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In Fortsetzung dieser Versuche unternahmen w i r e s  
nunmehr,  die Hemmung  der EiweiBspaltung durch Pa- 
pain durch Verschieden subst i tuier te  Chinone zu messen. 
Papain diente uns hierbei als ModeIlJerment ftir eine 
Anzahl in Bakterien nachgewiesener Fe rmen te  papain- 
artiger Natur.  Zur Best immung der Papainakt ivi tAt  
folgten wit  der Massischen Methode yon WILLSTXTTER 
und GRASSMAm~X; die bei opt imaler  Tempera tu r  (40 ° C) 
und opt imMem Prt (5,0) s ta t t f indende EiweiBspaltung 
wird durch Bes t immung des Zuwachses an - -COOH- 
Gruppen vermit te ls  Ti t ra t ion  mi t  alkoholisckem K O H  
in alkoholischer LOsung unter  Verwendung ,con Thy-  
molphthalein als Indikator  gemessen. Als Subst ra t  
wurde reinste Gelatine, als Enzympr~iparat  das k~tuf- 
liche Papayot in  (ScHuCrlARDT) verwendet .  Die Inhi-  
bitoren wurden s~mtlich in Wasser gel6st der Versuchs- 
16sung zugesetzt. Ein Blindversuch unter  gleichen Be- 
dingungen, aber ohne Zusatz eines Inhibitors,  diente als 
Mal3 zur Bes t immung der prozentuellen H e m m u n g  der 
Papainakt iv i ta t .  Es wurden auch Versuche unter  Zusatz 
yon HCN zur Aussch~tltung der ,Antikatalyse~ durch 
Schwermetalle durchgefi ihrt ;  diese ergaben innerhalb 
der Versuchsfehlergrenze die gleichen Hemmungswerte .  

Die in der Tabelle angegebenen Hemmungswer te  sind 
in alien Fallen Hemmungswer te  aus bei vier verschie- 
denen Zeiten (2, 4, 7 und 24 Stunden) ausgeftihrten 
Messungen. Die Werte  sind mit  einer Fehlergrenze yon 
~ 5 %  auch bei Verwendung verschiedener Gelatine- 
sorten reproduzierbar;  diese Genauigkeit  reicht  Iiir den 
yon uns angestrebten Zweck v611ig aus. 

Taball¢ 1 
Hemmung der Aktivit/it nicht aktivierten Papaias dutch Chinone 

Substanz 

R-Benzochinon 
~oluchinon 
p-Xylochinon 
4-Methoxytoluchinon... 
2,6-Dimethoxybenzochinon 
2,5-Dimethoxybenzochinon 
Chlorbenzochinon 
2,6-Dichlorbenzochinon . . 
2,5-Diehlorbenzoehinon . . 
Trichlormet hylbenzoehinon 
Chloranil 
1,2*Naphthochinon 
1,4-Naphthochinon . . . .  
Lawson 
IsonapMhazarin. 

Prozeutuelle Hemmung der Ei- 
weiBspattung bei verschiedener 
molarer Konzentration der Hemm- 

stoffe im Versuehsansatz 

10-~ 

100 
71 
42 
18 
0 

unl6sl. 
0 

unlSsl. 
unlSsl. 
unl~Ssl. 
unl6sl. 
unl~sl. 
unl6sl. 
unl~Ssl. 
unl~isl. 

10--5 

B2 
~5 
~9 
4 

0 

4O 
29 

unl6sl. 
unl6sL 

48 
5 
0 
0 

gesiittigte L6sung 

31 (Konz. ca. 10 -°) 
0 (Konz. ca .  10 -~) 

Substanzen zeigt in den bei Chinonen noch wirksamen 
Konzentra t ionen irgendeinen EinfluB auf die Papain- 
akt ivi t£t .  

Bei Vergleich obiger Tabelle mit  den Wirkungsreihen 
derselben Chinone gegenfiber Bakter ienkul turen l~iBt 
sich kaum irgendeine ~3bereinstimmung feststellen. 
Daraus k6nnen wir mi t  einiger Wahrscheinl ichkeit  
schlieBen, dab die H e m m u n g  yon Papa in  ebensowenig 
wie die der frtiher untersuchten Fermente  Urease und 
Katalase in einem Zusammenhang mi t  der Wachstums-  
hemmung der Bakter ien steht.  Die Frage ist abet  weiter- 
hin often und wird yon uns in laufenden Versuchen 
gepriift. 

Eine interessante Beobachtung ist, dab die Wirkungs- 
reihe der verschiedenen Chinone gegeniiber der Papain-  
aktivi t l i t  weitgehend den yon uns frtiher erhaltenen 
Wirkungsreihen derselben Substanzen gegeniiber Ure- 
ase bzw. Katalase entspricht.  Es kann daraus ve rmute t  
werden, dab der Wirkmechanismus der H em m ung  bei 
diesen drei Fermenten  ein £hnlicher ist, was bei Urease 
und Papain nicht iiberraschend erscheint, da ja  die 
meisten Akt iva toren  und Hemmk6rper  bei diesen bei- 
den Enzymen  parallele Wirkungen entfalten.  Derart ige 
~hnl ichkei ten sind aber fiir die Katalase noch nicht 
festgestellt worden. 

BeilAufig sei noch bemerkt,  dab die Hemmwirkungen 
der Chinone gegeniiber diesen drei Fermenten  keine 
IJbereinst immung mi t  den Oxydat ions-Redukt ionspo-  
tent ialen derselben Chinone aufweisen; t ro tzdem kann 
aber eine oxyda t ive  ~Tirkung der Grund fiir die Hemm-  
wirkung sein; dean, wie kiirztich im hiesigen Laborato-  
r ium festgestellt wurde I, geht selbst die Oxydat ion des 
H£moglobins zum ~Ieth£moglobin durch diesetben 
Chinonderivate nicht entsprechend dem Oxydations-  
Redukt ionspotent ia l  der einzelnen Substanzen vor  sich, 
wobei in diesem FaUe ein Zweifel am Oxydations-  
charakter  der Reakt ion doch kaum m~g]ich ist. 

OTTO HOFFMANN-OSTENHOF und ELISABETtt BIACH 

I. chemisches Labora tor ium der Universit~it \Vien, 
den 15. Juni  1946. 

Summary 

With the intent ion to clarify the mechanism of action 
of the antibiotic effect of some quinones the inhibition 
of the act ivi ty  of papain by various quinones was 
measured. The results let it appear improbable tha t  
there is any relation between the ant ibacter ia l  effect of 
the quinones and their  inhibition power on papain. On 
the other hand a close parallelism was found in the 
strength of inhibition of the  same quinones on papain, 
urease and catalase. The  mechanism of act ion of the  
quinone inhibition of these t h r e e  enzymes must  be 
regarded as a very similar one. 

1 0 .  HOFFMANN-OSTENHOF, W. WEtS und O. I{RAUPP, Mh. Chem. 
(ira Druek). 

AuBer den angefiihrten Chinonen haben wir noch ver-  
sucht, die Hemmwirkung  yon Naphthazar in  und Methyl- 
naphthazar in  auf die Papainaktivit~it  zu bes t immen;  
diese Substanzen erleiden aber  bei der Ti t ra t ion einen 
Farbwechsel, der die Erkennung  des Umschlags des 
Thymolphthaleins stark s t6r t ;  die erhaltenen Ergeb- 
nisse bediirfen der Verifizierung durch eine andere Me- 
thodik. Von Antibioticis anderer Gruppen wurden Peni- 
cillin, Patul in  und Salizyls~ure gepriift;  keine dieser 

1 I{. V~'ILLSTATTER und W. GRASSMANN, Hoppe-S~ylers Z. physiol. 
Chem. Ia8, 184 (1924). 

t~ber die Entstehung von Dehydracets~ure 
und ihren Analogen bei der Oxydation der 

~ ,7 ,6 ,  ( -Tetraket°ne mit  Bleitetraacetat 

Bei den Versuchen, die c¢,7, ~, ~ -Te t rake tone  I mit  
Ble i te t raaceta t  in Eisessig zu oxydieren, ents tanden un- 
erwartet  in guten Ausbeuten die Dehydracets~ure 
bzw. analoge ~ Dehydro))-fl-ketosXuren (IV). So wurde 
aus Oxalyl-diaceton (Ia) die Dehydracetsiiure (IVa), 
aus Dekantetron-(3,  5, 6, 8) (Ib) die Dehydro-propionyl-  
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essigs~iure (IVb) und aus Oxalyl-diacetophenon (Ic) 
die Dehydro-benzoyl-essigs~ure (IVc) erhalten. 

Man kann  die ungew6hnlich verlaufende Reaktion 
dutch die Annahme erkl~tren, dab die c¢,~, d, C-Tetra- 
ketone in der Di-enol-Form (II) reagieren, welche eine 
Glykolspaltung unter  Bi ldung yon Acyl-ketenen (III)  
erleidet. Aus 2 Molekeln Acyl-keter h ents teht  dann  die 
~c Dehydro ,- fl-ketos~iure. 

Schon L. CLAISEr¢ 1 hat  angenommen, dab die ~cDe- 
hydro,-fl-ketos/iuren bei der klassisehen Bildungsweise 
durch Pyrolyse yon fl-Ketoestern ihre Ents tehung  einer 
Dimerisierung der intermedi~ir auf t re tenden unbest~in- 
digen Acyl-ketene verdanken. 

Einen ~ihnlichen Reaktionsmechanismus zogen H. 
STAUDINC, ER und  H. BECKER ~ in Erw~igung zur Er- 
kl~trung der Bildung der analog gebauten Verbindung 
IVd aus Malon-monomethylester-s~urechlorid bei der 
Behandlung mit  Chinolin. 

I R.  CO. CH2. CO. CO-CH~ - CO. R 
I I  R . C O - C H = C ( O H ) . C ( O H ) = C H . C O . R  

I I I  R-CO. C H = C O + O C = C H .  CO • R 

0 O 

C C / / \  
H CH-CO.  R HC C H . C O . R  

} + II ) II I 
R.  C CO R.  C CO 

% \ /  
0 IV 0 

I - - I V  

a R = C H z  b R = C z H  5 c R = C s H  ~ d R = O C H  a 

Die beobachtete Reaktion best~itigt diese Vermutung 
und  er laubt  dariiber hinaus die ~(Dehydro)~-fl-ketos~iuren 
IV auf einfache Weise unter  mitden Reaktionsbedin- 
gungen herzustellen. K. BALENOVI6 

Chemisches Ins t i tu t ,  Universit~it Zagreb (J ugoslawien), 
den 26. August 1946, 

Summary 
Oxidation of c¢, ~, J, ¢-Tetraketones (I) with lead- 

tetraacetate yields dehydracetic acid and  analogous 
compounds (IV). The reaction can be understood if one ~ 
assumes tha t  acylketenes (III) are formed as inter- 
mediates through the glycol-fission of the dienolic form 
I I  of the tetraketones. 

x In eiaer Privatmltteilung an H. STAUDINGER und H, BECKER 
(vgl. Annl, 2), 

2 Bet. dtseh, chem; Ges. 50, 1016 (1917). 

M o l k e  u n d  a n d e r e  N a t u r s t o f f e  a l s  S u b s t r a t e  
f i i r  P e n i c i l l i e n  b e i  d e r  P e n i c i l l i n h e r s t e l l u n g  

F. B~R berichtet soeben fiber Versuche, als Substra t  
fiir Penicillium notatum bei der Penici l l ingewinnung 
Molke zu verwendenL Er  kommt  zum Schlul3, dab 
Molke bei Zusatz yon Here der fiblic'hen modifizierten 
Czapek-Dox-N~hrlSsung~ mit  4% Zuckerzusatz gleich- 
wertig sei. Dies veranlal3t uns z u  einer kurzen Notiz 
fiber eigene Ergebnisse, die vor drei Jahren im Rahmen 
einer in Gemeinschaft mi t  dem Ins t i t u t  fiir spezielle 
Botanik (Dr. L. ETTLIN6ER) und  dem Ins t i t u t  ffir orga- 

I F. B£R, Pharmazie (Berlin), t, 52 (1946). 
2 p, W. CLUTTERBUCK, R. LOVELL und H. RnmxxzcK, Biochem. 

J. 26, 1907 (19"d2), 

nische Chemie (Prof. PL. A. PLATTNER) der ETH.  durch- 
gefiihrten Untersuchung erzielt wurden.  Die mit  Molke 
erhal tenen wesentlichen Resultate sind bereits in Pa- 
ten ten  niedergelegt 1, aber inzwischen durch Verwendung 
produkt iverer  Penicilliea welt tibertroffen. 

~,hnlich wie F.  BXR, s tanden wir bei der damaligen 
Zuckerknapphei t  vor dem Problem, fiir Oberfl~ichen- 
kul turen  yon Penicillien eine geeignete Kohlehydrat-  
basis zu Iinden. Besonders abet  mul3te eine ,,Wuchs- 
stoff,~quelle erschlossen werden, da ohne eine solche 
auf Czapek-Dox-N~hrl6sung mit  4 % Rohrzucker in kfir- 
zerer Zeit bekannt l ich kaum Penicillin, hSchstens Nora- 
t in  gebildet wird. Wir  fanden nun  eine Zucker- und  
zugleich Wuchsstoffquelle in der Molke bzw. in der 
dutch Abscheidung des Molkeneiweifles daraus ent- 
stehenden Schotte. Da diese beiden Milchprodukte ca. 
4,8% Laktose enthal ten,  konnten  sic noch mit  ~ bis 
maximal  1/1 ihres Volumens an destilliertem Wasser 
verdfinnt  werden. ~berraschend war dann  der Befund, 
daft ihre Wuchsstoffeigenschaften besonders hervortreten 
bei Zusatz yon anorganischen Salzen nach Czapek-Dox. 
Die folgende Tabelle gibt einen typischen, sehr oft re- 
prodUzierten Versuch wieder. Danacb wurden bei genii- 
gender Schot tenkonzentrat ion und  Salzzugabe (a und 
c) in 9--13 Tagen Kultur]iltrate gewonnen, die im Ver- 
dt innungstest  an Staphylococcus aureus eine etwa 20[ach 
stfirkere, antibakterielle Wirkung ausiibten als entspre- 
chende Fil t rate  aus Kul turen  auf  Czapek-Dox-Salz- 
10sung mit Zucker (]). 

Nfihrl6sung 

Sc:~tte %dest' [ %Salz- 
H20 gemiseh z 

a 99,5 0,5 
b 100 
c 75 24,5 0,5 
d 50 49,5 0,5 
e 25 74,5 0,5 
/ ~ 97,5 0,5 

Kulturfiltrat 
% Rohr- 

• zucker PH 

7,4 
5,8 
7,4 
7,4 
7,2 

2 5,6 

Einheiten a 
I pro C ms 

52 
12 
52 
4O 
10 

3 

I m  allgemeinen wurde frische Molke mit  Milchs~iure 
auf  PH 4,5 eingestellt, mit  dem Salzgemisch versetzt  
und  inner t  2 Stunden auf 90 ° C erhitzt. Nach Abktihlen 
und  Abt rennen  des MolkeneiweiBes verdfinnte man die 
Schotte. gegebenenfalls mi t  Wasser und  sterilisierte je 
150 cm 3 oder 800 cm s davon in Glas- oder Aluminium-  
gefiil3en. Angeimpft  wurde mit  einem zur Chrysogenum- 
gruppe der Ga t tung  Penicillium geh6renden Schimmel- 
pilz 4. Zur Erzielung eines gleichm~tl3ig und  nicht  nu r  
am Rande wachsenden Oberfl~ichenmyzels ist es wesent- 
lich, die gr6Beren GefiiBe nach 3 - 4  Tagen zu schfitteln. 
/~hnliche Resuttate wurden mit  6 % Trockenschotte oder 
Magermilchpulver in einer w~sserigen Satzgemisch- 
16sung erhalten. Gelegentl ich muBte in den .Molken- 
produkten ein s t a r k e r  (saisonm~ii3iger?) Abfall des 
Wuchsstoffgehaltes festgestellt werden. 

I Siche z. B. Schweiz. Pat. Nr. 940315, angemeldet 13. 1. 1944, 
verSffentlicht 16. 4. 1946; Franz. Pat. Nr. 908774 und viele andere. 

Natriumnltrat 0,3%; Monokaliumphosphat 0,1%; Kalium- 
chlorid 0,05%; Magnesiumsulfat (7 HsO ) 0,05°; Ferrosulfat (7 HaO ) 
0,001%. Vgl. im iibrigen den inzwischen yon R.P. CooK und 
W.J. TOLLOCH, Nature la:f, 515 (1945), beobachteten gfinstigen 
Einflufl des Zusatzes grofler Salzmengen zu Erbsenprel~saft; 

a Da uns daraals noch kein intemat. Penicillin-Standard zur 
Verfiigung stand, ist die absolute Gr61~ dieser Eiuheit tmgewi~, 
Sie dtirfte etwa der internat. Einheit entsprechen. 

4 Dr. L. ETTLINGVCR, Ziirich. 


