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Konzentration in Verteilungs-

Wasser Hexan koeffizient
p-Chlorbenzylaltkobol . . . . .. . . . (,0105 mol 0,0106 mol 1,0
p-Chlor-f-phenylaethylalkohol . . . . 0,0037 mol 0,0091 mol 2,5

1} Die Wirkung steigt mit zunehmender Lipoidloslich-
keit.

2} Die Substanz muss in Wasser geldst sein, damit die
Molekiile itberhaupt an die hydrophile Aussenschicht der
Bakterienzelle gelangen kénnen.

Aus diesen beiden, sich widersprechenden Punkten
ergibt sich beim Austieg in einer homologen Reihe fol-
gende Situation: Bei der Uberschreitung eines gewissen
Verteilungskoeffizienten kann eine weitere Substitution
im Kern oder eine weitere Verlingerung der Seitenkette
die Lipoidloslichkeit (gemessen am Verteilungsgleich-
gewicht) nur noch unwesentlich erhShen. Gleichzeitig
wird aber die Wasserloslichkeit stirker erniedrigt. An
dieser Stelle einer homologen Reihe muss ein Wirkungs-
abfall eintreten. Denn die zu geringe Wasserlgslichkeit der
Verbindung erlaubt es nicht mehr, geniigend Molekiile an
die Grenziliche der Zelle heranzubringen. Folglich ist es
auch nicht mehr moglich, die gleiche Konzentration in den
Zellipoiden zu erreichen, wie beim nichst niederen Homo-
logen. Es hingt natiirlich von der Resistenz der gepriiften
Bakterienart ab, bei welcher Verbindung einer homologen
Reihe der Wirkungsabfall eintritt.

Diejenige Substanz wird also am besten wirken, die bei
geniigender Wasserloslichkeit sich zum grossten Teil in
der Lipoidphase anreichern kann. Als solche Verbindung
kann der zu fast 0,5% in Wasser losliche p-Chlor-$-
phenylaethylalkohol bezeichnet werden, denn er erreicht
bei der Verteilung zwischen Wasser und Hexan eine 3mal
hohere Konzentration in der Lipoidphase. Dieser aroma-
tische Alkohol diirfte deshalb als neues, bakterizides
und wenig toxisches Mittel fiir viele Verwendungs-
moglichkeiten geeignet sein (wie zum Beispiel fiir die
Sterilhaltung oder Konservierung von Injektionslésun-
gen). In der Phenolreihe zeigt p-Chlor-m-kresol ebenfalls
dhnliche Eigenschaften beziiglich Wasserléslichkeit und
hohem Verteilungskoeffizienten zwischen lipophiler und
wéssriger Phase.

Unsere Abtstungsversuche, durchgefiihrt an mehreren
grampositiven und gramnegativen Testbakterien, stiitzen
somit auch die Hypothese einer Lipoidschranke? in der
Grenzfliche der Bakterienzelle. Die Verwendung wvon
Hexan zur Ermittlung des Verteilungsgleichgewichtes ist
nur als grobes Modell zu betrachten.

H. Hess und P. SPEISER

Phaymazeutische Anstalt der Universitit Basel, 3. Sep-
tember 1958.

Swmmary

The réle of the partition coefficient for the bactericidal
efficiency of phenols and aromatic alcohols is stressed. It
is postulated that these compounds in any concentration
should have identical bactericidal effects if they attain the
same molar concentration in a lipoid phase after distri-
bution. It is proposed to use this postulate for a new
approach to test phenolic and alcoholic disinfectants.
p-chloro-f-phenetyl alcohol reveals a high bactericidal
effect due to a favourable distribution coefficient com-
bined with a water solubility of nearly 0-5%.

7 P.MrrcueLs und J. Movee, J.gen. Microbiol. 5, 981 (1951).

Oxidative Phosphorylation and Nitrogen
Fixation by Cell-Free Extracts of the
Azotobacter

Several investigators (SLATER, TissIERES and SLATER,
Rosk, and OcHoa?) have demonstrated coupled oxidative
phosphorylation by fractionated extracts of Azofobacter
vinelandii. HynpMaN et al.? using crude extracts of the
same organism coupled phosphorylation with the oxida-
tion of molecular hydrogen. HarTMAN, BrRODIE, and
Grav? found that the addition of ATP and Mg+t stabi-
lized the very labile oxidative phosphorylation system in
sonic extracts of this organism. Some investigators have
attributed the failure to obtain cell free preparations of
the azotobacter that will consistently incorporate NJ° to
a lack of a readily available energy source. Therefore, the
capability of a cell free preparation of 4. vinelandii O,
prepared by the method of HaArTMAN, BrODIE, and GRAY?,
to fix N4* was determined.

Table 1
Substrate Oxygen APi ymoles P/O ratio
patows
Succinate 7-3— 80 3-0—4-0 0-41—0-50
Fumarate 8:5—10-¢ 31—4-5 0-36—0-45
a-Ketoglutarate 61— 7-1 2:9—4-4 0-47—0-61

Each flask contained 1-0 ml dialyzed cell extract (14 mg protein),
20 gmoles substrate, 12 umoles phosphate, 25 umoles NaF, 15 pmoles
MgCl,,.

Acceptor system: 5 ymoles mannoge + 3 mg hexokinase and 25
pwmoles ADP, Gas phase: air. Incubation time: 10 minutes, ATi
indicates inorganic phosphate disappearance, AH values have been
corrected for endogenous respiration.

The techniques described by these investigators were
used for growing cells of A. vinelandii O and for the pre-
paration of the crude cell free extract. Protein was estim-
ated by the biuret reaction of GorNALL e al.* and in-
organic phosphate in the TCA soluble fraction of the
reaction mixture by the method of Fiske and Susra-
Row 3. The N} concentration was determined by measur-
ing the ratio of mass 28/29 in a Consolidated Nier mass
spectrometer. Oxygen uptake was determined by the con-
ventional Warburg method. The reaction time varied
from 10 to 20 minutes and was stopped by addition of
0-5 ml of 209, TCA.

1 E. C. SLATER, Repts. 3rd Intern. Congr. Biochem. Brussels, 264
(1955). — A. Tissiergs and E. Stater, Nature 176, 736 (1955). —
I. A. Rosk and S. Ocnoa, J. biol. Chem. 220, 307 (1956).

2 L. A. HynpMan, R, H, Burris, and P. W. WiLson, J. Bact. 65,
522 (1953).
3 P, E, HartMaN, A, F. Bropig, and C.T.Gray, J.Bact. 74,
318 (1957).

4 A.C.Gornary, C.J. Barbawiny, and M, M. Davip, J. biol
Chem. 177, 751 {1949),
5 C. H.Fiske and Y. SueBArow, J. bicl. Chem. 66, 875 {1925).
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Table 11
. ies . Atom percent
Exposure time Conditions P/O ratio N15 excess
15 min Substrate: 20umoles o-ketoglutarate. Dialyzed extract. Acceptor system: 0-45—0-50 | 0-020—0-028
5 ymoles glucose + 3 mg hexokinase + 2-5 umoles ADP
20 min Similar conditions. Mannose substituted for glucose in the acceptor system 0-38—0-48 | 0-021—0-031
20 min Similar conditions. Undialyzed extract substituted for dialyzed extract 0-47—0-55 | 0-030—0-031

Each flask contained 10 ml extract (15 mg protein), 20 gmoles substrate, 12 pmoles phosphate, 30 ymoles NaF, 15 umoles MgCl,. Gas phase:
10% N15 (32 atom excess), 20% O,, 70% He. Other conditions were described in Table I.

The data in Table I show the effect of substrate on oxi-
dative phosphorylation. The P/O ratios obtained with
succinate and fumarate as substrates agree with those ob-
tained by HarrtmaN, Bropig, and Grav?. Although the
P/O ratios with a-ketoglutarate were consistently higher
than with these two substrates, they never reached the
values reported by these authors. Experiments with dia-
lyzed and undialyzed extracts gave approximately the
same P/O values. However, undialyzed extracts did show
a small phosphate uptake in the absence of added accep-
tor. The replacement of mannose by glucose in the ac-
ceptor system did not alter the P/O ratio.

The atom percent N1 excess data presented in Tablell,
indicate a small but significant incorporation of NJ%.
Substitution of other substrates for a-ketoglutarate had
no effect in the amount of N? incorporated. Although all
extracts studied consistently showed a P/O ratio in the
ranges indicated for the various systems, not all extracts
incorporated N5,

‘We conclude that previous attempts to obtain consist-
ent fixation of N1® by cell free extracts of the azotobacter
(see, for example, MaGEE and BUurris®) did not arise from
lack of oxidative phosphorylation.

Supported in part by grant E-1417 from the National Institutes
of Health, Public Health Service.

A. TemperLI and P. W. WiLson

Depariment of Bacteriology, University of Wisconsin
Madison, Wisc., (U.S.A.), May 15, 71958.

Zusammenfassung

Zellfreie Extrakte von Azotobactey vinelandii O wurden
auf ihr Vermégen zur oxydativen Phosphorylierung und
Stickstoffixierung untersucht. Obwohl alle Priparate die
Fahigkeit zur oxydativen Phosphorylierung besassen und
einige davon in der Lage waren Stickstoff zu fixieren,
konnte zwischen den beiden Vorgingen — unter den ge-
schilderten experimentellen Bedingungen -~ keine Abhin-
gigkeit gefunden werden.

§ W. E. MaceE and R. H. Burris, J. Bact. 71, 635 (1956).

Eintritt und Mechanismus
phagenhemmender Wirkungen

Verschiedene, vonuns! aufgefundene, phagenhemmende
Stoffe besitzen Wirkungen gegeniiber T, Phagen und
nicht gegeniiber den anderen Coliphagen, andere zeigen

1 1. Newrp, W. Kunz und R. MEIER, Exper. 13, 74 (1957).

eine Wirksamkeit gegen T,; ; ; und , nicht auf die
T: 4, ¢ Phagen. Es schien zur Aufklirung dieser Wir-
kungsspezifitit erwiinscht, die Wirkungsbedingungen sol-
cher Substanztypen genauer abzukliren. Es wurde zu-
nichst die zeitliche Relation des Wirkungseintrittes zu
Phagen- und Bakterienentwicklung untersucht.

FPrédparat zugekipot
nach.

I Phagen zugekippt

Linsagat 30 &0 SO0 20 150 MBO 210 2BG Min.

Abb. 1, 15858/E + Coli 207 1:60 4 Phagen 108 in Difco Bouillon 6%,
(Praparat Konzentration 1:5000).
Bakterien-Kontrolle
Phagen-Kontrolle
Priparaten- Kontrolle
Bakterien 4 Phagen+ Priaparat «— - ———o—

Mit Hilfe der von uns angewandten Methode der At-
mungsmessung nach WARBURG ist diese Untersuchung
leicht und sicher durchzufiihren.

Methodik. Im Hauptraum des Warburggefdsses befin-
det sich die Bakterienkultur in Difco Bouillon 69%,; im
1. Anhang die Phagensuspension. Ein zweiter Anhang
dient zur Aufnahme der Wirksubstanz. Das Mittelstiick
des Warburggefidsses wird zur Neutralisation des entste-
henden CO, mit KOH-Lésung beschickt. Warburggefiss
und Manometer werden mit O, durchliiftet und bei 37°C
im Warburgapparat eingehingt. Nach erfolgtem Tempe-
raturausgleich und Erreichen des gewiinschten Bakterien-
wachstums (Einsaat), werden die Phagen und danach, in
bestimmten Intervallen, die Wirksubstanz zugekippt. Als
Testorganismen wihlten wir:



