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16°C zwischen 800 und  1260 H z ;  bei  25°C zwischen 
1260 und  1420 Hz,  also hSher.  D e r  Un te r sch ied  b e r u h t  
nicht  auI  gr6sserer  L e b h a f t i g k e i t  oder  Reak t ionsbe re i t -  
schaf t  der  F i sche  bei  de r  h/Sheren T e m p e r a t u r .  Das  E r -  
gebnis s t eh t  im  E i n k l a n g  m i t  der  V e r m u t u n g ,  dass die 
Ton f r equenzun te r sche idung  bei  F i schen  nach  dem 
,vo l l ey  p r i nc ip l e ,  (WEV~R) erfolgt .  

P R O  E X P E R I M E N T I S  

P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h e  

U l t r a m i k r o - A l k a l i m e t r i e  

Die von  WIELAND und Mi ta rbe i t e rn  1 ausgearbe i te te  
und zur  q u a n t i t a t i v e n  B e s t i m m u n g  k le ins ter  Mengen 
(etwa 1,5 7) v o n  A m i n o s ~ u r e n  ben i i t z t e  re ten t iogra-  

1 TH. WIELAND und E. Fiscr~Ea, Naturwissenschaften 35, 29 
(19487. - TrL WXELAND, Angew. Chem. 60, 313 (1948). - TH. WIE- 
LAND und L. WmTr L Angew. Chem. Sa, 171 (19517. - TH. WIELAND 
und U. FELD, Angew. Chem. 63, ~58 (19517. - Vgl. aueh B. ERDEM, 
B. PRIJS und H. ERLENMEYER, Helv. chim. Aeta 38, 267 (I955}. 

phische  Methode  l~tsst sich, wie wir  fanden,  au f  die Iden t i -  
f iz ierung und B e s t i m m u n g  anorgan i sche r  I o n e n  tiber- 
t ragen.  A m  Beispiel  der  U l t r a m i k r o b e s t i m m u n g  an-  
organischer  Basen  sei die Arbe i t sweise  beschr ieben ,  m i t  
de ren  Hilfe  es gel ingt ,  noch e t w a  2 7 0 H - I o n e n  (das s ind 
ca. 5 ~ N a O H )  zu erfassen, eine Menge,  die auf  t r i m e t r i -  
schem Weg  mi t  F a r b i n d i k a t o r e n  n ich t  m e h r  b e s t i m m b a r  
ist  2. 

Die auf  O H '  zu pr i l fende LSsung wird  in e iner  Re ihe  
mi t  Kont ro l l6sungen ,  die b e k a n n t e  Mengen  der  Base  
en tha l ten ,  auf  de r  S ta r t l in ie  au fge t r agen .  Die  E n t -  
wick lung  des R e t e n t i o n s - C h r o m a t o g r a m m s  e r fo lg t  m i t  
e inem HCl-ha l t igen  L6sungsmi t t e l ;  96%iger ,  m i t  1% 
Benzol  dena tu r i e r t e r  Alkohol  erwies s ich als gee igne te r  
ats D i o x a n  oder  T e t r a h y d r o f u r a n .  Die  v e r w e n d e t e  HCI-  
K o n z e n t r a t i o n  - wir  a rbe i t e t en  m i t  H C l - K o n z e n t r a -  
t ionen  yon  0,1 his 0 ,01%, das s ind 1,3 bis 0,13 cm~ 
2n HCI auI  100 cm ~ - soil en t sp rechend  der  zu messen-  
den OH' -Menge ,  die in e inem o r i en t i e renden  V o r v e r s u c h  
les tges te l l t  we rden  kann,  gew~hl t  werden ,  die  L a u f z e i t  
mSgl ichst  kurz  (vgl. Tabe l l en  I u n d  I I ) .  Wie  Ve r suche  
zeigten, ist  T e m p e r a t u r k o n s t a n z  erforder l ich.  

2 VgL P. h KIRK, Quantitative Uttramicroanalysis (J. Wiley & 
Sons]Chapman & Hail, New York-London 1951). 

Tabelle I 
NaOH 

L(isungsmittel: 98 cm s 96%iger Alkohol + 2 em a Wasser 

Chromatogramm Nr. 1 2 3 4 5 6 7 

HCI-Konzentration % 
Temperatur ° C. 
Laufzeit h.  

[a 5 ~  
b 10~ Gefunden cm ~ je.  c 157  

[d 20~ 

0,05 
25 

1 

0,05 
30 

½ 

0,05 
30 

1 

0,025 
25 
1½ 

0,68 

0,025 
30 

1 

0,46 
1,05 
1,48 
2,07 

4,20 
3,92 
4,14 

0,69 
1,24 
i ,60 

2,76 
3,28 
3,20 

0,64 
1,09 
1,34 

2,56 
2,88 
2,68 

1,32 
1,52 

2,77 1,94 

5,44 3,68 
5,28 

4,08 
5,54 3,88 

0,01 
25 
2½ 

0,45 
0,93 
1,43 

3,60 
3,72 
3,84 

0,01 
3O 
I 

0,71 
1,34 

5,68 
5,36 

Tabelle I I  
Na2CO 3 

LSstmgsmitteh 98 cm a 96%iger Alkohol + 2 em a Wasser 

Chromatogramm Nr. 

HCl-Konzentration % 
Temperatur ° C. 
Laufzeit h.  

2 57.. lO? 
Gefundencm ~je . %c 157 

V 20 ? e 30? 

cnlS/8 t b " • i 

i! 

0,05 
25 

1 

0,62 
1,00 
1,37 

3,29 
3,53 
3,63 

0,025 
25 
1½ 

0,54 
1,10 
1,64 

5,83 
5,83 
5,80 

10 

0,025 
30 
½ 

1,13 
1,74 

3,00 
3,07 

11 

0,025 
30 

1 

0,54 

1,14 
1,65 

2,86 

3,00 
2,92 

12 

0,025 
30 

1 

1,40 
2,06 

3,71 
3,64 

13 

0,01 
25 
2½ 

1.07 
1,59 
2,08 

5,67 
5,62 
5,51 

14 

0,01 
30 

1½ 

1,50 
2,25 

7,95 
7,95 
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S p r t i h t  m a n  das  e r h a l t e n e  C h r o m a t o g r a m m  m i t  K o n -  
go ro t l6 sung ,  so s ind  die a n  den  A u f t r a g u n g s s t e l l e n  in  de r  
S a l z s g u r e f r o n t  e n t s t a n d e n e n  L i i c k e n  d c u t l i c h  e r k e n n -  
b a r .  E s  is t  a u c h  mSgl ich ,  d u r c h  B e t r a c h t e n  des  en t -  
wicke l t en ,  n i c h t  b e s p r f i h t e n  C h r o m a t o g r a m m s  i m  UV.-  
L i c h t  sowohl  SalzsAure-  als L 6 s u n g s m i t t e l f r o n t  als hel l -  
l e u c h t e n d e  L i n i e n  zu e r k e n n e n ,  die d i r e k t  n a c h g e z e i c h -  
n e t  w e r d e n  k S n n e n  a. 

Die d u t c h  Sp r f i hen  m i t  K o n g o r o t  o d e r  Z e i c h n e n  i m  
U V . - L i c h t  s i c h t b a r  g e m a c h t e n  L i i c k e n  w e r d e n  m i t  
e inem P l a n i m e t e r  * g e m e s s e n  ~. Die in  e i n e m  C h r o m a t o -  
g r a m m  e r h a l t e n e n  W e r t e  s ind  d e n  a u f g e t r a g e n e n  B a s e n -  
m e n g e n  d i r e k t  p r o p o r t i o n a l .  Bei  sorgf~tt t igem A r b e i t e n  

a Bei allen Versuchen wurde Whatinan-Nr.-1-Papier verwendet. 
a Firma J. AMSLER, Sehaffhausen. 

Dic absolute GrSsse der erhaltenen Liieken hfingt einmal yon 
der OH'-Menge, dann abet auch yon der HCl-Konzentration und 
daneben yon Tempcratur, Laufzeit und Feuchtigkeit ab, so dass nur 
gleichzeitig unter gleichen Bedingungen laufende Chromatogramlne 
direkt vergliehen werden k6nnen. 

l iegt  die F e h l e r g r e n z e  bei  4- 5 % .  E s  l a s scn  s ich so z u m  
Beispie l  N a O H ,  Na ,CO a, N a H C O  s b e s t i m m e n .  Die  Salz- 
s i ture l~isst s ich  d u r c h  a n d e r e  Mine ra l s / i u r en  e r se tzen .  

I n  d e n  T a b e l l e n  I u n d  I I  s i nd  e in ige  K o n t r o l l v e r s u c h e  
z u s a m m e n g e s t e l l t ,  die  die  B r a u c h b a r k e i t  d e r  M e t h o d e  
be legen.  Die  T a b e l l e n  e n t h a l t e n  u n t e r  cm2/s  die aus  d en  
g e m e s s e n e n  Li ickengr t Jssen  b e r e c h n e t e  Fl~tche, die e i n e m  
p - -4qu iva l en t  ( =  s) e n t s p r i c h t .  

0 b e r  die  B e s t i m m u n g  k l e i n s t e r  M e n g e n  a n d e r e r  an-  
o r g a n i s c h e r  I o n e n  n a c h  d ieser  M e t h o d e  wi rd  sp~iter 
b e r i c h t e t .  

B. PRIJS u n d  H.  ~.RLEN1MEYER 

A nstalt/6~r Anorganische Chemic der Universitiit Basel, 
den 73. November 1955. 

Sum~nary 

A n ew  m e t h o d ,  b a s e d  o n  r e t e n t i o n - p a p e r c h r o m a t o -  
g r a p h y ,  is d e v e l o p e d  for  u l t r a m i c r o d e t e r m i n a t i o n  of 
i n o r g a n i c  bases .  

I n f o r m a t i o n s  - I n f o r m a t i o n e n  - I n f o r m a z i o n i  - N o t e s  

S T U D  I O R U I V I  P R O G R E S S U S  

T h e  C h e m i c a l  N a t u r e  of the  Ant ibac ter ia l  
S u b s t a n c e  P r e s e n t  in Aucnbajaponica T h u n b g .  

By J. E. RO,~tBOUTS and J. LINKs 1 

I . -  Introduction 

Seve ra l  c o m p o u n d s  w i t h  a n t i b i o t i c  p r o p e r t i e s  h a v e  
b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  occu r  in  g r e e n  p l a n t s .  T h e  m a j o r i t y  
of t h e m  has  b e e n  exc lus ive ly  t e s t e d  for  g r o w t h - i n h i b i t -  
ing  a c t i v i t y  a g a i n s t  c e r t a i n  s t r a i n s  of c o m m o n  b a c t e r i a  
in  o rde r  to  d e t e c t  a n t i b a c t e r i a l  s u b s t a n c e s  w h i c h  m i g h t  
b e  e f fec t ive  a g a i n s t  z o o p a t h o g e n s .  I n  t h i s  r e s p e c t  a n  
i m p r e s s i v e  a m o u n t  of w o r k  h a s  b e e n  done ,  a m o n g  o the r s .  
by  OSBORN 2, CARLSON et al. s, a n d  COLLIER a n d  VAN DER 
PIJL 4. 

A l t h o u g h  t h e  o c c u r r e n c e  of s u b s t a n c e s  w i t h  a n t i -  
b a c t e r i a l  p r o p e r t i e s  in  P h a n e r o g a m s  was  f o u n d  to  b e  a 
c o m m o n  fea tu re ,  i d e n t i f i c a t i o n  of t h e s e  s u b s t a n c e s  h a s  
b e e n  ca r r i ed  t h r o u g h  in o n l y  a sma l l  n u m b e r  of cases.  
Th i s  r e p o r t  dea ls  w i t h  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  b io log ica l  
c h a r a c t e r i z a t i o n  of t h e  a n t i b a c t e r i a l  c o m p o u n d  f i r s t  
d e m o n s t r a t e d  t o  b e  p r e s e n t  in  l eaves  of  Aucuba japonica 
b y  OS~ORN 2, w h o  f o u n d  a q u e o u s  e x t r a c t s  of t h e  v a r i e t y  
w i t h  m a c u l a t e d  l eaves  (var .  variegata D ' O m b r . )  to  be  
e f fec t ive  in vitro a g a i n s t  Staphylococcus aureus, b u t  n o t  
a g a i n s t  Escherichia coil; s imi l a r  e x t r a c t s  of  t h e  v a r i e t y  
w i t h  e n t i r e l y  g reen  leaves  (va t .  viridis Hor t . )  were  sa id  
to  be  ine f fec t ive  to  e i t h e r  one  of t h e s e  b a c t e r i a .  

1 N. V. Philips-Roxane, Agro-BiologieaI Laboratory "Bockc- 
steyn", 's-Graveland, and Central Laboratory, ~Vccsp, The Nether- 
lands. 

2 E. M. OSBORN, Brit. J. exper. Pathol. 24, 227 (1943). 
a H. J. CARLSON, H. D. BRISSELL, and M. G. MVELLER, J. Bact. 

52, 155 (1946). - H. J. CARLSO2¢ and H. DOUGLAS, J. Bact. ga, 235 
(1948). - H. J. CARLSON, H. G. DOUGLAS, and J. ROBERTSON, J. 
Bact. 5a, 241 (1948). 

4 W. A. COLLZER and L. VAN DER PIJL, Chron. Naturae 106, 73 
(ms0). 

WINTER a n d  WILLEKE 5 s t a t e d  t h a t  ju ices  expres sed  
f rom leaves  a n d  roo t s  of A.  japonica s t r o n g l y  i n h i b i t e d  
t h e  g r o w t h  of a p o p u l a t i o n  of t h e  m o s t  d i f f e r e n t  k i n d s  of 
soil  b a c t e r i a ,  a n d  t h a t  Bacillus subtitis a n d  b o t h  S. an- 
reus a n d  E. coli were  v e r y  s ens i t i ve  species,  More  r e c e n t l y  
FITZPATRICK s f o u n d  t h a t  a q u e o u s  e x t r a c t s  of t h e  l eaves  
of A.  japonica were  e f fec t ive  in vitro a g a i n s t  a h u m a n  
s t r a i n  of Mycobacterium tuberculosis, a c t i v i t y  b e i n g  
g r e a t e r  in  a u t u m n  t h a n  in  spr ing .  T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  
do  n o t  r e v e a l  w h e t h e r  t h e y  used  a spec ia l  v a r i e t y  of 
A ucuba. 

II.-- Experimental 

(1)--Detection o /an  inactive precursor. I n  t h e  o r d i n a r y  
r o u t i n e  s c r een ing  for  t h e  p r e sence  of a n t i b i o t i c  a c t i v i t y  
in  c r u d e  p l a n t  ju ices ,  i t  was  f o u n d  t h a t  squeezed  leaves  
of  A.  japonica v a t .  variegata s h o w e d  a m a r k e d  a c t i v i t y  
a g a i n s t  b o t h  t h e  spores  of Bacillus subtilis a n d  t h e  coni-  
d i a  of Penicil l ium italicum. W h e n  t h e  f r e sh  A ucuba 
l eaves  were  i m m e r s e d  in bo i l i ng  w a t e r  for  a few m i n u t e s  
be fo re  squeez ing ,  t h e  a c t i v i t y  of leaf  e x t r a c t s  a g a i n s t  
b o t h  m i c r o - o r g a n i s m s  was  e n t i r e l y  d e s t r o y e d ;  i t  cou ld  
be  r e s to red ,  howeve r ,  b y  m i x i n g  t h e  i n a c t i v e  leaf  ju ice  
w i t h  a m i n u t e  a m o u n t  of  c r u s h e d  f resh  Aucuba leaves,  
a n  a m o u n t  w h i c h  was  so s m a l l  t h a t  i t  e x e r t e d  n o  no t i ce -  
ab le  i n h i b i t i o n  b y  i tself .  T h i s  o b s e r v a t i o n  led us  to  t h e  
a s s u m p t i o n  t h a t  in  Aucuba l eaves  a n  a n t i m i c r o b i a l  
s u b s t a n c e  is p r e s e n t  in  t h e  f o r m  of a n  inac t ive ,  t h e r m o -  
s t a b l e  c o m p o u n d  w h i c h ,  o n  m i x i n g  w i t h  a n  e n z y m e ,  is 
d e c o m p o s e d  a n d  g ives  r i se  to  c o m p o n e n t s ,  a t  l e a s t  one  
of w h i c h  is c a p a b l e  of i n h i b i t i n g  t h e  g r o w t h  of  c e r t a i n  
m i c r o o r g a n i s m s .  So fa r  i t  was  s t i l l  u n c e r t a i n  w h e t h e r  one 
s ingle  c o m p o n e n t  a c c o u n t e d  for  b o t h  t h e  a n t i b a c t e r i a l  
a n d  t h e  a n t i f u n g a l  a c t i v i t y .  

(2)--Isolation / tom leaves o/ an activating enzyme pre- 
paration. A n  a c t i v e  c r u d e  e n z y m e  m i x t u r e  was  p r e p a r e d  
as fol lows:  F r o m  f resh  l eaves  of A. japonica v a t .  varie- 
gala t h e  pe t io les  were  r e m o v e d .  T h e  laminae ,  we re  f rozen 

5 A. G. WINTER and L. WILLEKE, Naturwissenschaften 3S, 26~ 
(1951). 

6 F. K. FITZPATntCK, Aatibiot. Chemother. ~, 528 (1954). 


