die Glucose-
oxydase durch Extraktion des Mycels von Aspergillus niger bzw.
Penicillium glaucum dargestellt. Hierbei gingen aber aucherheb-
liche Mengen Katalase mit in die Losung, die nur sehr schwer
zu entfernen sind.

Um ganz katalasefreie und daher antibakteriell wirksame
Praparate zu bekommen, scheint es giinstiger, die Nahrlosung
zu verarbeiten, wenn der Pilz lingere Zeit darauf gewachsen
ist. Auf diesem Weg hat eine englische Forschergruppe !22)
aus P. nolatum Westling, dem gleichen Pilz, welcher Penicillin
produziert, eine Glucoseoxydase vom Reinheitsgrad o,9 dar-
gestellt, welche Glucose nach der Gleichung

R - CHO + H,0 4+ O; - R-COOH + H,0,

oxydiert. Die Reinigung erfolgte iiber die Tannin-Verbindung,
aus welcher das Tannin mittels Aceton extrahiert wurde. Die
englischen Autoren haben der Glucoseoxydase aus P. nofatum
den Namen ,,Notatin‘* gegeben. GemiB der Gleichung kann
Notatin seine antibakterielle Wirkung nur unter bestimmten
Bedingungen ausiiben. Diese sind: 1. Anwesenheit von Glucose,
2. Anwesenheit von Sauerstoff, 3. Abwesenheit nennenswerter
Mengen von Katalase.

Um das gleiche Enzym handelt es sich offenbar bei dem
,, Penatin“ W. Kocholatys '3) und dem ,,Penicillin B* einer
amerikanischen Forschergruppe!?%). Die Darstellung eines
glucose-oxydierenden Enzyms mit bakteriostatischer Wirkung
berichtet ferner J. Hirsch13%). Er isolierte das Ferment aus
einem Pilz, den er P. notatum Fleming nennt, zum Unterschied
von P. notatum Westling, welches Penicillin produziert.

Die einfachste Reinigungsmethode scheint die Fallung
des Enzyms aus der rohen Kulturlésung mit Uranylacetat zu
sein. Da die prosthetische Gruppe des Enzyms ein unldsliches
Silber-Salz liefert, ist es wahrscheinlich ein Dinucleotid.

Wenn das reine Notatin, wie man nach den Angaben der
englischen Autoren annehmen mu8, tatsichlich einen so hohen
Reinheitsgrad aufweist und frei von Cozymase ist, muf es als
sehr bemerkenswert erscheinen, da ein gelbes Ferment den
Wasserstoff direkt ohne Dazwischenschaltung eines anderen
Ubertrigers von einem Aldehyd (Glucose) auf den molekularen
Sauerstoff {ibertragt. Es erscheint daher nicht ausgeschlossen,
daB die Reindarstellung des Coferments der Glucoseoxydase
noch eine Uberraschung zutage férdert 1%¢).,

Das reinste Notatin der englischen Autoren, welches auf
Grund der Extinktion der Flavin-Bande go %,ig ist, hemmt Sta-
phylococcen noch in einer Verdiinnung von 1: 1 Milliarde. Auch
zahlreiche andere Bakterien zeigten sich als hochempfindlich.

Das Penicillin B der Amerikaner war nur 609%ig, hemmte
aber noch in der Verdiinnung von 1 : 6 Milliarden. Die Unter-
schiede in der Wirksamkeit mogen auf den verschiedenen
Katalase-Gehalt der zum Test benutzten Stamme zuriick-
zufithren sein. '

Fiir therapeutische Zwecke scheint die Anwendung der
Glucoseoxydase nur wenig aussichtsreich, da im hoheren Or-
ganismus allenthalben Katalase in groen Mengen anwesend ist.

Eine Moglichkeit, trotz Anwesenheit von Katalase Bak-
terien durch Glucoseoxydase zu hemmen, ergibt sich daraus,
dag es gelingt, Katalase vollstindig zu hemmen durch Natrium-
azid oder Kaliumcyanid in Konzentrationen, die an sich noch

127y | ¢, u)_

120) H. Mcllwain, Nature [London] 148, 628 [1941)].

1) 0. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 260, 499 [1933].

10 D, Mdller, ebenda 199, 136 (1928).

1231 . Franke u. F. Lorenz, Liebigs Ann. Chem. 532, 1 (1937].

13%) C. E. Coulthard, R. Michaelis, W. F. Short, G. Sykes, G. E. H. Skrimshise, A. F. B.
Standfast, I. H. Birkinshaw u. H. Raistrick, Nature [London] 150, 634 [1942].

133) Science 97, 186 [1943]; J. Bacteriol. 44, 143 [1942].

13%) E. C. Roberts, C. K. Cain, R. D. Muir, F. J. Reithel, W. L. Gaby, J. T. Van Bruggen,
D. M. Holman, P. A. Katzman, I.. R. Jones u. E. A, Doisy, |. biol. Chemistry 147,
47 [1943]; 148, 365 [1943).

13%) Tstambul Scriryati 25, No. 3 [1943].

13%) Man kénnte sich z. B. vorstellen, daB das Ferment ein Alloxazinpyridinnucleotid ist,
welches den Wasserstoff intramolekular zu verschieben vermag.
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keine Wachstumshemmung der Bakterien bewirken. Natrium
azid hemmte unseren Staphylococcus v. R. erst in einer Kon
zentration von 7-10-2 merklich. Katalase wird aber schon mit
1074 vollkommen blockiert. Daher zeigte eine Schimmel-
kulturlosung, die neben Glucoseoxydase noch Katalase ent-
hielt und daher bakteriostatisch unwirksam war, starke bakterio-
statische Wirkung, wenn man sie mit Azid in einer Verdiinnung
von 10~% versetzte.

Ob die antibakterielle Wirksamkeit einer Schimmelpilz-
kultur auf der Ausscheidung von Penicillin oder Notatin beruht,
148t sich feststellen, wenn man die Glucoseoxydase- und Kata-
lase-Aktivitat der Losung bestimmt. Dabei zcigte sich bei dem
Stamm von Penicillium notatum Westling aus der Sammlung
Baarn, den wir in Hinden hatten, daB die Kulturlésung immer
zuerst oxydatisch und schon sebr kurz darauf katalatisch aktiv
wurde. Parallel damit gingen Auftreten und Verschwinden
der antibakteriellen Aktivitit!%?). Wahrscheinlich geniigen
schon minimale Mengen Katalase, um die Wirkung zum Ver-
schwinden zu bringen. Die gelben Fermente haben nach den
Untersuchungen Warburgs 1%8) Wechselzahlen in der GréBen-
ordnung von 30 je min, wihrend Katalase nach den Unter-
suchungen von R. Kuhn13%) eine solche von 100 000 je s besitzt.
In der Nahrlosung miissen also mehr als 200 000 Molekeln
Glucoseoxydase je Molekel Katalase enthalten sein, damit
iberhaupt H,O, auftreten kann. Auch von der Katalase-
Aktivitdit des Testorganismus hingt die Wirksamkeit ab.
Daraus ergibt sich die verschiedene Ansprechbarkeit ver-
schiedener Organismen.

Einen ebenfalls hochmolekularen, hochaktiven Hemmstof{
fiir Staphylococcen haben franzdsische Forscher49) aus dem
Filtrat einer Pilzkultur isoliert, die sie aus Spanien erhalten
hatten und die urspriinglich von einer Penicillium notatum-
Kultur des Listerinstitutes stammte. Der Pilz wurde vom
Centralbureau Baarn als Penicillium Corylophylum Dx. ge-
kennzeichnet. Der Wirkstoff, das Corylophyllin,
wurde durch Adsorption an geeignete Mittel und spezifische
Elution ohne Wirksamkeitsverlust bis zur Wirksamkeit von
1078 bis 107? angereichert. Die Substanz stellt ein schwach
gelblich gefdarbtes Pulver dar und verliert durch Dialyse nicht
an Wirksamkeit. Uber den Wirkungsmechanismus des Stoffes
und seine Beziehungen zum Notatin liegen keine Angaben vor.

Die Chinone als Hemmstoffe.

Zwischen den eben beschriebenen Stoffen Penicillin und
Notatin, die entsprechend ihrer hohen Wirksamkeit nur in sehr
geringer Menge im Nihrmedium auftreten, und den erst in
sehr hoher Konzentration bakteriostatisch wirksamen Stoff-
wechselprodukten wie Milchsiure, Bernsteinsiure, Citronen-
saure, Itaconsaure steht eine Gruppe von Stoffen, die in mitt-
leren Konzentrationen von 1 : 10000 bis 1 : 1000c> das Wachs-
tum verschiedener Bakterien hemmen. Diese fallen als Stoff-
wechselprodukte von niederen Pilzen aber in solchen Mengen
an, dag sie ebenfalls als antibiotische Wirkstoffe anzusprechen
sind. Immerhin ist ihre Konzentration im Nihrmedium so
groB3, daB sie meist frither entdeckt und in ihrer Konstitution
aufgeklart wurden, als ihre bakteriostatische Wirksamkeit er-
kannt wurde. Viele von den schon beschriebenen Stoffwechsel-
produkten sind noch nicht auf antibiotische Wirkung unter-
sucht. Es ist zu erwarten, daB sich unter ihnen noch weitere
wirksame Verbindungen befinden.

Benzochinone., Aus dem gebrauchten Kulturmedium von
Aspergillus fumigatus isolierten W. K. Anslow u. H. Raistrick41)
ein Chinon vom F. 116°, dem sie die Konstitution eines 3-Oxy-
4-methoxy-toluchinons (I) zuschrieben. W. Baker u. H. Raistrick!4?)
konnten die Richtigkeit der Formel durch die Synthese be-
stitigen. In der Wirksamkeit nimmt Fumigatin unter den
zahlreichen gepriiften Benzochinon-Derivaten eine mittlere
Stellung ein (Tab. 5). Zu den am wenigsten wirksamen Ben-
zochinonen gehort das Spinulosin, das 6-Oxy-fumigatin (II). Es
wurde von H. Raistrick u. J. H. Birkinshaw43) als Stoff-
wechselprodukt von P. spinulosum Thom beschrieben. Seine
Konstitution wurde von Anslow u. Raistrick bewiesen 44), die
es auch als Produkt von einer Abart von Aspergillus fumigatus
auffanden 143).

137) Nach Versuchen mit 4. Gauhe.

10) 0. Warburg u. W. Christian, Biol. Zbl. 266, 377 [1933].

13%) R. Kuhn, D. B. Hand u. M. Florkin, Naturwiss. 18, 771 [1931].

10) H. Péneaw, C. Levaditi u. G. Hagemann, Bull. Soc. Chim. biol. 25, 406 [1943].
141) Biochemic. J. 32, 687 [1938). 13) J, chem. Soc. |London] 1841, 670,
143} Philos. Trans. Roy. Soc. London Ser. B. 220, 245 [1931].

144) Bjochemic. J. 32, 803 [1938].

13) Ebenda 32, 2288 [1938).



Staphylocoecus aureus
Benzochinon-Derivat No. 3750
1 Tag | 2Tage
{1 Teilin)

p-Benzochinon ............ ... . 12000 12 000

Toluchinon ..o i 10000 10000

Methoxychinon ......... ... ... ... .. . 12000 12000

4-Oxy-toluchinon 33000 12000

4-Methoxy-toluchinon........... .. 400000 200000

3-Methoxy-toluchinon. . 20000 10000
2,5-Dioxy-benzochinon .......... ...... .. ... ... ... < 10000

2,5-Dimethoxy-benzochinon 100000 50000

2,6-Dimethoxy-benzochinon 270000 48000

3,6-Dioxy-toluchinon ................. ... .. ... 17000 10000

3,6-Dimethoxy-toluchinon . > 100000 40000
4,6-Dioxy-toluchinon ............. < 10000

4-Oxy-6-methoxy-toluchinon 10000 < 10000

6-Oxy-4-methoxy-toluchinon 150000 100000

4,6-Dimethoxy-toluchinon.......................... ... 600000 300000

3-Oxy-{-methoxy-toluchinon (Fumigatin) .............. 30000 20000

—100000 { —50000

3,6-Dioxy-4-methoxy-toluchinen (Spinulosin}........... 6000 < 6000

Trimethoxy-toluchinon (Spinulosin-trimethylither)...... > 400000 200000

Tabelle 5.
Totalhemmende Konzentration
verschiedener Benzochinon-Derivate in Glucose-Peptonwasser’4s),

Bei der Kultur von Pseudomonas Betjerinckii auf einer
Bohnenextrakt-Nihrlosung beobachteten 4. J. Kluyver, T. Hof
u. 4. G. J. Boezaardi'%) die Bildung eines roten Pigmentes,
welches sie als Tetraoxy-benzochinon (I11) identifizieren konnten.
Das Bakterium bildet das gleiche Pigment auch in syntheti-
schem Medium bei Zusatz von Inosit, welcher zum Chinon
dehydriert wird. Wahrscheinlich hat das Tetraoxybenzochinon
keine antibakterielle Wirkung, seine Entstehung gibt jedoch
einen Fingerzeig, auf welchem Weg die Benzochinone in den
Organismen gebildet werden konnen.

Neben diesen Chinonen ist noch eine Anzahl von Hydro-
chinonen mit charakteristischen Seitenketten aus dem Mycel
einer Reihe von Pilzen der dspergillus glaucus-Serie isoliert
worden, doch ist iiber ihre antibakterielle Wirksamkeit und die
der zugehdrigen Chinone nichts bekannt 148,149, 150),

Folgende Beziehungen zwischen Konstitution und Wirk-
samkeit der Benzochinone lassen sich aus der Tabelle 5 ab-
leiten: 1. Die Einfiilhrung von OCH, in den Chinon-Kern hat
oft einen bedeutenden Anstieg der antibakteriellen Wirksam-
keit zur Folge. 2. Die Einfilhrung von Hydroxyl bewirkt meist
einen Abfall der Wirksamkeit. 3. Der Ersatz von Hydroxyl
durch Methoxyl bringt stets einen bedeutenden Wirksamkeits-
anstieg mit sich. 4. Die meisten der hochwirksamen Chinone
sind Derivate von 4-Methoxy-toluchinon oder Dimethoxy-
chinone. °

Naphthochinone wurden bisher noch nicht als Stoff-
wechselprodukte von Pilzen beobachtet. Sie kommen ledig-
lich in gewissen Bakterienarten, hsheren Pflanzen und im Tier-
reich bei den Echinodermen vor. Ihre bakteriostatische Wirk-
samkeit ist nach unseren Versuchen z. T. bedeutend gréger als
die der Benzochinone (Tab. 6).

Staphylococcus aureus Sg
Naphthochinon-Derivat 2 Tage | 4 Tage
(1 Teil in)

2-Oxy-naphtbochinon ........................ ... 31000 31000
—125000 —125006

2-Methoxy-naphthochinon ........................ < 15000 < 15000
5-Oxy-naphthochinon ...................... 250000 250000
2-Methyl-naphthochinon ................... 59 000 < 59 000
2-Chlor-naphthochinon ............ 250000 250000
2-0Oxy-3-methoxy-naphthochinon ............ 30000 <€ 15000
2,3-Dimethoxy-naphthochinon .............. 4000000 1000000
2-Methyl-8-oxy-naphthochinon .............. < 59000 & 59000
2-Methyl-3-methoxy-naphthochinon ......... 1000000 250000
2-Athyl-3-brom-naphthochinon.............. 125000 59000
2-Methyl-5,8-dioxy-naphthochinon........... 7700000 2000000
2-Methoxy-3,8-dioxy-naphthochinon ............... 1000000 250000
2-Athyl-3,5,8-trioxy-naphthochinon ................ 125000 < 13000
2-Athyl-3-methoxy-3,8-dioxy-naphthochinon .. ...... 1000000 250000
Shikonin .. .vuiiii i 2000000 1—2000000
2-Brom-5,8-dioxy-naphthochinon .................. 125000 31000
2-Athyl-3-methoxy-3,7,8-trioxy-naphthochinon ... ... . 125000 31000
2-Athyl-3,7-dimethoxy-5,8-dioxy-naphthochinon. . . . . 300000 62000
1,2-Naphthochinon ............... ... ... L. 125000 15000
Fumigatin ... 59000 -< 59000

— 500000

Tabelle 6.
Totalhemmende Konzentrationen
verschiedener Naphthochinon-Derivate (synth. Medium)®*).
Wir finden sehr idhnliche Beziehungen zwischen Konsti-
tution und Wirkung wie bei den Benzochinonen, so daB man
auf den gleichen Wirkungsmechanismus schlieBen darf.

¢} Enzymologia [Den Haag] 7, 257 [1939].

147) 4. E. Oxford, Chem. Industry 81, 189 [1942].

18) B. S. Gould u. H. Ratstrick, Biochemic. J. 28, 1640 [1934].

49 H. Raistrick, R. Robinson u. A. R. Todd, J. chem. Soc. [London] 1837, 80.

139) J. H. Cruickshank, H. Raistrick, R. Robinson, ebenda 1938, 2056.

*) Herrn Dr. E. F. Moeller danke ich sebr fiir die Priifung der Naphthochinone auf
antibakterielle Wirkung.
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Uber die antibakterielle Wirksamkeit der Anthra-
chinone, von denen eine grofe Anzahl aus Schimmel- und
anderen Pilzen isoliert werden konnte, liegen noch keine Be-
obachtungen vor.

Einen den Chinonen nahestehenden Molekelbau weist das
Citrinin!?) (IV) auf, welches von P. ¢itrinum Thom in erheb-
licher Menge produziert wird 152). Aus 11 Kulturlosung erhilt
man aus 50g Glucose 2,2 g des orange-gelben kristallisierten
Citrinins '33), welches in einer Verdiinnung von 1 : 50 ooo bis
1 : 100 ooo verschiedene grampositive und -negative Bakterien
hemmt 154).

Mechanimus der Chinon-Hemmung. Fir
den Mechanismus der wachstumhemmenden Wirkung der Chi-
none kann man noch keine sichere Begriindung angeben. Die
Versuche von R. Kuhn u. H. Beinert 155), welche eine spezifische
Hemmung der Carboxylase durch p-Benzochinon nachweisen
konnten, weisen vielleicht den richtigen Weg. Beim Test der
verschiedenen uns zur Verfiigung stehenden Naphthochinone
auf Carboxylasehemmung fanden siel%) teilweise bedeu-
tend gréfBere Wirksamkeiten als beim Benzochinon (Tab. 7).

Hemmung der CO,-Entwicklung
(in Prozent)/6 min

Chinon bei verschieden molarer
Konzentration des Hemmstoffs
0,94-10~% | 3,95 -10~% | 1,5-10~*

p-Benzochinon ....... ... ... ..o L 40 85 95
Toluchinon ...........ccoooiiiiiiii.. 36 83 —
2,6-Dimethoxy-benzochinon .............. — — 41
3-Oxy-4-methoxy-toluchinon.............. -— 14 21
2-Oxy-naphthochinon.................... — — 5
2-Methoxy-naphthochinon ................ — — 37
5-Oxy-naphthochinon........... 67 87 95
2-Methyl-naphthochinon. . ... — 32 68
2-Chlor-naphthochinon ......... .. 89 94 97
2-Oxy-3-methyl-naphthochinon ...... .. — — 4
2-Methoxy-3-methyl-naphthochinon .. — — 56
2-Athyl-3-brom-naphthochinon..... 74 87 —
2-Methyl-5,8-djoxy-naphthochinon. . .. 87 93 —
2,5,8-Trioxy-naphthochinon............... — 13 33
2-Methoxy-5,8-dioxy-naphthochinon .. .. 51 80 89
2-Athyl-3,5,8-trioxy-naphthochinon . ....... — 17 35
2-Athyl-3-methoxy-5,8-dioxy-naphthochinon 78 90 —
Shikonin ..... ... ..ol 83 92 —
2-Brom-3,8-dioxy-naphthochinon.......... 90 98 —
2-Athyl-3-methoxy-5,7,8-trioxy-naphtho-

chinon ........... .. .. ol 58 82 —
1,2-Naphthochinon — 84 95

Tabelle 7. Carboxylase-Hemmung durch Chinone.

Am wirksamsten erwiesen sich Methylnaphthazarin und die
Halogennaphthochinone. Einfiilhrung von Hydroxyl-Gruppen
in die Ortho-Stellung zum Carbonyl hatte einen starken Ab-
fall der Wirksamkeit zur Folge (Naphthopurpurin)! Die Methy-
lierung der Hydroxyl-Gruppe in Position 2 bewirkte wieder
einen Anstieg. Diese Regeln stimmen aber so weitgehend mit
den bei dem Wachstumshemmungstest beobachteten iiberein,
wie man sie nur bei so verschiedenartigen Bedingungen er-
warten kann, wenn man das Wachstum von Zellen und die
Wirksamkeit einer hochgereinigten Fermentlosung vergleicht.
Es erscheint danach sehr wahrscheinlich, daB die Wachstums-
hemmung durch die Chinone auf die Hemmung der Carboxy-
lase oder anderer chinon-enipfindlicher Fermente zuriickgeht.

Als ein solches kommt besonders bei bestimmten Bakterien
ein anderes den Brenztraubensidure-Umsatz steuerndes Ferment
in Frage, welches in Gonococcen, Staphylococcen und Strepto-
coccen nachgewiesen wurde 1%7). Dieses Ferment, die x-Keton-
oxydase (Pyruvodehydrase), katalysiert die dehydrierende
Spaltung der Brenztraubensiure zu Essigsiure und CO,:

CH,-CO - COOH + H,0 —2>CH,+COOH 4 CO,

Es ist hochgradig chinon-empfindlich. Die *Konzentration
1+107% hemmt den Brenztraubensiure-Umsatz durch Gono-
coccen zu 37%, 3+ 1075 zu 969%. Da dasCoferment der Pyruvo-
dehydrase wie bei der Carboxylase Aneurinpyrophosphat zu
sein scheint 158 18%) st es denkbar, daB die Hemmung durch
Chinon auf die gleiche Ursache zuriickzufiihren ist. Ob auch
der dismutierende Abbau der Brenzraubensiure ¥%) nach
der Gleichung
2CH,-CO+-COOH + H,0 - CH,-CHOH-COOH+CH,;- COOH+-CO,
durch Chinon hemmbar ist, wurde m. W, noch nicht unter-
sucht.

151} Coyne, Raistrick u. Robinson, Philos. Trans. Roy. Soc. London, Ser. B220, 297 [1931].

183) Hetherington u. H. Raistrick, ebenda 220, 269 [1931].

153) H. Raistrick u. G. Smith, Chem. Industry 60, 828 [1941].

158) A. E. Oxford, ebenda 81, 48 [1942].  1%%) Ber. Dtsch. Chem. Ges. 78, 904 {1943).

%) Unveréifentlicht.

17) E. S. G.Barron u. Miller, J. biol. Chemistry 97,691 [1932]; E. S.G. Barron, ebenda
113, 695 [1936]); E. S. G. Barron u. Lyman, ebenda 127, 143 [1939].

13%) F. Lipmann, Enzymologia [Den Haag] 4, 65 [1937]; J. biol. Chemistry 134, 463
{1940). 1%%) G. M. Hills, Biochemic. J. 82, 383 [1938].

1e0) H. A. Krebs, ebenda 31, GG1 [1937].
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Auch auf Urease wirkt Chinon stark hemmend ). In
einer Verdiinnung von 1 : 5 Mio. hemmt es das Ferment zu
60%. In der oben zitierten Arbeit?®) iiber die Kultur von
Pansenorganismen auf Harnstoff-Stirke-Nahrboden wurde die
Wirkung von p-Benzochinon auf die Protein-Synthese durch
den Panseninhalt, d.h. auf das Wachstum der Pansen-Bak-
terien untersucht. Bei einer Konzentration von 0,001, Chinon
war die Synthese schon merklich geringer geworden, bei 0,059,
Chinon iiberwog bereits der Protein-Abbau. Durch H,S lief
sich die Chinon-Wirkung wie beim isolierten Enzym vollstandig
aufheben,

Man nimmt an, daB die Wirkung des Chinons auf Urease
darauf beruht, daB bestimmte SH-Gruppen des Enzyms
dehydriert werden. Auch fiir die Carboxylase und Pyruvo-
dehydrase ist dieser Wirkungsmechanismus wahrscheinlich.
Man wird zu priifen haben, ob nicht auch das Penicillin, welches
ja ebenfalls auf Urease hemmend wirkt #9), in dhnlicher Weise
wie die Chinone in den Abbau der Brenztraubensiure eingreift,
welche ja im Stoffwechsel eine besonders wichtige Stelle ein-
nimmt. Da dem Penicillamin, dem einzigen bisher kristallisiert
erhaltenen Abbauprodukt des Penicillins, ascorbinsdure-dhn-
liche Eigenschaften zugeschrieben werden ®), erscheint dies
nicht unwahrscheinlich.

Salicylséure.

Zu den ersten Stoffwechselprodukten von Pilzen, die als
wachstumshemmend fiir andere Organismen erkannt wurden,
gehort das Sparassol, der Everninsduremethylester (V). In
Reinkulturen des Ziegenbartes Sparassis ramosa tritt es in be-
trichtlicher Menge auf und kristallisiert darin in manchmal
zentimeterlangen SpieBen. Nach R. Falck%?) schiitzt das
Sparassol die Kulturen vor Verunreinigung durch fremde Orga-
nismen, da dem reinen Stoff eine erhebliche mycocide Wirkung
zukommt. ZahlenmiBige Angaben iiber die Wirksamkeit des
Sparassols liegen m. W. nicht vor. Die gleiche Substanz 148t
sich aus der Flechte Evernia prunastri durch Kochen mit
Methylalkohol oder auch fermentativ aus der Flechtensiure
mit Takadiastase gewinnen 13),

Ein anderes Derivat der Salicylsaure wird von P. griseo-
fulvum produziert 14). Es wurde als 6-Methyl-salicylsiure (VI)
erkannt. Von dieser Verbindung wird keine Wirksamkeit an-
gegeben. Es ist anzunehmen, daB sie eine dhnliche Wirksam-
keit hat wie die Stammsubstanz, die Salicylsiure, und wie der
Methylester des 4-Methoxy-Derivates, das Sparassol.

Aufler den genannten Salicylsiure-Derivaten wurden noch
folgende Oxybenzoesiure-Abkommlinge in Kulturlésungen von
verschiedenen Pilzen aufgefunden: 2,5-Dioxy-benzoesiure und
3,5-Dioxy-phthalsiure in Penicillien 1%5), das Mellein, ein Lacton
der 6-Oxy-2-(a-oxy-propyl)-benzoesiure 168) (VII), aus Aspergillus
melleus und Mycophenolsdure 187) (VIII) aus P. stoloniferum.

Mechanismus der Salicylsiaure-Hem-
mung. Nach G. Tvanovics1®) 148t sich die Wachstums-
hemmung durch Salicylsiure bei B. coli und Staphylococcen,
die an sich Pantothensiure nicht bendtigen, aufheben, wenn
man Pantothensdure zusetzt. Von den beiden Bausteinen der
Pantothensdure hebt auch das «,y-Dioxy-8, -dimethyl-butter-
siaurelacton die Salicylsiure-Hemmung auf, wihrend g-Alanin
keinen EinfluB hat. Bei der Hemmung durch Salicylsiure
soll es sich nicht um einen Verdringungsmechanismus handeln,
wie er bei den Konkurrenten Sulfanilamid-p-Amino-benzoe-
saure besteht, sondern um die Vergiftung der Synthese des
Lacton-Teiles des Vitamins. Ob die Hemmung des Wachstums
von Schimmelpilzen auf dem gleichen Wirkprinzip beruht, ist
nicht bekannt.

Lactone.

Nach R. Kuhn u. Mitarbeitern1¢®) kommt einer Anzahl von
ungesattigten Lactonen, die in Samen und Friichten bestimm-
ter Pflanzen vorkommen, die Bedeutung zu, die Keimung zu
hemmen. Die gleichen Stoffe hindern auch das Wachstum von

cH=—cn DBakterien. Parasorbinsdure (Formel XVI) aus
we by o demflichtigen Ol der reifenVogelbeeren hemmt

e . Staphylococcen und Hefe in Konzentrationen

XVI. 0 von 107%—10"% Auch unter wachstumshem-

181) J. H. Quastel, Biochemic. J. 27, 1116 (1933].

1e%) Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 2555 [1923].

183} Asahina u. Higuti, ebenda 68, 1959 [1933].

%) W. K. Anslow u. H. Raistrick, Biochemic. J. 25, 39 [1931].

1) 4. E. Oxford u. H. Raistrick, ebenda 28, 1902 [1932].

1%} E. Nishikawa, |. agric. chem. Soc. Japan 9, 772; 1059 [1933].

167) C. L. Alsberg w. 0. F. Black, U. S. Dep. Agricult. Bureau Plant. Ind. Bull. No. 270
1913]. 168) Hoppe-Seyler‘s Z. physiol. Chem. 278, 33 [1942].

%) R. Kuhn, D. Jerchel, F. Moewus, E. F. Moller, H. Lettré, Naturwiss. 81, 68 [1943];
s. a. R. Kuhn, dicse Ztschr. 58, 236 [1948].
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menden Stoffwechselprodukten von Pilzen finden wir Lac-
tone. Penicillinsdure, die in einer Verdiinnung von 1 : 100 ooo
zahlreiche Organismen noch vollstindig hemmt 1?), ist nach
C. L. Alsberg u. O. F. Black'") ein Stoffwechselprodukt von
P. puberulum. Spiter fanden sie A. E. Oxford u. H. Raistrick!™®)
auch in der Kulturldsung von P. c¢yclopium Westling. Birkin-
shaw, Oxford u. Raistrick1?®) klirten die Konstitution auf.
Penicillinsdure ist ein «,8-ungesittigtes Lacton (IX), das mit
der offenen Form im Gleichgewicht steht. So wie die Para-
sorbinsiure bei der Hydrierung der «,8-Doppelbindung ihre
Wirksamkeit als Blastokolin einbiiBlt, ist auch die Dihydro-
penicillinsiure antibakteriell unwirksam.

o] (0] o} [o}
H,C OH H,C = OH HO ', OH H,C ! C.H
NN NN NN NS
N Dol H,C\H [
VAN O VAN SN N\
" “ocH, HO ocH, HO" 7 “om ¢ “on
° ° ° O —C-COOH
1. Fumigatin. II. Spinulosin. III. Pigmentprod. von IV. Citrinin.
Ps, Beijerinckii.
COOCH, COOH cO—0 H 0]
H,C | OH H,C | OH OH | é/ H,C |  COOH
\1/\/ \|/\./ NN e, NS
"% N/ N/ NN o
. VI. Produkt von VII. Mellein. -
OCH, P. grisco-fulvum. C,H,ﬂ{ (': o
V.S seol. -
parasso. %
6]
VIII. Mycophenolsdurc.
H OH H
H,C ocH, AN Qe
NC-CO-C = CH-COOH &= /c-c——c:w-co
H,C H,C L—_O___
1X. Penicillinsaure.
[o] [o]
H il OH
c C AN
i c? o . }/
N | | SN
H,C C—CO HOH,C O
N ‘O/H XI. Kojisaure.
X. Patulin,

Stoffwechselprodukte von niederen Pilzen und Bakterien.

In neuester Zeit wurde von Raistrick u. Mitarbeitern 174
aus der Kulturldsung von P. patulum Bainier eine Substanz
isoliert, die das Wachstum von Staph. aureus mit 1 : 64 ooo
total, mit 1 : 128 coo partiell hemmt. Das neue Bakterio-
statikum wird in relativ groBer Menge gebildet. Die Filtrate
der Kulturen enthalten etwa 1 g/l und hemmen Staphylococcen
noch bei einer Verdiinnung von 1 : 100. Die reine Substanz
der Bruttoformel C;H,O, bildet farblose Prismen vom F. 111°
und ist optisch inaktiv. Sie scheint eine Anhydro-3-oxy-
methylen-tetrahydro-pyron-2-carbonsiure (X) zu sein, ist also
ebenfalls ein ungesittigtes Lacton. Dem neuen Stoffwechsel-
produkt wurde der Name ,,Patulin‘‘ gegeben. Es soll sich vor-
nehmlich zur Bekdmpfung von Schnupfen eignen. Gegeniiber
dem ersten Stadium, das eine Virusinfektion darstellt, ist es
wirkungslos. Aber die weiteren Superinfektionen des Nasen-
Rachenraumes sollen sehr giinstig beeinfluBt werden. Diese
Behandlungserfolge werden jedoch nicht von allen Autoren
bestdtigt. 3 Truppendrzte machten bei etwa 100 Patienten
im vergangenen August und September die Erfahrung, da8
Patulin keinen sichtbaren Effekt auf den Verlauf der Erkran-
kung gehabt hat. — Serum und Eiter hindern nicht den
bakteriostatischen Effekt wvon Patulin. Der ungesittigte
Lacton-Ring im Patulin scheint fiir die Wirksamkeit wesent-
lich zu sein, da Kojisdure, ein Stoffwechselprodukt verschiede-
ner Pilze und Bakterien, ebenfalls ein ¢-Pyron-Derivat ist (XI),
jedoch keine antibakterielle Wirkung besitzt ). Auch Cheli-
donsdure (y-Pyron-dicarbonsdure) hat keinen EinfluB auf das
Wachstum von Staphylococcen 175),

Patulin kommt nicht nur in P. Patwlum sondern auch in
anderen Penicillium- und Aspergillusarten vor. Dem in P.
claviforme entdeckten und daraus isolierten ,,Claviformin‘
wurde zwar zunidchst die Bruttoformel CyH 4O zugeschrieben?’®),

119 4. E. Oxford, Chem. Industry 81, 48 [1942].

171) U. S, Dep. Agricult. Bureau Plant. Ind. Bull. No.270 (1913].

¥72; Biochemic. J. 29, 599 [1935].

113) Ebenda 30, 394 [1936].

17¢) Chem. Trade J. chem. Engr. vom 26.11.u. 3.12.1943.

173 Eigene Versuche.

16) Willkins u. Harris, Brit. J. exp. Path. 28, 166 [1942]; Chasn, Florey, Gardner,
Heatley, Orr-Ewing u. Sanders, Lancet 1940 I1, 226; Crowfoot u. Low, cbenda
19441, 113,

11



es ist aber, wie neuerdings gefunden wurde, mit Patulin und
Clavatin aus Adspergillus clavatus identisch 74).

Patulin hemmt nicht nur das Wachstum von Bakterien.
Es ist auch gegeniiber bestimmten Pilzen wirksam. Eine An-
zahl von Pythiumarten, die pathogen fiir Pflanzen sind, werden
in der Konzentration 1 : 400 0oo noch vollstindig gehemmt 17%),

Entsprechend seiner Konstitution als ungesittigtes Lacton
hemmt Patulin auch die Keimung von Samen und das Wachs-
tum der Wurzeln. Die Versuche wurden von Frl. E. Schadey
mit Samen der Gartenkresse (Lepidium sativum) ausge-
fiihrt 178). In Tab. 8 sind die Ergebnisse mit den bei Cumarin
erhaltenen Werten zusammengestellt. Patulin gehort also zu
den am besten wirksamen Blastokolinen, die wir bisher kennen.

1:1000 1:10000 1: 100000 1w
o | 3155000 7] 8000l 7| 8 [T20| 7 | 2
ubstanz g ¥ -'é’;g 2| 5 E;g 2| £ 355 3 £

g3 g2y| ) S|g2%( 8 2 |esg| & | &

2! 8 o4l @i ¥ g=2| 3 8 |e*<s]| © v

AR R IR B

R IR R B

mm mm mm mm

Patulin......... 0|0 | 100 |43{1,1| 92 95| 106 23 | 95 13,
Cumarin........ 0o | 1009626 9 |96]|105[ 17 |100 | 126

Tabelle 8.

b) Bakterien gegen Bakterien.

Die bisher geschilderten antagonistischen Stoffe werden
von Pilzen produziert. Die Erscheinung der Antibiose ist je-
doch unter den Bakterien mindestens ebenso verbreitet wie bei
den Pilzen. Fast simtliche natiirlichen Vorkommen von Bak-
terien stellen gemischte Populationen dar. Sei es nun, daf
man die Flora des Bodens, des Wassers und des Abwassers
untersucht oder daB man die Infektionsherde bei kranken
Tieren oder Menschen wie in Wunden oder im Nasen-Rachen-
raum oder die Flora des Darmes des Siugetieres betrachtet,
stets wird man ein Gemisch verschiedenartiger Bakterien vor-
finden. Man findet aber nicht ein wahlloses Gemisch aller mog-
lichen Arten, sondern meist bestimmte Gesellschaften, die fiir
das betr. Vorkommen charakteristisch sind, und man beobach-
tet, daBB gewisse Kombinationen niemals auftreten. Im Ab-
schnitt iiber Symbiose wurde die Bedeutung der Gesellschaften
fir die biologische Leistung der Organismen dargelegt. Im
folgenden soll ein Uberblick iiber die bisher bekannten bak-
teriellen Antibiosen gegeben werden, deren stoffliche Grund-
lage jedoch erst in den wenigsten Fillen erkannt wurde.

Chromobakterien.

AuBerordentlich zahlreich sind die Beobachtungen iiber
den Antagonismus von verschiedenen Pseudomonasarten wie
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluovescens, Pseudomonas
pyocyanea (Pseudomonas aeruginosa). Schon 1887 berichtet
Garyé 1), dafl Pseudomonas putida das Wachstum von Staph.
auveus, B. typhosum und B. anthracis hemmt, Vibrio Finkler
und Prior werden nicht beeinfluBt. 7. Lewek1%%) lieB auf
Agarplatten Ps. putida oder Ps. fluorescens wachsen. Auf dem
gleichen Agar kultivierte er anschlieBend die Testorganismen.
Er erhielt folgendes Bild (Tab.g), das mit dem Ergebnis
anderer Autoren teilweise in Widerspruch steht.

anschlieSend
Anfangskultur mit
gewachsen ' schwach gewachsen | nicht gewachsen

Ps. putida B. typhosum Staph. albus B. anthracis

B. cols Vibrio cholerae Staph. aureus
Ps. fluorescens B. typhosum B. anthracss

Vibrio cholerae

Tabelle 9.

W. D. Frost1®) tauchte einen Collodiumbeutel mit einer
Kultur von B. typhosum in die Kultur von Ps. putida und
Ps. fluovescens. Die Typhusbacillen wurden getotet.

Die Testmethodik von J. M. Lewis!®?) wurde bereits ge-
schildert (s. S.167). Ps. fluovescens unterdriickte das Wachs-
tum von B. mycoides, B. subtilis, B. vulgatus, B. ceveus,
Daneben wurden noch zahlreiche andere Arten untersucht.
Die empfindlichsten Bakterien wurden durch Zusatz von
sterilem gebrauchten Kulturmedium noch in einer Verdiinnung

17y W, K. Anslow, H. Raistrick u.G. Smith, J. Soc. chem. Ind. 82, 236 [1943].
178} Unversffentlicht.

11%) Zbl. Bacteriol., Parasitenkunde Infcktionskrankh. 2, 312 [1887].

160) Beijtr. pathol. Anatom. allg. Pathol. 8, 277 [1889).

181) J, infect. Diseases 1, 599 [1904].

192) ], Bacteriol. 17, 89 {1929).
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von 1 : 100 vollkommen gehemmt. Schimmelpilze waren un-
empfindlich, wihrend Hefe in 20—3509%, gebrauchtem Kultur-
medium nicht mehr wuchs. Bei gleichzeitiger Impfung von
B. cereus und B. fluorescens entwickelte sich der erste nicht,
wihrend der letztere kriftig wuchs®). Uber einen Selbst-
hemmungseffekt bei Ps. fluorescens berichtet O. Rahn184).
Dieser Stoff ist thermolabil im Gegensatz zu dem heteroanta-
gonistischen Stoff des Nahrmediums, welcher thermoresistent ist.

Auf die hygienische Bedeutung des B. fluorescens lique-
faciens bei der Reinigung des Wassers wies zuerst L. Olitsky 185)
hin. Er zeigte, daB B. typhosum, B. anthracis, V. cholevae,
B. prodigiosum und Staph. auveus durch Fluorescens gehemmt
werden.

Den Antagonismus von Fluorescens gegen andere Boden-
organismen wie Actinomyceten zeigte in neuerer Zeit S. 4.
Waksman 186).

Trotz der groBen Zahl von Angaben iiber Fluorescens-
Antagonismen ist doch niemals iiber eine Reinigung des anta-
gonistischen Princips berichtet worden. Vielleicht 148t sich ein
Teil der Beobachtungen auch dadurch erkliaren, daB die Flu-
orescensbakterien einen fiir den anderen Organismus lebens-
wichtigen Faktor verbrauchen oder unwirksam machen, der
dann durch Diffusion in ihrer Umgebung verschwindet und so
dem Konkurrenten die Lebensmoglichkeiten nimmt. Kluyver,
T. Hof u. H. G. J. Boezaardt#?) berichten, da3 Inosit durch
Ps. fluovescens sehr leicht angegriffen und in kurzer Zeit zu
CO, und H,O verbrannt wird. Man kann sich vorstellen, da
Organismen, fiir die Inosit ein Wuchsstoff ist, dann nur schlecht
in Gegenwart von Ps. fluovescens wachsen konnen.

Pyocyanase. Im Jahre 1889 berichtete E. Freudenreichl®?),
daB Ps. pyocyanea das Wachstum von Typhus- und Cholera-
bacillen ungiinstig beeinfluBt. 10 Jahre spiter untersuchten
R. Emmerich u. 0. Low1%8) diese Erscheinung. Sie vermuteten
in der antagonistischen Substanz ein bakteriolytisches Enzym,
welches fremdartige Bakterien zur Auflésung bringt. Das
Enzym aus Ps. pyocyanea nannten sie daher Pyocyanase. Sie
schlugen die therapeutische Verwendung der filtrierten und
dialysierten Kulturlésung vor. Etwas spiter wurden genaue
Angaben iiber die Bakteriolyse von B. anthracis durch Pyo-
cyanase gemacht und iiber die morphologischen Verinderungen
berichtet, die der Organismus bei kleineren Konzentrationen
des Bakteriolytikums erleidet 1%®). L. Tavernari®) wendete
mit Erfolg die Pyocyanase von Emmerich u. Low bei experi-
mentellem Milzbrand an. K. Vaerst1®l) erreichte eine Immuni-
sierung gegen Milzbrand bei vorheriger Behandlung mit Pyo-
cyanase.

1902 berichteten R. Emmerich, O. Low u. A. Korschun 192)
iiber die Auflésung von Choleravibrionen mit Pyocyanase. Eine
triibe Suspension wurde in wenigen Minuten vollkommen klar.

H. Raubitschek u. V. K. Russ9) zeigten spater, daB Pyo-
cyanase viele Eigenschaften habe, die ihre Fermentnatur sehr
zweifelhaft erscheinen lieBen. Die bakteriolytische Substanz
ist thermostabil, wird weder durch Ammonsulfat noch durch
Alkohol gefallt und ist 16slich in Alkohol, Ather, Benzol, Aceton
und Chloroform.

Sonnenberger 1%4) berichtete, dafl Pyocyanase Pneumo-
coccen in 3, Gonococcen und Choleravibrionen in 5, Diphtherie-
bacillen und Streptococcen in 1o min, Typhus- und Dysen-
theriebacillen in 2—3 h vernichtet, auch wenn die Aussaat viele
Millionen Bakterien betrug.

Besonders giinstig wurde der Prozef bei Abszessen, Phleg-
monen, Ulcus cruris gestaltet. Fiir die Gewebe ist das Priparat
unschidlich. G. Favyeul u. L. Fortineau berichten, daB sie von
69 Anthrax-Fillen 68 mit Pyocyanase-Behandlung heilen
konnten®)., A. Lode bemerkt im Handbuch der pathogenen
Mikroorganismen %) : , Trotz dieser Empfehlungen ist die Pyo-
cyanase-Therapie aus der neuesten Literatur nahezu voll-
standig verschwunden. Wie erfahrene Kliniker uns mitteilen,
nicht mit Recht, da bei manchen Prozessen putrider Natur

1) H. J. Conn u. J. W. Wight, ]. agric. Res. 16, 313 [1919].

184y Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt.I1 168, 417 [1906].

185) Tnaug. Diss. Bern 1891.

388) S. 4. Waksman u. J. W. Fosler, Soil Sci. 43, 69 [1937].

107y Jber. Path. Mikroorg. 5, 530 [1889].

182) 7. Hyg. Infekt.-Krankh. 81, 1 [1899].

19%) R. Emmerich u. Saida, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt.127,
776 [1900]. X

1%) Ebenda 81, 786 [1902].

191) Ebenda 81, 293 [1902].

302) Ebenda 81, 1 [1902].

1%3) Ebenda 48, 114 [1908].

124) Abhdl. Wiirzburg 13, 251 [1913].

195) C. R. Séances Soc. Biol, Filiales Associées 86, 774 [1922].

1%6) Handb. d. pathog. Mikroorg. von Kraus, Kolle u. Uhlenhut, Jena, Berlin, Wien 1929,

Die Chemie
58. Jahrg. 1945. Nr. 1/4



oder bei stark verunreinigtenn Wunden die Reinigung des Wund-
grundes rasch und ohne jede Schiadigung des Gewebes ein-
zutreten pflegt.”

Uber die chemische Natur der Pyocyanase ist in
dem letzten Jahrzehnt einige Aufklarung geschaffen worden.
Chatton 197) hielt sie fiir ein Fettsiureglucosid oder ein ,,glycoside
véhiculé par un lipoide. Gundel u. Wagner 1%8) machten durch
histologischen Nachweis nach Rémighaus wahrscheinlich, daf3
die Wirkung des lipoidléslichen Extraktes aus Ps. pyocyaneca
durch Fettsauren bedingt ist. H. O. Heltche 199) zeigte dann,
daB die baktericide Substanz tatsichlich im sauren Anteil des
Petroldtherextraktes der Bakterien enthalten ist. 5—109, des
Lipoids der Bakterien stellt die ,,Pyocyaneussiure* dar. Aus
B. fluovescens lieB sich auf entsprechende Weise keine aktive
Substanz gewinnen. Die Pyocvaneussidure ist fliissig, von
intensiv ranzigem Geruch, das Molekulargewicht etwa 370.
Die Siure zeigte noch mit 1: 25000 starke Enwicklungs-
hemmung der einzelnen Kolonien und Lyse von Staphylococcen.

Zu ahnlichen Ergebnissen kam L. Birch-Hirschfeldt *°%).
Pyocyanase in nativem Zustand zeigte mit 1:27 ooo starke
baktericide Wirkung. Die Wirksamkeit war eine Funktion der
Oberflichenaktivitit der einzelnen Fraktionen. Auch gegen
Protozoen zeigte das Praparat groBe Wirksamkeit. Uber toxin-
abschwichende Eigenschaften der Pyocyanase berichteten
Okhubo 201y u, E. Neter 202).

Einen dem B. pyocyaneus sehr zhnlichen Bacillus isolierten
S. 4. Waksman u. H. B. Woodruff 2*3) aus dem Boden. Er ge-
hort zur Ps. aeruginosa-Gruppe und hindert das Wachstum
von mehreren grampositiven und -negativen Bakterien. Die
antagonistische Substanz ging durch ein Seitz-Filter, wurde an
Kohle adsorbiert, war #ther-16slich und hitzestabil. Es wurden
hochaktive Priparate erhalten, die das Wachstum von Esche-
richia coli, Brucella abortus und anderen Bakterien hemmten.
Pilze wurden nicht im Wachstum beeinfluit. Es ist nicht an-
gegeben, ob es sich hier um eine der Pyocyanase dhnliche Sub-
stanz handelt.

Auch den Farbstoffen der Chromobakterien werden anti-
bakterielle Eigenschaften zugeschrieben. Nach H. O. Hetlche?%)
tétet Pyocyanin (XII) Diphtheriebacillen mit 1 : 4000 bis
1: 8000, sporenfreie Milzbrandbacillen mit 1: 400. Uber die
bakteriostatische Wirkungsstirke findet sich keine Angabe.
O. Chyisman 2°5) beobachtete ebenfalls die baktericide Wirkung
von Pyocyanin, fand sie aber viel geringer als Hettche. Micro-
coccus pyogenes aureus wurde erst mit 1 : 250 bis 500 getdtet.
Auf Staphylococcen hatte der Farbstoff mit 1: 1000 keinen
EinfluB. In geringerer Konzentration (bis 1 : 10 ooo) forderte
er die Atmung der Staphylococcen. Einen antibakteriellen
Einflu von Pyocyanin auf Wachstum und Stoffwechsel be-
schreibt R. Schoental 20%).

Die groBen Unterschiede in der Wirksamkeit der Phenazin-
Pigmente bei verschiedenen Testorganismen zeigten sich auch
bei dem Pigment von Chromobaktevium iodinum und dem des
B. chlororaphis?°?). Dasersteist das N,N-Dioxyd von Dioxyphen-
azin 208) (X]II). Die Verbindung zeigt sich auswihlend hemmend
gegeniiber bestimmten Stimmen von Streptococcus hamolyticus.
Mit 1,7 y/cm® verhinderte es in Bouillon und synthetischem
Medium das Wachstum vollstindig fiir mehr als 6 Tage.
Gegeniiber Staphylococcen, Typhusbacillen, Proteus wvulgaris
und B. coli war aber die Wirksamkeit unerheblich. 2y des
Pigmentes verhinderten das Wachstum von Streptococcus hdmo-
Iyticus innerhalb eines Kreises von 1 cm Radius. Kultiviert man
Chyomobakterium todinum auf Agar, so produziert es 100 yfcm?.

Chlororaphin?? (XIV), dasPigment von B. chlor-
oraphis, ist ebenfalls antibakteriell wirksam, jedoch in gerin-
gerem Mag.

Nach H. 0. Hettche 2°) kommt auch dem Prodigiosin
(XV) dem roten Pigment des B. prodigiosus211), erhebliche
bactericideWirkung zu. B. anthracis wird von der Konzentration
1:50 000, Staphylococcen werden wvon 1: 25000 getotet.
Auf gram-negative Coli- und Paratyphusbacillen hat Prod-
igiosin keinen Einflu8.

17) C. R. soc. chim. biol. 79, 63 [1930].

390} Z. Immunitatsforsch. exp. Therap. 89, 63 [1930U].

%) Klin. Wschr. 12, 1804 [1933]. 200) 7. Hyg. Infekt.-Krankb. 118, 304 [1935).
1) Z. Immunititsforsch. exp. Therap. b, 428 [1910]. 03) Science 96, 210 [1942].
22} 7, Bacteriol. 40, 581 [1940]. ®¢) Arch. Hyg. Bakteriol. 107, 337[1932].
208) Z. Hyg. Infekt.-Krankh. 118, 209 [1935].

%) Brit. J. exp. Pathol. 22, 137 [1941].

27) 4. Mcllwain, Nature [London] 148, 628 [1941].

%) ;, R. Clemo u. H. McIlwain, J. chem. Soc. [London] 1988, 479.

%) F. Kogl u. J. J. Postowsky, Liebigs Aun. Chem. 480, 280 [1930].

19) Arch. Hyg. Bakteriol. 107, 337 [1932].

1) F, Wrede u. A. Rothaas, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 226, 95 [1934].
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Auch sterile Bouillonextrakte von B. prodigiosus sollen
antagonistische Wirkung gegeniiber Diphtheriebacillen und
Gonococcen besitzen 212). Eine mit Diphtheriebouillon be-
spatelte Agarplatte wurde mit 1 Ose Prodigiosus geimpit. Es
bildete sich ein bakterienfreier Hof um die Prodigiosuskolonie.
Die Kulturfliissigkeit war bei einer 14-Tagekultur nach der
Entfernung der Bakterien und Verdiinnung 1 : 4 noch deutlich
hemmend. Die Substanz ist kein Lipoid und nicht hameo-
lysierend wie Pyocyanase. Sie wird auch von bei 37° geziichte-
ten, farbstofffreien Kulturen gebildet.

. OH |(,) OH
N N | OH
/\‘/ \/\ //\‘/ NN\
: ! ;
AV AV 4 NN\ N\
ph
dn, o
XI1. Pyocyanin. XIII. Jodinin.
H CONH,
N
(\/ \//\“ CH,-(CH,)‘-T——H laﬁ'—ocri,
N\ BN\ I\
! HHN/ =
XIV. Chl hin.
ororaphin N

XV, Prodigiosin.
Pigmente der Chromobakterien.

Uber das ein rotes Pigment bildende B. Kieli wird berich-
tet 21%), daB es den Pilz Dictostelium mucoroides vernichtet, wo-
bei es zu intensiver Pigmentbildung kommt. Das blaue Pig-
ment von B, violaceus setzt nur das Wachstum herab, wahrend
B. fluorescens liqguefactens umgekehrt dem Pilz als Nahrung dient.

Aerobe Sporenbildner.

Aus der Klasse der aeroben sporenbildenden Bacillen, wie
sie normalerweise im Darm des Siugetieres und im Boden
vorkommen, werden mehrere Arten beschrieben, die cha-
rakteristische antagonistische Eigenschaften besitzen. 1920
sah E. G. Pringsheim %) auf Agarplatten eine Hemmung
von Diphtheriebacillen durch B. mesentericus vulgatus. Es
entstand ein bakterienfreier Hof. Er konnte aber keine
antidiphtheriewirksamen Filtrate erhalten. J. Zukermann
u. J. Minkewitsch?%), die ebenfalls den Diphtherieant-
agonismus von Mesentericusbacillen beobachteten, berichtenda-
gegen, daf3 ihre Kulturfiltrate sehr wirksam gegen Bacillen
in vitro waren. Sie toteten die Diphtheriebacillen in 4o min.
Die Wirksamkeit war wenig hitzeresistent. Auch in neuerer
Zeit wurde diese mehrmals bestatigt?6), Nach Nicolle?17)
16sen die Filtrate von Subtiliskulturen Pneumococcen, Typhus,
Colonbacillen und Choleravibrionen. Die Inoculation wvon
B. subtilis in Kulturen dieser Organismen bewirkt die Klarung
des Mediums. Auch H. Auerswald berichtet 218), dafl beim Auf-
tropfen von B. subtilis auf eine gleichmaBig mit Diphtherie-
bacillen bewachsene Agarplatte eine etwa 3—s5mm breite
Hemmungszone rings um die Auftropfstelle entsteht.

Eine dem B. subtilis nahestehende Gruppe sind die Tyro-
thriz-Bakterien. Sie wurden 1887 von G. Duclaux 21%) aus Kise
isoliert und durch viele Jahre fiir die eigentlichen Kisereifungs-
bakterien gebalten (Kiasefdden). Nach L. Rosenthal?2%) sind
verschiedene dieser Tyrothrixarten imstande, in vitro andere
Bakterien aufzuldsen. Am wirksamsten war Tyrothyvix scaber.
Die Wirksamkeit tritt in den Kulturen zwischen dem 4. und
5. Tag auf, erreicht ihr Maximum am Ende der 2. oder 3. Woche,
bleibt dann etwa 1 Monat konstant und nimmt dann wieder ab.
Um aktive Losungen zu bekommen, muf eine intakte Haut
von T. scaber auf dem Niahrmedium gebildet werden. Die
immersen Kulturen sind unwirksam. Die lytische Aktivita.
wird durch Erhitzen auf 70° zerstort.

Staphylococcen, B. Eberth, B. paratyphosus, P. vulgaris
waren gegeniiber den filtrierten und verdiinnten Kulturldsungen
verhdltnismidBig resistent (1: 4 noch wirksam), wihrend B.
anthracis, V. cholerae und B. dysenteriae sehr leicht angegriffen
wurden. B. diphtheriae und Gonococcen stehen zwischen den
beiden Gruppen??!). Bei intravendser, intraperitonealer oder
subcutaner Injektion lebender Kulturen von 7. scaber verhilt

21%) M. Eisler u. J. Jacobsokn, Z. Hyg. Infekt.-Krankb. 117, 76 [1936].

3y E. Pinoy, Ann. Inst. Pasteur 21, 622, 686 (1907].

21¢) Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt.II 51, 72 (1920].

215) Ebenda, Abt.I 80, 483 [1925—26]. 218) H. Auerswald, Diss. Freiburg [1938].
217} Ann. Inst. Pasteur 21, 613 {1907). ti8) 1, ¢, FuBnote 175.
*1%) Le lajt, Paris 1887, S.213.

220) C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 92, 78 [1925]; 88, 77 [1925].

221y Rosenthal, ebenda 96, 10 (1926].
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er sich ausgesprochen enterotrop, d. h. nach kurzer Zeit siedelt
er sich im Darm an, wihrend er aus dem Blut und den inneren
Organen sehr schnell verschwindet 222). Da wie Rosenthal an-
gibt, die Aufloésung der angegriffenen Bakterien meist mehrere
Tage dauert, wird sich der Effekt auch durch Autolyse er-
kliren lassen, wenn man annimmt, daB das Filtrat die Bak-
terien totet.

Ahnliche Wirkungen wie Tyrothrix zeigte ein Stamm von
B. mycotdes 22?). Kultur und Filtrate losten eine grofBe Zahl
anderer Bakterienarten auf. Dabei verloren die gelosten
Bakterien aber nicht ihre antigenen Eigenschaften. Auch
H. Franke u. H. Ismet ) isolierten einige Stimme von B.
mycoides mit starker cytolytischer Aktivitat. Gelost wurden
4-Tagekulturen von lebenden Typhusbacillen, Paratyphus A
und B, Shiga, Dysenterie, Colon, Diphtherie, Ps. pyocyanea,
3 Arten Staphylococcen, 3 Streptococcen, Proteus vulgaris,
Pneumococcen und 15 Stimme von Bakterien, die aus der
Luft isoliert wurden.

Gramicidin und Tyroeidin: Am besten erforscht aus
dieser Gruppe von Bakterien ist ein Stamm von Bacillus
brevis, der von R. J. Dubos 225) aus Moorboden isoliert worden
ist. Dubos ging von dem Gedanken aus, daB jede orga-
nische Substanz, die dem Boden zugesetzt wird, dem Abbau
durch Mikroorganismen anheim fillt. Dieser Gedanke hatte
sich schon bei der Isolierung und Adaptierung eines Bakteriums
bewahrt, welches ein Polysaccharid aus den Kapseln von
Pneumococcen fermentativ abbaut 22¢), das allen anderen
tierischen und pflanzlichen Fermenten gegeniiber vollig resistent
ist. Es schien moglich, daB nicht nur isolierte 16sliche Ver-
bindungen anderer Mikroorganismen angegriffen wiirden,
sondern auch die intakten lebenden Zellen selbst. Durch standig
wiederholtes Zufiigen lebender grampositiver Coccen zu Boden-
proben und anschliefendes Bebriiten, ein Vorgang, der 2 Jahre
lang fortgesetzt wurde, gelang es Dubos schlieSlich, einen
Stamm zu isolieren, der lebende Zellen der zugefiigten Spezies
sehr schnell angriff und aufléste. Dieser Stamm wurde als
Bacillus brevis identifiziert und als aerobes sporenbildendes
Stabchen beschrieben. Aus den XKulturen dieses Bacillus
stellten R. J. Dubos u. C. J. Cattaneo 2¥") eine zwar noch nicht
reine aber hoch bactericide Substanz her, welche kein Protein
war. Die Substanz wurde Tyrothricin genannt. Aus
ihr wurden spiter zwei kristallisierte Stoffe Gramieidin und
Tyrocidin-Chlorhydrat gewonnen 228,229}, AuBer diesem ersten
wirksam befundenen Stamm konnten spiter noch weitere
soliert werden, die ebenfalls sehr aktiv waren und die kristalli-
sierten bactericiden Stoffe lieferten. Weiters hat J. C. Hooger-
heide 2) bactericide Substanzen mit dhnlichen Eigenschaften
aus verschiedenen aeroben sporenbildenden Organismen be-
schrieben. Aus einem diéser Stimme hat er ebenfalls kristalli-
siertes Gramicidin erhalten.

Zur Gewinnung?!) der antibakteriellen Stoffe lie8
man die Kulturen autolysieren. Beim Ansiuern fiel die aktive
Substanz aus. Aus ihr erhielt man einerseits durch Extraktion
mit neutralem Puffer einen wasserloslichen baktericiden Stoff,
andererseits durch Alkohol-Extraktion bei saurer Reaktion
einen wasserunloslichen. Dieser wurde Tyrothricin genannt.
Die wasserlosliche Fraktion hatte Protein-Natur und zerfiel
bei Behandlung mit saurem Alkohol in eine unldsliche Fallung
und einen alkohol-18slichen Anteil, welcher identisch mit Tyro-
thricin war. Dieses scheint ein Abbauprodukt der vorher
wasserloslichen Protein-Fraktion zu sein. Die gleiche wasser-
unlésliche wirksame Substanz erhielt man aus der wasser-
l6slichen Protein-Fraktion durch enzymatischen Abbau mit
proteolytischen Fermenten. Es wird daher angenommen, da8
Gramicidin und Tyrocidin im Kulturautolysat in Bindung an
Eiweif3 vorliegen, dessen baktericide Wirkung wenigstens z. T.
auf den Gehalt an diesen beiden Stoffen zuriickzufithren ist.
Im Tyrothricin sind etwa 10—20% Gramicidin und 40—609%
Tyrocidinchlorhydrat enthalten.

Konstitution?®) : Gramicidin kristallisiert in farb-
losen diinnen Plittchen vom F.230—=231°. Die optische

223) Rosenthal, C. R. Séanccs Soc. Biol. Filiales Associées 94, 309, 1059 [192C].

13y i, Much u. F. Sartorius, Med. Klin. 20, 347 [1924].

224) Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt.1 98, 570 [1926].

31%) ] exp. Med. 70, 1 [1939].

1¢) R, J. Dubos u. O. T. Avery, Science T2, 151 [1930]; b5, 377 [1933]; 62, 259[1935.]

217) ], exp. Med. 70, 249 [1939].

) R, 0. Hotchkiss u. R. J. Dubos, J. biol. Chemistry 188, 803 [1940].

1) Dieselben, ebenda 182, 791 [1940].

0} ], Bacteriol. 40, 415 [1940]; J. Franklin Inst. 228, 805 [1940].

1) R. D. Hotchkiss u. R. J. Dubos, J. biol. Chemistry 141, 155 [1941].

31) R, D. Hotchkiss, J. biol. Chemistry 141, 171 (1941]; H. N. Christensen, R. R. Edwards
u. H. D. Piersma, ebenda 141, 187 [1941).
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Drehung betragt [a]i’ = +5° (¢ =0,4% in 95% Alkohol).
Bei der Analyse erhédlt man 62,7% C, 7,59% H, 14,8% N.
Nach der Extraktion von Gramicidin aus dem Tyrothricin mit
Aceton-Ather wird der Riickstand mit Alkohol ausgekocht und
aus der Losung Tyrocidin als Chlorhydrat durch Zufiigen von
alkoholischer Salzsdure erhalten. Es kristallisiert aus Methanol
in feinen farblosen Nadeln. Es schmilzt unscharf bei etwa
240° unter Zersetzung. Die optische Drehung ist [a]3* = —101°
(¢ = 1%, 95% Alkohol). Die Analyse ergibt 59,6% C, 6,66% H,
14,3% N, und 2,7% Cl. Es wird angegeben, daf3 eine Losung
von 1 mg Tyrocidin in 100 cm® Wasser stark schiumt und 4dhn-
lich wie die Invertseifen 2®) eine Anzahl Ioslicher Proteine
fallt. Die beiden kristallisierten Verbindungen sind Polypeptide
mit dem ungefihren Molekulargewicht 3000. Die Amino-
sduren von Gramicidin 2*4) liegen sehr wahrscheinlich in
folgender Zusammensetzung vor (Tab. 10):

Leucin «+--vv-venn e
Tryptophan ---- 1
Valin crceeeeen- :
Alanin- -« --reon e 3
Glykokoll <~ -vvemenieL 9
Oxy-amino-siure (iso-Serin?) .-« 2

Summe 30

Tabelle 10.

Von Tyrocidin liegt keine entsprechende Analyse vor. Es
wurden darin Tyrosin, Asparaginsiure und Tryptophan nach-
gewiesen.

Von besonderem Interesse ist der Befund, daB ein Teil
der Aminosauren die ,unnatiirliche’ d-Konfiguration be-
sitzt 2%). Im Gramicidin liegen 459, im Tyrocidin 20% der
Aminosiduren als d-Form vor. Es wurden d-Leucin und d-
Alanin isoliert. Neben der Kapselsubstanz von B. anthracis?®)
und den Mutterkornalkaloiden 2¥) sind dies die einzigen bisher
bekannten gesicherten Vorkommen von d-Aminosiuren in der
Natur. Der Gehalt an unnatiirlichen Formen der Aminosiuren
ist, wie man annehmen kann, der Grund fiir die Unangreifbar-
keit fiir proteolytische Fermente.

Biologische Wirkung : Die Austestung an Bak-
terien ergab, daB 1y Gramicidin 1 Milliarde grampositive Bak-
terien totet, wahrend Tyrocidin je nach dem gepriiften Orga-
nismus bis somal weniger wirksam war. Der Tod der Zellen
ist von einer Lyse begleitet, die im Verlauf einiger Stunden
erfolgt, aber auf autolytische Vorginge zuriickzufiihren ist.
Beide Substanzen greifen in den Stoffwechsel der Bakterien
ein. Tyrocidin blockiert alle oxydativen Prozesse, die ge-
prift wurden, Gramicidin scheint nur in gewisse besondere
Reaktionen einzugreifen. Die pharmakologische und toxi-
kologische Priifung von Gramicidin, Tyrocidin und Tyro-
thricin?) hat gezeigt, daBl die drei Stoffe bei peroraler Gabe
noch mit 1g/kg vonMausen und Ratten vertragen werden. Intra-
vends sind 3 mg/kg todlich, wihrend bei Tyrocidin die t6d-
liche Dosis 15 mg/kg betrigt. Bei intraperitonealer Applizie-
rung liegen die Mengen hoher. Der Tod erfolgt nach an-
fanglicher Unruhe und Absinken der Korpertemperatur durch
Atemlahmung.

Hunde wurden von taglich 2 mg innerhalb von 2—8 Tagen
getotet. Die anatomische Untersuchung zeigte Degeneration
der meisten Organe: MilzvergroBerung, Fettleber und haufig
Ascites.

Es wurden auch Versuche zur therapeutischen Anwendung
von Gramicidin und Tyrocidin gemacht. Die beiden Stoffe
bewihrten sich bei der lokalen Behandlung von Wundinfek-
tionen, wobei mit Spiilungen durch sehr verdiinnte Losungen
schon schnelle Beseitigung der Infekte erzielt wurde. In der
Veterinarmedizin fanden die Substanzen Anwendung bei
Mastitiden. Bei Infektion mit Streplococcus agalactiae er-
reichten R. B. Little, R. J. Dubos u. R. D. Hotchkiss*®) durch
Injektion von Gramicidin ins Euter eine rasche Heilung in
26 von 31 untersuchten Fillen. Streptococcus uberis-Infek-
tionen sprachen jedoch wesentlich schlechter an. Durch die
groBe Giftigkeit und die hamolytische Wirkung wird Gra-
micidin nur beschrinkte therapeutische Anwendung finden
koénnen,

23) R. Kuhn u. H. J. Bielig, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 1080 [1940].

234y 4. H. Gordon, A. J. P. Martin u. R. L. M. Synge, Biochemic. J. 37, 86 [1943].

%) F, Lipmann, R. D. Hotchkiss u. R. J. Dubos, J. biol. Chemistry 141, 163 [1941].

2238} G. Jyamovics u. V. Bruckner, Naturwiss. 25, 250 [1937); Z. Immunititsforsch. exp.
Therap. 90, 304 [1937]; Hoppe -Seyler’s Z. physiol. Chem. 247, 281 [1937].

27 W, A. Jacobs u. L. C. Craig, J. biol. Chemistry 110, 522 [1935].

238) H. D. Robinson u. H. Molitor, ]J. Pharmacol. exp. Therapeut. 74, 75 [1942].

19) Proc. Soc. exp. Biol. Med. 44, 444 [1940]; 45, 462 [1940].
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¢) Die Bedeutung der Antibiose fiir das Leben
der Pflanzen.

Die zuletzt geschilderten antibiotischen Bakterienarten
wurden aus dem Boden gewonnen, ebenso, wie die verschiedenen
antagonistischen Actinomyceten, Fluorescensbakterien und
diesen nahestehenden Pseudomonasarten, welche in den vorher-
gehenden Abschnitten behandelt wurden. Die Isolierung von
Gramicidin, Tyrocidin und Actinomycin hat uns die Natur
von chemischen Waffen gezeigt, mit denen die verschicdenen
Partner der Symbiosc unter den bodenbewohnenden Mikro-
organismen zur Abwehr fremder Keime beitragen und wohl
auch sich gegenseitig dezimieren. Auf diese Weise werden
konstante, fiir einzelne Boden charakteristische Populationen
aufrechterhalten, welche wiederum mit den in diesen wachsen-
den hoheren Pflanzen in symbiontischen Beziehungen stehen.
Fiir das Gedeihen oder Nichtgedeihen bestimmter Pflanzen
auf bestimmten Boden ist die Mikroflora der Béden weitgehend
verantwortlich. Fiir die absolute Zahl der bakteriellen Keime
des Bodens sind vor atlem gewisse Protozoen von Bedeutung,
da die Bakterien den Protozoen als Nahrung dienen??), Um-
gekehrt setzen sich jedoch auch die Bakterien zur Wehr. Die
den hoheren Tieren so ungemein schiddlichen Bakterientoxine
diirften auch fiir manche Einzeller giftig sein. Oft handelt es
sich aber wohl auch um spezifischere Stoffe. So berichtet
Chatton®®), daB sich die Anwesenheit von bestimmten Bak-
terien auf sexuelle Vorginge bei dem Flagellaten Glaucoma
scintillans auswirkt. Die Kopulation, d.h. Zygotenbildung,
wird von manchen Bakterienarten gefordert, von anderen
gehemmt, Die Bakterien werden daher in zygogene und
azygogene eingeteilt. Als zygogen besonders wirksam wurde
B. prodigiosus befunden, wahrend B. coli stark azygogen war,
Fiir Protozoen giftige Stoffe wurden auBerdem aus den uns
schon bekannten Chromobakterien gewonnen. B. prodigiosus,
B. violaceus, B. pyocyaneus und ein anderes, rot gefiarbtes
Chromobakterium lieferten Extrakte, an denen Bodenamében
sehr schnell zugrunde gingen?¥%). Die Empfindlichkeit ge-
wisser menschenpathogener Protozoen fiir Pyocyanase hat
auch L. Bivch-Hirschfeld?®3) berichtet. Dies sind wahrschein-
lich biologisch sehr wichtige Wirkstoffe, da die ginzliche Ver-
nichtung der Bodenbakterien durch die Protozoen zur Un-
fruchtbarkeit des Bodens filhren wiirde. Fiir das Gleich-
gewicht zwischen Bakterien und Protozoen im Boden ist da-
neben natiirlich auch die gréere enzymatische Aktivitit und
Anpassungsfihigkeit der Bakterien an die Nahrungsstoffe
maBgebend. Nach D. W. Cutler u. L. M. Crump?®) werden die
Bakterien des Bodens durch die Protozoen auf ein fiir den
Pflanzenwuchs besonders giinstiges Maf3 reduziert.

Auch fir die Pflanzenhygiene sind die Mikroben des
Bodens von groBer Bedeutung. Eine grofe Zahl von Boden-
organismen, darunter Pilze, Actinomyceten, Bakterien und
Protozoen iiben antagonistische Wirkungen auf bestimmte
Pflanzenschidlinge aus?%). So berichten z. B. C. M. Haenseler
u. M. C. Allen®®), mit Trichodeyma die schidlichen Pilze
Rhizoctonia und Pythium im Wachstum unterdriickt zu haben.
Diese verursachen das Austrocknen junger Gurkenkeimlinge.
Auch der die Kartoffelkritze verursachende A4ctinomyces scabies
und der Erreger der Pockenkrankheit der Kartoffel Rhizoctonia
solani lassen sich mit Trichoderma bekimpfen®?’). R, H. Bam-
berg hat entdeckt, daB gewisse Bakterien die Entwicklung
des Branderregers Ustilago zeae innerhalb der Maispflanze
verhindern®®), und S. M. Baker fand, daB die Injektion
von Coprinus-Extrakten die Silberblattkrankheit von Obst-
baumen verhiitetz¢?). Nach einer Reihe von Arbeiten iiber
den Antagonismus einiger Pilze gegen pflanzenschidigende
Mikroorganismen?®) berichtet R. Weindling iiber die Gewinnug
der toxischen Substanz aus Trichoderma?s!) und spiter der-
jenigen aus Gliocladium fimbriaium?®?), welche als mit Chloro-
form extrahierbar und weniger empfindlich als die erste be-
schrieben und Gliotoxin genannt wird. Die Rein-
darstellung und Kristallisation dieses Stoffes ist jedoch erst
vor Kurzem gelungen.

Fiir Gliotoxin wurde zunichst von Dufcher®®) die Brutto-
formel C,,H,N,S,0, aufgestellt, spiter aber von Johnson,

240 E. J. Russel u. H. B. Hutchinson, J. agric. Sci. 8, 152 [1913].

1) C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 88, 675 [1923].

*2) B. N. Singh, Nature [London] 149, 168 [1942].

243) |.c. FuBnote159 . 44) Problems in soil Microbiology, London 1935
#3) J. Hino, Trans Third. Int. Congr. Soil Sci, 1, 173 [1935].

¢} Science 79, 6 [1934). %7) R. H. Daines, Amer. Potato J. 14, 85 [1937]
%) Phytopathology 21, 881 [1931]. 39) Ann. Botany 27, 172 [1913].
%) Phytopathology 22, 837 [1932]; 24, 1140, 1141, 1153 [1934].

1) Ebenda 26, 1068 [1936]. 52) Ebenda 27, 1175 [1937].
#3) J. Bacteriol. 42, 815 [1941].
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Bruce u. Dutcher®®) mit Cy3H 4 N,S,0, angegeben. Gliotoxin
ist toxisch fiir Tiere. Da es sowohl gegeniiber Pilzen wie auch
Bakterien antibiotisch wirksam ist, dhnelt es in seiner bio-
logischen Aktivitit dem Aktinomycin. Gliotoxin wurde auch
in der Nihrlosung von Aspergilius fumigaius auigefunden
{s. unter IIIa).

d) Die Bedeutung der Antibiose
fiir das Leben von Tieren und Menschen.

Ebensowenig wie die Pflanzen ohne die Mikroflora des
Bodens leben koénnten, wire es den Tieren und den Menschen
moglich, ohne die symbiontischen Mikroorganismen ihrer
inneren Organe zu existieren. Auf die speziellen Leistungen
der Symbionten im Pansen der Wiederkiuer, in den Mycetomen
der Insekten und im Darm der Siugetiere wurde im Abschnitt
Symbiose hingewiesen. In allen diesgn Fillen aber ist die
symbiontische Mikroflora kein wahlloses Gemisch verschieden-
artiger Organismen, sondern stellt eine konstante charakte-
ristische Population dar, deren Verinderung zum teilweisen
oder ganzen Verlust der Funktion des symbiontentragenden
Organs fiihrt. Es besteht eine weitgehende Anpassung des
Wirtsorganismus an die Symbionten und umgekehrt?s%), was
schon aus den in vielen Fillen sehr komplizierten Ubertragungs-
mechanismen der symbiontischen Mikroflora auf die Nach-
kommenschaft hervorgeht. Fiir die ,,Erhaltung der Art*
dieser Population ist ebenso wie im Falle der Bodenf{lora die
antibiotische Wirksamkeit dieser Organismen von groBer Be-
deutung. Die ,Dysbakterie’, d.h. eine wesentliche Ab-
weichung in Art und Umfang der Darmflora vom Normal-
zustand, wird von 4. Nissle?®®) als Ursache verschiedenster
Erkrankungen angesehen. Auf die Bedeutung der physio-
logisch-obligaten Darmflora unter besonderer Beriicksichtigung
der natiirlichen Ernahrungs- und WVerdauungsvorgange wies
kiirzlich T. Baumgdrtel?5?) hin. Durch Zufuhr von Colistaimmen
mit besonders hoher antagonistischer Wirksamkeit (,,Muta-
flor’* von Nissle) gelingt es in vielen Fillen, gute Heilungs-
erfolge zu erzielen. Nach 4. Nissle?5®) steht der antagonistische
Index von B.coli gegen B.Typhosus in Zusammenhang mit
der Milchsiure-Produktion. Van der Reis?®) zeigte die anta-
gonistische Wirkung von B.coli gegen B. diphtheriae und
siedelte B. coli durch Spriihen in den Mund dort an. In neun
Fillen war es noch 54 Tage spiater dort anwesend. Durch
diese Behandlung lieBen sich akute Fille schnell zur Heilung
bringen, und Bacillentriger wurden schnell bacillenfrei.

M. Lisbonne u. L. Carrére?®) entwickelten durch hiufige
Passagen den Antagonismus Coli gegen Shigabacillus und
wiesen ein aktives lytisches Prinzip nach. Spiter zeigte sich,
daB dieses nur gebildet wird, wenn auBer Coli und Shiga noch
andere Bakterien anwesend sind. Ahnliche Beobachtungen
wurden auch von P. Fabry gemacht?®!), wihrend J. Bordes?62)
berichtet, daB bei 4 nicht lytischen Stimmen von B. coli
lytische Eigenschaften spontan entstanden und durch Pas-
sagen verstirkt werden konnten.

Aucli fiir einen anderen reguliren Darmbewohner, den
B. acidophilus, sind zahlreiche Antagonismen beschrieben. Die
Anwendung von Reinkulturen dieses Organismus fiir thera-
peutische Zwecke wurde wiederholt vorgeschlagen?$3). Ein
dhnlicher Milchsiure-Bildner, der B. bulgaricus, wurde zuerst
von Metchnikoff?®%) zur antagonistischen Bekimpfung der Darm-
faulnis angewendet?26%).

Aus dieser Gruppe von antagonistischen Mikroorganismen,
wie sie den Darm des Sdugetieres besiedeln, wurde noch in
keinem Fall ein antibiotischer Wirkstoff in reiner Form dar-
gestellt. Es ist aber zu erwarten, daB auch hier d4hnliche Mittel
angewandt werden, um die Infektion durch Fremdorganismen
zu verhindern, wie bei der Mikroflora des Bodens, wo man
schon in einigen Fillen die antibiotisch wirksamen Stoffe aus
den Kulturen isolieren konnte.

Noch weniger weit ist man bei der Erforschung anderer
symbiontischer Populationen gekommen. So ist z. B. nichts

233) 1. Amer. chem. Soc. 85, 2005 [1943].

=3%) P. Buchner, Symbiose und Anpassung. Nova acta Leopoldina N. F. 8, 257 [1940].

2#) Verh. Ges. Verdgskrkh. 1839, 362 u. frithere Arbciten.

=7) Klin. Wschr. 21, 265 [1942]. 25%) Dtsch. med. Wschr. 42, 1181 [1916).

#39) Miinchener med. Wschr. 68, 235 [1921]; Z. ges. exp. Med. 80, 1 [1922].

20} C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 85, 569; 87, 1011 [1922}; 90, 265 [1924).

1) Ebenda 87, 369 [1922]; 90, 109 [1924]. 2¢2) Ebenda 90, 96 [1924].

23) L. F. Retiger u. H. A. Cheplin: The intestinal Flora with special reference to the im-
prantation of ,,Bacillus acidophilus*’, Yale University press 1921.

264y Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt. 1l 20, 234 [1908].

265) Auf dhnliche Bzhandlungsmethoden mit lebender Hefe sei hier nur kurz hingewiescn.
Schon die Ménche im Mittelalter verwendeten Hefe zur Behandlung von Pestkranken,
und Hippokrates empfahl ihren Gebrauch bei Leukorrhoe (Fluor albus).
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iber Antibiose von Organismen der Pansenflora bekannt,
obwohl die Erscheinung in diesem Falle sehr wahrscheinlich
ist. Der Wiederkiuer nimmt ja mit der Nahrung eine groBe
Zahl fremder Bakterien, Pilze und Hefen auf, gegeniiber denen
sich die normalen Pansenbewohner durchzusetzen haben. Die
Pansenflora ist aber erst relativ wenig untersucht2¢¢),

Die bei der Erforschung der Symbiose und Antibiose der
Mikroorganismen gewonnenen Erkenntnisse werden vielleicht
auch fiir die Wachstumsprobleme der vielzelligen hoheren
Pflanzen und Tiere von Bedeutung sein. Zwischen den einzelnen
Arten von Einzellern, wie sie in der Natur zusammenleben,
bestehen wahrscheinlich nicht sebr viel weniger enge stoffliche
Beziehungen wie zwischen den einzelnen Zellenarten eines
vielzelligen Organismus. Die symbiontischen Mikropopula-
tionen in den Leuchtorganen gewisser Meerestiere, im Darm
des Saugetieres, im Vormagen des Wiederkiuers, in den Knoll-
chen der Hiilsenfriichtler und in bestimmten Bodenarten sind
ebenso wichtig fiir den Organismus des hoheren Lebewesens,
mit dem sie in Symbiose leben, wie die Zellen irgendeines seiner
eigenen Organe. Wenn wir die Stoffe kennenlernen, mit deren
Hilfe die Mikroorganismen die Populationen in einem Gleich-

%¢) F. Baker, Nature [London] 149, 220, 582 [1942].

gewicht erhalten dadurch, daB sie sich in ihrem Wachstum
gegenseitig fordern bzw. hemmen, so konnen wir hoffen, daB
wir vielleicht auch der Losung des Problems der Formbildung
beim Vielzeller etwas niherkommen werden, der Frage, warum
sich das Wachstum hier in ridumlich geordneten Verbianden voll-
zieht und stets nach einer gewissen Zeit zum Stillstand kommt

Die Erforschung der Mittel, mit denen im Reiche der
Mikroorganismen sich die einzelnen Arten im Kampf ums
Dasein durchzusetzen suchen, 148t uns ein wichtiges Prinzip
erkennen, durch welches das Leben auf der Erde erhalten wird.
Wenn niamlich das Gleichgewicht der Lebewesen dauernd in
irgendeiner Richtung verschoben wiirde, so daB eine Organismen-
art das Ubergewicht iiber die anderen bekime, so miifite sich
die belebte Natur allmihlich in eine Monokultur dieses Orga-
nismus verwandeln. Dies wire aber gleichbedeutend mit dem
Verschwinden des Lebens in unserem Sinne.

Daneben konnte gezeigt werden, da3 manche Ergebnisse
dieser Forschung auch im Sinne reiner ZweckmaiBigkeit von Be-
deutung bei der Behandlung von Infektionskrankheiten sind, da
wir hier der Natur abgucken kdnnen, mit welchen Mitteln sie
selbst Chemotherapie betreibt, wie sie erwiinschte Lebewesen
férdert und unerwiinschte vernichtet. gingeg. 4. April 1944. [A. 10.]

Die Abtrennungsenergie einzelner Atome im Molekelverband

am Beispiel des Methans?

Von Dr. E. WICKE, Géttingen, Inst. f. physthal. Chemie

as Methan darf wohl als die stabilste Molekel der organi-

D schen Chemie angesehen werden. Trotzdem ist es die

einzige, bei der man bisher einigermaQen sichere und voll-
stindige Aussagen iiber die Trennungsenergien der einzelnen
Bindungen machen kann. Hierbei kommt uns zu Hilfe, da
die Bruchteile der Methan-Molekel, die Methyl- und Methylen-
Radikale, in vielen reaktionskinetischen und photochemischen
Prozessen als Zwischenprodukte auftreten und dort untersucht
werden konnen. Insgesamt sind vier Dissoziationsstufen
denkbar: CH, —»CH,; + H;CH; »CH, + H;CH, - CH+H
und CH —»C 4 H. Die freien Radikale werden natiirlich
andere Atomabstinde und Valenzwinkel aufweisen als die
Tetraedermolekel CH,. Doch wollen wir hier von einer ndheren
Betrachtung der geometrischen Verhiltnisse absehen und nur
nach den Energiebetrigen fragen, die fiir die obigen
vier Dissoziationen aufzuwenden sind. Dabei sollen sich die
Ausgangs- und Endprodukte in ihren stabilen geometrischen
Konfigurationen im idealen Gaszustand beim absoluten Null-
punkt befinden.

Zunichst berechnen wir den Durchschnittswert
der vier Trennungsenergien, das ist ein Viertel des Energie-
betrages, der nétig ist, um die vier H-Atome des Methans
(bei 0° abs.) mit einem Schlage vom C-Atom zu trennen. Diese
Energie bezeichnet man als atomare Bildungswirme D, (CH,)
des Methans, da sie dieselbe GroBe hat wie die Wiarmetonung,
die beim Zusammenbau des Methans aus den fiinf Atomen frei
wird. Wir gehen aus von der Bildungswirme des Methans aus
den Elementen, die sich leicht aus der calorimetrisch ermittelten
Verbrennungswirme berechnen und auf o® abs. extrapolieren
1aBt:

2H, + Cgesp = CH, + 16 kcal (1)
Die Dissoziation des Wasserstoffs in die Atome bendtigt
4H = H, + 2006,5 kcal (2)

ein Wert, der spektroskopisch mit groBer Genauigkeit fest-
gelegt wurde?). Fiir die Verdampfung des Kohlenstoffs zu
C-Atomen im Gaszustand sind erforderlich:

Cgas = Cpest + 125 kcal (3)

Dieser Wert wurde aus der spektroskopischen Dissoziations-
energie des Kohlenoxyds mittels der einfachen Beziehung
D (CO) = B,{CO) + Ly(C) 4 12 Dy(0,)
erhalten. Hierin bedeuten D (CO) = 210,8 kcal/Mol und
Dy(0,) = 117,3 keal/Mol die Dissoziationsenergien des CO und
0,7), By(CO) = 27,2 kecal/Mol die Bildungswirme des CO aus
den Elementen %), alles bei o° abs. Fiir Ly(C), die Sublimations-
wirme des Kohlenstoffs, ergibt sich hieraus 125 kcal/Mol, ein
Wert, der mit einer Reihe experimenteller Untersuchungen

1) Lehrprobe, gehalten am 21. Aprild.J. im Institut fiir physikalische Chemie Gottingen.
%) Aus G. Herzberg: Molekiilspektren und Molekiilstruktur, Bd. I, Steinkopff, Dresden
[1938].
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iiber die Sublimationsgeschwindigkeit und den Dampfdruck
von Graphit iibereinstimmt 3).

Durch Addition von Gl. (1) bis (3) erhalten wir fiir die

atomare Bildungswirme des Methans:
4H + Cgas = CH, + 347,5 kcal/Mol = D(CHy) (4

Als Durchschnittswert der vier Trennungsenergien des
Methans ergibt sich somit als 1} dieses Wertes 87 kcal/Mol.

Die Einzelwerte der Trennungsenergien weichen von
diesem Mittelwert erheblich ab. Dies wird sofort deutlich,
wenn wir mit diesem Durchschnittswert z. B, an die Athan-
Molekel herangehen. Die atomare Bildungswirme des Athans
betrdagt: Dy(C,Hy) = 576,3 kcal/Mol ?). Durch Abzug 6 durch-
schnittlicher C—H-Bindungen, d. h. 6- 87 = 522 kcal/Mol,
bleibt fiir die Trennungsenergiec der C—C-Bindung im Athan
ein Betrag von nur:

D,(H4C...CH,) = 54,3 kcal/Mol (5)
wahrend alle Erfahrungen darauf hindeuten, daB diese
Trennungsenergie erheblich hoher, mindestens oberhalb
80 kcal/Mol liegen muB.

Um an die wirklichen Trennungsenergien heranzukommen,
miissen wir uns mit den Bruchstiicken der Methan-Molekel,
insbes. mit dem °‘Methyl- und Methylen-Radikal befassen.
Calorimetrische Methoden versagen hier vollkommen, da an
Radikalkonzentrationen bestenfalls 0,1 mm Hg und an Lebens-
dauern hochstens 0,1 s erreicht werden kénnen. Daher sind die
Radikale vorerst nur durch ihre Reaktionen zu erfassen. Hier
liefert nun die Reaktionskinetik eine wertvolle Beziehung, eine
Briicke zwischen den experimentell mefibaren Reaktions-
geschwindigkeiten und den energetischen Verhiltnissen der
Reaktionspartner. Diese Beziehung mdge an der Reaktion
klargemacht werden, die fiir die erste Dissoziationsstufe des
Methans besonders wichtig ist:

CH,+ H,=CH,+ H (6)

Bei der Anniherung einer Hy-Molekel an ein CH ;-Radikal
ist zunichst ein AbstoBungspotential zu iiberwinden, bis sich
die beiden Partikeln soweit einander genihert haben, daf ein
Umklappen der Elektronenbindungen méglich wird und CH,-
Molekel und H-Atom wieder auseinanderfliegen. In einem
ebenen Diagramm l48t sich dieser Reaktionsverlauf grob-
schematisch nach Abb. 1 darstellen,

Hier bedeutet die Ordinate die potentielle Energie je
zweier Partikeln, die Abscisse nach links den Abstand CH;—H,,
nach rechts den Abstand CH,—H. Der Koordinatenanfangs-
punkt ist in den Minimumabstand gelegt worden, bei dem die
Reaktion, d. h. die Umorientierung der Valenzen, stattfindet.
Der Umsatz GI. (6) verliuft somit in Abb. 1 von links nach
rechts. Den Abstand zwischen den Normalzustinden (links
und rechts bei groBen r-Werten) und der Hohe der Potential-

?) Vgl. ,,Trennungsenergien einzelner Bindungen‘‘ in den Ergebn. exakt. Naturwiss.
20 [1942].
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