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In t roduc t ion .  

The fundamental theory of the molecular scattering of light was given 
in J871 by Lord RAYLEIGH, and its extension to solutions by means of 
the theory of fluctuation was carried out by F-INSTEIN in 192o. From 
RAYLEIGH'S equations it was apparent that the scattering of light by 
molecules of a gas could be used as a method for the determination of 
Avogadro's number1. I t  was also apparent, even at this time, that  
the intensity of light scattering from solutions of large molecules could 
be used as a method for determining their molecular weights. This con- 
ception was applied to proteins with valuable results by PUTZEYS and 
BROSTEAUX (~935, ~941) who determined the molecular weights of egg 
albumin, serum albumin and several hemocyanins, with results which 
were in general in excellent agreement with those obtained from ultra- 
centrifuge measurements and from osmotic pressure. They determined 
molecular weights on a relative scale, choosing amandin as a standard 
protein and assuming its molecular weight to be 330,000. Important  
new developments received much of their impetus from the work of 
DEBYE (1944, 1947), and his conceptions and his experimental approach 
have been widely applied to solutions of high polymers and proteins. 
I t  is now increasingly apparent that light scattering gives important 
information, not only concerning molecular weights, but also concerning 
thermodynamic interactions in solutions of macromolecules. For mole- 
cules comparable in dimensions with the wavelength of the light em- 
ployed, measurements of angular dissymmetry of scattering can be used 
to determine the absolute dimensions of the molecule. In  this article 
we shall not a t tempt  a comprehensive treatment, but shall emphasize 

1 The work in this field up to 1929 was surveyed in the excellent monograph 
by CABANNES. The later book by BHAGAVANTAI~I (1942) alSO contains much 
valuable material. 
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those aspects of the subject with which we have been most directly con- 
cerned. Valuable reviews have recently been given by several authors, 
including ZIM~, STEIN and DOTY (1945), MARK (i948) and OSTER 
(1948, 1950). 

Studies of light scattering also proceeded independently in Germany 
during the war. STAUDINGER and HAENEL-IMMEND6RYER (1943) deter- 
mined the molecular weights of a series of glycogen preparations by 
turbidi ty measurements. SCHULZ (1944) - -  see also SCHULZ and ttAR- 
BORTH (1948) - -  considered critically the nature of scattering from elon- 
gated molecules, and reported studies on polystyrene and other poly- 
mers. NEUGEBAUER (1943) dealt, in an important  theoretical study, with 
the scattering from large elongated molecules. I t  is interest ing to note 
the close parallelism of .thought upon these problems among the workers 
in Germany and in the United States, at a time when they were cut off 
from direct contact with one another. The emphasis in this review, 
however, will be primarily on the study of proteins; apart  from the work 
of PUTZEYS' laboratory in Belgium, this has centered largely in the 
United States. We shall also give some discussion of the important  work 
of V. K. LM~IER and his associates on scattering from monodispersed 
sols of spherical sulfur particles. 

Ray le igh ' s  Equa t ions :  Def in i t ion  of Reduced  In tens i ty  and 
Turb id i ty .  

Before discussing these recent developments, we must consider briefly 
certain fundamental relations, beginning with the work of RAYL~mH. 
A light wave may be considered as an alternating electric field of very 
high frequency, the direction of the electric intensity varying periodically 
with the characteristic frequency of the light, whUe remaining always 
in a direction perpendicular to the direction of the propagation of the 
wave 1. This oscillating electric field induces oscillations of the same 
frequency in the electrons of any molecule present. These induced elec- 
tric oscillations set up secondary electromagnetic waves which scatter 
light, of the same frequency as the incident light, in all directions ~. The 
amplitude of the scattered wave is proportional to the polarizability (~o) 

1 T h e r e  i s  o f  c o u r s e  a m a g n e t i c  a s  w e l l  a s  a n  e l e c t r i c  c o m p o n e n t  i n  a n y  

electromagnetic wave, but the effects of the magnetic field are negligible as 
compared to those of tl~e electric field with respect to the phenomena which we 
are considering. 

The scattering of light of different frequency from that of the incident 
light (Raman effect) is extremely weak in comparison with the ~YLEIGH scatte- 
ring of unchanged frequency. We shall, therefore, neglect the ~aman effect in 
this discussion, in.spite of its profound importance, in other connections, for 
the understanding of molecular structure. 

1 "  
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of the molecule, where a0 is defined as the ratio of the induced electric 
moment (m) to the applied field strength (F). If the molecule is isotropic, 
a 0 and m are parallel. The intensity of the scattered light is proportional 
to the square of the amplitude and is therefore also proportional to a~0. 
If the molecule under consideration is small in all its dimensions in com- 
parison to the wavelength (~) of the light employed, we may consider 
that  all parts of the molecule are scattering in phase. In this case the 
intensity of the scattering does not depend on the molecular shape; and, 

oO0 ~ 

~q00 

F i g .  I ,  Scat ter ing f rom a Sma l l  I so t rop ic  Molecule. 
The molecule is taken  as located at  the  or ig in .  
The forward d i rec t ion  of the i nc iden t  beam of 
unpolarized l i g h t  is  ind ica ted  by the  arrow. The 
re la t ive  i n t e n s i t y o f  the l i gh t  scat tered in  a ny  di-  
rec t ion  in the plane of the paper  is g iven  by the 
in tersec t ion  of the radius  vector ,  d rawn in  t ha t  di- 
rect ion,  wi th  the two curves,  each of which  is sym- 
met r i ca l  abou t  the  or ig in .  The i n t e n s i t y  of the 
ve r t i ca l  component  {electric vec tor  perpendicular  
to the plane of the paper)  i s i n d e p e n d e n t  of angle;  
hence the rad ius  vector  def in ing  th is  component  is 
a circIe abou t  the or ig in .  The i n t e n s i t y  of the hori- 
zonta l  component ,  p ropor t iona l  to cos * O, is g iven  
by the rad ius  vector  drawn to the do t t ed  curve.  I t  
becomes equal  to the ve r t i ca l  component  a t  0 = o ~ 
{direction of arrow) and van i shes  a t  ~ = 90 ~ . 

if the incident light is unpolarized, 
the scattered intensity is cylindri- 
cally symmetric about the primary 
beam. The scattered intensity, Io, 
from unit volume of the scattering 
medium, at an angle, ~, relative to 
the forward direction of the pri- 
mary beam, of intensity I 0, is given 
by the equation 

zo  _ 8 ~4 c,~ ~ (~ + cos~ ~)/~4 b~ (1) 
I o  

Here b is the distance from the cen- 
ter of scattering to the observer in 
the direction under consideration. 

If the plane defined by the light 
source, the scattering object and 
the observer is horizontal, and if 
the scattering molecules are small 
and isotropic, the light scattered 
at 9 o~ to the incident beam isplane 
polarized with the electric vector 
vertical x. The intensity of this 
vertically polarized component i s  
independent of angle. In other di- 

rections of scattering, there is also a horizontally polarized component, 
the intensity of which is proportional to cos ~ v q, so that  the total inten- 
sity of scattering at any angle is proportional to 1 + cos ~ ~, as indicated 
in equation (1) (see also the diagram of Fig. 1). If the incident light 
is vertically polarized, then only the vertical component is observed in 
the scattered light at any angIe to the incident beam, in the horizontal 
plane. 

x In the following discussion we shall use the term "Vertically polarized" 
to describe plane polarized light in which the plane ol vibration of the electric 
vector is vertical. 
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I t  is convenient to define a quanti ty which, following ZIMM (J948 b), 
we shall denote as the reduced intensity, namely I~b~/Io. I t  is dependent 
only on the nature and state of the scattering material, the angle v a at 
which the scattering is observed, a m  the wavelength of the light employed. 
The reduced intensity has the dimensions of a reciprocal length (note 
that  it is defined per unit volume of the scattering medium). We shall 
employ the symbol V to denote the vertically polarized component of 
the reduced intensi ty and H to denote the horizontally polarized compo- 
nent. The symbol R will be employed to denote the total reduced inten- 
sity which is the sum of V and H. The subscript 0 will be used to indicate 
that  the scattering is observed at angle ~9 to the forward direction of 
the incident beam, and the subscripts u, v, and h to indicate respectively 
that  the incident beam is unpolarized, vertically polarized, or horizontally 
polarized. Thus Ro0 ,~ denotes the total reduced intensity for scattering 
at 9 ~ , when the incident light is vertically polarized. There are certain 
well known relations between these quantities, often known as the 
RAYLEIGH reciprocity relations. These have been considered both theo- 
retically and experimentally by KRISHNAIr (see for instance KRISHNAlff 
(1938) and the references there given), and have been treated in their 
most general form by PERRIN (.942). The most important  of these rela- 
tions for our purposes is that  

H o .  ~ = V o ,  h (2) 
PEm~IN (I 942) has shown that this relation holds for scattering from any 
medium which is macroscopically i so t rop ic -  although the individual par- 
ticles of which it is composed may be anisotropic - -  and which does 
not show optical rotation x 

A beam of unpolarized light of intensity I is equivalent to two plane 
polarized beams, each of intensity 1/2, polarized in mutually perpendicu- 
lar directions, and incoherent in phase. Therefore, for a vertically 
polarized incident beam of unit intensity, the scattered intensity at 9 o~ 
in the horizontal plane is twice as great as for an unpolarized incident 
beam of the same total intensity; for in the latter case, only half the 
total intensity contributes to scattering in the horizontal plane at 9 ~ . 
(For further discussion see SINCLAIR (1947).) For a system of small 
isotropic particles, there is of course no horizontal component in this 
direction; as will be seen later, this is true also for scattering from iso- 

All proteins are optically active; hence protein soluticns shcu]d, in a 
rigorous treatment, be considered in reims of the more general equations given 
by PERRIN :for optically active systems. However, the numerical value of the 
optical rotation in most of the protein systems studied by light scattering is 
small. Probably they obey equation (2) quite closely, but a critical examination 
of this point has not, to our knowledge, been undertaken. Investigation of the 
matter would be desirable. 
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tropic spheres in general, even when they are not small compared with 
the wavelength. This discussion may  be summarized by the mathemat i -  
cal relations: 

R9o,  v -~- 179o, v = 2 Rg0 ' . = 2 Vg0 ' ,, . (3) 

The  determination of the absolute value of the reduced intensity o f  
scattering requires great care in defining the incident beam and t h e  
effective volume of liquid from which scattering is observed; several 
corrections must  be made in the readings directly obtained, depending 
on the geometry of the system and the refractive indices of the scattering 
medium and its surroundings. These are discussed more fully in the 
section on Experimental  Methods. Particularly careful measurements  of 
the reduced intensity of benzene have recently been carried out by 
C. I. CARR ("949) in ZIMM'S laboratory at  Berkeley, California. These 
give, at 2 o = 5 4 6 o A ,  Rp0 , . = 1 6 . 3 . 1 o  - 6 c m  -1 and, at 2 0 = 4 3 5 8 A ,  
Rpo, ,  = 48.4 �9 ~o -6 cm -1 (see also OUTER, CARR and ZIM~, 195o ). Nume- 
rous other values for the reduced intensities of many  organic liquids are 
given by CABANr~ES (1929) and BI~AGAVANTA~ 0942). These are in 
general probably less accurate than those of CARI~ for benzene, but the 
relative values reported for different liquids are probably more reliable 
than the absolute values. For comparison, the reduced intensity Rp0 , .  
of an isoionic solution of sermn albumin (molecular weight 69,000 ) in 
water, at a concentration of lO mg/ml and 2O = 4358 A, is of the order 
of 4-5" ~o-L or a little less than ten times as great as the value for pure 
benzene. 

I f  the total radiation of scattered intensity is integrated over all 
angles of scattering, the result gives the total  rate  of decrease of inten- 
sity of the incident beam as it progresses through the scattering medium. 
I f  d l  denotes an infinitesimal element of length along the path of the 
incident beam,  then the corresponding decrement in its intensity is: 

a I = - -17 :  d l  . (4) 

The factor of  decrement, z, commonly known as the turbidi ty of the 
m e d i u m ,  is  g i v e n  b y  the  i n t e g r a t i o n  a l r e a d y  i n d i c a t e d  1: 

, = f  2 Ro,. s in  ~9d~9 ----- 2 ~ R 9 6 7 ~  f 0+ cos O)sin gd0 
o 0 
I6Zt Rg0, " 87* / (5) 

= - q -  = T Rp0,~" 

1 I t  should be noted that the use of the integrand (l+COS~9) sin ~ in 
equation (5) applies only to small isotropic scatterers. I t  does not apply to 
liquid benzene , for instance, for which there is a large horizontal component 
in the scattered intensity at 90~ nor to systems ol particles not small com- 
pared to ~. 
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The integratio n of equation (4) gives also for z: 

1 I 0 
* = u  �9 (6) 

I t  is apparent that  the turbidity, like the reduced intensity, has the 
dimensions of reciprocal length and is conveniently expressed in cm -1. 
Thus the turbidity, in measurements of scattering, is exactly equivalent 
to optical density in the measurement of light absorption, except that  
the equation defining it is expressed in terms of natural logarithms. We 
have assumed in writing equation (6) that all the decrease in intensity 
as light is propagated through the medium is due to scattering, and none 
to absorption. This assumption must, of course, always be independently 
verified before we are justified in directly interpreting turbidity measure- 
ments (as determined for instance in a spectrophotometer) as giving the 
intensity of tight scattering in a given medium. 

Sca t te r ing  F r o m  a Di lu te  Gas. 

For a gas containing v molecules per cc. the turbidity due to scattering 
is found to be given by the formula (see for instance DEBYE, 1944) 

r = T ~, 4o / ~ a2 " (7) 

Since it is clear that  the scattered intensity must be proportional to 
the first power of v, with dimensions cm -2, and to the second power of 
a, with dimensions cm a, it is immediately apparent that a factor inversely 
proportional to the fourth power of the wavelength must enter into the 
equation in order to obtain the turbidity with dimensions cm -1. 

The polarizability a is a molecular quanti ty,  not directly given by 
experiment, and in order to correlate equation (7) with the results of 
expeiimental measurements, we make use of the relation between the 
refractive index (n) of the gaseous medium and the polarizability, a. 

n--1 = 2 ~ a  (8) 

We may now eliminate ~ between the two equations (7) and (8) and 
arrive at the relation 

3 2 ~  (~ - 1)~ 1 (9) 

All the quantities in equation (9) are susceptible of direct measurement 
except v, the number of molecules per cc. This can, therefore, be deduced 
from measurements of refractive index and of turbidity, if the wavelength 
of the light employed is known. 

In the case of a gas we have assumed that the intensity of scattering 
from v molecules in a given volume is v times as great as that  from a 
single molecule, enclosed in the same volume. This is justifiable for a 
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dilute gas, since the molecules are moving at random and entirely 
independently of one another. Therefore, the scattering from different 
molecules is additive, since there is no systematic phase relation between 
the scattering of one molecule and that  of another. 

Sca t te r ing  f rom Liquids  and Solids: Concepts Der ived f rom 
F luc tua t i on  T h e o r y .  

In liquids and in solids these conditions no longer hold. The extreme 
opposite of the case of a perfect gas is that of an ideal crystal in which 
all the atoms are arranged with perfect regularity and are assumed to 
be at rest with respect to one another. Such an ideal crystal should 
scatter no light at all, for the light scattered by any given atom within 
the crystal will be cancelled by destructive interference with the scatter- 
ing from another atom with a phase difference of half a wavelength 
between them. Since all the atoms in the crystal can be paired off in 
this manner (except for a few atoms at or near the surface of the crystal 
which are negligible in comparison with the total volume), the total 
intensity of scattering should be zero. 

No actual crystal is ideal in the sense just described, and some light 
scattering is always observed, increasing in intensity as the temperature 
rises, with consequent increase in the intensity of thermal vibration of 
the atoms. 

However, in the following discussion we shall not be primarily concer- 
ned with solids, but with liquids. The same conceptions apply to both, 
and the intensity of scattering in a condensed system may be calculated 
according to the principles first dearly enunciated by EINSTEIN (~910). 
From the microscopic point of view, the liquid is not a uniform medium. 
In any small local region fluctuations of density and concentration are 
constantly occurring, which cause the composition of any such local 
region to deviate from the mean value of the liquid as a whole. On the 
average, of course, the positive and negative fluctuations are equally 
frequent and the value for any small region, averaged over a considerable 
period of time, is the same as the mean value of the liquid as a whole. 
The probability of such a fluctuation is to be correlated with the change 
in the Gibbs free energy (F) of a macroscopic volume of the same fluid 
when it undergoes a similar concentration change. This probability is 
given by the equation 

W = Ce-~  ~/K r. (Io) 

From the optical point of view, on the other hand, the fluctuation gives 
rise to a change A0~ in the polarizability of the liquid in the local region 
under consideration; and the intensity of the scattered light is pro- 
portional to the mean square value of ,4cr averaged over the entire 
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volume of the liquid under consideration. The polarizability is an 
approximately linear function of the concentration over a small range. 
We may therefore write 

Oa 
A o ~ =  o ~ A c .  (1J) 

The polarizability a of a volume v 0 of material exposed to an external 
radiation field is related to the refractive index n by the equations 

a v - - n 2 - - 1  (12a) 
4~ 

Oar n (On) (J2b) 
~c - -  z-n a~ 

,, ,*~ (04t2 
Aa~ = 4~" \ ~ ]  A t2  " (lZC) 

This gives the equation correlating the mean square value of the fluctua- 
tion of polarizability with the corresponding fluctuation in the concen- 
tration. I t  is apparent that the proportionality factor relating these two 
quantities depends both on the square of the refractive index of the 
medium and on the square of the refractive increment of the solute. 
Details of the derivation may be found elsewhere (see for instance ZIMM, 
STEIN and DOTY, 1945). The final equation, as given by EINSTEIN, 
furnishes a direct correlation between the turbidity produced by the 
solute and the change of its osmotic pressure (P) with concentration. 

32n3n  2 (c ~n/$c) z 

3No~  c ~P (13) 
R T  aa 

Generally 8n/~c  may be taken as a constant characteristic of the solute 
and independent of c over a considerable range in dilute solutions, so 
we may write an /~c  = (n - -  no)/c, where n 0 is the refractive index of 
the solvent. (N O isAvogadro's number, and c is expressed as g. solute/cc. 
solution.) 

Two corrections must be made in equation (13) if it is to be strictly 
accurate, even for dilute solutions. If the solute consists of large mole- 
cules, the scattering due to their concentration fluctuations is large 
compared to that  arising from the solvent. The latter, though small, 
is always finite, due to local density fluctuations in the solvent itself, 
the magnitude of which depends upon its compressibility. The theory 
of this effect has also been given by EINSTEIN ( 9 O) ; the experimental 
evidence for EINSTEIN'S equations is given by CABANNES (1929) and 
BHAGAVANTAM (,'942); see also MARK (948) .  The turbidity (v0) which 
arises from this source should be subtracted from the total turbidity of 
the solution, in order to determine the contribution due to the solute 
molecules. 
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Depolarization and Anisotropy. 

The other correction involves the anisotropy of the scattering mole- 
cules. Up to this point we have assumed that the molecules are iso- 
tropic and therefore that the induced electric moment produced by the 
light beam is always parallel to the electric vector of the light wave. For 
anisotropic particles, however, the polarizability is different in different 
directions with respect to the molecular axes, and the induced moment 
is in general not parallel to the electric field intensity. In the most 
general ca~e the polarizability of a molecule may be described by a 
polarizability ellipsoid with components, a i, ~2, aa along the three prin- 
cipal axes of the ellipsoid. Since, in general, the molecules are oriented 
at random the horizontally and vertically polarized components of the 
scattered light must be calculated for an arbitrary orientation of the 
polarizability ellipsoid and the result then integrated by averaging over 
all possible orientations of the molecule. This calculation was carried 
out by RAYLEIGH (1918). If the incident light is unpo]arized, then the 
depolarization, Q., of the light scattered at 9 ~ is given by 

Hgo,. 2(=~+~+=~--~ =,--~ =~3) 04) 

The reduced intensity at 90 ~ may then be multiplied by the factor 
(6- y~)/(~ -~- 6 ~)) (See CABANNES, 1929) in order to obtain the "correc- 
ted" value of the reduced intensity, which is directly related to the molec- 
ular weight of the particles. 

The depolarization of scattered light from pure gases and liquids 
consisting of small molecules has been extensively studied, as a means 
for obtaining information about  molecular alfisotropy [see for instance 
STUART (1934) and BHAGAVA~TA~f ~J942)]. Some liquids, especially 
those composed of aromatic molecules, give very high values of ~.; the 
value for benzene, for instance, is approximately  o. 4, not far below the 
theoretical max imum value of o.5 1 By contrast,  the values of ~ found 
for colloidal solutions of dielectric particles 2 are very low, even when 
the molecules are far from spherical in shape. Thus LOTMAR (i938 b) 
reported ~. as o.ol 5 for solutions of myosin (actomyosin) and values 
below o.oi for myogen, casein, hemoglobin, gelatin, and total  serum 
proteins. His  paper is to be particularly recommended for i ts  careful 

i T h i s  v a l u e  is  t h e  u p p e r  l i m i t  p o s s i b l e  for  ~ . ,  a s  m a y  be  s e e n  b y  s u b s t i t u t i n g  
ai= ~ o, a 2 --~ a~ = o i n  e q u a t i o n  (i4) ; t h i s  r ep r e sen •  t h e  m o s t  e x t r e m e  i m a g i n a b l e  
anisotrc py. 

Muck higher values may be found for conducting particles, such as metallic 
sols, especiallyif they are geometrically asymmetrical. For references concerning 
such systems, see LOTMAR (1938a}. The discussion here will be restricted to 
dielectric particles. 
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and critical discussion of the sources of error in depolarization measure- 
ments. DoTY and KAuFM~ (1945) have reported depolarization ratios 
for the scattered light from solutions of several polymers 

PUTZEVS and BROSTEAUX (~941) in connection with their molecular 
weight studies which are discussed further below reported depolarization 
values for several proteins. The extrapolated values at zero concen- 
tration of the protein were generally very low: o.oo95 for amandin, 
o.oo65 for HOMARUS, SEPIA and HELIX hemocyanins, and approximately 
0.o2 for serum albumins of three different species, prepared by an am- 
monium sulfate fractionation. An almost identical value has recently 
been obtained by us (EDSALL, EDELHOCH, LONTIE and I~[ORRISON, 2950 ) 
for bovine serum albumin prepared by alcohol fractionation. 

A careful study of depolarization in a protein solution has been made 
by LONTIE (I944) who studied the hemocyanin of HELIX POMATIA. The 
measured values of Q~ increased rapidly with decreasing wavelength --  
approximately as ~o ~ -- when measurements were made at moderate 
concentrations and with a light beam of large cross section (t.2 cm). 
With decrease in the aperture of the light beam (to 0.29 cm), and with 
decreasing protein concentration, the values of eu progressively decreased. 
The extrapolated values at zero protein concentration were o.oo396 at 

= 4358 A, and 0.00407 at ~ = 5460/k, thus being independent of 
wavelength practically within the experimental error. LONTIE concluded, 
in agreement with the views of LOTMAR (~938 a, b), that the much higher 
values of the measured depolarization at higher concentrations (for 
instance Ou = o.o553 at 4358 ~, concentration 3.o6 mg/cc, and incident 
light beam diameter x.21 cm) were due chiefly to secondary scattering. 
Diminution of the path length of the scattered light by reducing the 
aperture of the beam, or diminution of the turbidity of the medium by 
lowering the protein concentration, both served to decrease the secondary 
scattering. As was to be expected, the secondary like the primary 
scattering increased as ~o 4. This produced the increase in the measured 
value of eu with decreasing wavelength, described above, which was found 
at finite concentrations and disappeared on extrapolation to zero concen- 
tration. 

These studies emphasize how misleading it would be to draw conclu- 
sions concerning molecular anisotropy from the results of depolarization 
measurements on protein solutions, unless the measurements had been 
made with great care, and with due allowance for all possible sources of 
error. 

DOTY and STEIN (I948) have found the very low value Q~ = 0.0077 
for tobacco mosaic virus in solutions containing 0.o03--0.oo 9 g. virus 
per 1oo ml. 
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Light  Sca t te r ing  and Osmotic Pressure .  

Subject to corrections for scattering by the solvent and for depolari- 
zation, therefore, a measurement of light scattering by a solution con- 
taining large molecules (see equation 13) is fundamentally equivalent 
to a measurement of osmotic pressure, and the type of information to 
be defined by the two methods is essentially identical. I t  is apparent 
from the fundamental equations that  the osmotic pressure for a given 
weight concentration of the solute is inversely proportional to the molec- 
ular weight, while the turbidity is directly proportional to it. Hence, 
to compare the two types of measurements it is convenient to transform 
equation (13) so that  we express our measurements in terms of the reci- 
procal of the turbidity instead of the turbidity itself. Thus we may write 
(using the subscript 2 to denote the protein component): 

a ~ (i5) 
where the quanti ty H is defined by the relation 

H - -  32"a3 "~ ( n - - n o / ~  (16)  
3 N02~  \ c 2 / " 

Most colloidal solutions, including proteins, show marked deviation from 
VAN'T HOFF ' s  law of osmotic pressure even at very low concentrations. 
However, in many fairly dilute solutions it is possible to express the 
osmotic pressure adequately by means of the two term equation 

P 1 
R T c  2 -  M 3v BC2 " (17) 

For the turbidity the corresponding relation is obtained by differentiation 
of (15), making use of (17) for the value of P/RT: 

~ _  1 + 2 Bc~ (18) 
T M 

Thus a plot of Hcz/z against the concentration should give at low concen- 
trations a straight line with intercept equal to the reciprocal of the 
molecular weight, and with a slope twice as great as that  of the curve 
obtained from osmotic pressure measurements when P/RTc2 is plotted 
against q. Thus light scattering measurements provide a means of 
measuring the molecular weight M and also of obtaining important  in- 
formation about the interaction between the solute molecules, which is 
a function of the slope term B. A large amount of information has now 
been derived by such measurements on high polymer solutions (see for 
instance MARK, 1948 ) . 
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Polydispersed Systems: Number  Average  and Weigh t  Average  
Molecular  Weights .  

If the molecules of the macromolecular solute are not of uniform size, 
the molecular weights determined by osmotic pressure and by light 
scattering are no longer identical. The measured value of P / R T ,  in the 
region where VAN'T HOFF'S law applies, gives the total number of moles 
(or molecules) of non-diffusible substance per unit volume. Chemical 
analysis, on the other hand, yields the total mass per unit volume of 
all the non-diffusible components. Thus, if there are p non-diffusible 
components, we may define the weight fraction of all the non-diffusible 
material which is represented by the i ' th component, as gr The weight 

p 
concentration of this component, cr in g/c c, is then gr ~ % and its molec- 

ular weight is M i. ;fhe contribution which this component makes to 
the osmotic pressure is, therefore, r  and the total contribution of 
all components is X (ci /Mi).  Thus, if we write the ratio P / R T  2ci ,  that 
is the ratio of the observed osmotic pressure to R T  times the total 
weight concentration of the solute, we obtain what is known as a number 

average molecular weight, M,,  given by the formula 

- -  2 ci ~ mi Mi  
M n - -  27(cdMi ) - -  ~_,m~ (z9) 

The chief contribution to the number average molecular weight is 
obviously made by the smallest molecules in the system to which the 
membrane is impermeable. One gram per liter of molecules of weight 
40,ooo contributes three times as much to the number average as one 
gram per liter of molecules of weight 12o,ooo. 

Light scattering measurements on polydispersed systems give another 

kind of average molecular weight, known as the weight average, M. .  
This is equal to the sum of the squares of the masses of the molecules 
divided by the total mass. 

- -  2; m,. M ~  27 ci M~ (20) 
M ~ - - 2 7 m i M i  - -  F_,ci 

This may be readily seen by considering the limiting form assumed 
by equation (a8) as the total concentration of solute, Xcl, approaches 
zero. In such extremely dilute systems we may write 

H .,~, c i .~ c i 
- ( a a )  

, ~  c i M i  �9 

The quantities on the left-hand side of the equation are experimentally 
determined, and the right-hand side gives the reciprocal of the weight 
average molecular weight. For a brief but more detailed discussion, see 
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ZIMM and DOTY (1944), and also BRI~teMAI~ and HEI~ANS 0949), who 
consider also the higher coefficients in the light scattering equation. 

Strictly speaking, the weight average to be used in a calculation from 
light scattering involves not merely the molecular weight of each compo- 
nent, but its molecular weight multiplied by the square of its refractive 
index increment. This distinction is not important in most polymers, 
for which the refractive increment per gram is essentially independent 
of molecular weight in any one preparation. However, it may be of real 
importance for a mixture of proteins, since the refractive increment per 
gram may differ significantly from one protein to another (see for instance 
ARMSTRONG, BUDKA, MORRISON and HAssoN, a947)- 

Molecular Weights of Proteins Determined by Light Scattering. 

Comparatively few data on molecular weights are yet  available, and 
only a few of the most recent have been determined on an absolute 
basis. The extensive data of PUTZEVS and BROSTEAUX (1941) are summa- 
rized in Table I. Amandin was taken as a standard protein, its molecular 
weight being assumed as 33o,ooo from sedimentation, diffusion and vis- 
cosity measurements, and the molecu]ar weights of the other proteins 
were standardized with reference to it. These authors found that the 
turbidity/concentration ratio was a function of the concentration. For 
all the proteins they studied it could be described by an equation which 
in our notation may be written: 

.Ha o 

where (z/Hc)o is the limiting value of the molecular weight calculated 
at zero concentration, and c is the concentration of protein in g/cc. The 
values of b ranged from 1.93 for amandin to approximately 2 for the 
albumins and 3.2 to 4 for hemocyanins. The range of a studied was 
from o.oo8 to 0.o8o for serum albumin, and somewhat lower for the 
proteins of higher molecular weight. The variation of turbidity with 
protein concentration, charge, and other factors is further discussed in 
the following section. The molecular weights given by PUTZEYS and 
BROST]~-AOX in Table I are in very satisfactory agreement with other data 
obtained from sedimentation, diffusion, viscosity, osmotic pressure and 
other methods; for tabulation of these data see for instance SVEDm~RG 
and PEDERSEN (I940) and COHN and El)SAIL (1943). 

BOCHER (1947) studied a preparation o~ the crystalline mercury 
compound of the enzyme enolase, prepared in W~_RBm~G'S laboratory. 
He obtained a molecular weight of 66,ooo, using edestin as a standard 
protein and assuming its molecular weight to be 300,00o. The  value 
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Tab le  1. Molecular  Weights  o/ Proteins  Determined by  L ight  Scattering. 

M o l e c u l a r  W e i g h t  in  t h o u s a n d s  f r o m  S c a t t e r i n g  a t  2 0 

15 

Protein 

O v a l b u m i n  . . . . . . . . . . . .  
H o r s e  S e r u m  A l b u m i n  . . . . . . .  
B o v i n e  S e r u m  A l b u m i n  . . . . . .  
P i g  S e r u m  A l b u m i n  . . . . . . . .  
H e m o c y a n i n s :  

P a l i n u r u s  vulgaris  . . . . . .  
Homarus  vulgaris (A) . . . . . .  

(B)  . . . . . .  
Sepi'a' olliclnaiis . . . . . . . .  
H e l i x  pomat ia  . . . . . . . . .  

t~.xcelsin . . . . . . . .  ; . . . .  
( A m a n d i n )  . . . . . . . . . . . .  
E d e s t i n *  . . . . . . . . . . . . .  
P r u n u s  seed  g l o b u l i n s :  

P.  av ium*  . . . . .  . . . . . .  
P .  cerasus* . . . . . . . . . .  
P.  domestica* . . . . . . . . .  

Y e a s t  E n o l a s e  . . . . . . . . . .  
R a b b i t  S e r u m  a n t i b o d y  ( an t i -p -azo -  

p h e n y l a r s o n i c )  . . . . . . . . .  
O v a l b u m i n  . . . . . . . . . . . .  
/ L L a c t o g l o b u l i n  . . . . . . . . . .  
L y s o z y m e  . . . . . . . .  . . . .  
B o v i n e  S e r u m  A l b u m i n *  . . . . . .  
B o v i n e  S e r u m  A l b u m i n ~  . . . . . .  
T o b a c c o  Mosa i c  V i r u s  . . . . . . .  
BusIxy S t u n t  V i r u s  . . . . . . . .  
I n f l u e n z a  V i r u s  . . . . . . . . . .  

5780 

38.2 
76.5 
77.7 
72.1 

461 
63o 

733 
32~o 
6340 

281 
(33o) 

335 

2 8 6 - - 3 1 6  
295 
290 

m 

5461 

37.6 
72.z  
76.6 
71.9 

464 
617 
689 

3 t 5 o  

276 
(33o) 

3 0  

3O 

3 ~o 

i Calibration 
Method 

A 
A 
A 
B 

C 
D 

D 
D 

D 

E 
F 
F 
F 

observers 

3 
3 
3 

4 

5 
6 
6 
6 
6 

7 
8 

9 
9 

* D e n o t e s  p r e p a r a t i o n s  w h i c h  were  s o m e w h a t  u n s t a b l e  a n d  s h o w e d  a percep-  
t i b l e  t e n d e n c y  t o  a g g r e g a t e  on  s t a n d i n g .  

Va lue  d e t e r m i n e d  fo r  w a v e l e n g t h  20 ---~ 4358 -~. 

Calibration Methods:  

A. M o l e c u l a r  w e i g h t s  g i v e n  r e l a t i v e  t o  a m a n d i n  as  a s t a n d a r d  p r o t e i n  w h i c h  
is  t a k e n  as  h a v i n g  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  33o,ooo.  

B.  C a l i b r a t i o n  w i t h  r e f e r e n c e  to  e d e s t i n  as  a s t a n d a r d  p r o t e i n ;  a s s u m e d  molec-  
u l a r  w e i g h t  o f  e d e s t i n  3oo,ooo.  

C. C a l i b r a t i o n  w i t h  r e f e r e n c e  t o  p u r e  c a r b o n  d i s u l f i d e  as  a s t a n d a r d .  
D.  C a l i b r a t i o n  m a d e  o n  a n  a b s o l u t e  sca le ;  fo r  d e t a i l s  of  c a l i b r a t i o n ,  see  BRxeE, 

HALWER a n d  SPEISER (1950). ~r w e i g h t s  r e p o r t e d  in  t h i s  r e f e r e n c e  
were  d e t e r m i n e d  a l so  a t  4358 z~. w i h t  r e s u l t s  i n  c lose  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  
a t  5461 A .  

E .  C a l i b r a t i o n  w i t h  r e f e r e n c e  t o  p u r e  b e n z e n e  a s  a s t a n d a r d  s c a t t e r e r ;  r e d u c e d  
i n t e n s i t y  of  b e n z e n e  a s s u m e d  a s 4 8 . 4  N to-~  a t  4358 ~ .  

F .  R e d u c e d  i n t e n s i t y  m e a s u r e m e n t s  a t  90 ~ c a l i b r a t e d  b y  d i r e c t  t u r b i d i t y  
m e a s u r e m e n t s  a n d  c o r r e c t e d  fo r  a n g u l a r  d i s s y m m e t r y  of  s c a t t e r i n g .  
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Table i, continued: 
Observers: 

1. PuTz~Ys and BROSTEAUX (1941). 
z, B~CKMANS and LONTIE (X946). 
3. PUTZEYS and BEEClCMANS (1946). 
4. B0C~ER (1947). 
.5- CAMPBELL, BLAKER and  PARDEE (1948). 
6. I-IALWER, NUTTING and BRICE (195o). 
7' EDSALL, EDELHOCH, LONTIE and MORRIS0N (195o). 
8. OSTER, DOTY and ZI~m (1947). 
9. OSTER (1948), 

obtained by light scattering for enolase agreed well with the molecular 
weight calculated from the mercury content (one gram atom Itg per 
mol enolase). 

CAMPBELL, BLAKER and PARDEE (I948 } studied preparations of a 
rabbit ant ibody against para-azo-phenylarsonic acid. They obtained a 
mo!ecular weight of 14o,ooo by osmotic pressure and 158,ooo by light 
scattering. They calibrated their measurements against carbon disulfide, 
which was taken as a standard material, its reduced intensity being taken 
as 4-4"I~ for light of wavelength 546o A. 

The most careful determinations of molecular weight by light scat- 
tering on an absolute basis are probably those of ~ALWER,  NUTTING and 
BRICE (1950). Their exFerimental methods are discussed later in this 
review. They give values of 35,ooo for fl-lactoglobulin, 15,ooo for Iyso- 
iyme, and 72,500 for bovine serum albumin, from measurements at 
4358 A, and essentially identical values from measurements at 5460 A. 
The full reFort of their data on these proteins is now in preparation and 
is not yet  available. Their data are in very good agreement with those 
determined from other methods. Investigations from our laboratory 
(]~_DSALL, ]~DELHOCH, LONTIE and MORRISON, 195 O) on bovine serum 
albumin are discussed more fully in the following section. The molecular 
weight obtained for the particular preparation studied by us, measured 
with reference to standard liquids which had been calibrated on an 
absolute ~cale, was approximately 77,000. This is appreciably higher 
than the value of 69,000 given by the very careful osmotic pressure 
measurements of SCATCHARD, BATCHEI-DER and BROWN (946),  which 
were made on a different preparation. The material studied by us, 
however, showed a small shoulder in the ultracentrifuge sedimentation 
diagram, superimposed on the advancing side of the main sedimen- 
tation peak corresponding to 4.6 SV~D~ERG units. This preparation, 
therefore, was not entirely homogeneous, and the fact that  the value 
from light scattering was higher than that  from osmotic pressure was 
to be expected. 
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Mul t i componen t  Systems of Small  Molecules:  Ef fec ts  of Net Charge 
and of  Ionic  S t reng th  on Turb id i ty  in P ro t e in  Solut ions.  

The previous discussion applies strictly only to two component 
systems, or to systems containing polydispersed solutes for which the 
interaction coefficient (B) is essentially independent of molecular weight. 
When three or more components are present, and when strong inter- 
actions between them occur, new phenomena arise. Such effects were 
strikingly revealed by the studies of EWART, ROE, DEBYE and McCART- 
NEY (1946). They studied, among other materials, a polystyrene prepa- 
ration, which in pure benzene gave a limiting value of Hc/v -~ 3" lo-6 at 
c -~- o, but in a benzene-methanol mixture containing x5% methanol by 
volume gave a limiting value of Hc/v near 1.4. lo-~- Moreover, the slope 
factor, B, was numerically much smaller in the latter medium than in 
the former. Benzene is of course a good solvent for polystyrene, whereas 
methanol acts as a precipitant at sufficiently high concentration. These 
authors explained their results in terms of selective adsorption of benzene 
by the polystyrene molecules, so that the solvent composition in the 
neighborhood of a large solute molecule is different from that  in the 
bulk of the solution. They showed that this would lead to a change in 
the value of z/c at infinite dilution, if the two components of the solvent 
had different refractive indices. If the refractive index of the two compo- 

�9 nent solvent medium was essentially independent of composition - -  as 
was true for example for a butanone-isopropanol mixture - -  then the 
lim!ting value of Hc/* was found to be independent o[ the composition 
of the solvent, even though one component of the solvent (in this case 
isopropanol) tended to act as a precipitant. By contrast it should be 
noted that the limiting value of the osmotic pressure/concentration ratio 
is independent of the composition of the solvent in any of these cases. 
The  general correctness of the picture given by EWART, ROE, DEBYE 
and McCARTNEY is clear. However, a more general thermodynamic 
theory of light scattering in multicomponent systems, originally outlined 
by ZERNIKE many years ago, has recently been formulated by several 
authors. I t  is of particular importance in its application to protein 
solutions, because proteins are multivalent acids and bases which can 
acquire high net charge by the addition of hydrogen or hydroxyl ions to 
the solution, and can also bind other anions, cations and neutral mole- 
cules very strongly. Effects of net charge and of ionic strength in multi- 
component systems containing proteins are therefore very marked. The 
definition of the components in a system containing charged proteins 
involves certain complexities which must be carefully considered. The 
discussion which follows is taken largely from the paper of EDSALL, 
EDELItOCH, LONTIE and MORRISON (1950). 

Fortsehr. chem.  Forseh . ,  Bd .  ~.  2 
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Definition of Components. 
We shall follow SCATCHARD (1946) in the definition of components, 

denoting the solvent as component I, the protein -- if only one is present 
-- as component 2, the salt with diffusible ions -- if only one is present -- 
as component 3. Other protein components, if present, may be denoted 
by higher even numbers, and other diffusible components by higher odd 
numbers i. All components are taken as electrically neutral; hence we 
distinguish between the protein ion and the protein com1~onent. The va- 
lence (Z~) of the protein ion is defined as the mean net proton charge per 
protein ion, Z~ being zero for the isoionic protein. It is thus equal to 
the mols of "bound acid" (Z~ positive) or "bound base '~ (Z 2 negative) 
per tool of protein, determined by a titration with the hydrogen or glass 
electrode, with suitable corrections (see for instance COHN and EDSALL, 
1943, Chapter 2o; TANFORD, 1950). An albumin, soluble in water in the 
absence of salt, may be taken as approximately isoionic (Z 2 = o) after 
thorough electrodialysis has removed all diffusible ions except I-I+ and 
OH- from the solution 3 If a neutral salt is added to such a solution, 
it remains isoionic by definition, although the salt addition may cause 
the electrophoretic mobility to become positive or negative, due to 
selective binding of cations or anions by the protein. The value of Z2 is 
adjusted to positive or negative values by addition of strong acids or 
b a s e s  ~ . W e  s h a l l  c o n s i d e r  l a t e r  t h e  e f f e c t s  o f  b i n d i n g  o f  o t h e r  i o n s  b y  

1 T h e  t e r m  " d i f f u s i b l e "  i n  t h i s  c o n n e c t i o n ,  d e n o t e s  a b i l i t y  t o  p a s s  t h r o u g h "  
a m e m b r a n e  i m p e r m e a b l e  to  m o l e c u l e s  as  l a r g e  as  t y p i c a l  p r o t e i n s .  

2 I f  t h e  o n l y  i o n s  p r e s e n t  in  t h i s  s o l u t i o n  a r e  1-1% O i l -  a n d  p r o t e i n  ions ,  
i t ' i s  c l e a r  t h a t  t h e  m e a n  n e t  c h a r g e  o n  t h e  p r o t e i n  c a n n o t  be  exactly zero  u n l e s s  
t h e  i so ion i c  p o i n t  h a p p e n s  to  c o i n c i d e  w i t h  t h e  p ~i of  n e u t r a l i t y .  T h u s ,  if t h e  p g 
o f  t h e  e l e c t r o d i a l y z e d  s o l u t i o n  is  5, we h a v e  [I-I+]-~- lo  - s  M, [OI-I-] neg l ig ib l e ,  
a n d  t h e  p r o t e i n  m u s t  c a r r y  a s m a l l  n e g a t i v e  c h a r g e  t o  b a l a n c e  t h e  e x c e s s  of  H + 
o v e r  O i l -  i ons .  F o r  a s e r u m  a l b u m i n  s o l u t i o n ,  c o n c e n t r a t i o n  7 g./1. ( io  - ~ M )  
t h i s  r e q u i r e s  t h a t  Z~, fo r  t h e  e l e c t r o d i a l y z e d  s o l u t i o n ,  be  - -  o.~ (-~-- ~ lo -5 / lo -~ ) ,  
i n s t e a d  of  zero .  T h e  d i f f e r e n c e  is  wel l  w i t h i n  t h e  u s u a l  e x p e r i m e n t a l  e r ro r ,  b u t  
i t  c a n  be  c o r r e c t e d  fo r  if n e c e s s a r y .  T h e  c o r r e c t i o n  o b v i o u s l y  b e c o m e s  m o r e  
i m p o r t a n t ,  t h e  m o r e  ac i d  t h e  i so ion ie  p o i n t  of  t h e  p r o t e i n  a n d  t h e  m o r e  d i l u t e  
t h e  p r o t e i n  s o l u t i o n .  

SCATCHARD a n d  BLACK (1949) d e f i n e  a n  i so i on i c  m a t e r i a l  a s  o n e  w h i c h  g i v e s  
no  n o n - c o l l o i d a l  i o n s  o t h e r  t h a n  h y d r o g e n  a n d  h y d r o x y l .  T h u s ,  b y  t h e i r  def t -  
n i t i o n ,  e l e c t r o d i a l y z e d  a l b u m i n i s  i so ion ic  w h e n  Zz rn 2 = ( O H - )  - -  (H+) ,  rn~ b e i n g  
t h e  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  ion ;  wh i l e  we h a v e  d e f i n e d  i t  a s  i so ion i c  
w h e n  Z 2 = o. I n  p rac t i ce ,  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  d e f i n i t i o n s  is  g e n e r a l l y  
neg l ig ib le .  

8 T h e  u s e  o f  s t r o n g  a lka l i  m a y  be  a v o i d e d  b y  a d d i t i o n  o f  s o d i u m  b i c a r b o n a t e  
t o  t h e  p r o t e i n  s o l u t i o n ,  w h i c h  is  t h e n  f r o z e n  a n d  d r i e d  f r o m  t h e  f r o z e n  s t a t e  
in vacuo. U n d e r  t h e s e  c i r c u m s t a n c e s ,  COz is  e v o l v e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  r e a c t i o n :  
H C O  8-  --+ COz(g) q-  O H - ;  a n d  o n  r e d i s s o l v i n g  t h e  d r i ed  p r o t e i n  t h e  PrI  o f  t h e  
s o l u t i o n ,  a n d  t h e  v a l u e  o f  Z~, s h o u l d  be  t h e  s a m e  as  i f  a n  e q u i v a l e n t  a m o u n t  
o f  N a + O H - ,  i n s t e a d  o f  2ffa+HCO3- , h a d  b e e n  a d d e d  in  t h e  f i r s t  p lace .  
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the protein, which may make the effective net charge of the protein ion 
considerably different from Z~. 

The specification of molecular weight of the protein, in the definition 
of the protein component, is largely a mat ter  of convenience. What  is 
essential is that  the mass and chemical nature of the protein component 
(or components) added to the system should be definitely specified. The 
value of Z 2 must, of course, always be expressed so that it is stoichio- 
metrically correct; the mean number of protons bound to, or removed 
from, the isoionic protein, per gram protein, must obviously depend only 
on the stoichiometric composition of the system, not on the assumed 
molecularweight. For instance, EDSALL, EDEL~IOCH, LONTIE and MORRI- 
SON (2950) assumed the value of 69,ooo for the molecular weight of their 
serum albumin preparations. The value of Z 2 which they employed, 
therefore, represented the mols of H + ion bound or removed, per gram 
protein, multiplied by the factor 69,000. 

The protein component, like all the other components, is so defined 
as to be electrically neutral. If the protein is being added to the system 
as an ion of valence Z 2, we must add at the same time some diffusible 
ions of charge opposite in sign to Z 2, or remove some ions of the same 
sign of charge as Z v or do both of these things, in such a way that  the 
total increment of net charge is zero. Certain amounts of the diffusible 
ions in the system are thus assigned to the protein component, the 
amounts being positive if the ion in question is added, negative if it is 
removed, when the protein ion is added to the system. 

The protein component might be defined so as to contain one mole 
of protein ion and Z2/Z ~ moles of the diffusible ion of opposite charge to 
Z~, where Z~ is the valence of this diffusible ion. This is perhaps the most 
obvious definition, but it has the serious disadvantage that  the addition 
of one mole of protein component involves adding 1 + (Z2/Z~) moles of 
ions to the system; the resulting effect on the chemical potential of the 
solvent would be chiefly due to the diffusible ions added, not to the 
protein ion which primarily concerns us. Therefore, following SCATCHARD 
(1946), we choose another definition, which involves the net addition of 
only one mole of ions to the system per mole of protein component. If 
only two diffusible ions are present, and both are univalent, this requires 
adding Z2/2 moles of the diffusible ion with sign of charge opposite to 
tha t  of the protein, and removing Z~/2 moles of the diffusible ion with 
the same sign of charge as Z 2, when we add one mole of protein ion to 
the system. Thus the net addition of moles of diffusible ions is zero, and 
the solution remains electrically neutral after the protein component is 
added. 

Consider the specific case of serum albumin at a concentration of 
lo -4 molar (approximately 7 g./1.), in a solution to which 20. Io -4 moles/1 

2*  
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of hydrochloric acid has been added, so that Z 2 = -}-20; 0.010 mol/l of 
sodium chloride has also been added to the solution. Thus the total 
concentration of diffusible ions in tool/1 is (Na +) = 0.10; (C1-) =-.012. 
(T.he concentration of free hydrogen and hydroxyl ions is assumed to be 
negligible in comparison.) The first definition discussed in the preceding 
paragraph would include in component 2, per liter solution, o.oool mols 
protein ion (valence +20) and o.0020 tools chloride ion. Component 3 
(sodium chloride) would then contain .010 mols of both Na+ and C1- ion. 
By the second definition, which we shall employ in the following dis- 
cussion, component 2 includes 0.000l tools protein ion, 0.001 mols C1- 
ion, and minus 0.001 tools Na + ion. Hence, by this definition, component 
3 consists of 0.011 tools of both Na+ and C1- ion. Obviously, when we 
add all the constituents of all the components together, the resulting 
sum must give correctly the actual composition of the system. It  is 
clearly meaningless to ask whether (for example) any individual chloride 
ion, chosen at random, belongs to component 2 or component 3; but it 
is essential that the sum of the number of chloride ions assigned to these 
components, by any definition, should equal the number of chloride ions 
actually present. 

Consider first the simple case in which there is only one protein 
component, and the mean valence of the protein ion is Z 2. Assume the 
solution to contain in addition to H + and OH-  ions (at negligible concen- 
trations), only one other salt, containing only one kind of cation and one 
kind of anion (although one mol of salt may contain two or more tools of 

�9 either cation or anion or both). Let  m 2 be the molar ccncentration of 
protein; then Zero 2 is its equivalent concentration as cation or anion, 
with the appropriate sign. Then the algebraic sum of the total molar 
concentrations in the solution of other cations and anions, multiplied 
by their valences, must be equal numerically, and opposite in sign, to 
Z2rnv Some of these ions must be assigned to the protein component 
in order to satisfy the conditions for this component stated above. Let  
Zc be the valence of the cations of the added salt, Za that of the anions. 
Le t  ~'2c be the number of diffusible cations per mol of protein component, 
and v2, the number of diffusible anions. These numbers may be calculated 
as follows. To fuliill the requirement that  there shall be one mol of ions 
added to the system per mol of protein component, we must have: 

v2c = - -  v ~  ( 2 3 )  

and  to fulfill the requirement that  the protein component is electri- 
cally neutral, the relation must hold that :  

Z~v~ + Z ~ v ~  = - -  Z~ (24) 

combining with (23) above, we have: 

v~ (Zc - -  Z~) = - -  Z~ (25 a) 
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- -  Z ~  - -  Z ~  

v~o - -Zc--Za -- Zc + IZal -- ---VZa" (25 b) 

Thus, if the total molar concentration of diffusible cation in the solution 
is m,, and the total molar concentration of anion is ma, and if one molof 
the salt (component 3) contains v3c mols of cation and %~ tools of anion, 
then the molar concentration of component 3 is: 

"~n 3 = 1_ (me - - v~m~)  ~ ! (ma --v2am2) -~ ! (ma + vz~mz). (26) 
~3C V3a ~?aa 

These equations imply nothing concerning the nature of the forces be- 
tween the protein ion and the other ions in solution; they serve simply 
to define the components stoichiometrically. Other definitions of the 
components could of course be employed. From the definition given 
here, it is apparent (equation 25 a) that  either v 2, or v 2 ~ must be negative, 
except when both are zero. This system of definition is useful only when 
m s is fairly 'arge compared to vz ,m ~ (or va~m2) ; Rome of the possible alter- 
native definitions are discussed by SCATCHARD (1946). 

If another salt, containing a cation X + and an anion u  is added 
to the system, then the ions X+ and u  are taken as forming a new compo- 
nent (component 5 according to our conventions). If they are present 
in equivalent concentrations in the solution, these ions are not considered 
as forming part of the protein component. 

Thermodynamic Fluctuation Theory for Multicomponent 
Systems. 

In a multicomponent system the mean square value of the fluctuation 

in refractive index (/1 n) 2, which determines the total turbidity, is a 
function of the concentrations, and refractive index increments, of each 
of the components of the system. It also involves cross terms, involving 
the correlation between the fluctuations of the concentrations of different 
components. For a given pair of components, i and f, the cross term 
is zero if the chemical potential of i is unaffected by a variation of the 
mass of i in the system; but if the chemical potentials are not independent 
in this manner the cross terms do not vanish. 

The fundamental conceptions involved in the application of fluc-' 
tuation theory to such systems were first advanced by ZERNIKE (X915, 
1918 ) . Recently they have been further developed independently by 
workers in three different laboratories: namely, BRINKMAN and HERMANS 
(1949), KII~KWOOO and GOLDBERO (1950), and STOCKI~AYER (1950). The 
fundamental equations of all these authors lead to the same results. 

The general equation, for the turbidity, w, of systems at constant 
pressure and temperature, may  be written 
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i, i 

= H "  ~ ~'~ ~'iA~i (27) 

where 
H'" -- 3 2 ~ 1 7 6 1 7 6  '14," 

3 No ~ (28) 
The summation is t~lken over all but one of the components. Generally it 
is most convenient to omit the solvent from the summation; to compen- 
sate for this omission the complete equation should include a term for 
the turbidity of the pure solvent, arising from density fluctuations in it. 
This term is generally small, in systems containing large molecules, and 
for brevity it is omitted from (27). However, in practice, we have gener- 
ally determined the turbidi ty of the pure solvent and subtracted it from 
that of the solution, gs  denotes the molar refractive increment of compo- 
nent i;  that  is A n  per tool of solute per liter of solution (or perkg, sol- 
vent). The terms a, i, in the determinant ]aiil denote the coefficients 

0 In a i 0 i n  a /  
a, ~ - -  3m i -- -Oral -~ aii; here the a's denote activities, and the m'sdenote 

concentrations in mol/1. The term d i i ,  in the summation in the numerator, 
denotes the cofactor of the term aij in the  determinant ia,:~l; that is the 
determinant derived from la,/l by striking out the row and column in 
which the term aii occurs, and multiplying the resulting determinant of 
lower order by + 1  i f i q - j i s e v e n ,  and b y - - 1  i f i q - i i s o d d .  

Our equation (27) differs from STOCI~MAYER'S (1950) in that he defined 
the terms aii  as O/z i / 3 m  i, where/z denotes chemical potential; whereas 
we have elrployed activities. Thus, his expression differs from ours by 
a factor R T  in the denominator. This ditference has been taken care 
of in the formulation given here, so that  ou r working equations are 
essentially identical with those of STOCKMAYER. Also the volume factor 
V, appearing in STOCKMAYm~'S equations, does not appear explicitly in 
equation (27) , since the concentrations are here expressed in volume units. 

component  2. 

of the activity 

Application to a Two Component  Sys tem.  

For a two component system, the summation in (27) involves on ly  

01n% , and Aii  ---~ 1. By definition Hence [ai/I = a22 - -  0 ~n 2 

(a2) and the act ivi ty co.fficient (Y2): 

l na  2 = l n m  2 + I n y  2 - - I n t o  2 +/52 (2 9 a) 

O l n a  l _  1 @ln~2 
a,,,--- 0m, m. + -U. ,~-= m +/52," (29 b) 

Hence, 

a22 -- O In (g2 I -~-/~ZZ iv~ 1000 (I -~- ~22 ~42) ' (30) 
(gm~ 
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Here ~2 = On/Ore2; ~5,,, the refractive increment  per g. component  2 per 
cc, solution, is ~ooo 7-tJM2. 

Rearranging (3 o) we m a y  then wri te:  

H"tP~c~ __ gc~ 1 (1 +/~,~2m2). (31) 
iooo T "g M 2 

~___m2M2 this gives the slope factor  B in equat ion  (18) as:  Since co 5ooo ' 

B -  ~ooo#;:~ 
2 M~ (32) 

where/~2~ is the l imiting value of fl~2 at  low values of m 2. 

Systems of  Three and More Components. 

For  mul t icomponent  systems in general, we shall follow SCATCFIARD'S 
(1946 ) formulat ion of the expressions for the activities of the components  
and their der ivat ives  with respect to the masses of the components  - -  
tha t  is, the coefficients which enter  into equat ion  (27). We shall use 
the subscript  K to denote any  component  made up of small molecules 
or ions 1, and i to denote a small ion which is a const i tuent  of one or more 
components ,  but  is not  itself a componen t .  Again denot ing the protein 
as component  2, we have,  following SCATCHARD: 

l n ~  ~ l n m ~  + ~ i v 2 i l n m  i +fl~ ! (33) 

= lnm2 + ~iv2i  In (27 iv l im  I + v2im2) +f12 ! 

In aK = Z,i VK ~ In mi + flK / (34) 

Here, by definit ion: 

f12 ~--- In 72 (35) 

flK ----- Z~ vKi ha ~'K. (36) 

In  the special case of a three component  system, in which component  3 
is a salt composed of one anion and one cation, we have fla ~ 2 in Ya. 

From these relations, we derive the coefficients employed in equat ion  

(27), denot ing ~ as/~22, a m  2 ~ m ~  asfl2K' and so forth. 

0In a s __ x vii 
a~ = 0m~ m~ + Z'~ m-~ + B~, (37) 

a l n a  a Olna K ~ VsiVKI.A-f~ 
a s K ~  Om~ - -  a,n~ - -  ; ~ - - w K ,  (38) 

0 In a K 0 In a I __ ~-~" VJiVK 5 "~ fl] "K. (39) 
aKl ~ Oral - -  Om K - -  ~ mi 

a A "small" component may be defined here as one which passes readily 
through membranes impermeable to proteins of molecular weight of the order 
of  3o,ooo or above. 
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Here f denotes any diffusible component other than K z. For the 
three component system containing one salt (component 3) with two 
ions, the summation denoted by 27/ includes only one cation and one 
anion, and%c = v3~ ~ 1. From (25a) and (25 b) we have v~c ---~ - -  v2~ = 
- -ZJ(Z,  --Z~), which becomes - - Z J 2  if the ions denoted by c and a 
are both univalent. 

Then, using equation (26), we have : 

Z ,  
__ - -  m s . (.to) '/7"/c ~ ~vn3 2 

Z2 
ma ----- m S + T m2.  (41) 

From (37) we obtain : 

a~ (42) 
\ ms 2 m~ + 

Here the f a c t o r ,  is defined as: 

__(z~m.~2 (43) E =  1 \ 2 m s /  . 

The value of e lies always between zero and unity, and it may  be taken 
as unity when Z~m 2 < <  2 m 3 =. 

From (38), (40) and (41) we obta in :  

Z~ m 2 

Finally for the effect of variation in the log of the act ivi ty  of component  3 
with variations in its own molar i ty  we have, from (34), (4 ~ and (41): 

2 
a33 = m3- ~ + r (45) 

The value of flaa is determined-independently,  from measurements  of 
electromotive force, freezing point, or vapor  pressure, in solutions of the 
pure salt. 

Applied to the three component  system just discussed, equat ion (27) 
become s: 

/-/" ( ~  a88 - -  2 Vz~ V~, a~a + g,~ a ~ )  
r = (46) 

tl2~I @q3 - -  a~8 

For protein systems, the first term in the numerator  of (46 ) is gene- 
rally much the largest, and the second and third may  often be neglected. 

z For example.  J m a y  be s o d i u m  chlor ide  and  K m a g n e s i u m  sul fa te .  
In  t h e  e x t r e m e  case when  t h e  on ly  diffusible  ions p resen t  are  t hose  required 

to  ba lance  t h e  n e t  charge  on t h e  p r o t e i n , ,  becomes  equal  to  zero. Under  t h e s e  
c i r cums tances ,  t h e  appl ica t ion  of our  equa t i ons  would become mean ing less  and 
a d i f fe rent  def in i t ion  of c o m p o n e n t s  should  be adopted .  The  genera l  t r e a t m e n t  
adop ted  in  t h i s  paper  imp l i c i t l y  a s s u m e s  t h a t  e is no t  ve ry  far  f r om un i ty .  
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This point will be considered in terms of the system water-serum albu- 
min-sodium chloride. The molar refractive increment, k~ 2, of serum 
albumin, per liter solution, is, from the data  of P~:RLMANN and LONGS- 
WORTH (1948) and of ARMSTRONG, BUDKA, I~/[ORRISON and HASSON'(1947), 
equal to I2.9 for the sodium D line, assuming a molecular weight of 
69,000 x. The data  for sodium chloride solutions, a t  the same wavelength 
(see for instance, G~rrCKEN (1929)) when extrapolated to infinite dilu- 
tion, give 7za --~ 9.5" lo-3. Thus k ~  is greater than 2~/t2!trt s by a factor 
of 68o, and exceeds IF ~ by a factor of nearly 2 X lo  6. On the other hand, 
we must  consider the relative magnitude of the coefficients a2z, a~a and am. 

A critical evaluation of these terms for the case of serum albumin 
solutions in sodium chloride and sodium thiocyanate solutions [EDSALL, 
ED~J.HOCH, LONTI~ and MORRISON, (J 950)] shows that  the second and 
third terms in the numerator  of equation (46 ) are ordinarily less than 
1% of the first term. Hence it is justifiable as a good approximation,  to 
neglect the two lat ter  terms and the equation then becomes 

~/'~* H" 
= a = -  (43/a 3). (47) 

We shall consider here only the limiting condition in which IZ~m2[ 
< < 2 m s ;  hence s = 1 to a close approximation,  and aza~---__fl~ z. Then 
(for notation compare equation (30): 

5[J~tt '' ~ M ~ H ' "  ~ Z] A-R (flz3)'m3 
, = ~o6.  = m--~ + (48) 2 % - - ~  2+b'.% 

. -  ooo. - �9 ( 4 9 )  

Thus, under these limiting conditions, the slope 2B of the curve for Hc2/z 
as a function of c 2 becomes identical with the slope of the curve for 
osmotic pressure divided by concentration of protein as a function of q, 
given by SCATCHARD, BATCHELDER and BROWN (1946) : see their equa- 
tion (9)- 

Experimental Data/or Serum Albumin. 

These (EDSALL, EDELHOCH, LONTIE and MORRISON, 1950 ) show that  
to a close approximation the intercept of the curves obtained when t t c J r  
is plotted against c~ is equal to 1/M 2, where M 2 has a slightly higher value 
than the figure of 69,000 which was obtained by SCATCHARD and his 
associates from osmotic pressure measurements.  This was to be expected,  
since most preparations of bovine "or human serum albumin contain 

1 From the equation given by PERLMANN and LONGSWORTH, the correspon- 
ding value for light of wavelength 4358/~, at which most of our measurements 
were made, is 13.5. However, the calculations given here in the text are for 
the D line, since data for sodium chloride at 2---- 4358 _~ are not yet available. 
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small amounts  of a heavier component  which is shown in the ultra- 
centrifuge as a small shoulder on the advancing side of the peak which 
defines the main component.  The experimental  technique for deter- . .4 
mlnatlon of z (or of Rp0 ) is discussed in a later section of these notes. The 
light used was the mercury blue line (~0 ---~ 4358 A). The refractive index 
increment for albumin at this wavelength is given by PERL~IANN and 
LO~IGSWORTI-I (1948) as o.195 at  25 ~ and the refractive index of pure 
water  is 1.34o3 under the same conditions. This gives D:EBYE's factor 
H = ~.o4o �9 lo -5. 

Experimental ly,  good agreement was found between the slope factors 
obtained from osmotic pressure and from light scattering (see Fig. 2), at 
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Fig. 2. Comparison of the Slope Factor B (equations 
7 and 18) for Bovine Serum Albumin, from Osmotic 
Pressure and from Light Scattering Measurements. 
Slopes are expressed as BM~JlOOO where M~ is the 
molecular weight of the protein. The abscissa givesZ2, 
the net proton charge per molecule of albumin. Solid 
line from osmotic pressure data of SCATCHARD, 
BATCHELDER and BROWN. Points from light 
scattering measurements [EDSALL, EDELHOCH, 

LONTIE and MORRISON (x95o)]. 

sodium chloride concentrations 
of o.15 to o.18 M, and Z2 values 
f r o m + 2 0  to --2o.  

As predicted by equation (49) 
the slope of the curves for Hc,/v 
as a function of c 2 varies greatly 
with the ionic strength and the 
charge on the protein. As would 
be expected from the presence 
of the" Donnan te rm"  z Z ~/2rn~ 
in equation (49) the slopes of 
the curves are small or zero 
when the valence Z, is near zero 
and become large and positive at 
ionic strength and high Z 2. Some 
typical curves are illustrated in 
Fig. 3 for various ionic strengths 
of sodium chloride from < lO -4 
to o.15 and f o r Z 2 ~ + 2 5 .  The 

limiting slope (2 BM~/iooo) in the absence of added salt is of the 
order of lo 5 at the lowest ionic strength ( <  lo-4); it falls rapidly 
as salt is added, ~ and becomes, practically zero at o.z 5 M sodium 
chloride; however in all cases the extrapolated value of the molecular 
weight at  c 2 = o is the same within the limits of error. At such high 

1 W e  s h a l l  r e f e r  t o  t h i s  as  t h e  " D o n n a n  t e r m "  s i n c e  i t  is  f o r m a l l y  i d e n t i c a l  
w i t h  t h e  t e r m  a r i s i n g  f r o m  t h e  D o n n a n  e f f ec t  in  t h e  e q u a t i o n s  fo r  o s m o t i c  
p r e s s u r e  i n  t h e s e  s y s t e m s .  I f  a l l  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  were  u n i t y ,  i t  i s  t h e  o n l y  
t e r m  t h a t  w o u l d  a f f e c t  t h e  s lope  f a c to r ,  ]3. 

s The  i n c r e a s e  of  t u r b i d i t y  w h i c h  o c c u r s  on  a d d i n g  sa l t ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  

a t r a n s i t i o n  f r o m  ~ p o i n t  on  t h e  t o p  c u r v e  t o  one  on  t h e  b o t t o m  c u r v e  oI  F ig .  3, 
o c c u r s  w i t h  e x t r e m e  r a p i d i t y .  The  f i n a l  s t e a d y  s t a t e  is  a t t a i n e d  c e r t a i n l y  i n  
l ess  t h a n  a m i n u t e ,  t h e  t i m e  t a k e n  fo r  m i x i n g  a l b u m i n  ~ , i th  s a l t  s o l u t i o n  and  
t a k i n g  a r e a d i n g  in  t h e  l i g h t  s c a t t e r i n g  a p p a r a t u s .  
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values of Z 2, and at  ionic strength below o.ooi, measurements of scatter- 
ing as a function of angle should reveal the "negat ive dissymmetry of 
scattering",  studied by DOTY and STEINER (1949), and briefly discussed 
in a later section of this review. Under such conditions, the assumptions 
of fluctuation theory used in deriving equation (18) break down. EDSALL, 
EDELHOCH, LONTIE and MORRISON therefore confined their more inten- 
sive studies to solutions of ionic strength 0.oo 3 and above, where the 
fluctuation theory is valid. They studied solutions of serum albumin 
at  Z 2 values from + 1 o  to - -zo ,  and at  ionic strengths from o.oo 3 to o.183 
in sodium chloride, calcium chloride and sodium thiocyanate.  The slope 
factors for sodium chloride, at  four ionic strengths, are plotted as a 
function of Z 2 in the 
lower half of Fig. 4. 

These curves are " ,ra-s 
roughly of the para-  ~ 
bolic form that  would 
be expected  from the 
Donnan term alone, 

e, ao 
but it is clear that  
other terms are impor- l 
tant  Theabso lu temag-  icdz 

nitudes of the slopes ~oo 
are less, often much 
less, than would be pre- 
dicted from t h e  Don- ~0a 
nan term, so that  other 
effects of opposite sign 
must enter  in. The mi- 
nimum of the curve is a 
found to lie not at 
Z 2 - - o ,  but always at 
positive values of Z 2. 
Moreover, as the ionic 
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Fig .  3. Values of H c , / I :  as a Func t i on  of c2, for  Bov ine  Serum 
Albumin  w i t h  a n e t  P ro ton  cha rge  o i  + 25, a t  Seve ra l  D i f f e r en t  

Concen t r a t ions  of Sod ium Chlor ide ,  

strength of the sodium chloride increases, the minimum shifts pro- 
gressively over  to the left in Fig. 4- I t  must  be noted that  Z 2 is cal- 
culated only in terms of the .protons bound to or removed from the 
isoionic albumin molecule, and takes no account of the binding of other 
ions. I f  it is assumed that  chloride ions are also bound, the progressive 
shift of  the minimum with increasing ionic strength is readily inter- 
pretable. There is now a large mass of evidence from quite independent 
measurements that  chloride ions are bound by serum albumin; other  
ions such as thiocyanate are even more strongly bound. The best 
quanti tat ive evidence for such binding is probably that  given by SCAT- 
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CHARD, SCHEZNB~RC and ARMSTRONC, (1950). They have described their 
data in terms of the assumption that an albumin molecule contains 
40 sites capable of binding C1- or CNS- ions; lo of these are assumed 
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Fig. 4. Slope Factors for Bovine Serum Albumin, in So- 

to be all alike, eachwith an in- 
trinsic association constant (K) 
of 44 for CI-, or looo for CNS-; 
the other 3 ~ bind much more 
weakly, with K values of 1.1 
for CI-, and 25 for CNS-. These 
intrinsic binding constants 
must be corrected for electro- 
static effects arising from the 
variable net charge on the pro- 
tein; SCATCHARD, SCHEINBERG 

and ARMSTRONG found that 
they could b e  described by a 
simple spherical model for the 
albumin ion, using the DEBYE- 
HOCKEL theory. Taking their 
values for chloride binding at 
different ionic strengths, we 
may calculate a new quantity,  
the total net charge on the 
albumin, denoted as Z.~, which 
is equal to Z 2 - -  ~, where ~; is 
the number of chloride ions 
bound per mole of albumin 
When the slopes are plotted 
against Z~ as in the upper sec- 
tion of Fig. 4, the minima in 
the different curves are all 
brought nearly into coinciden- 
ce and they lie very nearly at 
Z~ ~---o. Conversely we could 
have used the displacements 
of the minima in the curves of 

dium Chloride Solutions at fourdifferezt Ionic Strengths, the lower section of Fig. 4 a s  a 
as a Function of the Proton Net Charge (Z~, lower dia- 
gram) and of the total net charge (Z.*, upper diagram), m e a s u r e  of the number of chlo- 

ride ions bound. Much greater 
shifts are found in thiocyanate than in chloride solutions, and here again 
the light scattering data give results in accord with the calculated number 
of ions bound by the protein, as deduced from the entirely independent 
measurements of SGATGHARD, SCHEINB]~RG and ARI~ISTRONG. Thus, light 
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scattering measurements are a useful tool for the study of specific ion 
binding by proteins. Studies on calcium chloride solutions indicated 
considerable binding of calcium by serum albumin, especially at negative 
Z 2 values, such as are found in the physiological pit range 1. 

Kinetics of Dimer Formation in Reaction of Serum Albumin with 
Mercurials. 

I t  was shown by HUGHES (1947) that human serum albumin is largely 
composed of a fraction which he has termed mercaptalbumin (HUGHES, 
1950). This was readily crystallized with mercuric chloride, the crystals 
containing one atom of mercury to two molecules of albumin. Ultra- 
centrifuge studies on solutions of this mercury derivative showed the 
presence of large amounts of a fast component of sedimentation constant 
s2o = 6. 7 S, in a d d i t i o n t o  the no rma l  albumin (4.3 S). The work of 
HUGHES appears to have established clearly that  the heavy component 
is a dimer, composed of two molecules of serum albumin linked by a 
mercury atom, and that the reactive group in the protein is a sulfhydryl 
group. The kinetics of the reaction have been studied in detail in our 
laboratory by light scattering measurements, although only preliminary 
reports have so far appeared (LoNTIE, MORRISON, EDELHOCI-I and EDSALL, 
1948; HUGHES, STRAESSLE, EDELHOCtt and EDSALL; 1950 ). If we write 
the albumin with its sulfhydryl group as Alb-SH, then the sequence of 
reactions may be written as follows. 

hi " Alb-S-HgC1 + H + + C1- I Alb-SH + HgCI 2 ~'-k-1 

Alb--S-HgC1 + Alb-SH ~ Alb -S-Hg-SAlb  + H+ + C1- II  
-2 

A l b - S - H g - S A l b  + I-IgC12 ~ 2 AlbS-YIgC1 II I  

The results obtained hitherto on these reactions have been briefly 
summarized by HUGHES, STRAESSLE, EDELHOCH and EDSALL (1950). 

From measurements of light scattering under various conditions it 
is inferred that ,  

k l > >  /~-1 and h a > > k  2 

k 2 and k_~ are of the same order of magnitude. Reaction II  is thus 
the rate-controlling step. Reaction I I I  is too rapid to measure, being 
essentially complete in less than a minute at room temperature. 

Measurements at  three different temperatures indicated that the 
rate of reaction II  is somewhat more than doubled by a lo  ~ rise of 

x An interesting theoretical treatment of light scattering in solutions of 
charged macromolecules has recently been given by J. J. HERMANS (195o). 
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temperature;  thus there is no indication of an unusually high energy 
of ac t iva t ion ,  

Viscosity measurements show that Alb-S-I-Ig-S-Alb is more asym- 
metric than Alb-SI-I, but shorter than 2 moles of Alb-SI-t joined end to 
end. This suggests that the two albumin molecules must be approximate- 
ly in juxtaposition over a considerable area, involving a face of each 
monomer molecule of which the sulfhydryl group forms a part. Since 
reaction I I I  is rapid, the mercury linkage must be readily accessible to 
small ions and molecules in the solvent, rather than being completely 
shielded by other portions of the protein. Added halide ions, or SI-I 
compounds, displace reaction II  to the left, the effect being in the order 
RSI-t > I -  > Br-  > CI-. Silver ion appears to compete with mercury 
for the SIt  group; all other metallic ions tested were without effect. 
Other mercury derivatives are now being studied in this reaction. 

I t  seems plain that many association and dissociation reactions in 
protein solutions can be studied by light scattering more conveniently 
than by any other available method. Measurements can be made rapidly 
and at frequent intervals so that a hundred or more measurements 
may be made if desired in the time that would be required for a single 
sedimentation run in the ultracentrifuge, eSTER (1947) has given an 
interesting discussion of the uses of light scattering measurements 
in certain types Of aggregating or dissociating systems of colloidal 
particles. 

Sca t te r ing  f rom Par t ic les  no t  Small  

Compared to the Wave  Leng th .  
Up to this point it has been assumed that the scattering from a 

particle can be adequately represented by that from a single dipole. If 
the molecule is small enough, relative to the wave length of the incident 
light, there is no difficulty in this assumption. However, when the largest 
dimension of the particle becomes greater than about one-tenth to one- 
fifteenth the wave length, the phase and amplitude of the incident wave 
will be appreciably different in different parts of the particle at any one 
instant of time. These phase differences give rise to interference between 
the scattered waves originating in different parts of the particle and lead 
to an overall decrease in scattered intensity. The magnitude of the inter- 
ference varies with ~9, being greater for backward scattering than foI 
forward scattering. Thus, for a large particle, we may expect the scattered 
intensity to be greatest at z9 ~-~ o and to decrease at larger angles in a 
manner determined by the particle size, shape and refractive index and 
by the wave length of the incident light. The diagram in Fig. 5 aids in 
visualizing the fundamental features of the situation and shows how the 
phase difference for light scattered from two points within the molecule 
varies with angle. 
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Scattering from Isotropic Spheres of Arbitrary Size and Refractive Index. 

The general problem, for scattering from isotropic spheres of any 
radius and refractive index has been solved by MIE (19o8); important  
contributions were also made by 
DEBYE (~909) and by RAYLEIGH 
091o). BLUMER ('925, 1926 ) ob- 
tained numerical solutions for 
many particular cases, using MIE'S 
general equations. LAMER and 
SINCLAIR (1943) have given an 
extended tabulation of scattered 
intensities for spheres having va- 
rious values of m and a L The 

in/e,",q/'~ee ia/e/'fe,,'ea~ 
Fig .  5. Sca t t e r ing  from a large par t ic le .  [FROM 

ZIMM, S T E I N  and D O T Y  (r945)-] 

computations themselves were carried out by Dr. ARNOLD LOWAN Of 
the National Bureau of Standards. The parameter m is the relative 
refractive index and a = 2z~r/2 where r is the radius of the sphere and 
Z is the wave length of the light 100t 
in the medium surrounding the 
particle. 

The scattering diagram for a 
sphere with a ----- 2. 5 and m = 1.33 
is shown in Fig. 6. Such a sys- 
tem corresponds, for instance, r 
to spherical drops of water in 
air, the drops having a radius r 
of zl  7 m/z if the wave length of I 
the light in vacuo is 546 m/z. P-~O] 
The function P(O) represents in 
generalthe intensity distribution 10 
for an isolated particle of arbi- 
trary size and shape. I t  gives 
(on a relative scale normalized 
to unity at ~9 = o) the scattered 
intensity of the vertical com- 
ponent in unpolarized incident 1~ 
light (V~ ~) or equally well the 
sum of both components in the 
scattered light with vertically 

~ ~o 

Fig ,  6. Sca t te r ing  d i ag ram for a sphere (Mie theory) 
~,n = 1.33j a = 2. 5, 

polarized incident light (Ro,,,) since R o v-~ 2 Vow. The type of plot 
used here has proved to be advantageous for many cases. Of course, 

x The use of the symbol a to denote 2 z~r[2 should not be confused with 
the symbols no, a1, az, a3 employed earlier to denote molecular polarizabilities. 
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in instances where the range of intensities is sufficiently small, the reci- 
procal relative intensities can be plotted on a linear instead of a lo- 
garithmic scale. A polar plot of intensities has been used extensively in 
the literature on Mm theory and may be helpful occasionally. 

The scattering diagram for a spherical particle considerably smaller 
than the one represented in Fig. 6, would be given by a continuously 
rising curve with no intensity minimum or for a much larger sphere by 
one with a series of maxima and minima. I t  may be noted qualitatively 
that  an increase in either m or cr shifts the first minimum to lower values 
of v ~ and increases the total number of intensity minima. 

The calculations based on MIE theory have been verified experi- 
mentally by LAMER and his collaborators (1946, 1947, 1949)1 using 
monodisperse sulfur hydrosols and also monodisperse aerosols as ex: 
perimental objects. Sulfur sols made by the acidification of sodium 
thiosulfate solutions have been known to colloid chemists for a long 
while. As ordinarily prepared the sols are polydisperse and show only 
bluish or white scattering. By a careful control of  conditions, ho- 
wever, LAMER has been able to make very nearly monodisperse sols 
over a wide range of sizes. Apparently RAY (J921) first noted the 
presence of colored bands in the angular scattering of white light from 
such sols. These colored bands (termed "orders" by LAMER) result from. 
the interference effects already discussed. Obviously for a sphere of given 
size the intensity minima for different wave lengths must occur at 
different values of ~9; where, for examp'e, the ratio of red scattered 
light to green scattered light is a maximum, there a red band or order 
Will appear. For sulfur sols of the proper particle size as many as nine 
distinct orders have been observed. 

In applying the MIE theory to an experimental problem several 
approaches may be followed. 

The most satisfactory procedure would be to fit a theoretical intensity 
curve to the experimental data. This unfortunately usually entails a 
prohibitive amount  of labor in performing calculations unless the proper 
curve can be found in the existing tabulations. Usually some method 
of interpolation between the values already calculated is sufficiently 
accurate and involves relatively little labor. 

VAN DE ~IULsT (1946) and SINCLAIR and LAMER (1949) have given 
curves which permit interpolation between different values of a to obtain, 
E, the ratio of the scattering cross section to the geometric cross section, 
i. e., the ratio of the energy lost by the incident wave to the energy of 
the beam that is geometrically obstructed. (This ratio is denoted as K s 
by SINCLAIR and LAMER. See also LAMER and BAR~ES, 2947). The 

x See LAMER and  BARN:ES (1946), JOHNSON and  LAMER 1947, and  SINCLAIR 
a n d  LAMER (X949)- 



Light Scattering in Solutions of Proteins. 3~ 

geometric obstruction presented by a sphere is, of course, ~r 2. The ratio, 
E, (supposing that  the refractive index of the particle is known) allows 
determination of both size and concentration from transmission data. 
One could apply the method as follows. The turbidity 7, can be written 

= E z~r2 N (50) 

as N, the number  of particles per cc. approaches zero. By measuring v 
as a function of wave length and plotting v versus 1/a one can compare 
the experimental  curve with a plot of E as a function of a. Since the 
maxima in both curves occur at  the same value of ~, the value of r is 
readily determined. Once r is known, an absolute turbidity measurement 
suffices to find N from equation (5o). Fig. 7 shows E as a function of 
a for several values of m. The values for ~n = 1.33 and a = 8 and 12 
were taken from STRATTON and HOUGHTON (1931). The remaining values 
are from LAMER and SINCLAIR, (1943). 

6" 

0 1 2 3 4/ 5" 6 7 g $ 1~ I~ /2 

Fig.  7. Sca t te r ing  from spheres h a v i n g  va r ious  values  of ~n and a. The value 
of E approaches 2 for large a. 

I t  is sometimes convenient to make use of the angular intensity 
distribution. We have already mentioned the occurrence of "orders" 
in the scattered light with white incident light. The location of these 
orders has been employed extensively by LAMER to find particle size. 
The position of "orders" can be calculated from MIE theory for various 
values of m and r162 The sharpness of the "orders" may  be used as a 
meastlre of polydispersity for systems which are nearly monodisperse 
(KERKER and LAMER, 195o ). KENYON and LAMER (1949) have modified 
this appoach by measuring the angular distribution of intensity at two 
wave lengths (monochromatic light) and from these data calculating the 
positions of the "orders".  By comparison with order positions calculated 
from MIE theory for the same two wave lengths one may then find the 
particle size. 

Interpreta t ion of the -P(v ~) curve itself is very convenient and has 
been applied by DANDLIKER (1950) to a latex of polystyrene which 

Fortschr ,  chem. Forsch. ,  Bd. 2. 3 
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consists of uniform spheres about 2600 I .  in diameter (electron microscopy 
by WILLIA2aS and BACI<US, 1949). The measurement consists in locating 
the angular position of minimum intensity in monochromatic light and 
is discussed more extensively in a succeeding section. 

The particle size of spheres may be easily related also to absolute 
intensities. Methods of interpolation have been used between different 
values of either m or a, by DAlVI)LIKER (ibid.). Fig. 8 shows how the 
intensity function i~ at # = o changes with m and a. The function i~ 
is proportional to the vertical component in the scattered light with 
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F i g .  8. The relation between forward scattering and 
size for different  refract ive indices. 

unpolarized incident light and 
is to be found in the tables of 
BLUMER and of LAMER and 
SINCLAIR. It  is related to the 
scattered intensity by the equa- 
tion 

N A ~ . . 
Vo,, ,--  ~ (~1) �9 (5 I) 

The value of i x at ~9 ~---o has 
been written as i0, v I t  may be 
noted that  the function q which 
is proportional to the horizon- 
tal component in the scattered 
light (unpolarized incident 
light) could be discussed in a 
similar fashion. 

In the limiting case for small 
spheres the ratio of io,l[a* ap- 
proaches [(m ~ -  1)/(m 2 -]- 2)] ~ 
If we define ~v as 

- -  (52) 
we have a quanti ty which tells us how a large sphere of arbi trary m 
differs from a small particle in its scattered intensity at t9 ~ o. Particle 
size can be calculated from the equation 

2 [vo, u ] 9~2M [ m ~ - - l ~  
9 L c j ~ . ~ , - - a * N o d . ~ , ~ ]  (53) 

where  c is the concentration, 2 the wave length in the medium, d the 
density of the particles and N o Avogadro's number. 

For values of a not greater than about 2. 5 the depolarization at 9 ~176 
(Hg~,JVgo,.) is a single-valued function of a and may be used to deter- 
mine the particle size (SINCLAIR and LAMER, 1949). Since /u is related 
to Ho, . by the same factor that re la tes / ,  to Vo, 1, the depolarization 
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ratio is found from the tables by taking is/i v at a given value of zg. 
Graphical interpolations are readily made between the calculated val- 
ues KERI,:ER and LAMER (195 o) have studied the effects of polydis- 
persity on the depolarization. 

Scattering from Particles of Various Shapes, When the Relative Refractive 
Index is Near Unily. 

Calculations similar to those of Mm have not been made for non- 
spherical particles because of mathematical difficulties. However, the 
mathematical problem for large particles of spherical or other shape is 
greatly simplified if the refractive index of the particle is nearly equal 
to that of the medium (m ~. 1). In this case, the incident wave undergoes 
no appreciable change in either phase or amplitude as it traverses a 
particle so that the phage and amplitude of the induced dipoles and 
higher multipoles are readily determined. I t  is of particular importance 
that for exactly forward scattering, i. e., z9-----o, there is no phase differ- 
ence between the scattered fields coming from different parts of the 
particle and, therefore, of course, no interference. This leads to the im- 
portant conclusion that  equation (1) remains valid at v~ ~ o  even forlarge 
particles. I t  may be rewritten in the more nearly general forms 

e J r --->-o 

The factor K --  4~2n2(an/0c)~ where n is the refractive index of the 
~.~N0 

solvent, (an/at) the refractive index increment and 2 o the wave length 
in vaeuo 1 

Applied to the turbidity, z, equation (54) becomes 

-2 = ~ K M  (1 +cos~v  ~) sin v~P(O)dO. (55) 
c--+o 0 

The integral may be evaluated graphically from experimental data. If 
-P(~) = I then the integral is 8/3 and equation (55) is reduced to equation 
(18). The general condition for validity of this simplified theory is, for 
spheres, that 2~x (m- I)<< I (VA~ DE HULST, 1946 ). Analogous 

z The use of the  las t  equa l i ty  sign in equat ion  54 implies a special fo lm of 
relat ion between the  specific ref rac t ive  index inc rement  of t he  solute, on t h e  
one hand,  and the  ref rac t ive  indices of t he  pure  solvent  and p u r e  solute,  on 
the  other .  HEELER (1945) has  der ived the  re la t ion involved, and has  shown 
t h a t  in general it  is not  exac t ly  valid for  sys tems  in which a direct  t e s t  can be 
aplied. In prote in  sys tems the  di rect  t e s t  has not  been applied; the  re f rac t ive  
index of a pure anhydrous  prote in  has  never,  to  our knowledge , been measured,  
a l though in t he  blue-green region of t h e  spec t rum it  must  be fair ly  close to  ~.6o. 
For f u r t he r  d i scuss ion  see D o r y  and EDSALL (1950)." 

3* 



~6 JoHN T, EDSALL and WALTER B. DANDLIKER: 

conditions defining a negligibly small phase shift in the incident wave 
may be expected to apply to other geometric shapes. For  proteins in 
water (m m 1.75 to 1.2o) a theory based on the above assumptions will 
be a reasonable approximation for many cases. 

By a slight modification of the treatment given in SCHUSTER and 
NICHOLSON (1928) one can obtain the following expression for theinten- 
sity of  forward scattering applicable at  zero concentration to particles 
of arbitrary size aud refractive index whenever He, , /Vo, ~=: o 

Re. (55a1 

For all ordinary cases (e. g. a protein with a molecular weight of a few 
million or less) the second term i n the bracket is negligible compared to 
the first and the equation reduces to equation (54)- In general, however, 
for large refracting particles the second term cannot be neglected. 
Physically, the first term gives the intensity scattered in phase with the 
incident wave, while the second term gives the component scattered 
with a phase difference of 9 ~ to the incident wave. Thus a negligible 
phase shift means that the second term can be ignored. We are indebted 
to Professor BRUNO H. ZI1V~M for pointing these relations out to us. 

Equations (54) and (55) neglect the effects of depolarization which 
if appreciable must be allowed for. If  the depolarization is due to an- 
isotropy alone then the corrections discussed in a previous section can 
be applied. However, additional contributions to the depolarization arise 
from the effects of size alone, so that  the use of the CABANNES factor 
for a large refracting particle would result in an overcorrection. For a 
discussion of these complications, see ZIM~I, STEIN and DOTY (1945) and 
LOTMAR (1938 a, b). DOTY(1948 ) has given a helpful general discussion. 

Since internal interference is important  only when the ratio of particle 
size to wave length becomes appreciable, it is evident that the inter- 
ference effects will be negligible at sufficiently long wave lengths. As 
we have seen, both the scattered intensity and the turbidity_ are pro- 
portional to 1/k 4 for small particles. If measurements can be made over 
a range of wave lengths into a region where the inverse fourth power 
law is obeyed, then equation (18) becomes applicable, and the problem 
can be treated as one of small particle scattering. I t  is important  to note 
that in general both n and On~at are functions of k and that  corrections 
must be applied to these factors in interpreting wave length dependence. 
PERLMANN and LONGSWORTI-I (1948) have  reported data on the dis- 
persion of several protein preparations. 

This approach has been applied by eSTER (1946) in measuring the 
size of P R  8 influenza virus and also bushy stunt virus. Transmission 
measurements were made at a series of wave lengths and z plotted as 
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a function of 1/)L 4. From the limiting slope (extrapolated to infinite A) 
~V/ was found to be 322 �9 1o 6 for influenza virus and 9.o-IO 6 for bushy 

stunt.  These values agree well with estimates by electron microscopy 
and by sedimentation and diffusion. 

I t  should be possible to interpret  wave length dependence data also 
in regions where P(~9) is different from unity by using equations (54) 
or (55). This has been done by  comparison of experimental  data with 
theoretical curves constructed on the basis of an assumed model, by DOTY 
and STEINER (1950). 

Interference Functions for Specific Geometric Shapes:Sphere, Ellipsoid, 
Random Coil and Thin Rod. 

The problem of finding the intensities scattered from a large rigid 
particle at angles other than zero is formally similar to that dealing with 
scattering of X-rays  by atoms since, in this case, m is very near unity 
for all substances. The general solution obtained by DEBYE (1915) and 
by THOMSON (1916) for this problem may  be given in the form 

P(~9) ~--- ~ " ~  sin ~ s Qj, ] 
~ _ ~  ~ ~,~ ~ , j  ( 56 )  

i i 

which gives the intensity distribution from an assembly of point scatte- 
rers held at fixed distances ~,  i from one another,  x stands for 2 :~/~ 
and s for 2 sin z9/2. Now to evaluate P(zg) for a specific geometric shape 
reduces to the problem of determining the distribution function which 
will give the 0i, j 's and then carrying out the summation. 

Applied to spheres equation (56) gives (RAYLEIGI-I, 1914, DEBYE, 

1947), 
9 (sin - -  y cosy)2 (57) P(o) = ~e y 

. s m  - (5  8)  y-~-s0r = A z 

where D is the diameter  of the sphere. This function has a series of mini- 
ma at y -~- tan y and these can he located easily by plotting y versus 
tan y. Numerical values are given by VAN DE KULST (1946). Since the 
first minimum occurs at y = 4-4934, we see that  very roughly the minima 
will be separated by intervals of ~ on the y scale. Let us consider now 
the angular positions of minimum intensity 19mi . for different values of 0r 
Since zgmi . is dependent on y alone we may  write 

t~Jain 
- -  = k / a  (59) sin z 

where k is a constant for a given order of interference. This equation 
hold~ fairly well for values of m even as high as 1.33, but in these cases 
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k will be a function of m also but, of course, can be evaluated from the 
tables for MIE theory, Equation (57) may be expanded for small values 
of y to give 

P ~  = a + Y~/5 + 4 Y4/175 + 47 Ye/23625 + ' " .  (60) 
The corresponding problem for an assembly of randomly oriented 

ellipsoids is somewhat more difficult and no simple closed expression 
has been found for P(O). For discussions see GUINIER (~939) and ROESS 
and SHm.L (1947). The first three terms of the solution have been derived 
by DEBYE (personal communication) as 

where a, b and c are the semi-axes of the ellipsoid. 
Since this manuscript was written DEBYE (personal communication) 

has derived a formula for P (0) which applies to a system of ellipsoids 
of revolution, with the ellipsoid axes distributed at random. Mathe- 
matically it is equivalent to a formula given by RoEss and SHULL (1947) 
which involves the use of hypergeometric functions. Debye's formula 
appears more readily adaptable to numerical computation. If the ellip- 
soid semi-axes are a, a, and c, and if p is defined by the relation, p = 
(c" - -a" ) /a% then the formula is 

.P<v~) = 2 : ( - - 1  )" 3 . 4  r(2~ + 2)(z~ + 5) 2~.( .sa)2~ . . . .  (2n + 6)I 

, = o d ( n _ _ r ) t ( 2 r + l ) - -  I - - ~ 5 - -  1 -}- + 3 - ~ ) ~ -  (61a) 

This equation holds for all values of p from rods (p = oo) to discs 
(p = - i). 

Numerical data derived from (61a) are conveniently represented by 
the procedure of ZI~M (1948b) in which the reciprocal relative intensity, 
p-1 (0) is plotted against (nsa) ~ - -  or, for a specific wavelength and a 
paticular molecule, against sin ~ (0/2). For prolate ellipsoids of axial 
ratio 5.1 (p -~ 25), the limiting slope, dP=" (v~)/d (ma) 2 is 1 87. If the 
axial ratio is lO, the limiting slope is 6.86 ; if the axial ratio is 2o, the slope 
is 26.86. Detailed computations show that the curves so plotted remain 
nearly linear up to fairly high values of (nsa) ~ - -  the higher terms in the 
summation rapidly become large as m a  increases, especially for p values 
of lOO or more, but the net result of summing positive and negative terms 
deviates surprisingly little from the simpler linear relation. 
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Recently formula for P (zg) for structures of various shapes have been 
tabulated by FOORN~T and GmmER (1950). 

The P function for a randomly coiled molecule, of great importance 
to the chemistry of synthetic high polymers, has been derived by Dg~YE 
(1947) and by ZmM, ST~Irr and DOTY (1945). 

~Z 
P ( 0 )  = ~ [e-" - (1 - -  ~)] 

where R 2 is the mean ~o 

square length between 
the terminal segments 
of the coil. The literature 
concerning the use o f  
this equation is very ex- 
tensive. 

For a thin rod, equa- 
tion (56) becomes (NF.u- ~ - -  
GEBAUER, 1943; ZIMM, 

STEIN and DorY, 1945) I 

40 

2 ~ L  . ~ / 
x - -  ~ sln~- (63) 

/ 
where L is the length of 
the rod andSi  is the 2 , t ; / r  
integral sine function 
(JKtlsrI4E and E~mE, 
1945). An expansion of 
this equation (ZIM~, ~,o a 

1948 b) for small values 
of x results in 

P;o',-- ~ + ~Y9 
+ 7 xy2o25 
+ . . . .  . (64) 

For large values of x the 
function approaches 

S n2 Ra sin~ #_ (62) 
U =  �9 3X ~ 2 

/ 
/ 
J r 

g a B 8 
(y~)o,c~; . 

i .I , I_ I .-, 

zg ca 60 80 

Fig ,  9. J n t e r f e r e n c e  func t ions  fo r  par t ic]es  wi th  the r e l a t ive  
refractive i n d e x  u e a r  ~mity. JSee ~ q u a t i o o s  57, 6= a~d  63,) 

y ~ (2 ~ D / g ) s i n  0 / 2  (sphere};  
u = (8 a t Ra/3~. t) sin* 0 /2  (Random, Coil); 
x = (2 ~L/*i)sin 8 /2  (Thin Rod}. 

2 2 .  l + ~ s i n l x  (65) ~ ' +  ~ - +  ~,~ 

as a limit. In Fig. 9, P-~ (O) is plotted as a function of the appro- 
priate variable for spheres, rods, and random coils 

�9 S tud ies  on Large Protein Molecules. 
The rod equation has been applied to protein solutions in several 

instances. Studies  on tobacco mosaic virus have  been reported by OST~X, 
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DOTu and ZIMM (1947). These workers measured the turbidity by trans- 
mission and characterized the angular dependence by dissymmetry 
measurements. The dissymmetry is the ratio of the intensities scattered 
at two angles equidistant from 9 o~ the intensity at the smaller value 
of ~9 being made the numerator. By applying equations (63) and (55) 
to the dissymmetry and turbidity, both L and M can be found. The 
light scattering results (M ----- 4o-lo6; L ----- 27oo A.) were compared with 
those from electron microscopy and viscosity on the same sample; all 
were in excellent agreement. 

Dissymmetry measurements have been made on an actomyosin 
preparation by JORDAN and OSTER (]948). The results were interpreted 
as indicating that the actomyosin particle becomes more highly coiled 
in the presence of adenosine triphosphate. 

Light scattering investigations have been made also on a rod-like 
particle from human red cells (DANDLiKER, MOSKOWlTZ, ZIMM and CAL- 
VIN, 1950 ), and on a pathological human serum globulin 1 (]~DSALL and 
DANDLIKER, 1950 ). In both of these cases complete angular dependence 
curves between about 2o ~ and 144 ~ were determined. Values of the sedi- 
mentat ion constant calculated from light scattering agreed fairly well 
with those obtained in the ultracentrifuge. Neither of these protein 
preparations was monodisperse, and thus the results do not constitute 
a good test of equation (63). 

In the case of the pathological globulin the angular dependence data 
could be accounted for equally well by thin rods 563 A. long or by 
spheres 414 X. in diameter. A sphere of this size would have a molecular 
weight of about 3 ~ lO 6 whereas the actual molecular weight (equation 
(54) is 1.16" lo ~. These considerations, of course, exclude the spherical 
model. 

Recently MOMMAERTS has studied the light scattering of purified 
myosin solutions. These were prepared by MOMMAERT5 and PARRISH 

(195o), and were homogeneous in the ultracentrifuge. The molecular 
weight from light scattering was about 850, ooo, in very close agreement 
with the measurements of PORTZEHL (1950) in H. H. WEBER'S laboratory 
at Ttibingen, which gave 858,000 from sedimentation and diffusion, and 
84o,ooo by osmotic pressure. The length of the molecule obtained from 
angular dissymmetry measurements by MOM~AERTS (1950) was about 
15oo A, while PORTZEHL obtained a greater length, 2o00--2400 A. The 
explanation of this discrepancy is not yet  clear. 

1 This  p ro te in  was  ob ta ined  by  Dr. A. S. MC]~'A~LANE f rom a p a t i e n t  whose  
normal  globulin p roduc t ion  was  directed to t h e  p roduc t ion  of a pa tho log ica l  
globulin which raised t he  blood v i scos i ty  to th ree  t imes  ti le no rma l  value .  T h e  
s e r u m  concen t r a t ion  of th i s  globulin was abou t  fonr  t ime s  t h e  a lbumin  con- 
cen t ra t ion .  
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PORTZEttL, SCHRAMM and WEBER (1950) have ~tudied the turbidity 
of actomyosin, and found it  to be greater than that of myosin (L-Myosin 
in their terminology) by a factor of nearly xo. The turbidity of actomyo- 
sin solutions at a given concentration was also found by MOMMAERTS to 
be much higher than for myosin; and the actomyosin solutions showed 
much greater angular dissymmetry of scattering. The effect of ATP on 
dissymmetry was found by MOMMAERTS to be variable, but it always 
reduced the total turbidity in agreement with the concept that ATP 
dissociates the actomyosin into actin and myosin. 

P o l y d i s p e r s i t y .  

We shall now consider the effects of polydispersity on the inter- 
pretation of light scattering measurements on solutions of large mole- 
cules. If a solution contains particles having differing weights and shapes, 
but all scattering independently, then the observed intensity is simply 
the sum of all the individual intensities: 

Ro,  ~ ----- K X ci Mi Pi  (v~) . (66) 

Usually the only easily measurable quantities are Ro.  v and the total 
concentration c = ,Uci so that as actually applied the relation becomes 

Ro,  ~ -~ K c M P(O) (67) 

where P(0) is just the experimental curve. These two equations define 
the weight average value of M (equation 2o). 

Similarly, if we apply equations (60), (6 )  or (64) to the limiting slope 
of p- l (#)  plotted against sin 2 0/2 we will obtain an average valueofsome 
characteristic molecular dimension. The nature of this average is dis- 
cussed by Z I ~ t  (1948 b) for the case of randomly coiled molecules. For 
the case of rods, which is thoroughly similar to that of random coils, it 

is easily shown that the average length, L, obtained is 

X c i M i L  } 
-L2 i 

- -  ~ .  ( 6 8 )  
~' a i 

i 

Since the weighting factor, ciMi, is the same as that in the expression 

for the Z-average molecular weight, we see that L 2 is the Z-average of 
the square of the rod length t. If we assume that all the particles have 

1 The Z-average molecular weight for a polydispersed system is defined by 
the relation 

- -  2 / m  i M ~  X ci  M 2 
M z _ _  - -  

X mi M~ --  Z c i M i  

Compare the definitions of M---n and M--~ in equations 19 and 2o respectively. 
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a uniform cross section then the molecular weight is proportional to 
the rod length and we can write equation (68) as 

27 c~ M~ 
~ 2  _ (69) 

c i Mi  

where M is the average molecular weight obtained from the average 

lenght, L, and the molecular cross section. By introducing a molecular 

size distribution function we call find how this M compares with the 
more usual average values of M. A convenient function for this purpose 
used by ZmM (2948 b) is 

o o  

y'.~-I M z e-- YM d M  " ff(M) d M  = 1 (7 0) f ( M )  ~ M  = z---V 
0 

where f ( M ) d M  is the weight fraction of material of molecular weight M 
in the range dM. Y and Z are adjustable parameters. The curve has a 
single maximum at M - - - Z / Y  = M . ,  the number average molecular 
weight. For large Z the system approaches monodispersity. The points 

of inflection occur at M ---- (Z • ] /Z)/Y.  Combining equations (69) and 
(7 ~ ) we obtain 

~ _ ( z  + 3) ( z  + 2) 
y,  (71) 

The weight average(equations 2o) for this same distribution is(Z+ ~) /Y  
so that 

~ 2  _ ( z  + s) ( z  + 2) 
M'., (Z + 1)~ ' (72) 

showing that M ~ M~. The effect of polydispersity on the sharpness 
of orders in the Tyndall spectra has been discussed by JOHNSON and 
LAMER (1947) and by KEn~ER and LAMER (195o}. Analytical treatments 
of the problem for spheres have been given by ROESS and SvlVLL (Z947) 
and by DANDLIKER (t950). 

Effects of Intermolecular Interaction in Systems of Particles of 
Large Effective Volume. 

We have previously considered the effects of net charge and of ionic 
strength on the slopes of the Hcz/z  curves for proteins when plotted as 
a function of q. However, the discussion was limited to cases where the 
fluctuation theory, as developed by EINSTEIN, might be expected to 
apply; that is to solutions of ionic strength o.oo 3 or greater, when the 
net proton charge (Z~) on the protein molecule is between +25 and --25 
(for serum albumin}. Under such conditions EINSTEIN'S assumption 
that the fluctuations in neighboring volume elements are independent 
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should still be approximately fulfilled. However, if the charge on the 
protein molecule is still further increased, and the ionic strength reduced 
to extremely low values, the repulsive forces between the prot-~in ions 
become so great that the fluctuations are probably no longer independent. 
Studies of certain proteins and polyelectrolytes under such conditions 
have been undertaken by DOTY and STEINER (1949). In dilute solutions 
of serum albumin at Z~ values near + 5 o  (PH 3 .1 to 3"3) and with only 
enough other ions present to balance the charge on the protein, they 
observed a previously unrecognized phenomenon of "negative dissym- 
metry"  of scattering; that  is, the intensity of backward scattering 
was greater than that in the forward direction. Thus under these cir- 
cumstances a solution containing 0.o0172 g. albumin per cc. gave 
R45o,~/Rl~5o ~ = 0.835. When the protein concentration was twice as 
great as this, however, the ratio of the two R values rose to 0.935, and 
at c 2 = o.oo 7 g./cc, it was unity. DOTY and STEINER interpreted their 
findings on the assumption that the effective distance of closest approach 
between the albumin molecules was much greater than the diameter of 
the actual molecules, because of the electrostatic repulsions. As an 
approach to a theoretical analysis of the data, they used a treatment 
analogous to that of DEBYE (1927) for intensity of X-ray scattering from 
gases, giving the equation 

Here k~ t is the excluded volume - -  the effective volume of the albumin 
molecules determined by their distance of closest approach; V is the 
total volume of the solution (~ttlV must lie between zero and unity), and 
d is the distance of closest approach. The function ~b(X) is given by 
�9 (X) = 3 X-~ (sin X - -  X cos X). In serum albumin - -  with dimensions 
approximately 15o by 38 A (ONCLEY, SCATCHARD and BROWN, 1947) - -  
P(tg) in equation (73) may be set equal to unity. Since k~ t increases with 
c, the equation predicts a rapid fall of R,~ ,/c 2 with increase of c 2 in very 
dilute solutions, and also a greater value for R135, v than for R4~,~. Both 
these effects were actually observed. The values of d, the distance of 
closest approach, which had to be assumed to account for the magnitude 
of the observed effects, were of the order of 45o--5oo • for c 2 - -  .ooo 5 
and of 23o A for c~ = .oo2 g./cc. Thus the "distance of closest approach" 
is not a rigidly defined quantity,  but is very sensitive to the protein 
concentration and to the concentration of.counter-ions needed to balance 
the charge on the protein. The negative dissymmetry of scattering 
vanished on addition of salt (approximately o.o02 M) or on diminishing 

t h e  net charge on the protein. 
In a series of later experiments the concentration of counter-ions 

was kept constant by diluting the protein with a sodium chloride solution 
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of the same chloride ion concentration as that  in the protein solution; 
the PH of the sodium chloride solution being first adjusted to the same 
value as that  of the protein solution, so that  the charge on the protein 
ion remains constant  on mixing (DoTY and STEINER, unpublished 
studies; see also the review by DOTY and ]~DSALL, 195o ). Under these 
circumstances, the form of the curve for Hc~/v (orKc2/Rgo) as a function 
of c 2 was essentially that  which would be calculated on the assumption 
tha t  the protein molecules are like hard spheres, with effective diameters 
determined by the electrostatic repulsions between them. At constant 
counter-ion concentrations, these diameters were practically independent 
of protein concentration. 

Thus in this case intermolecular interference, like the intramolecular 
interference considered in the preceding section, diminished total inten- 
sity of scattered light; but  unlike the lat ter  it gave rise to a greater 
intensity of backward than of forward scattering. In systems of large 
molecules both intramolecular and intermolecular effects must be con- 
sidered. OSTER, DOTY and ZIMM (1947) found the dissymmetry ratio 
Rae,5o/R187,~o for tobacco mosaic virus, which was 1.94 at infinite dilu- 
tion (~0-- 546o _h), to diminish rapidly with increasing virus concen- 
tration, especially if the ionic strength was very low. OSTER (1948) 
studied the variation of d issymmetry  with concentration of the spherical 
influenza virus (strain P R  8) in water. He inferred (OsTER, 1950 a, b) 
an effective diameter  of 4520 A, although the actual diameter, from the 
dissymmetry at infinite dilution, was 128o A. Further  considerations 
regarding molecular distributions in liquids, and their effect on scattering, 
are given by OSTER (', 95 ~ a, b). 

ZIMM (1948 a) has carried out a theoretical investigation of the form 
of the concentration dependence of scattering to be expected from a 
dilute solution. The most important  assumption made in the derivation 
is that  when neighboring particles interact they do so at  only one point 
at a time. Also the theory is not rigorous when either M or the second 
virial coefficient is too large. 

The outstanding results of ZIMM'S analysis are two-fold. First, the 
theory predicts that  the initial slope (as c - +  o) of the c/R~ ~ versus c 
curve is independent of ~9. Second, the ratio of c /Re  ~ should be a linear 
function of c at low concentrations. Moreover these quantities are also 
linear functions of sin 2 (~9/2) at small values of v~ as one may  see from 
equations (6o), (61) and (64). On this basis ZIMM has proposed a bilinear 
method of plotting the experimental  data. T h e  ordinates are made 
c/Ra, ~ and the abscissas sin 2 z9/2 q- k'c where k '  is an arbi trary constant 
(e. g. k '  = loo, 2, 2/2 etc.) chosen for convenience. Lines are then drawn 
through points of the same value of sin ~ vq/2 to extrapolate to infinite 
dilution. In  the resulting plot the limiting slope of P-~ (v q) at  v q = o 
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determines some characteristic dimension of the particle. For example, 
inspection of equation (64) shows that thelimiting slope equals 4~L2/9~.2 
so that the rod length can be found. This method of extrapolation has 
been used for a rod shaped protein particle by DAlqDLIKER, I~fOSKOWlTZ, 
ZIMM and CALVIN (1950). 

Experimental Methods. 
We shall not a t tempt  here to describe all details of experimental 

procedure, but only to indicate some of the major points, and to refer 
to a few of the most recent and most important  papers. 

Clarification of Liquids. 
I t  is a prime condition for any satisfactory light scattering measure- 

ment that the liquid studied should be clear and free from dust particles 
Pure volatile liquids can be repeatedly distilled without boiling, in a 
sealed all-glass apparatus consisting of a reservoir bulb and an observa- 
tion cell connected by a glass neck. Air can first be removed by pumping 
it off with a vacuum pump before the apparatus is sealed off. The observa- 
tion cell is then cooled and the reservoir gently warmed; the liquid thus 
distills over into the former. The cell is then tilted, so that the liquid 
flows back into the reservoir, carrying most of the dust with it. The 
process is repeated several times until the liquid in the observation cell 
is clear when observed from the side in a strong beam of light. Involatile 
liquids, such as protein solutions, are clarified by filtration through 
carefully washed fine grain filter pads, or "f ine" or "ultrafine" sintered 
glass filters; or by high speed centrifuging at 2o,ooo g or above; or by 
a combination of both procedures. Carefully distilled, dust-free water 
should be used in making up such solutions. Many proteins are easily 
denatured at surfaces, and the denatured molecules readily aggregate; 
hence precautions must be taken to minimize denaturation. When 
successive dilutions of a protein solution are made from one container 
into another, it may be desirable to moisten both the pipette used for 
transfer and the receiving vessel with dust-free water to minimize surface 
denaturation. However, with serum albumin, which is not as readily 
denatured at surfaces as some proteins, this precaution was not found 
necessary in our work. The presence of dust particles in the liquid is 
most readily detected by visual examination of the forward scattered 
light, fairly close to the incident beam. 

Turbidity by Transmission Measurements. 
The most direct method of measuring turbidity is by determination 

of incident and transmitted intensity, using a standard cell of known 
length containing the solution under study, in such an instrument as 
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the BECX.MAN spectrophotometer. I t  must be shown, however, that  all 
the loss in transmitted intensity is due to scattering and none t o  true 
absorption. This is often difficult to prove; measurements at different 
wavelengths, as indicated in the preceding section, are almost essential 
in this connection; if the values vary as the inverse fourth power of the 
wavelength, the evidence is good that  scattering is involved, rather than 
absorption. The angular divergence of the transmitted beam must be as 
small as possible, so that scattered light does not contribute significantly 
to the measured intensity. This direct method for turbidity is only 
applicable when the turbidity is fairly high, so that the ratio Io/I T differs 
from unity by a factor which is large enough to be determined accurately. 
OSTER (1950 C) has made extensive use of direct turbidity measurements 
in the study of interactions in the solutions of tobacco mosaic virus. 
The advantages and limitations of such measurements have been very 
thoroughly treated by DOTY and STEINER (1950). 

Measurements of Reduced Intensity of Scattering. 
The earlier investigators in the field all employed visual or photo- 

graphic methods of measuring the scattered intensity; these are well 
discussed by CABA~,INES (1929) and BHAGAVANTAM (1942); some of the 
more recent techniques of this class are also discussed by MARK (1948) . 
The "visual turbidimeter", and visual apparatus for determination of 
angular dissymmetry,described by STEIN and DOTY (1946) may be cited 
as excellent examples of effective and relatively simple designs of such 
instruments. Nearly all recent instruments employ photoelectric cells 
as light detectors. PUTZEYS and ]3ROSTEAUX (1935) were among the first 
to employ photocells in such studies. The recent development of the 
extremely sensitive photomultiplier tubes has marked a major advance 
in light scattering technique; it is now possible to work even with very 
dilute protein solutions and still obtain results of satisfactory accuracy. 
Also a very narrow beam of incident light may be used; this permits 
reduction in the size of the cell which contains the scattering liquid --  
an important consideration in the s tudy of proteins, which often are 
available only in extremely small amounts. 

One of the most satisfactory types of apparatus yet developed is 
that  of ZIMI~ (1948 b). In his arrangement, the cell containing the liquid 
under study is a small thin-walled glass bulb, immersed in an outer cell 
containing a liquid of approximately the same refractive index as that 
in the inner cell. The scattered light is received on a photomultipher 
tube, while a portion of the incident beam falls on a phototube of much 
lower sensitivity. The currents produced in the two tubes are balanced 
in a precision potentiometer; at balance, the setting of the potentiometer 
shows the ratio of the currents. Details of the electronic circuit are given 
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by ZIMM. A similar circuit is now in use in this laboratory; in our appa- 
ratus the scattering cell is rectangular, I cm 2 in cross section, and is 
adapted specifically for measurements at 9 ~ to the incident beam. The 
scattering at 9 o~ from pure benzene (Rg0 ' , ----- 48.4 �9 lO -6 at 4358 A) is 
readily measured to within 2 or 3~o with this apparatus. BRICE, HALWEI~ 
and SI'EISEI~ (195o) have recently described in great detail the design 
and calibration of an apparatus adapted for measurements of scattering 
at 45 ~ 9 ~ and 135 ~ The scattering cell is so designed that the cell 
contents can be viewed normally at any of these angles, or at o ~ Ex- 
perimental precautions, and the necessary corrections that  must be made 
to the experimental measurements, are treated with great thoroughness 
in this paper. 

Another type of apparatus, for angular intensity distribution measure- 
ments, has been described by P. P. DEBYE (1946) ; with a number of 
modifications introduced by one of us (W. B. D.), it is now in use in 
our laboratory. The scattered light is received on a mirror inclined at 
45 ~ to the vertical, and is thus reflected down on to a photomultiplier 
tube situated beneath it. The mirror is at tached to a head which moves 
in an arc around the cell which contains the scattering liquid; by turning 
a graduated dial, it may be set to receive scattered light at any angle 
to the incident beam, between about 20 ~ and 144% The conical scatter- 
ing cell, with a capacity of 12 cc. of liquid, is similar to that  used by 
ZIMI~. I t  is immersed in a large rectangular cell, which contains a liquid 
- -  usually dust-free water - -  of nearly the same refractive index as the 
liquid inside the cell. The mirror is also immersed in this outer liquid; 
thus bending of the path of the scattered light is minimized. The cell 
is calibrated by taking readings as a function of angle, using a very 
dilute tluorescein solution; the intensity of the fluorescent radiation from 
this solution is independent of angle. The light source, as with almost 
all types of apparatus now in use, is a high pressure mercury arc (General 
Electric H 3); with suitable filters to isolate the blue (435 m/~), green 
(546 m~u) or yellow (579 m/~) lines. 

Corrections Required to Obtain Absolute Values of Reduced Intensity from 
Experimental Readings. 

Determination of the absolute values of reduced intensity requires 
precise determination of the effective volume of illuminated liquid which 
supplies light to the detecting system. In most experimental arrange- 
ments, the scattered light emerges from the liquid under s tudy into air 
on its way to the photocell. If  the walIs of the scattering cell are flat, 
a beam of light diverging from a point in the center of the cell diverges 
still more widely on emerging into a medium of lower refractive index. 
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There is also, owing to the refractive index change, a small alteration 
in the effective volume of liquid which serves as a source of light to the 
photocell. These problems were well known to CABANNES (1929) and 
other earlier authors; but their study has very recently been taken up 
again by several authors, because of the importance of placing light 
scattering measurements on an absolute basis. CARR (1949) has termed 
the two major corrections mentioned above the "refractive index" and 
the "volume" correction factors, respectively. The former is given by 
the factor Q,, (or by Q~: see below): 

X \ n ]J (74) 

where n is the refractive index of the scattering liquid, Ar is the distance 
from the center of the cel i to the face at which the light emerges, and X is 
the distance from the center of the cell to the photocell detector. I t  is 
assumed, in deriving this equation, that the medium outside the cell is 
of refractive index unity (air). If X > > Ar, as is true with many types 
of apparatus, including our own, then (~. ~ n ; if the photocell is directly 
in contact with the scattering cell, or immersed in the scattering medium 
Q.---~ 1. For a cylindrical scattering cell (circular cross section) Q. is 
the factor by which the observed intensity reading is multiplied to give 
the true intensity which would have been determined in the absence of 
refraction. For a cell with a plane surface, the corresponding factor is 
Q~.; for a spherical cell, with the center of observed scattering at the 
center of the cell, the refractive index correction need not be made, since 
the rays all emerge normal to the surface of the sphere, C.~Rr: deduced 
these relations and verified them experimentally. BRICE, HALWER and 
SPEISER (950)  independently treated these relations; they discussed also 
other minor but significant corrections that  must be made to obtain 
precise results, 

The "volume correction factor" of C ~ R  is in general very small com- 
pared to the refractive index correction; we shall not discuss it here. 

Both CARR and BRICE, HALWER and SPEISER have studied carefully 
the calibration of absolute intensity of scattering by comparison with 
the reflected intensity from diffusely reflecting surfaces, such as magnesi- 
um oxide or casein paint. Apparently none of these surfaces acts as an 
ideal diffuse reflector; there is always at least a small f ract ion of the 
light which undergoes specular reflection, and this must be allowed for 
in the calibration of light scattering measurements. 

In DEBYE's laboratory at Cornell University, absolute turbidities 
have been determined by comparing the intensity of the scattered light 
with that of a small portion of the incident beam, the latter having been 
weakened in intensity by a known factor by means of several successive 
reflections (P. DEBYE, 1944, 1947; P, P. DEBYE, 1946). 
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The Use of  Working Standctrds. 
In making a series of light scattering measurements, it is important 

that the scattered intensity from the solutions under study be directly 
compared with that from a working standard material which has itself 
been calibrated in absolute terms. The ideal working standard should 
be stable and easy to handle; and it should give a reduced intensity 
comparable to that of the liquids with which it is to be used. It is more 
convenient to use a standard which gives a depolarization factor (~) 
close to zero, and gives no angular dissymmetry of scattering, so that the 
relation between its turbidity (,) and its reduced intensity (Roo ' ~) may 
be accurately given by equation (5)- Preferably several such standards 
should be available, to cover the wide range of turbidities that may be 
encountered in practice. Many working standards have been employed, 
and none as yet appears completely satisfactory. We have employed 
pure dust-free benzene, in a sealed all-glass container connected to a 
reservoir bulb for distillation to remove dust. However the reduced 
intensity of benzene (Rg0., ----48 "4" lo-6at 2o = 4358 A) is lower than that 
of most dilute protein solutions in water. We have also used toluene and 
p-xylene, with reduced intensities slightly greater than that of benzene. 
Carbon disulfide has been used by BLAKER, BADGER and GILMANN (1949) ; 
they report for it a value of Rgo,,, = xSl.lO -s at 4358 A and 47.8.xo -e 
at 5461 /~. This is a very convenient value for a working standard; but 
the samples of carbon disulfide employed by us became noticeably yellow 
in a relatively short time after exposure to 4358 A radiation. Possibly 
this is due to impurities in our material, since BLAKER, BADGER and 
GILV_AI~N report one of their samples to have been stable for three years 
when used chiefly with light of 5461 A. Benzene, toluene, xylene and 
carbon disulfide all have refractive indices much higher than that of 
water; the readings obtained from them must therefore be adjusted by 
the refractive index correction factor, discussed above, so as to make 
them comparable with those obtained from aqueous solutions. All these 
standard liquids have large values of ~u; hence it is not legitimate to use 
equation (5) in calculating their turbidities from the reduced intensities 
given above. 

A standard preparation of polystyrene, prepared by the Dow Chemical 
Company, has been distributed by P. DEBYE and A. M. BUECHE of Cor- 
nell University to many workers in the United States. The solid poly- 
styrene is dissolved in toluene (5 g./1.); the solution is not very stable, 
and must be made up afresh at frequent intervals. Values for the tur- 
bidity (or reduced intensity) of this standard solution have been deter- 
mined in several laboratories: for results, see BRICE, HALWER and 
SPEISER (X950), Table VI; also EDSALL, ]~DELHOCI-I, LONTIE and MOR- 
RISON (1950).  

Fortschr. chem. Forsch.~ Bd. 2. 4 
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Solid blocks of plastics, of moderate turbidity, have been used as 
working standards, but their properties may change slowly with time. 
ZIMV~ (1948 b) used a rectangular block made of polystyrene to which 
five percent of methyl acrylate had been added when the polymerization 
was half completed. This gave a convenient degree of turbidity, but the 
absolute value obtained was rather sensitive to temperature ; ZIMM stated 
that it was desirable to keep this standard thermostated. 

BRICE, HALWEt~ and SPEISER (!950) used working standards of opal 
glass, which was studied both as a transmitting and as a reflecting diffu- 
sor. This proved useful in practice but, particularly when used as a trans- 
mitting diffusor, gave values which had to be carefully corrected in terms 
of an absolute standard. 

Determination of the scattered intensity from the pure solvent, which 
must be subtracted from the reading for the solution, involves experi- 
mental difficulties. For proteins the solvent is generally pure water or 
an aqueous salt solution. The readings obtained from pure dust free 
water are generally considerably higher than what would be expected 
from the reduced intensity of the water itself; they include some stray 
light also. This stray light contribution should, of course, also be 
subtracted from the reading for the protein solution, but its exact 
magnitude is difficult to determine. Every effort must be made to reduce 
stray light to a minimum, so that the correction becomes negligible. 

Depolarization Measurements. 
Visual methods of determining depolarization factors (Cornu method)  

are well described, with references, by LOTMAR (1938 a, b) and LONTIE 
(1944). Square Polaroid discs, cut so that  one side of the square is 
parallel to the direction of the electric vector in the light transmitted by 
the polaroid, are convenient for insertion in front of a photocell which 
views the scattered light; the factor 0 is then given from the readings 
with the square disc inserted to transmit horizontal and vertical vibra- 
tions respectively. Since the latter component is usually much the 
more intense, it may be desirable in reading it to introduce a neutral 
filter of known transmittance with the polaroid, so that the readings 
on the photocell are comparable for horizontal and vertical compo- 
nents. Many photomultiplier tubes show markedly different relative 
response~ for polarized light of a given intensity, depending on the 
plane of the electric vector; the differences may be as great as 20 per- 
cent or more in some cases. This possibility must always be tested 
for, and the appropriate corrections applied to the measured readings, 
if necessary. 
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Refractive Index Incremenls. 
In evaluating I)EBYE's factor H (equation I6), the refractive index 

increment of the solute must be accurately known. This determination 
is conveniently carried out  with the differential refractometer of P, P, 
DEBYE (1946), in which the solution is contained in a hollow glass prism 
of triangular cross section, immersed in a cell containing the pure solvent. 
The deflection of a light beam passing through the system is a nearly 
linear function of the refractive index difference n - -  n 0, which may thus 
be measured to about o .ooo,oo 3. 
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k l e ine re  B e r e i c h e  s i c h t b a r  zu m a c h e n  als  d i e s  m i t  d e m  L i c h t m i k r o s k o p  
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Teilchen sehen, die nur aus wenigen Hundert Atomen .aufgebaut sind. 
Ob es einmal gelingen wird, einzelne Atome abzubilden, ist noch un- 
gewil3, jedoch schliel3en theoretische Uberlegungen (79) die M6glichkeit. 
einer Abbildung zumindest schwerer Atome keineswegs aus, wenn es 
gelingt, eine AuflSsung yon 1 bis 2 AE zu erreichen. Mit dem Feld- 
elektronenmikroskop hat MOLLER (6~'a) bereits einzelne Atome und 
Molekfile sichtbar gemacht. 

Wir verstehen unter dem Aufl6sungsverm~gen eines Mikroskops den 
Abstand, den zwei Punkte im Objekt haben mfissen, damit sie in der 
Abbildung eben noch getrennt wiedergegeben werden. Nach der ABBE- 
schen Theorie ist die Aufl6sung dutch die Wellenl~inge der verwendeten 
Strahlung begrenzt. Sie liegt ftir das Lichtmikroskop bei 0,2/,. Das 
entspricht der halben Wellenl~inge des blauen Lichts. Das Ultraviolett- 
Mikroskop hat lediglich eine Steigerung auf o,1 ~ gebracht. Ein ent- 
scheidender Fortschritt kann nur mit einer wesentlich kiirzerwelligen 
Strahlung erzielt werden, die uns in den schnellen Elektronen zur Ver- 
fiigung steht. Ihre Wellenl~nge ist um eine GrSBenordnung kleiner als 
der Durchmesser der Atome. 

II. Das Elektronenmikroskop. 

1. A ufbau. 
Der gesamte Weg der Elektronen befindet sich im Hochvakuum 

yon lo -4 Torr. Der Strahlengang eines Elektronenmikroskops ist dem 
eines Projektions-Lichtmikroskops vergleichbar. An die Stelle der Glas- 
linsen im Lichtmikroskop treten im Elektronenmikroskop rotations- 
symmetrische elektrische oder magnetische Felder, die die Aufgabe der 
Linsen/ibernehmen und daher auch als solche bezeichnet werden. Die 
Elektronen werden an einer Glfihkathode oder in einem Gasentladungs- 
raum in Freiheit gesetzt, im elektrischen Feld yon 3 ~ bis loo KV be- 
schleunigt und durchsetzen das Objekt, das in zwei oder drei Stufen, 
dem Objektlv und den Projektiven, vergrSBert und auf einen Leucht- 
schirm oder eine Photoplatte projiziert wird. Dureh die auftreffenden 
Elektronen wird der Leuchtschirm zu sichtbarem Leuchten angeregt. 
Die photographische Platte wird dutch die Elektronen unmittelbar 
,,belichtet". 

Zur Auswertung aller Einzelheiten, die eine hochaufgelSste elektronen- 
mikroskopische Abbildung enth~ilt, ist eine looooo bis 15oooofache 
GesamtvergrOlMrung n6tig. Dies sei an einem BeispieI kurz efl~iutert: 

Auf einer unter optimalen Bedingungen hergestellten Aufnahme 
eines sehr feinstruktuierten Objektes lassen sich noch Teilchen mit 
einem Abstand yon 2.Jo -* mm trennen. Das menschliche Auge trennt 
abet nur Bildpunkte mit einem Abstand yon ctwa 2.1o -x mm. Der Ab- 
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stand der Teilchen muB also mindestens auf das loSfache vergrSBert 
werden, damit sie mit dem Auge noch als getrennt angesehen werden. 
Die ,,fSrderliche Vergr6Berung" ist in diesem Falle a oo ooofach. 

Eine derart hohe elektronenoptische VergrSBerung erfordert jedoch 
eine sehr groBe Intensitgtt des Elektronenstrahls im Objekt, damit das 
Leuchtschirmbild zur Beobachtung und zum Einstellen des Mikroskops 
geniigend hell erscheint, denn die Intensit/it derObjektbeleuchtung muB 
mit dem Quadrat des VergrSBerungsmaBstabes gesteigert werden, wenn 
die Helligkeit des Bildes gleich bleiben soll. Bei sehr intensiver Be- 
strahlung besteht die Gefahr, dab das Objekt durch /iberm~Bige Er- 
hitzung zerst6rt wird. Man begn~gt sich deshalb im allgemeinen mit 
einer niedrigeren elektronenoptischen Vergr6Berung und erzielt die 
f6rderliche Gesamtvergr6Berung durch Betrachtung des Leuchtschirm- 
bildes mit einem lichtstarken Beobachtungsmikroskop von 5 bis 2ofacher 
Vergr6Berung. Auch die photographischen Aufnahmen k6nnen ohne 
wesentlichen Verlust an Bildgiite 5 bis lofach nachvergr6Bert werden, 
wenn man feink6rnige Platten verwendet. Die geringere elektronen- 
mikroskopische Vergr6Berung bietet den weiteren Vorteil des gr6Beren 
Gesichtsfeldes. 

2. Wechselwirkung zwischen Ob]ekt und Elektronenstrahl. 

Die EIektronen werden beim Durchgang dutch Materie gestreut und 
erleiden zum Teil diskrete Geschwindigkeitsverluste. Sie geben Energie 
an das Objekt ab, das sich hierbei erw~rmt. Die TemperaturerhOhung 
ist um so grSBer, je intensiver der Elektronenstrahl und je dicker das 
Pr~iparat ist. RuEss (75) hat die thermische Zersetzung yon Graphit- 
oxyd im Elektronenmikroskop beobachtet, die bei 270 ~ C einsetzt, und 
K~mG (33) ist es - -  allerdings unter extremen Bedingungen --  sogar 
gelungen. Kohlenstoff zu schmelzen. 

Die elektronenmikroskopische Abbildung kommt durch die unter- 
schiedliche Streuung der Elektronen an verschiedenen Objektpunkten 
zustande. Der gestreute Anteil ist um so gr6Ber, je dicker die Schicht 
und je gr0•er das mittlere Atomgewicht und die Dichte der bestrahlten 
Substanz ist. Schweratomige Stoffe ergeben daher bei geringen Dicke- 
unterschieden im Pr~iparat gr6Bere Kontraste in der Abbildung als 
solche niedrigen Atomgewichts. Die grO~te noch durchstrahlbare 
Objektdieke h~ngt demnach in starkem MaBe vom Atomgewicht der im 
Pr~parat enthaltenen Elemente ab. Sie liegt fiir Stoffe niedriger 
Ordnungszahl in der Gr6Benordnung einiger Tausend AE und ist ifir 
die schwersten Elemente etwa Iomal kleiner. Die Werte gelten fiir 
5o kV-Elektronen. Die Durchdringungsfiihigkeit der Elektronen w~chst 
mit ihrer Geschwindigkeit. Die Durchstrahhmg eines gegebenen Ob- 
jektes kann also dutch Erh6hung der Geschwindigkeit der Elektronen 
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erh6ht werden. Es ist jedoch in jedem Fall zweckmiiI3ig, die Objekte so 
dfinn wie m6glich zu pr~parieren, damit sich feint Strukturen nicht 
fibeflagern und dalnit unsichtbar werden. Der grundsiitzliche Vorzug 
des Elektronenmikroskops besteht in seinem Aufl6sungsverm6gen bei 
der Abbildung dfinner Schichten. Andererseits kann man den Kontrast 
der Abbildung dfinner Objekte, die aus leichten Elementen bestehen, 
durch die Wahl einer niedrigen Beschleunigungsspannung erh6hen. 

3. Zusatzeinrichtungen. 
Da das Elektronenmikroskop mit sehr kleiner Beleuchtungs- und 

Objektivapertur arbeitet -- sie betr~gt nut etwa 1/1 ooo derjenigen des 
Lichtmikroskops -- ist die Abbildung sehr tiefenscharf. Objekte yon 
einem ~ Tiefenausdehnung erscheinen auch bei hoher Vergr6Berung in 
allen Ebenen scharf. Raumbildpaare, die dutch Aufnahme des Objektes 
unter verschiedenen Neigungswinkeln zum Strahl hergestellt werden, 
vermitteln auch von tief gestaffelten Objekten einen rAumlichen Ein- 
druck, da die Abbildung fiber den ganzen Objektbereich scharf ist. Man 
erhiilt die Raumbilder, indem man das Objekt ffir die erste Aufnahme 
his zu 6 Grad nach der einen Seite, ffir die zweite Aufnahme um denselben 
Betrag nach der entgegengesetzten Seite neigt. 

Die elektronenmikroskopische Abbildung allein sagt nicht iramer 
Endgfilfiges fiber die stoffliche Zusammens~tzung des Objektes aus, die 
ffir den Chemiker in erster Linie yon Interesse ist. In derartigen Ft~llen 
kann das Elektronenbeugungsdiagramm eine wertvolle Erg~nzung des 
Elektronenbildes sein. Es gibt Auskunft fiber die Krystallstruktur der 
Substanz, die Gr6Be der Krystallite und ihre Orientierung, wodurch eine 
Analyse ttulMrst geringer Stoffmengen erm6glicht wird. Mit modernen 
Elektronenmikroskopen k6nnen Beugungsdiagramme yon Objekt- 
bereichen mit wenigen /~ Durchmesser aufgenommen werden, die 
der elektronenmikroskopischen Abbildung eindeutig zugeordnet werden 
k6nnen. Ein Beugungsdiagramm erh~lt man, wenn man die abbildenden 
Linsen ausschaltet. Die unter dem Objekt befindliehen Linsen mtisserl 
gen/igend weite 0ffnungen besitzen, um die gebeugten Elektronen hin- 
durchzulassen. 

Zum Studium von Schmelz- und Kryslallisationsvorgdngen, sowie von 
Krystallumwandlungen bei erh6hter Temperatur hat v. ARDEN~E U) 
einen heizbaren Objekttrttger entwickelt. Er besteht aus einem elek- 
trisch geheizten Platinband mit einer Bohrung, fiber die eine temperatur- 
best~ndige Trtigerfolie gespannt wird. 

Zur Beobachtung von chemischen U~nsetzung~n im Elektronenmikro- 
skop haben RUSKA (77) and v. ARDENNE (2) Reaktionskammern gebaut, 
die es erm6glichen, Gase von einem Druck bis etwa 30 Torr auf das Objekt 
einwirken zu lassen. In der Strahlrichtung ist die Ausdehnung der Kam- 
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mern sehr gering, so dab das Gas dieAbbildungsgfite nur wenig beeinfluBt. 
Die Kammer ist nach der einen Seite durch den Objekttr&ger abgeschlos- 
sen, nach der anderen steht sie durch eine feine Blende mit dem hoch- 
evakuierten Mikroskopraum inVerbindung, die den Elektronenstrahl hin- 
durchtreten liiBt, aber das Eindringen zu grol3er Gasmengen verhindert. 

III. Herstellung der Pr/iparafe. 

1. Obiekttrdger. 
Da es ffir Elektronen v611ig ,,durchsichtige" Stoffe nicht gibt, ver- 

wendet man als Objekttr/iger im Elektronenmikroskop dfinne, struktur- 
lose Folien, die die Elektronen m6gliehst wenig streuen und bremsen. 
Filme von lOO bis 20o AE Dicke sind bereits genfigend lest, da sie nur 
sehr kleine F1/ichen freitragend zu iiberspannen brauchen. Sie werden 
durch feinmaschige Drahtnetze oder Metallpliittchen mit Bohrungen 
�9 con 0,03 bis o, t mm gehalten. 

Im allgemeinen werden H~.utchen aus Kollodium verwandt, die nach 
demVerfahren von TRENKTROG (78), (84) durch Spreiten einer L6sung 
yon Kollodium in Amylacetat auI einer Wasseroberfl~iche einfach her- 
gestellt werden k6nnen. Das Kollodium zersetzt sich zwar unter dem 
ionisierenden Einflul3 des Elektronenstrahls, es bleibt jedoch ein 
Kohlenstoffilm zurfick, der im Vakuum des Elektronenmikroskops sehr 
temperaturbest~indig ist (64). 

Neuerdings hat HAST (86) Tr~tgerfolien yon weniger als loo AE 
Dicke durch Aufdampfen yon Beryllium aufGlycerin im Hochvakuum 
hergesteUt. Diese Filme sind im Elektronenmikroskop kaum mehr sicht- 
bar, st6ren also die Abbildung noch weniger als Kollodiumfolien. 

Strukturlose Folien aus Aluminiumoxyd, die an Luft  temperatur- 
bestiindig sind, haben HASS und KErlLER (34) durch anodische Oxy- 
dation yon aufgedampften Aluminiumschichten sehr glatter OberfKiche 
erhalten. Die Oxydation erfolgt in ca. 3% iger w~13riger L6sung yon 
Ammoniumtartrat  oder Ammoniumborat bei einer Spannung yon 15 
his 25 V. Es entsteht  dabei ein strukturloser, 1oo bis 300 AE dicker 
Film. Innerhalb dieser Grenzen h~tngt die Dicke nur yon tier angelegten 
Spannung ab. Der Oxydfilm sperrt den Stromdurchgang, sobald er die 
Grenzdicke erreicht hat. Damit kommt die Oxydation ,con selbst zum 
Stillstand. Die Oxydschicht wird in ges~tttigter I-IgC12-L6sung vom 
Aluminium abgel6st, in 5% iger SalzsAure und schliel31ich in destilliertem 
Wasser gewaschen, aus dem sie mit einem Objekttr~tger aufgefischt 
wird. Sie ist bis 600 ~ C verwendbar. 

Trligerfilme aus Siliciumdioxyd sind sogar bis 9oo~ strukturlos 
und best~indig. Nach Hass  und KErlI.ER (86) wird das sich aus einem 
Gemisch yon Si und $iO 2 bei I ~ oo bis a 200 ~ C bildende, dampff6rmige 
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Siliciummonoxyd im Vakuum auf einer Steinsalzspaltfl~iche nieder- 
geschlagen, yon der der zusammenh~ingende SiO-Film in Wasser ab- 
gel6st werden kann. GRUBE und SPEIDEL (29) haben auf r6ntgeno- 
graphisehem Wege und K6NIG (,56) durch Elektronenbeugung an 
Aufdampfschichten festgestellt, daft SiO auch in festem Zustand zu- 
n~ichst best~indig ist. Es wird jedoch in dfinner Schicht an Luft voll- 
st~indig zu SiO 2 oxydiert,  wie HASS durch optische Messungen zeigen 
konnte. Der strukturlose Si02-Film rekrystallisiert erst bei 9o0 ~ C. 

2. Prdparation feindisperse~ Stoffe. 
Feindisperse Stoffe k6nnen auf den Objekttr~gerfilm aufgest~iubt, 

Rauche k6nnen unmittelbar darauf aufgefangen werden. Suspensionen 
bringt man als Tr6pfchen auf den Tfiigerfilm. DieFlfissigkeit l~Bt man e i n  

.U $ l~ ,B 

I 

$' �9 Q illp llr w 
l * ........... Q , e ~ io 

Abb. 1. Ba r iumsu l f a t -Krys t a l l e ,  E in t rocknungs r t i cks t and  
yon g e s ~ t t i g t e r  BaSO~-L6sung au i  dem O b j e k t t r ~ g e r .  

trocknen (78). Schon eine 
sehr geringe L6slichkeit der 
suspendierten Stoffe kann 
dabei st6ren. Wenn sich 
der in L6sung gegangene 
Anteil beim Eintrocknen 
ausscheidet, entstehenTeil- 
chen, die in der Ursubstanz 
nieht vorhanden waren. 
Welch geringe Stoffmengen 
im Elektronenmikroskop 
noeh sichtbar ge macht wet- 
den k6nnen, m6ge das fol- 
gende Beispiel zeigen : 

Ein Tr6pfchen yon 
o,2 mm 3 einer ges~ittigten 

L6sung von Bariumsulfat, das etwa 5-10 --1~ g BaSO 4 enth~ilt, hinterl~igt 
beim Eintrocknen auf dem ObjekttrXger gr613ere oder kleinere Kryst~ill- 
chen. Abb. 1 zeigt tin Nest solcher Igrystalle. Das Gesamtgewicht der 
abgebildeten Teiichen liegt in der Gr6fienordnung von 7o -14 g. Auch 
ein Tr6pfchen einfach destillierten Wassers hinterl~flt auf dem Objekt- 
tr/iger sehon sichtbare Rfiekstfinde. 

Ebenso wie das Lichtmikroskop zum Nachweis kleiner Stoffmengen 
dient, kann das Elektronenmikroskop zu mikroanalytischen Zwecken 
benutzt werden. Systematische Untersuchungen fiber elektronen- 
mikroskopische Analyse sind zwar noch nicht bekannt geworden, aber 
es besteht durchaus die M6glichkeit, aooomal kleinere Stoffmengen als 
mit dem Lichtmikroskop zu identifizieren. 

Kolloide, die in w~issriger Suspension negativ geladen sind, ballen 
sich infolge der elektrostatischen Abstol3ung yon der gleich geladenen 
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Kollodiumfolie beim Auftrocknen zusammen. Durch die Aggregation 
wird eine Abbildung der ursprtinglichen Aufteilung sehr erschwert. 
ZBtNDE~r und HtIBER (90) haben daher die Kollodiumfolie durch Ein- 
tauchen in L6sungen yon Cinchoninchlorhydrat, Chininchlorhydrat und 
Methylenblau umgeladen, worauf sich Vanadinpentoxyd rein verteilt 
auftrocknen liel3. 

Sehr feine Pulver, die zum Klumpen neigen, lassen sich gleichmXl3ig 
verteilen, wenn man sie in Kollodiuml6sung dispergiert und einen 
Tropfen der Suspension auf einer Wasseroberfi~che spreitet (56). Die 
Kollodiumfotie, in der die Teilchen eingebettet sind, wird mit einem 
Objekttriiger aufgefangen. 

3. Oberfldchenabbildung. 
Oberfliichen dicker Objekte lassen sich zwar unter sehr kleinen 

Winkeln streifend beobachten, die Abbildungen sind jedoch stark in 
einer Richtung verzeichnet und yon geringer Aufl6sung (13). MAI-IL 
hat daher zur elektronenmikroskopischen Oberfliichenabbildung den 
Weg tiber Abdruckfilme eingeftihrt, die im Durchstrahlungsbild die Ober- 
fliichenstruktur des Objektes wiedergeben. Im Abdruckfilm erscheinen 
Bereiche verschiedener H6he und Neigung auf der abzubildenden Ober- 
fl~iche als Bereiche verschiedener Dicke in der Durchstrahlungsrichtung. 
Hierdurch kommt ein plastisch wirkendes Bild zustande. 

a) Oxydabdruek. MAHL (57) hat eine Methode zur Abbildung von 
Aluminium und dessen Legierungen entwickelt. Die abzubildende Ober- 
fl~iehe wird unter denselben Bedingungen oxydiert, die bereits ffir die 
Herstellung der Objekttr~gerfilme aus Aluminiumoxyd angegeben wor- 
den sind. Je dfinner der Oxydfilm ist, desto mehr Feinheiten in der 
Struktur der Metalloberfl~che gibt er wieder. Schichten, die dfinner 
als loo AE sind, lassen sich jedoch nut schwer zusammenh~ngend vom 
Metall 16sen. 

Der Oxydfilm ist an allen Stellen gleich dick und hat die Form der 
Metallschicht, auf der er entstanden ist (Abb. 2, I). In der Durch- 
strahlung kommt ein Reliefbild zustande, da die einzelnen Fl~tchen- 
elemente je nach ihrer Neigung zum Elektronenstrahl heller oder dunkler 
erscheinen. ]e l~inger der Weg der Elektronen durch die Schicht ist, 
desto mehr Elektronen werden abgebeugt, um so dunkler wird also das 
Bild an dieser Stelle. 

b) Laekabdruek. Der ebenfalls yon MAI-IL in die Elektronenmikro- 
skopie eingeftihrte Lackabdruck (57) ist allgemeiner anwendbar. Die 
Oberfliiche, von der der Abdruck genommen werden soll, wird mit 
einer etwa o,~/oigen L6sung yon Kollodium in Amylacetat fibergossen. 
13berschfissiges Kollodium llil3t man dutch Neigen der Probe ablaufen. 
Der Rest trocknet zu einem 200 bis 3o0 AE dicken Film, der auf me- 
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chanischem oder chemischem Wege von der Unterlage abgel6st wird. 
Der Lackfilm tr~igt auf der einen beite die Priigung der Oberfl/iche, auf 
der anderen Seite ist er weitgehend eingeebnet (Abb. 2, IIa). Ver- 
tiefungen im Objekt zeichnen sich daher als Verdickung im Film ab, 
Erh6hungen dagegen als donne Stellen. In Amerika wird heute viel- 
fach Formvar an Stelle yon Kollodium verwendet, da es gr613ere Festig- 
keit besitzen soll. 

~ ~ ~ L aek,q/m 

r,'ollTunff Au~um~r 
~ ~  ~.richhJnff Z ~glm 

"" " / / / / / / / ~ / / / / / / / , r  

Objek/ 

1Vb ~ M # : / z e  
/::::: :u.Kdam~>4ufdampf:qlm 

:ich/u::g 
A bb. ~. Sehemat ische  Dars te l lung derAbdruckverfahren.  

o 

= 

Abb.  3. A u f d a m p f  a p p a r a t u r .  

r ~ Oxydabdruck ,  l l a  = Lackabdruck ,  l l b  ~ Be- G ~ Glasglocke, D ~ Dieh tungsr ing  (Gum- 
dampf t e r  Laekabdruck ,  I I I =  Aufdampfabdruck ,  mi),  Et,  E~ = Elekt roden zum AnschluB 

I V  = Matr izenabdruck,  des Heizdrahtes  oder Sehiffchens,  E~ iso- 
a ~ Lackmat r ize  auf  dem Objekt ,  b = Matrize m l t  l i e r t  uad h o c h v a k u u m d i e h t  nach  auBen 

se lbs t t ragendem Aufdampff i lm.  gefRhrt ,  W = Wol f ramdrah t  mi t  zu ver-  
dampfendem Metall P ~ Verstel lbarer 

Pr~par a te t rager .  

c) Bedampfter Lackabdruck. Einfache Lackabdrucke vermSgen 
Oberfl~chenstrukturen nut mit einer AuflSsung yon der GrSl3enordnung 
der Dicke des Abdruckfilms wiederzugeben. Man kann die Kontraste 
jedoch steigern, wenn man die Lackfolie auf der Seite, der das Ober- 
fl/ichenrelief aufgepr~gt ist, unter einem Winkel yon 2o bis 3 ~176 im Vakuum 
mit einem Schwermetall bedampft (a8) (Abb. 3). Die einzelnen Flachen- 
elemente werden dabei je nach ihrer Neigung zurDampfquelle, einem durch 
elektrischen Stromflul3 geheizten Wolframdraht, auf dem sich die zu ver- 
dampfende Substanz befindet, verschieden dick belegt (Abb. 2, IIb). 

Geeignet zur Schr/igbedampfung sind Pt, Au, Pd, Cr sowie WO v 
Letzteres 1/il3t sich leicht aus Schiffchen von diinnem Wolframblech 
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verdampfen. Von Pt und Au geniigt eine Auflage yon 10 bis zo AE, 
die wegen des hohen Atomgewichts und der grogen Dichtd dieser Me- 
talle hinreichenden Kontrast  liefert. Das Elektronenbild wirkt plastisch 
wie ein unter dem Aufdampfwinkel beleuehtetes Relief, zumal dann, 
wenn man das photographische Negativ betrachtet. Aus der Liinge der 
Schatten k6nnen die H6henunterschiede im OberflfichenrelieI bestimmt 
werden (67). 

d) Aufdampfabdruck. Bei der Abbildung sehr Ieiner Strukturen st0rt 
es manchmal, dab sich scharfe Kanten in dem nicht ganz starren Lack- 
film durch die Oberfl~ichenkr~ifte etwas abrunden, sobald der Film vom 
Ob~ekt abgelSst ist. Auch ein bedampfter Lackfitm zeigt daher die 
scbarfen Konturen des Objektes nicht mehr. Bedampft man dagegen 
die abzubildende Oberfliiche selbst mit dem das Bild bestimmenden 
Schwermetallfilm (11), etwa Platin, in einer Dicke von 20 bis 3 ~ AE und 
verst~irkt diese Schicht nachtr/iglich durch einen Kollodiumfilm (Abb. 2, 
III), so wirkt sich ein Verziehen der Lackfolie nicht mehr aus, da scharfe 
Kanten im Objekt durch scharf abgesetzte Dickenunterschiede in der 
Aufdampfschicht bereits festgelegt sind. Das Verfahren ist anwendbar, 
wenn sich die Doppelschicht auf chemischem Wege v o n d e r  Unterlage 
ablOsen Dil3t. 

e) Matrizenabdrucke. Es gelingt nicht framer, die diinnen, durch- 
strahibaren Abdruckfilme yore Objekt abzuheben. Dagegen lassen sich 
st&kere Lackmatrizen fast framer ohne Zerst6rung abziehen oder durch 
Atzmittel vom Objekt trennen. HEII~E~REIC~I und PECK (38) ver- 
wenden itir den Zwischenfilm Polystyrol, das gegen anorganische 
Reagenzien sehr widerstandsf/ihig ist. Auf die Matrize wird ein zu- 
sammenhiingender Film aus Siliciumdioxyd oder Siliciummonoxyd 
schriig aufgedampft, der nach AuflSsung des Polystyrols in Benzol frci- 
tragend abgebildet wird (Abb. 2, IV). 

Von harten Objekten kann eine Prdgematrize aus Aluminium her- 
gestellt werden, v o n d e r  ein Oxydabdruck genommen wird (81). Das 
Verfahren eignet sich besonders f6r metallographische Untersuchungen. 

Die bisher verSffentlichten Pr~iparationsmethoden sind zum gr6Bten 
Tell yon Elektronenmikroskopikern entwickelt worden, die zuniichst 
yon sich aus nach Anwendungsgebieten ffir das Elektronenmikroskop 
gesucht und schliel31ich gemeinsam mit den jeweiligen Fachleuten 
Probleme aus deren Gebieten in Angriff genolnmen haben. Der Che- 
talker, der ktinftig das Elektronenmikroskop in seinen Dienst stellt, 
wird sich deshalb geeignete Pr~ipariermethoden zum Teil selbst schaffen 
oder die bekannten Methoden seinen speziellen Bedtirfmssen anpassen 
mi~ssen. 

Fortschr.  chem. Forsch,,  Bd. 2. 5 
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IV. Beispiele untersuchter Stoffsysteme. 

1. Vorbemerkung. 
Die ersten ftir die praktische Anwendung reifen lJbermikroskope 

wurden vor etwa einem Jahrzehnt in Deutschland gebaut. In der 
Zwischenzeit sind durch die Anwendung von Elektronenmikroskopen 
auf fast allen Gebieten der Naturwissenschaften viele neue Erschei- 
nungen bekannt geworden. Es kann nicht mehr die Aufgabe eines 
einzelnen Berichtes sein, die chemischen Ergebnisse ltickenlos auf- 
zuziihlen. Dagegen erscheint es zweckm~t3ig, solche Beispiele hervor- 
zuheben, die wesentliche morphologische Erfahrungen enthalten und 
gegebenenfalls als Grundlage ftir systematische Untersuchungen dienen 
k6nnen. Dabei m/issen die beobachteten Stoffe in den Vordergrund 
gestellt werden, und daraus wiederum ergibt sich eine natiirliche Tren- 
hung der Untersuchungen auf den Gebieten der anorganischen und der 
organischen Chemie. 

Abgrenzbare K6rperformen, wie sie das Elektronenmikroskop ab- 
bildet, k6nnen fiir chemische Fragestellungen eine doppelte Bedeutung 
haben : 

1. Sie k6nnen in Beziehung stehen zum inneren Aufbau, das heil]t 
zur Strukfur der Stoffe. 

2. Sie k6nnen in Beziehung stehen zum Reaktionsweg, auf dem sich 
die Stoffe bildeten. 

Beide Beziehungen sind Gegenstand einer Forschungsrichtung, die 
allgemein als chemische Morphologie bezeichnet wird (49). 

In der anorganischen Chemie werden systematische Versuche zur 
Aufkl/irung der Zusammenh~nge zwischen dem Ablauf chemischer 
Reaktionen einerseits und den sichtbaren Formen der Ausgangsprodukte 
oder der Zwischenprodukte oder der Endprodukte andererseits seit etwa 
4 ~ Jahren ausgeftihrt (51). Dafiir stand zun/ichst nur das Lichtmikroskop 
zur Verftigung. Viele dermit  seiner Hilfe gewonnenen Erfahrungen be- 
halten ihre G/iltigkeit auch in dem Bereich, den das Elektronenmikroskop 
neu erschlieBt. Einige dieser Erfahrungen mfissen durch die Anwendung 
des Elektronenmikroskops verfeinert werden (25). Durch das h6here 
Aufl6sungsverm6gen des Elektronenmikroskops wird die Spanne ver- 
ringert, die zwischen den Bausteinen der lVlolekfiile oder der Krystalle 
(den eigentlichen Zentren chemischer Vorg~inge) und den sichtbaren 
Formen der Aggregationen besteht. Dadurch werden Rtickschltisse yon 
den sichtbaren Formen auf Elementarvorg/inge sicherer. 

z. Kohlenstoff. 
Feindisperser Kohlenstoff, der als RuB wie auch als Aktivkohle in 

der Technik ftir vielc Zwecke verwendet wird, wurde vor allem von 
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HOF~IANN und Mitarbeitern eingehend untersucht. Bei diesen Arbeiten 
erg/inzen r6ntgenographische Strukturbestimmung und elektronen- 
mikroskopische Abbildung einander. RuB ist nahezu reiner Kohlen- 
stoff, tier aus mehr oder 
weniger runden Teilchen 
yon etwa loo AE bis 
5oo0 AE besteht. Die 
Teilchengr6Be h~ingt von 
den Entstehungsbedin- 
gungen ab.Ruge ausGas- 
flammen weisen in der 
Regel kleine Teilchen auf 
(Abb. 4), RuBe aus bren- 
nenden Flfissigkeiten 
(FlammruBe) sind im all- 
gemeinen grobteiliger 
und unterschiedlicher in 
der Korngr613e. Ausge- 
sprochen runde Teilchen Abb. 4. G~ruB. 
verschiedener Gr6Be er- 
h/ilt man bei der thermischen Zersetzung yon Kohlenwasserstoffen 
(Abb. 5), w/ihrend die in der Flamme bei h6herer Temperatur  cntstan- 
denen RuBe teilweise die Andeutung einer Sechseckstruktur zeigen, die auf 
eine angen/iherte Orien- 
tierung der Graphitkry- 
stalle hinweist (20). Cha- 
rakteristisch tfir viele 
RuBe ist die Bildung lan- 
ger, sehr stabiler Ketten. 

R6ntgenographisch 
wurde nachgewiesen(39), 
(42), (43),dab dieTeilchen 
yon Gas- und Flamm- 
ruben aus Graphitkry- 
stallen yon etwa 20 AE 1/~ 
bestehen. Lediglich bei . . . . . . . . .  
sehr hoher Temperatur Abb. 5. DurehthermischeZersetzungvortKohlertwasserstoffen 

erzeugter RuB. 
durchExplosion vonAce- 
tylen entstandener RuB enth~ilt gr6Bere Krystallite (6). Wie RAGOSS, 
HOFMA~N und HOLST (70) durch Erhitzen yon , ,Thermax", einem durch 
thermische Zersetzung yon Erdgas erzeugten Rul3, zeigen konnten, setzt 
die Rekrystallisation in den 400o AE grol3en, runden Teilchen bei 
13oo ~ C ein. Bei 3000 ~ C bestehen die Partikel aus nur mehr wenigen 

5* 
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Graphitkrystallen. Die fortschreitende Rekrystallisation gibt sich im 
Elektronenbild durch das Auftreten von kleinen Zacken am Rand der 
Teilchen zu erkennen, die mit  steigender Tempera tu r  in gerade, um 
12o Grad gegeneinander geneigte Kanten tibergehen. Das Teilchen- 
volumen wird dabei durch Ausheilung feinster Poren und Spalten 
kleiner, dagegen ~tndert sich das Adsorptionsverm6gen und die kata-  
lytische Wirkung auf die Bildung yon H B r  aus H2 und t3r 2 nicht. 
~IOFMANN und HOPER (40) schlieBen daraus, dab fiir diese Eigenschaften 
die Basisfl~chen der Graphitkrystalle an der Oberfliiche der Teilchen 
verantwortlich zu machen sind, und dab die Kanten keine bevorzugte 

Abb. 6. GraphitoxydruB mit  Pt schriig bedampft .  

Stellung einnehmen. Die Spalten und Poren in nicht getempertem RuB 
sind so rein, dab die innere Oberfl~che nicht zur Wirkung kommt .  

Zahlreiche technische Ruf3e sind im Hinblick auf ihre Eignung als 
Gummifiillstoffe vor allem auch in Amerika elektronenmikroskopisch 
untersucht worden. Dabei zeigte sich, dab die Zerreigfestigkeit des 
Gummis mit abnehmender  TeilchengrSBe des beigemischten RuBes 
steigt (87). Auch die Rugket ten,  die im Gummi erhalten bleiben, haben 
einen Einflug auf die Eigenschaften der fertigen Gummis. 

Aktivkohlen zeigen im Elektronenmikroskop eine XuBerst porOse 
Struktur.  Sie sind aus K6rnchen yon 3 ~ bis 5 ~ h E  aufgebaut, die 
untereinander zu einem lockeren r~iumlichen Netzwerk verbunden sind. 
Aus der elektronenmikroskopisch ermittel ten TeilchengrOBe ergibt sich 
eine Oberfl~iche von looo m2/g, was mit Adsorptionsmessungen in Ein- 
klang steht. Die Liicken zwischen den Teilchen haben eine Weite von 
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3 ~ bis 1oo AE. Die l]bereinstimmung der Oberfl~chenmessung aus der 
Teilchengr6ge und durch Ermitt lung des Adsorptionsverm6gens be- 
weist, dab die gesamte inhere Oberfl~iche zug~inglich ist. Beim Erhitzen 
auf 2ooo ~ C rekrystallisieren zunS.chst die einzelnen K6rnchen, die dann 
bei 3ooo~ C zu gr613eren Krystallen zusammenwachsen (42), (80). 

Graphitoxydrug, der durch spontane thermische Zersetzung yon 
Graphitoxyd bei 250 his 300 ~ C im Vakuum gebildet wird, besteht im 
Gegensatz zu alien tibrigen RuBen aus zerknitterten Folien mit einer 
Fl~ichenausdehnung von ~ ~ und dartiber, wie RuEss (75), (76) zeigen 
konnte (Abb. 6). Die Folien werden aus Graphitschichtenpaketen ge- 
bildet, die nach r6ntgenographischen Messungcn eine Dicke yon einigen 
t~ und eine L~ingsausdehnung der krystallinen Bereiche von zum Teil 
mehr als 500 AE besitzen. Im Elektronenmikroskop wird an bedampften 
Pr~iparaten (12) die bevorzugte Anlagerung yon Gold- oder Platin- 
k6rnern entlang yon Sttifen sichtbar, die gelegentlich fiber 1ooo his 
2000 AE geradlinig verlaufen und miteinander Winkel yon 60 oder 120 '~ 
bilden. Nach dem Elektroneninterferenzbild eines Schfippchens von 
etwa 4 # Durchmesser sind die krystallinen Bereiche nicht streng, je- 
doch nach einer Vorzugsrichtung orientiert. Die I)icke der Folien wurde 
aus der L/inge der Bedampfungsschatten zu etwa 20 AE ermittelt,  was 
etwa 6 C-Schichten im Graphitgitter entspricht. 

3. Metalle und Legierungen. 
Das elektronenmikrcskopische Oberfl~ichenbild vermag Feinheiten 

in der GefClgestruktur wiederzugeben, die mit dem Lichtmikroskop nicht 
mehr zu erfassen sind. Es gibt Aufschlul3 tiber feinste Ausscheidungen, 
wie sie Eutektika und zerfallene Mischkrystalle darstellen. Es ist des- 
halb auch zur Bestimmung yon Phasengrenzen in Mehrstoffsystemen 
geeignet, wenn andere Methoden wegen der Kleinheit der auftretendcn 
Effekte versagen. 

a) Atzstrukturen. Am eingehendsten sind die ::~tzstrukturen von 
Aluminium und seinen Legierungen mit Hilfe des Oxydabdruck-Ver- 
fahrens untersucht worden. MAHL hat dutch 3.tzen yon Reinstaluminium 
mit Salzsliure wtirfelf6rmige Oberfl~ichenstrukturen erhalten (,~9). Auf 
Grund einer AbschS.tzung der energetischen Verh/iltmsse beim Abbau 
des kubisch-fl/ichenzentrierten A1-Gitters w~ire nach der Theorie yon 
KOSSEL und STRANSKI tfir konkave Atzfiguren eine Freilegung der 
Wtirfel- und OktaederflS.chen, ffir konvexe 3_tzfiguren eine abgerundete 
Form zu erwarten (64), (82). Solche Strukturen entstehen tats~ichlich 
durch ,~tzen mit trockenem HC1-Gas bei 3oo ~ C. Der Abbau 15.ngs der 
Wtirfelfliichen kann dagegen durch die prim~ire Bildung einer mono- 
molekularen Aluminiumoxydschicht in der w~issrigen HC1-L6sung er- 
kliirt werden. Dabei mug die Oxydation des Aluminiums schneller ver- 



7 0  K .  BEYERSDORFER: 

laufen als die Aufl6sung des Oxyds, so dal3 die Oxydation und nicht der 
Angriff der S~iure fiir die Abtragung des Aluminiums maBgebend ist. 

Die Atzfiguren zeigen h~iufig eine Feinzeichnung, die offenbar von 
geringen Verunreinigungen beeinfluBt wird und auI eine Mosaikstruktur 
hinweist. Auf Abb. 7, die mit Salzs~iure und Flul3s~ure gefitztes Reinst- 
aluminium darstellt, ist sie an einigen B16cken zu erkennen, w~ihrend die 
tibrigen eine glattere Oberfl~che zeigen. Daraus ergibt sich die Empfind- 
lichkeit des elekt ronenmikroskopischen Nachweises vonVerunreinigungen. 
Eine besonders regelm~ifiige Mosaikstruktur yon 99,6~oigen Aluminium, 
das mit siedender konzentrierter Salzs~iure ge~itzt worden ist, zeigt 
Abb. 8. Die B16ckchen haben eine Kantenl~inge von 700 bis moo AE. 

A b b .  7. Reinst-Aluminium mit Salzsgure und FluBs~inre 
ge~.tzt, Oxydabdruek. Mo~aikstruktur an einigen Bl6ckcben 

erkennbar.  

Abb. 8. A1 (99,6~ mitsieden- 
der konzentrierter Salzs~iure 
geatzt, Oxydabdruck. Mosaik- 

struktur. 

MAItL und PAWLEK (62) konnten nachweisen, dab sich in einer Le- 
gierung von A1 mit 5,7% Mg (Hydronalium) bei Anlagtemperaturen von 
2oo bis 3oo ~ C AI~Mg 2 zumichst in fein verteilter Form an den Korn- 
grenzen ausscheidet. Nach l~ingerem Erhitzen werden die Ausscheidungen 
gr6Ber und treten auch in den K6rnern selbst in regelloser Verteilung auf. 

Bei Duraluminium (62) der gusammensetzung 95,7% A1, 4o/0 Cu, 
0,3~ Mg konnte die Ausscheidung von CuA12 sichtbar gemacht werden. 
Beim Anlassen der abgeschreckten Legierungen scheidet sich die Ver- 
bindung in Form von Stabchen l~ings der Wiirfelebenen des Aluminiums 
aus, die bei l~ingerem Ternpern wachsen und eine L~inge yon mehr als 
1 /~ erreichen. 

Wegen ihrer technischen Wichtigkeit sind die Kohlenstoffst~ihle 
mehrfach untersucht worden (38), (63), (66), (88~, (89). Das Elektronen- 
mikroskop l~igt vor allem die feinstrukturierten Zerfallsgeftige erkennen, 
die beim Abk/ihlen und Anlassen der Stghle entstehen und mit dem 
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Lichtmikroskop nicht mehr auigel6st werden k6nnen. Perlit, ein 
eutektoides Gemenge von a-Fe und FeaC, das beim ZerfaU yon Austenit 
entsteht, zeigt lamellare Struktur. Die Breite der Lamellen h~ingt yon 
den Abkiihlungsbedingungen und der Zusammensetzung des Stahls ab. 
Sehr feine Streifenstrukturen werden in abgeschreckten St~hlen beim 
Zerfall des metastabilen Martensit beobachtet. 

Zur Kl~rung der noch unbekannten AusscheidungsvorgAnge in Le- 
gierungen wird noch eine groBe Zahl yon Untersuchungen notwendig 
sein. Oftmals i~ndert sich das elektronenmikroskopische Gefiigebild 
innerhalb einer Probe yon Korn zu Korn, w~ihrend im Lichtmikroskop 
keine Unterschiede zu erkennen sind. Beim Vordringen in die kleineren 
Dimensionen treten zum Tell v611ig neuartige Erscheinungen auf. Sicher 
werden auch neue Atzmethoden herangezogen werden mtissen, urn die 
ieineren Strukturen sichtbar zu machen, die das Elektronenmikroskop 
abzubilden vermag. 

b) Aufdampfschichten. Diinne Metallschichten, wie sie dutch Auf- 
dampfen im Vakuum erhalten werden, sind der unmittelbaren Ab- 
bildung im Elektronenmikroskop und der Untersuchung dutch Elek- 
tronenbeugung des abgebildeten Bereiches zug~inglich, lhre Struktur 
und die Gr6Be der Krystallite h/~ngt yon den Aufdampfbedingungen 
sowie yon der Beweglichkeit der Metallatome auf der Unterlage ab, auf 
der sie niedergeschlagen werden. Es bilden sich zun~chst Inseln, die 
durch weitere Kondensation yon Dampf zu einer zusammenh~ngenden 
Schicht verwachsen. Cadmium, das schon unterhalb 500 ~ C einen hin- 
reichenden Dampfdruck entwickelt, bildet auf Kollodium vorwiegend 
sechseckige KrystaUe, die selbst dann noch welt auseinanderliegen, 
wenn sie eine Gr6Be yon mehreren looo AE erreicht haben (88). 

Silber (32) kondensiert sich auf Kdlodium- oder Aluminiumoxyd- 
Folien bis zu einer mittleren Dicke yon 15 ~ AE in Form yon rundlichen, 
voneinander getrennten polykrystallinen Tr6pfchen, die sich noch 
st~irker zusammenziehen, wenn die Unterlage w~ihrend der Bedampfung 
erw~rmt wird. Schichten yon 35o AE Dicke enthalten Krystalle yon 
fiber Iooo AE linearer Ausdehnung. Auf Steinsalz-Spaltflfichen aui- 
gedampftes Silber bildet Krystalle, die zur Unterlage orientiert sind. 

Aluminium (32) ergibt schon bei einer Dicke yon etwa 2oo bis 250 AE 
zusammenh~ngende Schichten. Die Krystalle sind yon der Gr6Ben- 
ordnung der Schichtdicke. Sie sind nicht nach einer Vorzugsrichtung 
orientiert, wie HASS dutch Elektronenbeugung nachweisen konnte. 

Antimon (32) schlRgt sich auf Kollodium zun~ichst in Form yon 
hexagonalen S~iulen nieder, die mit der (o001)-Fl~che auf der Tr~gerfolie 
aufliegen, wie das Elektronenbeugungsdiagramm zeigt. Mit wachsender 
Schichtdicke geht diese Orientierung verloren. 
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Strukturlos erscheinende metallische Aufdampfschichten sind im 
Elektronenmikroskop bisher nicht beobachtet worden. Auch die bei 
hohen Temperaturen verdampfenden Metalle wie Cr, Pt  oder W bilden 
zungchst K6rner, die bei weiterer Stoffzufuhr miteinander verwachsen. 

c) Photographische Schichten. Aus photographischen Emulsionen 
isolierte AgBr-Krystalle wurden von v. ARDENNE sowie yon HALL und 
SCHOEN elektronenoptisch untersucht. Bei der sehr starken Einwirkung 
der Elektronen, die etwa ~o s mal so grog ist wie die normale Belichtung, 
bilden sich an den Silberbromid-Krystallen jeweils mehrere SilberkOrner, 
die schliel31ich als H6rner aus dem Krystall herauswachsen, bis das 
$ilberbromid ganz aufgezehrt ist (3). Belichtetes und entwickeltes 

Abb.  9- Kolloidaies  Si lber ,  Sol auf  Kollodiumfolie  e inge t rockne t .  

Silberbromid hinterlgBt nach dem Fixieren Kn~iuel yon dfinnen Silber- 
fgtden. Die etwa 3oo AE groBen AgBr-Krystalle der sehr Ieink6rnigen 
Lippmann-Emulsionen bilden einzelne Silberf~den, die etwa 5mal so lang 
stnd wie das Korn, aus dem sie entstanden sind (31). Silberbromid, das 
durch Umsetzung einer aufgedampften Silberschicht mit Bromdampf 
erzeugt worden ist, zeigt dasselbe Verhalten bei der Bestrahlung mit 
Elektronen wie AgBr-Krystalle aus photographischen Emulsionen (80). 

d) Kolloide Metalle (Ag, Au, Pt, Pd). Sole yon Ag und Au (Ig), (48) 
sind h~iufig untersucht worden, da sich die feindispersen Metalle wegen 
ihres hohen Atomgewichts und damit ihres groBen Streuverm6gens fiir 
Elektronen gut zur Bestimmung der AuflBsung yon Elektronenmikro- 
skopen eignen. Silber wie Gold scheiden sich bei der Reduktion ihrer 
5alzl6sungen in Teilchen aus, deren Gr6ge zwischen 1o bis 3 ~ AE und 
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etwa 2oooAE schwankt (Abb. 9). Wahrscheinlich existieren noch 
kleinere Teilchen, die jedoch noch nicht mit Sicherheit beobachtet 
werden konnten. Bei Silber zeigen auch die grol3en Teilchen kugelige 
Gestalt, was mit der Struktur yon Aufdampfschichten dieses Metalls in 
Einklang steht. Gold bildet in w~iBriger L6sung auch Oktaeder, w~.hrend 
es sich aus dem GlasfluB des Goldrubins in Wfirfeln ausscheidet, wie 
durch die Beobachtung isolierter Krystalle (9) und durch Oberfl~ichen- 
abbildung yon Bruchfl~ichen (11) gezeigt werden konnte (Abb. 1 o). 

Die Untersuchung von auf Asbest niedergeschlagenem Platin und 
Palladium hat ergeben, dab die Metalle in Ieink6rniger Form vorliegen 
und nicht gleichmiit3ige rJberzfige auf Asbest bilden (4). Den auf einem 

t 

p 

Abb. to. Kolloidales Gold, warfelf6rmige Krystalle irL einer Bruchfl~iche von 
Goldrubinglas. Aufdampfabdruck, Negativkopie. 

TrAger abgeschiedenen Platin- und Palladium-Kolloiden kommt wegen 
ihrer Verwendung als Katalysatoren eine besondere Bedeutung zu. 

Die Form der Teilchen wird immer abgerundet erscheinen, solange 
ihre Gr6ge mit der Aufl6sung der Abbildung vergleichbar ist. Soil die 
wahre Gestalt eines Polygons erkannt werden, mug es um so gr6Ber sein, 
je h6her seine Eckenzahl ist (1t). Die grogen, rund erscheinenden 
Kolloide dfirften demnach polykrystalline Korper sein, die von vielen 
kleinen, stumpf aneinanderstoBenden Krystallfl/ichen begrenzt werden. 

Zur Bestimmung des Au-Gehalts von Goldsolen haben R]EDEL und 
RUSKA (73) die Sole mit NaCI und LiC1 versetzt, die L6sung vernebelt 
und die Tr6pfchen auf dem Objekttr~ger niedergeschlagen. Beim Ein- 
trocknen hinterlassen die Tr6pfchen Trocknungsh6fe, aus deren Durch- 
messer das Tr6pfchenvolumen abgesch/~tzt werden kann. Dutch Aus- 
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zghlen und Ausmessen der Au-Teilchen innerhalb r Trocknungshofes 
liil3t sich die Konzentration des Sols ermitteln. 

4. Hydroxyde und Oxyde 2-werliger Metalle. 
Die schwerl6slichen Hydroxyde scheiden sich bei der FMlung aus 

wiiBriger L6sung in sehr feiner Verteilung ab. Das Studium ihrer 
Morphologie erfordert daher ganz besonders die Anwendung des 
Elektronenmikroskops. Die durch Entw~sserung der Hydroxyde ge- 
bildeten Oxyde unterscheiden sich deutlich von den Oxydrauchen und 
-schichten, die durch thermische oder elektrolytische Oxydation der 
Metalle entstehen. 

FEITKNECHT und STUI)ER (25) haben Hydroxyde 2-wertiger Metalle 
einer vergleichenden Betrachtung unterzogen. Ihre Pr~parate waren 
tells durch Bew~isserung der Oxyde nach 

MeO + IK~O -+ Me(OI-[)2 

( Beispiele  : C a(OH) 2, Mg(OH) 2) 

teils durch F~llung mit Laugen aus Salzl6sungen nach 

M e + + +  2 O H -  --~ Me(OH),_, 

(Beispiele:  Mg(OH)e , Ni(OH). , ,  Co(OH)2 , Mn(OH)2,  .Cd(OH)2 , Cu(OH)2 ) 

hergestellt. 

Ca(OH)2: Altere kolloidchemische Untersuchungen von KOHL- 
SCHOTTER und I~'EITKNECIIT (~2) hatten ergeben, dab im Kalkbrei und 
in der Kalkmilch kleinste ,,PrimRrteilchen" yon Calciumhydroxyd zu 
,,Sekund~rteilchen" vereinigt sind und dab diese wiederum lockere 
Haufwerke bilden, die als liehtmikroskopisch abgrenzbare ,,K6rner" 
erscheinen. Die ffir die Verwendbarkeit des Kalks als M6rtel wichtige 
Quellf~higkeit ist in den Eigenschaften der Sekund~rteilchen verankert. 
Der Aufbau dieser Sekund~rteilchen konnte jedoch mit dem Licht- 
mikroskop noch nicht sichtbar gemacht werden. FEITKNECHT und 
STUDER haben nun das Wasser im Kalkbrei und in der Kalkmilch dutch 
Alkohol verdr~ngt und damit eine Entquellung und Dispergierung der 
Calciumhydroxyd-Aggregate erreicht. Die $ekund~rteilchen wurden 
weitgehend abgebaut. Als Prim~rteilchen erschienen vorzugsweise 
l~ngliche, 500 bis looo AE groBe Krystallpl~ttchen, die teils sechseckige 
Formen zeigten, teils zu 1Xnglichen Aggregaten verwachsen waren. 
Die r6ntgenographisch ermittelte Teilchengr6f3e stimmte angen~thert 
mit der elektronenmikroskopisch gemessenen Teilchengr6Be fiberein. 
Dies deutet darauf bin, dab die Abbauprodukte der Sekund~rteilchen 
wirklieh schon Prim~rteilchen (Einkrystalle) waren. Die Versuche ver- 
dienen auch insofern allgemeineres Interesse, als sie zeigen, dab die 
L6slichkeit des pr~parierten festen Stoffes die Deutung des elektronen- 
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mikroskopischen Bildes erschweren kann. Verdfinnte Kalkmilch hinter- 
lliBt beim Auftrocknen auf dem Objekttr~iger Kugeln mit einem Durch- 
messer yon o,1 bis I /*, die m6glicherweise durch Uml6sung oder Quellung 
der Sekundiirteilchen entstanden sein k6nnten (Abb. l J) (vgl. dazu das 
Beispiel Bariumsulfat, S. 62). Solche Formen haben •ADCZEWSKI, 
MOLLER und EITEL (68), (69) bei der Hydrata t ion yon Calciumoxyd in 
einer ges~tttigten wiiBrigen L6sung yon Butylalkohol und auch bei der 
Hydrolyse yon Tricalciumsilikat beobachtet, die etwa nach 3CaO. SiO~ 
HtO _ ~  2 CaO. SiO 2. aqu. + Ca (OH)z verliiuft. 

Mg(OH)2: Durch Umsetzung yon Magnesiumoxyd mit Wasser 
wurden sch6n ausgebildete Mg(OH) 2-Krystalle erhalten. Die sechsseitigen 
Pl~it tchen hatten einen Durch- 
messer yon fund J5oo AE, 
waren also gr613er als die oben 
beschriebenen Ca (OH) z-Kiy- 
stalle. Die Hydratat ion des 
Magnesiumsoxyd-Prhparates, 
das dutch Erhitzen yon ba- 
sischem Carbonat auf 700 ~ C 
hergestellt war, verlief offen- 
bar so langsam, dab sich in- 
folge geringer l~bers~ttigung 
der L6sung an Mg(OH) 2 groBe 
Krystalle bildeten. Wenn 
Mg(OH), aus L6sungen ge- 
fiillt wurde, entstanden Kry- 
stallpl~ttchen, die wesentlich 
kleiner waren. Abb.  t t .  Gel6schtcr  Kalk ,  Ka lkmi l ch  s t a rk  vcrdfinn* 

Die Hydroxyde Mg(OH) 2, auf Fo]ie eingctrocknet, schriig bedan~plt. Negativ- 
kopic,  (Aufl lahme t-l. STUDER~.  

Ni(OH) 3, Co(OH) 2, Mn- 
(OH)~, Cd(OH)2 bilden Krystallgit ter yore Cadmiumjodid-Typus, d. h 
Schichtengitter hexagonaler Symmetrie (C 6-Typ). l)ie3e strukturelle Ei- 
genschaft hat zur Folge, dab sie alle bei der Fallung mit Lauge aus Salz- 
16sungen laminar ausgebildete Teilchen enthalten. Wenn die Teilchen auch 
nicht in allen Fiillen sofort nach der Herstellung der Niederschliige elek- 
tronenmikroskopisch aufl6sbar sind und nicht sofort die hexagonale 5ym- 
metrie erkennen lassen, so tr i t t  diese doch beim Altern der Niederschl~tge 
unter der L6sung deutlich hervor : Es entstehen svchseckig begrenzte Pl~ttt- 
chen, die flach auf dem Obiekttr~iger auflieg~n. Trotz der }~hnlichkeit der 
Krystallstrukturen hat jedes dieser Hydroxyde seine eigenen morpho- 
logischen Merkmale: bei vergleichbaren F~illungsbedingungen eine 
charakteristische Teilchengr613e, eine charakteristische Gr613enverteilung 
der Teilchen und eine charakteristische Tendenz zur Abweichung von 
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ideal ausgebildeten s~chseckigen Pl~ittchen. Diese Unterschiede lassen sicb 
nicht auf zahlenmSA3ig fal3bare Untersehiede etwa des Ionenradius der 
Kationen oder etwa des L6slichkeitsproduktes der Hydroxyde zuriick- 
ffihren. Sie sind die Folgen komplexer Vorg~nge bei der Ffillung und 
bei der anschlieBenden Alterung. Ihre Ursachen miissen durch ein sorg- 
f~tltiges Einzelstudium ermittelt werden. Man wird deshalb auch den wirk- 
lichen VerhS.ltnissen nicht v611ig gerecht, wenn man die elektronenmikro- 
skopischen Befunde nur durch Angaben von Teilchengr6Benund Teilchen- 
formen beschreibt. Die folgenden Angaben sind als Hinweise auf die 
ausftihrliche Beschreibung in den Originalmitteilungen aufzufassen. 

Abb. 1~_. Nickelhydroxyd,  5 Jahre  a r e s  Sol, (Aufnahme II. STUDER.) 

Ni(OH) 2-Sole enthalten in frischem Zustand sehr dtinne, elektronen- 
mikroskopisch nur schwer abzubildende PlS.ttchen. Nach s?chsstiindigem 
Erw~irmen des Sols auf loo ~ C bilden sich sch6ne, sechsseitige PlXttchen 
(92), die auch in einem 5 Jahre alten Sol in weniger regelmRBiger Form 
beobachtet wurden (Abb. 12). Die Teilchengr6gen yon 28o bis 56o AE 
sind darin am h~tufigsten. 

Co(OH)~ wurde aus einer L6sung von CoC12 gef~illt und nach der 
Umwandlung der instabilen blauen Modifikation in die stabile rosa 
Modifikation (C 6-Typ) untersucht. Im Sol und in dem mit Ultraschall 
aufgelockerten Bodenk6rper wurden gleichgrol3e, sechseckige Pl~ittchen 
beobachtet, die offenbar aus der instabilen Modifikation i~ber die Lfsung 
als stabile Modifikation entstanden waren. Ihr  Durchmesser war rund 
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4real grOBer als der Durchmesser der Ni(OH)2-PlXttchen. Daneben lag 
unregelm~il]iges, feinlaminares Material vor, das wahrscheinlich durch 
topochemische Umsetzung des instabilen Hydroxyds entstanden war. 

Die beiden in Frage kommenden Reaktionswege ffir die sekund/ire 
Umwandlung des Co-Hydroxyds k6nnen formuliert werden: 

1. Umwandlung tiber die L6sung 
Co-Hydroxyd blau  ~ Co-Hydroxyd ~ Co-Hydroxyd rosa 

les t  gel6st les t  

2. Topochemische (~ortsgebundene) Umwandlung 
Co. Hydroxyd blau  -* Co-Hydroxyd rosa 

les t  l e s t  

Mn(OH) 2 (72) zeigt in frisch gef/~lltem Zustand rundliche bis ovale 
Scheiben. Auch das R6ntgendiagramm entspricht diesem Habitus. Mit 
LaugentiberschuB gefiilltes, gealtertes Hydroxyd weist scchsseitige, mehr 
oder weniger regelmiiBige Pl~ttchen auf. Beim Altern in MnClz-L6sung 
besteht die Tendenz zu Verwachsungen der Teilchem 

Cd(OH)fF~llungen (21), (71) lassen die verschiedenen Reaktionswege 
erkennen, auI denen sich das Hydroxyd bilden kann. Die F~llung aus 
CdClz-L6sung fiihrt fiber basische Chloride; ihre Reaktionsprodukte 
sind deshalb morphologisch schwerer zu fibersehen. Einfacher ist die 
F~illung aus Cd(NOa)~-L6sung. Dabei entsteht zuerst sehr instabiles 
a-Hydroxyd. Dieses wandelt sich schon w~thrend der F~illung in stabiles 
Hydroxyd um. Infolgedessen wirkt das instabile Hydroxyd als St6r- 
substanz bei der KrystaUisation des stabilen Hydroxyds: Reaktions- 
produkte dieser gest6rten Krystallisation sind miteinander verwachsene 
Pl~ittchen; die Form der kleinen Aggregate weicht yon der Form ideal 
ausgebildeter sechseckiger P~ttchen ab. Die Umwandlung des instabilen 
Hydroxyds in das stabile Hydroxyd kann durch sehr schnelle F/illung 
fiberrannt werden. Dann besteht der Niederschlag zuerst nur aus dem 
instabilen Hydroxyd, und dieses wandelt sich nachtr~glich (wahrschein- 
lich fiber die L6sung) in das stabile Hydroxyd urn: Reaktionsprodukt 
dieser nun ungest6rten Krystallisation sind gr6Bere und regelm~il3iger 
ausgebildete Pl~ttchen (vgl. Ni(OH)e, oben). Der Versuch enth~lt ein 
Beispiel fiir die chemisehe Deutung des Einfiusses der F$11ungsgeschwin- 
digkeit auf die Form des Reaktionsproduktes. 

Schematisch lassen sich die Unterschiede der schnellen und lang- 
samen F~illung Cd++ + 2 O H - - ~  Cd(OH) 2 beschreiben : 

I. Schnelle F~illung 
p r i m ~ i r  s e k u n d / i r  

~iber die L6sung (?)  

Cd-Hydroxyd,  ins tab i l  > Cd-Hydroxyd,  s t ab i l  
fest lest  

, ,ungest6r re" Krys ta l l ' sa t ioo  
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2. Langsame F~llung 
p r i m e r  s e k u n d S r  

Cd-Hydroxyd, instabi! I 
lest Cd-Hydroxyd, stabii  

I ~ lest 
Kr~stallisation Cd-Hydroxyd, s tabi l  J 

lest } 

Cu(OH)2-Fi~llungen erfordern die Berficksichtigung von zwei 
Reaktionsstufen : 

1. die Bildung des Hydroxyds tiber schwerl6sliche basische Salze: 
++ OH- Cu -~-+bas. Salz ~Olul -->Hydroxyd 

lest s 

2. Die spontane Entw~sserung des Hydroxyds unter der L6sung: 
Cu(OH), . . . .  -+CuO + H:O 

lest  les t  

Die prim~re Bildung basischer Salze fiihrt unter sonst vergleichbaren 
Bedingungen zu krystallisierten Teilchen verschiedener Struktur, Form 
und Gr6Be, je nachdem von Cu-Chlorid, -Bromid, oder -Nitrat aus- 
gegangen wird. Dementsprechend sind auch die Teilchen des Hydroxyds, 
die sekundiir aus den basischen Salzen entstehen, verschieden. Basisches 
Cu-Chlorid erscheint auf Grund der 3-dimensionalen Struktur seines 
Krystallgitters in isodiametrischen Kryst~llchen (23), es wandelt sich 
bei weiterem Laugenzusatz tiber die LSsung zu feinen isolierten Hy- 
droxyd-Nadeln urn. Basisches Cu-Bromid (oder -Nitrat) erscheint auf 
Grund seiner Schichtgitterstruktur in o,1 bis 1 ~ breiten Pl~tttchen; es 
wandelt sich bci weiterem Laugenzusatz aueh in Hydroxyd urn, und 
zwar bei den kleineren Tcilchen im wesentlichen fiber die L6sung unter 
Bildung yon isolierten Hydroxyd-Nadeln (Abb. 13), bei den grSBeren 
Teilchen dagegen im Raum des basischen Salzes (topochemiseh) unter 
Bildung yon Aggregaten, die durch die ursprtinglichen Kryst~llchen des 
basischen Bromids orientiert werden, 

Die spontane Entw~sserung des Hydroxyds unter der L6sung geht 
umso schneller vor sich. je Ieiner es krystallisiert ist. Gr6Bere Hydroxyd- 
krystalle k6nnen sehr best~indig sein. Da die Teilchengr6Be des Hydro- 
xyds durch die Zwischenprodukte, die basischen Salze, bestimmt wird, 
wird also auch der Einflufi der F/~llungsbedingungen fiir das Hydroxyd 
auf die Bestandigkeit des Hydroxyds verst~ndlich. Das entstandene 
Oxyd erscheint in spindel- frier kreuzfarmigen Teilchen yon der Gr6gen- 
ordnung 1 /~, unter Umst~nden auch in Iaserigen Teilchen. Alle diese 
Formen deuten auf gest6rte Krystallisation durch geringe Fremdstoff- 
mengen hin. Aggregationen, die ihre Formen einem solchen chemischen 
Reaktionsmechanismus verdanken, werden als Somatoide bezeichnet. 
Nach lCRICKE, GWINNER und FEICHTNER (27) ergibt sich aus der Ver- 
breiterung der R6ntgeninterferenzen ftir die krystallinen Bereiche des 
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,,aktiven" Oxyds ein Durchmesser von etwa 80 AE. Daneben liegt 
amorphes Material vor. 

In den Fikllungsprodukten aus Mischl6sungen yon CuC12 und NiCl 2 
wurden vier verschiedene Krystallformen beobachtet (24): Nickel- 
hydroxyd in sehr feindisperser Form, Nadeln oder lange Fasern yon 
Kupferhydroxyd, Kupferoxyd als spindelf6rmige oder aus quadratischen 
Teilchen zusammengesetzte Somatoide und ein feindisperses Doppel- 
hydroxyd der Zusammensetzung NiCu(OH)4. Das Doppelhydroxyd 

Abb. t 3. Kupferhydroxyd, F~illung einer o,2-m-CuBr2-LOsung mit 
iiberschttssiger o,4-rt NaOH. (Aufaahme H.TOBLER.) 

konnte neben Kupferhydroxyd wegen der grol3en J~hnlichkeit der 
R6ntgendiagramme nut elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden. 

Bei den vergleichenden Untersuchungen der Hydroxyde yon 2-wer- 
tigen Metallen hat die elektronenmikroskopische Abbildung zur Auf- 
kl~irung der Bildungsreaktionen der Hydroxyde beigetragen. 

5" Hydroxyd und Oxyd des Aluminiums. 
Frisches, in w/iBriger LSsung gebildetes Aluminiumhydroxyd ist 

iiuBerst feindispers. Die Pr/iparate sind rSntgenamorph und zeigen im 
Elektronenmikroskop keineflei Formen, die auI eine bestimmte Struktur 
schlieBen lassen. FEITKNECitT und Mitarbeiter (25) haben 41/., Jahre 
lang gealtertes Hydroxyd untersucht, das durch anodische AuflSsung 
yon Aluminium in NaC1-LSsung erzeugt war. Dabei zeigte sich, dab 
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Gele, die in schwach saurem oder schwach alkalischem Medium auf- 
bewahrt waren, Bayerit gebildet hatten. Die R6ntgendiagramme und 
die im Elektronenmikroskop erkennbaren Formen der unter verschiede- 
nen Alterungsbedingungen hergestellten Bayerit-Pr~parate wiesen Unter- 
schiede auf. Neben kegelf6rmigen Somatoiden (vgl. Seite 78, Beispiel 
Kupferoxyd) wurden seehsseitige Pl~ittchen in gr613erer oder geringerer 
Anzahl beobachtet. Im Gegensatz zu den GeIen, die sick in MO(OH/ 
umgewandelt hatten, schied sich aus den Solen in neutralem und sehwach 
saurem Milieu AI(OH)s als Hydrargillit aus, der sechsseitige Pl~ittchen 
versckiedener Dicke bildete. 

Aluminiumhydroxyd wie auch feindisperses Aluminiumoxyd ge- 
h6ren zu den wirksamsten Adsorbentien. $CHOON und KLI~TTE (80) 

Abb. 14. Al~Oa aus gefS.11tem B6hmlt durch Entw~issern bei 800 ~ C 
entstanden. (Pr~iparat R. FRICKE.) 

haben im Elektronenmikroskop Aluminiumoxydhydrat nfit Silicagel 
gleicher Adsorptionseigenschaften verglichen und an beiden Pr/iparaten 
denselben porSsen Aufbau aus netz- und wabenf6rmig angeordneten 
Platten festgestellt. Von WEITBRECHT und FRICKE (86) wurde y-A1203, 
das dutch Erhitzen von BOvI~T [(A10(OH)~ hergestellt war, eingehend 
untersucht. Die ~iul3ere Krystallform eines im Autoklaven hergestellten 
B6hmits ~indert sich durch die Entwfisserung nicht, wohl aber werden 
die rSntgenographisch bestimmten Xoh~renzbereiche innerhalb der 
sch6n ausgebildeten, bis 8oooAE langen Prismen verkleinert. Ge- 
f~illter B6hmit zeigt im Elektronenmikroskop lockere Anh/iufungen yon 
etwa 5 ~ AE groflen Teilchen. Beim Erhitzen wird die Struktur weiter 
aufgelockert und es entsteht ein schwammiges Netzwerk yon AleO s- 
Teilchen, die untereinander durch sehr feine, elektronenmikroskopisch 
kaum mehr erkennbarc Brficken verbunden sind (Abb. 14). Die Tell- 
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chen rekrystallisieren bei Temperaturen bis 9oo~ kaum. Erst bei 
looo~ C setzt eine merkliche Teilchenvergr613erung unter gleichzeitiger 
Umwandlung in a-A120 a ein. Die /ibermikroskopisch bestimmte Weite 
der Poren ist yon derselben Gr613enordnung wie die Teilchen selbst. Die 
sehr groge aktive Oberfi/iche, die sich aus der schwammigen, ~uBerst 
feinteiligen Struktur ergibt, l/iBt die Eignung dieses Aluminiumoxyds 
als Katalysator und Katalysatortr~iger erkennen. 

Als diinner, jedoch gleichm/iBiger und sehr dichter Film bildet sich 
Aluminiumoxyd auf jeder metallischen Aluminiumoberfl/iche. Die 
Oxydschicht passiviert die Oberfl~iche des unedlen Metalls und macht 
�9 ;s best/indig gegen Luft und Wasser. Der Oxydfilm erreicht auf glatten, 
im Hochvakuum aufgedampften Aluminiumschichten an Luft bei 
Zimmertemperatur nach einem Monat seine Grenzdicke von weniger 
~ls loo AE, wie HASS durch polarisationsoptische Messungen (33) nach- 
weisen konnte. Oberhalb 4oo~ nimmt die Dicke der Oxydschicht 
~t~irker zu, oberhalb 45 ~176 C beginnt die Krystallisation des amorphen 
Films auf der Aluminiumunterlage, w/ihrend sie an isolierten Oxyd- 
schichten erst oberhalb 680 ~ C einsetzt, wie an Hand yon Elektronen- 
beugungsdiagrammen nachgewiesen wurde. MAHL (60) hat den Aufbau 
yon Oxydschichten, die dutch Gl~hen yon ge/itztem Reinstaluminium 
bei 55o~ erzeugt waren, elektronenmikroskopisch und mittels Elek- 
troneninterferenzen untersucht. Die vonder Unterlage abgel6ste Oxyd- 
haut ist ein Abdruck der ge/itzten Aluminiumoberfl/iche. Das Oxyd kann 
daher den krystallographischen Fl~ichen des Aluminiums zugeordnet 
werden, auf denen es gewachsen ist. Im Elektronenbild erscheinen auf 
den 0oo)-Ebenen P1/ittchen von wenigen lOO bis 3000 AE in regelloser 
Anordnung. Das Elektronenbeugungsdiagramm der Schicht zeigt eine 
teilweise Orientierung zur Unterlage an. An htzstrukturen mit abgerun- 
deten Ecken und Kanten ist das zur (1J 1)-Fl~iche des Aluminiums orien- 
tierte Wachstum gr6BererAl203-Krystalle zu beobachten. Offenbar findet 
die Oxydation an den Oktaederfl~chen des Aluminiums bevorzugt statt. 

Elektrolytisch erzeugte Oxydschichten auf Aluminium sind wegen 
ihrer technischen Bedeutung mehrfach elektronenmikroskopisch unter- 
sucht worden. Sie sind alle mehr oder weniger wasserhaltig. Man muB 
dabei grunds~itzlich zwei Arten unterscheiden: Die dichten, verh/iltnis- 
m/iBig diinnen Ventilschichten und die dicken Schichten, wie sie nach 
dem Eloxalverfahren erzeugt werden. 

Die Ventilschichten entstehen bei der anodischen Oxydation in 
Elektrolyten, die das Aluminiumoxyd nur wenig angreifen. Sie er- 
scheinen in einer Dicke von loo bis 300 AE im Elektronenmikroskop 
strukturlos und werden daher naeh dem Vorschlag von Hhss und 
KEttLER (34) als Tr/igerfolien in der Elektronenmikroskopie verwandt 
(s. Abschn. lII,  1). Das Elektronenbeugungsdiagramm dieser Schichten 
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l~gt einige diffuse Ringe erkennen, die dahingehend gedeutet werden, 
dab hier ~uBert feinkrystallines 7-A120~ mit regellos verteilten Fehl- 
stellen vorliegt. Bei Temperaturen tiber 65o~ krystallisieren die 
Schichten, das Beugungsdiagramm zeigt die scharfen Interferenzen von 
7-A1~O3, und im elektronenmikroskopischen Bild werden die Oxyd- 
krystalle sichtbar, die mit zunehmender Temperatur wachsen. Dickere 
Schichten entstehen dureh Anlegen einer h6heren Spannung und dureh 
liingere Dauer der Elektrolyse. Sic sind porSs und erscheinen k6rnig (61). 

Die Ventilschichten sperren den Stromdurchgang, sobald sic eine 
yon der Spannung abh~tngige Dicke erreicht haben. Elektrische Durch- 
schl~ge erzeugen die Porch, die durch weitere Oxydation des Metalls 
an der Grenzfl~che Metall-Oxyd geschlossen werden. 

In Schwefelsiture- und Oxals~iure-Elektrolyten werden die Schichten 
wesentlich dicker und lockerer. Die Poren sind welter und haben nach 
FISCHER und KURZ (26) einen Durchmesser von J5 ~ bis 400 AE. Ihr 
Volumen macht nach elektronenmikroski~pischen Messungen etwa 13% 
der gesamten Schieht aus. Durch Schr~igbedampfung mit Wolframoxyd 
konnte WILSDORF (87) die Oberfl~ichenstruktur dieser Oxydschiehten 
im Elektronenmikroskop sichtbar machen. Die den Elektrolyten zu- 
gekehrte Seite ist weitgehend eben, die an das Metall grenzende Seite 
zeigt um die Poren herum kalottenf6rmige Erhebungen. WILSDORF 
deutet diesen Befund durch die Annahme, dab w~ihrend der Elektrolyse 
in den Poren eine Gasentladung brennt, durch die Sauerstoff und Wasser- 
stoff in Freiheit gesetzt wird. Die Gase stehen infolge von Kapitlar- 
kriiften unter hohem Druck, und der Sauerstoff diffundiert yon den 
Porch aus ins Metall. Die Oxydhaut auf dem Grund der Poren wird 
durch die Gasentladung immer wieder zerst6rt, so dab die Oxydation 
weiterlaufen kann. HUBER (44)hat den Querschnitt eines extrem 
dicken EloxaIfilms von o,8 mm mit Hilfe eines Oberfliichenabdrucks 
abgebildet. Danach verlaufen die Porch geradlinig in Richtung der 
Normalen zur Oberfl~iche, was sich mit den Anschauungen tiber ihre 
Entstehung deckt. Die fibermikroskopischen Befunde best~itigen und 
erg~inzen demnach die Vorstellungen fiber Bildung und Aufbau der 
elektrolytisch erzeugten Aluminiumoxydschichten, die mit Hilfe anderer 
Methoden gewonnen wurden. 

6. Zinkoxyd. 
Durch anodische Oxydation in Natronlauge entstehen auf Zink/ihn- 

liche Oxydfilme wie auf Aluminium. HUBER und BIERI (45) haben das 
Wachstum derartiger Schichten auf Zinkeinkrystallen mit dem Elek- 
tronenmikroskop und mit Elektroneninterferenzen untersucht. In einer 
Dicke yon loo bis ~ 5 ~ AE zeigt die Oxydhaut eine schuppige Struktur. 
Die Krystalle sind auf dem Metall mit ihrer hexagonalen Basisfl/iche 
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orientiert aufgewachsen. In Schichten von 2000 bis 4000 ekE geht die 
Orientierung mit zunehmendem Abstand vom Metall allm~ihlich ver- 
loren. Die Filme zeigen Poren, die yon elektrischen Durchschl~igen her- 
r/ihren. Die R6ntgendiagramme yon anodisch erzeugtem Zinkoxyd 
und yon ZnO-Rauch entsprechen einander. 

Pyrogen entstandenes ZnO, das als Pigment eine Rolle spielt, kommt 
in verachiedenen Krystaliformen vor. Sie lassen sich im wesentlichen 
auf sechsseitige Tafeln und lange Nadeln zurtickf/ihren, die zu vier- 
strahligen Sternen verwachsen sind (7), /8). Die Gestalt der Krystalle 
hiingt yon den Entstehungsbedingungen ab. Die ginkdampf- und Sauer- 
stoffkonzentration diirfte dabei eine Rolle spielen. Die in Abb. 15 dar- 
gestellten ZnO-Nadeln sind durch Verbrennen yon Zink an Luft bei etwa 
8oo ~ C entstanden. Sie haben beim Aufsteigen in der WXrmestr6mung 
verschiedene Wachstums- 
bedingungen durchlaufen. 
Auf diese Weise k6nnen 
dieAbsiitze in den Nadeln 
erkl~irt werden. 

Pyrogen entstandenes 
ZnO nimmt bei Anwesen- 
heir yon Feuchtigkeit 
reichlich Kohlens~ture auf. 
Die ursprfinglichen Kry- 
stalle werden dabei weit- 
gehend zerst6rt. Das ge- 
bildete basische Karbonat 
ist femk6rniger und wird 
beim Gliihen unter Ab- 
spaltung von CO 2 und H20 

Abb, aS. ZnO-Rauch aus Verbrennung yon Zn bei 8oo~ 
Die cunkien Punkte in denNadeln sind durck Bcugung der 

Elcktrouen im Krystallgitter hervorgerulen. 

in noch kleinere Teilchen yon etwa o,J /, Durchmesser aufgespalten. 
Nach beendeter Kalzinierung liegt ZnO in Form sehr diinner, unregel- 
m~iBiger Pl~ittchen vor (7). Dieser Vorgang ist ein typisches Beispiel 
far die Darstellung oberfliichenaktiver Stoffe, die in ihren einzelnen 
Phasen elektronenmikroskopisch verfotgt werden kann. 

7. Oxydische Rauche. 
Ebenso wie Zink liefert auch Magnesium bei der Verbrennung an 

Luft einen Oxydrauch, der in gut ausgeprAgten Wiirfeln krystallisiert 
(Abb. 16). Die Wfirfel sind zu Ketten aneinander gelagert, teilweise sind 
sie durch sehr dfinne Briicken miteinander verbunden. Oxyde, die 
weniger zur Krystallisation neigen, liegen im Rauch als kugelige Gebilde 
vor, die sich zu Ketten zusammenlagern, wie z. B. AI~O 3, das dutch Ver- 
brennung yon AIuminium im elektrischen Lichtbogen erhalten wird (10). 
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Rundliche Gebilde entstehen auch durch Hydrolyse flfichtiger 
Siliciumverbindungen bei erh6hter Temperatur in der Gasphase. Diese 
Gebilde sind lockere Aggregate yon 50 bis 7 ~ AE groBen Teilchen, wenn 

4 

7t~ 

Abb. I6. MgO-Raueh arts Verbrenuuag yon Magnesiumdraht, 

SiC14-Dampf, der im Stickstoffstrom mitgefiihrt worden ist, bei 8oo ~ C 
in feuchter Luft zersetzt wird (Abb. 17). Dagegen weist SiO2-Rauch 
deutlich strukturierte Teilchen auf, wenn er in der Flamme eines mit 

SiC14 beladenen Wasser- 
stoffstroms gebildet wird 
(Abb. 18). Die Teilchen 
scheinen in diesem Falle 
yon einer glatten gla- 
sigen Schicht umhtillt zu 
sein. Das Elektronenbeu- 
gungsdiagramm dieser 
Rauche zeigt den diffu- 
sen Ring der amorphen 
Kiesels~iure. 

TiO2-Rauch, derdurch 
Hydrolyse yon TIC14 bei 
800 ~ C gewonnen ist (28), 

Abb. x7. SiO~-Rauch aus Hydrolyse Yon SiC1,-Dampf bei besitztein~ihnlichesAus- 
800 ~ C, lockere, rurtdliche Teilchen. sehen. 

S i l i c i u m d i o x y d r a u c h  w l r d  in  t e c h n i s c h e m  M a B s t a b  a ls  Aeroso l  h e r g e s t e l l t ;  
d a s  au s  de r  G a s p h a s e  n i e d e r g e s c h l a g e n e  S i l i c i u m d i o x y d  l iefer•  lockere ,  s e h r  
v o l u m i n 6 s e  SiO2-Pr~il~arate.  S i l i c i u m d i o x y d r a u c h  e n t s t ~ h t  a u c h  be i  de r  E l e m e n -  
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taratialyse silico-organischer Verbindungen durch Verbrennung (75), Eine elek- 
tronenmikroskopische Au~nahme eines solchen Verbrennungsproduktes ist in 
Band 1, S. 50 dieser Zeitschrift abgebildet. 

Anwendung der Hy- 
drolyse yon Silicium- 
tetrachlorid: 

KOHLSCHOTTER und 
MATTNER (50) haben 
SiCI 4 in Baumwollfasern 
eingefiihrt und nach- 
tr~glich im Inneren der 
Fasern mitWasserdampf 
zu Kiesels~iure umge- 
setzt. Nach dem Ver- 
brennen der mit Kiesel- 
sgure beladenen Fasern Abb.~8. SiOz-Rauch aus Hydro[yse yon S iCl t -Dampf  in Was-  

sers toff -Flamme,  Teilchen rnlt Innens t r t tk tu r  und ges in tc r t e r  erhielten sie als an- Au~nhaut. 
organischen Rtickstand 
diinne SiO2-Schichten, die elektronenmikroskopisch auflOsbare Abdrucke 
der Lamellen in der ursprtinglichen Faser ergaben (Abb. 19). Das Ver- 
fahren ist auch in anderen Stoffsystemen zur Abbildung innerer Ober- 
fllichen geeignet. 

8, Tcnmineralien, 
Die Eigensehaften der 

Tone, ihre Plastizitiit und 
Quellf~higkeit sind bedingt 
dutch die Pldttchenstruktur 
der meisten Tonmineralien. 
Die Krystalle sind submikro- 
skopiseh klein. Das Elektro- 
nenmikroskop wurde zu ihrer 
Analyse mit Erfolg heran. 
gezogen. 

Kaolinit, dem die Formel Abb. 19. SiO2-Abdruck vot~ Lamclien innerha lb  e ine r  
Baumwol l faser ,  gcwor Iten durch  Hydrolyse van SiCI~ 

AIu(OH)," Si206 zukommt, ia  der F . . . . .  (Pr~iparat H. X~L KOHLSCHI~TTER. )  

krystaltisiert vornehmlich in 
sechsseitigen Pl/ittchen (Abb. 20) yon 2o0 bis Iooo AE Dicke, die 
EITI~L und GOTTHARDT (15) an Schnaittenbacher Kaolin mittels elek- 
tronenmikroskopischer Stereoaufnahmen gemessen haben. Die Basis- 
fl~ichen der Krystalle sind negativ geladen. Sie adsorbieren nach 
TItIgSSEN [83) positive Silberjodidteilchen. Dagegen werden negativ 
ge|adene kolloide Goldpartikel nut  an den Ecken undKanten angelagert, 
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wo durch Adsorption von Kationen eine Umladung der Oberfl/iche s ta t t -  
findet (18). In BaC12-L6sung werden auch an den Basisfl~ichen durch 
Kationenaustausch Ba2+-Ionen adsorbiert (16), die die Fl~ichen um- 
laden, so dab nunmehr kolloide Goldteilchen angelagert werden k6nnen. 
Muskowit, der ebenfalls in diinnen, von Elektronen durchstrahlbaren 
P1/ittchen krystallisiert, adsorbiert an den Basisfl~ichen und Kanten 
Goldteilchen infolge der dort vorhandenen Kationen (83). Dureh die 
unterschiedliche Adsorption von Goldteilchen kann Muskowit yon Kao- 
linit und Sarospatit  (~1) im Elektronenmikroskop unterschieden werden. 

Halloysit hat dieselbe Zusammensetzung wie Kaolinit, krystallisiert 
jedoch mit zwei Molekiilen Wasser, das er sehr leicht abgibt.  Er  geht 
dabei in Metahalloysit fiber, dessen R6ntgendiagramm dem des Kaolinit 
sehr ~ihnlich ist. Eine eindeutige Unterscheidung beider Mineralien ge- 

lingt mit dem Elektronenmikro- 
skop, da Halloysit und der da- 

j . . . . . . . . .  raus entstehende Metahalloysit 
im Gegensatz zum pl/ittchen- 
f6rmigen Kaolinit in leisten- 
I6rmigen Krystallen (17), (47) 
vorkommt.  

Die hohe PlastizitS.t der 
Bentonite wird durch die Struk- 
tur ihres Hauptbestandteiles,  
des Montmorillonits (4 SiO~ 
�9 A1203 . H20)verursacht,  der aus 
fiuBerst dfinnen Krystallpl~itt- 
chen besteht. I m  Elektronen- Abb.  20. Kaol ini t .  
mikroskop wurden noch Pl~itt- 

chen yon 1 o AE Dicke beobachtet (6), die aus einer einzigen Silicatschicht 
bestehen. Durch Kationenaustausch lassen sich die schweren Cs +-, Ba ~+- 
und La3+-Ionen anlagern (16). Die dfinnen Pl~ttchen heben sich dann 
wegen des groBen Elektronenstreuverm6gens der sehweren Ionen im 
elektronenmikroskopischen Bild besser ab. 

Die Montmorillonit-Kryst~illchen werden durch Kochen mit Salz- 
siiure weitgebend zerst6rt. AI20 a geht zum Teil in L6sung, und es hinter- 
bleibt ein schwammiges Gerfist mit  Poren yon etwa 200 AE l_)urch- 
messer (18). Mit Salzs~iure aufgeschlossener Montmorillonit wird in der 
Technik unter dem Namen Bleicherde als Adsorbens verwendet. 

I m  Gegensatz zu den meisten Tonmineralien krystallisiert Attapulgit ,  
einAI-Mg-Silicat, in feinen Nadeln yon 5 ~ bis 250 AE Durchmesser (19). 
Er  ist der Hauptbestandtei l  der amerikanischen Fullererde, die als 
technisches Bleichmittel dient. Die auf Grund von r6ntgenographischen 
Untersuchungen ausgesprochene Vermutung, dab Attapulgit  eine 
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kettenartige Krystallstruktur besitzt, konnte durch Abbildung der sehr 
diinnen Nadeln best~itigt werden. 

V. Ausblick. 

Das Elektronenmikroskop hat im Laufe weniger Jahre zur Beant- 
wortung zahlreicher chemischer Fragen beigetragen. Mit seiner Hilfe 
wurde unsere Kenntnis der hochdispersen Stoffe wesentlich erweitert. 
In vielen Stoffsystemen, in denen Vorstellungen iiber Teilchengr6Ben 
und -formen bisher nut auf indirekten Wegen und mit kombinierten 
Untersuchungsmethoden erworben werden konnten, ist die Verbindung 
zu den Erfahrungen im AuflOsungsbereich des Lichtmikroskops un- 
mittelbar hergestellt worden. 

Fiir die Beantwortung spezifisch chemischer Fragestellungen ist die 
blol3e Feststellung yon Teilchengr6i3en und -formen im allgemeinen nicht 
ausreichend. Jede natiirliche Form eines Stoffes steht in Beziehungen 
zu seiner Struktur und zu den Bedingungen, unter denen er sich bildete. 
Es ist zu erwarten, dab diesen Beziehungen im Aufl6sungsbereich des 
Elektronenmikroskops in zunehmendem Mal3e systematische Unter- 
suchungen gewidmet werden. Die for den Abschnitt IV dieses Berichtes 
ausgewAhlten Beispiele enthalten Erfahrungen, die vervollstAndigt 
werden miissen oder verallgemeinerungsfiihig sind, auf die deshalb bei 
weiteren Untersuchungen auf dem Gebiet der anorganischen Chemie 
Bezug genommen werden kann. 

Die Abbildung anorganischer Einzelmolekiile ist noch nicht gelungen. 
Wohl aber konnte die Anordnung der Benzolringe im Kupferphthalo- 

�9 

cyanm-Molektil mit dem Feldelektronenmikroskop dargestellt werden 
(67a). Organische Riesenmolekiile [Jodbenzoylglycogen (46), Haemo- 
cyanin (1)] wurden im Elektronenmikroskop abgebildet. Auch die 
kleineren Virusteilchen k6nnen als einzelne Riesenmolektile aufgefai3t 
werden. Die bekannte Aufnahme des krystallisierten Tabaknecrose- 
Virus (66) geh6rt bisher zu den eindrucksvollsten Ergebnissen der 
Elektronenmikroskopie. Sie zeigt die regelmAi3ige Anordnung der 
Virusteilchen im Krystallgitter, das bier zum erstenmal abgebildet 
worden ist. Damit ist der Anschlul3 an die Strukturbestimmung durch 
Interferenz yon R6ntgen- und Elektronenstrahlen an Krystallgittern 
hergestellt, und die Abbildung anorganischer Molektilgitter riickt durch- 
aus in den Bereich der M6glichkeit, falls es gelingt, das Aufl6sungs- 
verm6gen der Elektronenmikroskope weiter zu steigern. 

Die Aufnahmen 11, 12 und 13 wurden mit dem Triib-T~.uber-Elektronen- 
mikroskop, alle iibrigen Aufnahmen mit dem elektros'tatischen AEG-ZEIss- 
Eletctronertmikroskop der SDL aufgenommen. 
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I. Definition der ,,Einschlul]verbindungen". 
W~ihrend auf dem Gebiet der anorganischen Molek/ilverbindungen die 

Vorstellungen der yon A.WERNER entwickelten Koordinationslehre ffir 
die Forschung eminent fruchtbar geworden sind und ffir die Systematik 
ein umfasmndes Ordnungsprinzip geliefert haben, konnten f/Jr die orga- 
nischen Verbindungen hSherer Ordnung r/iumlicher Bau wie auch wir- 
kende Bindungskr'gfte nicht unter gleich einfache und gleich einheitlich 
geltende Grundprinzipien eingeordnet werden. Der Fundamentalbegriff 
symmetrischer Lagerung um ein Koordinationszentrum existiert ffr  die 
rein organischen Molektilverbindungen nicht; die Bindungskdifte lassen 
sich wohl manchmal, aber durchaus nicht immer auf die klassischen Vor- 
stellungen der Elektronenvalenz zur~ickfiJhren. 
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Ein Gesichtspunkt, der sich fiir die Erforschung der rein orga- 
nischen Molek/ilverbindungen als fruchtbar erwiesen hat, ist die yon 
PAUL PFEIIrFER entwickelte ,,Lokalisationstheorie der Restaffinit~.ts- 
kr~ifte" (38). Nach dieser Auffassung kommt bestimmten funktionellen 
Gruppen oder Bezirken der zusammengelagerten Molekfile die entschei- 
dende Bedeutung fiir den Zusammenhalt der Kombinationsprodukte zu. 
Implieite liegt diese Annahme auch der heute gebr~uchlichen Systematik 
der rein organischen Molekfilverbindungen zugrunde, welche die Addi- 
tionsprodukte nach chemischer ~hnlichkeit in Gruppen zusammenfal3t 
und diese Gruppen dann nebeneinander aufreiht: die Gruppe der Chin- 
hydrone, die Gruppe der Molekfilverbindungen der Ketone, die Gruppe 
der Molekfilverbindungen der Nitrok6rper u. s. f. 

Es gibt nun einige Molek/ilverbindungen -- zum Teil sind sie seit 
langem b~kannt, zum gr613eren Teil erst in jfingster Zeit entdeckt und 
bearbeitet worden --, die sich diesem System nicht einordnen lassen, 
da bei ihnen lokalisierte Bindungskr~fte der PFEIFFERschen Art entweder 
fiberhaupt nicht angenommen werden k6nnen oder wenigstens nicht die 
ausschlaggebende Rolle spielen: Das erste gilt z. B. ffir die seit langem 
bekannten Hydrate der Paraffine und ffir die Desoxychols~ure-, Harnstoff- 
und Thioharnstoffaddukte der Paraffine; das zweite ffir die Desoxychol- 
s~ure-, Harnstoff-, Thioharnstoff- und Dinitrodiphenyladdukte anderer 
K6rperklassen. Ffir die eingehende Erforschung derartiger Kombi- 
nationsprodukte haben nicht Erw~gungen fiber die wirkcnden Kritfte, 
sondern Studien fiber die r~umliche Lage der Komponenten im Krystall 
den Ausgangspunkt gebildet; und es ist ffir all diese Produktc eine Art 
yon krystallchemischer Verwandtschaft zutage getreten, die eine un- 
gezwungene Zusammenfassung zu einer besonderen Gruppe erlaubt. 

Das Gemeinsame der hier zu besprechenden Molekfilverbindungen ist 
die gleichartige riiumliche Lagerung der Komponenten im Molekfilver- 
bindungskrystall: Die eine der jeweiligen Verbindungskomponenten 
bildet ein invariables Grundgitter, welches Hohlr~ume birgt. In diesen 
HohlrAumen sind die Molekfile der anderen Komponenten eingelagert, 
manchmal mehr oder weniger beweglich, manchmal in definierten Punkt- 
lagen. Das betreffende Grundgitter bildet sich im allgemeinen nur in 
Berfihrung mit dem Verbindungspartner aus und ist nur in seiner Gegen- 
wart stabil; in einigen Fitllen ist parfielle oder g~nzliche Entfernung der 
eingelagerten Molekfile m6glich, ohne dab das Hohlraumgitter kollabiert. 

Einfache geometrische l~berlegung ergibt, dab fflr die Gestalt der 
Gitterhohlriiume grunds~tzlich drei M6glichkeiten denkbar sind: Sie 
k6nnen erstens dreidimensional geschlossen, d.h.  kMigartig sein; sie 
k6nnen zweitens nach einer Dimension of fen, d. h. kanalf6rmig sein ; und 
sie kOnnen drittens nach zwei Dimensionen offen, d. h. schichtf6rmig 
sein. Alle drei M6glichkeiten finder man verwirklicht; es wird also 
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im Iolgenden yon ,,K~figverbindungen", ,,Kanalverbindungen" und 
,,Schichtverbindungen" die Rede sein. Als Oberbegriff ist die Bezeich- 
hung ,,EinschluBverbindungen" gew~hlt; der naheliegende Ausdruck 
,,Einlagerungsverbindung" wird vermieden, da diesem Wort bereits vor 
langem yon A. WERNER ein anderer, spezieller Sinn unterlegt worden 
ist (54). 

Wenn im vorliegenden Referat eine Zusammenfassung chenlisch welt 
auseinanderliegender Verbindungsgruppen nach der ~hnlichkeit ihres 
Krystallbaues vorgenommen wird, so erhebt sich die Frage, ob ein 
solcher Gesichtspunkt nicht zu einer blol3en Anh~ufung morphologischer 
Konvergenzerscheinungen fiihrt. Im Verlauf der Einzelbesprechung der 
Verbindungsklassen wird sich ergeben, dab der architektonischen Gleich- 
artigkeit weitgehende Ahnlichkeit der wirkenden Kriifte zugeordnet ist, 
d. h. zugrunde liegen dtirfte, so dab sich auch vom dynamischen Gesichts- 
punkt aus die vorgenommene Zusammenfassung rechtfertigt. 

II. Kanal-EinschluBverbindungen. 

1. Harnstoffaddukte. 
An die Spitze der Besprechung seien die 194o yon F. BEI~GEN (5) 

entdeckten Harnstoffaddukte gestellt, weil diese Gruppe eine ganz be- 
sonders groBe Zahl yon Verbindungen umfaflt, well ferner in dieser Klasse 
die Dominanz der geometrischen Verh~iltnisse fiber valenzchemische 
Einfltisse besonders klar zum Ausdruck kommt, und weil hier die in- 
teressante und den herk6mmlichen Anschauungen ungewohnte Tatsache 
nicht ganzzahliger Molverh~iltnisse bei gleichzeitiger strenger Gfiltigkeit 
des Gesetzes der konstanten Verbindungsgewichte aufgefunden wurde 
und sich als einfache Folge der geometrischen Verh~.Itnisse deuten 
lieB (47). 

Harnstoff bildet unter denkbar einfachen Versuchsbedingungen 
meist genfigt bloBes Mischen yon ge16stem oder pulverisiertem Harnstoff 
mit dem betreffenden organischen Partner -- mit einer erstaunlich groi3en 
Anzahl verschiedenartiger organischer Verbindungen krystallisierte, zum 
Tell recht best~ndige, Additionsverbindungen. Als bef~ihigt zur Harn- 
stoffaddition wurden bisher erkannt: Paraffin- und Olefinkohlenwasser- 
stoffe, Alkohole, )~ther, Ketone, Mono- und Dicarbons~uren, Ester, Halo- 
genide, Amine, Nitrile, Thioverbindungcn. Die Addukte sind echte Ver- 
bindungen, wie dutch Tensionsanalysen und durch Feststellung der Giil- 
tigkeit des Gesetzes der konstanten Verbindungsgewichte bewiesen wurde. 
Das Molverh~iltnis zwischen Harnstoff und Partner ist in der Regel nicht- 
ganzzahlig. 

~s ergab sich, dab zur Harnstoffaddition VOlZUgsweise geradkettige 
aliphatische Verbindungen geeignet sind, dab sich verzweigte Aliphaten 
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nur dann an Harnstoff anlagern, wenn die Molekfile verh~iltnism~il3ig lang 
und die Verzweigungsstellen nicht eng benachbart sind, und dab Aro- 
maten nur dann Harnstoffaddukte bilden, wenn sie eine lfingere alipha- 
tische Seitenkette tragen. 

Sowohl die Nichtganzzahligkeit des Molverh/iltnisses trotz Gfiltigkeit 
des Gesetzes der konstanten Proportionen, wie auch die anderen auf- 
gez~ihlten Sonderbarkeiten erkliirten sich in einfacher Weise aus der im 
folgenden zu beschreibenden Krystallstruktur. 

a) Die S t r u k t u r  d e r  H a r n s t o f f a d d u k t e .  

Bei Berfihrung mit additionsfiihigen organischen Substanzen der be- 
sprochenen Art, z .B.  Hexadecan, gruppieren sich die Molekfile des 
normalen, tetragonal krystallisierten Harnstoffs 
(a = 5,73; c = 4 , 7 7 ;  Raumgruppe V~; Z ~ 2 Mole- 
k/ile) zu einem hexagonalen Gitter um (a = 8,2o; 
c ~ 11,1; Raumgruppe D ~ ; Z  ~- 6Molekfile). Die 
Harnstoffmolektile haben nunmehr ihren Platz im 
KrystaU in den L~ingskanten regul~irer sechsseitiger 
Prismen. t t ierdurch entsteht ein wabenartiges Ge- 
f/ige mit durchgehenden prismatischen Hohlr~iumen. 
In diese Kan~le des Grundgitters, das bei allen Ad-- 
dukten dieser Art dasselbe ist, tagern sich, in ge- 
streckter Gestalt, die Partnermolekiile ein. Sie be- 
setzen dabei, relativ zu den Harnstoffmolektilen, 
keine definierten, periodisch wiederkehrendenPunkte. 
Eine strenge Ordnung wird nur insoweit eingehal- 
ten, als die gestreckten Partnermolekfile sich linear 
aneinanderreihen und dabei einen bei allen Adduk- 
ten sehr ann~hernd gleich groBen statistischen Mit- 
telabstand yon etwa 2,4 /k ,,head to tale" ein- 
halten. 

Abb. 1 zeigt, schematisiert, das hexagonale 
Grundgitter. Der abgegrenzte untere Tell stellt die 
Elementarzelle, die Kreise stellen die in den Prismenkanten liegen- 
den Sauerstoffatome der Harnstoffmolektile dar, die Pfeile zeigen die 

N 
Richtung der Ebenen O--C~N dieserHarnstoffmolek/ile an. 6 schwarze 

Molekfile (das oberste und das unterste in der Abbildung ist nut  halb 
zu zithlen) sind als der Elementarzelle zugeordnet zu detiken, die fib- 
rigen rechnen zu den umgebenden 6 Nachbarprismen. In der Abb. 2 
sind die Harnstoffmolekfile mal]stabtreu mit ihrer ungef~ihren Wirkungs- 
sph~ire abgebildet; im Inneren des Prismas befinden sich zwei Molekfile 
n-Octan, i m  Abstand von 2, 4 h aneinanderstol3end. 

Abb. 1. ])as Grundgi t te r  
der  hexagonalext H a r n -  

s tof i -addukte  [nach 
C. HER.M~N'q, c[. 

S C H L E N K  (47)~. 
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Dieses Strukturbild erkl/irt zun/ichst die seltsame Tatsache, dab 
bevorzugt geradkettige, weniger leicht oder gar nicht dagegen verzweigte 

oder cyclische organische Mole- 
kfile zur Bildung yon Harnstoff- 
addukten dieser Art neigen.Abb. 3 
zeigt den Querschnitt des hexa- 
gonalen Gitters mit eingelagertem 

Abb. 2. u-Oetan-harnstoff,  irt seitlicher Ansicht Abb. 3. n-Octan-harnstoiI,  irL Riehtung tier 
[nach SCHLENK (47)1,. c-Achse gesehen [nach SCHLEN'K (47)]. 

n-Octan In Abb. 4 ist nebeneinander der Querschnitt des Gitterhohl- 
raumes und der Molektile n-Octan (links), 3-Methylheptan (rechts), 
Benzol (oben) und 2,2,4-Trimethylpentan 
(unten) gezeichnet. Man sieht, dab das 
n-Octanmolekfil leicht, das 3-Methylhep- 
tan- und das Benzolmolekiil knapp, das 
2,2,4-Trimethylpentanmolekiil jedoch nicht 
mehr ira Hohlraum unterzubringen ist, 
ohne dab es zu einer l~berschneidung der 
WirkungssphXren kommt. Diesem Bild 
entsprechen genau die experimentellen 
Ergebnisse: n-Octan wirkt spontan ad- 
duktbildend, Verbindungen mit einfacher 
Methylverzweigung oder mit einem Benzol- 
ring lassen sich unter gewissen Bedin- 
gungen ebenfalls einlagern, bei stark ver- 
zweigten Verbindungen wie 2,2,4-Trimethylpentan gelingt 
gegen nicht. 

@ 
Abb. 4. Querschnitt  des Gitterhohl- 
raums und der Molekiile n-Octan, Ben- 
zol, 3-Methylheptan und z,2,4-Trime- 

thylpentan _[nach SCHLENK (47}]. 

dies da- 
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b) Das MolverhAltnis .  

Auch die beobachteten Molverhiiltnisse erklAren sich aus der Krystall- 
struktur. Die pro Partnermolekfil gebundene Harnstoffmenge erwies sich 
in allen untersuchten (mehr als 40 verschiedenen) Addukten dieser Art 

Ke~nlh'n#~ 
Abb. 5. Para[fia-har~stoff-addukte, Abh~ngigkeit 

~r v 

~e , . . P [  

~ '  / I i I 

Td~nl6aoo d~d~P~ 
&bb. 6. Carbons~iure-harnstoff-addukte, Ab- 

der Zusammensetzung yon der Kettenliinge [nach h~ingigkeit der Zusammensetzung yon der 
SCH L E NK (dT)]. Kettenliinge [nach SCHLENK {47)]. 

als proportional zur Kettenl~inge des Molekfils. Ffir zwei Verbindungs- 
klassen, Paraffine und ParaffinmonocarbonsAuren, ist dieser Zusammen- 
hang in Abb. 5 und Abb. 6 wiedergegeben. Angesichts der gestreckten 
Lage der Molekfile im Krystall ist der 
Sachverhalt unmittelbar plausibel. Gleich- 
zeitig verliert die in den meisten FAllen 
beobachtete Nichtganzzahligkeit des Mol- 
verh~iltnisses ihre besondere Seltsamkeit. 
Die bereits erwAhnte Tatsache, dab die ein- 
gelagerten Molektile, unabhAngig yon ihrer 
eigenen LAnge und Art, einen konstanten 
Abstand yon z,4 ~ zwischeneinander ein- 
halten, ergibt sich, wenn man die LAnge 
der organischen Molekiile in Beziehung setzt 
zu derjenigen Kanalstrecke, welche dutch 
die laut Analyse pro Partnermolektil ge- 
bundene Anzahl von Harnstoffmolekiilen re- 
prAsentiert wird. Abb. 7 gibt diese VerhAlt- 
nisse ffir die untersuchten Kohlenwasser- 
stoffaddukte wieder. Man sieht, dab zwischen 
jeweils verffigbarer und effektiv belegter 

Zah / de: #~m~af~/ tde /,Ca/ ~" W 

Abb. 7, Vertugbarer und ausgef/ill- 
ter Hohlraum ira hexagonalert Git- 
t e r d e r  Harnstoff-addukte YOn Koh- 
Lenwasserstoffen [nach SCHLENK 

(a7)]. 

Kanalstrecke ftir alle Addukte die gleiche Differenz (nAmlich 2,4 A) be- 
steht. Fiir die Harnstoffaddukte der iibrigen Verbindungsklassen gilt, 
mit geringfiigigen Abweichungen, das n~mliche. 

Die Nichtganzzahligkeit der MolverhAltnisse ist nun nichts als die 
einfache Konsequenz des Packungsprinzips der Aneinanderreihung der 

Fortschr. chem. Forsch., Bd. z, 7 
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eingelagerten Molektile unter konstanter Einhaltung des Abstandes 
2, 4 A head to tale. Betrachtet man die Addukte der Glieder einer homo- 
logen Reihe, z. B. der Paraffine, so wfirde, wie eine einfache geometrische 
l~beflegung ergibt, sprunghaft steigende Ganzzahligkeit des Molverhiilt- 
nisses ffir jeden Einzelfall nut  dann resultieren k6nnen, wenn der 
Packungsabstand der Paraffinmolekfile yon Addukt zu Addukt wech- 
selnd bald gr6Ber, bald kleiner w~ire, da der L~ingenzuwachs der Paraffin- 
kette pro CH~-Gruppe (1,27 A) nicht etwa gleich ist dem in Richtung 
der c-Achse gemessenen Abstand aufeinander folgender Harnstoffmole- 
kiile (1,85 A) der hexagonalen Elementarzelle. Eine Durchbrechung des 
Prinzips optimaler Raumausnfitzung, d. h. Abweichungen von dem kon- 
stanten Molekiilabstand 2, 4 A, hiitte zur Voraussetzung, dab bei der 
Bindung der eingelagerten Molekiile lokalisierte Kriifte wirksam w~iren, 
die diese gegen die Wirkung der VAN DER WAALSschen Kriifte in ,,un- 
bkonomischer"  Stellung zu halten verm6chten. 

DaB dem offensichtlich nicht so ist, nimmt bei den Paraffinaddukten 
nicht Wunder. DaB auch bei den Carbons~iure- und sonstigen Addukten, 
bei denen auf Grund der relativ hohen Inkremente der Anlagerungswiirme 
ihrer funktionellen Gruppen (s. S. Joo) zweifellos das Mitwirken lokali- 
sierter, spezifischer Bindungskr~ifte angenommen werden muB, gleich- 
falls der konstante Molekiilabstand yon :2, 4 2k eingehalten wird und mit- 
bin nicht ganzzahlige Molverhliltnisse resultieren, zwingt zu dem SchluB, 
dab die lokalisierten Kriifte in diesen F~illen nicht groB genug sind, um 

sich gegen die vom Gesamt- 
Tabelle 1. Die Dichte yon Harnsto/]addukten des 

Cetanharnstot/typs. 

Organisehe Komponente 11 ber. 

n-Dodecan . . . . . .  ~ l 1,2o5 
Cetan . . . . . . . . .  1,2o5 

Laurinsliure . ' . . . . .  ii 1,245 LaurinsAure met hy]ester, 1,24o 
n-Dipropylketon . . . .  1,225 
1-Chlorocian . . . . .  1,235 
4, 4'-Di, c hlordibut yl~t her 1, 3 lO 

geI. 

1,203 
1,2OO 
1,229 
1,:242 
1,237 
1,2 19 
1,74 1 
1,3o7 

molekfil ausgehenden VAN 
DER WAALSschen Kr~ifte 
durchzusetzen. 

Die Richtigkeit der aus 
der Strukturuntersuchung 
entwickelten Vorstellungen 
tiber den r/iumlichen Bau 
der Addukte und gleich- 
zeitig die Richtigkeit der 
analytisch ermittelten Mol- 
verh/iltnisse wird durch die 
gute 13bereinstimmung be- 

stiitigt, die sich bei der Gegentiberstellung der errechneten und gemes- 
senen Dichtewerte der Addukte ergibt (Tabelle 1). 

c) Die  G i t t e r e n e r g i e  

Die Bildung der Addukte ist ein exothermer Vorgang (Tabelle 2). 
Man kann die W/irmet6nung Q', die gemessen wird, wenn krystalliner, 

tetragonaler Harnstoff und eine fliissige organische Verbindung ein hexa- 
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gonales Addukt miteinander bilden, als das Ergebnis von 3 Teilvor- 
g~ingen auffassen : 

1. Die im tliissigen Zustand miteinander im Verband stehenden 
Octanmolek/ile werden unter l~berwindung der Molkoh~ision in Einzel- 
molekiile isoliert. 

2. Die Harnstotfmole- 
kiile und Octanmolek/ile 
lagern sich aneinander. 

3. Die Harnstoffmole- 
kiile werden aus der Lage 
im tetragonalen Gitter in 
die des hexagonalen Git- 
ters iiberffihrt. 

Die bei u  1 zu lei-  
s tendeArbei t  kann angen~hert  
gleich gesetz• werden der in- 
neren  Verdampfungsw/~rme 
L der organischen Verbin- 
dung. Der Energiebedar t  Qz 

Tabelle 2. Wtirmet6nung der Bildung von 
HarnstoffadduMen. 

cal/Mol 
Organische Komponente cal/Mol Harnstoff organische 

Substanz 

n-Octan . . . . . . . .  : lOlO 
n-Decan . . . . . . .  1 lOO 
n-Hexadecan . . . . . .  t 124o 
Me•176 . . . .  I lO71 
Di~i• . . . . . .  I a 172 
Dipropylketon . . . . . .  I a229 
n-Octanol  . . . . . . .  [ 8o9 
n-Butters~iure . . . . . .  1365 
n-ButtersAuremethylester  . 1o34 

716o 
9a2o 

149o0 
4285 
5500 
737 ~ 
5420 
544 ~ 
5580 

des Vorganges 3, der Git terumwandlung des Harnstoffs ,  ist bei der Bildung 
aller Adduk-te gleich groB. Vorgang 2, die Aneinanderlagerung der Par tner-  
molekiile, is• die energieliefernde Teilreaktion. Die Wg~rmet6nung dieses Vor- 
ganges sei Q~ genannt .  Dann gilt ffir die Energiebilanz 

Q ~ -  Q a -  L = Q'. 

Es sei nun die Energiebilanz ffir die Harns to f i add i t ion  eines kiirzeren und eines 
l~ngeren Kohlenwassers• z. ]3. des n-Octans  und des n-Hexadecans ,  ver- 
gliehen. Die Anlagerungswarrne Q~, auf die gleiehe Menge t-Iarnstoff, das heiBt 
aui die gleiche Kanall~nge bezogen, muB im ~'alle des Cetans gr6fler sein als im 
Fall des Oetans,  da  die zur Lieferung der Anlagerungswarme nichts  beitragenden 
Leerstel len zwischen den Kohlenwassers• im Addukt  des kurzen 
Kohlenwassers toffs  zahlreicher sind als in dem des langen. Die Gi t terumwand-  
lungsenergie Qa ha t  dagegen in  beiden F~llen den gleiehen Wer t .  Da f/ir beide 
F~tlle der besetz te  und der leere Kana l raum zahlenm~l]ig bekannt  i s t  (lo,4 A 
bese tz t  und e,4 A leer pro Mol Octan;  2o,5 A bese*zt und 2 ,4A leer pro Mol 
Hexadeean) lassen sieh zwei  Gleichungen mi• zwei Unbekann ten  aufstellen: 

1~ Q a - ( 1 ~  + 2 , 4 ) Q a -  Loctan = Q'oetan 

0-o,5 Q2--(2o,5 + 2 , 4 ) Q 3 -  LHexadeca~ ~ Q'Hexadecan 

Durch Einsetzung der bekannten Werte L ffir Octan und Hexadecan 
und der experimentell ermittelten W{irmet6nungen Q' ergab sich, dab 
die Gitterumwandlungsenergie etwa looo cal pro Mol Harnstoff und die 
Anlagerungsw~irme fiir das g-Aquivalent der Methylengruppe etwa 
z7oo cal betr~igt. Entsprechende Rechnungen fiir die Adduktbildung 
anderer Paralfinkohlenwasserstof/e best~itigten diese Zahlen. Die Inkre- 
mente der Anlagerungsw~rme anderer Gruppen (OH, CO, COOH, COO--) 
wurden aus entsprecbenden Gleichungen errechnet, wobei die ermittelten 

7* 
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Werte des CH2-Inkrementes und der Gitterumwandlungsenergie eingesetzt 
wurden. In der Tabelle 3 sind die erhaltenen Werte zusammengestellt, 

Man sieht, dab die Gruppen, bei denen eine spezifische Bindung, z. B. 
die Ausbildung einer Wasserstoffbrficke zum Harnstoff in Betracht zu 

ziehen ist, deutlich h6here Werte 
T a b e l l e  3, Dielnkreme~*tederAnlagerungs- 
wdrme bei der Harnsto[[-Adduktbildung. 

Gruppe 

C H  2 . . . .  
C=O . . . .  
--OH 
--COOH 
--COO-- 

Anlagerungswarme in ca! 

pro g-Aquival, 
der Gruppe 

2 700 

7 900  

4 3 ~  
13 6o0 

8 200 

pro I A Lange 

2 t 5 o  

63Qo 
3000 

5500  

34oo  

ftir die Anlagerungsw~irme auf- 
weisen als die Methylengruppe. 
Dennoch fiberwiegt bei Verbin- 
dungen mit einigermaBen groBem 
paraffinischem Bereich des Mole- 
k~its, z. B. Dipropylketon oder 
Stearins/iure, der Gesamtanteil 
der Methylengruppen an der An- 
lagerungsenergie bei weitem den 
spezifischen Anteil der pota.en 

Gruppen. Bei kurzen Molekfilen und besonders bei Gegenwart zweier 
polarer Gruppen ist es umgekehrt. Es ist m6glich, dab mit dem h6heren 
prozentuellen Anteil polarer Bindungskr~ifte das abweichende Verhalten 
kurzkettiger sowie mancher bifunktioneller Verbindungen zusammen- 
h/ingt : Die Tatsache zum Beispiel, dab das Addukt des ersten Itomologen 
der Ketonreihe, des Acetons, ein yon der Norm abweichendes Gitter auf- 
weist; dab in der Reibe der Carbons~uren erst yon der Butters:iure an 
und in der Reihe der Dicarbons/iuren erst vonder  $ebacins~iure an Ad- 
dukte vom hexagonalen Normaltyps gebildet werden. Irn (ibrigen ist die 
geringere Tendenz kurzer Molekfile zur Bildung yon Kanaleinschlufl- 
verbindungen dadurch bedingt, dab in solchen F~llen die zur Energie- 
lieferung nicht beitragenden Leerstellen prozentuell h6her ins Gewicht 
fallen. 

d) Dissoz ia t ion .  

Im allgemeinen lassen sich definierte Schmelzpunkte ftir die orga- 
nischen Harnstoffadditionsverbindungen nicht feststellen, da vor Er- 
reichung der Schmelztemperatur Dissoziation eintritt. Bei gew6hnlicher 
Temperatur sind die Additionsverbindungen an der Luft praktisch un- 
begrenzt haltbar, soferu die organische Komponente so geringen Dampf- 
druck besitzt, wie z. B. Cetan oder Stearins~iure. Die Addukte flfichtiger 
Verbindungen, z. B. Heptan, Di:ithylketon oder Butters~iure, haben da- 
gegen auch bei Raumtemperatur schon merklichen Dampfdruck. 

Zwischen Addukt und Gasphase stellt sich ein yon beiden Seiten her 
erreichbares Gleichgewicht ein ; es lassen sich also auch durch Einwirkung 
gasf6rmiger Verbindungen auf krystallisierten Harnstoff Addukte dar- 
stellen. 

F/ir einige Addukte, z. B. Heptanharnstoff, wurde durch Tensions- 
analysen der Charakter als ,,echte Verbindungen" bewiesen: nach par- 
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tiellem Abpumpen der flfichtigen Komponente stellt sich, bis zum v611igen 
Entzug, immer wieder der n~imliche, charakteristische Dampfdruck ein. 
So entstehen also nicht etwa Addukte mit allm~ihlich sinkendem Heptan- 
gehalt, sondern bis zum SchluB bleibt ursprfingliches 6,1 : 1 Addukt er- 
halten, w~ihrend sich ein dem Heptanentzug ~iquivalenter Betrag in 
,,leeren", tetragonalen Harnstoff verwandelt. 

Auch in Berfihrung mit L6sungsmitteln dissozieren die Addukte unter 
Ausbildung eines Gleichgewichtszustandes in die Komponenten. 

Dieser Umstand ist der Grund daffir, dab aus Gemischen die an sich 
zur Adduktbildung befiihigten Komponenten im allgemeinen nicht rest- 
los mittels Harnstoff abgetrennt werden k6nnen. 

Da Temperaturerh6hung im Sinne steigender Dissoziation wirkt, ist 
ceteris paribus der erzielbare Trenneffekt bei tiefer Temperatur  besser 
als bei h6herer. 

Nach den vorausgehenden energetischen Betrachtungen ist verst~ind- 
lich, dab die Dissoziationskonstante stark von der Molekfilgr6ge der ge- 
bundenen organischen Komponente abh~ingt. Wie groB der EinfluB der 
Kettenl/inge ist, zeigt folgendes Beispiel: 1 Mol Heptanaddukt  disso- 
ziiert in loo Mol Benzol praktisch restlos in die Komponenten, 1 Mol 
Cetanaddukt in der gleichen Menge Benzol dagegen nur zu etwa 3%. 
Auf Grund der unterschiedlichen Bindungsfestigkeit lassen sich aus 
Gemischen yon Adduktbildnern unter geeigneten Versuchsbedingungen 
die einzelnen Komponenten, gestuft nach ihrer Affinit/it zum Harnstoff, 
mehr oder weniger rein einzeln abtrennen; andererseits k6nnen aus 
Adduktgemischen - -  oder Mischaddukten - -  die einzelnen organischen 
Komponenten in entsprechender Weise fraktioniert extrahiert  werden. 

e) H a r n s t o f f a d d i t i o n s v e r b i n d u n g e n  y o n  a n d e r e m  G i t t e r t y p .  

Seit langem bekannt sind Additionsverbindungen des Harnstoffs mit 
einigen niedrigmolekularen Carbons~uren. AmeisensAure bildet unter 
Wasserabspaltung Monoformylharnstoff; EssigsAure bildet eine Verbin- 
dung der Zusammensetzung CO(NH2) ~- 1 CH~COOH ; Bernsteins~iure und 
Adipins~ure bilden Verbindungen yon der molekularen Zusammen- 
setzung I S~iure : 2 Harnstotf. In all diesen FMlen handelt es sich um 
molekular-st6chiometrische Verbindungen yon salzartiger Natur. Es 
gibt aber auch eine Reihe yon organischen Harnstoffaddukten, in 
denen mehr Harnstoff v o n d e r  organischen Komponente gebunden 
wird, als valenzmgBig zu deuten ist, die in dieser Hinsicht also den 
Addukten vom Cetanharnstofftyp an die Seite zu stellen sind, die 
aber dennoch, wie die R6ntgenogramme zeigten, abweichende Struk- 
turen besitzen. Einige dieser Produkte sind in der folgenden Tabelle 4 
aufgeffihrt : 
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Tabelle 4. Harnsl~ yon besonderer Struktur 

3Iolverh~ltnis 
Organische Kompotlente Harns tof f :  Git ter-  

org.Komponente s t ruk tur  

L4-Dichlorbutan . . . .  
x, 6-Dichlorhexan . . . .  
x,6-Dibromhexan . . . .  
1,6-Diaminopropan . . . 
Korksauredinitrfi . . . .  
Aceton . . . . . . . . .  

4,5 
6,0  

5 ,2  

5,6 
5,7 

a 

b 
c 

d 
e 

Von keinem dieser Addukte ist bisher die Krystal lstruktur n/iher 
untersucht worden !, doch spricht einiges daffir, dab die Strukturen im 
Prinzip der des Cetanharnstoffs/ihnlich sein k6nnten. Das Molverh~lt- 
his hat, unabh/ingig von den Bedingungen der tterstellung, jeweils einen 
konstanten Wert. Der Quotient ist in der Regel nichtganzzahlig; dab 
das Addukt des z,6-Dichlorhexans hiervon eine prinzipielle Ausnahme 
macht, ist unwahrscheinlich, vielmehr weist der Umstand der Gitteriden- 
titbit mit dem 1,4-Dichlorbutanaddukt darauf hin, dab die Ganzzahlig- 
keit hier, wie bei den ,,ganzzahligen" Addukten des Cetanharnstofftyps, 
ein " ,,Zufall ist. Ffir die h6heren I-Iomologen des Acetons und des Kork- 
s~iuredinitrils ist erwiesen, dab sie zum ,,Cetanharnstofftyp" gehfiren; dal3 
das n~imliche ffir die Addukte der Homologen der fibrigen in der Ta- 
belle 4 aufgefiihrten Verbindungen gilt, sofern der ,,paraffinische" An- 
teil der  Molektile nur einen genfigend hohen Anteil ausmacht, kann als 
sehr wahrscheinlich gelten. Als besonders merkwiirdig sei vermerkt, dab 
das Addukt des 1,5-Dibrompentans im Gegensatz zum z,6-Dibromhexan- 
addukt die hexagonale Struktur des Cetanharnstoffs besitzt (das Mol- 
verh~iltnis ist 6,6 : 1)  ZweifeUos wird nicht nur das Ergebnis der Struktur- 
untersuchung der aufgeffihrten Addukte, sondern insbesondere das Stu- 
dium derjenigen Homologen zu aufschlul3reichen Erw~igungen Anlal3 
geben k6nnen, die in dem Bereich liegen, in dem jeweil~ die Morphotropie 
in der homologen Reihe zu konstatieren ist. 

Zum Schlul3 sei eine tabellarische 13bersicht tiber einige der bisher 
untersuchten (47) Harnstoffaddukte vom hexagonalen Git tertyp gegeben 
(Tabelle 5) 

2. Thioharnstoffaddukte. 

Ebenso wie Harnstoff bildet auch Thioharnstoff mit zahlreichen orga- 
nischen Verbindungen Additionsprodukte, die  zum Typ der Einschlul3- 
verbindungen geh6ren. Die ersten Addukte dieser Art sind 1947 yon 
B. A~GLA beschrieben worden (1), doch war damals das Bauprinzip (48, 
49) .noch unbekannt.  

1 C. HERM.~rtq und .Y[itarbeiter (YLarburg/L~hn) sind mit einschlfi.gigen 
Stukturuatersuchungen beschAftigt (Privatmitteilung). 
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Tabelle 5. Harns toH 'E imch lu~verb indu~gen  yore hexagonalen T y p .  

Orgauische 
Komponente 

I'~teXalt . . . . . . . . .  
Heptan  . . . . . . . . .  
Octan . . . .  . . . . .  
Nonan . . . . . . . . .  
Decan . . . . . . . . .  
Undecan . . . . . . . .  
Dodecan . . . . . . . .  

Mol Harn- 
stoff: �9 Mol 
org. Kom- 

ponente 

5,5 
6,1 
7,0 
7,7 
8,3 
8,7 
9,7 

Hcxadecan . . . . . . .  12,2 
Tetraeicosan . . . . . . .  18,o 
Octaeicosan . . . . . . .  21,4 

Octen- 1 . . . . . . . .  7, 2 
Decen- 1 . . . . . . . . .  8,1 

Octadecylbenzol . . . .  1 6 , O  

n-But ters~ure  . . . . . .  4,0 
ValeriansRttre . . . . . .  4,6 
Caprons~ure . . . . . .  5,4 
Oenanths~ure . . . . . .  6,o 
Caprylsaure . . . . . . .  6,7 
Belargons~tme . . . . . .  7,6 
Caprins~ture . . . . . . .  8,2 

UndecansAure . . . . . .  8,9 
LaurinsAure . . . . . . .  lo,o 
MyristinsAure . . . . . .  l l , 6  
Palmitins~ture . . . . . .  12,8 
Stearinsaure . . . . . .  14,2 

Methyl~thylketon . . . .  4,o 
Diathylketon . . . . . . 4,8 
Dipropylketon . . . . . . .  6,0 

Mol Hacxt- 
Organ i sche  s to f f :  I Mol 
K o m p o n e n t e  org. Kom- 

poncnte 

Octanol- 1 . . . . . . . .  6,9 
Decanol- 1 . . . . . . . .  8,1 
Dodecanol- i . . . . . .  9,3 
Tetradecanol- i . . . . . .  xo,6 
t texadecanol-  i . . . . .  12,3 

Decanol-5 . . . . . . . .  7,9 
Tridecanol-6 . . . . . .  1o, 1 
Tetradecanol- 7 . . . . . .  io,7 

1-Chloroctan . . . . . .  7, 7 
i-Chlordodecan . . . . .  ao,o 
1-Chlortetradecan . . . .  11,6 
1-Bromoctan . . . . . .  7,2 
1-Bromdecan . . . . . .  8,9 

But-ter s~.ure-met h ylester 5,4 
Capryls~ ure-met hylester 8, 3 
Laurins~ture-met hylester . io,5 
Myri st ins~ure-met hylester 12,3 
Palmitins~ture-met hylester,  i3,3 
Stearins~iure-me•177 . i4,9 

Adipins~t ure- dimet hylester .  7,3 
Sebacins~ture-dimethylester lo, 1 
Sebacins~ture-diat hy l e s t e r .  11,6 

1,6-Difluorhexav . . . . .  5,6 
4, 4 ' -Dichl~ ylAther 7, 8 
1,5-Dibrompentan . . . .  6,6 

GebacinsAure . . . . . .  1o,9 

W i e  bei  d e r  H a r n s t o f f a d d i t i o n ,  sp i e l t  a u c h  bei  d e r  T h i o h a r n s t o f f -  

a d d i t i o n  d ie  c h e m i s c h e  N a t u r  d e r  P a r t n e r  e i n e  u n t e r g e o r d n e t e  Rol le .  

A u s s c h l a g g e b e n d  daff i r ,  ob  e ine  V e r b i n d u n g  y o n  T h i o h a r n s t o f f  a d d i e r t  

w i rd ,  i s t  in  e r s t e r  L i n i e  d ie  G e s t a l t  u n d  Gr6Be i h r e r  Molekfi le.  I n t e r -  

e s s a n t e r w e i s e  s ind  n u n  a b e r  d ie  Mal3e, d ie  d ie  Moleki i le  a u f w e i s e n  mf i s sen ,  

u m  y o n  T h i o h a r n s t o f f  a d d i e r t  w e r d e n  zu k 6 n n e n ,  v e r s c h i e d e n  y o n  d e n e n ,  

d ie  zur  H a r n s t o f f a d d i t i o n  bef~ihigen. D e r  T h i o h a r n s t o f f  k 6 n n t e  in  d i e s e r  

H i n s i c h t  g e r a d e z u  als  A n t i p o d e  d e s  H a r n s t o f f s  b e z e i c h n e t  w e r d e n :  V o n  

t t a r n s t o f f  w e r d e n  d ie  u n v e r z w e i g t e n  A l i p h a t e n ,  n i c h t  d a g e g e n  die  ve r -  

z w e i g t e n  u n d  n i c h t  d ie  c y c l i s c h e n  V e r b i n d u n g e n  a d d i e r t ,  B e i m  T h i o -  

h a r n s t o f f  i s t  e s  u m g e k e h r t :  A d d i e r t  w e r d e n  v o r z u g s w e i s e  s t a r k  ve r -  

zwe ig t e  A l i p h a t e n  sowie  cyc l i s che  V e r b i n d u n g e n ,  n i c h t  d a g e g e n  u n v e r -  

zwe ig te  A l i p h a t e n .  P u l v e r d i a g r a m m e  v o n  T h i o h a r n s t o f f a d d u k t e n  m i t  

K o m p o n e n t e n  d e r  v e r s c h i e d e n s t e n  A r t  e r w i e s e n  s ich a ls  i d e n t i s c h  o d e r  

ze ig t en  h 6 c h s t e n s  ger ingf f ig ige  A b w e i c h u n g e n  v o n e i n a n d e r .  D a r a u s  w a r  
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der Schlug zu ziehen, dab analog wie bei den Harnstoffaddukten ein in- 
variables, yon den Molek/ilen des Thioharnstoffs gebildetes Grundgitter 
vofliegt, das Hohlr~iume aufweisen mul3, die den Partnermolek/ilen Platz 

& 

~ E 6 7 8 $ ~  

Abb.  8. Th ioha rns to f f - adduk te  votx Cy- 
e lohexanhomologea ,  Abh~ingigkei t  der  
Zusammense tzmlg  VOlt der  Kettenl~inge. 

auch Verbindungen mit noch 

bieten. Die pr/iparativen und analyti- 
schen Erfahrungen lieBen hinsichflich 
der Gestalt der Hohlr/iume keinen Zwei- 
fel daran, dab sie kanalf6rmig sein muB. 
Denn nur die Annahme in einer Dimen- 
sion oftener Hohlr/~ume ist mit der Tat- 
sache vereinbar, dab ohne ~.nderung des 
Grundgitters auch langgestreckte Mole 
ktile eingelagert werden k6nnen. So wer- 
den z.B. 1,9-Dicyclohexylnonan, p-Di- 
cyclohexylbenzol, Isododecyclohexan ad- 
diert. Nichts spricht daffir, dab nicht 
l~ngeren Molekfilen addiert werden k6n- 

nen. Die Strukturanalyse [C. HERMANN und M. RENNINGER, cf. (~9)] 
best~tigte aufs beste das auf Grund der pr~parativen und analytischen 
Erfahrungen entworfene Bild. 

Wie bei den Harnstoffaddukten gilt das Gesetz der konstanten Ver- 
bindungsgewichte; die Thioharnstoffaddukte sind also nach herk6mm- 
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Abb. 9. Th ioharns to f f -addukte  yon a l ipha t i schen  und cyclischert 
Verbindungen,  Abh~ingigkeit  der  Zusammertsetzung yon der  

Ket tenl / inge.  

lichem Brauch als echte 
Verbindungen zu be- 
zeichnen. Die pro Moi 
des Partners gebundene 
Menge Thioharnstoff ist 
angen~ihert proportional 
zur L~inge der Molekfile. 
Die auftretenden Mol- 
verh~iltnisse sind, wie bei 
den Harnstoffadduktenl 
h~iufig nichtganzzahlig. 
In Abb. 8 sind die Mol- 
verh~iltnisse f/ir die Ad- 

dukte des Cyclohexans und einiger Homologen gegen die L~inge der 
betreffenden Molekfile aufgetragen. Abb. 9 gibt das MolverhAltnis in 
Abh~ingigkeit vonde r  L/inge der Partnermolekfile ffir 11 weitere, ver- 
schiedenartige Addukte wieder. Man sieht, dab der funktionelle Zu~ 
sammenhang der n~imliche ist, wie I/Jr die Addukte der Cyclohexan- 
homologen. 

Die Tatsache, dab es gerade von Harnstoff nicht addierbare ,,dicke, 
Molekfile, wie Tetramethylbutan, Trimethylpentan, Dicyclohexyl, Cyclo- 
octan, Dekahydronaphthalin sind, die von Thioharnstoff addiert wer- 
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den,: ffihrte zu dem SchluB, dab das Lumen der Hohldiume im Thio- 
harnstoffgitter gr6Ber sein muB als das der Kan~le im [tarnstoff- 
adduktgitter. 

Nun h~itten, geometrisch betrachtet, in gefiiumigeren Kan~len dieser 
Art natfirlich auch unverzweigte Aliphaten Platz. Warum bilden diese 
dennoch keine Thioharnstoffaddukte ? Den Schlfissel zum Verst~.ndnis 
dieser Tatsache liefert eine einfache thermodynamische Uberlegung. 
Energetisch wird sich bei der Thioharnstoffaddition zweifellos Analoges 
abspielen wie bei der Itarnstoffaddition: Der Energiegewinn der .An- 
einanderlagerung der Thioharnstoff- und der Partnermolektile mull die 
Umwandlung des Thioharnstoffgitters bestreiten. Betrachten wir den 
Vorgang der Einlagerung des Molekfils eines hoehverzweigten Paraffins 
wie Tetramethylbutan mit dem, was bei der Einlagerung eines Molekfils 
n-Octan geschehen wfirde. Zur Wirkung kommen 
bei Einlagerungen dieser Art zweifellos nut VAN ~ 
~)ER WAALSsche Kr/~fte. Es steht aul3er Zweifel, 
dab im ersten Fall, bei ann~.hernd praller, allseitig 
gleichm~iBiger Lumenausffillung (Abb. lo links) 
ein wesentlich gr6Berer Energiebetrag frei wird, Abb. *o. Aud~nung eines 
als im Fall der Einlagerung des schlanken Mole- Lumens dutch ~,2,4-Trime- 

' t h y l p e n t a n  ( l i nks )  u n d  n - O c -  
kfils, das sich nur mit einer ,,Flanke" zur Kanal- tan (rr 
wand in den Abstand des Potentialminimums 
begeben kann (Abb. lO rechts): Die frei werdende Energie ist bier 
also kleiner --offenbar zu klein, um die Gittertranslation des Thio- 
harnstoffs bestreiten zu k6nnen. Auch rein statisch betrachtet ist plau- 
sibel, dab ein Gitter mit Hohlr~umen, das in ,,ungefiilltem Zustand" 
notorisch nicht best~indig ist, sondern bei Entzug der eingelagerten 
Partnermolektile kollabiert, einer einigermaBen ,,prallen" Fiillung 
(Abb. lo links) bedarf, um nicht zusammenzubrechen, dagegen dutch 
eine ,,rnagere" Ffillung (Abb~ lo rechts) nicht ausreichend stabilisiert ist. 

Ebenso wie ein n-Paraffin ist auch Benzol zur spontanen Thioharn- 
stoffaddition nicht beffihigt. M6glicherweise ist der Grund der gleiche 
wie ffir das Versagen der unverzweigten Aliphaten: Ein ebenes Molekiil 
gibt keine gute Ausffillung eines pfismatischen Lumens. Begierig werden 
dagegen Cyclohexan, Cyclohexen und Cyclohexadien-l,4 addiert ; ebenso 
Cyclooctan und Cyclooctatetraen. Alle diese Verbindungen haben nicht- 
ebene Ringmolekfile. Gleichfalls addiert werden Cyclopentan und Cyclo- 
penten ; beide haben zwar ebene Ringe, abcr dig Wasserstoffatome liegen 
auBerhalb der Ringebenen und machen so die Molekfile zu dreidimen- 
sionalen Gebilden. Cyclopentadien dagegen wird nicht addiert: Hier 
ragen nur die beiden Wasserstoffatome der Methylengruppe aus der 
Ringebene heraus, was offenbar nicht mehr geniigt, um das Molekiil hin- 
reichend ,,ffillig" zu machen. 
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Viele der Verbindungen, die zu spontaner Addition an Thioharnstoff 
unf~ihig sind, wie unverzweigte Paraffine und Benzol, k6nnen dennoch in 
das Hohlgitter eingelagert werden, wenn die Ausbildung und Stabilisierung 
yon gleichzeitig anwesenden ,,echten" Adduktbildnern besorgt wird. Die- 
ser Fall tritt ein, wenn man die indifferenten Verbindungen mit einem ge- 
eigneten additionswilligen Stoff, wie z. B. 2,2,4-Trimethyl-pentan, mischt, 
und auf das Gemisch Thioharnstoff einwirken l~iBt. Auf diese Weise k6n- 
hen bis zu 3o% und mehr n-Paraffin oder Benzol miteingeschlepptwerden. 

Verst~indlicherweise eignen sich als ,,Mitnehmer" solche Verbindungen 
relativ gut, deren Eigenadditionsbestreben nicht allzustark ist. Sehr 
additionsbegierige Verbindungen, wie z. B. Dicyclohexyl Iassen den in- 
differenten Begleitern beim ,,Kampf um die' P1/itze" keine Chance. 

In der Tabelle 6 ist eine Auswahl yon bisher untersuchten Thioharn- 
stoffeinschluBverbindungen zusammengestellt (49). 

Tabelle 6. Thioharnsto//addukte yore Einschlufltyp. 
Organische Komponente 

2, 2,3-Xrimethylbutan 
2,2,3, 3-Tetramethylbut an 
2, 2, 4-Trimethylpent an 
2, 5-Dimethylhexan 
2, 2,4, 6, 6-Pentamr 
2,7-Dimet hyloctan 
2,3,7-Trimethyloctan 
Pinakolin 

Pivalinsaureiso but ylest er 
Isobutylchlorid 
tert. Butylchlorid 
Isobutylbromid 
Isoamylbromid 
2-Bromoctan 

Chloro form 
Tet rachlorkohlenstoff 
Bromoform 
Tetrabromkohlenstoff 
1,1, 2-Trichlor~it ban 
I, 1, 2, 2-Tetrachlor~than 
1,1,1,2-Tetrachlor~than 
Tetrachlor~ithen 
Pent achlorathan 
Cyclopentan 
Cyclopenten 
Cyclohexan 
Cyclohexen 
Cyclohexadien- 1,4 
Cyclooctan 
Cyclooctatetraen 
Dicyclohexyl 

Organisehe Komponente 
Dicyclohexylmetb an 
Dicyclohexyl~than 
Dicyelohexylpropan 
Dicyclohexylpentan 
p-Dimethylcyclohexan 
n-But ylcyclohexan 
Isobutylcyclohexan 
tert .-But ylcyclohexan 
Isododecylcyclohexan 
p-Dicyclohexylcycloh exan 
Cyclohexylcyclohexen 
Cyclohexanol 
a-Cyclohexylcyclohexanol 
Cyclohexylchlorid 
1,2-Dibromcyclohexan 
C yclohexanon 
Cyclohexylidencyclohexanon 
Isobutylbenzol 
Cyclohexylbenzol 
p-Dicyclohexylbenzol 
Dicyclopent adien 
Tet rahydrodicyclopent adien 
Camphen 
Hydrocamphen 
cis-Decahydronaphthalin 
trans-Decahydronaphthalin 
Methyldecalin 
J~thyldecalin 
Dicyclohexylamin 
Benzylcyclohexylamin 
Campher 
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3 Choleinsduren. 

Die grundlegenden Arbeiten fiber Choleins~.uren, in denen die Mannig- 
faltigkeit dieser Verbindungsklasse und ihre allgemeinen Eigenschaften 
beschrieben worden sind, liegen zum groBen Teil weit zurfick. Doch sei 
der Besprechung der neueren, vorwiegend der Strukturaufkl~irung gewid- 
meten Arbeiten eine kurze Zusammenfassung der /ilteren Erkenntnisse 
vorausgeschickt. 

t-I. WtELAND und H. SORGE (~5) e rkann ten  im Jahr  1916, daft die lange vor- 
her e rs tmals  yon LATSCHINOFF aus Galle isol ier te  Verbindung, die den Namen 
,,Choleins~ure" ffihrte, ein Kombina t ionsproduk t  aus Desoxycholsfture (8 Mol) 
und Fet ts~ure  (z Mol) is t .  Sie fanden weiterhin,  daB sich Desoxychols~ture nicht 
n~r mit  der  in der natfir l ichen Choleins~ure aus Galle aufgefundenen Palmit in-  
s/~ure und Stearins~kure, sondern ebenso mit  vielen anderen Fet ts~uren zusammen- 
lagern kann, und dab das Molverhli l tnis der Adduk te  yon der Ket ten lange  der 
ParMfincarbonsgLuren abhi~ngig ist .  Auch mit  Xylol, Naph• BenzoesAure, 
]~enzaldehyd, Campher,  Phenol,  Carvon, Salol, Cholesterin und anderen organi- 
schen Verbindungen s te l l ten WII~LAND und SORGE Desoxychols~ure-Addit ions-  
verb indungen  dar. Sei ther  wi ld  der Name ,,CholeinsAure", der urspriinglich 
einen bes t immten  Stoff  aus Galle bezeichnete, ffir die ganze Klasse derar t iger  
Addi t ionsverb indungen  verwendet ;  man spricht  yon Stearinsaule- ,  XyIol-, 
Campher-choleinsgure usw. 

Unter  den sonst igen,  auf ihr  Addi t ionsverm6gen untersuchten  GalIens~turen 
erwies alch nur  noch die Apoeh01s~ture (3 0r 12 a-Dioxycholen-8, 24-sXure ) als be- 
fXhigt, den Desoxychols~ure-addukten analoge Yerbindungen zu l iefern (7). Die 
ApocholsAure-addulcte weisen j eweils die gleiehen 1V[olverh~ltniszalalen der Kom- 
ponen• auf, wie die der Desoxychols~ure.  

In  sys temat i scher  Albei t  wurden in der t/olge yon zahlreichen Forschern die 
versch iedens ten  ChoIeinsAuren dargestel l t  und auf  das Mengenverh~ltnis der 
K o m p o n e n t e n  unte rsucht ;  so in lfickenloser 2Reihe die Addukte  der FettsAuren 
yon der Essigslkure bis zur Cerotinsaure,  zahlreiche Addukte  ,con Olefincarbon- 
s~iuren, Dicarbons~.uren, Alkoholen, ]Estern, Ketonen  und anderen *gerbindungen. 
Vom valenzcttemischen S t andpunk t  aus besonders interessan• is* der  Be:fund yon 
RHIglNBOLDT (~3), dab selbst  Para/]inr yon Desoxycholsl~ure und Apocholstiure 
addier t  werden.  Im Hinbl iek auI die sparer  zu e r6r te rnde  raumliche Anordnung 
der  Komponen ten  im Krys ta l l  sei hervorgehoben,  dal3 auch Cholesterin uad 
andere groBr~tumige Molekfile wie Anthracen,  Phenan th ren  und Benzanthren 
Choleins~uren bilden. 

Ffir die mengenmal3ige Zusammensetzung der un te rsuch ten  Produkte  gilt 
das Gesetz der  kons t an t en  Propor t ionen.  Das Molverhtiltnis scheint  immer  ganz- 
zahlig zu sein;  als Verhtil tniszahlen wurden die Quotienten 2 : 1, 3 : 1, 4 : *, 6 : 2, 
8 : 2, lO : 1 und 12 : 2 festgestel l t .  Einige Verbindungen k6nnen in  zwei verschiede- 
hen l~engenverhtkltnissen addier t  werden,  so Campher  im MolverhMtnis 2 : * und 
2 : 2; Butters/ ture und But ters~ure~thyles ter  im lV[olverh~ltnis 2 : 2 und 4 : 2. 
HUNTRESS und PHILLIPS (22) geben fiir die ganze Schar der yon ihnen dargestell-  
ten  Kohlenwassers toffcholeins~uren je zwei Yertlfil• an, eine fiir die bei 
gew6hnlieher  Tempera tu r  isol ier ten Verbindungen,  die andere fiir Addukte ,  die 
einer  Tempera tu r  yon 22o ~ ausgesetzt  waren.  Es ist  j edoch nicht  m6glich, auf 
Glund der mitge• exper imentel len Daten  mi t  Sicherhei t  zu beurtei len,  ob  
es sich bel den "~Verten der l to~  --  der Kohienwassers t~ffgehal t  ist be/ 
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diesen P r o d u k t e n  v e r r i n g e r t  gegentiber dem der Ausgangsadduk te  - - u m  echte  
H a l t e p u n k t e  hande l t .  

i n  e in igen Fal len wurde  beobachte t ,  dab  u n t e r  den A d d u k t e n  yon Stereo- 
i someren  die der  1-Formen e twas  schwerer  16slich s ind als die der  d - F o r m e n  (51). 

Zur  Ke to -Enoldesmot rop ie  bef~hig te  Yerbindungen,  wie Acetessigsfiure and  
Ace ty lace ton  s ind in Fo rm der  Desoxychols~ureaddukte  t o t a l  enol is ier t ,  wie die 
sofor t  nach  AufRisung der  be t re f fenden  Krys ta l le  vo rgenommene  U n t e r s u c h u n g  
der  L6sungen  e rgab  (52). 

Die B i n d u n g  zwischen den  Kom~ponenten is t  in den CholeinsXuren fes ter  als 
in den Harns to f f -  und  Th ioha rns to f f adduk ten ,  was d a r a n  zu e r k e n n e n  ist ,  d ab  
die Addukte ,  wenigs tens  soweit  sie e inigermaflen l angke t t ige  t r  ent -  
ha l ten ,  eharak te r i s t i sche  Schmelzpunk te  zeigen, die hOher s ind als die der  I~2om- 
ponen ten ,  und  dab  sie s t e t s  geruchlos  sind,  also n u r  niedr ige D a m p f d r u c k e  auf- 
weisen.  In Gegenwar t  yon  L6sungsmi t t e ln  s te l len  sich Dissoziat ionsgleich-  
gewichte  ein, wobei en tweder  Zerfa l l  in  die K o m p o n e n t e n  e r fo lg t ,  oder, falls 
das  be t re f fende  L6sungsmi t t e l  seinersei ts  e ine Choleins"ture zu bi lden vermag,  
wie z. ]3. Xylol ,  S u b s t i t u t i o n  der  ursprf ingl iehen I (omponen te ,  z. ]3. der  Fe t t -  
s~uren,  s t a t t f i n d e n  kann .  

WXhrend bet den H a r n s t o f f a d d u M e n  bisher  e r s t  in  zwei FMlen, n~tmlich be im 
B u t t e r s ~ u r e h a r n s t o f f  nnd  be im Valer ians~ureharns tof f ,  wahrscheinl ieh  ge- 
m a c h t  werden konnte ,  dab  n i ch t  n u r  i m  Krys ta l l ,  sondern  auch  im gelSsten Zu- 
s t a n d  eine gegensei t ige B indung  der  Komponentenmolekf i le  s t a r t  ha t ,  bekunde t  
s ich bet den  Chole insauren  die Ex i s t enz  s t a r k e r  %recbselwirkung zwischen den 
V e r b i n d u n g s p a r t n e r n  auch  in  L6sung sehr  deut l ich .  Sehwerl6sl iche Natronsei fen ,  
j a  Stoffe,  die in  Wasse r  g~nzl ich unlOslich stud, wie Naph tha l i n ,  Xylol,  Chole- 
s ter in ,  k6nnen  du rch  eine wXsserige L6sung yon  Na%riumdesoxyeholat  g l a t t  i n  
L6sung  geb rach t  werden,  l ) be r  die A r t  der  gegensei t igen B i n d u n g  der  L6sungs-  
genossen  i s t  a l lerdings  noch  n i ch t s  sicheres bekann t .  KRATK'r (25) auBer te  die 
Vermutung ,  d a b  die 1Komplexe in L6sung  analog gebau t  s ind,  wie die Cholein- 
s~uretl  i m  Krys ta l l .  Indessen  wies WI~LA~D schon 1916 d a r a u f  h in ,  dal3 die 
L6sungswi rkung  n i ch t  dera in  den k rys t a l l i s i e r t en  Choleinsfiuren gfilt igen t (om-  
ponen tenverh f i l t n i s  ad~tquat i s t .  Es bedar f  z. ]3. zur  Auf l6sung yon  1 Molekiil 
N a t r i u m p a l m i t a t  n u t  zweier Molekfile Natr inmdesoxycl~olat ,  w a h r e n d  das  Mol~ 
ve rhMtn i s  i m  ~2rystall  1 : 8 be t r~g t .  Wi e  KVTnY (26) fand,  i s t  der  E f f e k t  der  
,,L6slichmaehung" wasserunl6s l icher  Stoffe  n i c h t  auf  die be iden  , ,Cholein- 
sAureb i ldne r" ,  Desoxychols~ure  und  ApocholsXure, beschr~tnkt,  sondern  in 
ungef~hr  der  gleiehen St~trke aueh  bet den N a t r i u m s a l z e n  der  Chols~ure, Dehy-  
drocholsXure,  Glycochols~ure nnd  Taurochols / iure  anzu t re f fen :  ,,es g ib t  ke inen 
Z u s a m m e n h a n g  zwischen Bi ldung  yon CboleinsAuren and  L6sungsverm6gen" .  

Gel6ste S tear in-chole ins~ure  sche in t  nur  tei lweise in  die K o m p o n e n t e n  disso- 
z i ier t  zu  sein,  da  der  Drehwer t  der  LSsung Melner  i s t  als der  vo rhandenen  Des- 
oxychols~ture en•  (55). Ffir Methanoll~Ssungen yon Sebacincholeinsl iure 
a n d  Acetess iges ter -ehole insaure  schloB dagegen SOi~OTXA aus  Molekulargewichts-  
b e s t l m m u n g e n  bzw. E n o l t i t r a t i o n  auf  wei tgehende  Dissoziat ion.  

Die  K r y s t a l l s t r u k t u r  d e r  F e t t s / i u r e - c h o l e i n s ~ u r e n .  

Die  T a t s a c h e ,  d a b  be t  d e n  C h o l e i n s f i u r e n  d ie  g l e i c h e n  M o l v e r h s  

z a h t e n  zu  b e o b a c h t e n  s tud ,  d i e  be t  d e n  a n o r g a n i s c h e n  K o o r d i n a t i o n s v e r -  

b i n d u n g e n  a u f t r e t e n ,  h a t t e  RHEINBOLDT (~/4) ZU d e r  V e r m u t u n g  "ver-  

a n l a g t ,  d a b  d ie  C h o l e i n s / i u r e n  n a c h  d e m  WERNERSchen  P r i n z i p  a u f g e b a u t  



O r g a n i s c h e  E i n sch l u l 3 -Ve rb i ndungen .  109 

seien, dergestalt, dab sich die Gallens~turemolekfile um die Partner- 
molekfile als Koordinationszentren gruppieren. Schon die ersten R6ntgen- 
untersuehungen [Go und KRATKY (19)] ftihrten aber zu einem Resultat, 
das mit der Annahme yon Symmetriezentren, um die je nach der Koordi- 
nationszahl verschieden viele Molekfile gruppiert sind, unvereinbar war: 
Die Pulverdiagramme yon Fetts~iurecholeins~iuren mit den Koordi- 
nationszahlen 3, 4, 6 und 8 waren praktiseh identisch. KRATKY und 
Mitarbeiter (26, 19) entwarfen auf Grund ihrer RSntgenbefunde ffir die 
Fetts~iurecholeins/iuren ein Strukturbild, dessen Richtigkeit sp~iter yon 
GIACO~ELLO (16) und CAGLIOTI und GIACO~ELLO (9) durch Patterson- 
und Fourieranalysen best~itigt wurde. Nach diesen Ergebnissen sind 
die Addukte zu den Kanaleinschluflverbindungen zu rechnen. Bisher sind 
nur Strukturuntersuchungen yon Carbons~iure-choleins~turen und einigen 
analogen Esteraddukten (21) ausgef/ihrt worden. Immerhin macht die 
)khnlichkeit der Eigenschaften, besonders der Zusammenhang zwischen 
Molekfilgr6ge der Partner und Motverh~iltniszahl in den Addukten, ffir 
eine weitere Anzahl yon Choleins~iuren, z. B. Paraffincholeins~iuren, die 
Giiltigkeit des gleichen Bauprinzips sehr wahrscheinlich. 

Die untersuchten Produkte haben rhombische Symmetrie; Raum- 
gruppe ist g 3. Die Elementarzelle enth~It 4 Molekfile Desoxychols~iure. 
Die Ergebnisse einiger Elementark6rperbestimmungen sind in der Ta- 
belle 7 zusammengestellt. 

Tabe l l e  7. Die Elementamelle elniger Fetts~iurecholeinsduren. 

Prop io -cho le ins~ iu re  . 
B u t y r o - c h o l e i n s ~ u l e .  
H e p t  y l o - c h o l e i n s a u r e  
C a p r y l o - c h o l e i n s ~ u r e  
Laur in -cho le ins~ tu re  . 
P a l m i t i n - c h o l e i n s ~ u r  e 
S t e a r i n - c h o l e i n s ~ i m  e .  

Molverh~lt- I 
niszahl der 

Partner 
a in  ~. 

25,79 
25,80 

25,77 
25,75 
25,77 
0-5,92 
25,90 

bin_~ 

13,57 
13,49 
13,52 
13,49 
13,48 
13,45 
13,53 

Vin c in ~ Aa i Dichte 
d 

7,23 2530 1,123 
7,23 2516 1,124 
7, 20- 2516 1,133 
7,21 2505 1,137 
7 '21 2505 t 1,126 

! 7,23 2521 1,122 
7,23 0-534 1,10-6 

Wie man sieht, zeigen die Wertetripel der Achsen nur so geringe Ab- 
weichungen, dab wahrscheinlich fiberhaupt keine reellen Unterschiede 
vorhanden sind. 

Die Gleichheit der beobachteten Translationsperioden, Ausl6schungen 
und Identit~itsverhMtnisse zwingt zu der Annahme, dab die in Rede 
stehenden Choleins~uren ein identisches, aus den Desoxychols~iuremole- 
kiilen gebildetes Grundgitter besitzen, in dem die Molekfile der Kompo- 
nenten eingelagert sind. Bezfiglich der Gestalt der Hohlr~iume und der 
Lagerung der Fetts/turemolekfile schlossen }(RATKY und Mitarbeiter, 
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dab die Hohlr~iume kanalf6rmig den KrystaU in Richtung der c-Achse 
durchziehen und dab in ihnen die Yettsiiuremolekfile geradlinig anein- 
ander gereiht liegen mfissen. 

\ ,  , . . . . . . -  

�9 :." / " ) ~ . Z . ' / ~  ",. 

/ %-~, ",., '~',-?,, ........ . . . . . .  , ~ -  ....~ 

, 7 

" - ,  \ ~J'i %~' ;t" i ~  

Abb. l a .  Fourier-Analyse der Fetts~ture-choleins~ttren, Projekt ion tier ElementarzeUe in 
Rich tung  d e r  c - Achse  [ h a t h  CAGLIOTI  u a d  GIACOMELLO (9)]: 

Die Abb. ix gibt das Resultat der Fourieranalyse [CAGLIOZI und 
GIACOMELLO (9)] der Fettsiiurecholeinsiiuren in der Projektion 1Angs der 
c-Achse wieder. Im Zentrum findet man den Querschnitt des senkrecht 
zur Papierebene zu denkenden Fetts~iuremolektils, in einigem Abstand 
umgeben von den anniihernd sichelf6rmig gestalteten Querschnittspro- 

jektionen zweier Desoxychol- 
s~uremolekfile, deren Ringe 
ebenfalls senkrecht zur Papier- 
ebene zu denken sind. Die Ma- 
xima 212, 251, 182, 194, 83 , 
184, 15o-bis geh6ren jeweils zu 
e i n e m  Molekfil. Im Maximum 
15o projeziert sich das Ende der 
Seitenkette eines zweiten Mole- 
kfils. 

Abb I2. Desoxycholslkure. Bezfiglich der Gestalt des 
einzelnenDesoxycholsXuremole- 

kiils (Abb. 12) lieBen sich aus der Fourier-Analyse folgende Schliisse 
ziehen: Die Ringe B und C sowie C und D sind in trans-Stellung mit- 
einander verkntipft. Daraus folgt, dab die Ringatome von B, C und D 
um eine gemeinsame Mittelebene liegen. Die Ringe A und B sind in 
cis-Stellung verknfipft, ihre Mittelebenen bilden also einen Winkel. 
Das verursaeht die in der Fourier-Abbildung zum Ausdruck kommende 
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ausgebuc.htete Form des Desoxycholsiiuremolekfils. Diese Ergebnisse 
stehen in 13bereinstimmung mit  den Resultaten fffiherer Untersucher, 
insbesondere mit  den r6ntgenographischen Befunden yon BERXAL. Die 
in Stellung 3 stehende OH-Gruppe ist dem Innern der Bucht, also dem 
Fetts~iuremolekfihl zugekehrt. Es liegt nahe, ihr eine mal]gebliche Be- 
teiligung an der Bindung des Fettriiuremolekfils zuzuschreiben. Die 
OH-Gruppe in Stellung 12 ist nach CAGLIOTI und GIACOMELLO der 
konkaven Seite des Molekfils abgewendet, ebenso die Methylgruppe 
in lo und 13 und die Seitenkette in a 7. 

Wie sind nun mit  diesen Befunden fiber den Krystal lbau der Fett-  
s/iure-choleins/iuren die beobachteten Molverhiiltnisse vereinbar ? 

Wenn im Kanal  eine die Fixierung des Fettsliuremolek/ils veran- 
lassende Zone maximaler Feldst~irke existiert, so mull sich diese Zone im 
Abstand der Identitiitsperiode von 7,22 i in Richtung der c-Achse perio- 
disch wiederholen. Es sei in einem Kanal  eine Zone yon einem Fettsiiure- 
molekfil besetzt. Nun k6nnen zwei F~lle eintreten: entweder ist die auf 
diese Zone folgende n/ichste a t t rakt ive  Zone frei und kann durch ein 
neues Fettsiiuremolekfil besetzt werden, oder sie ist noch durch das erste 
Fetts/iuremolekfil blockiert; diesfalls wird das zweite Fetts/iuremolekiil 
erst yon der iiberniichsten Zone gebunden. Es leuchtet ein, dab der eine 
oder der andere Fall verwirklicht sein wird je nach der L/inge der gebun- 
denen Fetts~uremolekfile. Unterstellt man, dal] die Fettsiiuremolekfile 
in gestreckter Form im Kanal  liegen, so haben die Molekfile die in Spalte 2 
der Tabelle 8 eingetragenen Liingen in i .  Ffir den Platzbedarf in den 
Kan~ilen ist zur geometrischen Liinge der Molekfile noch der Abstand 
head to tale zwischen 2 Nachbarmolekfilen zu addieren. Seine Gr6Be 
kann nur gesch~tzt werden, diirfte aber 2 bis 3 /k  betragen. Wenn der 
Wert  yon 2,4 A, der bei den Harnstoffaddukten gefunden wurde, an- 
genommen wird, so ergeben sich ftir die Platzbeanspruchung pro Fet t -  
situremolektil die Werte der Spalte 3 in der Tabelle 8. Nun sind der 
Kanalstrecke c = 7,22 I in der Elementarzelle 2 Molek/ile Desoxychol- 
siiure zugeordnet (die gesamte Elementarzelle enth~lt 4 Molekfile Des- 
oxycholsAure und 2 Kanalstrecken yon 7,22 A). So geh6ren also zu einer 
Kanalstrecke yon 

7,22 -~ . . . .  2 Molekfile Desoxychols/iure 
7,22--J 4,44 !k . . . .  4 . . . .  

14,44--21,6 I . . . .  6 . . . .  
2 1 , 6 - - 2 9 ,  9 I . . . .  8 . . . .  
29, 9 --36,1 i . . . .  lo . . . .  
36,1 --43,3 A . . . .  12 . . . .  
4 3 , 3 - - 5 o , 5  i . . . .  14 ,, usf. 

Die auf Grund dieser ~3berlegung "con den Fettsiiuremolekfilen ent- 
sprechend ihrem Platzbedarf ,,geforderte" Anzahl Desoxychols/iure- 
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molekfile findet sich in SpaRe 4. Spalte 5 endlich gibt die yon RHEIN= 
BOLDT und anderen experimentell gefundenen Werte. 

T a b e l l e  8. Fetts~iurecholeinsg~uren, Molverhdltnis und Raumbedar/ der eingelagerten 
Igomponenten. 

C-Atomzahl der Liinge der Fett- 
s~iuremole kiile 

Fetts~turen ia 

Bean~,pruchte ] Errechrtete 
Kanalstrecke pro Anzahl Desoxy- 
Fetts~turemolek~il chols.molekflle 

in/k pro Mol Fettsaur, 

3 
4 
5 
6 

7 
8 

9 
lO 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
2o 
21 
22 
23 
24 
25 
26 

5,07 
6,32 

7,57 
8,87 

lO, 17 
11,43 
12,67 
13,97 
15,32 
16,47 
17,82 
19,OO 
20,25 
21,5 
22,75 
24,07 
25;32 
26,57 
27,82 
29,07 
30,32 
31,57 
32,82 

34,o7 

7,47 
8,72 
9,97 

11,27 
12,57 
13,83 
15,o7 
16,37 
17,72 
18,87 
20,22 
21,40 
22,65 
23,90 
25,15 
26,47 
27,72 
28,97 
30,22 

31,47 
32,72 
33, 97 
35,22 
36,47 

4 
4 
4 
4 
4 
4 
6 
6 
6 
6 
6 
6 
8 
8 
8 
8 
8 
8 

l o  
lO 
lO 
lO 
lO 
12 

Gefundcae 
Anzahl Desoxy- 
chols.molekfilo 

pro Mol Fetts~ure 

Die Tabelle beginnt mit der Propions~iure. Es gibt zwar auch eine 
Essigs~iurecholeins~ure, diese lieferte aber ein abweichendes R6ntgeno- 
gramm und dfirffe mithin eine andersartige Struktur besitzen. Das 
Addukt der Cerotins~iure (C~6) ist die h6chste bisher r6ntgenographiscb 
untersuchte Verbindung dieser Reihe. 

Ffir den gr6Bten Tell der betrachteten Choleins~iuren stimmen die 
aus den r~iumlichen Vorstellungen abgeleiteten Molverh~tltnisse (SpaRe 4) 
mit den gefundenen (SpaRe 5) in eindrucksvoller Weise fiberein. Eine 
Abweichung zeigt sich Iiir die Propions~ure und vor allem flit die h6heren 
Homologen yon der Heneicosans~iure an aufw~trts: hier bleibt die Ver- 
h~ltniszahl trotz des LS.ngerwerdens der Ketten konstant auf dem Weft 8 
sicehen, w~ihrend Ansteigen auf den Weft 1o und 12 zu erwarten w~re. 
Die Fetts~iuremolekiile miissen hier also dichter gepackt sein als bei 
maximaler Streckung der Molekfile und in 1/nearer Aneinanderreihung 
m6glich ist. 
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Auffalligerweise wurden bis vor kurzem iiberhaupt niemals Cholein- 
siuren mit h6herer Molverhaltniszahl als 8 beobachtet, obwohl sich unter 
den untersuchten Verbindungen auch solche befinden, die noch langere 
Molekfile als Cerotinsaure enthalten, z. B. Myristinsiurehexadecylester 
Ca,H~O =- cxegss [RI-IEINBOLDT (1~) ] .  Die ersten und bisher einzigen Aus- 
nahmen machen Arachins~ureathylester, Stearinsaureoctylester und 
Cerotinsaureiithylester, fiir die nach GIACOMELLO (17) die Molverhitltnis- 
zahlen lO : 1 bzw. 12 : 1 gelten. Die R6ntgenbefunde zeigten, dab diese 
Verbindungen nach dem gleichen Prinzip aufgebaut sein mfissen, wie 
die Fetts~urecholeinsauren. Ftir die Addukte des Arachinsaure- und 
Stearinsiure~thylesters stimmen, wie Tabelle 9 zeigt, die gefundenen 
Verhaltniszahlen mit den aus dem Raumbedarf errechneten fiberein. 
Ftir Stearinsaureoctylester dagegen ware nach der L~nge des Molektils 
die Verhaltniszahl 12 statt ao zu erwarten. 

T a b e l l e  9- Esteraholeinsduren, Motverhaltnis und Raumbedar/ der eingelagerten 
I f  omponenten. 

C,0H3~Oz .  C I H 5  . . . .  
C l s H s ~ O  ~" C s H I ~  . . . .  

C~eH~IO 2" C 2 H  5 . . . .  

Lilnge der 
Estermolekgle 

2 9 , 0  

3 4 , 0  

3 6 , 5  

Beanspruchte  
Kanals t reeke 

pro Mol Es te r  
iaA 

3 1 , 4  
3 6 , 4  
3 8 , 9  

Geforderto 
Anzahl Desoxy- 
ehols.molektile 
pro Mol :Ester 

lO 

12 

12 

Gefundene Mol- 
verhMtniszahl 

lO 

lO 

12 

Wihrend in diesen drei F/illen yon den Estern mehr Desoxycholsiiure 
gebunden wird als yon den mit ihnen isomeren, hinsichtlich der Lange 
des Molektils tibereinstimmenden ffeien Carbons/iuren, ist bei zahlreichen 
anderen Estern nach den Befunden yon RHEINBOLDT (45) das Gegenteil 
der Fall (Tabelle !o). 

T a b e l l e  lO. Die Molverhdltnisse der Choleinsduren yon Estern und isomeren Sduren, 

Desox ychols~ureaddukte yon 
Molverh~ltnis 

im Ester -  
a d d u k t  

I ~ u r i n s ~ u r e - n - p r o p y l e s t e r ,  i s o m e r  P e n t a d e c y l s A m e  

L a u r i n s i u r e - n - b u t  y l e s t  e r ,  
L a u r i n s i i u r e - n - h e x y l e s t  er ,  

L a u r l n s i ~ u r e - n - o c t  y l e s t  e r ,  
~ y r i s t i n s ~ u r e - n - m e t h y l e s t e r ,  

M y r i s t i n s  A u r e - n - A t h y l e s t e r ,  

M y r i s t i n s a u r e - n - b u t y l e s t e r ,  

M y r i s t i n s i u r e - n - h e x y l e s t e r ,  

P e l a r g o n s ~ u r e - n - h e p t  y l e s t  e r ,  

Fortschr .  chem. Forsch. ,  Bd. 2. 

, ,  P a l m i t i n s a u r e  . 

, ,  S t e a r i n s g u r e  
, ,  A r a c h i n s a u r e  . 

, ,  P e n t a d e c y l s ~ u r e  
, ,  P a l m i t i n s A m e  . 

, ,  S t e a r i n s t t u r e  

,,  A r a c h i n s ~ u r e  
, ,  P a l m i t i n s l i u r e  . 

Molverh~iltnis 
im Saure- 

a d d u k t  

8 
8 
8 
8 
8 
8 

8 

8 

8 
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Die Unterschiede in den Molverhiiltniszahlen der Choleinsiiuren dieser 
isomeren Verbindungen konnten bisher ebensowenig erkl~rt werden wi~ 
die Tatsache, dab in der Reihe der Carbons~iureaddukte die Molverh~ltnis- 
zahl auch bei den hohen ttomologen den Wert 8 nicht iiberschreitet. Zur 
Aufl6sung dieser Unklarheiten, deren Gewichtigkeit yon I~RATKY schon 
5936 mit Nachdruck hervorgehoben wurde (25), bedarf es weiterer experi- 
menteller Arbeit. Eine Frage, die nur durch weitere Krystallstruktur- 

untersuchungen gel6st werden kann, ist ferner, ob auch die Cholein- 
siiuren anderer K6rperklassen nach dem ,,Einschlugprinzip" aufgebaut 
sind, das ftir die Addukte der Carbons~iuren und Ester als gfiltig er- 
kannt wurde. 

Vergleicht man die bisher krystallchemisch untersuchten Cholein- 
s/iuren mit den Harnstoffaddukten, so ergeben sieh, kurz zusammen- 
gefagt, folgende 13bereinstimmungen und Untersehiede. 

Beiden Verbindungsklassen ist ein invariables Grundgitter eigen, hier 
gebildet yon DesoxycholsAuremolekfilen, dort yon I-Iarnstoffmolekiilen. 

Beide Grundgitter enthalten Kaniile, in denen ann~hernd gestreckt 
die Molektite des Partners liegen. 

Die Grundgitter bilden sich nur in Gegenwart der Addenden aus. 

Fiir die Mengen der im Kanal eingelagerten Addenden sind zwei Fak- 
toren mal3geblich; einerseits das Prinzip maximaler Raumausn/itzung, 
herrfihrend aus dem Bestreben maximaler gegenseitiger Absiittigung 
aller wirkenden Anziehungskr~fte zwischen Wirt- und Gastmolekfilen; 
andererseits periodiseh wiederkehrende Stellen maximaler Feldst~irke im 
Kanal sowie in den Gastmolekiilen. 

Bei den Harnstoffaddukten iiberwiegt der erste Faktor so sehr den 
zweiten, dab unter Verzicht auf bevorzugte ,,spezifisehe" Lagerung der 
Gastmolekfile, auch wenn diese ausgezeichnete Stellen wie CO- oder 
COOH-Gruppen haben, der verfggbare Gitterhohlraum optimal aus- 
gefiillt wird. Hiervon ist das stetige Ansteigen des MolverhAltnisses 
sowie das Auftreten nichtganzzahliger Molverhiiltnisse die plausible 
Folge. 

Bei den Fettsiiure-choleinsiiuren dagegen dominiert der zweite Faktor 
fiber den ersten. Hiervon ist die Folge das alleinige Auftreten ganz- 
zahliger Molverh~ltnisse sowie der treppenfOrmige Anstieg der Mol- 
verhiiltniszahlen in der homologen Reihe der Addukte. 

4. 4,4"-Dinitrodiphenyladdukte. 
Aus der groflen Anzahl bekannter Komplexverbindungen von Nitro- 

aromaten hebt sich eine Reihe yon Addukten des 4,4"-Dinitrodiphenyls 
[RAPSON, 5AUblDER und ST]SWART (42)] durch die ungew6hnlichen Mol- 
verh~kltniszahlen 1 : 3, 2 : 7, 1 : 4 und 1 : 5 ab (Tabelle 11). 
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T a b e l l e  x l .  Moleki~lverbindungen des 4, 4"-Dinitrodiphenyls. 
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Addend F a r b e  Schmelzpur tk t  

AbgekOrz te  
Mol- Beze i chnung  

ve rh i i l tn i s  der  rSn tgeno-  
de r  Nora-  g r a p h i s c h  
ponenter t  u n t e r s u c h t e n  

P r o d u k t e  

4 , f f - D i a c e t o x y d i p h e n y I  . . 

4 - A c e t o x y d i p h e n y l  . . . .  

zN, N ,  N q N ' - T e t r a m e t h y l -  

b e n z i d i n  . . . . . . . .  

] 3 e n z i d i n  . . . . . . . .  

4 , 4 ' - D i m e t h o x y d i p h e n y ]  . . 

4 -  J o d d i p h e n y l  . . . . . .  

4-Bromdiphenyl  . . . . .  
4 , 4 " - D i h y d r o x y d i p h e n y l  . . 

4 - A m i n o d i p h e n y I  . . : . . 

4 - H y d r o x y d i p h e n y l  . . . .  

D i p h e n y l  . . . . . . . . .  

c r e m e  

c r e m e  

d u n k e l r o t  

r o t  

k a n a r i e n g e l b  

f a h l g e l b  

C reTl2t? 

orangegelb 
orange 
gelb 
c r e m e  

2 2 4 - - 2 2 6  ~ 

1 9 1 ~ 2 2 1  ~ 

2 3 3  ~ 

2 4  ~  

2 1 6 - - 2 1 8  ~ 

1 9 2 - - 2 2 0  ~ 

1 9 Z - - 2 2 0  ~ 

2 4 9 - - 2 5 0  ~ 

2 2 0  ~ 

2 2 8 - - 2 3 0  ~ 

1 9 1 - - 2 2 1  ~ 

5 : i  

4 : 1  

4 : 1  

4 : 1  

7 : 2  

7 : 2  

3 : 1  

3 : t  

3 : 1  

3 : 1  

B 
C 

E 
F 
D 
A 

R6ntgenuntersuchung der sechs durch r6mische Buchstaben gekenn- 
zeichneten Addukte hat eine weitgehende Obereinstimmung des Krystall- 
baues dieser Verbindungen er- 
geben (46) ; die far Produkt A /~:,#:~.2~ - - -  

vorgenommene detaillierte , O < > O ~ ~ - 4 P ~ ~ O . O ~  
Strukturuntersuchung mittels ~ �9 ~ ~-~ �9 [ 

gendem Bild (Abb. 13) : 
Jedes Dinitrodiphenylmo- 

lekiil in der Abbildung repr~i- ~ 
sentiert mehrere solche Mole- 
kiile, die in einem Abstand Abb.~3. Idealisiertes Strukturbild der 4,4'-Diaitrodi- 
Yon 3,7 z~ parallel iiberein- phenyt-addukte [nach RAPSON, SAUNDER und 

STnWART (4~)]. 
ander liegen. Bei einer fort- 
gesetzten Anordnung dieser Art entstehen kanalf6rmige Hohlr~iume 
(senkrecht zur Abbildungsebene). In diesen KanMen haben die Partner-  
molekiile, hintereinander gereiht, ihren Platz. In der Abbildung sieht 
man den Querschnitt eines solchen Molekiils, wie er sich beim Durch- 
Nick durch den Kanal darstellt. 

Die krystallographischen Daten der sechs untersuchten Produkte sincI 
in Tabelle 12 zusammengestellt. 

Man sieht, daft die Winkel fl der vier monoklinen 3 : 1 und 7 : 2 Pro- 
dukte  fast gleich sin& Die Brechungsexponenten sind ffir diese 4 Ad- 
dukte ebenfalls sehr ~ihnlich. 

Bei den beiden 7 : 2 Addukten zeigen die Aufnahmen in Richtung der 
c-Achse eine Anomalie: nur die o., 7. und 14. Schichtlinie ist scharf, die 

go 
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T a b e l l e  12.  I4.rystallographische Daten der 4, 4'-Dinitrodiphenyladdukte. 

3 I o l v e r h M t n i s  "I 

K r y s t  a l l s y s t e m  . 

W i n k e l  . . . 

O p t .  A c h s e n -  
w i n k e l ,  2 V 

B r e c h u n g s -  
i n d i c e s  . . a 

7 
D i m e n s i o n e n  d e r  

E l e m e n t a r z e l l e  

i n A .  , . . a  
b 
C 

D i c h t e  . . . .  
Z a h l  d e r  K o m -  

p l e x e  p r o  ]Ele- 

m e n t a r z e l l e .  

W a h r s c h e i n l i c h e  

R a u m g r u p p e  . 

Adduk t  A 

3 : 1  

m o n o k l i n  

(lOO) (11o) 
(ool) 

/~ ~ 9 9  ~ 3 9  p 

45  ~ 

1 ,59  
1 ,64  
2 , o 3  

2 0 , 0 6  

9, 4 6  
l i , 1 3  

1 ,43 

2 

-:hi 

Addukt B 

4 : 1  

t r i k l i n  

{ lOO) (olo) 
<ool) 

~ , ~  1 2 7 0 0  , 

Adduk t  C 

4 : 1  

m o n o k l i n  
(loo) (1 lo) 
(ool) (1Ol) 

= 1 2 0 ~  t 

= 103 ~ 3 9  j 

7 = 95  ~ 45"  

3 o, 2 19 ,1  

1 1 , 1 5  14 ,8  
11 ,5  2 2 , 0  

1,43  

4 

P 1  o d .  P 1  C c  

1,44 

Addukt  D Adduk t  tg 

3 : 1  7:2  
m o n o k l i n  m o n o  k l i n  

(lool (11o) (lOO)(11o) 

= 95  ~ ~ = 100  ~ 

2 9  ~ 34 ~ 

1 6 2  1 ,62  

1 ,63  1 ,65  

! , 9 9  2, 13 

2 0 , 0  2 0 , 0  

18 ,65  9 , 5  
11 ,3  2 5 , 8  

1 ,45  1 , 5 6  

4 2 

P , J a  C m 

Addukt  F 

7 : 2  

m o n o k l k n  
loo) (1 lo} 

I 0 0  ~ 

37  ~ 

1 ,6o  

1 ,64  

2 , 3 9  

20,O 

9,5  
2 5 , 8  

1 ,52  

2 

C[tt 

b 

Abb. 14. Die S t ruk tu r  dos 4 ,4 ' -Dini t rodiphenyl-adduktes  voa 4-Oxydiphenyl ,  
Projckt ion in  Rich tuug  c auI a b [nach SAUNDER (d6}]. 

iibrigen sind in der b-Richtung auseinandergezogen. Diese Erscheinung 
ist wahrscheinlich auf perlodische Fehler in der Krystallstruktur zurack- 
zuffihren (24), soil hier aber nicht niher er6rtert werden. 

Abb. 14 gibt das exakte Strukturbild des Adduktes A. Das verein- 
fachte Bild 13 ist also dahingehend zu modifizieren, dab die Dinitro- 
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diphenylmolekfile in der Richtung c nicht ganz genau senkrecht /iber- 
einander, sondern zu je drei periodisch etwas gegeneinander verschoben 
liegen. Dadurch erhalten die Kan~le, bildlich gesprochen, Knicke. 
Die eingelagerten Oxydiphenylmolekiile schmiegen sich diesen Knicken 
an, daher fallen ihre Molekfill/ingsachsen nicht genau in die c-Richtung, 
und infolgedessen bietet sich in Abb. 14 das eingelagerte Molekfil in 
einem Querschnitt dar, der breiter ist als der Breite des Benzolringes 
entspricht.  Die Abb. 15 veranschaulicht dies dutch die schematische 
Wiedergabe eines Kanalstfickes in L~ngsschnitt a b senkrecht zur Rich- 
tung c. Die maBstabtreue Zeichnung lfiBt gleichzeitig die Molekfilab- 

st/inde, auf die es bei der Bindung zwischen den Partnern ankommt,  
ferner die Abst~inde der Oxydi- 
phenylmolekfi levoneinanderund . . ~ ~  _ ~ o ~ .  I --~2@.o- 
schlieglich die A bst~nde de r D i - _ _ c ~ - * ~ v ' ~  _~'~-.-arF~ 6-.A, 6 " ~ 7 ~  _ ~ ~ - - W * ~ ' ~  
nitrodiphenylschiehten erkennen. -~'-r - ~ ' v  "~ !_. 

In  Abb. 16 sind Projektionen c ~- '~\  ~ ~ . ~  - / 

C, D, E und F zusammengestell t .  

Komplex B: ahnlich, wie fi~r die ~ ~ ~ -  
Oxydiphenylmolekiile des Komplexes ~\ t 

gen auch die Tetramethylbenzidin- 
moleMile etwas geneigt zur L:tngs- \ 
achse der :Kan~le und, entsprechend, I 
die Dinitrodiphenylmolekiile nicht 
genaufibereinander. Abstandder Di- t t 

nitrodiphenylschichtenl/sa~3,78A, j I ~I i Ill, j_jo 
1 2 3  g 5 6 78 5 ~  

K o m p l e x  C: die ]3enzJdirlmolekfile 
liegen lfings b. Abs• der Dinitro- Abb. z 5. DJeStruktur de~ 4,4'-Dinitrodiphenyl- 
diphenylschicMen 1/~ b ~ 3~7I A. adduktes yon 4-Oxydiphenyl, Projektion in 

Richtung b aufa c [nach SAUNDER (ff6}]. 
Komplex D: L~ngsachse der Kanfile 
ist c, die Dioxydiphenylmolekfile liegen mit ihrer Langsachse etwas geneigt zu c. 
Abstand der DinitrodiphenyIschich-[en 1/a c ~ 3,7 6 A. 

Komplex t~ und :F: Die Struktur der beiden Komplexe stimmt innerhaIb 
der FehMrgrenzen fiberein. L~ingsachse der Kanale ist c; Abstand der Dinitro- 
diphenylschichten ]/~ ~ = 3,69 A. 

Das geschilderte Strukturbild l/iBt erwarten, dal] die Anzahl Dinitro- 
diphenylmolekfile, die einem Partnermolekfil zugeordnet ist, durch 
die Ltinge des Partnermolekfils bes t immt ist. 

In  der Tabelle 13 sind die L~ingen der eingelagerten Molekfile zu- 
zfiglich ihres mutmal]lichen zwischenmolecularen Abstandes (SpaRe 2), 
ferner die Zahl der dutch einen Abstand yon 3,7 k voneinander getrennten 
Dinitrodiphenylmolekfile, die rechnungsm~l]ig der L~inge des jeweils ein- 
gelagerten Partners  zuzuordnen w/iren (Spalte 3), und schlieBlich die 
tats~ichlichen Molverhfiltniszahlen (SpaRe 4) nebeneinander gestellt. 
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Die Obereinstimmung der ffir die L~inge der eingelagerten Molekfile 
errechneten und der analyfisch gefundenen Molverh~Itniszahlen ist, wie 
man sieht, im allgemeinen recht gut. Besonders hervorzuheben ist, dab 
in denjenigen F~illen, in denen aus der RaumbeanspruchungMolverhitlt- 
nisse errechnet werden, die nennenswert yon ganzen Zahlen abweichen, 
z. B. beim 4,4'-Dihydroxydiphenyl- und beim 4-Anfinodipheny/addukt 
dennoch ganzzahlige Molverh&ltnisse erzwungen werden. Somit ist also 

CH/V..4 D 

I 
c N ~  "r a 055 

~'41c I 

O C H  I 

f 

I 

l ,~ ee, e i 
- ~' / :O~,Tg J 

C allf 1407 

#q# 

o-o-o 

r 

T'~"ea'!e' " ~21e -c 1} R/eft/g\ _ 

~ Z g O  

l' a_ -a - 
"~ d R/eb/uny2 

ad" ;~el 

Abb. x6, Die S t ruk tu r  der  4 ,4 ' -Din i t rodiphenyl -addukte  volt 

a) Tetramethylbenzidin,  Projekt ion l~ings a auI b c. b) Benzidin, Projekt ion l~ngs b auf a c. 
c) 4,4&Dioxydiphenyl,  Projekt ion liings c auf a b. d) 4-Jod-  und. 4-Bromdiphenyl ,  Projektion 

l~ings c auI ab. [Nach SAUNDER (df i) ] .  

T a b e l l e  13.  Dinitrodiphenyladdukte, errechnetes und ge/undenes MolverhdltnCs. 

Adduktk0mponea te  

4 - H y d r o x y d i p h e n y l  (A) . . . . . .  
N ,  N ,  N ' , N ' - T e t r a m e t h y l b e n z i d i n  (]3) 
] 3 e n z l d i n  (C) . . . . . . . . . . .  
4 . 4 " - D i h y d r o x y d i p h e n  y l  (D} . . . .  

4 - J o d d i p h e n y l  (I~) . . . . . . . . .  
4 - B r o m d i p h e n y l  (t?) . . . . . . . .  

4 , 4 " - D i a c e t o x y d i p h e n  y l  . . . . . . .  
4 - A c e t o x y d i p h e n y l  . . . . . . . . .  

4 ,4" -Dime thoxyd iph{ny l  . . . . . .  
4 - A m i n o d i p h e n y l  . . . . . . . . . .  

D i p h e n y l  . . . . . . . . . . . . .  

I Motverhttltmszahl ] . . 
L~inge des | ~ . 'lMolverh~ittms- ! recnner lsch  der [ 

e ingelagerten | . . . . .  I zahl analy-  Joange aes v a r t -  
M~ in A/nets entsprechend Itiseh ermit teI t  

15 ,3  
13 ,9  
1:2,5 

. 1 3 ,  1 

12 ,8  , 

i 7 - -  a8  

1 4 -  a4 ,5  
1 4 , 8 - -  a5 ,3  

12 ,2  

l o ,  7 

4 , 1 :  i 4 :  i 
3 , 8 : 1  4 : 1  

3 , 4 : 1  3:  a 
7 : 2  7 : z  
7 : 2  7 : 2  

4 , 6 - - 4 , 9 : 1  5:  I 

3 , 8 - - 3 , 9 : 1  4 : 1  
4 , o - - 4 , I :  1 4 : 1  

3 , 3 : 1  3:  x 
2 , 9 : 1  3 : 1  
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die  Raumbeanspruchung ffir die Ausbildung des Molverhiiltnisses, wie 
bei den CholeinsAuren, zwar mitbestimmend, aber nicht, wie bei den 
Harnstoffaddukten, allein entscheidend; nichtganzzaMige Molverh~ilt- 
nisse werden offenbar vermieden. Die VerhAltnisse 7 : 2 (Addukt E u. F) 
sind in diesem Sinn nicht als unganzzahlig - -  3,5 : 1 - -  aufzufassen, da 
in der Elementarzelle jeweils eine ganze Molekfilzahl, nAmlich 2, des 
Addenden gebunden ist (s. Tabelle 12, zweite Zeile von unten). 

Nach den Ergebnissen der Strukturuntersuchung betragen die klein- 
sten vorkommenden AbstAnde zwischen Wirt- und Gastmolekfilen in den 
Addukten etwa 3,0 bis 3,6 3_; r~tumliche Anzeichen fiir das Vorliegen 
starker lokalisierter Bindungen fehlen also. So wird man der Wirkung 
VAI~ DER WAAI.sscher KrAfte einen wesentliehen Anteil an dem Zu- 
sammenhalt der Addukte zuzuschreiben haben. Andererseits liegt die 
Existenz schwaeher Wasserstoffbrficken fiber einen Abstand yon 3 3_ 
ira Bereich der M6glichkeit. Ftir die Vorstellung, dab beide Arten yon 
Bindungskr~iften nebeneinander wirken dfirften, spricht folgendes: Wenn 
Wasserstoffbrfiekenbindung allein maBgeblich ware, so mfil3te man das 
MolverhAltnis 1 : 1 erwarten, ein Zusammenhalt der Addukte im Mol- 
verhMtnis I : 3, 2 : 7, 1 : 4 und 1 : 5 dagegen ware unverst~indlieh. Auf 
der anderen SeRe bliebe bei der Annahme ausschlieBlicher Wirkung 
VAN DER WaALsscher Kriifte die Vermeidung nichtganzzahliger Mol- 
verhAltnisse - -  wie 3 ,4 :1  und 3 ,3 :1  beim Dihydroxydiphenyl- und 
Aminodiphenyladdukt, s. Tabelle 13 - -  unverst~ndlich; und unerklArt 
bliebe ferner, dag bei der Adduktbildung Farbvertiefung eintri t t  und 
zwar intensitAtsmABig nach der Reihenfolge, die der StArke der Elek- 
tronendonatorgruppe der eingelagerten Molekfile entspricht; und dal3 
schlieBlich die Dinitrodiphenylverbindungen des Benzidins und Tetra- 
methylbenzidins, welche die stArksten Donatorgruppen tragen, unter den 
untersuehten Verbindungen bei weitem die stabilsten sind, 

5. Schardinger-Dextrin-Einschluflverbindungen. 

Nach FREUDEI~BERG und CRAMER (11, 15) sind die in der ~.lteren 
Literatur als s-Dextrin und r-Dextrin bezeichneten und friiher ffir be- 
sondere Polysaccharide gehaltenen Abbauprodukte der StArke Addukte 
yon a- bzw. fl-Dextrin mit einem h6heren Mkohol, wahrscheinlich n-Hexa- 
nol. Dieser ist so fest gebunden, dab diese Addifionsverbindungen als 
solche umkrystallisiert werden k6nnen. Durch WasserdampfdestiUation 
kann der Alkohol abgetfieben werden; unter diesen Versuchsbedingungen 
dissoziieren also die Addukte. 

Die rSntgenographische Untersuchung hat ergeben, dab das aus 
sechs in 1,4-Stellung miteinander verknfipften Glukanringen bestehende 
a-Dextrin und das aus sieben Glakanringen analog aufgebaute fl-Dex- 
trin eine Krystal ls traktur  der Art besitzen, dab die Makroringe - -  in der 
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Elementarzelle liegen deren zwei fibereinander -- ihrem Innenraum einen 
Kranz yon Wasserstoffatomen zukehren. Innerhalb dieser Ringe sind 
die Alkoholmolekiile eingeschlossen. 

6. Zeolithsorbale. 

B~i gewissen Wasserhaltigen 5ilikaten, den Zeolithen, fungieren als 
Gitterstrukturtr/iger tetraedrische Alumokiesels/iureanionen (A1, Si)O4. 
Diese sind im Krystall so angeordnet, dab das Gitter yon zusammen- 
h/ingenden Kaniilen durchzogen ist. In den Kaniilen befinden sich 
Kationen (Na, Ca), welche die anionische Ladung abs~ittigen, und auBer- 
dem Wassermotekiile. 

Nach dem speziellen Aufbau des Gitters werden drei Typen yon 
Zeolithen unterschieden : 

1. Wiirfelzeolithe mit festen, dreidimensionalen Netzwerkstrukturen 
(Chabasit, Analcim) ; 

2. B1/itterzeolithe mit laminarer Netzwerkstruktur (Heulandit); 
3. Faserzeolithe mit faseriger Netzwerkstruktur (Natr01it, Skolezit). 
Die Struktur der laminaren und faserigen Zeolithe neigt dazu, bei 

der Entwiisserung zu kollabieren. Die robuste Struktur des Analcims 
und des Chabasits dagegen gestattet, das eingelagerte Wasser reversibel 
zu entfernen oder auch dutch andere neutrale Molekfle zu ersetzen. 

Die Studien fiber die Sorption nichtpolarer Molek/ile in den Kan/ilen 
fiihrten zu h6chst interessanten Ergebnissen. BARRER und IBBITSON (4) 
fanden, dab auBer Edelgasen, Stickstoff, Sauerstoff und anderem auch 
Kohlenwasserstoffe eingelagert werden k6nnen, und zwar nur gerad- 
kettige, nicht dagegen verzweigte oder cyclische. Es ist also m6glich, 
mittels Chabasit oder Analcim oder analoger, synthetisch gewonnener 
Produkte (2) dutch selektive Sorption geradkettige Kohlenwasserstoffe 
"con verzweigten und cyclischen zu trennen (3). Dieser verblfffend an 
die Selektivitiit der Harnstoffaddition erinnernde Befund ist nach BARRER 
und IBmTSON auf die einfache Tatsache zurfickzuffihren, dab die Quer- 

schnitte der nicht sorbierbaren 
T a b e l l e  14. D i e / m i e  Energie der Zeolith- 

sorption vo~ KoMe~wassersto//en als 
Funkt ion  der Kettenldnge. 

A~ fiirChabas~t A o fiir Aualcim 
Sorbend (cal/Mol Gas) (cal/Mol Gas) 

C H 4 "  " " / 4 7  ~  3800 

C~H 6. . . J 8 15o 7400 
C3H s. �9 �9 9 75 ~ 
n-C4HI0  �9 t 11 15o 9300  

Molekfile f/Jr das Lumen der Ka- 
n/ile, das etwa 5 bis 6 -~ betragen 
dfirfte, zu groB sind. 

Es zeigte sich, dab die freie 
Energie der Sorption, auch wie- 
der in Analogie zu den bei der 
Harnstoffaddition gemachten Be- 
funden, mit der Kettenl/inge der 
Sorbenden w/ichst (Tabelle 14). 

Der Siittigungswert, ausgedriickt in ccm sorbiertem Gas (760 mm, o ~ 
pro g Sorbend, Iii]lt mit steigender Molektilgr6Be (Tabelle 15). Auch 
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hinsichtlich des ,,Molverh/iltnisses" gilt hier also die gleiche Regel wie 
bei den Harnstoffaddukten:  je gr6Ber die Molekfile sind, desto geringer 
ist die Anzahl, die in das Grundgitter eingelagert werden kann. 

Tabelle 15. Sdttigungswerte der Sorption in Chabasit und 
Analcim als Funktion der MolekiilgrfJ3e der Sorbenden. 

Idtnge der sor- S~.ttigungswert I Sitttigungswert 
Gas bierten Mo- ftlr Chabasit ~ fftr Analcim 

l ek i i l e  in 21~ ce (76omm o*)/glce(76omm,o~)/g 
/ 

H20 2,76 
NH a 3,60 
H~ 3,74 
Ar 3,84 

�9 O~ 3,83 
N z 4,08 
CFI 4 4,00 
C2He 5, 54 
Call8 6, 52 
n-C4H10 7,78 
n-CsH1, 9,o4 
n-CsH~4 1o,34 
n-C~HI, li,56 

Obwohl mit  stei- 
gender MolektilgrOBe 
die Affinit~it der An- 
lagerung w~ichst, ist 
die Geschwindigkei~ der 
Sorption bei gr6Beren 
Molektilen geringer als 
bei kleineren. Bei einem 
Durchmesser der Mole- 
kfile bis zu etwa 4 A 
k6nnen die Gase die 
Kaniile in einem ProzeB 
freier Diffusion ohne 
meBbare Aktivierungs- 
energie verh/iltnismii- 
Big rasch Iiil/en. Die 
Molekfile der n-Paraf_ 
fine vom Propan ab 

266 97 
193 7z 
186 69 
18t 67 
181 67 
17o 63 
173 64 
125 46, 4 
lo6 39,5 
89 33,1 
77 28,5 
67 25,0 
59 22.2 

werden wesentlich langsamer aufgenommen. Die Ein!agerung bedarf 
in diesem Fall einer erheblichen Aktivierungsenergie - -  Anwendung 
yon Temperaturen von fiber IOO ~ - - ,  die nach BARRER und JBBITSON 
vermutlich dazu gebraucht wird, die groBen Molekfile, die viel mehr 
dazu neigen, sich festzusetzen, l~ings der Kaniile yon einer Stelle maxi- 
malen Sorptionspotentials zur n~chsten welter zu treiben. 

Den zahlreichen frappanten Analogien der morphologischen und 
thermodynamischen Verhiiltnisse bei den HarnstoffeinschluBverbin- 
dungen und Zeolithsorbaten steht auch eine Reihe gewichtiger Unter- 
schiede gegenfiber. 

Zun~ichst ist hervorzuheben, dab bei den Zeolithsorbaten und Harn-  
stoffaddukten nur die Beziehungen zwischen Grundgitter und EinschluB- 
komponente  vergleichbar sirld, nicht dagegen der Aufbau der Grund- 
gitter selbst: bei den Harnstoffaddukten - -  wie auch bei den/ibrigen, 
bisher besprochenen EinschluBkrystallverbindungen - -  besteht das 
Grundgerfist in einem Molektilgitter, bei den Zeolithen dagegen in 
einem Atomgitter.  

F fir die Harnstoffaddukte und sonstigen rein organischen Kanalve'rbin- 
dungen gilt das Gesetzder konstantenVerbindungsgewichte.  DieMolekfil- 
addukte der Zeolithe dagegen weisen zwar charakteristische Siittigungs- 
werte auf, k6nnen im fibrigen aber  auch jede beliebige geringere Menge 
des Verbindungspartners enthalten, verhalten sich also wie Adsorbate. 
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Bei den Harnstoffaddukten sind die eingelagerten Komponenten 
wenn auch nieht Bausteine, so doch insofern integrierende Bestandteile 
des Gitters, als sich das Grundgitter nur in ihrer Anwesenheit ausbildet 
und bei Entfernung der Partnermolektile dureh Verdampfung oder 
Extrakti0n sofort collabiert. So gewiB diese Unterschiede hinsichtlich 
Zusammensetzung und Best~ndigkeit fiir die bisher bekannten Addukte 
beider Arten Geltung haben, so brauchen sie dennoch nicht eine unaus- 
ftillbare Kluft zu bezeichnen. Es wurde schon eingangs daran erinnert, 
dab es Zeolithe gibt, die die Entwiisserung nicht vertragen, ohne zu kolla- 
bieren. Es macht keine Schwierigkeit, sich vorzustellen, dab man einen 
Zeolith finden oder synthetisieren k6nnte, der bei vollstiindiger Ftillung 
der Kaniile mit Kohlenwasserstoffmolekfllen bestAndig, dessen Gitter 
jedoch so empfindlich w/ire, dab es bei partiellem Abpumpen des Kohlen- 
wasserstoffs in ad/iquatem MaB zusammenbrieht. In diesem Fall h~tte 
man die Analogie zu den Harnstoffaddukten, es wiirde das Gesetz der 
konstanten Proportionen gelten. Auf der anderen Seite: es ist nicht 
unm6glich - -  entsprechende Versuche wurden bisher allerdings nicht 
durchgefiihrt -- ,  dab bei extrem tiefen Temperaturen auch bei den 
Harnstoffaddukten eine Entfernung der kanalfiillenden Komponenten 
gelingt, ohne dab das hexagonale Grundgitter zusammenbricht. Far  die 
betreffende Temperatur wiirde das Harnstoffaddukt dann den Charakter 
als st6chiometrische Verbindung veflieren und als organischer ..Zeolith" 
gelten k 6 n n e n .  

III .  KMig-E insch lugve rb lndungen .  

1. Clalhrate-compounds des Hydrochinons. 
Neben dem gew6hnlichen, trigonalen a-Hydrochinon (F = 172,3 ~ 

umkrystallisierbar aus Wasser, ~thano] ode r Ather) und dem durch Subli- 
mation erh~iltlichen monoklinen ~,-Hydrochinon finder sich in der Lite- 
ratur noch eine dritte, als/5-Ilydrochinon bezeichnete Form beschrieben, 
die man erh~lt, wenn man eine der beiden anderen Formen aus Methanol 
umkrystallisiert. D.Z.  PALIN und H. M. POWELL fanden, dab es sich 
bei dem sogenannten fl-Hydrochinon um eine Additionsverbindung 
3 C6H,(OHh. ~ CH,OH handelt und entdeckten, dab dieses Addukt ,  zu- 
sammen mit der seit 2859 bekannten Molektilverbindung von tIydro- 
chinon und Schwefeldioxyd, der Molekiilverbindung yon Hydroc,hinon 
und Schwefelwasserstoff und einer Reihe weiterer Addukte dieser Art 
einen v611ig neuen Typ yon Molektilverbindungen repr~sentiert (31)~, (32,) 
(33), (84), (39), Man finder bier die zweite der drei denkbaren M6g- 
l ichkei ten der Einlagerung einer Molekfilart in dem Grundgitter einer 
zweiten Molektilart verwirklicht: die allseitig geschlossene, k~figartige 
Umhtillung der Gastmolekiile. Der yon PALI~ und PoWELL gepr/igte 



Organische EinschluB-Verbindungen. 12,2 

Name clathrate-compounds ist abgeleitet aus n2rl~a oder clathri, das 
Tierk~ifiggitter. 

Die Krystal lstruktur der verschiedenen Hydrochinon-K~ifigverbin- 
dungen ist im Prinzip identisch; die detaillierte Untersuchung wurde am 
Beispiel des SO2-Adduktes vorgenommen. 

Der rhombischen Elementarzelle des Adduktes 3 C6H4(OH)a'SOo. 
kommen die Achsen a = ]6,3; c = 5,81 zu. Raumgruppe ist C~-R 3. 
Ftir die Anordnung der Hydrochinonmolekfile im Krystall  ergab die 
Patterson- und Fourier-Analyse das in der Abb. 17 schematisiert wieder- 
gegebene Bild. Die kleinen Kreise bedeutendiedurchWasserstoffbrficken 
(kurze Verbindungslinien) den Zusammenhalt yon Molekiil zu Molekfil 
bes0rgenden Sauerstoffatome der Itydrochinonmolekiile. Die Benzolringe 
selber sind der Obersichtlichkeit hal- 
ber nicht gezeichnet, sondern werden 
durch die liingeren Verbindungslinien 
yon O-Atom zu O-Atom wiedergege- 

Abb. 17. I)as Grundgi t te r  der f l -Hydrochinoa-a  d- Abb.  18. Das  Grmtdgi t ter  der fl-Hydrochirton- 
dukte .  Teilbild yon er der beiden e inander  addukte .  Gesamtbild yon beiden eirtander 
durchdr ingenden Netzwerksysteme [nach PALIN durchdringextden Netzwerksystemen [nach 

uad  P O W E L L  (3~)]. PALIN und P O W E L L  (32}]. 

ben. Es liegt also ein unendliches dreidimensionales Netzwerk yon Hy-  
drochinonmolekfilen vor. In dieses weitmaschige Netzwerk ist nun ein 
identisches zweites Netzwerk so hineingestellt, daB" seine horizontalen 
Hexagone in halberH6he zwischen den Hexagonen desersten Netzwerkes 
liegen. Abb. 18 verdeutlicht die relative Lage der zwei Netzwerksysteme, 
yon denen jedes identisch mit dem in Abb. 17 gezeigten ist. In dem Ge- 
ffige der beiden ineinander gestellten Netzwerke gibt es huh Hohlr~ume, 
groB genug, um kleine Molekfile in einer Distanz zu umschlieBen, die den 
normalen Abstiinden zwischen nichtverbundenen Atomen entspricht, und 
zugleich eng genug umgittert, um ein Entweichen der eingeschlossenen 
Molekfile zu verhindern. Die besetzbaren Hohlr~iume machen etwa 71/2% 
des Totalvolumens aus. 

Diese tIohlr~ume sind es, in denen die Schwefddioxyd-, Methanol- 
oder anderen Partnermolek/-ile eingeschlossen sin& In der Abb. 18 oben 



124 W. SC~L~K ~r.: 

ist ein solcher Hohlraum andeutungsweise abgegrenzt, in der Abb. 19 
schematisiert verdeutlicht. 

Abb. 2o gibt eine Elektronendichtekarte in der (OOOl)Fliiche. Im 
Zentrum befindet sich das SO~-Molekiil. Die Deutung der Elektronen- 

dichten dutch Molekiilbilder ist aus der Einzeichnung 

I sehen. 
Eine eigentfimliche Verzerrung des Gitters ist fest- 

~})~/~ zustellen, wenn Molekiile eingelagert sind, die eine ge- 
streckte Form haben und etwas zu lang sind, um in 

Grundgitters Platz zu ffinden. Das Gitter ist diesfalls 
in der Richtung c gedehnt untergleichzeifiger Schrum- 
pfung in der Richtung a. Abb. 21 gibt diese Verzer- 

/ rung anschaulich wieder. 
Abb. 19. Schema tines Die r6ntgenographisch und analytisch ermittelten 
~ohLr,~s, gebilaet Daten fiir eine Reihe yon Hydrochinoneinschlu~- 
dutch ,~ieinande~ verbindungen sind irt der Tab. 16 zusammengestellt. 

durehdringende Netz- 
werke tn~r Die Werte der Spalte III  und IV zeigen, dab die 

~'OWELL(*9}]. Elementarzellen fiir die Addukte der kleinen Mole- 
kiile HCI, FIBr, H~S und H C ~ C H  praktisch identisch sind, dab da- 
gegen bei den grSBeren, liinglichen Molekfilen die oben besprochene 
Dehnung in der c-Richtung und Schrumpiung in der a-Richtung auf- 

Abb. 2o. Fourier-Analyse des SO~-Hydrochinon-adduktes, Pro]ektion auI (oool) 
[nach PALIN und POWELL (82)]. 

tritt. Beim Acetonitril scheint fibrigens die Grenze der zuliissigen Deh- 
nung erreicht zu sein; denn es gelang nicht, ein analoges Addukt mit 
dem nur um weniges gr6Beren Cfie-Molekiil darzustellen. 
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Wie  schon gesagt  wurde,  
. ~. . . . .  ~. ~ s ind j e d e m  H o h l r a u m  und 

o" o" o o" o" o" ~" o" d a m i t  ]edem add ie r t en  Mole- 
kil l  3 Molekfiile Hydroch inon  

o~ zugeordnet .  I n  der  SpaRe X 
~- ~- % ~ - ~  ~- und X l I  mfiBte dahe r  im 

IdealfaI1 f iberal l  de r  Wef t  
erscheinen.  DaB die gefun- 

~ ~ ~, ~ ~ - . r ~  d e n e n Z a h l e n i m m e r u n t e r d i e -  
o9 et~ ~D ~O G~ t'~ G~ t ~  G~ 

o" ~ o" o" o" o" o" o" ~ sem W e r t  b le iben,  is t  da r au f  
zurt ickzufi ihren,  dal3 i m m e r  
ein gewisser, m a n c h m a l  so- 

,-:~" 4 ~  ~; 4 ~  o'. ga r  recht  e rheb l i che rP rozen t -  

t',.. ~ ,,0 oo O o ooo ~ o ~ o- ~\ 

I 

A b b .  21., S c h e m a  d e s  n o r m a l e n  u n d  d e s  
g e d e h n t e n  H o h l r a t t m s  y o n  H y d r o c h i n o r t -  

sa tz  der  t t oh l r i i ume  u n b e s e t z t  

bleibt .  Eigent i iml icherweise  
.~_***oo • ~ ~ . o o g ~  ~ "~ wird de r  Idea lwer t  1 am n~ich- 

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ *" s ten  er re icht  be im Aceton i t r i l ,  
dem l~ingsten der  e in lage-  
rungs i~higen  Molekiile.  W a -  

~ ~ ,~ ~ ~ o - o: rum ? PALIN und POWELL 
~ ,~  ~ ~D ~o ~0 ~ uD ttq 
. . . . . . . . .  deu ten  dies fo lgendermaBen:  

Die Dehnung I i ihr t  e inen Zu- 
s t and  so s t a rke r  S p a n n u n g  
herbei,  daB das  Gi t t e r  nur  
dann  genfigend s tabi l i s ie r  t ist,  
wenn anni ihernd  alle HohI-  
r~iume gefiil l t  sind.  DaB im 
t ibrigen be im unverzer r t eu  
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Gitter beliebige Werte unter I auftreten (eine l~berschreitung des 
Wertes i ist nie beobachtet worden) ist verst~tndlich, da die ,,fl-Struktur" 
aueh ftir sieh allein, d. h., g~nzlich ohne Fiillk6rper, existenzf~hig ist. 
Die vdt l ig  leere fl-Struktur lfigt sich allerdings nur schwierig herstellen; 
es ist offensichtlich, dab die eingeschlossenen Molektile zur Stabilisierung 
des Grundgitters beitrage n. 

Vor kurzem gelang POWELI. und GUTER auch die Herstellung einer 
Argon-Hydroehinon-EinschluBverbindung. Nach dem Ergebnis der 
R6ntgenuntersuchung hat sie die niimliche Krystallstruktur wie die 
anderen, i m  vorausgehenden besprochenen Addukte (40). 

- 2 .  D i c y a n o - a m m i n - b e n z o l n i c k e l .  

Eine anorganisch-organische K~ifigverbindung ist nach einer Mit- 
teilung yon POWELL und t{AYNER (42) auch die vor langem erstmals 

v o n  K .  A .  I-IOFMANN d a r g e s t e l l t e  V e r b i n d u n g  

~ ~ - - - ~  Ni(CN)2" NH~" C6H~' das Dicyan~ ben- 
) ~ _ _ _ . ~  ~ ) t  zol-nickel. Dieses Produkt hatte man bisher 

als Koordina tionsverbindung 

CN N H  3 

C N  C6H 6 

mit gleichartig um das Nickelatom gruppier- 
ten Liganden gedeutet, ohne allerdings die- 
ser Formulierung valenzchemisch einen Sinn 

I- ~ ~ unterlegen zu k6nnen. 
Die R6ntgenuntersuchung enthfillte ein 

v611ig anderes Strukturbild (Abb. 22). 
C) ~li O Ntt~ Die Elementarzelle ist tetragonal, hat die 

o~oc~ �9 cH Parameter a = 7,2; c = 8, 3 und enthiilt die 
Abb. 22. Die Struktur des Di- doppelte Anzahl der in der obigen Formel 
cyano-ammin-benzol-nickels[nach bezeichneten Atome. Das Grundgitter be- 
POWt~LL und RAYNER (41}]. steht in einem zweidimensionalen Netz yon 

I I 
- -Ni--  CN--Ni-gruppen. Jedem zweiten Nickelatom sind in senkrechter 

I I 
Lage tiber und unter dem bezeichneten Netzwerk 2 NIi3-Molektile zu- 
geordnet. Die hierdurch umgrenzten ttohlr~iume enthalten die Benzol- 
molekfile. 

Wahrscheinlich gehSren auch die anal0gen, gleichfalls yon K. 
A. HOFMANN beschriebenen Verbindungen, die statt des Benzols Thio- 
phen, Furan, Pyrrol, Anilin oder Phenol enthalten, zum gleichen Struk- 
turtyp. 
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3. Wasser-Kdifigverbindungen (,,Feste Gas- und Fliissigkeitshydrate"). 
Unter der Bezeichnung ,,Feste Gas- und Flfissigkeitshydrate" wird 

fihlicherweise eine Reihe anorganischer und organischer Additionsver- 
bindungen des Wassers zusammengefal3t, die folgende Merkmale gemein- 
sam haben. Nach der Bruttozusammensetzung treffen in der Regel sechs, 
manchmal mehr, aber niemals weniger Molekfile H~O auf 1 Molekiil des 
Verbindungspartners. Der Verbindungspartner besitzt stets hohe Flfich- 
tigkeit, ist also entweder ein Gas oder eine niedrig siedende Flfissigkeit. 
.Alle Addukte der Reihe krystallisieren im kubischen System. Sie sind 
nur bei verh~iltnism~il3ig tiefen Temperaturen bestitndig. 

Eine Zeitlang sind die Hydrate dieser Art, deren erster Vertreter, das 
.Chlorhydrat Cl 2. 6 H20, schon vor 24o ]ahren von DAvY dargestellt wurde, 
intensiv bearbeitet worden. In den letzten Jahrzehnten aber sind sie, 
von einigen wenigen Vertretern abgesehen, die ein gewisses Interesse ffir 
die Erdgasindustrie boten (20), (27), (~6), so sehr in den Hintergrund 
getreten, dab es heute nicht mehr allgemein bekannt ist, wie aul3er- 
ordentlich mannigfaltig die Verbindungsgruppe, ihrer Zusammensetzung 
nach, ist. Sie umfaBt Edelgashydrate, Hydrate des Chlors, Chlordioxyds, 
Schwefeldioxyds, Kohlendioxyds, Stickstoffoxyduls, des Schwefel- 
wasserstoffs, Selenwasserstoffs und anderer fltichtiger Hydride, ferner 
Hydrate von ges{ittigten und ungesiittigten Kohlenwasserstoffen, wie 
Methan,/~thylen und Acetylen, von organischen Halogeniden, wie Methyl- 
chlorid, hthylenchlorid, Chloroform, und viele andere. Hinzu kommt 
noch die Gruppe der Mischhydrate, in denen zwei verschiedene Partner 
mit dem Wasser verbunden sind. Von DE FORCRAND sind allein mehr als 
dreiBig verschiedene Mischhydrate yon Schwefelwasserstoff und haloge- 
nierten Kohlenwasserstoffen dargestellt worden. 

Bis in die aUerletzte Zeit ist die Konstitution dieser Hydrate ~.in voll- 
kommenes Riitsel geblieben. Angesichts der offenkundigen Gleichartig- 
keit so heterogener Produkte, wie Edelgas-, Schwefeldioxyd- und Kohlen- 
wasserstoffadditionsverbindungen, ist es klar, dab valenzchemische l~ber- 
legungen keinen Schritt weiter helfen konnten. I-Iier wie bei allen 
anderen in diesem Referat besprochenen Verbindungsgruppen ist es die 
R6ntgenstrukturanalyse gewesen, die den wesentlichen Fortschritt der 
Erkenntnis gebracht hat. Etwa zur gleichen Zeit, als PALIN und POWELL 
die Natur des ,,fl-Hydrochinons" aufkl/irten und den Begrilf der ,,cla- 
thrate-compounds" schufen, hat v. STACKELB~I~G durch R6ntgenanalyse 
die Struktur der bisher r~itselhaften Gas- und Fliissigkeitshydrate als 
K~ifigeinschluflverbindungen aufgeklArt und damit an einem anderen 
Objekt dasselbe neuartige Bauprinzip entdeckt (58). 

Durch DEBYE-SCI{ERRER-Aufnahmen konnte zunAchst die Gleich- 
heft des Krystallbaues der verschiedenartigen Gas- und Flfissigkeits- 
hydrate sichergestellt werden. Die Auswertung von  Einkrystallauf- 
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nahmen des Hydrates SO2.6H20 und des Mischhydrates CHCI3.6H~O 
�9 H2S.6 HzO ergab folgendes Strukturbild : 

Die kubische Elementarzelle (Gitterkonstante -~IZA) enthalt 
48 Wassermolekfile und 8 Partnermolekfile. Die 8 Partnermolekfile brau- 
chen nicht gleichartig zu sein. Das Prtiparat des  untersuchten Misch- 
hydrats yon Chloroform und Schwefelwasserstoff wies z. B. die durch- 
schnittliche Zusammensetzung yon 2, 5 CHClz.5, 5 H2S.48 HzO, bezogen 
auf den Bereich der Elementarzelle, auf. Die 48 Wassermolekfile sind 
derart angeordnet, dab ein H20-Gertist mit 8 Hohlrttumen entsteht, deren 
jeder yon 24 Wassermolekiilen umgeben ist. Zwei yon diesen acht an- 
gentthert kuge]f6rmigen Hohlrttumen sind so gestaltet, dab alle 24 um- 
gebenden Wassermolekfile einen identischen Abstand yon 4,2 ~k zum 
Zentrum haben. Zieht man von dieser Strecke als Radius des Wasser- 

Abb.'23. Hohlraum t .Art der Gashydrate.  
Die 24 HtO-Molek~ilBliegen auf der Ober- 

molek[ils den Betrag yon 1,2 ~k ab, so 
bleiben ffir den Radius des freien Hohl- 
raumes 2, 9 •, ffir den Durchmesser also 
5,8 ~k. Die eingelagerten Molekfile der 
Gashydrate haben in der Regel Durch- 
messer yon 5 his 6 A. 

fl/iche eines Wfirfels (~ingezeiehnet) 
[nach v. STACKELBERG(58)]. 6 freien Hohlrtiume dieser zweiten Art 

somit 3,3 A. 
Jedes Wassermolekiil hat vier Nachbarn im Abstand yon 2,6 tk; dieser 

Abstand ist der gleiche wie im Eisgitter. Es ist erwtihnenswert, dab bei 
den Harnstoffaddukten Analoges gilt: auch dort stimmen die Abstttnde 
und Koordinationszahlen der Molekfile im Adduktgitter mit denen des 
normalen Harnstoffgitters fiberein. 

Aus der Tatsache, dab keine Untersehiede in den Intensit~tten der 
R6ntgenreflexe bei den verschiedenen Gashydraten festzustellen sind, 
ist der Schlul3 zu ziehen, dal3 die Gasmolekfile keine definierten Punkt- 
lagen einnehmen, also in ihren Ktifigen rotieren k6nnen. 

In der folgenden Tabelle 17 sind die ermittelten Gitterkonstanten, 
sowie die r6ntgenographisch errechneten and die pyknometrisch er- 
mittelten Dichten ffir einige Gashydrate zusammengestellt. 

Man sieht, dal3 bei einem Tell der Prttparate die unter Zugrundelegung 
der Idealformel 8 M.48 H20 berechneten Dichten tibereinstimmen, dab 

Abb. 23 zeigt einen Hohlraum die- 
ser Art. 

Die fibrigen 6 Hohlrt~ume der Elemen- 
tarzelle sind ebenfalls yon 24 Wasser- 
molekfilen umgeben, jedoch so, dal3 yon 
ihnen 8 einen Zentralabstand yon 3,7 A, 
8 einen von 4,8 A und 8 einen yon 5,2 A 
haben. Im Mittel betrttgt der Radius der 
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T a b e l l e  17. Gitterkonstante~r und Dichten einiger Wasser-Kd/igverbi*zdungen. 

8 

9 
1o 
11 
12 

R6ntgen. Dichte, bercchnet Molver- 
Nr. Hydrat ",'on Gitterkonst arxte Pyknomet- in .~ mit (m) Gasmolekeln im rische Dichte htiltnis 

Elementarbereieh H~ O : 3I 

I.~0,~ 12,o.3:2~ 0,05 ::~ 0,0.2 (8) 1,23 ::[= 0,03 6 : 1  
C] 2 ll,98 4- 0,05 ~ 0,02 (8) 1,29 :t:: 0,02 6: I 

'X 11,9o 4- 0,03 -b 0,02 (8) 

CC14 12,2I  4-  o, 1 (3): 1,35 ( 4 ) )  

CHC13 12,23 :t:  o,1 (3); 1,22 (4) ] :j2o,o 4 1,IO (3) ~ x 6 : 1  
CH2C1 ~ 12,2o ::[: o, 1 (3); 1,10(4) 
C~HsCI 12,2I : j : o , t  (3); 1,Ol (4) 

CCI~--H~S 
C H C l a ~ H 2 S  
CHeCI~--H~S 
C~HsCI~HeS 
C ~ H s B r ~ H ~ S  

1,31 
1.37 

1,88 

1,21 
1.1I  
1,o2 
0,96 

1,3o 
1,22 

12,25 :J: o, 1 1,14 

1,1o 
12,3o :J: o, 1 1,18 

-t-o,o4 (2,5 + 5,5) 

1,272 :t2 0 ,o l  
1,216 :~: 0,01 

6" 1 
6 : 1  
6 : 1  
6 : 1  
6 : 1  

aber bei den Pr~paraten 4 bis 7 edbereinstimmung nur dann besteht, wenn 
ganz erheblich weniger GasmoIektile im Elementarbereich angenommen 
werden, nSmlich etwa 3 anstatt 8. Man st613t bier auf die gleiche Tat- 
sache der nut teilweisen Hohlraumbesetzung, die von PALIN und POW•LI. 
ffir die Hydrochinon-Einschlul3verbindungen gefunden wurde. Durch 
kleine Molekfile (H2S) k6nnen die Leerstellen in den Wasser-K~ifigver- 
bindungen aufgeffillt werden (Bildung yon Mischhydraten, Priiparat 8 
bis 12). Derartiger AufftiUung, z. B. dutch He, Ne, A, 02, N2 kommt eine 
stabilisierende Wirkung zu; einige Hydrate k6nnen ohne Anwendung 
derartiger ,,Hilfsgase" fiberhaupt nicht dargestellt werden, z. B. das Jod- 
hydrat. Die Annahme unbesetzter Itohlr/iume l~iBt als m6glich er- 
scheinen, dab partiell geffillte Hydrate ,,zerdrSckbar" sein k6nnten. Tat- 
s~tchlich ist schon vor langem yon TA~ANSr und KRm• festgestellt wor- 
den, dab beim Chloroformhydrat, bei dem nach dem Strukturbild 
v. STACKELZaERGs mehr als die H~ilfte der ttohlr~iume unbesetzt sein 
mfissen, durch Druck die Zersetzungstemperatur herabgesetzt wird. Bei 
den ,,prall gefiillten" Hydraten der kleineren Molekiile SO~ und N20 wird 
dagegen die Dissoziation durch Druck nicht begiinsligt, sondern, wie ver- 
st~indlich ist, zuriickgeddingt. 

Im allgemeinen ist die ,,ideale" Zusammensetzung M. 6 I-I~O bei den- 
jenigen Hydraten anzutreffen, deren EinschluBkomponenten einen Mole- 
kfildurchmesser kleiner als 5,6 A, ein Molvolumen (flfissig) kleiner als 
55 cem und ein Nullpunktsvolumen kleiner als 36 ccm haben. Molare 
Adduktzusammensetzung M- 15 bis 16 HzO findet sich bei Molekfilen mit 
einem Durchmesser gr6/3er als 5,8 A. Dieses Molverh/iltnis tritft ffir die 
Fltissigkeitshydrate zu. Bei den Hydraten von Molekfilen mit einem 
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Durchmesser von 5,6 bis 5,8 A ist die Formel M.8 H~O. Molekiile mit 
einem Maximaldurchmesser von mehr als 6,8 k sind nach den bisherigen 
Erfahrungen zur Bildung von K~ifighydraten nicht befiihigt. Es scheint, 
dab bei den Verbindungen M. 8 H20 nur die 6 I-tohlr~iume zweiter Art 
(s. S. ~ 28), bei den ,,Flfissigkeitshydraten" Y[" ~ 5 bis ]6 H~O nur die H/~lfte 
der Hohlr~iume zweiter Art besetzt sind. 

In der Abb. 24 sind die gesehilderten Verh~ltnisse ~bersichtlich zum 
Ausdruek gebraeht. Die Hydratbildner sind auf der rechten Seite der 
Molekfill~ngenskala eingetragen, auf der linken Seite sind einige Stoffe 

vermerkt, yon denen H~O-KMigverbin- 

% 

J 
Ne- 

OC 

~ . 

s~ ~,., 

-bn3~ 

~ ke:~ I/jdral~ 

:g I "////////////////,4, 

#HzO 
-COz 
~-S02 

- ~CLCLOz 

- ~ ~ ~//I///////////////~/Y////////////. 
- C;I~B~.CH~H 8 fl 0 

- Cz~C'~ " 151izO 

- ~ ~ B. ,///////y//)//~j//; 

., lrans~C~tl~CL - 

B~ 
Abb. ~4. Hydratbildung und ]~Iolekiil- 
gr6ge [nach v. STACKELBt~,RG (53)]. 

dungen bisher nicht dargestellt werden 
konnten. Dem Diagramm ist zu entneh- 
men, dab nicht nut  zu groge, sondern auch 
zu kleine Molekfile ffir die Adduktbildung 
ungeeignet sind. Das trifft z. B. fiir me, 
Ne, H 2, N 2, O 2, NO, CO zu. Doch sind diese 
Molekfile imstande, mit grogen Molekiilen 
zusammen Mischhydrate zu bilden. Neben 
der Gr6~e ist auch die Form der Molekfile 
Ifir die Stabilit~t der Gashydrate yon Be- 
deutung: gedrungene Form ist der Hy-  
dratbildung gfinstig, schlanke abtr~glich. 
Methan, Athan, Propan bilden Hydra te ;  
das gestreckte Molekfil des n-Butans ver- 
mag sich nur im Gemisch mit anderen 
Molekfilen an einer Hydratbildung zu b e -  
teiligen; das Hydra t  des gedrungenen Iso- 
butanmolekiils dagegen ist besonders s ta -  
bil. Man wird an das Verhalten der un- 
verzweigten aliphatischen Verbindungen 
gegen Thioharnstoff erinnert. Infolge ihrer 

Schlankheit verm6gen sie das Adduktgitter allein nicht zu bilden und zu 
stabilisieren, wohl abet k6nnen sie durch gedrungenere Molekfile, die als 
Gitterstabilisatoren wirken, in das Addukt mitgenommen werden (s. 
S. 106). Eigentfimlicherweise bildet der Telrachlorkohlenstoff trotz idealer 
Form und geeigneten Molekfildurchmessers in ganz reiner Form anschei- 
nend kein Hydrat .  Aber die Gegenwart einer geringen Menge kleiner 
Molekfile, z. B. Luft, genfigt, um die Hydratbildung zu initiieren. Es gilt 
die Regel, dal3 Gegenwart yon polar gebundenem Wasserstoff die Bildung 
des EinschluBgitters verhindert. Z. B,sind Halogenwasserstoffe, Alkohole, 
S~turen, Amine, Amide, Ammoniak zur Hydratbildung ungeeignet. Das 
gleiche gilt ffir andere Verbindungen, die mit den Wassermolekfilen 
Wasserstoffbrficken zu bilden verm6gen, wie Aldehyde, Ketone, Nitrile. 
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Es sind also gerade hydrophile Stoffe, die zur Bildung der Wasser-K~ifig- 
verbindungen ungeeignet, und hydrophobe, die geeignet sind. Gegen die 
Wirkung spezifischer Bindungskr~fte ist, wie man sieht, das Wasser-K~ifig- 
gitter viel empfindlicher als dasfl-Iiydrochinongitter. Stark polare Ver- 
bindungen bilden nicht nur selbst keine Hydrate, sondern sie greifen, mit 
Hydraten in Beriihrung gebracht, deren Gitter an und 16sen die Krystalle 
auf. Man kann yon dieser Erfahrung Gebrauch machen, um die in Erd- 
gasleitungen bisweilen sich ausscheidenden und Verstopfung verursachen- 
den Kohlenwasserstoffhydrate aufzul6sen: Zusatz yon Ammoniak zer- 
st6rt bzw. verhindert derartige Trombosen. 

In der Tabelle 18, die v. STACKELBERG aus den Ergebnissen frfiherer 
und eigener Untersuchungen zusammengestellt hat, sind eharakteri- 
stische Daten ffir einige Hydratbildner und ihre Addukte wiedergegeben. 
Die Hydratbildner sind nach steigendem Siedepunkt geordnet. In der 
gleichen Reihenfolge steigen, wie man sieht, die Werte ffir die Tempe- 
ratur, bei der die Hydrate den Druck yon 1 at entwickeln (Spalte III) 
und sinken die Drucke, die bei o~ entwickelt werden (SpaRe IV). 

T a b e l l e  18. Die Gashydrale. 

H y d r a t -  
Bildner 

ir 

C H  4 
gr 

X 

C~H4 
C 2 H  0 
N ~ O  

pH"  z 
C~I-I 2 

C O  2 
C H a F  
H ~ S  

A s H  s 

C a l l  8 
H , S e  

c J, 
C ~ H s F  
C~F, 
C H a C 1  
Sbt - [  a 

SO2  
C H , B r .  

C H a S H  

C10~ 

Kp. 

-- 190 ~ 

-- 1 6 1  ~ 

-- 152 ~ 

-- 130 ~ 

-- 1o7 ~ 
- -  1 0 2  ~ 

- -  93 ~ 
89 ~ 

87 ~ 
84 ~ 

79 ~ 
78~  
6o ~ 

55 ~ 

42 ~ 

34 ~ 
3 2 ~  

3 2 ~  
24 ~ 

17 ~ 
l o  ~ 

+ 4~ 
6 ~ 

+ 1 0  ~ 

H r  

Z e r s c t z u n g s t e m -  
pera tur  b e i l  at  

- - 4 2 , 8  ~ 

- -  2 9 , o  ~ 

- - 2 7 , 8  ~ 

-- 3 ,4  ~ 
- - 1 3 , 4  ~ 
-- 15 ,8  ~ 

- -  19,3  ~ 
- -  6 ,4  ~ 

-- 15 ,4  ~ 
- - 2 4  ~ 

+ 0 , 3 5  ~ 
+ 1 ,8  ~ 

O ~ 

+ 8 , 0  ~ 

+ 9 , 6  ~ 

+ 3,7 ~ 

+ 7 ,5  ~ 

+ 7 , 0  ~ 

+ 1 1 , 1  ~ 

+ 6 ~ 

+ 15 ~ 

D L s s o z i a t i o n s -  
d r u c k  b e i  o e 

l o  5 a t  
2 6 , o  

14 ,5  

1 ,5  

5 , 5  
5 , 2  

lO,O 
1,6  

5,7 
12 ,3  

2 ,1  

7 3 1  m m  
6 1 3  

7 6 0  

3 4 6  
2 5 2  

5 3  ~ 

3 1 1  

2 9 7  
187 

16o 

kri t i scher  Zersetzungs- 
p u n k t  

+ 2 1 , 5  ~ 

+13 ~ 
-.}-.}-20,4 ~ 

-.}-24 ~ 
--}-18,7 ~ 

+ 14,5  ~ 
+ 1 2  ~ 

+28 ~ 
+ 16 ~ 

+ 1 o  ~ (45 a t )  
+ 1 8  ~ 

+ 2 9 , 5  ~ (23 a t )  
+ 2 8 , 3  ~ 

+ 8,5 ~ 
+ 3  ~  

+ 2 8 , 7  ~ (6 a t )  
-.}-:22,8 ~ 

+ 2 1  ~ 

+ 1 2 , 1  ~ (2,3 a t ) t  

+ 1 4 , 5  ~ (1 ,5  a t )  

+ 1 8 , 2  ~ 

9 *  

5folzahl 

6 
6 

6 

6 

8 

6 
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( F o r t s .  T a b .  18) Die  F l a s s i g k e i t s h y d r a t e .  

Hydrat-Dis- 
Hydratbildlter Kp. soziatioasdruck krit ischer Zersetzungspunkt H20 

bei ' : '  Molzahl 

C~HsC1 
C~H~Br  

CH~CI 2 
C H ~ J  
C H a C H C / ~  

:Br 2 
H C C I  a 
SO~Cl~ 

2 c 13 ~ 
+ 3 8 0  
+ 4 2 o  

+ 4 3  ~ 
+ 5 7  ~ 
+ 5 9  ~ 
+61 ~ 
+ 6 9  ~ 

2 o l  m m  

(155) 
116 

74 
(56) 

45 
(45) 

+ 4 , 8  ~ 5 9 o m m  
+ 1 , 4  ~ 166 ,, 
+ 1 , 7  ~ x6o ,, 

+ 4 , 3  ~ 175 , ,  
+ 1 , 5  ~ (7 O) ,, 
+ 6 ,  2o 93 ,, 
+ 1 , 6  ~ 

15 
15 

15 
15 
15 

8 (b i s  lo)  

15 

SpaRe V bfingt die Temperaturwerte ftir die kritischen Zersetzungspunkte 
und ffir einige Addukte die zugeh6rigen Druckwerte. Der ,,kritische 

! 

�9 ~ I {  ;fasser+t70ss./~ 

I 

tlydeat + ~S~ k~asser§ Sas M 

O~ 
~F~eP~ur 

Abb, ~5- Schema des Zustandsdiagramms dcr 
Gashydrate bei 0berschuB ~n Hydratbildn~r M 

[nach v. STA.CKELBERG (53}]. 

Zersetzungspunkt" bezeichnet die- 
jenige Temperatur, oberhalb derer 
das Addukt auch unter beliebigem 
Druck~ und denjenigen Druck, unter- 
halb dessen das Addukt auch bei 
beliebig tiefer Temperatur nicht be- 
st~indigist. Der kritische Zerset zungs- 
punkt ergibt sich aus dem Zustands- 
diagramm derGashydrate alsSchnit t- 
punkt der Dampfdruckkurven des 
Hydrats und des wasserges~ittigten 
Hydratbildners (Abb. 25). DieWerte 
der SpaRe V zeigen keinen einfaehen 
Gang; yore )~thylchloridhydrat ab 

ist die kritische Zersetzungstemperatur jedoch wesentlich niedriger 
als bei den vorausgehenden Addukten. Die Hydrate der h6her sieden- 
den Fltissigkeiten sind also nut in einem tieferen Temperaturbereich 
best~tndig als die der viel flfichtigeren Gase[ Dieser zunfichst fiber- 
raschende Befund ist thermodynamisch so zu erkl~ren, dab bei den in 
Rede stehenden Flfissigkeiten die Verdampfungswiirmen wesentlich 
h6her sind als bei den Gasen. Die Verdampfungswitrme aber geht mit 
negativem Vorzeichen in die Berechnung derAffinit~tt der Hydratbildung 
ein und ist somit, je gr613er sie ist, der Hydratbildung desto ,,abtriig- 
licher" (vgl. die Betrachtung fiir die Harnstoffaddition, S. 99). Nach 
einer Berechnung EUCKENS (S. bei 53) ist zu erwarten, dab Stoffe, 
deren Verdampfungsw~irme gr613er als etwa 7500 cal/h{ol ist, deren 
Siedepunkt also nach TROUTON fiber 60 ~ liegt, tiberhaupt keine Hydrate 
des obigen Typus bilden k6nnen. 
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BildungswS.rmen yon Gashydraten (Tabelle 19) sind tells kalori- 
metrisch bestimmt {SpaRe II), tells aus der Temperaturabh~ngigkeit der 
Dissoziationsdrucke errechnet worden (SpaRe III).  

Tabelle 19. Bildu~gswarmen yon Gashydraten. 

cI-i, 
C~H8 
CO, 
N~O 
CeH~ 
C~H, 
Kr 
X 
SOe 
CI~ 
13r~ 
CHaCI 
CH3Br 
CH3J 
CH,,C1 t 
CHCI~ 
C zHsCI 

II  

W kalorlmetriseh 
kcal 

14,9 
15,0 
15,4 
15,4 

16,9 4-0,5 

31 

W 

III  

berechnet 
l~cal 

Bildu::w~irme V 
aus festen Kom- Mol, H~O 

ponenter, kcal pro Gastmolek~il 

+ 2  
+1 
+3 
+4 
+3 
+5,6 
+0,4 
+0,5 
- - 2 , 9  

+ l  

P o , 5  

14,5 
1.5,o 
14,4 
14,7 
a5 
I5,2 
13,9 
16,7 

16,6 4- 0,6 
15,5 4- 0,5 
19,6 4- 0,8 
18,1 J: 1 

19,5 
3 i , 4  
29 

31,9 + 1 , 5  

5,8 4- 0,5 

6,14-o,6 
5,9 4- 0,3 
7,9 :J: 0,5 

8~O 

17 

16 

Man sieht, daft die chemische Natur  der Hydratbi ldner  die Bildungs- 
w/irme fast nicht beeinflul3t. Die Hydra te  der Formel M. 6 H~O haben 
Bildungsw~irmen yon 15 bis 16 Cal, die der Formel M.8 H~O Bildungs- 
w/irmen yon etwa 2o Cal, und die der Formel M. J5 H~O Bildungsw/irmen 
von ~31  Cal. Die Gleichheit der W~irmet6nung der Adduktbildung so 
heterogener Stoffe wie tier Edelgase, des SO,, und der Kohlenwasserstoffe 
ist ein deutlicher Hinweis darauf, dab bet der Einlagerung dieser Stoffe 
in das Gitter keine speziiischen, sondern lediglich VAN DER WAaLssche 
Kr~iite am Werk sein k6nnen. Vergleicht man die Bildungsw/irmen der 
Hydrate  mit der Summe der Verfestigungsw/irme yon 1 Mol des be- 
treffenden Hydratbildners und der Veriestigungsw/irme der betreffenden 
Anzahl Mole H20 (6 bzw. 8 bzw. 15), so ergibt sich, dab die Betr~ige fast 
genau gleich grot3 sind ; die Bildung der Hydrate  aus den festen Kompo- 
nenten weist also keine merkliche W~irmet6nung auf. 

Der Zusammenhang zwischen Bildungsw~irme und Molverh~ltniszahl 
der Hydrate  l~13t sich unter Verwendung eines einfachen Rechenansatzes 
zur Ermitt lung der Zusammensetzung yon Hydraten  benutzen. Man 
bestimmt die Bildungsw/irme des betreffenden Hydrates  aus fliissigem 
Wasser (Wa) und aus Eis (Wb). Dann ist die Differenz der beiden Werte 
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gleich der Krystallisationsw~irme der gebundenen n-Molekfile Wasser, 
Wa- -Wb 

also gleich n. 1437 cal. Es ist also n =- 
1437 

Die Struktur der Gashydrate weist groBe ~hnlichkeit  zur Struktur 
der Boride Ca B6, La I36, Th 136 auf. Hier tiegt nach v. STACKELBERG ein 
dreidimensionales Gerfist yon Boratomen vor, das I~Iohlriiume birgt, in 
denen sich die Metallatome befinden. Wie die Hohlr~iume der Wasser-" 
K~ifigverbindungen yon je 24 Molekfilen Wasser, so sind die der Boride 
yon 24 Boratomen umgeben. Die genannten Boride krystallisieren eben- 
falls im kubischen System. Die Gitterkonstante ist unabh~ingig (oder 
fast unabh/ingig) yon der Art der eingeschlossenen Metallatome. 

o~ 

&bb. ~6. I)ag Gitter des Mont- 
morillonits [nach U. HOF~,fANN]'. 

IV. Schicht -EinschluSverbindungen.  

1. Tonmineralsorbate. 

DieTonmineralienHalloysit,A12Q'2SiO 2.4 
H20 und Montmorillonit [A1203. 4 SiO2" H20] 
+ n H20 zeigen Schichtstruktur folgender 
Art : Ebene, krystalline, in sich durch Atom- 
bindung zusammengehaltene Silikatschichten 
von etwa loA Dicke liegen fibereinander. Von 
der parallelen Lagerung und vom konstanten 
Abstand abgesehen, besteht keine periodisch 
wiederkehrende Regelm~tl3igkeit in der rela- 
riven Lage der Silikateinzelschichten zu- 
einander. Die Einzelschichten sind nur dureh 
verh~tltnism~iBig schwache Kr~fte miteinander 
verbunden. 

Im Halloysit A1~O3-2 SiO~- 4 H~O sind 2 
von den 4 Molekfilen Wasser der Bruttoformel 
in Gestalt yon etwa 3 2k dicken Zwischen- 

schichten zwischen den etwa lo A dicken Silikatschichten eingelagert. 
Das Schichtwasser ist verhAltnism~.Big locker gebunden und kann dutch 
gelinde Erw~rmung oder durch Auswaschen mittels Dioxan entfernt wer- 
den. Dabei geht der Halloysit in Metahalloysit fiber, Al~O 3" 2 SiO~. 2 I-I20. 
Die Entquellung ist irreversibel. 

Im Montmorillonit [A1203. 4 SiO2" H~O] + n H20 ist die in der Brutto- 
formel ausgeklammerte Menge Wasser gleichfalls schichtf6rmig zwischen 
Silikateinzelschichten von 9,6 A Dicke eingelagert (Abb. 26). Die Silikat- 
schichten tragen negative Ladung, in den Zwischenschichten befindet 
sich eine ~quivalente Zahl yon austauschbaren Kationen wie Na+ und 
Ca+~-. Die Zwischenschichten k6nnen die Dicke yon etwa 3, 6, 9 oder 12 2k 
haben, das entspricht bei der vAx DER WAALSschen ,,Dicke" 3 A der 
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Wassermolekfile mono-, di-, tri- und tetramolekularen Wasserschichten. 
Ftir gew6hnlich sind diese verschieden dicken Wasserschichten in den 
Montmorillonitpr~iparaten gleichzeitig und in ungeregelter Folge ent- 
halten. Wasserhaltiger Montmorillonit ist reversibel entquellbar. 

Wie GIESEKING (18) und HENDRICKS (21) durch ausffihrliche Unter- 
suchungen belegt haben, k6nnen die in den Zwischenschichten enthal- 
tenen Kationen (Na +, Ca ++ oder H+) desMontmorillonits nicht nur dutch 
anorganische, sondern auch durch organische Kationen ausgetauscht 
werden. Es ergab sich, dab grol3e organische Kationen wesentlich fester 
gebunden werden als die anorganischen Kationen, und dab die S~ittigung 
mit diesen Kationen das Wasserbindeverm6gen des Montmorillonits 
schw/icht oder v611ig aufhebt. Die organisehen Kationen in den Zwischen- 
schichten nehmen die flachest-m6gliche Stellung an: Ohne Zweifel sind 
an der Bindung nicht nur die COULOMBschen Kfiifte, die yon der iono- 
genen Gruppe ausgehen, sondern auch VAN DER WAALSsche Kr~fte, die 
vom ganzen Molekfil ausgehen, beteiligt. 

Sehr groge Molekiile, wie z. B. Brucin und Codein verdr/ingen trotz 
ihrer starken Basizit~t nur etwa 2/3 der austauschbaren H+-Ionen des 
Montmorillonits. Der Grund liegt in der Raumbeanspruchung: das 
restliche Drittel der Wasserstoffionen wird durch die groBfl~ichigen Al- 
kaloid molekfile zugedeekt und so dem Austausch entzogen, o-Phe- 
nylendiamin-Montmorillonit enth~ilt monomolekulare, Benzidin-Mont- 
morillonit di-molekulare Zwischenschiehten. Manehe Kationen bilden, 
je nach den Versuchsbedingungen, sowohl monomolekulare als dimole- 
kulare Sehichten. 

Die r6ntgenographische Bestimmung der Zwischenschichtdicken gibt 
eine M6gliehkeit zur Absch~itzung der ,,VAN ])XR WAaLsschen Dicke" ein- 
lagerungsfiihiger Molektile. 

Es erwies sich z. B. Piperidin erwartungsgem~il] ,,dicker" als aroma- 
tische Amine. Messungen der Montmorillonitsorbate yon 2, 5- und 2,7-Di- 
aminofluoren machten, in ~bereinstimmung mit den chemischen Er- 
fahrungen und im Gegensatz zu dem Ergebnis der einzigen vorliegenden 
Krystallstrukturuntersuchung (23) coplanare Lage der Fluorenringe 
wahrscheinlich. Ebenso erwiesen sich Adenin und Guanin bei diesen 
Messungen als eben. Far Codein ergab sich eine Dicke des Molekfils, die 
gut mit der Strukturformel yon GALLAND und ROBINSON vereinbar ist, 
nach der sich der N-Heterocyclus aus der Ebene der vier anderen, an- 
n~hernd coplanaren Ringe erhebt (Abb. 27). Bei der Einlagerung der 
Nucleoside Guanosin und Adenosin (Abb. 28) scheinen sich, nach der 
Raumbeanspruchung zu schliel]en, die Ribofuranoseringe angen~hert 
parallel zu den Ringen der Purinbasen einzustellen. 

Die bisher besprochenen Sorbate sind Kationenaustauschprodukte 
und nehmen dem Verbindungscharakter nach eine eigentiimliche Mittel- 
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stellung ein: ihrer Architektur nach sind sie typische Einschlul3verbin- 
dungen, dem Bindungscharakter nach jedoch Salze. 

Es lassen sich aber, wie BRADLEY (8) und McEwAx (29) gezeigt 
haben, auch nicht-ionogene organische Verbindungen schichtf6rmig in 
Tonminerale einlagern, t-tierbei findet ein Austausch gegen das Quell- 
wasser, nicht aber gegen die vorhandenen anorganischen Kationen, die 
unveriindert im Mineral bleiben, statt. Der Mechanismus der Bindung ist 
also bei diesen Sorbaten anders als bei den AmineinschluBprodukten. Dort 
sind am Zusammenhalt der Komplexe nebeneinander die in den Amino- 
gruppen lokalisierten COULOMBschen Kr~ifte und die vom Gesamtmolekfil 
ausgehenden VAN DER WAALsschen 
Kr~fte beteiligt, hier dagegen kind 
die eingelagerten Molektile am st6- 
chiometrischenLad ungsausgleich der 
negativ geladenen Silikatschichten 
unbeteiligt, die lokalisierte elektro- 
statische Anziehung entf~illt also. 
V611ig unpolar diirfen die Molektile 
allerdings nicht sein, z. B. gelingt es 
nach MCEWAN nicht, aliphatische 
Kohlenwasserstoffe einzulagern. 

t \ / / \  
HC C C---- CH~ CH \ / \ / 

~ C  C - -  

k b b .  27. Codein.  

. C ~ N  OH OH 

. , v ,  " . I / C - - r  
6"u~z,so~,;7 l I0 H [ H 

HC,~ - - C ~  OH OH 

- -  - - C - - C - - I - ~ O H  
Adenos/n J H H J H 

t "0" I 

/7.- . . . .  " . . . . .  �9 P 

Abb,  28. Adenos in  ulld Guano_=An. 

Als Verbindungspartner der letztgenannten Art wurden unter anderem 
insbesondere ein- und mehrwerfige Alkohole sowie _~ther untersucht. 

Die organischen Komplexe des Montmorillonits k6nnen durch Ein- 
lagerung der organischen Partner in das bei 1 oo ~ Vakuum entwiisserte 
Mineral oder aus dem wasserhaltigen Mineral durch direkte Verdrikngung 
des gebundenen Wassers dargestellt werden. Ffir die Gewinnung der 
Organoaddukte des I-Ialloysits (McEwAN) ist nur der letztgenannte Weg 
gangbar, da die Entw~sserung von Halloysit auch unter mildesten Be- 
dingungen zu irreversiblem ,,Verkleben" der Silikatschichten ffihrt. 
Lediglich Athylenglykol vermag, in unvollst~indigem MaB, auch in ent- 
w~isserten I-Ialloysit noch einzudringen. 

Strukturell wird durch die Einlagerung der organischen Kompo- 
nenten nichts als der gegenseitige Abstand der parallelen Silikatschichten 
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ge~indert. Dieser l~iBt sich genau wie bei den eingangs besprochenen 
organischen Montmorillonitsalzen leicht aus der Identitatsperiode in der 
Richtung c aus Pulverdiagrammen ermitteln. Der im folgenden zur 
Kennzeichnung des freien Lumens benutzte Wert A errechnet sich aus 
dem senkrechten Abstand zwischen den die Mittelpunkte der Ober- 
fl~ichensauerstoffatome oder Hydroxylgruppen enthaltenden, dutch die 
Zwischenschieht getrennten Ebenen je zweier aufeinanderfolgender Sili- 
katschichten, indem man zweimal den VAN DER WAALsschen Radius des 
Sauerstoffs in Abzug bringt. In der Abbl 29, die schematisch den Quer- 
schnitt dutch Glykol-Halloysit wiedergibt, sind die randlichen Saucr- 
stoffatome zweier Silikatschiehten, die dutch deren Atommittelpunkte 
bestimmten Ebenen (punktiert), das freie Lumen A und zwei eingelagerte 
Glykolmolekfile gezeichnet. 

Tabelle 20 gibt die Ergebnisse yon McEwANs Untersuchung fiber 
organische MontmoriHonit- und I-Ialloysitsorbate wieder. 

Wenn man die ermittelten Werte 
ffir dieZwischenschichtlumina (Spalte I 
und V) mit dem einfachen oder ver- 
doppelten Durchmesser dei jeweils 
eingelagerten Molekfile vergleicht 
(SpaRe III und VII), so ergibt sich 
in guter Ann~herung, dab die orga- 
nischen Partner entweder in mono- 
molekularer oder in bimolekularer 
Schicht eingelagert sind (Spalte II 
und VI). Unter den einwertigen A1- 

Abb. 29. Schematischez Querschnitt durch 
Halloysit mit eingelagertera Glykol [nach 

McEWAI~ (29)]. 

koholen bilden mit tIalloysit lediglich Methanol und ~.thanol Addukte, 
dagegen nicht die h6heren Homologen (s. Spalte VI) ; mit Montmorillonit 
bilden Methanol und Athanol doppelte, die h6heren Homologen einfache 
Schichten. Hierffir gibt McEwAN folgende Interpretation. Die Ober- 
fl~chen der Silikatschichten des Montmorillonits tragen negative Ladung 
und fiben deshalb auf polare Molekfile in ihrer Umgebung einea Orien- 
tie~'ungseffekt aus, dergestalt, dab die positiven Enden angezogen wet- 
den. Da ]ede Schicht in dieser Weisc wirkt, besteht zwischen den beiden 
Silikatscbichten a priori die Tendenz zur Ausbildung bimolekularer Zwi- 
schenschichten. Dieser Fall ist bei Methanol und Athanol verwirklicht. 
Den schw/icher polaren, h6heren Alkoholen gegenfiber wirken die Sili- 
katschichten vorwiegend durch die VAN DER WAALssehen Kr~ifte an- 
ziehend, die keinen Orientierungseffekt ausfiben, in diesen F~llen bilden 
sich daher nur monomolekulare Schichten aus. Beim Halloysit besteht 
fiberhaupt keine Tendenz zur Ausbildung bimolekularer Zwischenschich- 
ten, da die einander zugekehrten SilikatschichtoberfHichen selber polar 
sind. Die Vel"h~ltnisse werden durch die Abb. 3 ~ illustriert. 



1 3 8  W .  S C H L E N K  j r . :  

T a b e l l e  2 0 .  d!/lonlmovillo~it- ~t~d Halloysiteinschlufiverbindu~gen nicht-fo~loge~er organischer 
Substanzen. 

Organ i sche r  A d d u k t -  
p a r t n e r  

M e t h a n o l  . . . . .  

A t h a n o l  . . . . .  

P r o p a n o l -  1 . . . .  
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P e n t a n o l -  I . . . .  

H e x a n o l -  1 . . . .  

H e p t a n o l -  1 . . . .  

H e x a d e c a n o l - 1  . . 

H e p t a n o l -  4 . . . .  

O c t a n o l - 2  . . . .  

2 - A t h y l b u t a n o l -  I . 

2 - M e t h y l b u t a n o l - 2  

C y c l o h e x a n o l  . . . 

• t h y l e n g l y k o l  . . 
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B u t a n d i o l  . . . .  

G l y c e r i n  . . . . .  
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D e c a h y d r o n a p h t h a -  

l i n  . . . . . . .  

C h l o r ~ i t h a n o l  . . . 

A t h y l e n d i a m i n .  . 

A c e t o n  . . . . . .  

A c e t a l d e b y d  . . . 

A c e t o n i t r i l  . . . .  

N i t r o  m e t h a n  . . . 

N i t r o b e n z o l  . . . .  

Ano rgan i s che r  A d d u k t p a r t n e r  

Montmor i l lon i t  Ha l loys i t  

~}x Zahl  der  
Molekiil- 

beob- lagen  in der  
ach t e t  Zwisehen-  

s eh i eh t  

I I I  

A be reehne t  
aus  W i t  

I ktmgssph~ire 
und  Z a M  

der  Mote- 
kf i l lagen 

] I I  

2 

2 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 7 , 3  
2 8 , 6  

8 , 3  2 8, 3 

5 , 6  a 5 , 9  

- - 2  0 

) , 6  0 

t , 6  2 

3,5 

L 6  2 

) , 6  0 

3,0 2 7 , 8  

1,3 1 4 , 4  
3,2 2 8 , 1  

L 2 3 J o , 6  

L 4  3 1 % 5  

L 7  2 

Ka t ionen  
i m  Minera l  

I V  

N H I  

N H i  

N H ~  

NH: t 

N H  i 
N H ~  

~H~ 
N I t  i 

C a "  

: N H  i 
N I t ;  

N H ~  

NH;, Ca" 
N H ~ , C a "  

N H ~ ,  C a '  

C a "  

C a ' "  

N H ;  
N H ;  

N H I  

N H I  

N H  i 

N H I  

C a "  

C a ' "  

C a ' "  

N H ;  

/ ~  Zahl  clef 
MolekfiN 

beob- lagen  in der  
Zwischen-  

ach te t  s ch i ch t  

V V I  

A bereehnet  
aus  W i r -  

kungssph~tre 
und Zahl  
de r  Mole- 
kt i l lagen 

V I I  

1 

1 

o 

o 

1 

1 4 , 5  

4 , 0  1 4 , 5  

3 , 8  1 3 , 9  

3 , 5  l 

1 

1 

1 

i 

1 

1 4 , 4  
1 

I 

1 
/ 



Organische Eins,'hluB-Verbindungen. 139 

DaB ganz unpolare Verbindungen, wie Paraffinkohlenwasserstoffe, 
zur Addition nicht befiihigt sind, wird wohl so zu deuten sein, dab die 
Bildungsenergie rein VAN DER WaALsscher Additionskomplexe allein nich t 
ausreicht, um die Dilatation der Silikatschichten zu erzwingen, die beim 
Montmorillonit wie beim Halloysit durch relativ starke elektrostatische 
KrMte zusammengezogen werden. 

Polaritiit oder starke Polarisierbarkeit des Verbindungspartners ist 
unter den sonstigen bisher besprochenen Einschluflverbindungen nur 
noch bei den Addukten des 4,4"-Dinitrodiphenyls . . . . . . .  =. ,. . . . . .  . . .  .... 
eine conditio sine qua non. Bei der Harnstoff-, i:':!~.:..::.::.~[."i!:ii~.:));] 
Thioha rns to f f -und  D esoxychols/tureaddition i st ~ % % ~ +  
Polarit•t des Partners nicht notwendig, verhin- .~..:._..~.=. ..... . , . .~ .  
dert aber andererseits Adduktbildung nicht. Bei --,...-,:.,:.-,..~-w.-..-:::)~!"!"i!::::~i:)!(":(.'}':~ii::'i 
den H20-K/ifigverbindungen sind Molekfile mit 
polar gebundenem Wasserstoff zur Einlagerung un- 

geeigne t. i::..: ;~i '.7.::::.).~i~+: i-: 1"7 :..~"::.!. ': 
' : :77.'::;::':':'~"~-.:'i"i;:'7"'4-," " .... ~'" "7 "" 2. Basische Zinksalze  organischer S~uren.  ( " i . " : ' . : - : . : ~ "  

Strukturelle ~hnliehkeit zu den Schichtein- i!:':~ii-!!::~:i-.(ii.:.7-.~.+.~: 
schlul3verbindungen der Tonmineralien zeigen die ~:::-;-!::4.::-:.:.:~:',:~!-:~;:; 
yon FEITK~EC~T und Mitarbeitern (12) sowie von 
MCEWAN und Mitarbeitern (al) beschriebenen Ad- i.:.::+:..:§ 

..,. ,..'..." ,-... ' . , . . . - . -  , . . . , ' . .  
ditionsverbindungen von ginkhydroxyd und or- ))"~(.~(;~O'"{_;j~_+)( 
ganischen Siiuren. Basische Salze des a-Zinkhydro- ::.:-,~-.....+::-,~.-~ :.*,.. 
xyds besitzen nach FEITKNECHT eine Schicht- .'.:::.i:~,-..:-..i-:~.:::/:,,};!:::; 

A b b .  3o. S c h e m a t i s c h e r  
struktur der Art, dab in sich krystallin geordnete Querschaitt durch Montmo. 
Schichten yon Zn(OH)2, getrennt durch Anionen- rillonit-sorbate(ob . . . . .  d in 

t i e r  M i t t e }  u n d  d u t c h  e i a  
haltige Zwischenschichten, parallel und in konstan- Halloysit-sorbat (unten) 

tern Abstand, abet ohne sonstige periodisch wieder- [nach MeEWAN (29)1. 
kehrende Orientierung zusammengelagert sind (18). Als Zwischen- 
schichten k6nnen groBfl~ichige Molekiile organischer Sguren, wie Naph- 
tholgelb 

O H  

N / N ~  

und andere saure Farbstoffe eingelagert werden. Die Bruttoformel der- 
artiger Addukte ist nach FEITKNECHT 4 Zn(OH)=" Zn" N I1, wobei N I1 das 
bivalente Anion des Farbstoffs bedeutet. Es ist wahrscheinlich, dab die 
Farbstoffmolekfile fiach ausgebreitet in vierfacher Schicht zwischen den 
Zn(OH)z-Schichten liegen. 

Interessanterweise gelang es McEwAN und Mitarbeitern, in die 
FEtTKNEClITschen Schichtkomplexe zus/itztich neutrale Verbindungen, 
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wie Methanol, Athanol, Glykol, Glycerin, Acetonitril und Propionitril 
einzulagern (30). Es werden hierbei definierte S~ttigungswerte erreicht, 
die mit einer Dilatation der Zn(OH)~-Schichtabst/inde auf charakte- 
ristische Betr~tge verknfipft sind. Der Eigenschichtabstand des Naph- 
tholgelb-prim/~rkomplexes ist 19,6 /k. Die fClr die einzelnen Misch- 
einschltll3verbindungen beobachteten totalen SchichtabstAnde und die 
auf die neutralen Gastmolekfile entfallenden Teilbetr~ge der Schicht- 
abstAnde sind in Tabelle 21 zusammengestellt, 

Tabelle 21. Sekunddre Schichtkomplexe yon 
Nap htholgdb-Zinkh yd,o x yd. 

Wasser ...... 

l%[ethanol ". .... 

Athanol ..... 

/ ~ t h y l e n g l y k o l  . . . 

Glycerin . . . . .  
Acetonitril . . . .  
Propioni~ril . . . .  

doo~ i n  2l 

30,7 
27,8 
3o,8 
29,6 
3 o, 1 
23,7 
25,1 

AinA 
(= d0r 19,6) 

11,1 
8,2 

1 0 , O  

lo,5 

4,1 

5,5 

Es f~illt auf,daB dieA-Wer te 
(3-Spalte der Tabelle 21) keine 
gan~zahl:gen Vielfachen tier 
Wirkungssphiiren der betref- 
fenden Gastmolekfile sind, im 
Gegensatz zu den A-Werten 
der Tonmineralschichtsorbate 
(s. Tabelle 20 S. 138). Man kann 
sich daher v o n d e r  Lagerung 
der neutralen Molektile in 
den Zwischenschichten vorerst 
noch kein Bild machen. 

3. Pferde-Methdmoglobin-Hydrat. 

Die Untersuchungen yon PE~:)TZ (35), (36), (37) iiber die Struktur yon 
krystallisiertem Pferde-Meth~moglobin haben hinsichtlich der Lokali- 
sation und Bindungsweise des eingelagerten Wassers zu einem Bild ge- 
ffihrt, das in wesentlichen Zfigen dem ffir die vorausgehend besprochenen 
Schichteinlagerungsverbindungen gfiltigen gleicht. 

52,4% des Volumens normaler Pferde-Meth~imoglobinkrystalle be- 
steht aus Flfissigkeit, je nach Gewinnungsweise aus Wasser oder Salz- 
10sung variabler Konzentration. In den Krystallen wechseln parallel 
gelagerte Schichten yon Meth~imoglobinmolekfilen und Flfissigkeit. 
Quellung und Entquellung l~iBt die Dicke und die Struktur der Protein- 
schichten unberiihrt und veriindert lediglich die Dicke der Flflssigkeits- 
zwischenschichten sowie den Winkel fl der monoktinen Elementarzelle. 
Nur ein kleiner Betrag, niimlich o, 3 g Wasser pro 1 g Protein, ist nicht 
als 5chichtwasser reversibel entfernbar, sondern fester gebunden, m6g- 
licherweise unmittelbar auf der Oberfl~iche der einzelnen Meth:imoglobin- 
molektile. 

Die Quellung and Schrumpfung des Meths erfolgt 
nicht kontinuierlich, sondern in definierten, reproduzierbaren Stufen, 
wobei die Dicke der Fltissigkeitszwischenschicht sich jeweils um einen 
Betrag yon etwa 4 A Andert. Dies l~il3t auf laminare Struktur der 
Zwischenschichten schliel3en. 
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Die Abb. 31 zeigt die Elementarzelle in verschiedenen Stufen des 
Quellungszustandes. Man sieht, dab die Quellung und $chrumpfung nur 
~nderungen in der tI6he der Elementarzelle hervorruft, wobei der 
Winkel fl zwischen 84,5 ~ in den sauer gequollenen Krystallen und I37,5 ~ 
in den langsam getrockneten 
Krystallen stufenweise vari- 
iert. Der schraffierte Tell der 
Diagramme deutet die relative 
Dicke der eingelagerten Flfis- 
sigkeitsschicht an. Die Schich- 
ten der Proteinmolekfile wer- 
den je nach der ~_nderung des 
Winkels t5 parallel zueinander 
verschoben; doch indert sich 
dabei weder ihre Dicke noch 
ihre inhere Struktur. 

In Abb. 3 2 ist das yon 
PERUTZ auf Grund der r6nt- 
genographischenUntersuchun- 
gen Iiir die Anordnung der 

"x•"fl=l,,-'•~ ~ z - l ~  b "e " ~  . . . . . .  \-~1 
geb'ocknd M'o'/'k eatquo//ez 

~ 4 1 , r  ~c-5gr 
" f l - z r  e - r  lo " b ~  

re#Big en/quo//ez Horm~lzushrnd 

-553 -ye,6 

�9 ~ o  . L + , .  ?.763,~ 

in ve?d Am/~ons~l/'at- in Zdu~ gequollen 
/b'su/z# #equo//ea 

Abb.  3x. Die  Elementarze l le  yon Pferde-Methf imoglobin  
i n v e r s c h i e d e n e m  Q u e l l u n g s z u ~ t a n d [ a a c h P E R U T Z  (35}], 

Methimoglobinmolekfile und der Fliissigkeitsschichten im Krystall 
entworfene idealisierte Bild wiedergegeben. Die Zylinder, deren H6he 
34 A nnd deren Durchmesser 57 /k betr~igt, bedeuten die einzelnen 
Molekfile des MethimogIobins, Molekulargewicht 675oo. 

Ob die fiir den Methfimoglobinkrystall wahrscheinlich gemachte Art 
der schichtf6rmigen Wassereinlagerung ein Sonderfall ist oder auch ffir 
andere wasserhaltige Proteine 
gilt, ist noch ungewil3: Beim 
krystallisierten turnip yellow 
mosaic virus scheinen die Ober- 
fl~ichen der Molekfile durch 
sehr viel dickere Wasserschich- 
ten (78 A dick) voneinander 
getrennt zu sein. Bei diesem 
Virus, das man in jfingster 
Zeit sowohl r6ntgenographisch 
wit elekt ronen-mikrosko pisch 
nfther zu untersuchen begonnen 

7a~ 
I 

Abb. 3 z. Anorflnu~.g de r  Meth~lmoglobinmolckfile i m  
Krys ta l l .  Vorn reeh t s  de r  Bere ich  qiucr  E l e m e n t a r -  

zelle [nach  F E R U T Z  (37)] .  

hat (6), (10), (28), lil3t eine andere, sehr merkwfirdige Beobachtung an 
die M6glichkeit denken, dab Architektur und kr~tftemil3iger Zusammen- 
halt des Krystalls durch gleichartige Erscheinungen bedingt sein k6nnten, 
wie man sie an den viel einfacheren Einschlul3systemen, die in dem vor- 
liegenden Aufsatz. besprochen wurden, kennen gelernt hat. Das turnip 
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yellow mosaic virus besteht in reiner infekti6ser Form aus einem Protein 
und einer Nucleins~ure. Das Protein konnte auch ffir sich allein, ohne 
die Nucleins~ure, die im virus 28% des Gewichtes ausmacht, krystalli- 
siert erhalten werden. Die Krystallstruktur dieses (nicht-infekti6sen) 
Proteins scheint die gleiche zu sein wie die des nucleins~urehaltigen 
Materials (6) [ ]Es sind lediglich die MaBe der Elementarzelle des reinen 
Proteins ein wenig gr613er als die des kompletten Virus, so dab der Gegen- 
wart der Nucleinsfiure eine kontrahierende Wirkung auf die Proteins~ure- 
molekfile zugesehrieben werden mu•, ohne da~ die r~umliche Anordnung 
dieter Molekfile im Prinzip ge~ndert wird. 

V. SchluBbemerkung. 
Der engen Verwandtschaft der Krystallstruktur der verschiedenen 

EinschluBverbindungen steht, wie in den einzelnen Abschnitten hervor- 
gehoben worden ist, Mannigfaltigkeit der Kr~fte gegenfiber, die am Zu- 
sammenhalt der Molekiile in den Addukten mitwirken. Gemeinsam aber 
in dynamischer Hinsicht ist allen EinschluBverbindungen, yon den Edel- 
gas-K~figverbindungen und Paraffinaddukten bis zu den Montmorillonit- 
schichtverbindungen organischer Basen, dab am Aufbau in wesentlichem 
Ausmal3 VAN DER WAALssche Kr~fte beteiligt sind. Das fiberall erkenn- 
bare Prinzip der optimalen Ausffillung vorgegebener Hohlr~ume ist 
schwerlich anders zu deuten, denn als Manifestation der von den ganzen 
Molekiilen ausgehenden Anziehungskr~fte, die nach weitest m6glicher 
Abs~ttigung mit den von den Molekfilen der vorgegebenen Grundgitter 
ausgehenden Kr~ften, d. h. nach einem Potentialminimum des Systems, 
streben. Geraten diese Kr~fte mit lokalisierten Kr~ften, wie sie beim 
Zusammentritt ionogener Partner auftreten, in Widerstreit, so setzen sie 
sich dennoch in weitem MaB durch. Dies ist selbst bei derjenigen Ver- 
bindungsgruppe, die als Grenzfall echter EinschluBverbindungen be- 
zeichnet werden muB, n~mlich bei den Montmorillonitsorbaten orga- 
nischer Amine, noch deutlich erkennbar. Das Komponentenverhiiltnis 
dieser Sorbate im S~ttigungszustand wird nicht durch dig Zahl der ver- 
ffigbaren elektronegativen Ladungen des Grundgitters, sondern durch die 
Gr61M der eingelagerten Molekfile bestimmt. 

Die Aufgaben ffir weitere Arbeit auf dem Gebiet der EinschluBver- 
bindungen sind mannigfacher Art. Allein ffir die bisher bearbeiteten, 
zumeist erst in jiingster Zeit entdeckten Verbindungsgruppen harrt noch 
eine Ffille von Problemen der L6sung; unter anderem bedarf die Frage 
griindlicher Bearbeitung, ob die Verbindungspartner wenigstens einiger 
der Einschlul3verbindungen auch im flfissigen Zustand Assoziate bilden, 
die als charakteristisch bezeichnet werden k6nnen und die fiber das 
hinausgehen, was man an beliebigen anderen zur Assoziation geneigten, 
jedoch nicht zur Bildung yon krystallisierten Einschlul3verbindungen be- 
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f~ihigten Sys temen  bisher kennen gelernt  hat .  Man wird nach wei te ren  

Addi t ionsverb indungen  v o m  Einschlu/3typ suchen. Und man wird s icher  

manches  yon dem, was man  an den bisher un te r such ten  Verbindungs-  

gruppen  gelernt  hat ,  zur Ver t iefung der Kenntn isse  von den zwischen- 

molekularen Kr~iften im al lgemeinen und yore krysta l l i s ier ten Zus tand  

der  Materie im besonderen nfitzen k6nnen.  

Von den technischen Anwendungsm6gl ichke i ten  der  Einschlul3ver- 

b indungen wurde im vor l iegenden Aufsatz  k a u m  gesprochen.  Aber  es 

set als gfinstiges Vorzeichen ffir die wei tere  En twick lung  dieses neuen 

Zweiges der Krys ta l l chemie  erw~ihnt, dab von  seiten der Indus t r i e  dem 

Gebiet  lebhaf tes  Interesse  en tgegengebracht  wird, zun~ichst besonders 

im Hinbl ick  auf die sich bietenden M6glichkeiten, Verbindungen oder  

Verb indungsgruppen  auf dem Weg fiber E insch luBverb indungen  aus 

Gemischen abzu t rennen ,  

U n t e r  welchem Gesichtspunkt  immer  man  das Kapi te l  der EinschluB- 

ve rb indungen  be t r aeh te t :  zweifellos l iegt hier ein Feld,  das zu wei terer  

Durchforschung einl~idt. 
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I. Einleitung. 

I m  Jahre 19ol wurde der bekann te  Strei t  zwischen LIEBIG (209) 
und PASTEUR (294), (295), mit dem 1871/72 die Wuchss tof f -Forschung 
begann,  du tch  WILDIERS (435) Jim Pharmakologischen I n s t i t u t  der 
Universitf i t  Ldwen, unter  M. IDE (437)] vOllig e indeut ig  zuguns ten  
LIEBIGs entschieden.  Der yon  WILDIERS benutz te  Hefes t amm zeigte 
bei kleiner Impfmenge  in  e inem N~hrmedium,  das n u t  aus Glucose, 
Ammonsa lz  und  Hefe-Asche bestand,  weder normales  W a c h s t u m  noch 
gute G~irung, wenn  nicht  winzige Mengen e iner  u n b e k a n n t e n ,  in  der 
Na tu r  weit verbre i te ten  organischen Subs tanz  zugegeben wurden .  Je- 
doch war  die Zeit noch nicht  reif, diese grundlegende E n t d e c k u n g  zu 
wfirdigen. Die meis ten  G~irungsforscher, die d a m a l s  ganz un te r  der 
Lehrmeinung  yon  PASTEUR s tanden,  k o n n t e n  den Ausff ihrungen yon  
WILDIERS, die in  ihrem klaren franz6sischen Stil auch heute noch e inen  
GenuB zu lesen bedeuten,  keinen Glauben  schenken.  Es bedurf te  noch 
langer  Auseinanderse tzungen,  bis die WILDIERS-IDEschen Befunde all- 
gemeine A n e r k e n n u n g  fanden 1. Auch waren wohl die Chemiker vor  
dem ers ten  Weltkriege nicht  in  der Lage, die Anre icherung so kleiner  

x Vgl. z. ]3. die ausItihrliche Darstellung der Geschichte des ]3ios-Problems 
bei KOGL and T6Nms (16i). 



Wuchsstoffe und mikrobiologische Stolfwechselanalyse.  147 

Substanzmengen, wie sie bei den Wuchsstoffen vorliegen, in Angriff zu 
nehmen. Es gelang erst im Jahre 1928 VERA ]~ASTCOTT (79) in Toronlo, 
das relativ wenig wirksame Bios I aus Teestaub zu isolieren und als 
m-Inosit zu identifizieren. 

Die Erkenntnis der folgenden Jahre, dab verschiedene Vitamine, 
wie B 1 und B 2, auch Wuchsstoffe ftir Mikroorganismen sind, fiihrte dann 
u.a. dazu, die langwierigen und kostspieligen Vitaminteste an Tieren 
weitgehend durch mikrobiotogische Teste zu ersetzen und auch bei 
neuentdeckten Vitaminen danach zu suchen, ob sie nicht Wuchsstoffe 
bei bestimmten Mikroorganismen sind. So wurde z. B. an unserem In- 
stitut die Anreicherung der Pantothens~iure, die zuniichst nut als ein 
Wachstumsfaktor ffir Ratten (,,Filtratfaktor") bekannt war, ganz we- 
sentlich beschleunigt, als es gelang, sie mit Streptobacterium planCarum 
auszutesten (183), (252), (253). 

Gleichzeitig stellten namentlich Biologen mit den bei einigen wenigen 
Mikroorganismen als Wuchsstoffen erkannten Substanzen das Wuchsstoff- 
bediirfnis zahlreicher weiterer Arten lest. Die biologischen Chemiker 
priiften an vielen Derivaten und Analogen aller Wuchsstoffe die Kon- 
slitutionsspezifiMt, die sich vielfach gr613er als bei den Vitaminen der 
h6heren Tiere erwies. Solche Untersuchungen sind allm~hlich zur 
,,Routine-Forschung" geworden (161), wie auch die Isolierung neuer 
Wuchsstoffe, besonders seit die eleganten Methoden der Mikrochemie, 
der Chromatographie, der Elektrophorese und der Gegenstromverteilung 
entwickelt wurden. 

Als man erkannt hatte, dab einige Vitamine, bzw. Wuchsstoffe, in 
enger chemischer Beziehung zu bestimmten Fermenten stehen, begann 
eine ~iul3erst fruchtbare Zusammenarbeit zwischen Enzym- und Wuchs- 
stoff-Forschung. Wir wissen heute, dab fast alle Wuchsstoffe und 
Vitamine Vorstufen der sog. Cofermente sind, die in Bindung an spezi- 
fische Proteine, die sog. Apofermente, eine groBe Reihe yon Stoffwechsel- 
reakfionen katalysieren. Die Wuchsstoffe sind deshalb bei allen Mikro- 
organismen yon lebenswichtiger Bedeutung, undes  hat sich nach und 
nach herausgestellt, dab alle untersuchten Mikroorganismen, die einen 
bestimmten Wuchsstoff zu ihrer Ern~ihrung nicht ben6tigen, ihn im all- 
gemeinen dennoch enthalten, d. h. die Fdhigkeit zu seiner Synthese besitzen. 

Die bisher s tud ie r t en  Wuchsstoffe  sind demnach Stoffwechsclkatalysatoren,  
haben also direht mit  d e m W a c h s t u m  nichts  zu tun ,  weder mit  dem Massenwachs- 
turn der Einzelzelle noch mit  der Tcilung. Ob es fiberhaupt spezifische Teilungs- 
]aktoren gibt ,  so wie spezifische Streckungsfaktoren fiir die Zellen h6herer  Pflanzen 
in den Auxinen bekannt  sind, is• eine offene :Frage. 

In den letzten lO Jahren ist es gelungen, die mikrobiologischen 
Methoden soweit auszubauen, dab mit ihnen allein bereits ungeahnte 
Einblicke in die Stoffwechsel-Funktionen der Wuchsstoffe, ja in ihren 

IG* 
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Auf- und Abbau selbst m6glich geworden sind. 3 Methoden haben sich 
vor allem herausgebildet : 1. Die Ersatzanalyse, 2. die Hemmstoffanalyse. 
3. die genetische Blockierung. Man kann sie unter dem Begriff: Mikro- 
biologische Sloffwechselanalyse zusammenfassen (368). 

Die 1. Methode beruht auf den schon frtihzeitigen Befunden, dab 
sich manche Wuchsstoffe ersetzen lassen: nicht nur dureh eines oder 
mehrere ihrer Bruchstticke (z. B. Pantothens~ure durch fl-Alanin), son- 
dern in bestimmten Fiillen auch durch v6Ilig konstitutionsfremde Sub- 
stanzen (z. B. Biotin durch Asparagins~iure). Auf Grund seiner che- 
mischen Natur und seines wirksamen Konzentrationsbereichs 1/iBt sich 
besonders unter Hinzuziehung der Hemmstoffanalyse entscheiden, ob 
der Ersatzstoff 1. ein Vorl/iufer in der Synthese des Wuchstoffs, z. ein 
hOheres Aufbauprodukt in der Reaktionsfolge zum zugeh6rigen Co- 
ferment, 3- ein Katalysator ffir irgend eine Zwischenstufe der Wuchsstoif- 
oder Coferment-Bildung, 4. ein Zwisehen- oder Endprodukt  der letzt- 
lich durch den Wuchsstoff bedingten enzymatischen Reaktionsfolge is t .  

Bei der 2. Methode hemmt man die Synthese der Wuchsstoffe oder 
ihren weiteren Aufbau zu den Fermenten durch sog. Antagonisten. 
Nachdem der erste Wuehsstoffantagonismus zwischen Sulfonamiden 
und p-Aminobenzoes~iure im Jahre 194o yon WooDs (458) entdeekt 
worden war, hat man bei allen Wirkstoffen Antagonisten gefunden. Es 
zeigte sieh n/imlich, daB geringfiigige 5nderungen am Molek/il eines 
Wuchsstofis seine Wirkung nicht nur herabsetzen oder v611ig annullieren, 
sondern sogar in ihr Gegenteil umkehren k6nnen. Daneben sind auch 
Antagonisten bekannt geworden, deren Konstitution in gar keiner Be- 
ziehung zu der des Wuchsstoffs steht. Wenn auch die groge Hoffnung 
der Chemotherapie, unter den Analogen der Wuchsstoffe weiterhin leicht 
neue Heilmittel mit gtinstigen chemotherapeutischen Eigenschaften zu 
linden, bisher nur zu einem geringen Grade in Erfiillung gegangen ist, 
so wurde doch der reinen Forschung durch das Wechselspiel zwischen 
Antagonist und Wuchsstoff (Ersatzstoff) ein ~iuBerst variationsf/ihiges 
Mittel zur Stoffwechselanalyse in die Hand gegeben. 

Die 3- Methode endlich verwendet Wuchsstoff-bediirftige Mutanten au- 
totropher Mikroorganismen. Man kann siedurch Bestrahlung oder chemi- 
sche Mutationsausl6sung gewinnen (13), (14), (18), (15a). Bei den Mutanten 
wird - -  in der Regel durch den Ausfall eines einzigen Gens " a u c h  ein ein- 
zelner durch dieses Gen gesteuerter Schritt in der Synthese des Wuchs- 
stoffs unm6glich (Gene fischer Block). Zun~chst verwendete man die gene- 
tisch genauer analysierten Schimmelpilze, heute werden - -  naeh Entwiek- 
lung der eleganten Penicillin-Methode - -  in steigendem MaBe die mikro- 
biologisch giinstigeren Bakterienmutanten benutzt (64). Wuchsstoff- 
bediirftige Mutanten k6nnen zu denselben Stoffwechselanalysen heran- 
gezogen werden wie normale Wuchsstoff-bedfirftige Mikroorganismen. 
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Ihre Verwendung bringt aber verschiedene Vorteile: Es lassen sich aus 
einem Ofiginalstamm leicht viele Mutanten zfichten, die sich immer nur 
durch eine einzige Eigenschaft unterscheiden. Bei normalen St~immen 
ist man dagegen h~iufig gezwungen, auf ganz verschiedene Arten zurack- 
zugreifen, die natfirlich noch in sehr vielen anderen Eigenschaften von- 
einander abweichen k6nnen. Es liegt auf der Hand,  dal3 man unter den 
Mutanten St~imme findet, die normalerweise in der Natur  fiberhaupt 
nicht krorkommen, die aber  allein geeignet sind, eine best immte Frage- 
ste]lung zu beantworten.  

Die mit  rein mikrobiologischen Methoden gewonnenen Ergebnisse 
kSnnen durch andere biologiseh-chemische, besonders enzymatische 
Untersuchungen erh~rtet  oder weiter ausgebaut  werden. Die Kombi- 
nation yore mikrobiologischen und enzymatischen Methoden verdient 
besondere Beachtung. So l~il3t sich die Beteiligung eines Wuchsstoffs 
an best immten enzymatischen Leistungen der Mikroorganismen leieht 
bestimmen, wenn man dabei 2 Kulturen miteinander vergleicht, die 
einmal mit  dem betrefienden Wuchsstoff gerade optimal (bzw. sogar 
unteroptimal),  das andere Mal mit  einem I3berschug desselben ernfihrt 
worden sind. Exper imenta  erucis von besonderem Wert k6nnen schliel3- 
lich angestellt werden, wenn man Wuehsstoffe oder Ersatzstoffe mit  
radioaktiven Atomen markier t  (142a), (430). 

I I .  V i t am i n  B 1. 
.4~eurin-Bedfirfnis der Mikroorganismen. Aufbau yon Aneurin aus den Kom- 

ponenten ,,Pyrimidin" und ,,Thiazol", deren u bei Mikroorganismen 
noch unbekannt sind. Abbau des Aneurins unter Erhaltung yon ,,Pyrimidin" 
und Zers*6rung yon ,,Thiazol" (Schimmelpilze), Kopplung yon Aneurin-Auf- 
nahme (-Speicherung) und -Phosphorylierung (Here). Aneurinpyrophosphat als 
Coferment verschiedener Fermentc des Kohlenhydrat-Stoffwechsels: Dccarboxy- 
lierung und Carboxylierung (WooD-WERKMAN-Reaktion) yon Brenztrauben- 
s~ure, ihre Oxydation zu Essigs~ure und deren weitere Umwandlung. Anta- 
gonisten der Aneurin-Aufnahme: 2-Methyl-4-amino-5-aminomethyl-pyrimidin 
und Pyrithiamin. Griinde ffir die gro flen quantitativen Unterschlede im Ancurin- 
bedtirfnis der Mikroorganismen. Bedeutung der Aneurin-sparenden und -er- 
setzenden ~Wirkung durch andere Wuchsstoffe und Stoflwechselprodukte. 

Vitamin B 1 (Aneurin, Thiamin), das Anti-Beri-Beri-Vitamin wurde 
im Jahre 1926 yon JANSEN und DONATH (142) aus Reiskleie in krystalli- 
siertem Zustand isoliert. R. J. WILLIAMS (436) zeigte schon 1919, dab 
verschiedene Heferassen durch B1-Konzentrate (aus Reiskleie oder Hefe) 
s tark im Wachstum gcfSrdert werden, konnte aber seine Befunde erst  
einwandfrei best~tigen (4dO), als ibm reines krystallisiertes Aneurin yon 
JANSEN und DONATtt zur Verffigung stand. Auch VEga READER (317), 

�9 (291) fand, dab zum Wachstum eines Aktinomyceten (Slreptothrix 
coratlinus) B1-Konzentrate erforderlich sind, aber diese behielten nach 
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Behandeln mit Alkali (bei 12o ~ C) ihre Aktivit~t (298), was in den 
Vitaminversuchen bei h6heren Tieren nicht der Fall war. DAVIS und 
MATTICK (66), (67) glaubten ebenfalls, Vitamin B~ als Wuchsstoff; und 
zwar bei verschiedenen Milchs~turebakterien, erkannt zu haben, mul3ten 
aber ihre Ergebnisse widerrufen, als sie zu reineren Konzentraten tiber- 
gingen (66). Dennoch ben6tigen viele Milchs~iurebakterien Aneurin, 
wie spiiter WOOD und Mitarb. (450), sowie M6LLER (258) fanden. Dag 
auch Sehimmelpilze ohne Aneurin nicht wachsen k6nnen, bewies zuerst 
BURGEFF (41) an einigen Symbionten der Orchideen mit einem krystalli- 
sierten nat~rliehen Pr~iparat, und SCHOVF~R (888), (889)best~itigte in 
demselben Jahre seine Befunde, sp~iter auch mit synthetischem Aneu- 
rin (340). 

Eine zun~iehst r~tselhafte Lage entstand durch den Befund Sct~ol'- 
~ERS (851), dab alkaliseh autoklavierte Weizenkeimextrakte, die also 
kein Aneurin mehr enthalten, bei verschiedenen Mikroorganismen 
trotzdem Bl-aktiv sind (Faktor M). Hierin geh6ren m6glicherweise 
aueh die READ~Rschen Ergebnisse bei Streptothrix. Des weiteren fand 
KnmHT (158), (159), dag sich in seinen Wuchsstoffkonzentraten Iiir 
staphylococcus aureus nur Nicotins~iure naehweisen liel3, obwohl die 
Wirkung dieser Konzentrate erst durch Nicotins~iure und Aneurin er- 
setzbar war. Die Aufkl~irung erfolgte durch die wichtige Entdeekung 
KNIGHTS (160), dab Aneurin bei den Staphylokokken dureh die Mi- 
schung seiner Bruchstiicke, der ,,Thiazol"- und ,,Pyrimidin"-IZomponente, 
ersetzbar ist. Die meisten Aneurin-bed/irftigen Bakterien (s. Tab. 1) 
kommen schon mit dieser Misehung aus, nur wenige ben6tigen das 
,,intakte" Aneurin, z. B. Streptococcus salivarius (278) und Lactobacillus 
fermentum 36 (882), (97a), (52'~), die deshalb ftir exakte Aneurinbestim ~ 
mungen wichtig gew0rden sind. 

Bei Schimmelpilzen, Helen, Protozoen und Algen ist vielfaeh sogar 
nur eine Komponente des Aneurins zum Wachstum ausreichend, wie im 
einzelnen aus Tab. 1 hervorgeht. Hier sei der interessante Fall einer 
kiinstlichen Symbiose, wie sie z.B. SCHOPFER bereits vor Jahren ge- 
lang (341), mitgeteilt. Der Schimmelpilz Mucor rammanianus w~ichst 
bereits in Anwesenheit von ,,Thiazol", die farbige Hefe Rhodolorulaflava 
ben6tigt nur ,,Pyrimidin", w/ihrend die jeweils im N~hrmedium nicht 
erforderliche Komponente synthetisiert wird. Impft man beide Mikro- 
organismen gleichzeitig in ein, ,Thiazol"- und ,,Pyrimidin"-freies Medium 
das nat/irlich auch kein Aneurin enthalten darf, so entwickeln sie zu- 
sammen lebhaftes Wachstum, indem offenbar ]eweils der eine Stamm 
dem anderen diejenige Komponente, die er nicht synthetisieren kann, 
zur Verffigung stellt. 

Erst in letzter Zeit hat man sich Gedanken dartiber gemacht, dab 
zur Vereinigung der beiden Kompononten ebenfalls ein Faktor erforderlich 
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T a b e l l e  1 .  B e d a r [  a n  A n e u r i n  u n d  s e inen  K o m p o n e n t e n  b e i m  W a c h s t u m  yon  

M i k r o o r g a n i s m e n .  

Mikroorganismen 

Bediir fnis an 

Thiazol I Aneurln + Pyrimidin Thiazol Pyr imidia  O 

B a ~ t e r i e n :  

Lac tobac t .  [ e r m e n t u m  3 6 . . . + 
S t r ep tococcus  s a l i v a r i u s  . . . .  + 

A n d e r e  S t r e p t o k o k k e n  . . . q -  

S t a p h y l o c o c c u s  aureus ,  a l b u s  . . + 

S t a p h y l o c o c c u s  ] l avus  . . . . .  

S t r e p t o b a c t e r i u m  p l a n t a r u m  l o  S 
( u  a.)  . . . . . . . . . .  + (+) 

A n d e r c  M i l c h s ~ u r e b a k t e r J e n  + ? + 

B .  s u b o x y d a n s  . . . . . . . .  + 

A n d e r e  E s s i g b a k t e r i e n  . . '  . . + ? 
P r o p i o n s ' ~ u r e b a k t e r i e n  . . . .  + ? + 
B .  s u b t i l i s  . . . . . . . . . .  

B .  p y o e y a n e u s  . . . . . . . .  

t3. col i  . . . . . . . . . . .  

B .  p r o t e u s  u .  v i d e  a n d e r e  . . 

He/en: 
S a e c h a r o m y c e s  cerevis iae  . . . 

C L 1 .  
T o r u l a ' ( v e r s c h .  A r l e n )  . . . .  

Rhodo toru Ia  ( v e r s c h .  , p  �9 

A r t e n )  . . . . . . . . . .  
T o r u l a ,  R h o d o t o r u l a  ( a n d . A r t e n )  

S c h i m m e l p i l z e :  

P h y t o p h l o r a  (v i e l e  A r t e n )  . . 
T r i c h o p h y t o n  d i sco ides  . . . .  

P h y c o m y c e s  B l a k e s l e e a n u s  . . 

Us t i lago  l o n g i s s i m a  . . . . .  

P o l y p o r u s  (v i e l e  A r t e n )  . . . 
M u c o r  R a m m a n i a n u s  . . . . .  

O p h i o s t o m a  p i n i  u .  a . . . . . .  

P h y t o p h t o r a  ( e i n i g e  A r t e n )  . . 
P o l y p o r u s  a d u s l u s  . . . . . .  

Us t i lago  n u d a  . . . . . . . .  

o p h i o s t o m a  ( v e r s c h .  A r t e n )  . . 

A b s i d i a  g lauca,  A spe rg i l l u s  n i g e r  
u n d  v i e l e  a n d e r e  . . . . . .  

Pro tozoen  u n d  A l g e n :  

G l a u c o m a  p i r i / o r m i s  . . . . .  

S t r i g o m o n a s  ( v e r s c h .  A r t e n )  
E u g l e n a  p i s c i / o r m i s  . . . . .  

P o l y t o m e l l a  caeca . . . . . .  

19olyloma o e e l l a t u m  . . . . .  

E u g l e n a  v i r i d i s  . . . . . . .  

P o l y t o m a  o b t u s u m  u ,  a . . . .  

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
E r l ~ u t e r u n g :  + v o r h a n d e n  + ? f r a g l i c h ;  ( + )  e r s t h 6 h e r e  K o n z e n t r a t i o n  w i r k s a m .  
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sein k6nnte (s. Abb. 1, Schritt I), wofiir VAN LADEN und Mitarb. (412) 
bei Hefe, KII)DER und DEweY (149) bei Protozoen Anhaltspunkte ge- 
funden haben. St~mme, die einen solchen Faktor  nicht synthetisieren, 
mfiBten natfirlich auf intaktes Aneurin angewiesen sein, selbst wenn sie 
, ,Pyrimidin" oder ,,Thiazol" oder sogar beide Komponenten syntheti- 
sieren. Wenn die synthetisierten Komponenten nicht zu Aneurin welter- 

S% ,~Hz.CH~0H 
O ~ C - - C I i ~  Acetopropylolkohol 

M~Nx~=s Thioformomid 
z H 

1/'Sd Erbsenwurz#n§ 
H ~tl~ C, Hv (~HaOH 

H~C.C C-CH~OH + 
2-Melhyl-4-omino= ~'~-C/x %~--.~ 4--Methyl-5-~-oxy~lhyffhiazol 
5-oxymefhylpyrimidin Nfl~ H ~. 

A . . . .  , H CH s ~H~.(2H~OH H CH3 ~H2"CH~OH 

%~--C, ~ ~,-%C--S sauer J ~N--~ \(]=0 kneurin- 
NH 2 ~ 11 NH~ H "thiol 

^ /N~C �9 ~C OH O- 
,~neurin- . u . . .  \C'-CH .~ / /  I . . . . . .  

c~pyrase§ ~H~ H | 
A neurinpyrophosphof 

I (C0c0~exylase} .z 

Su/s~anz§ =kofolysiert N +Xpodee~Naxy/sse 

Corboxyl~se weife~e,,kneurin"Femenfr 
A b b .  L A u f -  u n d  k b b a u  y o n  k n e u r i n  u n d  , , k n e u ~ i a " - F e r m e n t e n .  

verarbeitet werden, k6nnte es ferner zu einer Anh~ufung. derselben 
kommen. Solche Verh~iltnisse sind tats~ichlich bei Neurospora Mutanten  
von TATUM und BELL (402) gefunden worden, wie aus Tab. 2 hervorgeht. 

Die Biosynthese des Aneurins aus den beiden Komponenten dfirfte 
nur streng bewiesen sein ffir Mikroorganismen, die beide Komponenten 
zum Wachstum ben6tigen. Besonders bei ,,Pyrimidin"-bedfirftigen 
St~immen sprechen viele Grfinde daffir, dab auch sukzessiver Anbau 
yon Thiazolspaltstflcken an das , ,Pyrimidin" fiber Aneurinthiol (d78), 
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(479) zum Aneurin Iiihren k6nnte. Die mikrobiologische Synthese der 
Komponenten selbst liegt noch v611ig im Dunkel. BONNER und BucI~- 
MAN (29) konnten zwar nachweisen, dab isolierte Erbsenwurzeln ,,Thia- 
zol" aus Thioformamid und Acetopropylalkohol aufbauen, aber bei 
keinem der untersuchten Mikroorganismen k6nnen diese Verbindungen 
,,Thiazol" ersetzen. 

Tabe l l e  2. Biosynthese yon dneurin dutch Neurospora-Mutanteu 
( n a c h  TATU~t u n d  BELL [x946] (402)) 

Mutante 
Nr. 

18 558 
9 185 

17 084 
I 090 

Synthese yon 

,,Thiazol" ,,Pyrimidin" 

- + 

+ + 

Kupplung 

+ 

+ 
+ 

Speicherung yon 

,,Thiazol" ,,Pyrimidin" 

- -  + 

+ + 

Die meisten Mikroorganismen verm6gen Aneurin zum eigentlich 
wirksamen Aneurinpyrophosphat zu phosphorylieren (368). Strepto- 
coccus salivarius scheint diesen Schritt (Abb. 1, Schritt II) nicht schnell 
genug auszuffihren, da das Pyrophosphat als Wuchsstoff etwa 40% 
akfiver ist als tiquimolare Mengen Aneurin (278). Gonokokken sind iiber- 
haupt nicht in der Lage, die Phosphorytierung zu bewerkstelligen (11), 
(191). Ffir sie ist deshalb nur Aneurinpyrophosphat ein aktiver Wuchs- 
stoff, Aneurin selbst erwies sich sogar als Hemmstoff (Kompetitiver 
Antagonist des Pyrophosphats). 

Bei Streptobacterium plantarum 1 und Phycomyces Blakesleeanus (369) 
ist andererseits die Wirksamkeit von Aneurinpyrophosphat nach den 
fiblichen Bebrfitungszeiten loo- bis looomal geringer und gleicht sich 
erst in l~ngeren Zeiten derjenigen des Aneurins an. SCHOPFER (369) 
nimmt deshalb an, dab viele Mikroorganismen gar nicht in der Lage 
sind, das Pyrophosphat als solches aufzunehmen, sondern dab sie es 
vorher erst in Aneurin spalten mfissen. 

Dies ist yon groBem Interesse, denn gerade die Aufnahme des Aneurins 
(jedenfalls dutch Here) ist mit seiner Phosphorylierung zu Aneurin- 
pyrophosphat gekoppelt. Die Aneurinaufnahme der Here ,,Rotebro" 
lfiBt sich niimlich nach SPERBER (388) durch dasselbe Pyrimidinanalogon, 
das 2-Methyl-4-amino-5-aminomethyl-pyrimidin, hemmen, das auch die 
Dephosphorylierung des Aneurinpyrophosphats durch Hefephosphatase 
spezifisch hemmt; zudem vollziehen sich beide Vorgiinge unter den- 
selben pH-Bedingungen. Die Aneurinaufnahme durch I-Iefe ist Ierner 
mit Energieqiefernden Reaktionen gekoppelt, denn unter anaeroben 
Bedingungen verl~iuft sie nur in Gegenwart eines vergiirbaren Sub- 

1 E . - F .  MOLLER, u n v e r 6 f f e n t l i c h t ,  s.  /~I6LLER u n d  WEYGAND (2riO). 
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strats  unter aeroben nut, wenn ein vera tembares  S.ubstrat vorhanden 
ist (389). 

Ein weiterer Antagonist, der die Aneurin-Aufnahme zu hemmen 
scheint (460), (346), (473), ist im Pyrithiamin gefunden worden, einem 
Analogon, in dem der Thiazolring durch einen entsprechend substituier- 
ten Pyridinring ersetzt ist 1. WOLLEY und WHITE (466) zeigten, dab das 
Wachstum yon Mikroorganismen, die das intakte Aneurin ben6tigen, 
am empfindlichsten gegeniiber Pyri thiamin ist. ,,Thiazol"- oder ,:Py- 
rimidin"-Bildner werden erst bei h6heren Konzentrationen, und Aneurin- 
nichtbedfirftige, also selbst-synthetisierende Stiimme meist fiberhaupt 
nicht im Wachstum gei~emmt. Wenn eine Hemmung  vorliegt, wird sie 
immer  durch h6here Aneurinkonzentrationen, gelegentlich auch durch 
die als Wuchsstoff wirksame Komponente auigehoben. Jedoch kann 
die yon den verschiedenen Mikroorganismen synthetisierte Aneurin- 
menge zumind'est nicht der alleinige Grund ftir ihre Resistenz sein, da 
sie viel zu gering ist. Auch konnt WOOLLEu (460), (346) feststellen, dab 
ein kfinstlich resistent gemachter , ,Pyrimidin"-bedfirffiger Stature sein 
Aneurin- bzw. , ,Pyrimidin"-Bedfirfnis gegenflber dem Ausgangsstamm 
nicht ge~ndert, also auch nicht die FAhigkeit zur Aneurinsynthese ge- 
wonnen hatte.  Er  hat te  abet  die F~ihigkeit angenommen, Pyri thiamin 
zu spalten, erkenntlich daran, dab er nunmehr  Pyri thiamin als , ,Pyfimi- 
din"-Quelle verwerten konnte. Trotzdem lag darin nicht der Grund ftir 
seine Resistenz, denn in der Niihrl6sung land sich immer  noch viel inehr 
Pyri thiamin als zur I t emmung  des Ausgangsstamms erforderlich ge- 
wesen wiire. Es blieb deshalb kaum eine andere Erkliirung fibrig, als 
anzunehmen, dab Pyrithiamin,  die Aufnahme yon Aneurin dutch die 
Mikroorganismen unterbindet.  Wenn Aneurin-Aufnahme und -Phos- 
phorylierung ganz allgemein gekoppelt  sind, so darf man sagen, dab 
Pyri thiamin Schritt  I I  hemmt.  

I m  Jahre 1937 fand LOt{MANN (215) hier am Kaiser-Wilhelm-Insti tut  
(Abt. MEYERHOE), dab Aneurinpyrophosphat  das Coferment der Car- 
boxylase ist. Diese erm6glicht bekanntlich eine der wichtigsten Tefl- 
reaktionen der alkoholischen G~irung, die Decarboxylierung der Brenz- 
traubensfiure. 

cI-I 3 �9 c o  COOH B1 ( +  Mg+§ / H  �9 ~ CO S + CH a �9 C 
"~O 

x Die hier mitge• Ergebnisse werden an sich nich• dutch die ]3efunde 
yon ~rlLSON und HARRIS (448) [vgl. auch DORNOW und SCHACHT (74) und 
I~AFFAUF (309)] beriihrt: Das yon VV~OOLLEY und Mitarb., sowie anderen be- 
nutzte Pr~parat hat n~mlich nicht die obcn angegebene Struktur. EUSZBI und 
CERXCEDO (92), die das richtige Pyrithiamin (Neo-pyrithiamin) einer m~kro- 
biologischen Analyse unterzogen, konnten nicht entscheiden, ob es die Synthese 
oder die :Funktlon des Aneurins st6rt. 
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Aneurinpyrophosphat verbindet sich mit Mg +§ und einem spezifischen 
Protein, der Apocarboxylase, zur Carboxylase (Abb. 1, Schritt I l l ) .  
Kiirzlich wurde yon VELLUZ und Mitarb. (413), (41d), (415), s. a. (g21) 
eine Aneurintriphosphors~ure synthetisiert, die die Diphosphorsiiure 
erst in 4- bis 5facher Konzentration zu 8o~ im Carboxylasetest ver- 
t reten kann. Die yon KAm~ER und Mitarb. (1~3a) syntbetisierte Homo- 
Aneurintriphosphorsiiure ist etwas aktiver!  Nach Rovx  undCALLANDRE 
(325~) nimmt die Cocarboxylase-Aktivit~t linearer Aneurinpolyphosphor- 
s~iuren mit steigender KettenKinge stetig ab (bei P5 z. B. auf ~--~3o%). 
Anorganische Polyphosphate sind kompetitive (?) Antagonisten der 
Cocarboxylase. 

Am blockicrten I-terzpr~parat zeigt Aneurintriphosphorsliure jedoch phar- 
makologische XVirkungen, die weder das Pyrophospha• noch Adenosintriphos- 
phorsaure auszuiiben verm6gen, und scheint damit Iiir den Herzmuskel eine 
/ihnliche Rolle zu spielen wie Adenosintriphosphorsliure fiir den quergestreiften 
Muskel. Es ist anzunehmen, dab in ihr ein neues B1-Coferment vorliegt, dessen 
Substrat noch entdeckt werden muB. 

Um be i  Here maximale Gdrung hervorzurufen, ist mehr Aneurin not- 
wendig als zum Wachstum; man erkennt dies leicht durch die GXrungs- 
steigerung, die Aneurin-Zusatz bei manchen (gerade Aneurin-optimal 
erniihrten) Helen hervorruft  (162), (355), (62). Aneurin geh6rt deshalb 
zu den Bestandteilen des sogenannten Faktor-Z-Komplexes (v. EULER) 
(91). Bietet man Hefe in der N~ihrl6sung noch welt gr6Bere Aneurin- 
Mengen an, so werden diese begierig yon ihr unter Phosphorylierung auf- 
genommen und gespeicherl [FINK und J u s t  (96)]. DiG Speicherung, die 
17oo~/o und mehr der normalerweise in Itefe vorkommenden Aneurin- 
Menge ausmachen kann, erfolgt aber nach WESTENBRINK und VEI.I)- 
MANN (429} nicht in Form yon Carboxylase, sondern unter Bindung 
an andere Proteine, da der Carboxylasegehalt gegeniiber der Ausgangs- 
here nicht geiindert ist. 

Diese Proteine dfirften die Apofermente yon weiteren Fermenten sein, 
die ebenfaUs Aneurinpyrophosphat aIs Coferment enthalten. Man hat 
sie aufgefunden, als man eine F6rderung bestimmter Stoffwechsel- 
reaktionen beobachtete, die Aneurin bzw. sein Pyrophosphat (evtl. auch 
seine Komponenten) in Gegenwart Aneurin-arm ern/ihrter Mikro- 
organismen hervorrufen. Diese Reaktionen gehen interessanterweise 
wieder yon der Brenztraubensiiure aus und k6nnen aerober oder anaero- 
ber Natur sein. Die wichtigsten sind die Oxydation yon Brenztrauben- 
sdure zu Essigsiiure (366), (368), (11), (307), (398a), die weiterhin fiber 
,,Acetylphosphat" abgebaut wird (212), und die als WOoD-WERKMAN- 
Reaktion (453), (449) bekannte Carboxylierung der Brenztraubens~iure 
zu Oxalessigsliure (123), (371), 367). 
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H O O C  " C O ' C H ~  Bi(+ B2 + M n * * ~  M g + * )  . C H  3 " C O O H  

B 1 ( + A d c n o s i n t r i p h o s p h a t  + X )  + , , A c e t y l p h o s p h a t "  B1  ? > ( u s w .  s .  S.  174)  

I - I O O C . C O - C H  8 + C O  s Bi ( +  Y )  + H O O C ' C O - C H  2 - C O O H  

E s  i s t  m 6 g l i c h ,  d a b  d e r  v i e l f a c h  d i s k h t i e r t e  ~ f e c h a n i s m u s  d e r  d u r c h  A n e u r i n  
k a t a l y s i e r t e n  b i o l o g i s c h e n  O x y d a t i o n s r e a k t i o n e n  n u n  e n d l i e h  d u r c h  KARRERS 

E n t d e c t ~ u n g  d e r  E x i s t e n z  d e s  o - D i h y d r o - a n e u r i n s  (142c) s e i n e  A u f k l / i r u n g  f i n d e r .  

Sehr reizvolle Schlfisse lassen sich h~ufig aus einem einzigen, oft 
wenig bedeutungsvoll erscheinenden Tatbestand herausholen, wenn man 
ihn yon verschiedenen Seiten bis in alle Einzelheiten konsequent zu 
begriinden sucht. Dies ist ein charakteristisches Vorgehen der mikro- 
biologischen Analyse, und ich will deshalb den Befund, daB die ffir 
optimales Wachstum der einzelnen Mikroorganismen erforderlichen 
Aneurinkonzentrationen auBerordentlich unterschiedlich sein k6nnen 
(Konzentrationsbereich lO -l~ his lo -4 g/cm 3 s. Tab. 3), in dieser Weise 
betrachten. 

T a b e l l e  3. D i e  /i~r o p t i m a l e s  W a c h s t u m  no twend ige  K o n z e n t r a t i o n  

a n  A n e u r i n  bei  v e r sch i edenen  M i k r o o r g a n i s m e n .  

Us t i lago  v io laeea  . . . . . . . . . . .  

S t r i g o m o n a s  c u l i e i d a r u m  . . . . . . .  

P o l y p o r u s  a b i e t i n u s  . . . . . . . . .  

B .  rad i c i co la  . . . . . . . . . . . .  

S a e c h a r o m y c e s  cer. ( O l d  P r o c . )  . . . .  

P h y e o m y c e s  B l a k e s l e e a n u s  a5  ~ C . . . 

L a c t o b a c i l l u s  l y c o p e r s i c i  . . . . . . .  

S a r c i n a  [ lava  . . . . . . . . . . . .  

S t r e p t o b a c t e r i u m  p l a n t a r u m  lO S . . . .  

T r i e h o p h y t o n  i n t e rd ig i t a l e  . . . . . . .  

P o l y t o m e l l a  P a s c h e r i  M o E w ~ s  . . . .  
T o r u l a  u t i l i s  ( r u s s .  S t a m m )  . . . . .  

C h l a m y d o m o ~ m s  . . . . . . . . . . .  
B r u e e l l a  abor tu s  . . . . . . . . . . .  

B .  t u b e r c u l o s i s  . . . . . . . . . . .  

P h y c o m y c e s  B l a k e s l e e a n u s  25 ~ C . . . 

g Aneurin/em a 

4 �9 1 ~ 1 7 6  

1 ,7  - l O - a  

4 " l ~  
6 �9 l O  - 9  

8 �9 l O  - 9  

1 �9 l O  - 8  

1 �9 l O  - 8  

5 " 1 ~  

5 l O - 8  

2 lO - 7  
1 lO -6  
1 lO -5  

1 l O  - 5  

2 ,5  lO -5  

3,5 1 o -a  (?) 
xo -6  b i s  lO -4  

Bei anderen Wuchsstoffen ist der wirksame Konzentrationsbereich 
viel kleiner und umfaBt etwa 2 Zehnerpotenzen. Er dfirfte in der Haupt-  
sache dadurch bedingt sein, daB sich die in einer Kultur  maximal er- 
zeugte Zellsubstanz bei den verschiedenen Mikroorganismen ebenfalls 
in einem Konzentrationsbereich dieser Gr6Be bewegt. Es seien nun 
zunichst  die theoretisch m6glichen Ursachen ffir ein erh6htes Aneurin- 
bedfirfnis wihrend des Wachstums zusammengestellt : 

z. Erh6hter  Aneurinbedarf bei Stoffwechselvorgiingen, die Ver- 
mehrung der Zellsubstanz bedingen. 
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2. Geschwindigkeit des Stoffwechsels von Aneurin selbst, a )Ver-  
langsamte Aufnahme und Phosphorylierung, b) gesteigerte Ausscheidung, 
c) gesteigerter Abbau. 

3- Fehlen anderer Wuchs- oder Nfihrstoffe im Niihrmedium. 
Die Punkte 1) .und 2a) sind schon an frfiherer Stelle behandelt, fiber 

2b) ist nichts bekannt. Der EinfluB yon Punkt  1) kann mehr als eine 
Zehnerpotenz ausmachen, der yon Punkt  2a) im Extremfalle (z.B. bei 
v611ig fehlender Phosphorylierungsf/ihigkeit) bis zu vollkommener In- 
aktivitiit yon Aneurin ffihren. Jedoch phosphorylieren die meisten 
Mikroorganismen Aneurin mit ausreichender Geschwindigkeit. Gr6gere 
allgemeine Bedeutung ffir unser Problem kommt dem Abbau yon Aneu- 
rin zu (Punkt 2c)), der nach BONNER und BUCHMAN (30) bei verschiede- 
nen Schimmelpilzen mit relativ grol3er Geschwindigkeit verl/iuft. Bei 
Phytophtora- und Phycomyces-Arten kann der Abbau bereits nach ein- 
t~igigem Wachstum einsetzen bzw. rascher als die Synthese verlaufen; 
nach 7 Tagen ist er vielfach schon beendet. Dabei kommt es zu einer 
vollkommenen Zerst6rung des ,,Thiazols", w/ihrend das , ,Pyrimidin" 
zum gr6Bten Teil erhalten bleibt. Der enzymatische Abbau in Schimmel- 
pilzen ist also nicht vergleichbar mit dem durch die Thiaminase aus 
Fischorganen, die lediglich eine Spattung in die beiden Komponenten 
hervorruft (176). Da der ,,Thiazol"-Abbau nur in Anwesenheit einer 
kleinen Menge , ,Pyrimidin" oder verschiedener seiner Analoga erfolgt, 
die zwar keine Wuchsstoffaktivit/it mehr zu besitzen brauchen, abet 
noch dazu bef/ihigt sein mfissen, mit dem ,,Thiazol" zu einer quater- 
n/iren Ammoniumverbindung zu reagieren, ist dem ,,Pyrimidin" die 
Rolle eines natiirlichen Katalysators des ,,Thiazol"-Abbaus zuzuschrei- 
ben. Dieser verlituft also unter intermedi~irer Bildung von Aneurin. 
Der Abbau des ,,Thiazols" ist temperaturabhiingig. Wenn nun ,,Thia- 
zol"-Abbau und Aneurinbed/irfnis in einem ursfichlichen Zusammen- 
hang stehen, dann muB auch das Aneurinbedfirfnis mit steigender 
Temperatur  gr6/?er werden. BURKHOLDER und McVEIC, H (45) Ianden 
dann auch, dab Phycomyces BIakesleeanus bei 15~ schon mit lo -Sg  
Aneurin/cm ~ optimales Wachstum erzeugt, w/ihrend bei 25~ hierzu 
lo -~ bis lo  -~ g/cm 3 notwendig sind. Es ist ferner zu erwarten, dab in 
Wachstumsversuchen, auf Grund der raschen ,,Thiazol"-Zerst6rung, 
nicht eine Mischung /iquimolarer Mengen der Aneurinkomponenten, 
sondern solche mit einem 13berschuB der , ,Thiazol"-Komponente am 
aktivsten ist, und dab die Wirkung suboptimaler Aneurinkonzentrationen 
dutch Zugabe von ,,Thiazol" gesteigert wird. BONNER und BVCHMAN 
(30) beobachteten tats/ichlich, dab bei den von ihnen untersuchten 
Schimmelpilzen das wirksamste molare Verhiiltnis ,,Thiazol"/,,Pyri- 
midin" (bzw. Aneurin) > lO ist. Die Wirkung des ,,Thiazols" kann man 
also als eine ,,Pyrimidin"(Aneurin)-sparende bezeichnen. 
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Aneurin-Einsparunge~ in der Gr6Benordnung yon Zehnerpotenzen 
werden mit anderen Wuchsstoffen Und auch mit  Aminosiiuren erzielt. 
Dem Fehlen dieser Substanzen (Punkt 3) scheint die grbBte Bedeutung 
zuzukommen, um Befunde fiber ein abnorm hohes Aneurinbedfirfnis zu 
erkl~iren. Dies wird verst{indlich, wenn man bedenkt ,  dal3 besonders die 
anf/inglichen Untersuchungen fiber das Aneurinbediirfnis yon Mikro- 
organismen in sehr einfachen, zumindest unvollstAndigen N/ihrmedien 
durchgeftihrt worden sind. Nach K6c~L und VAN WAGTEI~DONI< (165) 
setzt z. B. Biotin bei Staphylococcus aureus die zu optimalem Wachstum 
erforderliche Aneurinmenge yon lo -6 auf 2o -8 g/cm 3 herab. Der Effekt 
wird schon mit so kleinen Biotin-Konzentrationen erreicht, w i e  zum 
Wachstum anderer, Biotin unbedingt ben6tigender Mikroorganismen 
erforderlich ist (5" lo-* g/cma) �9 Bei Mikroorganismen, die nur Zuwachs 
mit  Aneurin oder anderen Wuchsstoffen zeigen, also diese in sub- 
opt imalen Mengen synthetisieren, sind sparende Effekte noch viel aus- 
gepr~gter; sie k6nnen dabei in vollstiindige Ersetzbarkeit selbst mehrerer 
Wuchsstoffe durch einen einzigen (evtl. in h6herer Konzentration) fiber- 
gehen. Diese sog. Korrdationen zwischen den Wuchsstoffen sind zuerst 
durch WILLIAMS und Mitarb. bei verschiedenen Heferassen (439) und 
bei Trichophyton interdigilale (263) studiert  worden. 

Vollstiindiger Ersatz yon Aneurin wurde beobachtet  bei Lacto- 
bacillus mannitopoeus und L. lycopersici durch Lactoflavin (451), bei 
Sbm. plantarum durch l-Tyrosin (254), bei anderen Milchs/iurebakterien 
durch verschiedene Aminosiiuren. Wir sind hiermit beim Aneurin auf 
das Problem der Ersatzstoffe gestol3en und der ,,Mikrostoffwechsel- 
analyt iker"  wtirde heute sofort folgende Fragen Iormulieren: 1. I m  
Falle Aneurin/Lactoflavin:  Kann  das Bakterium seinen Stoffwechsel 
so umstellen, dab es einmal nur mit  Aneurin, das andere Mal nur mit  
Lactoflavin auskommt,  oder synthetisiert  es in Anwesenheit yon Aneurin 
Lactoflavin und umgekehrt  in Anwesenheit yon Lactoflavin Aneurin ? 
2. I m  Falle Aneurin/Aminosiiure: Is t  Aneurin nur dazu da, einen be- 
s t immten Schritt  in der Reaktionsfolge zu katalysieren, deren End- 
produkt  die Aminos~iure ist, oder ist die Aminos~iure ftir irgend einen 
Teilschritt der Aneurinsynthese erforderlich oder gar ein Vorl~ufer des 
Aneurins ? Diese Fiille sind noch nicht im Sinne der mikrobiologischen 
Stoffwechselanalyse ausgewertet worden; ein genau untersuchter Fall 
der letzten Art wird uns spXter beim Adermin besch~iftigen. 

III. Vitamin By 
Lactoflavin als Witamin und Fermentbestandteil. Bedtirfnis und t3ber- 

produktion yon Lactoflavin bei Mikroorganismen. Aufb~u aus 1-Ribitylamino- 
2-amino=4,5-dimethylbenzol und Alloxan (Lactobacillus casei). Abbau zu Lumi- 
chrom und Hemmung desselben durch Lactoflavinanaloga {Pseudomo~ds ribo- 
/lavinus). Lactoflavinph0sphorsgure und Flavindinucleotide als Wirkgruppen 
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der Gelbcn Fermen• Der Dinucleotid-Cyclus. Notatin und andere extrazellu- 
lare Gelbe Fermente. Wirkungsmechanismus yon B,-Antagonisten: Dichlor- 
lactoflavin, Lumilactoflavin, Phenazin- und Chinolin-Derivate; Atebrin, Chinin 
(Anti-Malaria-lKittel). 

Vitamin B 2 (Lactoflavin, Riboflavin) ist ein typisches Wachstums- 
vitamin und wurde im Jahre 1933 yon KUHN, GY6RGY und WAGNER- 
JAURECX~ (179) aus Molke in reiner, krystallisierter Form erhalten. Ein 
Jahr  vorher war bereits WARBURG und CHRISTIAN (426) die Rein- 
darstellung eines Gelben Fermentes gelungen. Aus beiden Substanzen 
wurde durch Bestrahlung ein und dasselbe Abbauprodukt  erhalten.  
Dies war ein historisches Ereignis in den Naturwissenschaften, da damit  
zum erstenmal eine Beziehung zwischen einem Vitamin und einem 
Enzym hergestellt wurde. 

Bi3NNING (39) sah zuerst den f6rdernden EinfluB von Lactoflavin 
auf das Wachstum yon i Mikroorganismen, als er den Kulturen yon 
Aspergillus niger in einem synthetischen Medium hohe Konzentrat ionen 
(1 mg~/o) des Vitamins zusetzte. Eingehender befal3te sich ORLA- 
JENSEN (290) mit der Lactoflavin-Bediirftigkeit von Milchsdurebakte- 
rien. Die yon ihm untersuchten, haupts~chlich an die Lactoflavin-reiche 
Milch angepal3ten Arten ben6tigten meist Lactoflavin zum Wachstum,  
und zwar die Thermobakterien 0, 5 �9 1o -* g/cm 3, Milch-Streptokokken 
eine ,,viel kleinere" Konzentration. ORLA-JENsENS Untersuchungen 
wurden von WooD, WERKMAN und Mitarb. (450) sowie yon SNELL, 
STRONG, PETERSON, TATUI~I U. a. (386), (382), (177) fortgesetzt und auf 
andere Bakterien, besonders Propionsiiurebakterien und pathogene Strep- 
tokokken ausgedehnt. Nach ihnen diirffe die ;optimal ben6tigte Lacto- 
flavinkonzentration bei sonst optimalen Bedingungen 0, 5 �9 lo  -7 g/cm 3 
nicht iibersteigen. Des weiteren land man Lactoflavin-bedfirftige 
Stiimme unter Enterokokken und h~imolysierenden Streptokokken 
(463), (464) und kflrzlich wurden von M6LLER, WEYGAND und WACKER 
(261) auch solche bei Staphylokokken beschrieben. Interessant  ist die 
Beobachtung yon DOUDOROFF (75), dab ffir Wachstum und Atmung 
yon Leuchtbakterien wenig, ffir ihre Lumineszenz viel Lactoflavin er- 
forderlich ist. Selten ben6tigen Schimmelpilze Lactoflavin:  der Ulmen- 
parasit Ophiostoma ulmi nur zus~itzlich (99) und die pathogene Art 
Trichophyton inierdigitale nur in Abwesenheit best immter  anderer 
Wuchsstoffe (263). Lactoflavin-bedfirftige Helen sind bisher nicht an- 
getroffen worden. Die Synthesefiihigkeit fiir Lactoflavin scheint iiber- 
haupt  nur bei wenigen Mikroorganismen zu fehlen. 

Unter den Flavin-Bildnern fallen vielmehr einige auI, die extrem 
hohe Flavinmengen synthetisieren. Zu ihnen geh6ren: Eremothecium 
Ashbyii (105), (313), (310), (311), (312), (246), AspergiIlus niger (195), 
(196),Clostridium acelobulylicum (474), (d75), ein Torula-Stamm (CI-IE- 
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VALIER) (64), verschiedene Candida-Hefen (43),(44), Ashbya gossypii(431), 
(399) und Aerob. aerogenes (284). Die produzierten Lactoflavinmengen 
sind so groB, dab es sogar zu Ausscheidung von Flavinkrystallen in der 
N~hrl6sung und auch in den Zellen (z. B. yon Eremothecium Ashbyii) 
kommen kann. CHEVALIER (54) beschrieb, dab sich bei der Kultur 
seines Torula-Stamms ein grtinlich-gelber Ring an der Oberfl~iche bil- 
det, der offenbar eine gesiittigte Lactoflavinl6sung darstellt. Bei einer 
Stock olmer untergiirigen Brauereihefe kann nach PETT (300), (301) die 
Flavinsynthese durch anaerobe Bedingungen, Cystein oder Pyridin und 
besonders durch Cyanid gesteigert werden. SCHOPFER zeigte, dab bei 
Eremothecium Ashbyii die Flavinsynthese durch Spurenelemente und 
eine unbekannte Substanz aus Pepton gef6rdert {343), (349), durch Gam- 
mexan (s. S.2o2/2o3) stark gehemmt wird (352). KITAWlN (156), (157) 
erh6hte die Flavinproduktion yon bestimmten Aspergillus niger-Stem- 
men durch kleine Mengen ttg-Salze, und MAYER (225), (226), (227), (228), 
(229) land betr~ichtlich gr61~ere Mengen Flavin in Mykobakterien (be- 
sonders Mycobact. smegmatis) bei Zugabe yon p-Aminobenzoes~iure oder 
p-Aminosalicylsiiure. Die Bedingungen ftir eine m6glichst hohe Fiavin- 
ausbeute sind in den letzten Jahren wegen der Bedeutung, die die mikro- 
biologische Flavinsynthese, besonders mit Clostridium acetobutylicum 
und Eremothecium Ashbyii, ffir die Technik erlangt hat, auch yon in- 
dustriellen Kreisen eingehend studiert worden und in einer groBen Zahl 
yon Patenten niedergelegt. Besonders wichtig ist die richtige Ein- 
stellung des Fe-Gehaltes natfirlicher N~hrb6den, da schon geringe ~ber- 
schreitung der kleinen ffir Wachstum und Flavinbildung unbedingt not- 
wendigen Konzentration zu starker Hemmung der Flavinsynthese fiihrt. 
Die h6chste Ausbeute scheint his heute die Firma Pfizer, Chas & Co. (302) 
bei Eremothecium Ashbyii erreicht zu haben mit einer Konzentration 
yon o,18~/o . Setzt man den mittleren Bedarf eines nicht synthetisieren- 
den Stammes mit 3 " lO-S g Lactoflavin/cm~ an, so stellt die Menge yon 
o,18% ~--- 18 �9 lO -4 g/cm 3 eine 60 ooofache Uberproduktion dar. 

Vorstufen der biologischen Flavinsynthese sind im 1-Ribitylamino- 
2-amino-4,5-dimethylbenzol und Alloxan bekannt geworden (Abb. 2, 
Schritt 1). SARETT (331) konnte niimlich die geringe Lactoflavin- 
aktivitiit der Ribitylamino-Verbindung bei Lactobacillus casei durch 
Zugabe von Alloxan yon 0,003 auf 0,35 % erh6hen 1. DaB verschiedene 
Aufbauwege existieren, mag daraus geschlossen werden, dab Neu- 
rospora-Mutanten aufgefunden wurden, die in einem bestimmten Tem- 
peraturbereich Lactoflavin ben6tigen, in einem anderen nicht (247). 
Wenn die Mutante bei h6herer Temperatur Lactoflavin-bedtirftig ist, 
k6nnte aueh -- ~ihnlich dem gr61]eren Aneurinbedarf yon Phycomyces 

1 Es is t  nicht  klar erwiesen, ob dies nicht  durch rein chemische Reaktion 
der Komponen ten  im :N~hrmedium vorget~uscht  wird. 
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bei h6heren Temperaturen - -  ein gesteigerter Abbau yon Lactoflavin 
dafiir verantwortl ich sein. Ein Abbau des Lactoflavins dutch ver- 
schiedene t tefen and Bakterien ist yon PErT (299), (300), ROGOSA (325) 
und THOMPSON (406) festgestellt worden; FOSTER (98) hat ihn genauer 
bei Pseudomonas  ribofIavinus studiert ."  Dabei entsteht dutch voll- 
k o m m e n e  Aboxydat ion der Ribose-Seitenkette Lumichrom (s. Abb. 2, 

• 

1 
4-fiibit~/I-amino C, Hz OH Y 
8-amin0-r {HO?H)~ 

tJ dimethyl-benzd ~H~ 
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. , (~ / , ,  Ate6ria-) t 

w~fflrl Gelbe rermem~ ~ - weiter~ 0~lbe ~r 
V 

A b b .  :z. & u f -  u n d  A b b a u  y o n  L a c t o { | a v i r t  ur td  , , L a c t o f l a v i n " - F e r m e n t e n ,  

Schritt 2a). Der Abbau l~iBt sich durch verschiedene Lactoflavinanaloga 
s tark hemmen, auch durch solche, die das Wachstum von L.  casei 
(Lactoflavin-bedfirftig) selbst in h6chsten Konzentrat ionen nicht be- 
einflussen. Diese Hemmungen sollen dutch weiteren Lactoflavinzusatz 
nicht aufhebbar  sein. 

Beim Eintr i t t  in die Zelle wird Lactoflavin, genau wie Aneur in ,  
phosphoryliert  (Abb. 2, Schritt 2), und zwar zu Lactoflavin-5'-phosphor- 
s~iure (Flavinmononucleotid), der Wirkgruppe des sog. Alten Gelben 
Fermentes  yon WARBURG (425) und der Cytochrom c-Reduktase von 

F o ~ t s c h r .  t h e m ,  F o r s c h . ,  B d .  2. 11  
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HAAS (~i4). Die p r o s t h e t i s c h e  G r u p p e  a n d e r e r  Gelber Fermente, wie  

D i a p h o r a s e ,  d - A m i n o s ~ u r e - o x y d a s e  u n d  F u m a r a t h y d r a s e ,  i s t  e i n  F l a v i n -  

A d e n i n - D i n u c l e o t i d ,  d a s  a u s  F l a v i n p h o s p h o r s i i u r e  u n d  A d e n o s i n -  5- 

p h o s p h o r s f i u r e  d u r c h  p y r o p h o s p h a t i s c h e  V e r k n f i p f u n g  a u f g e b a u t  i s t .  

Se ine  S y n t h e s e  u n d  S p a l t u n g  ( S c h r i t t  3) e r f o l g t  n a c h  SCHRECKER u n d  

KORNBERG (354) d u r c h ,  e i n  a u s  B i i c k e r h e f e  w e i t g e h e n d  a n g e r e i c h e r t e s  

E n z y m  i n  f o l g e n d e r  r e v e r s i b l e r  R e a k t i o n :  L a c t o f l a v i n - 5 ' - p h o s p h o r -  

s i iu re  + A d e n o s i n t r i p h o s p h o r s ~ u r e  ~ -  F l a v i n a d e n i n d i n u c l e o t i d  + P y r o -  

p h o s p h o r s ~ u r e .  

Ffir den Abbau des F iav in-Adenin-Dinuc leo t ids  is t  nach  KORNBERG und 
Pr~ic~R (171) eine  arts Hele ,  Niercn  und  bes. Kar to f f e ln  isol]erbare Dinucleot id-  
pyrophospha tase  wichtiger .  Sie spa l te t  das Dinucleot id  in  F lav in-5 ' -phosphor -  
s~ure und Adenosin-5-phosphorsaure  (Schr i t t  4 a), eine Reak t ion ,  die fiir seine 
Kons t i t u t i on  beweisend is t .  Da auch die Codehydrasen  d u t c h  das  E n z y m  an- 
gegriffen werden,  so lassen sich S u b s t r a t a n t a g o n i s m e n  zwischen den  verschiede- 
nen  Dinucleot iden  nachweisen.  Auf  Grund dieser Befunde  h a t  KORNB~RG (168) 

Men0sin-5- 
"2H3PO4 ~ p h ~ 1 7 6  " ~ 

Aimed. FJavin adenin- / Flay n 5' 
~=, .~' . . . . .  dinucl-eofid --A~au , ' /  , ph0sphors~ure [Nicofins~ureomid- 

p ospho s~ure 

Abb. 3. Dinucleotid-Cyclus naoh Kornberg [195o] (168). 

eiuen Dinuc~eotid-Cyclus (s. Abb. 3) aufgestellt, bei dem Auf- und Abbau der 
Dinucleotide mit ihrer Funktion gekoppelt sind. Gleichzeitig wird damit eine 
Erk l~rung  fiir die bei A t m u n g  oder  G~rung au f t r e t ende  Anre icherung  yon  an- 
o rgan ischem Pyrophos tsha t  gewonnen,  die schon OCHOA, CORI und  CORI (287) 
vor  l~ngerer  Zeit  besonders  in  t i e r i schen  Zellen gefunden h a t t e n ,  

Wei te re  Dehydrasen ,  wie X a n t h i n -  und Aldehyd-Dehydrase ,  sowie Glucose- 
Oxydase, e n t h a l t e n  Flavin-Nucleot ide  mi t  b isher  unbekann•  Zusammense tzung  
(s. Abb.  2). Auch das An~ibiot icum N o t a t i n  geh6r t  zu den Gelben Fe rmen ten  
und s te l l t  eine G!ucose-Oxydase da r  (147), (148). Es wird yon  PenicilIium 
notat.xm erzeugt ,  tier es in  die i ~ h r i 6 s u n g  anssche ide t  (58). Die an t ib io t i sche  
Wi rkung  be ruh t  o f fenbar  darauf ,  dab  bei der  Oxyda t ion  yon  Glucose zu Glucon- 
sAure ~ wie bei allen Dehydr ie rungen  --  ~vVasserstoffperoxyd en t s t eh t ,  das 
ein s ta rkes  Zellgift  i s t  (218 a). Kata lase  und andere  Wassers toffsuperoxyd-zer-  
s t6 rende  Agenzien sind desha lb  An tagon i s t en  des Nota t ins .  Kfirzlich zeigten 
BENDW-R und  KREBS (20), dab  Neurospora crassa-St~mme Fermen te  in  die N~hr-  
16sung ausscheiden,  ein b isher  sel ten exak t  beobach te tes  PhAnomen.  /-Amino- 
s~ure-Oxydase f inder  sich bis zu 80% in der  N~hrl6sung,  yon der  d-Oxydase 

�9 j edoch  n ichts ,  was viel le icht  dami t  zusammenhAngt ,  dab  die /-Oxydase,  ver-  
gl ichen mi t  anderen  Schimmelpilzen,  eine loofache ~3berproduktio n zeigt.  E in  
sehr  sonderbare r  Befund bes t eh t  in der  fas t  vol ls t~ndigen Hemmung ,  die die 
Synthese  der  l-Oxydase in Anwesenhei t  -~on n u t  5 " l o-9 g Biot in /cm* er le ide t .  
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W u c h s s t o f f e  und nfikrobiologische S t o f f w e c h s e l a n a I y s e .  1 6 ~  

Da Neurospora crassa g le i chze i t ig  K a t a l a s e  in  die  N ~ h r l 6 s u n g  a u s s c h e i d e t ,  bil- 
d e t  s i ch  i m  G e g e n s a t z  z u  P .  notatum ke i n  W a s s e r s t o f f p e r o x y d .  

N a c h  e i n e r  kf i rz l ich e r s c h i e n e n  Not i z  y o n  STICH u n d  EXSGRUBER (893), S .a .  
(393a), (394), sol l  L a c t o f l a v i n  d ie  P o r p h y r i n s y n t h e s e  u n d  H ~ m i n p r o t e i d - B i l -  
d u n g  in  Here  s •  b e e i n f l u s s e n .  

Der erste Antagonist des Lactoflavins wurde 2943 yon KuI~N, WEY- 
OAND und MOLLER (182) gefunden, als dessen benachbarte Methyl- 
gruppen durch 2 Chlor-Atome ersetzt wurden. Die Wachstumshemmung 
des Dichlorlactoflavins (s. Formel) wird durch Lactoflavin aufgehoben. 
Hemmung und Enthemmung vollziehen sich bei einer Reihe Lactoflavin- 
bed/irftiger wie -synthetisierender Bakterien-St~mme in streng kom- 
petitiver Weise, jedenfalls in einem bestimmten Konzentrationsgebiet ~. 
Dies fiul3ert sich formal darin, dab man bei Steigerung der Dichlor- 
lactoflavin-Konzentration auch die Konzentration des Lactoflavins 
um denselben Faktor erh6hen mul3, damit gleiche StArke des Wachstums 
erhalten bleibt. Das k6nnte bedeuten, dab Dichlorlactoflavin und 
Lactoflavin bei der Bildung von Lactoflavinphosphorsiiure (Abb. 2, 
Schritt 2) um ein Protein des phosphorylierenden Fermentsystems kon- 
kurrieren, oder anders ausgedrfickt, dab Lactoflavin von diesem Protein 
dutch Dichlorflavin verdr~ngt wird. Esist aber noch unklar, ob nicht 
(wie wir sparer beim Desoxyadermin sehen werden) zuerst eine Phos- 
phorylierung des I-Iemmstoffs erfolgt, der sich vielleicht noch welter 
aufbauende Reaktionsfolgert anschlieBen, die den Schritten II, 3--IV, 
3--4--V analog sind. Die so letztlich entstehenden ,,falschen" Gelben 
Fermente dfirften die entsprechenden Dehydrierungen nieht mehr aus- 
ffihren k6nnen, da sich ihre Redoxpotentiale entsprechend dem des 
Diehlorflavins (182) zu stark in positiver Richtung verschieben. DaB 
Dichlorlactoflavin das Wachstum yon Eremothecium Ashbyii hemmt 
(345), ist im ttinblick auf die extreln hohen yon ihm produzierten 
Lactoflavinmengen verwunderlich und l~13t auf ein Eingreifen in weitere 
Reak tions'mechanismen schliel3en. 

Kons t i tu t ion  yon verschiedenen Lacto]lavi~-A*mlogen. 

CHaOH 
I 

HOCH 
I 

HOCFI 
[ 

HOCH 
I 

CH2 

c~\/~'\c/~\c - o 

cS  ~'%/',.:// \ e l  
0 

Dichlorlaetoflavia. 

11 ~ 
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H ~ C ~ ' ~ N / C 2 H *  

I 
C H = O H  CH2 

H O C H  CH= 
I I 

H O C H  CH2 
I I 

t t O C H  C H  �9 C H ,  
I f 
CH~ N H  

I I 

H NH~ 

2,4-Diamino-7, 8-d ime thy l -  A t e b r i n .  
t o - r ib i ty l -5 ,1  o - d i h y d r o p h e n a z i n .  

WOOLLEY (459) land im 2,4-Diamino-7,8-dimethyl-lo-ribityl-5,1o- 
dihydrophenazin (s. Formel) einen kompeti t iven Antagonisten des 
Lactoflavins beim Wachstum yon Laetobacillus casei, L. arabinosus und 
Streptococcus haemolyticus 1-I69 D. Wihrend  nach SARETT (331) zur 
Hemmung  yon Lactoflavin- und Flavin-Adenin-Dinucleotid-bedingtem 
Wachstum yon L. casei gleiche Mengen dieses Phenazinderivats not- 
wendig sind, genfigen bei Lumilactoflavin (s. Formel), in Anwesenheit 
des Dinucleotides, bereits kleinere Konzentrat ionen als in Gegenwart 
von Lactoflavin. Daraus wird der etwas gewagte SchluB gezogen, dab 
Lactofiavin be~eits vor der Cofermentbildung an die spezifische EiweiB- 
komponente  eines Gelben Ferments  gebunden wird, und dab Lumi- 
flavin nur in die Bindung des Proteins an die 3-Imino-Gruppe yon 
Lactoflavin und seinen Derivaten eingreift. �9 

Bei anderen Lactoflavin-Antagonisten, bes. verschiedenen Anti- 
Malaria-Mitteln (222), (131), (59), (60), (61), kennen wir heute genau 
den gehemmten Schritt, da hier Fermentversuche vorliegen. So konnte 
HAAS (113) mit weitgehend gereinigten Fermentpr ipa ra ten  zeigen, 
dab im Enzymsys tem der Glucose-6-phosphorsiure-Dehydrase Atebrin 
(s. Formel) und Chinin das Coferment der Cytochrom c-Reduktase yore 
spezifischen Fermentprotein (teilweise irreversibel) verdr~ngen, also 
Schritt  I [ I  unterbinden. Hochgereinigte d-Alanin-oxydase wird nach 
HELLERMANN, LINDSAY und BOVARNICK (120) ebenfalls durch diese 
Substanzen gehemmt,  st~irker noch durch Auramin, gleich s tark  durch 
Plasmochin und andere Chinolinderivate, schw~cher dutch heterocyc- 
lische Sulfonamide, wobei streng-kompetitiver Antagonismus zu Flavin- 
adenin-Dinucleotid zumindest bei Chinin auftri t t .  Hier  ist also Schritt IV 
betroffen. 

Wenn KARRER (143), (328) kcine Hemmung der d-Alanin-oxydase und des 
Schardinger Enzyms durch Dichlorlzmtoflavin finden konnte, so dirfte dies z. T. 
daran liegen, daft er so rohe Enzympr~parate wie Leberextrakt und Milch ver- 
wendet hat, die natfirlictt sehr reich an Flavinverbindungen sind. -- ~ach den 
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Untersuchungen der amerikanischen Autoren wi~re zu erwarten, dab auch Di -  
chlorlactofiavln dirckt in die Schritte I I I ,  IV und vielleicht auch V eingreifen 
kann x. Das  soll nicht besagcn, dab nicht auch Phosphorylierung des Dichlor- 
f lavins usw. s tat t f inden k6nnte.  Die dabei entstehenden , , falschen" Cofermente 
w~iren m6glicherweise auch akiiver in der Hemmung der Schritte III, IV und V. 

IV. Vitamin Bs. 
Adermin-Bedfirfnis der Mikroorganismen, quantitat ive  Unterschiedc (Hefe, 

Milchs~urebak• Pyridoxal  und Pyridoxamin.  Ersatz dutch Aminos~uren: 
Pyridoxalphosphat  als Coferment der Transaminasen (Racemiase) und Amino- 
si iure-Decarboxylasen; das Eingreifen yon ]38 in den Auf-  und Abbau yon 
Tryptophan.  ] ~  als Schlfissclsubstanz zwischen Eiweii]- und Kohlenhydratstoff-  
wcchsel.  W'irkungsmechanismus der B~-Katalysen.  Aufbau yon BG-Fermenten 
aus Adermin, und Wirkungsmechanismus des Wachstumsantagonis ten  4-Des- 
oxyadermin.  

Vitamin B e (Adermin, Pyridoxin) wurde zuerst yon Gu165 (109), 
(23) als ein Wachstumsfaktor bet Ratten erkannt, der gleichzeitig die 
bet seinem Mangel auftretende Pellagra-iihnliche Dermatitis zu heilen 
vermag. 2938 wurde es yon KUHN und WENI)T (18/), S. a. (110), (199), 
(337) aus Hefe isoliert 2 

Kurze Zeit danach konnte M/JLLER (251) die Wuchsstoif-Natur 
krystallisierter Pr~parate aus Here und aus Reiskleie feststellen, und 
zwar bet S/rep/obac/erium plan/arum, bet verschiedenen anderen Milch- 
s~urebakterien sowie bet ether unterg~trigen Here aus Sauerkraut. 
Sparer erwiesen sich auch synthetische Priiparate als gleich aktiv (262). 
Die Wuchsstoffwirkung des Adermins bet Milchs~urebakterien wurde 
dutch SNELL und PETERSON (380), (188), die bet verschiedenen Hefe- 
Arten und -Stiimmen durch SCI~ULTZ, ATKIN und FREY (356) sowie 
EAKIN und WILLIAMS (78) im Jahre 1939 best~tigt. Weiterhin zeigten 
sich viele Enterokokken und Streptokokken als B~-bedfirftig (132), (230), 
(293), (~64), (357), w/ihrend manche Staphylococcus aIbus- (420) und 
wenige Staphylococcus aureus-(261)St/imme durch B e im Wachstum 
nur in geringem Ausmal3 gef6rdert werden. Die ersten Beobachtungen 
fiber Bs-bedingte Zuwachseffekte bei Sehimmelpilzen dfirften yon 
SCHOPFER (342) (Ustilago violacea) Und von BENHAM (21) (Pityrospo- 
rum ovale) stammen. Sp~iter wurde erkannt, dab B6-Bedfirinis be- 

x Wie ganz kiirzlich SINGER und KEARNY (369a) berichten, wird tlttsi~chlich 
die Hemmung verschiedener Gelber ~'ermente dureh Dichlorflavin bei wcitcrcm 
Zusatz yon Lactoflavinphosphorsaure bzw. Lactof lavin-Adenin-Dinucleot id auf- 
gehoben. Bei der l-Aminositure-Oxydase aus Schlangengift, die das Dinucleotid 
als prosthetische Gruppe enthfilt, sind abet die Hemmungen durch Lactoflavin- 
Analoga irreversibel. Bedeutungsvoll  erscheint, dab in diesem Falle Dichlor- 
lactoflavin schwach, Lactoflavin selbst abet  am st~rksten hemmt.  

2 Adermin war an sich schon friiher als ein Nebenprodukt  der B1-Darstel- 
lung aus Reiskleie isoliert worden, yon S. OI~DAKE (288), der jedoch die biologische 
Bedeutung dieser Substanz damals nicht ahnte .  
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sonders unter den Oflhiostoma-Arten stark verbreitet ist (g6), (321), 
(ag2), (lOO). 

CH a CH~OH CH~NH~ .o.%,,?(o. 
I Pyridoxin ] Pyridoxamin 

4"Des~ ] (Adcrmin) ] (Superadermin). 

H O H = C ~ / - ~ O H  

t 
\ ~ / " - c  H, 

Pyridoxal. 

./H 

HOH~C~ / 5 \  ~0--1'=O \~/4 \ /  I 
lg gl~ oH 
~N" \CH. 

Pyri~l oxal-3-phosph at. 

o =p -o m c  . d \ / o u  
& 

\x~WXX'C H s 

Pyrldoxal-s-phosphat. 

Die Konzenlrationen, die an Adermin zu optimalem Wachstum von 
den versehiedenen Mikroorganismen ben6tigt werden, schwanken zwi- 
schen lo -8 und lo-~g/cm 3. Eine so hohe Konzentration, wie lo -n g/cm 3, 
die auch bei Milchsiiurebakterien als notwendig gelunden wurde (251), er- 
schien verdiichtig. M{JLLER erkannte sp/iter, dab die ben6tigte Adermin- 
Konzentration yon der Zusammensetzung des N~ihrmediums abhiingig 
ist. Wurden gar Adermin und Adermin-ffeies N~hrmedium getrennt 
sterilisiert, so war die Wirksamkeit des Adermins verschwindend klein. 
Es mul3te also w~hrend des Sterilisierens mit einem Bestandteil des 
N~htmediums reagiert haben, um erst die eigentliche Wirksubstanz zu 
bilden. Dieser Bestandteil erwies sich als Ammoniak. Nach Verbessern 
der Reaktionsbedingungen konnte die aktive Substanz als Pikrat und 
als Dichlorhydrat isoliert und bald darau[ in ihrer Konstitution als ein 
Adermin-Derivat erkannt werden, in dem die CH2OH-Gruppe in 4" 
Stellung dutch eine CH~NHrGruppe ersetzt ist (s. Formel). Die neue 
Substanz wurde Superadermin genannt (260).SNELL (376), der w~hrend 
des Krieges zu den gleichen Ergebnissen gekommen war, bezeichnete 
sie als Pyridoxamin. Weiterhin konnte er noch - -  iul3end auf den Beob- 
achtungen yon BOHONOS, HUTCHINGS und PETERSON (~6), wonach 
Adermin bei Milchsiiurebakterien umso aktiver wird, je aerober die 
Bedingungen sind - -  ein weiteres durch Oxydation gebildetes, hoch- 
aktives Derivat des Adermins, das Pyridoxal (s. Formel), erhalten. Die 
genaue Austestung der reinen Substanzen ergab, dab alle drei bei der 
Ratte und verschiedenen Helen (lo -s g/cm 3) gleich wirksam sind, Wfth- 
rend Milchsiiure- und ithnliche Bakterien sehr unterschiedlich darauf 
ansprechen. Nun wurde es auch verstiindlich, warum die mikrobiolo- 
gischen Teste mit Here recht gute, in I~bereinstimmung mit den Ratten- 
testen stehende Werte ergeben hatten, wiihrend Teste mit MilchsS.ure- 
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bakterien hiiufig v611ig versagten, indem sie schwankende und viel zu 
hohe Ergebnisse zeigten [Pseudopyridoxin (374}]. RABINOWITZ und 
SN~LI. (308), (333) arbeiteten mit Hilfe yon 3 Mikroorganismen die 
Bestimmung yon Adermin, Pyridoxal und Pyridoxamin nebeneinander 
aus: Saccharomyces carlsbergensis erfaBt alle 3 Komponenten, Strepto- 
coccus faeealis R unter bestimmten Bedingungen Pyridoxal + Pyrid- 
oxamin, Lactobacillus casei nur Pyridoxal. 

B e l~tl3t sich nach STOKES und GV~NXSS (396), (221) bei Lactobacillus 
arabinosus durch gr613ere Konzentrationen verschiedener Aminosiiuren, 
besonders durch l-Alanin, l-Threonin oder l-Lysin ersetzen. Noch 
interessanter ist, dab die sog. unnatfirliche Aminosfiure d-Alanin zu 
einem fast voUstlindigen Ersatz yon  B s bet Streptococcus faecalis R 

f f ih r t  (378), (379). Das lieB darauf schlieSen, dal3 die Funktion des 
Adermins im Auf-, Um~ und Abbau yon Aminos~iuren besteht. Tat- 
s~ichlich wurde gefunden, dab ein phosphoryliertes Pyridoxal das Cofer- 
ment verschiedener Aminosdure-Deearboxylasen (107), (407), (336), (142b), 
(24a) und tier Transaminasen (206) ist. Ob es sich bet der Decarboxylase 
um das yon KARRER (144), (145) synthetisierte 3-Phospho-pyridoxal oder 
um 5-Phospho-pyridoxal (s. Formel) handelt, war lange eine Streitfrage 
[GUNSALI~S und UMBREIT (108), (408)], die nun im Sinne der ameri- 
kanischen Autoren entschieden ist. Auch beim Aufbau des Trypto-  
phans aus Indol und Serin durch Neurospora sitophila, sowie beim Ab- 
bau dieser Aminos~iure zu Indol, Brenztraubensiiure und Ammoniak 
dutch E. coli (CRooKs Stature) ist nach GUNSALUS und Mitarb. (409), 
(454) ein Phospho-pyridoxal wirksam (s. a. S. 93ff ). BROQUIST und SNELL 
(37), (221) fanden B 6 auch bet verschiedenen Milchs~iurebakterien in die 
Synthese yon Histidin aus Purinen (besonders aus Xanthin) verwickelt, 
indem es Imidazolbrenztraubensiiure, die direkte Vorstufe des Histidins 
in dieser Reaktionsfolge, umaminiert. 

Decarboxylierung und Transaminierung vollziehen sich nach folgen- 
den Gleichungen: 

NH2 NH,  
! I 

R . ~ H . C 0 0 H  --)- - -  R . C H j  + CO~ 
Aminosa.ure. Atom. Kohlondioxyd. 

R.CH.COOFI + RP 'C 'COOH ~- R-C .COOH + R t ' C H ' C O O H  

NHI  0 0 NHt 
Aminosfiure. Ketos~inre. , ,Neue"  Ketos~iure. , ,Neue" Aminos~ure. 

wobei R und R' die Reste verschiedener Amino- bzw. Ketos~uren dar- 
stellen. Das Charakteristische der Umaminierung besteht also formal 
darin, dab bet der Reaktion einer Keto- mit einer Aminosliure die Reste 
der beiden S~uren miteinander vertauscht werden. Die Bedeutung der 
Umaminierung ersieht man leicht daraus, dab bet intaktem Ablauf des 
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K o h l e n h y d r a t s t o f f w e c h s e l s ,  d e r  a u l 3 e r d e n  b d d e n  s c h o n  e r w ~ h n t e n  K e t o -  

s ~ u r e n ,  B r e n z t r a u b e n s ~ u r e  u n d  0 x a l e s s i g s ~ u r e ,  m i n d e s t e n s  n o c h  I~e to-  

g l u t a r s X u r e  l i e fe r t ,  d u r c h  A n w e s e n h e i t  einer  A m i n o s ~ u r e  b e r e i t s  d ie  

S y n t h e s e  y o n  3 w e i t e r e n  A m i n o s ~ u r e n  g e w ~ h f l e l s t e t  is t .  B e s t e l l t  so-  

m i t  d i e  w i c h t i g e  S c h l f i s s e l s u b s t a n z  da r ,  d ie  K o h l e n h y d r a t -  u n d  Eiweil3-  

s t o f f w e c h s e l  m i t e i n a n d e r  v e r b i n d e t .  

Die Katalyse durct~ Pyridoxalphosphat  k6nrien wir  uns, in An lehnung  an  
andere  Umse tzungen  der  Aminos~uren  mi t  C a rbony lve rb indungen  [s. z. B. 
I-IEYNS (122)] e twa  nach  fo igendem Schema vors te l len  (Abb. 4): Es  kondens ie r t  

Phospho- 
Aminos~ur~ pyrirloxal 

t 
Neue Aminos~ur,e Spa#ua#/~ "~ N,,~ " ' , "  . . . . .  

; ,; oz . / ~ . . ~ u  # -n~u x 

~ ' - ~  ~ .  , ~  

�9 ~, "b/'c~,.u.~c.coon 

O=~.eODH 

Ke/a~d#,~e I ~eu~ Kefos/~ure 
r 

Kondensaf/on"~,,, 

C~.NH= ...--O=C.COOH------~ 
Ph o sp h a -pyNda x a m /n R ' 
Abb. 4- Wizkungsmechanismus der B=-Katalyse. 

s ich zuers t  Phosphopyr idoxa l  I mi t  der  AminosAure zur  SCHIFFschen Base I I ,  
die nach  Verschiebung der  DoppeIbi~dung zu I][I in  P h o s p h o p y r i d o x a m i n  IV 
und die , ,Neue"  Ketos'Xure zerf~ll t .  Phosphopyr idoxamin  reag ie r t  nun  mit  der  
zugese tz ten  Ketos~ure  zu r  SCHIFFschen Base V, die nach  U m l a g e r u n g  zu VI 
un te r  Abspa l tung  der  , ,Neuen'"  Aminos~ture wieder  Phosphopyr idoxa l  I zurfick- 
bildet,  das dell Kreis lauf  yon neuem beg innen  kann .  Be im Mechanismus  dcr  
Decarboxyl ierung wird I I I  n i ch t  hydrolys ier t ,  sondern  decarboxyl ie r t  zu Va. 
Du tch  Umlagerung  yon  Va zu V I a  kann  das  e n t s p r e c h e n d e  Amin  un t e r  Riick- 
b i ldung yon  Phospho-pyr idoxa l  I en• Ffir dieses Schema sp r i ch t  der  Be- 
fund  ,con SN:~LL und RAmNOWITZ (381), dab  die ScHIFFschen Basen aus Pyr id-  
oxal  und vielen Aminos~uren  oder  Aminen  als Wuchss tof fe  bei ~V1ilchsAure- 
bak te r i en  dieselbe molare  Aktivitlk• wie Pyr idoxa l  besi• 1. 

I ~Areitere ErklArungsm6glichkei ten zum ~r de r B6-Katalyse siehe 
bei KARRER (142C). 
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]~in sehr  schOnes Beispiel, wie welt  m an  bei e r sch6pfender  Anwendung  rein  
mikrobiologischer  Methoden  zu neuen  E r k e n n t n i s s e n  vordr ingen  kann ,  b ie t e t  
die Erse•  yon  Pyr idoxa l  durch  d-Alanin.  SNELL und Mitarb .  (129), (130) 
legten  sich die Frage vor :  I s t  d-Alanin ein Vorll iufer des Pyr idoxals  oder  i s t  
Pyr idoxa l  ein Ka•  bei der  Synthese  des d-Alanins  ? SNELL und GUIRARI) 
(379) h a t t e n  anf~ngl ich  angenommen,  daB die ers te  Al t e rna t ive  zu t r i f f t ,  und 
wurden  da r ln  noch  bes t~rk t ,  als die chemische Syn these  des Adermins  auf  e inem 
Wege gelang, bei dem Alan in  eines der  Ausgangsma•  (65). Bedenkl ich  
s t i m m t e  aber  bereits ,  wa rum n u t  d-Alanin und  n ich t  das ,,natfirliche" / -Alanin 
die Vors tufe  sein sollte.  Die B e s t i m m u n g  yon Gesamt -B  6 mi t  Saccharomyees 
carlsbergensis e rgab  nun ,  dab  Lactobacillus easel und Streptococcus ]aecalis R in 
Anwesenhei t  op%imaler Mengen d-Alanin  mindes tens  15real weniger  B s e n t h a l t e n  
als in  Anwesenhei t  e iner  bere i t  unter-opiimalen Pyr idoxa lkonzen t r a t i on .  In  
Bact. coli und A spergillus niger, die B s selbs• syn the t i s i e ren ,  wurde auBerdem die 
Bs-Synthese  d u t c h  d-Alanin n i ch t  ges te iger t ,  d-Alanin kann  also kein VorlSu#r 
yon B s sein. U m g e k e h r t  zeigten d-Alanin-Bestimmungen mit  Lactobacillus casei, 
die mi• e inem groBen Aufwand yon  S icherhe i t smaf lnahmen  ers t  neu ausgearbe i te t  
werden muBten,  dab  in Anwesenhei t  yon  Pyr idoxa l  groBe d-Alan inmengen  ge- 
b i ldet  werden.  Gleichzeit ige B es t i m m ungen  yon Gesamt-Alanin  mi t  Leuconostoc 
citrovorus l ieBen in Lactobacillus easel, Streptococcus /aecalis R, L. arabinosus, 
Lent. mesenteroldes 20--45  % des Alanins  als in  seiner  d -Form vor l iegend er- 
kennen .  Da der  Gesamt-Alan ingehaI t  fiir Streptococcus/aeealis R e twa  4~ der  
Trockenmasse  be t r~gt ,  i s t  die Menge yon d-Alanin auf  j eden  Fall  so groB, da0  
man  ibm eine wicht ige  Rolle im Stoffweehsel  zuges tehen mul3. Es is t  auffal lend,  
dab  in He/en ,  z. ]3. Torula cremorls kein d-Alanin  nachzuweisen  ist .  SNELL 
v e r m u t e t ,  d ab  Pyr idoxa l  bei der  Bi ldung yon  d-Alanin die Rolle e iner  ,,Co- 
racemiase'" spielen kCnnte,  d . i .  eines Coferments ,  das die l~eaktion 

l-Aminos/~ure # d-Aminosl iure  

ka ta lys ie r t .  Der Wqrkungsmechanismus  mfi0te durch  eine spezielle Ar t  der  Um- 
amin ie rung  erkl~.rt werden.  Den Anschauungen  SNELLS s t ehen  die Befunde yon  
LYwAz, I u n d  KUII~EN (g20) n ich t  entgegen,  dab  d-Aminos~uren  yon verschiedenen 
Milchs~Lurebak'terien besser oder  i iberhaupt  ers t  verwer te t  werden, wenn das  Medi- 
um gr6Bere Konzen t r a t i onen  an ]3 s en t h~ l t  1. 

f3be r  d e n  Mechanismus  d e r  Bs-Synthese d u t c h  M i k r o o r g a n i s m e n  

weiB m a n  b i s h e r  s e h r  w e n i g .  N a c h  EPPRIGHT u n d  WILLIAMS (88) v e r -  

s t ~ r k t  G a l a k t o s e  die  A d e r m i n s y n t h e s e  be i  v e r s c h i e d e n e n  I - Ie fe rassen  

g a n z  e r h e b l i c h ,  w i t h r e n d  sie d u r c h  X y l o s e  s t a r k  h e r a b g e s e t z t  w i rd .  

MCgl i che rwe i se  g i b t  e s  v e r s c h i e d e n e  W e g e  d e s  B e - A u f b a u s  ' w a s  m a n  

d a r a u s  s c h l i e B e n  k a n n ,  d a b  n a c h  STOKES (896) u n d  M i t a r b .  e i ne  M u -  

t a n t e  y o n  Neurospora sitophila B s  bei  p~i < 5,8 z u m  W a c h s t u m  be-  

u 6 t i g t ,  be i  g r 6 B e r e n  p ~ i - W e r t e n  j e d o c h  s y n t h e t i s i e r t .  D e r  weitem A u f -  
ban zu d e n  C o f e r m e n t e n  u n d  F e r m e n t e n  e r f o l g t  d a n n  n a c h  f o l g e n d e m  
S c h e m a  (Abb .  5).  

1 Vgl. ebenfal ls  die Verwer tba rke i t  yon d-Methionin  durch  Lactobacillus 
arabinosus 17--5 in  Gegenwar t  yon Pyr idoxa l  oder  besser P y r i d o x a m i n  [CA~alXN 
und DUNN (51)] und diejenige yon allo-Isoleacin (an Stelle yon  Isoleucin) durch  
denselben B a k t e r i e n s t a m m  (nicht  du t ch  So. [aecalis R oder Leuc, mesenteroides 
P-6o) in  Anwesenhei t  yon viel Py r idoxamin  (nicht  yon  Pyr idoxin)  [Hood  und 
LYMAN (130a)]. 
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Die Schritte 2 und 2a, also die Bildung yon Pyridoxal und Pyrid- 
oxamin, dfirften von Mikroorganismen, die Adermin an ihrer Stelle 
nicht zum Wachstum verwerten k6nnen, nicht ausgeffihrt werden. 
Jedoch muB das Funktionieren einer der beiden Schritte schon zur Aus- 
wertbarkeit yon Adermin ffihren, wenn die Bedingungen ffir Schritt I 
gegeben sind. Ffir die Umwandlung yon Pyridoxamin zu Pyridoxal 
ist auf Grund von Versuchen mit ruhenden Streptococcus faecalis-Zellen 
die Anwesenheit einer Ketosiiure notwendig (19). Es ist allerdings nicht 
auszuschlieBen, dab bei diesen Versuchen die Reaktion auch fiber die 
Schritte 3a und I I  Ifihrte, da nur die Bildung yon Phosphopyridoxal 
nachgewiesen wurde. Als rein chemische Reaktion (bei h6herer Tern- 

X {X'} 

4- Oe'soxyqdermin . AdePmin 
{pyridoxin] #~§247 

I ~  § E ~  
Pyridoxcd I Pyridoxamin 

I/Adenosin- 1 I . . . .  +Ke/osdure l~#hosphars.§ 3 I(~.~ ~ ~ . I/Adenosin- 

Phospho-a-desoxypyridoxin Phosphopyridoxal --~." PhosphopyHdoxamin 

[osin- And~re l~ans- Andere 
ca~box~t~se Aminosiiure- omin(Isen ,,Ad~pmin" 

decarbox~,hsen Feernen~r 
Abb.  5. A u f b a u  yon A d e r m i n  und Be-Fe rmen ten  (~Iechan i smus  der  

4 -Deso x y a d e r m i n - H e m m u n g ) .  

peratur) wurde der Schritt I iibrigens in beiden Richtungen durch 
SNELL (377) verwirklicht. 

Die Phosphorylierung yon Pyridoxal und Pyridoxamin (Schritte 3 
und 3 a) wird nach BELLAMY, UMBREIT lind GUNSALUS (19) dutch 
wachsende Streptococcus faecalis-Zellen lo bis 2omal rascher ausgefiihrt 
als dutch ruhende. In letzteren ist das Adenosintfiphosphors~iure- 
System weitgehend "ausgesehaltet, so dab Zugabe von Adenosintri- 
phosphors~iure reaktiviert,  ein Effekt, der fiberhaupt erst zur Auf- 
findung der phosphorylierten B6-Derivate geffihrt hatte (107). Lacta- 
bacillus helveticus, L. acidophilus und L. Delbriickii ATCC 9649 k6nnen 
die Phosphorylierungen nicht ausffihren, denn zu ihrem Wachstum 
fanden MCNUTT und SNELL (240), (241) nut Phospho-Pyridoxal und 
-Pyridoxamm bef~higt, die erwartungsgem~B meist durch d-Alanin er- 
setzbar sind [KITAu und SNELL (la7a)]. Warum die phosphorylierten 
Verbindungen bei Saccharomyces cerevisiae, Streptococcus faecalis 12 und 
Lactobacillus casei als Wuchsstoffe v611ig inaktiv sind, ist noch nicht 
n~her analysiert (808). 
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Die Verknfipfung yon Pyridoxalphosphat mit der Apodecarboxylase 
(Schritt 4) wird durch Phospho-4-desoxyadermin gehemmt, wie BEILER 
und MARTIN (17) sowie UMBREIT und WADDELL (410) im Enzymtest  
fanden (Tyrosin + Streptococcus faecalis-Apoenzym 1 + Pyridoxal-phos- 
phat). 

Bei verschiedenen B6-bedtirftigen St~mmen yon Milchs~urebakterien 
wird das Wachstum aber bereits durch das unphosphorylierte Analogon 
gehemmt. Schon 1939 hatte M6LLER (251) bei Prtifung der Be-Spezifit~t 
an Streptobacterium plantarum (105) gefunden, dab 4-Desoxyadermin 
(s. Formel S. 266) in h6herer Konzentration teilweise Be-ersetzend wirkt 
(Niveau 300/o desj. von Adermin), ohne dab man damals schon daran 
dachte, bei Wirksto ffanalogen nach Hemmstoffen zu suchen. UMBREIT und 
WADDELL (410) konnten nun denWirkungsmechanismus der Wachstums- 
hemmung durch 4-Desoxyadermin aufkl~ren: Diese Substanz hemmt 
nicht Schritt 2, denn Pyridoxal wirkt,nicht besser enthemmend als die 
beiden anderen aktiven Be-Derivate; auch nicht Schritt 3, denn die 
Phosphorylierung yon Pyridoxal mit ruhenden Sc.faecalis-Zellen unter 
Zugabe yon Adenosintriphosphat wird nicht beeinflul3t; und schlieBlich 
auch nicht Schritt 4, da die Tyrosindecarboxylierung mit Sc. faecalis- 
Apoenzym +Pyr idoxa lphospha t  nicht gehemmt wird. Da 4-Des- 
oxyadermin aber entsprechend Schritt 3 durch ruhende Sc.faecalis- 
Zellen + Adenosintriphosphat phosphoryliert wird, muB angenommen 
werden, dab die Wachstumshemmung so zustande kommt, dab sich erst 
Phospho-4-desoxyadermin bildet, das dann die Synthese der Tyrosin- 
decarboxylase aus Co- und Apoferment (Schritt 4) hemmt. 

V. Pan~othens~ure. 
Pantothenstkure als Wuchsstoff (Bioskomponente), Vitamin und Bestand- 

tell yon Coenzym A, dem Acetylierungscoferment: Acetylierung yon SuHon- 
' amiden zu Acetylsulfonamiden, yon Cholin zu Acetylcholin, yon Essigs~ure zu 

Acetessigst~ure und yon O~r zu Citronenstkure i~ber ,,Acetylphosphat". 
Dadurch Verbindung zum FettstoIfwechsel und zum Kohlenhydratstoffwechsel 
(CitronensAure-Cyclus). Aufbau yon Pantothensi~ure aus den Komponenten: 
Pantoyltaurin und fi-Alanin. Diskussion der Stoffwechselanalyse der .Pantoyl- 
sAurebildung aus Valin und der /~-Alaninbildung aus Asparagins~ure. Typen 
der Antagonisten: SulfopantothensAure (Pantoyltaurin), ~-Aminobutterstkure, 
Salicyls~ure, Cysteinst~ure u. a. Kompeliiiver und nicht-kompetitiver An- 
• Andere M6glichkeiten der mikrobiologischen Pantothenstkuresyn- 
*hese. Kopplung yon Pantothenstkure-Abbau und Glycolyse (Streptokokken), 
Hemmung des Abbaus durch Pantoyltaurin. Pantothens'~ure-Conjugate (L. bul- 
garicus: Faktor). 

1 Um geeignete Prt~parate yon Tyrosin-Apodecarboxylase aus Streptococcus 
[aecalis zu erhalten, bedient man sich eines interessanten Kunstgriffes : ~vlan ver- 
wendet ntkmlich einfach in d-Alanin geztichtete Zellen (18), die ia nach SNELL 
und Mitarb. (129) arm an BG, also auch an Pyridoxalphosphat sind. 
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Die bisher besprochenen Wuchsstoffe waren zuerst als Vitamine 
erkannt  und isoliert worden; in der Pantothens~iure begegnen wir zum 
ersten Mal einem Wirkstoff, der lange Zeit nur als Wuehsstoff fiir Hefe 
bekannt  war. Ihre Existenz wurde von WILLIAMS und Mitarb. (438) 
in den Jahren 1931--33 erwiesen, als ihnen eine weitere Aufspaltung 
des Bioskomplexes gelang und die Anreicherung einer Substanz m6glich 
wurde, die neben m-Inosit  und Aneurin fiir den Zuwachs bei einigen 
Hefestiimmen erforderlich war. Spiiter wurde auch in Trichophyton in- 
terdigilale erstmals ein Schimmelpilz gefunden, dessen Wachstum durch 
Pantothensiiure beschleunigt wird (268). Erst 1939 konnte im WILLIAMS- 
schen Arbeitskreis (438) durch hydrolytische Spaltung eine Komponente  
der Pantothens~iure, das ~-Alanin, erhalten werden. Der Zufall wollte 
es, dab diese Forscher schon 3 Jahre vorher ~5-Alanin als Wuchsstoff 
versehiedener Hefesti imme erkannt  hatten,  ohne sofort zu ahnen, dab 
in ihm ein Bestandteil der Pantothensiiure voflag. Dies hing wohl zum 
Teil damit  zusammen, dab es erst in viel h6heren Konzentrat ionen als 
Pantothens~ture wirksam ist. Die zweite Komponente  wurde zur glei- 
chen Zeit als eine Polyoxycarbons~iure angesehen; ihre genaue Struktur  
konnte aber erst 194o als a, y-Dioxy-fi,fl-dimethylbuttersdure (Pantoyl- 
s~iure) aufgekl~irt werden (438}. In  der Pantothens~iure sind die beiden 
Komponenten peptidart ig miteinander verkniipft,  ihre Struktur  ist so- 
mit  die folgende: 

tIO �9 CH 2 �9 C(Ctt~) 2 - CH(OH) �9 CO �9 NH - CFI 2 - CH 2 �9 COOH. 

Inzwischen hat ten SNELL, STRONG und PETERSOlq (383), (384), (385)~ 
S.a. (462) die Identiti i t  ihres S~iure- und Alkali-labilen Faktors  fiir 
Milchsdurebakterien mit der Pantothens~iure gezeigt [vgl. a. MOLLER 
1252), (253)]. Die Pantothens~iure konnte auch den Leberfaktor  ffir 
h~molysierende Streptokokken yon HUTCI-IINGS und WOOLLEY (132) 
ersetzen. Weiterhin stellten MUELLER und IKLOTZ (269) fest, dab 
Pantothens~iure das Wachstum gewisser Diphtherie-St~imme weit besser, 
d .h .  in kleineren Konzentrationen, erm6glicht als /5-Alanin, da~s diese 
Autoren bereits 1937 als Wuchsstoff bei B. dysenteriae erkannt  bat ten 
(266), (268). SchlieBlich wurden F~ille mitgeteilt,  zuerst von WOOLLEY 
(456) bei einem Stature yon Streptococcus haemolyticus, in denen die 
Pantoyls~iure Pantothens~ture ersetzen kann. Meist mtissen recht hohe 
Konzentrationen dieser Komponente  angewendet werden, z. B. bei 
Proteus morganii (133), (134) lO ooomal mehr als von Pantothens~iule, 
die im Konzentrationsbereich yon lo  -9 bis lO -a g/cm a optimales Wachs- 
turn bei den verschiedenen Mikroorganismen erm6glicht. Die Bedtirftig- 
keit weiterer Mikroorganismen an Pantothens~iure und ihre Ersetzbar-  
keit durch die Komponenten,  die durchaus derjenigen beim Aneurin 
vergleichbar ist, kann aus Tab. 4 ersehen w e r d e n . -  Bald nach der 
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Tabelle 4. Bedar/ yon Mihroorganismen an Pantothensdure und ihren Komponenten. 

Mikr oo rgan i smen  

E. coli . . . . . . . . . . .  
Proteus vulgaris . . . . . . .  
Aerobacter aerogenes . . . . .  
B.  pyocyaneus . . . . . . .  
B.  subtilis . . . . . . . . .  

Neurospora crassa (Wildstamm) 
Neurospora crassa (iVlutante) . 
Milchs~.urebakterien . . . . .  
Propions~ture bakterien . . . .  
Streptokokken . . . . . .  . . 
Pneumokokken . . . . . . .  
Clostridien (einige St~mme) . 
B. paradysenteriae (gewisse 

Flexner-Stamme) . . . . .  
C. dipMheriae . . . . .  a) 

b) 
~) 

Saccharomyees cerevisiae, a) 
b) 
c) 

Brucella suis 1662 u. a . . . .  
Brucella abortus, B. suis (an- 

derc Sti~mme) . . . . . .  

Clostridium septicum . . . .  
A eetobacter subo x ydans 

ATTC 621 . . . . . . . .  
Se. haemolyticus H 69D . . . 
Proteus morganii . . . . . .  

St~irke des  W a c h s t u m s  in G e g e n w a r t  v o n :  

Panto- Pan to lac ton  
thens~ure  + f l -Alanin  

+ + +  

+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  

+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  

+ + +  

+ + +  

+ + +  
+ + +  
+ + +  
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l ac ton  

+ + +  + + +  

+ + +  + + +  
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O O 
+++ :0 
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+ + +  0 
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Isol ierung der Pantothens~iure wurde auch ihr  V i t amincha rak t e r  fest- 
gestel l t ;  sie war ident isch mi t  dem sog. F i l t r a t f ak to r  bei Ra t ten ,  der 
als W a c h s t u m s v i t a m i n  und  Achromotr ichiefaktor  wirkt  (~I38), (388), 

(359). 

Nach SItlVE und  Mitarb.  (362) wird der Pan to thens i iu re -Bedar f  yon  
Proteus  morgan i i  durch Citronen-,  cis-Aconit-,  a -Ketoglu tar - ,  Oxal- 
essig- und  Brenzt raubens/ iure  mindes tens  auf den lo.  Tell herabgesetzt  
(Panto thens i iure-sparender  Effekt).  Da  alle diese Subs t anzen  dem 
Citronens~iure-Cyclus angeh6ren,  wurde auf eine Betei l igung der Pan-  
tothcnsiiure an  der Cilrouensduresynthese  geschlossen. Altere Befunde 
wiesen auf e in  Eingreifen in  die Oxyda t ion  der Brenzlraubensdure .  DORF- 
~AN, BERKM,~SI und  KosER (73) sowie HILLS (124) k o n n t e n  n~imlich 
eine s tarke  Erh6hung  der Brenz t raubens i iu re -Oxyda t ion  feststellen,  
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wenn Pantothens~iure-arm ern~hrten Proteus morganii-Zellen Pan- 
tothensiiure zugeifigt wurde. Nach LIPMANXS (212) Untersuchungen 
weil~ man heute, dab diese Oxydation fiber EssigsAure und ,,Acetyl- 
phosphat" ffihrt. Die Reaktion Essigsi~ure-+,,Acetylphosphat", die 
man als Acetylierung der Phosphors~iure auffassen kann, und viele 
andere Acetylierungen, z. B. yon Sulfonamiden zu Acetylsulfonamiden. 
von Cholin zu Acetylcholin, werden dutch das sog. Coenzyra A kataly- 
siert. LII'MAI~ und Mitarb. (213), (214) fanden nun kfirzlich, dab dieses 
Coenzym neben Adenylsfiure, l~hosphors~ure, Cystein, Glutaminsiture 
und anderen AminosAuren 1i bis 12% Pantothensdure enth~lt 1 Bei 
der Anreicherung waren Aktivit~t und Pantothens~iuregehalt parallel 
miteinander gestiegen. Glutamins~iure und Cystein sind wahrscheinlich 
peptidartig mit der COOH-Gruppe der ~-Alanin-Komponente verbunden, 
Adenylsiiure dfirfte fiber Phosphat mit einer der OI-I-Gruppen der Pan- 
toyls~ure-Komponente verknfipft sein. Die andere OH-Gruppe scheint 
ffir die Funktion des Coenzyms A wesentlich zu sein und deshalb frei 
vorzuliegen (Coenzym A l~Bt sich z. B. mit Acetylphosphat ,,verestern") 
(214a). Damit ist also in jfingster Zeit aueh die Pantothens~iure als 
Bestandteil eines Coferments erkannt worden, das nicht nut  in den 
Kohlenhydrat-, sondern auch in den Fettstoffwechsel eingreift, denli eine 
Verknfipfung der beiden besteht dutch die Reaktionsfolge: 

Essigs~ure Coenzym A (+ ]31 + Adenosintriphosphors~ure)L~,Acetylphosphat, 

Coenzym A ) AeetessigsAure (387)-..---~Triacets'aure - - - * ,  Polyketofetts~.uren 

~ _ ~ .  Fetts~uren. 

Es ist anzunehmen, dab die von S~IIVE (862) vermutete Beteiligung der 
Fantothens~iure an der ,,Citronens~ure"-Synthese letzten Endes eben- 
falls auf die Reaktion Essigsiture-+,,Acetylphosphat" zurfickgeht. Ganz 
kfirzlich zeigten in der Tat  NOVELLr und LIPVIANN (283), dab die Konden- 
sation yon Oxalessigsiiure mit Acetat zu Citronensfiure in Here durch 
Coenzym A -}- Adenosintriphosphat katalysiert wird. Bei E. c6li Werk- 
mann Nr. 26 konnte Aeetat + Adenosintriphosphat sogar durch synthe- 
tisches Acetylphosphat ersetzt werden, was weder bei der Citronensi~ure- 
synthese in Here und Taubenleber Is. z .B.  STERN und OCI~IOA (392)], 
noch bei der Pyruvat-Synthese aus Acetat dutch den benutzten E. coil- 
Stature m6glich ist 3. Neben der Synthese der Acetessigs~iure dfirfte also 

1 t3ber zwei l~'ormen yon Coenzym Aim Enzymkomplex tier Leber-,,Cyclo- 
phorase", die beide weniger Alkali-empfindlich sind als freie Pantothensi~ure (l), 
beriehteten kfirzlich NEILANDS, HIGGI~S und STRONG (271). 

2 Weiteres fiber das Enzym-System der CitronensAure-Synthese in E. coli, 
Cl. butylicum, Sc. ]aecalis, Azotobacter agilis, Mycobact. tuberculosis und Here 
bei S'rEP.N, SHAVlRO und OCHOA (392a). 
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die Beteiligung am Citronensdure-Cydus die Hauptfunktion des Coen- 
zyms A darsteilen. 

SEVAG und GREEN (361) vermuten auf Grund der Ersetzbarkeit yon 
Tryptophan durch Glucose + Pantothensiure  beim Wachstum yon 
2 Staphylokokken-Stlimmen, dab Pantothensiiure auch in die Trypto-  
phan-Synthese eingreift (s, S. z93ff) .  
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kbb. 6. Aufbau yon Pantothens~iure und Coenzym A. 

Die Bete i l igung  tier P a n t o t h e n s i i u r e  an  e i n e r  Ace ty l i e rung  l~iBt s i ch  e in fach  
und  e l n d e u t i g  a m  fo lgenden  mik rob io log i s chen  Beispiel  beweisen.  Gewisse 
S t l im m e  yon  Streptobacterium planlarum (13. acetylcholini) h a b e n  n a c h  KEZL a n d  
Mi ta rb .  (146), s. a. (258) die  Fi thigkei t ,  Ace~ylcholin zu bi lden,  e ine  F/ ih igkei t ,  
d ie  i ibr igens  bis h e a t e  u n t e r  v ie len  an t e r such•  1V[ikroorganismen n u r  noch  bei 
T~.ypanosoma rhodesiense (38) g e l u n d e n  w u r d e .  MARJORII!~ STI~PHI~NSON (391), 
(115), (326) ze ig te  n o c h  kurz  vor  i h r e m  Tode ,  dab  d ie  d u r c h  d ieses  B a k t c r i u m  
geb i lde t e  AcetyJcholinmenge yon  de r  P a n t o t h e n s ~ u r e k o n z e n t r a t i o n  des  l ~ h r -  
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m e d i u m s  a b h A n g i g  i s t ,  u n d  d a b  f e r n e r  I ) a n t o t h e n s ~ u r e - a r m  e r n A h r t e  Z e l l e n  i n  
P u f f e r  + G l u c o s e  + C h o l i n  v i e l  m e h r  A c e t y l c h o l i n  b i l d e n ,  w e n n  P a n t o t h e n s a u r e  

z u g e g e b e n  w i r d .  

Uber den Mechanismus der Pantothensdure-Synthese haben sich 
R. KuHN und TH. WIELAND (184) schon t942 Gedanken gemacht. Die 
biologische Entstehung der f -Alanin-Koraponente durch Decarboxy- 
lierung von Asparagins~ure (s. Abb. 6, Schritt II) ist lange bekannt und 
kiirzlich bei Bakterien (Rhizobium trifolii, Escherichia coli, Proteus vul- 
garis, Azotobacter vinelandii) yon LICHSTEIN und Mitarb. (22), (63) 
mittels des mikrobiologischen/5-Alanin-Tests mit Saccharomyces fragilis 

l-A~amg/~s#?/ce 30a 3 
g 3 la zo lgOT/cr~ 

- - - -  P~a/o/#ez~#~,"e 60 

z 100 zga 1ooQoy/~ ~ 

l-~'ya/e/zs#'~re 
Abb. 7. Kompeti t iver  und nicht-kompeti t iverAatagonlsmus 
bei dor Hemmung yon E. coli durch /-Cysteins~iure (nach 
tabellarischen Werten yon J .M. RAVEL und W. SH1VE 

[x946] (316) erweitert). 

Die oiusgezogenr Kurven-Schar zeigt deutlich den kom- 
peti t iven Antagorlismus zwischen /-Cysteins~ure und l-As- 
paragir t~ure.  Bei looo--3ooo ? l-Cysteinsliure/cm * h6rt das 
Gebiet ihrer spezifischen Hemmung auf: keine weitere 
Enthemmung dutch steigende Asparagins~iure-Konzeatra- 
tionen (Iette Kurve). Bis zu diesem Konzentrationsgebiet 
erfolgt auch keine Hemmung in Anwe~enhcit schon kleiner 
Parltothens~ure- ( - - - - - - )  bzw, fl-Alarfin- { . . . .  ) Mengen. 
Erniedrigt  man die lctzteren aoch weiter, so werden die 
Kurvea in anderer Richtung als beim kompeti t iven Anta- 
goaismtls verschobeu. Im Goblet derspezifischen Cystein- 
s~iurehemmung treten Hemmuxtgsttiveaus auf, da die zu- 
gegebene Pantothens~ttre-(fl-Alanin-)Menge zu optimalem 

Wachstum nicht  mehr ausreicht.  

exakt nachgewiesen wor- 
den. Schritt I I  wird dutch 
Analoge der Asparagin- 
saute, z. B. Oxyasparagin- 
s~ure oder l-Cysteins~iure 
gehemmt, offenbar im kom- 
petitiven Substratantago- 
nismus bei der Asparagin- 

siiuredecarboxylierung. 
Denn die fl-Alanin- bzw. 
Pantothens~ure- Synthese 

wachsender E. coli-St~mme 
ist nach SHIVE and Mit- 
arb. (316), (363) vom Ver- 
h~iltnis der Konzentratio- 
nen l-Asparagins~mre/l-Cy- 
steins~ure abh~ngig, und 
die Wachstumshemmung 
von E. coli, Leuconostoc me- 
senteroides, Lactobadllus 
arabinosus und L. easel 
durch nicht zu-hohe Kon- 
zentrationen an /-Cystein- 
s~iure, d, l (para)-Oxyas- 

paragins~iure oder m-Diaminobernsteins~iure wird kompetitiv durch 1-As- 
paragins~iure, nicht-kompetitiv durch fl-Alanin oder besser Pantothen- 
s~ture aufgehoben (362) (s. Abb. 7 ) .  

Z u m  n ~ h e r e n  V e r s t ~ n d n i s  d e r  ~ i c h t - h o m p e t i t i v e n  H e m m u n g  b z w .  E n t h e m -  
m u n g  d i e n e  d i e  f o l g e n d e  E r l ' h u t e r u n g :  R e i n  ~ u l ] e r l i c h  k o m m t  d i e  E r s e h e i n u n g  
d a d u r c h  z u m  A u s d r u c k ,  d a b  s c h o n  e i n e  s e h r  k l e i n e  K o n z e n t r a t i o n  a n  W u c h s s t o f f ,  
t h e o r e t i s c h  g e r a d e  d i e j e n i g e ,  d i e  z u  o p t i m a l e m  V e a c h s t u m  b e d i i r f f i g e r  S t ~ m m e  
e r f o r d e r l i c h  i s t ,  d i e  t I e m m u n g  b e s e i t i g t .  D i e s e  W u c h s s t o f f - K o n z e n t r a t i o n  i s t  
a u s r e i c h e n d ,  u m  a u c h  d i e  W i r k u n g  f ibe r  e i n  g r o B e s  K o n z e n t r a t i o n s g e b i e t  a n s t e i -  
g e n d e r  I - I e m m s t o f f - I ~ o n z e n t r a t i o n e n  z u  k o m p e n s i e r e  n .  H e m m s t o f f  u n d  W u c h s -  
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stoff stehen also nicht in einem konstanten Verh~tltnis. Eine Hemmung bei 
Wuchsstoff-bcdiirftigen Stfimmen ist  sinngemSB nicht zu erreichen, denn 
bei diesen muB, um iiberhaupt Wachstum zu erhalten, sehon die eut- 
hemmende Konzentration an Wuchsstoff anwesend sein. Hemmung t r i t t  des- 
halb nut  bei Slammen ein, die den Wuchsstoff synthetisieren. Hieraus muB der 
Schlug gezogen werden, dab bei nicht-kompetitiver Enthernmung die Synthesr 
des Wuchsstoffs dutch den Antagonisten gehemmt wird. W'enn bereits ein Vor- 
lfLufer des Wuchsstoffs nicht-kompetitiv enthemmt, mull natiirlich die Synthese 
dieses VorlXufers gehemmt werden. Betrachten wir den etwas schwierig er- 
scheinenden Fall  des nicht-kompetitiven Antagonismus nochmals yon der um- 
gekehrten Seite: Wenn tIemmung des Wachstums dureh ttemmung der Syn- 
these des Wuchsstoffs zustande kemmt, dann kann unter Bedingungen, die seine 
Synthese iiberfltissig machen (Zufiihrung des Wuchsstoffs won auBen) iiberhaupt 
keine Wachstumshemmung raehr auftreten. 

W~re  die D e c a r b o x y l i e r u n g  der  l -Asparag ins~ure  de r  einzige Weg,  
auf  dem f l -Alanin mikrobio logisch  gebi lde t  werden kann,  dann  m/iBten 
alle Mikroorganismen,  die keine / -Aspa rag insSure -Deca rboxy la se  en t -  
h a r e m  /~-Alanin als Wuchss tof f  ben6t igen.  Un te r  den yon MCHSTEIN 
und Mi ta rb .  (22), {63) als Irei yon / -Asparagins~iure-Decarboxylase  ge- 
fundenen  S t ~ m m e n :  Lactobacillus bulgaricus, L. casei, L. arabinosus, 
Streptococcus faecalis, Corynebacterium diphfheriae, Saccharomyces fra- 
gills u.a., Micrococcus pyogenes aureus, Slaph. aureus und Aerobacter 
aerogenes k o m m e n  abe r  die un te r such ten  S t~mme bei  den beiden le tz-  
t e ren  ohne  Pantothens~iure  aus  1. E inen  wei teren Syntheseweg  ffir 
/~-Alanin k6nnte  man  viel le icht  in de r  H y d r o l y s e  des  Anser ins  oder  
Carnosins  erbl icken.  Das le tz tere  e rse tz t  nach  MUELLER (267) in de r  
Ta t  /~-Alanin als Wuchss tof f  bei C. diphtheriae, wenn auch ers t  in 
l o f ach  h6herer  K o n z e n t r a t i o n .  Jedoch  k6nnen diese beiden Subs tan-  
zen in / -Asparagins~iure-Decarboxylase-f re ien  Mikroorganismen n icht  
a ls  Vorl~ufer  des /~-Alan ins  angesehen  werden ,  da  ihre  Synthese  k a u m  
ander s  als aus  den  Bruchs t i i cken  / -His t id in  bzw. l -Methy lh i s t id in  und 
/5-Alanin(!) d e n k b a r  ist .  Schl iegl ich l iegen in der  R e a k t i o n  yon  C3- 
K6rpe rn  der  Glykolyse  mi t  NI-I 3 noch verschiedene Bi ldungsm6gl ich-  
ke i t en  des f l -Alanins  [ENDERS (87), NIELSEN und I-IARTELIUS (274), 
(1~8)]. 

Ffir  die 5"ynlhese der Panloylsdure-Komponente der  Pantothens~iure  
nehmen  KuHN und WIELAND (18g) Valin als M u t t e r s u b s t a n z  an,  das  

1 M6glicherweise enthielten diese S~imme auch nut  so wenig /-Asparagin- 
s~ure-Decarboxylase, dab sie sich der angewendeten Bestimmungsmethode ent- 
zog. Hierftir spricht, daBvieleAerobacter-St~mme Zuwachseffekte mit Pantothen: 
sXure zeigen [KING u. CH~LD~MN (151 a)], manche Staphylokokken dieselbe sogar 
unbedingt bcn6tigen [2r WEYGAND ll. WACIKER (261)], mithin das Syn- 
• fiir Pantothens~ture durch diese Bakterienarten nur gering sein 
diir/te. ~ Umgekehrt besteht fibrigens v611ige Klarheit: Alle l-Asparagins~ure- 
Decarboxylase-haltigen Bakterien (s. S. 176 ) batten kein Wuchsstoffbediirfnis fiir 
Pantothensfi ure. 

Fortschr.  chem. Forsch.,  Bd. ~. 12 
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fiber Dimethylbrenztraubensiure 1 und tTormyldimethylbrenztrauben - 
sfiure in PantoyIs~iure fibergehen k6nnte. Nut der letzte Schritt (Abb. 6, 
Schritt 4) ist biologisch vefifiziert worden: g/irende Here ist in der Lage, 
diese Hydrierung auszuffihren. Die KUHN-WIELANDsche Hypothese 
gewann sehr an Wahrscheinlichkeit, als IvANOVtCS (134) zeigen konnte, 
dab die Pantothens~uresynthese yon Esch. coli durch Caseinhydrolysat 
auf das 8fache gesteigert wird. Weiterhin wird die spezifisehe Hemmung 
dutch SaIicylsdure 2 bei E. coli nicht nur nicht-kompetifiv durch Pan- 
tothensfmre oder h6here Konzentrationert Pantoyls~ure aufgehoben, 
woraus ersiehtlich ist, dab die Synthese der Pantoyls~ure gehemmt wird, 
sondern auch durch verschiedene a-Aminos~uren, bes. Valin, Leucin, 
Isoleuein und Lysin. Aus den 3 letzteren Aminos~turen k6nnten sich 
analog dem KUHN-WIELANDschen Schema entsprechende Homologe 
der Pantothensiiure bilden, yon denen auch bekannt ist, dab sie bei 
gewissen Bakterien Pantothensiiure mehr oder weniger gut ersetzen 
(132), (434). Da Valin wahrscheinlich kompetitiv enthemmt, was man 
aus den Ivs Versuchen (l&q), (136), (137), (138), (139) nur 
vermuten kann, dtirfte die Valinsynthese nicht dureh Salicylsiiure ge- 
hemmt werden. Daft aher auch Schritt 4 ffir diese tIemmung nicht in 
Frage kommt, zeigt die Enthemmbarkeit yon Salicyls~ure mit Pan- 
tonin-=--0~-Aminopantoyls~ure, die nach AC~:EI~MAN~ und SHIVS- (2) 
mit denselben Konzentrationen wie mit Pantoylsiiure gelingt. Pantonin 
kann zwar bei Acetobacter suboxydans (2) Pantoylsiiure genau so wenig 
ersetzen wie die entspreehende a-Aminopantothens~iure die Pantothen- 
s~iure bei Streplobacterium ~lantarum (432), aber es wird durch E. coli 
leicht in Pantoyls~iure umgewandelt (2) (Schritte 4 a and 4)- Da also 
offenbar die Pantoyls~iure der eigentliche Enthemmstoff ist a k6nnen 
die zu dessen Bildung notwendigen Schritte nicht der Angriffspunkt 
der Salicyls~urehemmung sein. Dies gilt sicher auch fiir Schritt 2, der 
Schritt 4 a analog ist (Ketos~iure--+Aminos~iure). Als Angriffspunkt 

1 Dimethylbrenzt raubens~ure  is• yon HOCK~NHULL, I~AMACHANDRAN l~lld 
WALKER (124 a) kfirzlich auch als Zwischenprodukt  der Penicil l insynthese in 
P. r*otatum e rkann t  worden (Vorstufe des t3austeins fl-Oxyvalin}. Es  soll aus 
Acetat  gebildet werd~n. Die S~iure ist  iibrigens scnon 1935 durch den Japaner  
GIDA [zitiert bei HOCKENHULL U. Mitarb.  (124 a)] als normales Stof~wechsel- 
p rodukt  yon  AspergilIus niger aulgefunden worden. 

I Eine lihnliche Wirkung besitzen Mande2sSure und Phenylglyoxflsdure 
.[PERaULT It. GREIB (297)], sowie 2-Chlor-d-aminobenzoesdure [KI~'o0 STEARRIAN 
U, C]t~LDELIN (154)]. Die hemmende Wirkung nicht  Zu hoher  Konzent ra t ionen  
der  le tz teren wird durch p-Aminobenzoesaure kompo.titiv, durch PantothensAure 
n ieh t -kompet i t iv  aufgehoben [KING u. Ca~LDEnrN (151a)]. 

3 Pan ton in  erscheint  im W~LAl~m-KuHNschen Schema haeh~• als Neben-, 
nicht  Ms Zwischenprodukt  der Pantyolshure-Synthese ,  ffir welch ]etzteres  
ACIr U. SHIRE (2) es hal ten.  Sein nati ir l iches Vorkommen [AcK~RMANN 
U, KXRBY (1)] dfirfte n icht  sicher erwiesen sein. 
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der Salicylsiiurehemmung bliebe also nur Schritt  3 fibrig, die Formy-  
lierung der Dimethylbrenztraubens~iure. Vielleicht wird diese durch 
Formylfolins~iure erm6glicht, die nach SHIVE und Mitarb. (104) ein 
Formylierungskatalysator  bei der Synthese yon Purinen sein soll. 

Unter den yon Iv~ Novlcs (134) gefundenen Aminos'~uren, welche die Salicyl- 
saurehemmung aufzuheben vermOgen, befinden sich auch solche, bei denen der 
Aufbau nach dem KUHN-VVIELANDSchen Schema nicht zu aktiven Pantoyls~ure- 
Analogen fiihrt. Da ihre ~Virkung dutch l~[ethionin ganz erheblich vcrstarkt 
wird, ware zu erw~igen, ob nicht auch ein anderer ~Veg der Pantoylsauresynthese 
mSglich ist, bei dem ~ethionin die Einfiihrung yon Methylgruppen, vielleicht 
in bestimmte Umwandlungsprodukte unverzweigter Aminosi~uren besorgt 
(Transmethylierung). 

Die Vereinigung der beiden Komponenten (Schritt 5) gelingt nach 
MOLLER und WIELAND (483) mit einem Enzympr~para t  aus t tefe 
(Rasse M). Dabei wirkeri NH4*-Ionen f6rdernd. Als Zwischenprodukt 
wurde deshalb Pantoyls/iureamid vermutet ,  das durch , ,Umamidierung" 
mit  fl-Alanin Pantothens~ure bilden k6nnte. Pantoyls~ureamid erwies 
sich jedoch als weniger akt iv als Pantolacton. KUHN und WIELAND (184) 
nehmen an, dab die , ,Kupplung" auch schon bei frfiheren Teilschritten 
einsetzen, dab also etwa Valylasparaginsiiure die Muttersubstanz der 
Pantothensiiure sein k6nnte. Eine Hem m ung  der , ,Kupplung" miiBte 
theoretisch von 2 Seiten aus m6glich sein, einmal durch Verdr~ingung 
yon fl-Alanin, das andere Mal yon Pantoyls~ure. Die Wachstums- 
hemmung yon Here durch fl-Aminobuttersiiure, Taurin oder Serin (272), 
(273), (275), (276), (117), und von Here und Acetobacter suboxydans dutch 
Propions~ure (I51) liiBt sich nur im Sinne einer fi-Alaninverdriingung 
erkl~ren z denn bei den fl-Alanin-ben6tigenden Helen zeigt fl-Alanin 
kompetit ive,  Pantothens~ure nicht-kompeti t ive Enthemmung.  Beim 
fl-Alanin-synthetisierenden Acetobacter -Stamm wirken erst h6here Pro- 
pionsliurekonzentrationen hemmend, und die enthemmenden fl-Alanin- 
Konzentrat ionen liegen ganz entsprechend h6her. Fiir den zweiten Fall 
ist mir bisher kein Beispiel bekannt  geworden: die Hemmung  durch 
~,-Oxybuttersiiure, die als Analogon der Pantoylsiiure aufzufasscn ist, 
ist bei Clostridium septicum (Pantoylsiiure-synthetisierende uncl -be- 
n6tigende Stlimme) nicht sehr stark und deshalb wohl unspezifisch (329) 
Ffir viele PantothensAure-bedfirftige Neurospora-Mutanten mul3 eben- 
falls ein Mechanismus angenommen werden, der die Vereinigung der 
beiden Komponenten behindert, und keine genetische Blockierung d e r  
Synthese der Komponenten oder des , ,Kupplungs"-Enzyms,  die sich 
alle nach WAGNER (423), (424) in ausreichender Konzentrat ion in den 
Ext rak ten  solcher Mutanten nachweisen lassen. Da die oben genann- 

x Siehe dagegen die Versuche mit: Propions~ure an E. coli, B. subtilis und 
Schimmelpilzen yon WRIGHT und SKEGGS (47l) und mit Taurin an Cl. septlcum 
yo n  RYAN, SCHNEIDER und BALL]~NTINaB (329). 

12" 



1 8 0  E , - F .  ]V[6LLER : 

ten Hemmstoffe der , ,Kupplung" s~mtlich normale Stoffwechselprodukte 
sind, ist es durchaus denkbar, dab der zu Pantothens~iure-Bedarf 
fiihrende Mutationsschritt eine Uberproduktion solcher oder ~ihnlicher 
Substanzen ausl6st. 

Der weitere Aufbau der Pantothensiiure zu Coenzym A schliel31ich 
(Schritt 6) kann nach NOVELLI und LIP~AN:~ (281), (282) z .B.  yon 
Laclobacillus arabinosus, Proteus morganii und Saccharomyces cerevisiae 
ausgeffihrt werden. Bietet man Pantothensiiure-bedfirftigen Mikro- 
organismen einen UberschuB yon Pantothensfture an, so wird diese voll- 
st~indig zu Coenzym A umgewandelt und in dieser Form (?) gespeichert. 
Bei Pantothens~ure-synthetisierenden St~.mmen tri t t  jedoch keine 
Speicherung auf, sondern Ausscheidung der iiberproduzierten Menge 
in das N~hrmedium, und zwar in Form yon freier Pantothens~iure. 
Nach COHEN, COHEN-BAZlRE und MINZ {57) kann Coenzym A durch 
Clostridium saccharobutyricura (GR~), das Brenztraubens~ure mit Hilfe 
dieses Coenzyms fiber Acetessigs~ure ( ? ) i n  Buttersi~ure umwandelt, 
aus Pantothens~ure nur in Anwesenheit yon Phosphat, Glucose und 
Glutarainsiiure gebildet werden. Die letztere l~igt sich durch keine andere 
Aminos~ure ersetzen. Das kann dahin ausgelegt werden, dab Glutamin- 
sXure ein integrierender Bestandteil yon Coenzym A ist. Ein partieller 
Abbau des Coenzyms A gelingt mit Leberextrahten (280), wobei es in das 
sog. Pantothens~iure-Cohjugat fibergeht, das schon CHELDELIN und 
~litarb. (152), (153) aus Schweineherz isolieren konnten, und das wahr- 
seheinlich nur noch Pantothens~iure, Glutaminsiiure und Phosphors~ure 
enth~i l t .  Ein weiteres enzymatisches Abbauprodukt ist vermutlich 
identisch mit der sog. alkali-stabilen Form der Pantothensiiure yon 
NEAL und STRONG (270). Obwohl das Conjugat keine CoenzymA- 
AktivitSt mehr besitzt, ist es als Wuchsstoff, wie das Coenzym selbst 
z .B.  bei B. suboxydans, mindestens 2 real aktiver als Pantothens~ure 
(auf gleiche Pantothens~uremengen umgerechnet), bei L. arabinosus 
und vielen anderen Milchs~iurebakterien aber v611ig inaktiv. Dagegen 
ist beim }Vachstum yon L. arabinosus die ,,alkalistabile Form" akfiver 
als Pantothensliure (152), (153), (279). 

Coenzym A l~13t sich dutch Leberextrakt  -~- Darmphophatase quanti- 
tat iv zu Pantothensfiure abbauen Is. z .B.  LIP~ANI, I (21da)]. Bei 
alleiniger Verwendung yon Darmphophatase entsteht,  wie SNELL und 
Mitarb. (37a) ganz kfirzlich fanden, ein weiteres Pantothensiiure-Derivat, 
'das wahrscheinlich mit dem sog. Lactobacillus bulgaricus-Faktor yon 
V):ILLI~MS, HOFF-JORGENSEN und SNELL (dd6a) identisch ist (s. Abb. 6) 1. 
Dieser neue Wuchsstoff, der nut  ffir einige Stiimme yon L. bulgaricus 
und L. helveiicus notwendig ist, wird yon vielen anderen Milchs~iure- 
bakterien, Helen und Schimmclpilzen synthetisiert,  vor allem von 

1 CHELDELINS C o n j u g a t  h a t  ke ine  L. bulgaricus-Faktor-Aktivit~t (37a). 
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Ashbya gossyp*i NRRL-1o56, die 3" his 5 mal mehr als durchschnittlich 
ttefen erzeugt (816a). Aus letzteren wurde der Faktor in fast reinen 
Pr~paraten isoliert, die nach Verdauung  mit  Lebe renzym den sehr 
hohen Pantothens~ture-Gehalt yon 65--75% (mikrobiologisch) ergeben 
haben. Diese Ergebnisse und die bisher bekannten Tatsachen fiber 
CHELDELINs Faktor und die Konstitution "con Coenzym A (s. S. ~74) 
berechtigen dazu, im L. bulgaricus-Faktor ein Peptid der Pantothensiiure 
mit Glutamins~iure (oder Cystein) zu erblicken. SNELL und Mitarb. (37a) 
sowie W. L. V~ILLIAMS (241a) zeigten des weiteren, dab Pantothensiiure 
nicht nut L. bulgaricus-Faktor-sparende Wirkung besitzt, sondern daG 
sie (bzw. ~quimolare Mengen Coenzym AI in sehr hohen Konzentrationen 
diesen Faktor ersetzen kann (bei bediirftigen L. bulgaricus- und L. hel- 
velicus-St~mmen). Somit dfirfte also der L. bulgaricus-Faktor ein 
Zwischenprodukt der biologischen Coenzym A-Synthese aus Pantothen- 
s/iure sein. Dagegen spricht nicht, dab er nur mittlere PantothensAure- 
Aktivit/it ffir L. casei, schwache ffir L. arabinosus, gar keine ffir Saccharo- 
myces carlsbergensis zeigt. Hieraus muB vielmehr geschlossen werden, 
dab in diesen Mikroorganismen nur wenig bzw. gar kein spa l t endes  
Enzym vorkommt, und daft Pantothens~iure nicht nur Vorstufe des 
L. bulgaricus-Faktors und des Coenzyms A ist, sondern noch andere 
Funktionen zu erfiillen hat. 

Der Aufbau fiber die Pantothens/iure-Stufe hinaus (Schritt 6) wird 
durch viele ihrer Analoga antagonistisch beeinfluBt; sie wirken alle 
mehr oder weniger kompetitiv gegenfiber dem Wuchsstoff. Interessant 
ist das Verhalten der Oxypanlothensdure (250), die bei verschiedenen 
Milchs~iurebakterien und ttefest~immen 1 bis 25% der Wuchsstoff- 
aktivit~it der Pantothens~iure entfaltet, in h6heren Konzentrationen 
aber ,,sich selbst" hemmt. -- Das erste stark hemmende Analogon wurde 
in der Sulfopantothensiiure ~ Pantoyltaurin fast gleichzeitig yon SNELL 
(372), (373), KUHN, WIELAND und M6LLER (185) und I~CILWAIN (282), 
(233) gefunden. In ihr ist fl-Alanin durch sein Sulfons~iureanalogon, 
das natiirlich vorkommende Taurin, ersetzt. Die Autoren erwarteten 
von ihr eine gute Hemmwirkung in Ana|ogie zu dem damals gerade be- 
kannt gewordenen Antagonismus zwischen Sulfonamiden und p-Amino- 
benzoes~ure (455), (259). In Abb 8aist die Hemmung yon Strel~tobacterium 
plantarum durch die beiden optischen Antipoden der Sulfos/iure wieder- 
gegeben. Man ersieht die besondere Spezifitiit dieser Hemmung daraus, 
dab nur derjenige optische Antipode nennenswert hemmt, der mit der 
optischen Konfiguration der nat(irlichen (+)-Pantothensiiure tiberein- 
stimmt. AIsWuchsstoff hatte sich niimlich auch nur die (+)-Pantothen- 
siiure als aktiv erwiesen. Die Enthemmung ist fiber ein groBes Kon- 
zentrationsgebiet streng kompetitiv, wie aus den Enthemmungskurven 
in Abb. 8b hervorgeht. Das konstante Verh~Itnis zwischen Sulfonsiiure 
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und Carbonsgure betriigt unter den vorliegenden Bedingungen etwa 
2ooo : 1 und wird als Bakteriostatischer Index bezeiehnet 1. Ganz kiirz- 
lich fanden KINg und CItELDELIN (151a), dab Pantoyltaurin dureh 
Pantothens/iurekonjugat in nieht-kompetit iver Weise enthemmt wird, 
was darauf schliegen l~igt, dab das Konjugat in den Zellen aus Pan- 
tothens/iure aufgebaue wird und entweder selbst ein Coferment oder 
die Vorstufe eines solehen (z. B. yon Coenzym A) i s t . -  Von weiteren 
Analogen der Pantothensiiure ist noch Phenylpanlolhenon 

Ct- t~ (OH)  - C(CH~)~  �9 C H ( O H )  - C O  �9 N H  �9 C H ~  - C H ~  �9 C O  - C s H  ~ 
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Abb. 8. Antag~nismus zwischen Pantothensliu~e nnd 
Sulfopantothens~ure bei Streptobacterium plantaru~n 
lo S (hath R. KUHN, Th. WIELAND u. E. F. MOL- 

LER [194~] (185)). 
a) Hemmung dutch die beiden optischen Antipoden 
der  Sulfos~ure bei etwa optimaler Pantotheasgure- 
Konzentration, b) ~;nthemmung steigender Konzen- 
trationen der (+}-Sulfos&ure duzch PantothcusAu~:e. 

0 - - - - - - 0  o ~' ( +)-Sulfosgure/cm* 
o------o 52v  ( + ) -  ,, ,, 

A - - - A  *o4~ (+)- ,, ,, 
x - - - - - - x  2085, (+ ) -  ,, ,, 
+ - - - - - - +  4~6y ( + ) -  )~ ,, 

bemerkenswert, das ebenfalls in 
Anlehnung an einen p-Amino- 
benzoes~iure-Antagonisten, und 
zwar das p, p'-Diaminoben- 
zophenon von AUHAGEN (5), 
S.a.  (180) durch WOLLEY und 
C O L L Y E R  ( 4 6 2 )  synthetisiert 
wurde. Es ist t in  sehr wirk- 
samer Antagonist derPantothen- 
s~ure und hemmt nicht nur Pan- 
tothens~ure-bedfiritige sondern 
auch viele Pantothens~ure-syn- 
thetisierende St~mme (nicht je- 
doch E. cola). Der Befund, dab 
bei den letzteren eine Enthem- 
mung mit Pantothens~ure meist 
nicht gelingt, ist noch ungekUirt. 

Genau so wie der an der Pan- 
tothens~iure beginnende Aulbau 
muB natiirlieh auch ihr Abbau 
dureh Anatoga hemmbar sein. 
Da aber die Verdrgngung u. U. 

art einem anderen Fermentprotein erfolgt, kann die Wirksamkeit ein 
und desselben Analogons in beiden F~llen {iuBerst verschieden sein. 
In der Tat  konnte MCILWAIN (284), der die Beziehungen von Sulfo- 
pantothens~ure zu Wachstum, Glykolyse, Pantothens~tureaufbau und 
-abbau in einer Reihe umfangreicher Arbeiten besonders eingehend 
studiert hat, in der Suliopantothens~iure einen Hemmstoff  linden, 
der den Pantothensgureabbau durch bestimmte Streptokokkenst~mme 
schon bei einem Verh~iltnis Sulions~iure/Carbons~ture = lo :  1 um min- 
destens 8o% hemmt. Der Abbau ist mit der Glykolyse gekoppelt, aber 

1 M a n  g i b t  i h n  a m  b e s t e n  a l s  Q u o t i e n t e n  d e r  m o l a r e n  K o n z e n t r a t i o n e n  

b e i  5O~/oiger H e m m u n g  a n .  
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nicht so eng, da~3 auch die Pantothensiiure in diesen Stoffwechselvorgang 
eingreift. ~3ber den Abbauweg ist bisher nichts bekannt geworden. 
Die Vereinigung des Coenzyms A mit seinem spezifischen Protein 
(Schritt 7) wird offenbar durch d-[2-(Panloylamino)i~thylsulfono]- 4- 
nitroanilid gehemmt, dab sich nach COHEN und Mitarb. (56), (57) wie 
ein Analogon des Coenzyms A, nicht wie ein solches der Pantothensiiure 
verh~ilt. Denn die durch das Nitroanilid hervorgerufene Hemmung der 
Butters~iurebildung yon Clostridium saccharobuiyricum (GR4) tri t t  
noch in Anwesenheit physiologischer Coenzym-A-Konzentrationen auf. 
Da der Antagonist ein N-substituiertes Sulfos~iureamid ist, glauben die 
Autoren, dab auch im Coenzym A eine amidartige Bindung vorliegt, 
und zwar zwischen der freien Carboxylgruppe der Pantothensiiure und 
einem weiteren Baustein (Glutamins~iure ?). 

In der Tab. 5 (s. S. ~ 84/85) sind die 6 bisher bekannt gewordenne Typen 
der Pantothens~iure-Antagonisten, ihr charakteristisches mikrobiologi- 
sches Verhalten und die daraus gezogenen Schltisse nochmals zusammen- 
gestellt. 

VI. Biotin. 
Biotin als Wuchsstoff (Bioskomponente) und Vitamin. Biotin-Analoga als 

"vVuchs- und ttemmstoffe. Aufbau des Biotins aus :PimelinsAure und Cystein, 
des I)esthiobiotins aus l~imelins~ure und a-Alanin; Hemmung einzelner Aufbau- 
stufen durch Antagonisten. Wirkungsmechanismus des Avidins. Biotin als Be- 
standteil eines Coferments der WOOD-WERKMAN- und ~hnlicher Reaktionen 
(Kohlenhydratstoffwechsel), verschiedener Aminosi~uredesaminasen (EiweiB- 
stoffwechsel) und sein Eingreifen in die Synthese der (':)ls~ure aus Acetat (Fett- 
stoffwechsel). 

Biotin stellt ein interessantes Beispiel dar fiir einen Wirkstoff, dessen 
biologische Bedeutung in ganz verschiedenen biologischen Testen ge- 
funden wurde. Jahrelang blieb der Zusammenhang zwischen diesen 
verborgen, bis dann schlagartig mit der Entdeckung der Identit~it der 
,,einzelnen" Faktoren eine ungeheure Bereicherung unserer Kenntnisse 
einsetzte. Eine ganz iihnliche Entwicklung nahm auch die Erforschung 
vieler erst in jiingster Zeit in den Mittelpunkt des Interesses geriickter 
Wirkstoffe, wie z. B. der Folinsiiure und des Vitamins Blz. 

BoAs (25) studierte schon 1927 eine Mangelkrankheit an Ratten, die 
dutch eine an rohem Eiklar sehr reiche Dfiit entstand. Aber erst im 
Jahre 194o wurde die Identitli t  des Faktors, der diese Krankheit  heilt 
(Vitamin H), mit Biotin durch GY/~RGY, MELVILLE, BURK und DU VIG- 
NEAUD (111) bewiesen. 

Ausgehend yon den ~lteren Untersuchungen des LASH-MILLERschen 
Arbeitskreises [z. B. (194)] fiber die komplexe Natur  des WILDIE~- 
IDEschen Bios suchten K6GL und T6NNIS (164) den als Bios I Ib  be- 
zeichneten, an Kohle adsorbierbaren Faktor  anzureichern. Es gelang 
ihnen im Jahre 1935 mit Hilfe tines genau ausgearbeiteten Tests mit 
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Here (Rasse M) eine krystallisierte 
Substanz aus chinesischem Enten- 
eigelb zu gewinnen, deren Wirksam- 
keit im Bereich yon lo-g g/cm a lag 
und die sie nun Biotin nannten. Es 
ist der wichtigste Faktor  des Bios- 
komplexes. 

Etwa um dieselbe Zeit erkannten 
ALLISON, HOOVER und BURK (4) die 
Existenz einer hochaktiven Sub- 
stanz - -  Coenzym R - -  die verschie- 
dene StAmme der Kn611chenbakte- 
rien (B. radicicoIa = Rhizobia) zum 
Wachstum ben6tigen und die auch 
ihre Atmung steigert. Von Azotobao 
ler-St~mmen wird sit jedoch reich- 
lich synthetisiert (3). NILSON, BJXL- 
FVE und BlmSTR6~I (277) sowie WEST 
und WILSON (428) zeigten dann 1939, 
dab sich Coenzym R quanti tat iv 
dutch Biotin ersetzen l ~ t .  

Die ersten Untersuchungen fiber 
das Biofinbedfirfnis yon Schimmd- 
pitzen stammen yon K6GL und FRIES 
(163), solche fiber das von Protozoen 
yon KIDDER und DEWEY (1,50). Da- 
nach sind noch bei zahlreichen wei- 
teren Mikroorganismen Biotin-be- 
dfirftige St~mme gefunden worden, 

.unter den Bakterien besonders bei 
Milchs~urebakterien, Brucellen, Clo- 
stridien, Streptokokken, weniger bei 
Staphylokokken, vereinzelt bei Pro- 
teus. 

Die Konstitution des Biotins 
wurde yon DU VIGNEAUD und Mitarb. 
(416) endgfiltig aufgekl~rt (s. For- 
mel). Bei den bis jetzt  synthetisierten 
zahlreichen Analogen f~llt besonders 
auf, dab sie nicht entweder Wuchs- 
stoffe oder Antagonisten sind, gleich- 
gfiltig welcher Mikroorganismus vor- 
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liegt, sondern dab ein Analogon ffir einen Stamm Wuchsstoff ,  fiir 
den anderen Hemmstof f  sein kann. So hemrnt z. B. Biotinsulfon (s. For- 
mel) das W a c h s t u m  yon  Lactobacillus casei, L. arabinosus, Staphylococcus 
aureus und verschiedene Pneumokokken ,  wiihrend es bei Saccharornyces 
cerevisiae Biotin ver t r i t t  (72). Ein besonders interessanter  Stoff ist das 
Oxybiotin (friiher auch I-Ieterobiotin genannt) (127), (128), (8), (9), (178), 
das bei Hefe in der doppelten,  bei verschiedenen Milehsiiurebakterien 
sogar in der gleichen Konzent ra t ion  Biotin ersetzen kann;  es Wird aber 
dureh ttefe,  wie durch versehiedene Methoden exakt  bewiesen wurde, 
nicht in Biotin fibergefiihrt Is. dagegen (327)], muB also die Funkt ionen  x 
des Biotins fibernehmen k6nnen. Dies ist der erste Fall, dab eine 

X 

q 
A PimelinsEure B 

f c~pro.s;~upe-) 
AIclnin PimelinsLiureamid ~. C~,sCein 

! I I ! 

Desthiobiofin b. +//e~ . -  Biotin 
[Zm,"duzol/do,'/-. 
carbons~'gren-) 5 | (2'-(M-Umyle/wJ'#o/~exfl- 

$ 6d/eps~um-) 
. Biotin" Cofermen~8 

Brenz~aubensLiure- Andere 
carSoxylase ,, Riofin"Fermenfe 

Abb. 9. Aufbau VOlt Biotixl und ~,Biotin"-Fermer~ten. 

schwefelhaltige Verbindung nach Eliminierung des Schwefels noch ihre 
biologische Aktivit~kt beibeh~lt. Auch das Desthiobiotin (70) (s. Formel) 
ist bei Hefe als Wuchsstoff  wirksam; es wird aber durch diese 2 quant i ta t iv  
in Biotin fibergeffihrt (69). Bei L. casei h e m m t  es, bei L.pentosus 224--2  
verh~lt  es sich indifferent [s. f. (210)]. 

Bisher sind 2 Wege des Biolin-Aufbaus in Mikroorganismen e rkann t  
worden, die beide yon  der Pimelinsdure ausgehen (s. Abb.  9)- Mit dieser 

x ~ a c h  POTTER u n d  ELV~I- IJ~  (306) f i b e r n i m m t  O x y b i o t i n  a m  w e n i g s t e n  
gu t  die F u n k t i o n e n  der  Brenz t raubens i~ureca rboxy lase  (s. S. z9o), denn  das  VCachs- 
tum von L. arabinosus in A bwesenhei~ yon A sparaginsdure erreicht mit Oxybiotia 
erst bei h6heren ~)[t-Werten das mit Biotin erzielbare, wozu fiberdies mindestens 
3real mehr Oxybiotin als Biotin erforderHch ist. --  Weltere Arbeiten fiber die 
Stofiwechselfunktion yon Oxybiotin, sowie vozl Desthiobiotin, ,,Homobiotin" 
und ,,Norblotin" slehe bei B~LCH~I~. und LIC~IST~I~ (17a), VILLEL& und CURX" 
(419) und WRIGHT (468a), 

2 0 b e r  die Umwandlung yon Desthiobiotln in Biotin durch andere Helen 
und Schimmelpilze s. LEO.nlAN und LILLY (198). 
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war bereits 1937 von MUELLER (264) ein aus Harn isolierter Wuchsstoff 
ffir verschiedene Diphtherie-Stlimme (Park 8, Allen)identifiziert wor- 
den. 2942 konnten DU VIGIqEAUD und Mitarb. (417) beim Allen-Stature 
Pimelins/iure durch Biotin ersetzen, das sich (auf molarer Basis) nut bei 
kleineren suboptimalen Konzentrationen wirksamer als Pimelins~ure 
erwies. Die Synthese des Biotins aus Pimelins/iure ]iiBt sich nicht nut 
an Diphtherie-, sondern auch bei Aslbergillus niger-St~mmen zeigen, 
bei den letzteren besonders sch6n, da dieser Schimmelpilz weder Pimelin- 
si~ure noch Biotin zum Wachstum ben6tigt. EAKIN und EAKIN (76) 
fanden, dab Zugabe von 2 �9 l o - S g  Pimelins/iure/cm s die Biotinsynthese 
auf das mehr als loofache erh6ht. Bei beiden Mikroorganismen wird 
diese noch dutch Cystein, das als der 2. Biotinbaustein anzusehen ist, 
gesteigert. - -  Bei der anderen Biotinsynthese wird der Schwefel erst 
naehtrAglich eingebaut, sie geht also yon schwefelfreien Bausteinen aus. 
Die schwefelfreie Vorstufe erwies sich als Desthiobiotin, das sich nach 
AUHAGEN (7) Z. B. in E. coli anreichert. Eine solche Anreicherung ist 
noch ausgesprochener in einer Mutante yon Penicillium chrysogenum, 
bei der $chritt 4 (Desthiobiotin--+ Biotin) genetisch blockiert ist (400). 
Die Unterbindung dieser Reaktion ist auch durch einen Antagonisten 
mSglich, die 4-Imidazolidon(2)-capronsiture (s. untenstehende Formeln). 

Kons t i tu t ion  von Bio t in  u n d  yon verschiedenen Bio t in-Analogen .  

0 0 0 
Ir Ir rl 
C C C 

HN / ~NH HN / \NH HN / ~NH H~N NHt 
J I I 1 1 I t i 

H C ~ C H  HC- - - C H  H C - - C H  HC CH 
H I I L j I [ I 

(CH~). H,C CH 2 H2C. .CH H2C CH 
I " I \ s  / \ \ s  / \ 
COOH (CH,)( (CH,), {CH~), 

COOH COOH COOH 
4-lmidazolidon-(2)- Desthiobiotin. ~ Diaminothiophaa- 

carbons~uren. I ~'~'~ I c.arbons~ure. 

0 0 
II li 
C 

HN / ~'NH H N / C ~ N H  
i I r r 

HC CH H C - -  CH 

H~C. /cH H~C CH 

\ S '  " \  0//  %0 (~H2). \0"/~CH,),I 
COOH COOH 

Biotinsulfon. (0-Heterobiotin) 
0xybiotin. 

O 

C, 
HN / \ N H  

p I 
HC CH 
/ \ ,  

H2C CHz 
\ / 

C CH 
H, \ 

(CH2h 
h 
cOOH 

Y- ( 3,4- Ureylen- 
e yclohe x y]) butt ers~iure 

Denn das in Anwesenheit dieses Desthiobiotin-Analogons gehemmte 
Wachstum yon E. coli wird nach ROGERS und SHIRE (324), (71) durch 
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Desthiobiotin kompetitiv, durch Biotin nicht-kompetitiv enthemmt.  
DaB Pimelinsaure auch die Vorstufe von Desthiobiotin ist, folgt aus der 
weiteren Anh~iufung dieser Substanz bei Zugabe yon Pimelins~iure zu 
Penicillium ct, rysogenum (400). Der zweite Baustein mtiBte bei dieser 
Synthese Alanin an Stelle yon Cystein sein. - -  In beiden Synthesen 
fehlt noch ein 3. Baustein, ffir den formal Ammoniak gentigen wfirde. 
Es ist deshalb daran zu denken, dab dieser wom6glich vorher eingebaut 
wird, und deshalb vielleicht Pimelins~ureamid als die direkte Vorstufe 
des Biotins bzw. Desthiobiotins anzusehen ware (Schritte 3a, 3b). Ob 
die ktirzlich yon E. WORK (467) in Diphtherie-Bakterien entdeckte 
a, e-Diaminopimelinsaure eine Vorstufe des Biotins ist, wurde noch nicht 
untersucht. Eine Hemmung der Biotinsynthese durch Verdr~ingung 
yon Pimelins~ure mit verschiedenen ihrer Sulfons~ureanalogen und 
deren Amiden (Schritt 2, 3a, 3 b) erscheint fraglich, da IV2{NOVICS und 
VARGHA (140) weder bei Pimelinsgure-bildenden noch -benStigenden 
Diphtherie-stiimmen und auch nicht bei E. coli, Staphylokokken und 
Streptokokken Wachstumshemmung durch diese Substanzen beob- 
achten konnten. Jedoch gelang ganz ktirzlich WOOLLEY (461) eine 
Verdr/ingung der Pimelinsfiure mit e-[2,4-Dichlorsulfanilido]-caprons~ure, 
die der Theorie entsprechend bei allen untersuchten ]3~otin-syntheti- 
sierenden St~immen (13. tenuis, Acetobacler suboxydans, Mycobacterium 
tuberculosis) mit Ausnahme yon E. coli Hemmung zeigt, Biotin-be- 
diirftige Individuen jedoch unbeeinfluBt l~St. Des weiteren ist die 
Enthemmung mit Pimelins~ire kompetitiv, mit Biotin nicht-kompetitiv 
(B. tenuis). 

Es ist schon erw~ihnt worden, dab die Digit bei den Vitamin H- 
Testen eine auffallend groBe Menge rohes Eiklar enth~It, was zu der 
Vermutung Anlal3 gab, dab Biotin gar nicht in der Di~t fehlt, sondern 
nur durch Bindung an EiweiB inaktiviert ist. In der Tat  konnten 
EAKIN, SNELL und WILLIAMS (77) einen mikrobiologischen Antagonisten 
des Biofins im Eiklar nachweisen. Diese Autoren, sowie WOOLLEY und 
LONGSWORTrI (465) reicherten den Faktor  aus Eiklar an urld charakteri- 
sierten ihn als ein Albumin yore ungefiihren Molekulargewicht 7 ~ ooo. 
PENNINGTON, SNELL und EAIClN (296) gewannen ihn in krystallisierter 
Form und zeigten, dab er fiberdies noch eine Kohlenhydrat-Komponente 
enthiilt. Avidin ~, wie der Faktor  genannt wurde, verbindet sich mit 
Biotin st6chiometrisch, im molaren Verh~tltnis 1:1, zu einem Proteid, 
das erst dutch Erhitzen auf loo ~ unter Denaturierung der Eiweil3- 
komponente Biotin wieder abspalten kann. Avidin stellt also einen 
Antagonistentyp dar, den wir bisher noch nicht kennengelernt haben. - -  

Ktirzlich sind ,con I~'RA~NK:EL-Coi~RAT (98a) 2 verschiedene Avidine isoliert 
worden: das erste enthMt eine Nucleins~ure-Komponente, das zweite ist vOllig 
Nucleins~.ure-irei. Mikrobiologisch verhalten sich beide quantitativ gleich. 
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Es hemmt nur solche Mikroorganismen, die Biotin zum Wacbstum be- 
n6tigen, wie Saccharomyces cerevisiae (77), Clostridium butylicu~ (466), 
Lactobacillus casei, L. arabinosus 17-- 5, Streplococcus faecalis R, ver- 
schiedene Staphylokokkenst~imme, Closlridium acetobutylicum und einige 
Diphtherie- und Pneumokokken-St/imme (189), nicht solche, die es 
synthetisieren (418). Dies ist verst/indlich, denn zur Bindung yon in 
der Zelle entstandenem Biotin mtil3te Avidin in diese eindringen, was 
bei seinem hohen Molekulargewicht unwahrscheinlich ist. Hiermit steht 
die Beobachtung yon DO VIGNEAUD und Mitarb. (d17), dab Diphtherie- 
St/imme nur in Gegenwart yon Biotin, nicht yon Pimelins/iure, durch 
Avidin gehemmt werden, in bestem Einklang: Aus Pimelins~iure mul3 
sich erst in der Zelle Biotin bilden, und Pimelins~ure selbst hat keine 
Affinit/it zu Avidin. Es ist auch leicht einzusehen, dab der Antagonis- 
mus Avidin/Biotin dasselbe Bild ergeben muB wie der kompetitive 
Antagonismus bei der Konkurrenz yon Wuchsstoff und Analogon um 
ein Fermentprotein:  Bei Erh6hung der Avidin-Konzentration mul3 die- 
jenige des Biotins um denselben Faktor  erh6ht werden, damit die 
Konzentration an freiem Biotin, die optimales Wachstum erm6glicht, 
nicht absinkt. Die Enthemmung von Avidin erfolgt nicht nut  durch 
Analoga, die Biotin-aktiv sind, sondern nach DU VIC, ZqEAUD und Mitarb. 
(418), s. a. (472) auch dutch indifferente Analoga, bei denen der Harnstoff- 
ring intakt sein muB und die Seitenkette nicht zu sehr ver/indert sein 
darf (z. B. verschiedene Imidazolidoncarbons~iuren, s. Formel). Die 
Bindung an das Avidin d(irfte sich also am Harnstoffring des Biotins 
vollziehen. Hier liegt wieder eine Verdr/ingungsreaktion vor, und die 
.~hnlichkeit mit dem schon bekannten kompetitiven A'ntagonismus ist 
noch gr6Ber: Der Wuchsstoff und ein inaktives Analogon konkurrieren 
um eine an sich indifferente EiweiBkomponente. - -  Avidin soll mit 
Lysozym und Hyaluronidase nahe verwandt sein [z. B. (243)]. 

Die ersten Hinweise, in welche Stoffwechselvorg~inge Biotin ein- 
greift, gehen auf die Untersuchungen von I~OSER, WRIGHT und DORF- 
MAN (176) zur(ick, die 1942 fanden, dab sich Biotin als Wuchsstoff ffir 
Torula cremoris teilweise dutch Asparaginsaure ersetzen l~iBt, zum 
anderen auf die Beobachtungen yon Buick und WINZLER (g2), die an- 
nahmen, dab es an der C02-Fixierung beteiligt sein mull. STOKES, 
LARSEN und GUNN~SS (397) wiesen dann auch bei vielen Milchs/iure- 
bakterien Ersetzbarkeit yon Biotin durch Asparagins~ure nach, nicht 
aber durch andere Aminos~iuren oder Wirkstoffe. Sie zeigten vor allem, 
dab in Gegenwart yon Biotin Asparaginsiiure synthetisiert wird. LARDY, 
POTTER und ELVEHJEM (193) konnten bei L. arabinosus Biotin au{]er 
durch Asparagins~iure auch durch Oxalessigs~iure, nicht durch andere 
Siiuren des Kohlenhydratstoffwechsels, ersetzen. Der Ersatz des Biotins 
durch diese Substanzen erwies sich aber nur in Gegenwart yon CO 2 als 
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m6glich.  SchlieBlich fanden SalVE und ROGERS (864), d a b  bei  L. arabi- 
nosus der  Bak te r io s t a t i s che  I n d e x  yon y - (3 ,4 -Urey lencyc lohexy l ) -bu t t e r -  
s~ure (s. Formel) ,  die e in  k o m p e t i t i v  wi rkender  A n ta gon i s t  gegeni iber  
B i o t i n i s t ,  also die Bi ldung  h y p o t h e t i s c h e r  Bio t in -Cofermente  hemmen  
mfil3te (s. Abb .  9, Schr i t t e  6 a u. 6 b), in Anwesenhe i t  von Oxalessigsfiure 
oder  Asparaginsf iure  auf  das  lo fache  e rh6h t  ist .  Dies kann  so ausgelegt  
werden',  d a b  die Bi ldung  der  beiden SXuren durch  ein  , ,Biot in-Cofer-  
m e n t "  k a t a l y s i e r t  wird .  W e n n  m a n  n~mlich z . B .  Oxaless ig~ture  zu- 
se tz t ,  miiBte die Bi ldung  dieses Coferments  fiberflfissig werden.  Der  
An tagon i s t  wfirde j e t z t  nur  noch auf die B i ldung  ande re r  , ,Biot incofer-  
m e n t e "  wirken ,  die a l le rd ings  sehwerer  zu h e m m e n  sein mtiBte. 

Eine ErhOhung des Bakteriostat ischenlndex ist  vergleichbar einer wuchs- 
stoffsparenden VVirkung. 2~immt der Bakteriostatische Index im Grenzfall den 
Wel t  co an, d. h. hat  der Hemmstoff fiberhaupt keineWirkung rnehr, dann geht 
der Effekt  in den des nicht-kompetitiven Antagonismus fiber. Der Ersatzstoff 
fibernimmt nicht nur einen Teil der enthemmenden Wv'irkung des Wuchsstoffs, 
sondern diese ganz, vergleichbar dem vollst~ndigen Ersatz in hemmstofffreien 
Versuchen. 

D a m i t  war  es sehr  wahrsche in l ich  geworden,  d a b  Biot in  in die  
WooI)-WEREMAl~-Reaktion e ingre i fen  muB, d. h. de r  Bes t and t e i l  e ines  
Coferments  der  Brenztraubensdure-Carboxylase i s t :  

c o  2 + HsC-CO.COOH B1 + Biotin >HOOC'CH 2-CO.COOH B6 �9 

HOOC �9 CH 2 �9 CH(I'~H2) �9 COOH. 

LARDY, POTTER und BURRIS (192) kr6n ten  d a n n  diese Un te r suchungen  
durch  A n w e n d u n g  yon  Kohlens~ure ,  die mi t  r a d i o a k t i v e m  C 14 m a r k i e r t  
w a r :  I n  Gegenwar t  yon  Asparaginsf iure  wurde  keine,  in Gegenwar t  yon  
Biot in  fast  alle R a d i o a k t i v i t ~ t  in der  aus  den Zellen isol ier ten  Aspa rag in -  
s~ure w i e d e r g e f u n d e n . . ~ h n l i c h e  Un te r suchungen  ini t  , , schwerem" C 13 
an  Micrococcus lysodeikticus s t a m m e n  von WEss~A~ und WERKICAI, I 
(427). D a m i t  war  de r  endgfi l t ige Beweis  fiir die Bete i l igung des Biot ins  
an  der  WooD-WERI~ViAN-Reaktion e rb rach t .  Wahrsche in l i ch  greif t  
Bio t in  auch noch in eine iihnliche Carboxy l i e rung  ein, und zwar  die  
Carboxy l i e rung  der  ~-Ketoglutars~iure :  ' 

Biotin 
H00C �9 CO �9 CH 2 �9 CH~ �9 C 0 0 H ' ~  ' ' ' -~  H00C �9 CO �9 CH �9 CH~ .C00H �9 

+ co~ cooH 

a-Ketoglutars~ure OxalbernsteinsAure 

die eine Te i l reak t ion  des Ci/ronensdiurecyclus ist.  Denn  nach SHIVE 
und ROGERS (36g) wird  bei  E. coli die K o n z e n t r a t i o n  des  Des th iob io t in -  
Ana logons  4 - Imidazo l idoncaprons~ure ,  die zur  H e m m u n g  der  Biot in-  
syn these  er forder l ich  ist ,  durch  a-Ketoglutars~iure  (und die d a r a u s  le icht  
d u t c h  U m a m i n i e r u n g  en t s t ehende  Glutamins~ure)  auf das  3fache er-  
h 6 h t . - -  Die V e r m u t u n g  von BURK und WINZLER (42), d a b  der  Mechanis -  
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m u s d e r  CO2-Fixierung durch ein ,,Biotincoferment" auf reversibler 
Abspaltung yon CO 2 aus dem Harnstoffring des Biotins {s. Formel) 
beruht 1, wurde yon MELVILLE, PIERCE und PARTRIDGE (242) nicht be- 
stiifigt: Biotin, dessert I-Iarnstoff-C-Atom mit C 14 markiert ist, verliert 
in C02-fixierenden Milchs{iurebakterien seine Radioaktivittit nicht und 
gibt auch keine an die mit seiner Hilfe synthetisierte Asparaginsiiure 
ab. Biotin scheint in E. colt die umgekehrte WOOD-WERKMAN-Reaktion, 
die Decarboxylierung der Oxalessigsiiure, zu katalysieren (207), (208) 
s. dagegen (303), in Form ether Bernsteins~iure-Codecarboxylase die 
Bildung der Propionsiiure in Propionsiiurebakterien zu bedingen (68) 
sowie in E. colt ein wesentlicher Faktor for die erste Stufe der Oxydation 
der Bernsteins/iure zu sein (2a). 

V. R. "~ILLIAMS und FIEGER (442), (443), (444), (d45) zeigten bet 
verschiedenen Milchs~iurebakterien, SI-IULL, THOMA und PETERSON (365) 
bet Clostridium sporogenes, dab auch Lipoide, vor allem Olsdiure, Biotin, 
teilweise ersetzen kSnnen. Dabei kommt es zu keiner Biotinsynthese 
Das Wachstum yon Milchsiiurebakterien mit 01s~iure an Stelle yon 
Biotin wird weiterhin erst durch sehr hohe Konzentrationen an Avidin 
gehemmt (36), (447). Biotin spielt also offenbar eine Rolle bet der 
Synthese der Olsdure, die nach GUIRARD, SNELL und R. J. WILLI,Cl~IS 
(106) (bet Milchs~urebakterien) aus Acetat aufgebaut wird. Damit 
w~ire es nicht ausgeschlossen, dab die Beteiligung des Biotins an der 
01s~iure-Synthese letzten Endes auch auf die W~)oD-WERKMAN- oder 
eine ~ihnliche Reaktion zuriickgeht. Ffir die 01s~iurebildung ist etwa 
lomal weniger Biotin notwendig als ffir die der Asparagins~iure, wie 
POTTER und ELVEHJEI~ (304) bet Lactobacillus arabinosus Ianden, dessen 
Biotin-Bedfirfnis (beim Wachstum) vollst~ndig dutch Olsiture -Jr Aspara- 
ginsi~ure gedeekt werden kann. 

LICHSTEIN und UlVIBREIT (207), (208); S. a. t~ (203), (204), (205); 
s. dagegen (~69) schreiben dem Biotin noch die Funktion ether Codes- 
aminase bet verschiedenen Aminosiiuren (Asparaginsiiure, Serin, Threo- 
nin) zu. Doch wurde die Versuchstechnik yon AXELROD, HOFMANN, 
PURVlS und MAYHALL (10) stark angegriffen ~. - -  Die Asparaginsiiure- 

1 Die Wuchsstoffwirkung der Diaminothiophancarbonsiiure bet Sacch. cere- 
visiae 139 ist vom COz-Partialdruck abh~ngig. 

Es diir/te aber nunmehr gesichert seth, dab Biotin die Vorstu/e der Co- 
desaminasen ist. Der Ersatz dieser Cofermente dutch Biotin + Adenylsi~ure ist 
bet verschiedenen Bakterien sehr unterschiedlich m6glich und bet E. coli auBer- 
dem yon den Zfichtungsbedingungen abhi~ngig [H. C. LIC~ISTEIN (202)]. Des 
weiteren l~tl3t sich aus der Codesaminase nut dutch sehr kraftige Hydrolyse 
(2-6n H2SO4) eine Biotin-aktive Substanz abspalten [CHRISTMAN und LICHSTEIN 
(54a)]. Andere Autoren haben im Hinblick auf die S~ure-Empfindlichkeit des 
Biotins schonender hydrolysiert. --  Ahnlich werden sich wohl u. a. die negativen 
Belunde (303) beim Ersatz der OxalessigsAure-Codecarboxylase aus .4gotobacter 
vinelandii durch Biotin erkl~ren lassen. 
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Codesaminase aus B. cadaveris ist nach LICHSTEIN, CttRISTMAN und 
BoYD (205) nicht identisch mit dem Biocytin, einem Biotinkonjugat ~, 
das die vereinigten Arbeitskreise yon SI~ARP und DOI~ME und yon 
MERCK und Co. (470) ktirzlich aus Hefe in krystallisierter Form isolieren 
konnten (Einige mg aus lo  Tonnen Hefe !) 

Als Wuchss to f [  ,r f ibrigens ]~iocytin bei Lactobacillus arabinosus, L. 
pentosus und  Leuconostoc mesenteroides 12-6o Bio t in  n ich t  zu ersetzen,  bci L. 
easel, L. Delbr.~ckii LD 5, L. aeidophilus, Streptococcus ]aecalis R, Neurospora 
crassa und  Saccharomyces carlsbergensis i s t  es b i o t i n a k t i v  (470), bei Helen  (S. 
cerevisiae 139 und  Java)  in  k le ineren Konzen•  sogar  wirksamer  als eine 
~quiva len te  Menge Bio t in  (206). 

VII. Nicotins~iure. 
lqicot ins~ure als Bes tand te i l  der  Codehydrasen,  als V i t amin  und  als Wuchs-  

s toIL Die Nicot ins / iuresynthese  in Iqeurosporamutan ten  (und anderen  1Vfikro- 
organismen)  aus Anthranils /~ure fiber Indol,  Try-ptopban, X y n u r e n i n  und der  
weltere Aufbau  zu den Codehydrasen.  Verbindung der  mikrobiologischen Nico- 
t i n s~uresyn these  mit  dem T r y p t o p h a n a b b a u  in h6heren  Tieren (Kynurens~iure, 
Xan thurens~ure ,  Chinolins/~ure) und der Gen-ges teuer ten  Bi ldung yon !nsek ten -  
fa rbs to i fen .  Eingre i fen  yon  Heroin- und Wirks to f fen  in die e inzelnen Synthese-  
schr i t t e .  Der Tryp tophancyc lus .  Andere MOglichkeiten des Iqicotins~.ure-Auf- 
baus.  St renge Kopplung yon  A b b a u  und  F u n k t i o n  dcr  Nico• (Abnf i tzung 
der  Codehydrasen  bei i h r e r  Wirkung) .  H e m m u n g  des Abbaus .  

W~ihrend bei allen bisher behandelten Wuchsstoffen zuerst die ein- 
fachen Verbindungen als biologisch wirksam erkannt wurden, und erst 
spfiter ihre komplizierteren Derivate, war es bei der Nicotins{iure ge- 
rade umgekehrt. Durch WARBURG und Mitarb. (426) wurde im Jahre 
1935 gefunden, dab Nicotins~ure ein integrierender Bestandteil der 
beiden Codehydrasen : Cozymase ( =  Codehydrase I) und Codehydrase II, 
ist. Diese beiden Coenzyme, yon denen die Cozymase schon seit 19o6 
durch HARDEN und YOUNG (116) in ihrer Wirkung erkannt war, 
und sp/iter in zahlreichen Arbeiten der v. EuLERschen Schule ~tu- 
diert wurde, spielen eine fundamentale Rolle bei Atmung und G~rung: 
Sie fungieren zusammen mit den Gelben Fermenten als Wasserstoff- 
/ibertragende Katalysatoren bei vielen Hydrierungen und Dehy- 
drierungen. 

z936 fanden LworF und LWOFF (217), (218), dab sich der schon 
lange bekannte V-Faktor, ein Wuchsstoff ffir h~mophile Bakterien, 
durch Codehydrase I oder II  ersetzen l~iBt. Nun erst wurden die biolo- 
gischen Eigenschaften der Nieotins~ure selbst erkannt:  KNmHT (168), 
(169), (160) konnte einen Faktor  seines Wuchsstoffkonzentrats Ifir 
Staphylococcus aureus durch Nicotins~ure (oder besser ihr Amid) er- 

1 0 b e r  wei tere  gebundene  F o r m e n  des Bio~ins (nieder- und  hochmolekutare)  
vgl. GY6EGY und R o s e  (112), ]3UEK und WINZLER (42), BOWD~N und PETERSON 
(33) und  tIOFMANN, DICKEL und AXELROD (126), 
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setzen: MU~LLER (265) isolierte einen Wuchsstofl ffir best immte St~mme 
yon C. diphfheriae aus Harn  und identifizierte ihn mit Nicotins~ure. 
Noch in demselben Jahre (1937) wurde auch die Vitamin-Natur t ier 
Nicotins~ure entdeckt:  Sie ist nach ELVEHJEM und Mitarb. (8d), (85) 
der , ,Antiblack-tongue"-Faktor  bei I~unden, heilt die menschliche 
Pellagra und spielt auch bei anderen Mangelkrankheiten eine Rolle (86). 

In  der Folgezeit fand man viele Nicotins~ure-bedfirftige Bakterien, 
z. B. verschiedene ]~roteus-Arten, zahlreiche Stfimme der verschieden- 
sten Milchs~urebakterien, einige yon Propion- und Essigs~iurebakterien, 
Streptokokken, Pneumokokken, Brucellen, Clostridien, Dysenterie- 
bakterien, h~imophilen Bakterien und einen einzelnen Stature bei E. coIi 
(398). Bei Hefen wurden zunfichst keine St~imme bekannt,  die auf 
Nieotinsfiure ansprechen, bis KOSER und WRIGHT [a943] (176), S. a. (666) 
einen solchen bei Torula cremoris entdeckten. Ein Nicotinsiiure-bediirf- 
tiger Schimmelpilz wurde erst ganz kfirzlich yon GEORG (102) in einem 
Stature yon Trichophyton equinum aufgefunden. Die meisten Helen 
sind starke Nicotins~urebiidner (bis zu o,1% der Trockensubstanz). 
Jedoch fibertriift B. tuberculosis bei weitem alte anderen Mikroorganis- 
men in seiner Syntheseffihigkeit ffir Nicotins~ure, da best immte St~imme 
nach BIRD (26) den Gehalt der Kul tur  (in 21 Tagen) yon 0,07 auf 
61 �9 lo  -s  g Nieotins~iure/cm a steigern k6nnen, d. h. um das etwa9oofache. 

:Bei tier Prtifung yon ~s auf Nicotins~ure-B~dfirftigkeit muB 
beachtet werden, dab sich nach ]~OVARNICK (32) durch Erhitzen yon Asparagin 
+ Glutamins~ure kleine Mengen Nicotinsaureamid bilden. Sie sind immer noch 
grSl~er, als fiir optimales Wachstum erforderlich ist (lo -s bis lo -s g/cm~). Nahr- 
b6den, die diese Bestandteile enthalten, mfissen also entweder dutch Filtration 
sterilisiert, oder es mul3 eine der beiden Aminos~uren getrennt hitzesterilisiert 
werden. 

Ob die Natur  auch einen so emfachen Weg der Nicotins~ure-Syn- 
these, wie die eben genannte, beschreiten kann, ist bisher nicht bewiesen 
worden, aber  durchaus nicht unwahrscheinlich. Jedenfalls nehmen 
ELLINGER und ABDEL-KADER (80), (82) Ornithin, Arginin oder Glutamin- 
siiure als die wichtigsten Vofl~iufer der Nicotins~iure in B. coli und der 
Rat te  an. Ffir die Synthese der Nicotinsw aus Ornithin ist yon 
WoPI,: und WORK (468) der umstehend dargestellte Mechanismus vor- 
geschlagen worden, bei dem B 2, Codehydrase, B,  und Formylfolins~iure 
mitwirken k6nnten.  Als direkte Vorstufe der Nicotins~iure ist das  
Guvacin = Tetrahydronicotinsiiure angenommen, da es nach v. EULER, 
KARRER und Mitarb. (90) Nicotins~iure beim Wachstum yon Staphyt. 
a.ureus und Proteus vulgaris bereits in wenig h6herer Konzentrat ion zu 
ersetzen vermag. 

Exak t  bewiesen wurde ein anderer, weit komplizierterer Weg, der 
yon der Anthranilsfiure ausgehend fiber Tryp tophan  in vielen einzelnen 
Schritten zur Nicofins~.ure und darfiber hinaus ~ehlie~lich zu den Code~ 

Fortsch~. them, Forsch., Bd. ~. 13 
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Biologisch mfg l iche  S y n t h e s e  yon Nico t insdure  aus  O r n i t h i n  nach T.  S. W O R K  u n d  
E .  ~rORK [ T h e  B a s i s  o f  C h e m o t h e r a p y  (1948)  (468)]. 

CH2NHa 

CH, (B6+ 71 
CH~ - - - - - ~  F 
CHNH~ 
I 

COOH 
0rn i th in  

CHtNII z 
I 

CH~ 
(Foro~yl[olins~u~e+ ? ) 

CH 
li +H~CO, -- H~O 
CH i 
cOOH 
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c H  CH 
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N H 

Guvacin. Nicotins~ure. 

hydrasen ffihrt (Abb. l o )  So ist also eine Verknflpfung der Nicotins~iure- 
synthese mit dem Auf- und Abbau des Tryptophans vorhanden, welch 
letzterer in h6heren Tieren unter Beteiligung yon Vitamin 136 die End- 
produkte Kynuren- und Xanthurensiiure ergibt, die im H a m  aus- 
geschieden werden. - -  Bis zur Nicotinsiiure selbst (Schritt 1 bis 8 b) sind 
alle Schritte auf genetischem Wege, haupts~ehlich mit Neurospora- 
Mutanten, verifiziert worden [BEADLE, BONNER, MITCHELL, TATUM 
und Mitarb. (I5), s. spez. (16), (28), (31), (121), (197), (248), (249), (286), 
(403), (404), (405), (476), (27)]. Ist z. B. in einer Mutante das Schritt 6 
steuernde Gen ausgefaUen, so gibt sich das dadurch zu erkennen, dab 
die Mutante Kynurenin und alle seine Vofliiufer bis zurfick zur An- 
thranils/ture nicht mehr verwerten kann, also auf Oxykynurenill (oder 
nattiflich auf alle dieser folgenden Verbindungen) als Wuchsstoff an- 
gewiesen ist. AuBerdem k6nnte es zur Anhiiufung yon Kynurenin 
kommen, das ja nicht mehr weiter umgesetzt wird. Wie YANOFSKY 
und DONNER (476) ganz ktirzlich nachwiesen, h~iuft sich zwar bei be-: 
stimmten Mutanten yon Neurospora nicht Kynurenin selbst an sondern 
0~-N-Acetylkynurenin, das offenbar mit Hilfe yon Coenzym A aus 
ersterem entsteht (Abb. lo, Schritt 6a). - -  Gleichzeitig f t ihr ten die 
Untersuchungen von KOHN und von BUTENANDT [Z. B, (49), (50)] fiber 
die Gen-gesteuerte Pigmentbildung aus Tryptophan bei Insekten (bes. 
Drosophila mdanogaster) zu Teilschritten, die Sich teilweise als identisch 
mit denen der mikrobiologischen Nicotins~ure-Synthese erwiesen. So 
kam es zu wechselseitigen Befruchtungen dieser beiden Arbeitsrich- 
tungenl 
: Nach neueren Untersuehungen yon NYC, HASKINS und ~ I T C H E L L  

(285) mit Neurospora-Mutanten mul3 die Anthranilsiiure aus einer: 
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Muttersubstanz X hervorgehen, die zugleich der gemeinsame Vorliiufer 
yon Tyrosin und Phenylalanin ist. Wie aus dem seh6nen Vortrag von 
DAvis (64) hervorgeht, haben die Versuche dieses Autors an Coli- 
Mutanten auch noch die Synthese der p-Aminobenzoes~ure auf jene 
noch unbekannte Muttersubstanz zurfickffihren k6nnen, wobei als 
Zwischenstufe Shikimi-Sfiure ~- Tetrahydrogallus-Siiure (s. Abb. lo und 
Formel S. 202) durchlaufen wird. 

Nach SCHOPFER und Boss (348) wird die Synthese der Anthranils~iure 
oder ihr Aufbau (Abb. lo, Schritt i, 2) zu Indol dutch 2-Methylnaphtho- 
chinon- (1,4) ~- Vitamin K s unterbunden, da das dutch dieses Chinon 
gehemmte Wachstum von Phycomyces Blakesleeanus, Saccharomyces 
Willianus und Neurospora (Cholin-) in Anwesenheit yon Nicotinsiiure- 
(amid), Kynurenin, Tryptophan, Indol oder Anthranilsdure wieder 
m6glich wird. Auf Grund der Konstitution des Hemmstoffs ist zu ver- 
muten, dab die Synthese der Anthranil~ure, und zwar bereits bei einem 
recht friihen Schritt, etwa X---~A oder A--+B unterbrochen ist. Um 
aus Anthranils~iure den Indolring zu bilden, ist der Einbau einer 
C-Einheit notwendig, der mSglicherweise wieder durch die kataiytische 
Wirkung der FormylfolinsSure verursacht wird. An dieser Stelle k6nnte 
also (indirekt) der Angrifispunkt der Sulfonamide liegen, die nach SEVAG 
und GREEN (360) ,,oxydo-reduktive Schritte" in der Tryptophan- 
synthese durch Staphylococcus aureus hemmen. Schritt 1, 2 wird nach 
RYDON (330) durch 4- oder 5-Methylanthranilsdiure betroffen, was ein- 
deut!g aus der Art der Enthemmung mit Anthranils~ture, Indol bzw. 
Tryptophan bei einem Anthranilsiiure-synthetisierenden Stamm yon 
E. typhosa hervorgeht, dessen Wachstum mit diesem Antagonisten 
gehemmt war. FILDES und RYDON (95) konnten in ~ihnlichen Versuchen 
auch die Schritte 3 (Tryptophanbildung aus Indol + Serin) und 4a 
(Tryptophan-Einbau bei der Eiweil3-Synthese) durch verschieden 
methylierte Indole bzw. Tryptophane st6ren. Ob Methylacryls~ure, in 
der man einen direkten Tryptophan-Antagonisten vermuten sollte, 
Schritt 3 oder 4 hemmt, also Indol oder Tryptophan verdrAngt, ist noch 
nicht klar zu erkennen. Die yon FILDES (93), (94) beobachtete Ent- 
hemmung dutch Serin kann dies nicht entscheiden. Ganz unverst~ind- 
lich bleibt noch der Befund yon UMBREIT und Mitarb. (409), dab Schritt 3 
durch Pyridoxalphosphat katalysiert wild. Wenn eine Umaminierung 
vorliegen sollte, mfii3te er in mehr als zwei Einzelschritte aufgel6st 
werden. 

~ELLINGER und ABDEL-KADER (81), (83) beobachteten eine Hemmung 
der Nicotinsiiuresynthese durch E. coti aus Ornithin mit verschieden 
methylierten Tryptophanen. Sie glauben aus ihren Versuchen schliel3en 
zu mfissen, dab Tryptophan, jedenfalls bei E. coli (und bei der Ratte) 
kein Zwischenprodukt, sondern ein Katalysator der Nicotinsfiure- 
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Synthese ist. Diese Annahme bekam ffir Neurospora erst Bedeutung, 
als HASKINS und MITCHELl. (119) zeigen konnten, dab Tryptophan durch 
alle untersuchten Mutanten sehr rasch, haupts/ichlieh zu Anthranils/iure 
abgebaut wird Is. a. (34)]. Rein formal lag es natfirlieh nahe, in Analogie 
zur Oxyanthranils/iure-Bildung aus Oxykynurenin (Sehritt 7) auch eine 
solche yon Anthranilsfiure aus Kynurenin anzunehmen. Dieser neue 
Schritt (6b) wfirde also einen Ring schlieBen, der yon der Anthranilsiiure 
fiber Indol, Tryptophan, a-Oxytryptophan und Kynurenin wieder zur 
Anthranilsiiure zurtickf/ihrt. Jedes Glied dieses Ringes, der als Trypto-  
phan-Cyclus  bezeichnet wird, mfiBte also als Katalysator der Nicotin- 
s~iure-Bildung wirken, so lange nicht ein Schritt innerhalb des Cyclus 
bloekiert ist, und (in h6herer Konzentration) Ersatzstoff der Nicotin- 
s~ure sein, selbst wenn Blockierung im Cyclus vorliegt. W~hrend die 
Austrittsstelle am Cyclus eindeutig beim Kynurenin liegt, ist es wahr- 
scheinlich, dab der Eintritt nicht bei der Anthranils/iure, die bisher als 
Ausgangssubstanz der Nicotinsiiure angesehen wurde, sondern bei einer 
Substanz erfolgt, die zwischen Anthranils~ure und Indol eingeschoben 
werden mull. Dieses hypothetische Zwischenprodukt ist aus chemischen 
Grfinden ohnedies anzunehmen. Der Tryptophan-Cyclus erlaubt ver- 
schiedene bis dahin nicht verstltndliche Befunde einzuordnen: z. B. die 
Enthemmung yon Indolylacryls~ure beim Wachstum von E.  coli durch 
Kynurenin, Indol. Anthranils~iure (315) oder Phenylalanin (224) und die 
Aufhebung der Hemmung, die das Waehstum dieses Bakteriums dureh 
das dem Indol isostere Cumarin erleidet, durch p-Aminobenzoesiiure 
oder m-Inosit (314). 

Antagonistische Beeinflussungen der Schritte yore a-Oxytryptophan 
bis zur Nieotins/iure (5--8) scheinen bisher noch nicht studiert worden 
zu sein. Mit dem weiteren 
Aufbau yon der Nicotin- 
s/iure bis Zu den Codehydra- 
sen (Schritte 9--12)hat man 
sich jedoch friihzeitig be- 
schiiftigt. So k6nnen die 
Mikroorganismen die Bil- 
dung desNicotins/iureamids 
aus Nicotinsiiure (Schfitt 9) 
in verschiedene m Grade aus- 
ffihren, was man leicht aus 
der Aktivit~it der beiden 
Substanzen als Wuchsstof fe 

Tabelle 6. Relaliver Wuchssto/[-EHeht yon Ni- 
cotinsdurearnid und Nicotinsd**re [nach KOSER 
und Mitarbeitern (17P), erg~nzt nach KOSER 

und I~ASAI (173)]. 

Verh~l tn is  der  
B a k t e r i e n  A k t i v l t / i t e n  yon 

Amid  : S~iure 

L e u v o n o s t o c  m e s e n t e r o l d e s  . . . .  

C.  d i p h t h e r i e e  . . . . . . . . .  

Proteus vutgaris . . . . . . . .  
Staphylococcus auveus . . . . .  
Dysenterie-Baktericn . . . . . .  
Verschiedene PasteureUa-St~mme 

o 

1:1o 

1: 1 

5: I 

lO : l 

c~ 

ersehen kann. Tab. 6 zeigt, dab Proteus wdgaris  Amid und S/lure gleich 
gut verwertet, die Bildung des Amids also mindestens mit ausreichender 
Geschwindigkeit durchfiihrt. Staphylokokken und Dysenterie-Bakterien 
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bilden das Amid langsamer, und einige Pasteurella-Arten mtissen diese 
Fiihigkeit ganz verloren haben, da Nicotins~iure hier v611ig inaktiv ist. 

Bei diesen Versuchen muB beachte t  werden, dai] die Wirksamkei t  der Nico- 
t ins~ure im Gegensatz zu ih rem Amid plr-abh~ngig ist .  RO~eKE, LmBY und 
S ~ L L  (323) fanden bei ~.  coil-, BO~'ER und BEADLX (28) bei Neurospora- 
Mutan• und BRUECKNER (40) b~i staphylococcus aureus, dab mit  ~[allendem 
PH die zu opt imalem W'achstum ben6l igte  1Wicotins~urekonzentration kleiner 
wird, was bedeutet ,  dab nu t  die undissoziierte Siiure akliv, also das Ausgangs- 
produkt ffir die Amidierung is t .  

Diese (Schritt 9) wird nach MCILwAIN (Z81) durch Pyridin-fl-sulfo- 
sdure gehemmt. Denn NicotinsSure-bedfirftige Proteus- und Staphylo- 
kokkenstiimme lassen sich durch die SulfosSure im Wachstum hemmen, 
wobei steigende NicotinsXurekonzentrationen kompetit iv enthemmen. 
Die Enthemmung mit Nicotins~ureamid dfirfte nicht-kompetitiv sein, 
wenn auch ein hierbei auftretender sonderbarer Effekt die Interpretation 
erschwert. Die Sulfos~ure zeigt sich n~mlich nicht indifferent bei 
Nicotins~ureamid-bedingtem Wachstum, wie es theoretisch bei nicht- 
kompetit ivem Antagonismus der Fall sein mfiBte, sondern ruff eine zu- 
sAtzliehe Wachstumssteigerung hervor. Diese tri t t  auch bei Nieotins~ure- 
synthetisierenden St~mmen auf (E. coli), gleichgiiltig ob Nicotinsiiure- 
amid anwesend ist oder nicht. L~13t man sehlieBlieh letzteres aueh bei 
den bedfirftigen St~mmen weg, so ergibt die Sulfos~ure noch zu einem 
gewissen Grade Waehstum, wenn auch dieses bei weitem nicht optimal 
wird. Die Sulfosiiure kann also Nicotins5ure als Wuchsstoff teilweise 
ersetzen, wozu h~Lufig aul3erordentlich hohe Konzentrationen erforder- 
lich sind, wie yon MclLwAIN (231) bei Staphylococcus aureus und Proteus 
vulgaris, yon LWOFF und QUERIDO (219) bei Proteus X 19 und yon 
~V[6LLER und BIRKOFER (256) bei Proteus vuIg. und Sbm. plant, fest- 
gesteltt wurde. Zu einer v61tigen Umkehrung der Verh~ltnisse kommt es, 
wenn man nach ERLENMEYER und Mitarb. (89) zu den isosteren Thiazol- 
5-Analogen fibergeht: Bei diesen erwies sich das Carbons~ureamid als 
Hemmstoff  und die Sulfos~ure als vollwertiger Wuchsstoff ffir die 
NieotinsAure-bedfirftigen Staphylokokken 1. 

.~hnliche Erscheinungen sind auch bei anderen Sulfos~uren bekannt  ge- 
worden.  So ffihren nach KUHN, M6LLER, WE1NDT und B/~iNE~T (180) sehr  kleine 
Konzent ra t ionen  an Sulfonamiden,  die un te rha lb  der~enigen licgen, dic bet 
opt imaler  p-Aminohenzoesfiure-Menge gerade hemmen,  zu tei lweisem Ersa tz  
dieses VVuchss• bci Sbm. plantarum. Gleiche Verhfiltnisse bes%ehen ftir Sulfo- 
pan to thensaure  bet ,4. suboxydans (63), fiir verschiedenc Sulfos~ure-Analoga des 
Oxybiot ins  und des HomooxYbiotins bei Saccharomyces cerevisiae 139 Ulld vor  
allem Lactobacillus arabinosus (125). Kleine Konzen• r 
ani l ido)-capronsaure zeigen nach  WOOLLEY (461) schwache Bio t inak t iv i t a t  bet 

x 6-Amino-nicotinsdure und ihr  Amid wirken nach Sc i~ iD~-Tzto~.  (336a) 
bei Staphylokokken ebenfalls antagonist isch.  Nicot insaureamid en themmt  besser 
als Nicotins/iure. 
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B. tennis und rufen --  ihnlich der Pyridin-fl-sulfos~ure - -  in Anwesenheit yon 
Biotin oder Pimelins~ure zus~itzliche W'achs• hervor. Bei E. coli, 
das yon Sulfopantothens'iure nicht gehemmt wird, bewirkt diese Enthemmung 
,con Salicylsfiure (390). F6rdernde Wirkungen -con Sulfonamiden auf das Wachs- 
turn yon p-AminobenzoesRure-synthetisierenden Bakterien in natfirlichen N/ihr- 
medien sind z. B. von LEwis und SNYDER (200) bei Milch- und Propionsiuer- 
bakterien, yon M6LLZR (255) bei CoIi-St~mmen und yon LA~ANNA (187) bei ver- 
schiedenen Bakterien und Helen beobachtct worden. Ob die Sulfost~uren die 
natiirlichen Wuchsstolfe wirklich ersetzen, d. h. ob sich aus ihnen aktive Co- 
fermente, wenn auch sehr schwach wirksame, bilden k0nnen, ob eine Umwand- 
lung yon SulIo- in Carbons~nre vorliegt, was chemisch sehr unwahrscheinlich 
ist,  oder ob es endlich zu einer Umstellung des Stoifwechsels z. B. zu anders- 
artiger Synthese der Cofermente kommt, sind hochinteressante Probleme, die 
noch der Auild/irung barren. (Die fiir Sulfopantothensfiure genannten Ffille 
lassen sich vielleicht mit STAr, SLY und ALVERSON (390) dutch eine Spaltung 
d~eser Sulfos/iure in Taurin nnd :Pantoy]saure crkl~ren, da bier schon die letztere 
ats W':uchs- bzw. Enthemmstoff wirksam ist.) 

Da Pyridin-fl-sulfost~ure in Gegenwar t  yon  Nico t ins~ureamid  keine 
H e m m u n g  zeigt, w~ire zu e rwar t en  gewesen, d a b  auch in  Anwesenhe i t  
yon  Cozymase keine  H e m m u n g  au f t r i t t .  Das durch  Cozymase be- 
d ing te  W a c h s t u m  yon  Proteus vulgaris wird  aber  nach Mcll~walrr (231) 
noch s t t t rker  durch  die  Sulfos~iure als das  Nicot ins i iure-bedingte  ge- 
hemmt .  Hierff i r  e rsche in t  keine andere  Erkl t i rung m6glich,  als an-  
zunehmen,  d a b  t iber  Nico t ins i iu reamid  noch andere  Wirks tof fe  aulMr 
den b e k a n n t e n  Codehydrasen  gebi ldet  werden  mfissen (Y, Schr i t t  :toa), 
und dal3 dazu  ein  A b b a u  der  Cozymase n6t ig  ist .  F i i r  wi rksame  Um-  
w a n d l u n g s p r o d u k t e  de r  Nicotinsdure (Z, Schr i t t  9 a) sp r ich t  auch das  
sonde rba re  Verba l t en  yon  Diph the r i e -Bak te r i en ,  bei denen Nicotins';iure 
als Wuchss to f f  l o m a l  w i rksamer  is t  als ihr  Amid ,  vor  a l lem abe r  das-  
jenige  e in iger  Leueonostoc-St~mme, bei  denen i i be rhaup t  nur  noch 
Nicotins~iure a k t i v  is t  (s. Tab .  6). Al le rd ings  k6nn ten  die beiden le tz te ren  
F i l l e  auch  nach  KosEIt  und KASAI (173) mi t  der  A n n a h m e  erkl~irt 
werden,  d a b  sich bei der  Cozymase -Syn these  du tch  diese ]3akterien 
zuers t  Ribos id-  und dann  A m i d b i l d u n g  vol lz iehen (Sehr i t t  9 b und  lob) .  
Es gibt  abe r  Leuconos toc -S t i imme,  bei denen  auch die beiden Code- 
h y d r a s e n  Nicot ins l iure  als  Wuchss to f f  n ich t  e r se tzen  k6nnen.  Wi l l  man  
die Ex i s t enz  wi rksamer  Nicotinsdure-Derivate wiede rum ausschliel3en, 
so w~ire noch an  das  m6gliche V o r k o m m e n  e iner  d r i t t e n  Codehydrase  zu 
denken ,  wobe i  zusiitz]ich anzunehmen  ist ,  dal3 le tz te re  durch  die be-  
t ref fenden Leuconos toe -S t i imme n ich t  aus  den Codehydrasen  I und I I  
geb i lde t  werden  dfirf te.  - -  Auf  j eden  Fa l l  i s t  also das  Vorhandense in  
e ines  wei teren Coferments  ges icher t ;  ob dasselbe abe r  Nicot ins~ure  oder  
ihr  Amid  als Baus te in  enthi t l t ,  bedar f  noch der  Kl~irung 1 

i Ganz ktirzlich wurden yon CHAUDaURI und KODICEK inWeizeukleie Conju- 
gate gefunden, die sich yon der Nicotinsdure ableiten (Nicotinstiurepeptide). 
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Pyridin-fl-sulfonamid mfigte die Ribosidbildung aus Nicotins~ure- 
amid hemmen (Schritt lO). MclLWAII~ (231) land in PyridinlS-sulfon- 
amid auch einen kompetitiven Antagonisten des Nicotins~ureamids. 
Bei Nicotins~ure-bedingtem Wachstum ist die Hemmung aber geringer, 
was wiederum ftir die M6glichkeit des Umweges fiber Schritt 9 b u n d  
lob spricht, Leider ist die Enthemmung mit Nicotinsfmreamidribosid, 
die nicht-kompetitiv sein mfil3te, noch nicht untersucht worden. - -  Wie 
schwierig die Verh~iltnisse aui dem Gebiete der Nicotins~ure(amid)- 
Antagonisten liegen, ist in einer Arbeit yon MOLLER und BIRKOFER (257) 
diskutiert worden; diese Autoren fanden, dab die oben beschriebenen 

Antagonismen noch yon sol- 
i-8 

.~0 1 / 

-~lSg ]7 ~ ~ / - - o  

' 5 ' s I s l  I I I I 
0 l, rlD- 3.10 ~ 5x'lO- 7"xfO -5 I*I0 -r lxl# -a 

Konaenh, gtiaa ymol/cT~ ~ 

&bb. 11". Wirkung yon Codehydrasen und ihren Abbau- 
produkten auf alas Wachstum yon Haemophilus para~n- 
tIuenzae [nach GINGRICH u. SCHLENK [t944] (I03)]. 

then, bei denen Schwer- 
metalle mitwirken, iiberla- 
gert werden k6nnen. 

Der 13bergang von Nico- 
tinsliureamidribosid in Cozy- 
mase (Schritt ~1 und 12) wird 
von vielen h~imophilen Bak- 
terien noch ausgefiihrt, da 
SCHL2ENK und GINGRIGH (335), 
(103) fanden, dal3 bereits h6- 
here molare Konzentrationen 
des Ribosids Cozymase beim 
Wachstum zu ersetzen ver- 
m6gen. Dervon denAutoren 
benutzte Stature kann, wie 
aus Abb. 11 hervorgeht, Co- 

dehydrase II schlecht verwerten, im Gegensatz zu den Irfiher yon 
LWOFF und LwoFF (217), (218) untersuchten Stiimmen, bei denen die 
beiden Codehydrasen gleichwertig waren. Vielleicht ist die Cozymase 
fiir Haemophilus parainfIuenzae wichtiger als die Codehydrase II,  und 
die Dephosphorylierung der letzteren (Schritt 13 in umgekehrter Rich- 
tung) verti~uft bei :diesem Stamm mit zu geringer Geschwindigkeit. 
M6glicherweise liegt aber auch hier ein gegenseitiger k0mpetitiver An- 
tagonismus vor, wie er von MclLwAIN and RO~O~IG~IT (238) beim Ab- 
bau der beiden Coenzyme im Zentralnervensystem gefunden wurde. 

Offenbar erfolgt bei tier Cozymasebildung aus dem" Ribosid zu- 
niichst Phosphorylierung (Schritt 11), denn KORNBERG (167), (168) 
reicherte z. B. aus Bierhefe ein Enzym an, das Nicotins~ureamidribose- 
phosphorsiiare mit Adenosintriphosphors~ure zu Cozymase und an- 
organischer Pyrophosphorsiiure (reversibel) umsetzt (Schritt 12). Diesen 
neuen, sehr bemerkenswerten Reaktionstyp haben wir bereits bei tier 
Bildung yon Flavinadenindinudeotid angetroffen (s. S. 162), Auf ganz 
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~ihnliche Weise vollzieht sich auch die Bildung der Codehydrase II 
(169) (Schritt a3): 

Cozymase + Adenosintriphosphors~ure Enzym aus Ale-Here_> 
Codehydrase II + Adenosinpyrophosphorsdure. 

Ab- und Aufbau der Codehydrasen in Mikroorganismen sind in den 
letzten Jahren, besonders yon der quantitativen Seite, eingehend durch 
MclLwAIN und Mitarb. studiert worden. Schon die beiden LwoFFs 
(217), (218) hatten in feinsinnigen Untersuchungen gefunden, dab ihr 
Abbau mit ihrer Funktion gekoppelt sein muB, und deshalb von einer ,,Ab- 
nutzung" der Codehydrasen wiihrend ihrer Wirkung gesprochen. Nach 
MclLwAIN und HUGHES (237) ist der Abbau von Cozymase durch 
Staphylokokken, E. coli, Proteus morganii und H. parainfluenzae etwa 
2omal rascher als ihr Aufbau, so dab diese Bakterien in etwa 4 Stdn. 
ihren eigenen Cozymasegehalt vSllig verbrauchen. Bei Milchsliurebakterie n 
ist der Abbau viel geringer (Halbwertszeit etwa 3 "rage und gr6~r) und 
ist deshalb bier welter untersucht worden (235), (237), (239). L. arabino- 
sus, der Nicotinsiiure als Wuchsstoff ben6tigt, nimmt sie w~ihrend des 
Wachstums innerhalb eines Tages vollst~indig auf und fiihrt sie zu 9o~/o 
in Cozymase fiber. Ist das Medium dann Substrat(Glucose)-frei, so 
erfolgt in etwa 6 Tagen wieder langsame Abgabe an dasselbe, wohl 
in Form des Ribosids oder der Ribosephosphors~iure, wobei der Ge- 
samtnicotinsiiure-Gehalt der Kultur immer gleich bleibt. Enthiilt 
das Medium aber Glucose, so wird innerhalb und aul3erhalb der 
Zelle der Gesamtnicotins~iuregehalt kleiner. Um 1 Mol Milchsiiure zu 
bilden, werden etwa 2/,Mole Nicotinsiiure verbraucht. Dieses Ver- 
h/iltnis ist konstant, unabhlingig vom pH und vor allem yon der Re- 
aktionsgeschwindigkeit, was eindeutig die Kopplung yon Abbau und 
Funktion tier Nicotins~iure beweist. Der Abbau beider Codehydrasen 
wird, wie erstmals MANN und QUASTEI. (223) in tierischen Zellen beob- 
achteten, dutch Nicotins~iureamid blockiert. MclLwAIN (286) land im 
5 (4)-3'-Pyridy limidazol einen IomaI st~rkeren Hemmstoff. Nach KORN- 
BERG (171) wird die Nucleosidase, die eine Spaltung der Bindung zwi- 
schen Ribose und Nicotins~iureamid in den Codehydrasen hervorruft, 
also auch Schritt lo, durch diese Substanzen spezifisch gehemmt, Auf 
Grund der Abbau-Hemmung durch Nicotins~iureamid erkannte CAS- 
~AN (62) (lessen Cozymase-sparende Wirkung beim Wachstum yon 
Haernophilus influenzae. 

Ein andersartiger Abbau der Codehydrasen erfolgt durch die 
' Dinucleotidpyrophosphatase yon KORNBERG (166), (170), die zur Ab- 
spaltung yon Nicotins~ureamidribosephosphorsiiure ffihrt. Bei Cozy- 
mase ist das zweite Spaltstfick Adenosin-5-phosphors~iure, bei Code- 
hydrase n wahrscheinlich Adenosin-3,5-phosphorsiiure, jedenfalls nicht 
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Adenosinpyrophosphorsiture. Der I~ORNBERGsche Dinucleotid-Cyclus 
(s. Abb, 3) ist in der gleichen Art wie beim Flavinadenin-Dinucleotid 
(s. S. 162) auch ftir Cozymase anzunehmen. Dabei kommt es nieht nut 
zu einer Kopplung zwischen Funktion und Abbau, sondern sogar zu 
einer solchen zwischen Funktion, Abbau, Aufbau und Pyrophosphat- 
anreieherung. 

VIII. m-Inosit. 
m-Inosit als Vitamin und Wuchsstoff (Bicskomponente). Probleme der Be- 

teiligung yon m-Inosit an Stoffwechseivorg~tngen: Coferment der a-Amylasc? 
MTglichkeit eines Antagonismus zwischen m-Incsit  und Hexachlorcyclohexanen 
bzw. Streptomycin. ShiMmf-S~ure als mTgliche Vorstufe des m-Inosi~s bei 
Mikroorganismen. 

Obwohl meso-Inosit---rneso-Itexaoxycyclohexan (s. Formel) der 
erste Wuchsstoff war, der isoliert wurde, ist seine Vitaminwirkung bei 
M~iusen (Anti-Alopecie-Faktor)erst 13Jahre sp~iter (1941) von WOOLLEX" 
(457) entdeckt worden. Er ist aul3er bei Hefen noch bei einigen Schimmd- 

Konstitution yon Inosit und verwandten Verbindungen. 
NH 
li 

H~c/OFI H~ /C[ H~ / N H . C - N H ,  COOH 
C C I 

HO.HC / ~CH.OH CIHC / kXCHC1 HO.HC / "NCH-CH Hc~/C~cH, 
HO.H]C\ /}CH.OH Cl I I H0.H%c/C\NH.I I,,H I 1 H �9 H0. HC~ /CH.O He\c/cHcl c. NH, c 

c I1 
)t / \OH H / \cl  H / \ 0 ~  XE H / \oH 

�9 Ino~it. Gammexal. Streptidia. Shikimisfiure. 

pilzen Wuchsstoff (48), (163), (343), (344), (350). W~ihrend bei allen in 
der Natur vorkommenden Stammen bisher nur mehr oder weniger starke 
Zuwachseffekte beobachtet wurden, hat BEADLE (12), S.a. (353) eine 
Neuros/~ora-Yutante isoliert, die m-Inosit unbedingt zum Wachstum 
benTtigt. Diese Mutante ist also heute der Stature der Wahl ffir mikro- 
biologische m-Inosit-Bestimmungen, m-Inosit-benTtigende Bakterien 
sind noch nicht aufgefunden worden. Da aber m-Inosit nach WOOLLEY 
(458) in Bakterien vorkommt, dfirfte an seiner Bedeutung auch ffir den 
Stotfwechsel der Bakterien nicht gezweifelt werden. 

Bis jetzt ist aber kein Stoffwechselvorgang mit Sicherheit erkannt 
worden, in den dieser Wuchsstoff eingreift. Zwar vermuteten 
R. J. WILLIAMS, SCHLENK und ]~PPRIGHT (441) auf Grund mikrobiolo- 
gischer Bestimmungen in hochgereinigten Amylase-Priiparaten im 
m-In0sit die Wirkgruppe dieses Ferments, und LANE und WILLIAMS (190) 
bekrMt!g[en diese Annahme, da sic reinste r162 fl-)Amylase durch 
das Kontaktinsekticid Ga~nmexan----?-Hexachlorcyclchexan (s. Formel) 
hemmen und diese Hemmung durch m-Inosit wieder aufheben konnten. 
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FISCHER und BERNFELO (97) vermochten dagegen weder m-Inosit in 
krystallisierter a-Amylase aus Schweine-Pankreas oder Menschenspeiche] 
nachzuweisen, noch auf diese einen EinfluB yon Gammexan oder m- 
Inosit festzustellen. Nach KIRI<WOOD und PHILLIPS (155) hemmen Hexa- 
chlorcyclohexane das Wachstum der ~n-Inosit-bedtirftigen Gebr. Mayer- 
Here, aber nut die IIemmung durch das y-Isomere, das auch am wirk- 
samsten ist, wird durch m-Inoslt aufgehoben. Ein m-Inosit-syntheti- 
sierender Hefestamm war entsprechend sehwerer zu hemmen. Ganz 
~hnliche Ergebnisse erzielten BUSTON, JACOBS und GOLI)STEIN (4~ bei 
Nematospora gossypii, die ebenfalls m-Inosit ben6tigt. Von SCHOPI~ER 
und Mitarb. (347), (352, wurde zwar gefunden, dab nur das m-Inosit- 
bediirftige Eremothecium Ashbyii yon Gammexan gehemmt wird, 
w~hrend m-Inosit-nicht-bediiritige Schimmelpilze und Helen resistent 
sind, aber eine Enthemmung mit m-Inosit war nicht eindeutig zu zeigen. 
Andere Autoren (101), (306), (319), (320), (401)1, die allerdings nur 
m-Inosit-nicht-ben6tigende Bakterien untersuchten, konnten ebenfalls 
keinen Antagonismus feststellen, auch nicht ftir das bei diesen meist 
stiirker hemmende &Isomere (319), (320). Nachdem v. VLOTEI% KRtIIS- 
SINK, STRIJK und BIJVOET (422) Gammexan und m-Inosit auf Grund 
yon WEISSENBERG-Diagrammen eindeutig "con verschiedener sterischer 
Struktur fanden, im Gegensatz zu den friiheren Angaben yon SLADE 
(370), diirfte es wohl unwahrscheinlich sein, dal3 die beiden Substanzen 
in einem antagonistischen Verh~iltnis zueinander stehen. Vielleicht er- 
kl~iren sich die Ergebnisse der verschiedenen Autoren durch die An- 
nahme, dab die verwendeten Gammexan-Pr~iparate teilweise mit einem 
tats~ichlich antagonistisch wirkenden Isomeren verunreinigt waren. 
SchlieBlich sind antagonistische Beziehungen zwischen m-Inosit und 
StrelStomycin anzunehmen, da einer yon dessen Bausteinen, das Streplidin 
(186), ein Cyclohexanderivat ist, das eindeutig meso-Struktur besitzt 
(s. Formel). Allerdings konnten PAINE jr. und LIPMANN [(292), S. a. (289)] 
im Gegensatz zu RHYMER und Mitarb. (318) keine Enthemmung dutch 
verschiedene m-Inosithaltige Liposide bei E. coli beobachten, dessen 
Wachstum mit Streptomycin gehemmt war. 

DaB aber tats~ichlich Beziehungen zwischen m-Inosit und Strepto- 
mycin bestehen mfissen, ergibt sich aus den h6chst interessanten Be- 
funden, dab bei der Zfichtung Streptomycin-resistenter Bakterien hiiu- 
fig gleichzeitig Streptomycin (=  Inosit ?)-Bediirftigkei~ auftritt Is. z. B. 
(I41), (211), (244), (245), (477)], und dab verschiedene Helen (Torul~ 
u~ilis, Hansenul~ anomala) Streptomycin-empfindlich werden, wenn sie 
dutch Adaptation die F~ihigkeit zur Verwertung von m-Inosit an Stelle 

1 Weitere Literatur, bes. yon CttAIX und Mitarb. s. bei FISCHER und BERN- 
F~D (97). 
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yon Glucose gewonnen haben (216). Die Streptomycin-Hemmung 
solcher adaptierter Hefen (und auch anderer, in der Natur vorkommen- 
der Streptomycin-empfindlicher Mikroorganismen) l~iBt sich durch 
ttexosen kaum, dutch Hexosen + Fumars~iure m~iI3ig, durch phos- 
phorylierte Hexosen jedoch leicht aufheben. Es w~ire also nicht ab- 
wegig, im Streptomycin einen Hemmstoff bei der Bildung phosphory- 
lierter Hexosen zu vermuten [vgI. a. (334)]. Welche Rolle aber der 
m-Inosit dabei spielt, l~t3t sich aus den vorIiegenden Versuchsergeb- 
nissen noch nicht fibersehen. 

Vielleicht darf man in der schon erw~hnten Shikin~i-S~ure (S. For- 
reel) eine Vorstufe des m-Inosits annehmen, obwohl DAvis (64) bisher 
keine Anhaltspunkte daffir gefunden hat. 

IX. Schlul~wort. 

Die mikrobiologische Stoffwechselanalyse bei den hier behandelten 
Wuchsstoffen zeigt deutlich, wie ein Stoffwechselvorgang in den anderen 
eingreift. Besonders reizvoll erscheint z. B., dai3 bestimmte Wuchs- 
stoffe fiir die Synthese anderer notwendig sind. In noch gr613erem Mal3e 
bestehen solche Verflechtungen zwischen der FoIinst~ure (p-Amino- 
benzoes~ure), dem Vitamin B12 und den NucIeinstturen (Purinen, 
Pyrimidinen). Obwohl bereits ein fiberwt~ltigendes Material fiber diese 
Stoffe vofliegt, sind viele Probleme noch nicht geniigend gekl~irt, und 
die Forschung ist gerade hier noeh in so lebhaftem Flul3, dab eine Be- 
sprechung im Augenblick noch nicht angezeigt erscheint und einem 
sp~teren Zeitpunkt vorbehalten bleiben soll. 

X. Zusammenfassung. 
Nach kurzer Besprechung der G~schichte der Wuchsstoff-Forschung 

wird an den ~VVuchsstoffen Aneurin, Lactoflavin, Adermin, Pantothen- 
s~iure, Biotin, Nicotins~ure und m-Inosit gezeigt, wie die mikrobioto- 
gische Sloffwechsel-Analyse das Eingreifen der Wuchsstoffe als Bestand- 
teile yon Cofermenten in den in ter~nedidren Stoffwechsel und den Auf- 
und Abbau der Wuchsstoffe selbst aufkl~iren kann. Hermnsloffe (An- 
tagonisten) und Ersatzstoffe der Wuchsstoffe haben sich als Sehlfissel 
erwiesen, die ein Eindringen bis in feinste Stoffwechselvorg~inge ge- 
statten. Dabei ist es gleichzeitig m6glich geworden, den Mechanismus, 
auf Grund dessen die Antagonisten das Wachstum hemmen, zu er- 
forschen. Die Wirkungsweise einiger Antiseptica, Chemotherapeutica 
and Anti-]?iotica ist so festgelegt oder dem Verst~indnis n~iher gebracht 
worden. 



Wuchsstoffe  und  mikrobiologische Stoffwechselanalyse.  9~05 

Literatur. 
1. ACKERMANN, W. W.,  and H. KIRBY: Evidence  for  t h e  n a t u r a l  occur rence  of 

a -amino- /~ ,~-dimethyl -T-hydrooxybutyr ic  acid (pantonine) .  J .  biol. 
Chem. 175, 483 (1948). 

2. - - ,  a n d W .  Sa lv~:  a-Amino-~,[J-dimethyl-y-hydroxybutyric acid precursor  
of pan to i c  acid. J.  biol. Chem. 175, 867 (1948). 

2a, AJL, S. J., W. R. HART and C. H. "~V~RKMAN: Bio t in  in  succinic acid 
oxidat ion.  Enzymologia  {Den Haag) 14, I (195o). 

3- ALLISON, F.E.,  and  S.R.  HOOV]~R: An accessory fac tor  for t he  root  nodule  
bac t e r i a  of leguminoses.  J.  Bacter io l .  27, 561 (x934). 

4. - -  - - ,  and  D. BuRK: A r e s p i r a t i on  coenzymc.  Science (New York) 78, 217 
(1933). 

5. AU~AOEN, E.:  p -Aminopheny lke tone  als An tagon i s t en  der  p-Aminobenzoe-  
s~ure.  Hoppe-Seyler ' s  Z. physiol .  Chem. 274, 48 (1942). 

7. - -  ~)ber ein d u t c h  B. cell  gebildetes  Prob io t in .  Naturwiss .  33, 221 (1946). 
8. AXELROD, A. W.., j .  D~ WOODY and K. HOFMANN: The  d i f fe ren t ia l  effect  of 

b io t in  sulfone and 7- (3,4-ureylencyclohexyl)-but  Y t ie  acid on the  micro bio- 
logical a c t i v i t y o f  b io t in  and  oxybio t in .  J.  biol. Chem. 163, 771 (1946). 

9- - - ,  B .C .  FLINN and  K. HOFMANU: The  me tabo l i sm of oxyb io t in  in  yeas t .  
J .  biol. Chem. 169, 195 (1947). 

lo. -- ,  I{. HOFMANN, S. E. PuRvls  and  3/[. ~IAYHALL: A c t i o n o f  biot in .  J. biol.  
Chem 175, 991 (1948). 

11. BARREN. F. S. G., and  C. M. LYMAN: Studies  on  biological  oxida t ions  XI .  
The  me tabo l i sm of 10yruvic acid b y  an imal  t i ssues  and  bacter ia .  J .  biol. 
Chem. 127, 143 (1939). 

12. BEADLE, G . W . :  An inositol-less m u t a n t  s t r a i n  of Neurospora  and  i ts  use 
in  bioassays .  J.  biol. Chem. 156, 683 (1944). 

13. - -  Biochemical  genet ics .  Chem. Reviews 37, 15 (1945). 
14. - -  Genet ics  and  me tabo l i sm in Neurospora .  Physiologic.  Rev.  25, 643 

(1945). 
15. - -  Physiological  aspects  of genet ics .  Annu.  Rev. Biochem.  17, 727 (1948). 
15a. - -  Some recen t  deve lopments  in  chemical  genetics.  For t schr .  Chem. 

org. Na tu r s t .  5, 20 (1948). 
16. - -  H. K. M~TCI~XI.L and  J.  F.  NYc: K y n u r e n i n e  as an  i n t e r m e d i a t e  in  t h e  

fo rma t ion  of n icot inic  acid f rom t r y p t o p h a n  by  Neurospora .  Prec.  na t .  
Acad.  Sci. USA 33, 155 (1947). 

17. BEILER, J . M . ,  and  G. J. I~IARTIN: I n h i b i t i o n  of t h e  ac t ion  o f t y r o s i n e  de- 
ca rboxylase  b y  phosphory la t ed  desoxypyr idoxine .  J.  biol. Chem. 169, 
345 (1947). 

17a. BELCHER, M. R., and  H.  C. LICHSTEIN: G r o w t h  p r o m o t i o n  and  a n t i b i o t i n  
e f fec t  of h o m o b i o t i n  and  norb io t in .  J. Bacter io l .  58, 579 (1949). 

18. B~LLAMY, W . D . ,  and  I. C. GUNSALIJS: Tyros ine  decarboxylase  I I .  Pyr id-  
oxine-def ic ient  med ium for  apoenzyme produc t ion .  J .  Bacter iol .  5 0 ,  
95 (1945). 

19. -- ,  W . W .  UMBRmT and I. C. GUNSALUS: The  func t ion  of pyr idoxine :  con-  
vers ion  of members  of t h e  v i t a m i n  B6-grou p in to  codecarboxylase .  J. 
biol.  Chem. 160, 461 (1945). 

2o. BENDER, A. E.,  and  H .A .  KREBs: Amino-acid  oxidase  o fNeu rospo ra  crassa.  
B iochem.  J.  45, X X I  (1949). 

21. BENHAM, R . W . :  Cul tura l  cha rac te r i s t i c s  of P i t y r o s p o r u m  ovule --  a lipo- 
phyl ic  fungus.  N u t r i e n t  and  g r o w t h  r equ i r emen t s .  Prec .  Soc. exp. 
Biol.  Med. 46, 176 (194x). 



2 0 6  E.-F.  MOLLER : 

22. BILLEN, D., and H. C. LICHST~IN: Studies on the  a spa r t i cac id  decarboxy- 
lase of Rhizobium trifoli i .  J.  Baeteriol .  58, 215 (1949). 

23. BIRCH, T . W . ,  P. GYSRGYI and L. J. HARRIS: The v i tamin  B2-complex. 
Different ia t ion of the  ant i -black tongue and the  P-F-factors  from lacto- 
f lavin and v i tamin  B s (so called ' ra t  pel lagra '  factor) .  Biochem. J. :29, 
2830 (1935)- 

24. BIRD, O.D. :  Vi tamin content  of tubercle  bacilli. Nature  (London) IS9, 

33 0947). 
24 a. BLASCHKO, H.: Substrate  specif i ty  of amino acid decarboxylases.  Bio- 

chem. Biophys.  Aeta 4, 13o (195o). 
25. Boas,  F.: The effect  of desiccat ion upon ihe  nut r i t ive  propert ies  of egg 

whi te .  Biochem. J. 21, 712 (1927). 
�9 26. BoltoNos, N.,  B. L. HtJTCmNGS and W. H. PETERSON: Pyr idoxine  nut r i t ion  

of lact ic  acid bacter ia .  J. Bacteriol.  44, 479 (1942). 
27. BON•ER, D.: Ident i f ica t ion of a natural  precursor  of nicotinic acid. Proc.  

na t .  Acad. Sci. USA 34, 5 (1948) �9 
28. - - ,  and G. W. B~ADI~E: Mutan t  s t ra ins  of Neurospora requir ing nicotin- 

amide or re la ted compounds  for growth.  Arch. Biochem. 11, 319 (1946). 
29. BONNER, J. ,  and E . R .  BUCHMAN: Synthesis  carr ied out  in vivo by i so l a t ed  

pea roots .  Proc. na t .  Acad. Sci. USA. 24, 431 (1938). 
3 o. - -  - -  The synthesis  and des t ruc t ion  of v i tamin  Bx by Phycomyces .  Proc. 

na t .  Acad. Sci. USA 25, 164 (1939). 
3i.  BONNHR, D. 3I., and C. YAI~OFSKy: Quinolinic acid accumulation in the  

conversion of 3-hydroxyanthrani l ic  acid to niacin in Nemospora .  Proc. 
na t .  Acad. Sci. USA 35, 576 (1949). 

32. BOVAR~mK, ]VL R. : Format ion of a nicotinamide-l ike substance f rom Various 
amino acids and re la ted  compounds .  J. biol. Chem. 151, 467 (1943). 

33. BO,-DXN, J. P.,  and W. H. PETHRSON: Release of free and bound forms of 
b io t in  f rom prote ins .  J. biol. Chem. 178, 533 (1949). 

34. BRAUNSTEIN, A. JE., und J~z. W. GGRJATSC~IENKOWA (T. Ss. PASSCHINA): 
Die enzymat i sche  Bildung yon Alanin aus l -Kynuren in  and l-Trypto- 
phan,  sowie die Rolle des Vi tamins  B 6 bet diesem ProzeB. Biochimia 14, 
163 (1949) - -  Chem. Zbl. 1950 I, 884 . 

35. BREUSCH, F . L . :  Vcrbrennung der Fe t t s~uren  im t ier ischen Organismus. 
Angew. Chem. 62, 66 (195o). 

36. BRoQuIST, H . P . ,  and E. E. S~ZLL: The in terac t ion  of avldin and oleic acid. 
J. biol. Chem. 173, 435 (1948) - 

37. - -  - -  Studies of t he  mechanisms of his t idine synthesis  in lactic acid bac- 
ter ia .  J. biol. Chem. 180, 59 (1949). - -  Federat ion Proc.  8, 188 (1949). 

37 a. G. IV[. BROWN, J . A .  CRAIG and E . E .  SNELL: Relat ion of the  Lacto- 
bacillus bulgarians-factor to panto thenic  acid and coenzyrne A. Arch. 
Bioehem. 27, 473 (195o) - 

38. BOLBRING, ]~., L. M. LOURIE and U. PARDOH: The presence of acetylcholine 
in Trypanosoma rhodesiense and i ts  absence f rom Plasmodium gallina- 
ceum. J. Pharmacol .  4, 290 (1949)- 

39. B01qNING, 1~..: W a c h s t u m  und N-AssimiIati0u bet Aspergillus niger unter. 
�9 " dem EinfluB yon Wachs tumsregula toren  und von Vitamin B x. Ber.  

dtsch ,  bot .  Ges. 52, 423 (1934). 
40. BRUECI~I~ER, A. H.: Sulfonamide ac t iv i ty  as influenced by  var ia t ion  in pl~ 

of culture media. Yale J. Biol Ned.  15, 813 (1943). 
41. BURdEFF, H.:  Pflanzl iche Avitaminose und ihre Behebung durcb Vitamin- 

zufuhr.  Ber. d tsch,  bot .  Ges. 52, 385 (1934): 



Wuchsstoffe  und  mikrobiologisehe Stoffwechselanalyse.  207 

4e. BARK, D,, and  R. G. WINZLER: Heat - lab i le  av id in -uncombinab le  species- 
specific and  o the r  v i t amers  of b io t in .  Science (New York) 97, 57 (a943). 

43. BUg~HOLDEg, P . R . :  Inf luence  of some e n v i r o n m e n t a l  factors  upon t h e  
p roduc t ion  of r i bo f l av in  b y  a yeast .  Arch.  Biochem.  3, 121 (1943}. 

44. - -  Synthes is  of r ibo f l av in  by  a yeas t .  Proc. na t .  Acad. Sci. USA 29, 166 
(1943)- 

45. - - ,  and  I. MoV~IGH: Growth  of Phycomyces  Blakes leeanus  in re la t ion  to 
var ious  e n v i r o n m e n t a l  condi t ions ,  Amer,  J, Bot.  27, 634 (194o), 

46. - -  - -  Synthes is  of v i t a m i n s  by  i n t e s t i na l  bac ter ia .  Proc.  na t .  Acad. Set. 
USA 28, 285 (194z). 

47- BusTo~,  H . W . ,  S. E.  JAcoBs and  A. GOLDSTEI~r Cause of physiological  
a c t i v i t y  of gammexane .  N a t u r e  (London) 158, 22 (1946). 

48. - - ,  and  S. KASI~ATH~: T he  accessory  f ac to r  necessa ry  for  t h e  g rowth  of 
Nema tospo ra  gossypii  I I I .  The  p r epa r a t i on  of concen t ra t e s  of t he  second 
accessory  fac tor .  Biochem,  J. 27, 1859 (a933). 

49. B~T~NANDT, A.: ~ b e r  die Bi ldung der  I n s e k t e n - O m m o c h r o m e .  Forsch.  u. 
For t schr .  :21]23, 54 "(1947). 

50. - - ,  W- WEIDEL und  H. SCHLOSSBERGER: 3-Oxykynuren in  als cn+-Gen-ab  - 
h~ngiges Glied des intermedi~tren Tr:~ptophanstof iwechsels .  Z. N a t u r -  
forsch.  4 b, 242 (1949). 

51. CA~I~N, M. N., and  1~. S. D u s N :  The  u t i l i za t ion  of d -me th ion ine  by Lacto-  
baci l lus  a rab inosus  17--5.  J. biol. Chem. 182, lx9 (195o). 

52. Casman,  E. P.:  The  i n a c t i v a t i o n  of t he  V-factor  by  e ry th rocy t e s  and  t he  
V-sparing p r o p e r t y  of n ico t inamide .  J.  Bacter io l .  53, 561 (1947). 

52 a. CHAUDHURI, D. g .  and  E. KODICEK: Pur i f i ca t ion  of a precursor  of nico- 
t in i c  acid f rom whea t  b ran .  N a t u r e  (London) 165, loaa (195o). 

5z b. CH~LDEnI~, V .H. ,  M. J. BENNETand H. A. KOR~BER~: ~ o d i f i c a t i o n s i n  t he  
Lac~obacillus ]erment136 assay  for  t h i a m i n .  J. biol. Chem. 166,799 (1946). 

53- - - ,  and  C. A. SCHINK: P a n t o t h e n i c  acid s tud ies  I. Growth  effect  of pan to-  
t h e n i c  acids analogs.  J. Amer. chem.  Soc. 69, 2625 (1947). 

54. CHEVALIER, P.: Une  t o r u l a  p roduc t ive  de f lavine .  Bull.  Soc. Chim. biol.  
23, 421 (1941). 

54 a. CHRISTr~A~, J . F . ,  and  H .C .  LICHSTE~N: The  re la t ionsh ip  of b io t in  to  
t he  coenzyme of ce r ta in  amino acid deaminases .  J. Bacteriol .  60, lo  7 
(195o). 

55. CohEir, A.: The  syn thes i s  of compounds  re la ted  to pyr idox ine  (v i tamin  Bs). 
Fes tschr .  E~IL BAR~LL 1946, 71. 

56. COH~Y, G . N . :  N a t u r e  et  mode de f o r m a t i o n  des acides volat i les  t rouv6s  
dans  l e s  cu l tu res  de bac tdr ies  ana~robies  s t r ic tes .  Ann.  In s t .  P a s t e u r  
77, 471 (1949)- 

57. - - ,  G. C0~E~-BhZ~gE e t  B. M ~ z :  Synth~se  biologique du  eoenzyme de la  
d ias tase  ac6 ty lan te  (coenzyme A) ~ p a r t i r  de p a n t o t h ~ n a t e  et  de glut-  
ama te  par les  suspensions  lav6es de Clos t r id ium saecha robu ty r i cum.  C. R. 
hebd ,  S6anees Acad. Sci. 229, 26o (1949). 

58. COULT~ARD, C. t~., l~. MTCI~AELIS, W.  ~- SHORT, G. SYKes, G. E. H. SKgX~- 
SHTEE, A. F. B. STAZ~DFAST, J . H .  B~EKt~SH~W and H. RAISTRICK: 
No ta t in ,  an an t ibac t e r i a l  g lucose-aerodehydrogenase  f rom Penic i l l ium 
n o t a t u m  Wes t l ing  and  P. res t i cu losum spec. nov.  Biochem.  J.  39, ~4 
{1945). 

59: CUED, F. H. S. ,  M. I. DAvis, E. C. 0 w ~ s ,  F: L. Rose  and  G. A. P. T u c v :  
Syn the t i c  an t imala r ia l s  V I -  Some 4-ary lamino-z-aminoalkylamino-6-  
me thy lpyr imid ines .  J.  chem.  Soc. (London) 1946, 37 o. 



~ 0 8  E.-F.  MOLLER: 

60. CURD, F. H. S., C. G. RAISON, and F. L. RosE: Syn the t i c  an t ima la r i a l s  V. 
2 -Napb thy lamino-4 -aminoa lky lamino-6 -me thy lpy r imid ines .  J. chem. 
Soc. (London) 1946, 366. 

61. - - ,  and  F. L. RosE: Syn the t i c  an t ima la r i a l s  IV.  2 -Phenylguanid ino-  4- 
aminoa lkylamino-6-methylpyr inx id ines .  J.  chem.  Soc. (London) 1946, 
362. 

62. DAMMANN, E., O. Z. ROTINI und F. F. NoRD: E n z y m a t i s c h e  Umse tzungen  
d u t c h  Fusa r ium g r a m m i n e a r u m  (Schwabe) (Giberel la  Saubinet t i i ) ,  zu- 
gleich Bci t rag  zur  Wirkungswelse  der  Blaus~ure  und  des Vi t amins  ]31 
Biochem.  Z. 297, 184 (1938). 

63. DAVID, W. E.,  and  H. C. LICHSTEIN: Aspar t i c  acid decarboxylase  in bac ter ia .  
Proc.  Soc. exp. Biol.  Med. 73, 216 (195o). 

64. DAviS, B. D.: Studies  on  n u t r i o n a l l y  def ic ient  bac te r ia l  m u t a n t s  isola ted 
by  means  of penici l l in ,  t~xper iemia  6, 41 (195o). 

65. DAvis, J. G., and  J. GOLDING: The  quest ion of t h e  i d e n t i t y  of a bac te r ia l  
g rowth  p romot ing  fac to r  wi th  v i t a m i n  B r Biochem.  J.  24, 15o 3 (193o). 

66. - - ,  and  A. T. R. MATTICK: J. D a i r y  Res. 1, 50 (1929). 
67. - -  - -  J. D a i r y  Res. 2, 136 (193o). 
68. D ~ L w l C ~ ,  E . A . :  B io t in  func t ion  in succinic acid deca rboxy la t i on  by  

P r o p i o n i b a c t e r i u m  pen tosaceum.  J. Bac te r ioh  59, 439 (195o). 
69. DITTMER, K.,  D. B. M~LVILLE and  V. DU VIGNEAUD: The  possible syn thes i s  

of b io t in  f rom des th iob io t in  by  yeast  and  the  an t i -b io t in  effect  of des- 
t h i o b i o t i n  for Lac tobaci l lus  casei. Science (l~'ew York) 99, 203 (1944). 

7 o. - - ,  and  V. o n  VIGNEAUD: Ant ib io l ins .  Science (New York) I00, 129 (1944). 
71. - -  - -  An t ib io t in  a c t i v i t y  of imidazi l idone a l ipha t ic  acids.  J .  biol. Chem. 

169, 63 {1947). 
72. - -  - - ,  P. GY6RGY and C. S. Ros~:  A s t u d y  of b io t in  sulfone.  Arch.  Bio- 

chem.  4, 229 (1944). 
73.-DoRFMAN, A., S. BERKMAI'~ and  ST. A. KOSER: P a n t o t h e n i c  acid in  t he  

me tabo l i sm of P ro teus  morgani i .  J .  biol. Chem. 144, 393 (1942). 
74- DORNOW, A., und  W. SCHAC~IT: ~)ber eine Dar s t e l lung  des H e t e r o v i t a m i n s  

B x. Chem.  Bet .  82, 117 (1949)'. 
75. DOUDOROFF, M.: Lac tof Iav in  and bac te r ia l  luminiscence .  ]Enzymologia 

(Den Haag) 5, 239 (1938). 
76. EAKIN, R . E . ,  and  E.  A. EAKIN: A b iosyn thes i s  of b io t in .  Science (New 

York) 96, 187 (1942). 
77. - - ,  E . E .  SNELL and  R. J. WILLIAMS: The  concen t r a t i on  and a s sayo f  avidin ,  

t h e  i n j u r y  p roduc ing  p ro t e in  in  raw egg white ,  J. biol. Chem. 140, 535 
(1941). 

78. - - ,  and  R. J.  WILLIAMS: V i t a m i n  Be as a yeas t  nu t r i l i t e .  J. Amer.  chem. 
Soc. 61, 1932 (1939). 

79- EASTCOTT, E. V.: Wi ld ie r ' s  Bios. The  i so la t ion  a n d i d e n t l f i c a t i o n o f  " B i o s I " .  
J .  phys ic .  Chem.  32, lO94 (1923). 

80. ELLINGE~, P., and  M. IV[. A~SOEL KAI)Eg: Die Bi ldung yon Nicot insAureamid 
durch  B. colt. Biochem.  J. 42, I X  (1948). - Chem. Zbl.  1948 I I ,  13o9. 

81. - -  - -  Role of t r y p t o p h a n  in t h e  b iosynthes i s  of n ico t inamide .  N a t u r e  
(London) 163, 799 (1949). 

82. - -  - -  The  n ico t inamide-sav ing  ac t ion  of t r y p t o p h a n  and  t h e  b iosynthes is  
of n ico t inamide  b y  the  in t e s t ina l  f lora of t he  ra t .  B i o c h e m .  J. 44, 285 
(1949). 

83. - -  - -  Nieot inamide  b iosynthes is  b y  in t e s t ina l  bac te r i a  as inf luenced by  
m e t h y l t r y p t o p h a n e s .  Biochem.  J.  44, 5o 7 (1949). 



Wuchss tof fe  nnd  mikrobioiogische Stoffwechselanalyse.  ~ 0 9  

�9 8 4, ELVEHJEM, C .A . ,  R.J.MADDEN, F . M .  STRONG and  D . W .  V~OOLLEY" 
Rela t ion  of  n ico t in ic  acid and  n ico t in ic  acid amide to  can ine  b lack  
tongue.  J. Amer.  chem.  Soc. 59, 1767 (1937). 

85. The  isola t ion and  i d e n u f i e a t i o n  of the  an t i -b l ack  tongue  fac- 
to r .  J. biol.  Chem. 123, 137 (1938). 

86. - - ,  and  L. J.  TEPLY: The  s t r u c t u r e  ~nd e s t i m a t i o n  of n a t u r a l  p roduc t s  
func t iona l ly  re la ted  to  n icot in ic  acid.  Chem. Rev. 33, 185 (1943). 

87. ENDERS, D.: Eine  neue Bi ldungsweise  yon ~-Alanin .  Naturwiss .  31, 2o9 
(a943). 

88. EPPmGI~L 1?[. A., and  R.  J. WILLIAMS: Effec t  of ce r t a in  l imi t ing  condi t ions  
on t he  syn thes i s  of B-v i t amins  by yeast .  J. gen. Physiol .  30, 61 (1946). 

89, E R L ~ g Y E X ,  H.,  H. BLOCI~ und  H.  KIEFgR: Uber  die Wi rkung  e/niger  
Pyr id in-  und Th iazo lde r iva t e  au f  des  W a c h s t u m  yon Staphylococcus  
aureus .  Helv.  chim.  Ac ta  25, lo66 (1942). 

9 O. V. ]~ULER, H. ,  B. HOGBERG, P. KARRER, H. SALOMON ul~d H. ]C{UCKSTUHL: 
Tetrahydronicot ins i~ure  und Hexahydronicot ins l~ure  als W a c h s t u m s -  
f ak to ren  bet StalShylococcus au rens  und Pro teus  vulgar is .  Helv.  Chim. 
Ac ta  27, 382 (1944). 

91. -- ,  und  F. PitlLXPSON: Wasser16sliche W a c h s t u m s f a k t o r e n .  Biochem.  Z. 
245, 4 i8  (1932). 

92. EusmBI, A. J. ,  and  L. 1~. C~RECEDO: A n t i - t h i a m i n e  ef fec t  of o x y t h i a m i n e  
and  Neo-pyr i th iamine .  Science (New York) 110, 162 (1949). 

93- FILD~S, F.: I n h i b i t i o n  of b~cter ia l  g rowth  by  indole acryl ic  acid and  i ts  
re la t ion  to t r y p t o p h a n ;  i l l u s t r a t ion  of i n h i b i t o r y  ac t ion  of subs tances  
chemical ly  re la ted  to essetxtial metabol i tes .  Br i t .  J. exp. Pa thol .  22, 
293 (194x)- 

94. -- The  b iosynthes is  of t r y p t o p h a n  by  B a c t e r i u m  t y p h o s u m .  Br i t .  J. exp. 
Pa tho l .  26, 4 i 6  (1945). 

95. - - ,  and H . N .  RYDON: I n h i b i t i o n  of g rowth  of B a c t e r i u m  t y p h o s u m  by 
m e t h y l  de r iva t ives  of indole  and  t r y p t o p h a n .  Br i t .  J. exp. Pa thol .  28, 
211 (1947). 

96. FI~rI<, I t . ,  und F. JtrsT: Ober  den  Vi t amin  B F G e h a l t  versehiedener  Helen  
und seine Beeint lussung.  I . - -VI1 .  Mi t t .  Biochem.  Z. 308, 15 [i941); 
309, l ,  212, 219 (1941); 311,. 61, 285 (1942); 313, 39 {a942). 

97. Fzsc~IER, E. H. ,  und P. BERNIVELD : Die Abwesenhe i t  yon  Inos i t  in a -Amy-  
lase. Helv.  claim. Ac t a  32, 1146 (1949). 

97 a. FITZGERALD, E . E . ,  and E . B .  HUGHES: Microbiological  assay  of aneur ine  ; 
a n  improved  employ ing  Lac tobac i l ius  f e rmen t i  36. Ana lys t  74, 34 ~ 
(t949). 

98. FOSTER, J . W . :  Microbiological  effects  of r ibof lav in  I. I n t roduc t ion ,  I I .  
Bac te r ia l  ox ida t ion  of r ibof lav in  to lumichrome.  I I I .  Oxidat ion s tudies  
w i th  Pseudomonas  r iboI lav ina .  J.  Bacter iol .  47, 27 (x944) ; 48, 97 (1944). 

9 8 3. FRAENKI~L-CONEAT, H. L., W. H. WARD, N. S. SNELL and E. D. DUCAY: 
The  nucleic acid of avidin .  J .  Amer.  chem.  Sac. 72, 3826 (195o). 

99- FRIES, N.: Adermin  (Vi tamin  B6) als W a c h s t u m s f a k t o r  fiir Ophios toma 
ulmi  (Buisman) Nannf .  N a t m w i s s .  30, 685 0942) .  

loo. - -  V i t a m i n  Bx, V i t amin  B s and  b io t in  as g rowth  subs tances  for some 
ascomycetes .  N a t u r e  (London) 152, ~o5 (1943). 

1Ol. FRO~LAGEOT, C., et  M. CUt, FINe: Hexachlorcyclohex~ne  e t  m4so-inosite.  
Biochim.  B icphys .  A c t a  2, 142 (1948). 

lo2. GEORG. L, K . :  Convers ion of t r y p t o p h a n  to n icot in ic  acid by  T r i c h o p h y t o n  
equ inum.  P rec .  Soc. exp.  Biol.  Med. 72, 653 (x949). 

Fortschr chem. Forseh., Bd. 2. 14 



2: [0  E.-F.  lV~eLLER: 

103. GINGRICH, W.,  and  F. SCHL~NK: Codehydrogenase  I and  o the r  p y r i d i n i u m  
compounds  as V-factor  for Hemophi lus  inf luenzae  and H. ~ara inf luenzae .  
J. Bacter io l .  47, 535 (1944). 

lO 4. GORDON, M., J.  M. :RAVEL, I{.. E. EAKIN and  W. SHIVS: Formylfol ic  acid, 
a func t iona l  de r iva t ive  of folic acid. J. Amer.  chem. Soc. 70, 878 (1948). 

105. GUILLIERMOND, A., M. FONTAINE et  A. RAFFY" Sur  l ' ex is tence  dans  l 'Ere-  
mo thec ium Ashbyi i  d ' un  p igmen t  jaune,  se r a p p o r t a n t  au groupe des 
f lavines.  C. R. hebd.  S6ances Acad. Sci. 201, lO77 (1935). 

106, GUIRARD, ]3. M., E. E. SNELL and  R. J.  WILLIAMS: The  n u t r i t i o n a l  role of 
ace ta te  for  lac t ic  acid bac te r i a  I. The  response  to subs tances ,  re la ted  
to  aceta te .  I I .  F r ae i i ona t i on  of ex t r ac t s  of n a t u r a l  minerals .  Arch.  
Biochem.  9, 361, 381 (1946). 

lo  7. GUNSALUS, I. C., W.  D. BELLAMY and  W. W. UMBREIT: A p h o s p h o r y l a t e d  
de r iva t ive  of pyr idoxa l  as t he  coenzyme of ty ros ine  decarboxylase .  J. 
biol. Chem. 135, 685 (1944). 

lO8. -- ,  and  W. W. UMBREIT: Codecarboxylase  no~ t he  3-phosphate  of pyridoxale.  
J.  biol. Chem. 170, 415 (1947). 

lO9. G'C6RGY, P.:  V i t a m i n  B~ and  t h e  Pel lagra-l ike de rmat i t i s  in  ra ts .  N a t u r e  
(Lolxdon) 133, 498 (1934)- 

11o. - -  Crys ta l l ine  V i t am i n  B 6. J. Amer .  chem. Soc. 60, 983 (1938). 
111. - - ,  D. •. MELVILLE, D. BURK and  V. DU VIGNEAUD: The  possible  i d e n t i t y  

of V i t a m i n  H w i t h  b io t in  and eoenzyme 1R. Science (New York) 91, 
~43 (194o). 

Ix2. --. and C. S. ROSE: Distribution of biotin and avidin in hen egg. Prec. 

See. exp. Biol.  M~d. 49, 294 (1942). 
113. HAAS, E.:  Ef fec t s  o5 a t a b r i n e  and  quin ine  on  isola ted r e sp i r a to ry  enzymes.  

J.  biol.  Chem.  155, 321 (1944). 
114. - - ,  B. L. HORECKER and  T.  R. HOGNESS: The enzyma t i c  r educ t ion  of cyto- 

chrome.  Cytochrome reductase .  J. biol. Chem. 136, 747 (194o). 
115, HARRISON, K.: I so la t ion  of ace ty lchol ine  as a sa l t  (hexylate)  of hexan i t ro -  

d ipheny lamine .  J. gem Microbiology 1, 296 (1947). 
116. HARDIN, A., and  W. J. You,co: The  cofe rment  of yeast  juice.  Prec.  Roy.  

Soc. (London)  Set. B 77, 405 (19o6); 78, 369 (19o6). 
117. HARTELIUS, V.: H e m m u n g  der  W i r k n n g  yon /3 -Alan in  auf  die A t m u n g  der 

Here du t ch  /~-Aminobut te r s~uren .  Na tu lwiss .  31, 44 ~ (1943). 
118. - - ,  u n d N .  NIELSEN: Bi ldung  yon He iewuchss to f f  du t ch  ElwfiJmung yen  

Zucker  mi t  A m m o n i u m h y d r o x y d .  Biochem.  Z. 3G7, 333 (I941) . 
119. HASKINS, ~. A., and  H. K. MITCHELL: Evidence  for a t r y p t c p h a n  cycle in 

Neurospora ."  Prec .  na t .  Acad. Sci. USA 35, 5co (1949). 
12o. HELLERMANN, L,, A. LINDSAY and  hi. R. BOVARNICK: F lavoenzym-ca ta -  

lys i s - lnh ib i t ion  of d-amino acid-oxidase b y  ccrnpe t i t ion  wi th  f lavin-  
adenine-dinucleot ide  o5 a t ab r ine ,  qu in ine  and  ce r t a in  o the r  compounds .  
J. biol. Chem. 163, 553 (1946). 

121. HENDERSON, L . N . :  Quinol inic  acid me tabo l i sm II .  Rep lacement  of nico- 
t in i c  acid for the  g r o w t h  of t h e  r a t  and  Neurespora ,  J. biol. Chem. 181, 
677 (1949). 

1 2 2 . .  H~VNS, K.: Die B e d e u t u n g  der  T r a n s a m i n i e r u n g  im StoffwechseL Angev~. 
Chem. 61, 474 (1949). 

123. HILLS, G. IVL : Aneur in  (V i t amin  Bx) and  p y r u v a t e  me tabo l i sm by Staphylo-  
coccus aureus.  Biochem.  J.  32, 383 (1938). 

124. - Expe r imen t s  on t h e  func t ion  of p a n t o t h e n a t e  in bac te r ia l  metabol i sm.  
Biochem.  J.  37, 418 (1943). 



Wuchssto/ fe  und mikrobiologische Stoffwechselanalyse.  211  

124 a. HOCKENHULL, D. J. D., •. RAMACHANDRAN and T. K. WALKER: The bio- 
synthes is  of !penicillins. Arch. Biochem. 23, 161 (1949). 

125. HO~MANN, If, ,  A. BRIDGEWATER and A. 2 ,  AXELROD: l~uran and t e t r a -  
hydrofuran  der ivat ives  X. The synthes is  of the  sulfonic acids analogs 
of oxybio t in  and homooxybio t in .  J. Amer. chem. Soc. 71, 1253 (1949). 

126. - - ,  D. F. DICI~L, and A. 2 .  AXELROD: The pre l iminary  character isat ion of 
two biotin containing f ract ions  in beef liver. J. biol. Chem. 183, 481 
095o).  

127. - - ,  and P. WINNICK: The de te rmina t ion  of oxybiot in  in the  presence of 
biot in.  J. biol. Chem. 160, 449 (1945). 

128. - -  - - ,  and A. 2 .  AXELROD: The use of Ranoy Nickel in a different ial  assay 
for  oxybio t in  and biot in .  J. biol. Chem. 169, 191 (1947). 

129. HOLDEN, J . T . ,  C. FURMAN and E. 2 .  SNELL: The v i tamin  B~-group XVI.  
d-Alanin and t h e  v i t amin  B 6 content  of microorganisms.  J. biol. Chem. 
178, 789 (1949). 

13 o. - - ,  and E. E. SNELL: The vite~min B~-group XVII .  The re la t ion of d-alanin 
and v i t amin  ]36 to  gro '~th of lact ic  acid bacter ia .  J. biol. Chem. 178, 
799 (1949). 

13oa. HOOD, D. \V., and C.M. LY~AN: The uti l izat ion of alloisoleucine by 
Lactobaei l lus  arabinosus.  J. biol. Chem. 186, 195 (195o). 

131. HULL, R., B. J. LOVELL, H . T .  OPENSHAW, L. C. PAY,MAN and A. R. TODD: 
Synthet ic  ant imalar ia ls  I I l .  Some der ivat ives  of mono- and dialkyl- 
pyr imidines .  J. chem. Soc. (London) 1946, 357. 

132. HUTCHINGS, •. L., und D.'vV. WOOLLEY: Growth of some hemolyt ic  s t rep to-  
cocci on an chemical ly def ined medium. Science (New York) 90, 41 
(x939). 

233. IV~.NOVICS, G.: Der  an t i sep t i sche  Wirkungsmechanismus  verschiedener  
Benzolder ivate  mit  besonderer  IZticksicht auf die Sa l icy la t -~ i rkung .  
Z. Immunit t~tsforsch.  exp. Therap.  102, 238 (1942). 

134. - -  Das Sal ieylz t - Ion,  als spezifischer Hemmungss tof f  der Biosynthese der 
Panto thens~ure .  Hoppe Seyler 's Z. physiol.  Chem. 276, 33 (1942) �9 

135. - -  Worin  bes teh t  die ant isept ische Wirkungsweise der Salicyls~ure ? I~lin, 
Wschr .  21, 343 (1942J- 

136. - -  Mechanismus der ant i sept i schen Wirkung der Salicylsliure. Naturwiss.  
30, lo4 (1942). 

137- - -  The specif i ty  of t he  ant ibacter ia l  act ion of sodium salicylate.  Schweiz. 
Z. Pathol .  Bakteriol .  11, 54 (1948 ) - -  Chem, Abstr ,  42, 4644 (1948). 

138. --  Antagonism between effects  of p-aminosalicylic acid and salicylic acid 
on growth  of  Mycobacter ium tuberculosis .  Proc.  Soc. exp. Biol. /VIed. 
70, 462 (1949). 

139. - - ,  J. CsXB~ and E. DlCZFALUSV: Some observat ions  on t h e  ant ibacter ia l  
act ion of sodium salicylate.  Hung.  Acta  Physiol.  1, 171 (1948). - -  Chem. 
Abstr .  43, 9146 (1949). 

x4 o. - - ,  und L. VARGHA: 0 b e r  die biologische Bedeutung trod Synthese yon 
Sulfons~ureanaloga der PimelinsAure. Hoppe Seyler 's Z. physiol.  Chem. 
281, 257 (1944). 

141. IV~RSON, W . P . ,  and S. A. WAKSMAN: Effec t  of nu t r i en t s  on growth  of 
s t r ep tomyc in -dependen t  s t ra ins  of 2scher ich ia  coli. Proc.  Soc. exp. 
Biol. Mcd. 69, 586 (1948). 

142. JANSEN, B. C. P.,  und W. F. DONATm Uber die Isolierung des Anti-Beri-  
Ber i -Vi tamins .  Kon. Akad. Wetensch.  Ams te rdam35 ,  923 (1926). - -  
Chem. Zbl. 1927 I, x85L 

14" 



~i~ E.-F.  MOLL~R: 

142 a. KAMEN, M . D . :  Radioact ive  t racers  in biology. Academic Press,  New 
York (1948). 

142 b. KARRER, P.: Aminosauredecarboxylase.  Schweiz. Z. Pa th .  Bakt .  10, 351 

(1947). 
142 C. -- ~inige  Llntersuchungen auf dem Vitamingebiet .  ~Vortr. Ges. Dtsch.  

Chem. Hauptversammlung  Frankf .  lo . - -15 .  7. 195o. - -  Ref. Angew. 
Chem. 62, 444 (195o); s. a. Helv. Chim. Acta 33, 555 (195o). 

143. - - ,  (und H. RUCKSTUHL): Zur Frage der Ursache der an tagonis t i schen  
Wirkung yon Vi taminen nnd Ant iv i taminen .  Bull. Schweiz. Akad. 
1V~ed. \u  1, 236 (1945). 

143 a. - - ,  R. SCHWYZER und A. KOSTI~: l~ber Cocarboxylase-Wirkung.  Der 
TriphosphorsAure-Ester  eines niedrigeren und eines h6heren Thiamin- 
homologen. I-Ielv. Chim. Acta  33, 1482 (195o). 

144. --  und.M. VlSCONTII~I: Synthet ische krysta l l is ier te  Codecarboxylase.  Helv. 
chim. Acta  30, 52 (1947). 

145. - -  - - ,  und O. FORSTER: Pyr idoxal-3-phosphat  als Coferment der /-Amino- 
sAure-Decarboxylase.  Helv. chim. Ac ta  31, lOO 4 (1948). 

146. KEIL, Yr und L. W~YRAUCH: Zur Pharmakologie  und Chemic vergorener  
Nahrungsmi t t e l  V. Weitere  Unte rsuchungen  fiber das Acetylcholin-  
bildende Bacter ium. Zbl. Bakteriol . ,  Parasi tenkunde,  Infekt ionskrankh. ,  
Abt .  II ,  97, 90 (1937). 

147. K~ILIN, D., and E. F. HARTREE" Pros the t i c  group of glucose-oxidase 
(notat in) ,  Nature  (London) 157, 8Ol (1946). 

148. - -  - -  Proper t ies  of  glucose-oxidase (notatin).  Biochem. J. 42, 221 (1928). 
149. KIDDER, G.W.,  and V, C. DEWEY: The biosynthes is  of th iamine  by nor- 

mal ly  a th iaminogenic  microorganisms.  Growth 6, 405 (1942). 
15o. - -  - -  Biochemis t ry  of Te t rahymena  VII .  Riboflavin,  pan to then ,  biotin,  

niacin and pyr idoxin  in t he  growth  of T. gelii W. Biologic. Bull. 89, 229 

(1945)- 
151. KING, T. E.,  and V. H. CH~LD~LIN: Pan to then ic  acid studies IV. Propionic 

acid and fl-alanin uti l izat ion.  J. biol. Chem. 174, 273 (1948). 
151 a. - -  - -  Pan to then ic  acid s tudies  VIII .  Growth of microorganisms and 

counte rac t ion  of an t imetabol i tes  wi th  a pan to then ic  acid conjugate  
(PAC). J. ]3acteriol. 59, 229 (195o). 

152. - ,  I. G. FELs and u H. CIIELDELIN: Pan to then ic  acid studies VI. A bio- 
logically active conjugate  of pan to then ic  acid. J .  Amer. chem. Soc. 
71, 131 (1949). 

153. - - ,  L. 1~[. LECHER and V. H. CHmLD~LIN: Pan to then ic  acid s tudies  I I I .  
A pan to then ic  acid conjugate  for Acetobacter  suboxydans .  Arch. Bio- 
chem. 17, 483 (1948). 

154. - - ,  R. L. STEARMAN and V. H. CHELDELIN: Panto thenio  acid studies V. 
Reversal  of 2-chloro-4-aminobenzoio acid inhibi t ion in Escherichia  colt 
by pan to then ic  acid. J. Amer. chem. Soc. 70, 3969 (1948). 

155. KIRKWOOD, S., and P . H .  PHILLII~S: The ant i- inosi tol  ef fect  of y-hexaehloro- 
cyclohexane.  J. biol. Chem. 163, 251 (1946). 

156. KITAWlN, G .S . :  Gewinnung yon krysta l l in ischem Riboflavin durch Ein- 
wirkung yon Quecksilbersalzen auf Aspergillus niger. C. R. (Doklady) 
Acad. Sci. URSS 28, 517 (194o). - -  Ber. ges. Physiol.  exp. Pharmakol .  
123, 640 (1941). 

157. - -  Der Einflul3 yon Quecksilbersalzen auf die S~ure- und Lactoflavin-  
bildung bei Aspergitlus niger. Biochimia 4, 283 (1939). - -  Bet.  ges. 
Physiol.  exp. Pharmakol .  124, 94 (1941) �9 



Wuchsstoffe  und mikrobiologische Stotfwechselanalyse.  21~  

157 a. I(ITAY, E ,  and E. E. SNELL: Some additional nutr i t ional  requi rements  
of cer ta in  lactic acid bacteria.  J. Bacteriol. 60, 49 (195o) �9 

158. KNIGHT, B . C . J . G . :  The nu t r i t ion  of Staphylococcus aureus;  nicotinic 
acid and v i tamin  B 1. Biochem. J. 31, 731 (1937). 

159. - The nut r i t ion  of Staphylococcus aureus.  The activit ies of nicotinic 
amide, aneurine (vi tamin B1) and re la ted compounds.  Biochem. J. 
31, 966 (1937)- 

16o. - -  Nicotinic acid and the  growth of Staphylococcus aureus. Nature  (Lon- 
don) 139, 628 (1937). 

161. - -  Growth fac tors  in microbiology. Vitamins and Hormones  3, zo 5 (1945). 
162. KSGL, F.,  und W. A. J. BORG: Hefewachs• G/irung und Fak to r  Z-Wir- 

kung.  Hoppe Seyler 's  Z. physiol.  Chem. 269, 97 (2941). 
163. - - ,  und N. ]FRIES: 1)ber den Eini lug yon Biotin,  Aneurin und meso-Inosi t  

auf das Wachs tum verschiedener Pilzar ten.  Hoppe Seyler 's  Z. physiol.  
Chem. 249, 93 (1937). 

164. - - ,  und B. TSNmS: l~ber das Bios-Problem. Hoppe Seyler~s Z. physiol.  
Chem. 242, 43 (1936) �9 

165. - - ,  und W. J. VAN WAGTENDO~K: l~ber die Bedeutung yon Biotin ffir das 
Wachs tum yon Staphylococcus pyogenes aureus. Recueil Tray.  chim. 
Pays-Bas  57, 747 (1938) �9 

166. KOgNBERC, A.: Nucleotide pyrophospha tase  and t r iphosphopyr id ine  s t ruc-  
ture .  J. biol. Chem. 174, lo51 (1948). 

167. - -  The par t i c ipa t ion  of inorganic pyrophospha te  in the  reversible enzymic 
synthes is  of  d iphosphopyr id ine  nucleotide.  J. biol. Chem. 176, 1475 
(1948). 

168. - -  Reversible enzymat ic  synthes is  of d iphosphopyr id ine  nucleotide and 
inorganic pyrophosphate .  J. biol. Chem. 182, 779 (195o). 

169. - -  Enzymat ic  synthesis  of t r iphosphopyr id ine  nucleotide. J. biol. Chem. 
182, 805 (195o). 

17o. - - ,  and O. LINDBERG: Diphosphopyr idine  nucleotide pyrophosphatase .  J. 
biol. Chem. 176, 665 (1948). 

171. - - ,  and W. E. PRICER jr . :  Nucleotide pyrophosphatase .  J. biol. Chem. 182, 
763 (195o). 

172. KOS~R, A. ST., S. BERKMAN and A. DORFMAN: Comparat ive  ac t iv i ty  of 
nicotinic acid and nicot inamide as g rowth  factors  for microorganisms.  
Proc.  Soc. exp. Biol. Med. 47, 504 (1941). 

I73. - - ,  and G. J .  I~[ASAI: The g rowth  response of Leuconostoc to  nicotinic acid, 
nicotin amide and some relate  d compounds.  J. infect .  Diseases 83, 271 
(1948). 

174. - - ,  and M. H. WRIGHT: Vitamin requi rements  of Torula cremoris.  Proc. 
Soc. exp. Biol. Med. 53, 249 (1943). 

175. - -  - - ,  and A. DORFMAN: Aspart ic  acid as a par t ia l  subs t i tu te  for the  growth  
s t imula t ing  effect  of biotin on Torula eremoris.  Proc. Soc. exp. Biol. 
i~ed. 31, 204 (1942). 

176. KRAMPITZ, L. O., D. W. WOOLLEY and A. G. C. WHITe: Manner of inacti-  
va t ion  o f •  by fish t issue.  ~. biol. Chem. 132, 9 (1944). 

177. KRAIJSlIOPF, E. J. ,  E. 2 .  SNELl, and E, McCoY: Growth factors  for 
bacteria XI.  A survey  of the  pan to then ic  acid and r ibof lavin  re- 
quirements  of various groups of bacter ia .  Enzymologia  (Den Haag) 7, 
327 (1939). 

178. KRI3GER, K. K., and W. H. PETERSON: The nutr i t ional  r equ i rements  ot 
Lactobacil lus pentosus  124--2. J. Bacteriol.  55, 683 (1948). 



214  E.-F.  MOLLER: 

179. Kulak, R., P. GYORGY und TH. VC'AGNER-JAuREGG: ?3ber eine neue Klasse 
"con Na tu r fa rbs to f f en .  Ber. d tsch,  chem. Ges. 66, 317 (1933). 

18o. - - ,  E. F. ~VI6LLER, G. WENDT und H. BEINERT: 4 ,4 ' -Diaminobenzophenon 
und andere  schwefelfreie Verbindungen mit  Sulfonamidwirkung.  Bet,  
d t sch ,  chem Ges. 75, 711 (1942). 

18o a. - - ,  und H. RUBY: Lactoflavin als Coferment;  Wirks tof f  und Triiger. Bet.  
d t sch ,  chem. Ges. 69, 2557 (1936). 

18x. - - ,  und G. WgNDT: 13bcr das an t idermat i t i sche  Vitamin der Hefe. Ber. 
d tsch,  chem. Ges. 71, 78o, 1118, 1534 (1938). 

182. - - ,  F. WEYGA•D und E. F. M6LLER: 0be r  einen Antagonis ten  des Lacto- 
f lavins.  Ber. dtsch,  chem. Ges. 76, lO44 (1943). 

183. - - ,  und T~I. WIELAND: ?dber Dioxyacyl-der ivate  des 15-Alanins und /-I_eu- 
cins aus der Leber  desThunf isches .  Bet.  dtsch,  chem. Ges. 73, 962 (194o). 

184. - -  - -  Zur Biogenese der Panto thenskure .  Bet.  dtsch,  chem. Ges. 75, 121 
(1942). 

185. - -  - - ,  und E. F. MOLLER: Synthese des (0Ly-Dioxy fl, f l -dimethyl-butyryl)  
t aur ins ,  eines spezif ischen Hemmstof fs  ffir Milchs/~urebakterien. Ber. 
d tsch,  chem. Ges. 74, 16o 5 (1941). 

186. KUERL jr . ,  F. A., 1~. L. PECK, CH. E�9 HOFFHINE j r . ,  E . W .  PEEL and Ir 
1;OLKERS: S t rep tomyces  Ant ib io t ics  X I u  The posi t ion of the  l inkage 
ofs treptobiosamine  to  s t r ep t id in  e in s t r ep tomyc in .  J. Amer. chem. Soc. 
69, 1234 (1947). 

187, LA~tANNA, C.: Growth  s t imula t ion  by sulfani lamide in low concent ra t ion .  
Science (New York) 95, 3o4 (1942). 

188. LAY.bY, M. and D. M. DlCXXN: A microbiological  assay method  for  six B- 
v i t amins  using Lactobaci l lus  easel and a medium ol essent ia l ly  known 
composi t ion.  J. Lab. d i n .  l~[ed. 27, lo86 (1942). 

189. - -  - - ,  M:. IK. BmKIIqG and W. tZ. M~rCI~ELL: Use of avidin in s tudies  of 
biot in requi rements  of microorganisms.  Proc. Soc. exp. Biol. Med. 49, 
441 (1942). 

19o- LANE, R. L., and R. J.WILLIAMS: Inositol ,  an act ive cons t i tuan t  of pancrea- 
t ic  (.x) amylase.  Arch. ]3iochem. 19, 329 (1948). 

191. LANKFORD, C H . E . ,  and P. K. S~AGGS: Cocarboxylase as a g rowth  
factor  for cer ta in  s t ra ins  of Neisseria gonorrhoeae. Arch. Biochem.9,  
265 (1946). 

192. LARDY, H . A . ,  1R. L. POTTER and R. H. BURRIS: Metabolic funct ions  of 
biot in.  I. The role of biotin in b icarbonate  uti l izat ion by Lactobacil lus 
arabinosus,  s tud ied  wi th  C 1~. J. biol. Cheru. 179, 721 (1949). 

193. - -  - - ,  and C. A. ELVEHJa~M: The role of biot in  in b icarbonate  ut i l izat ion 
by bacter ia .  J. biol. Chem. 169, 451 (1947). 

194. LASH-MILLER, W.,  E. V. EASTCOTT and J. E. MACONACHtlg:Wildiers' Bios: 
The f rac t iona t ion  of bios f rom yeast .  J. Amer. chem, Soc. 55, 15o2 
(1933). 

195. LAVOLLAY, J., et  F. LAI3OREY: Caract6r isat ion de la lactof lavine produi te  
par  Aspcrgillus niger  van Tgh. p-~rtiel!ement carenc6 en magn6sium. 
C. R. hebd.  S6ances Acad. Sci. 208, lO56 (1939). 

196. - -  - -  Sur les c i rconstances  d ' appar i t ion  de pigments  jaunes duns le l iquide 
de cul ture d 'Aspergi l lus  niger�9 C. 1~. hebd,  S6ances Acad. Sci. 206, lO55 
(1938), s. a. Annales [Fermentat .  6, 129 (1941). 

197. LEIN, J, ,  H. K. MITCHELL and IV[. B. HOULAHAN: A method  for  selection 
of biochemical  mu tan t s  in Neurospora.  Proc.  Nat.  Acad�9 Sci. USA 34, 
435 .(1948) �9 



W u c h s s t o f f e  u n d  m i k r o b i o l o g i s c h e  S t o f f w e c h s e l a n a / y s e .  9,1~ 

198. LEONIA~, L.  H . ,  a n d  V. G. LILLY: C o n v e r s i o n  o f  d c s t h i o b i o f i n  i n t o  b i o t i n  
or  b io t i n - l i ke  s u b s t a n c e s  b y  s o m e  m i c r o o r g a n i s m s .  J.  Bac t e r io l .  49,  291 
(1945). 

199- LEPKOVSKY, S.: T h e  i s o l a t i o n  o f  f a c t o r  I i n  c r y s t a l l i n e  f o r m .  ft. biol.  C h e m .  
124, 125 (z938).  

2oo. LEwis ,  K .  I-I., a n d  J. E.  SNYDBR: T h e  a c t i o n  o f  s u l f a n i l a m i d e  in  v i t r o  o n  
v a r i o u s  spec i e s  of  L a c t o b a c i l l u s  a n d  P r o p i o n i b a c t e r i a .  J .  Bac t c r io l .  
39, 28 (194o). 

2o l .  LICliSTEIN, H.  C.: P r o b a b l e  e x i s t e n c e  of  a e o e n z y m e  f o r m  of  b i o t i n .  J .  biol .  
C h e m .  177, 125 (1949).  

2o2. - -  O n  t h e  m o d e  of  a c t i o n  o f  b i o t i n .  J.  biol .  C h e m .  177, 487 (1949). 
2o 3. - - ,  a n d  J .  F .  CHRISTMAN: T h e  ro le  o f  b i o t i n  a n d  a d e n y l i c  a c id  in  a m i n o  

a c i d  d e a m i n a s e s .  J .  biol.  C h e m .  175, 649 (1948).  
204. - -  - -  T h e  n a t u r e  of  t h e  r  o f  a s p a r t i c  ac id ,  s e r i n e  a n d  t h r e o n i n e  

d e a m i n a s e s .  J .  B a c t e r i o l .  58,  565 (1949). 
205. - -  - - ,  a n d  W .  L.-BOYD: T h e  c o m p a r i t i v e  e f f e c t s  o f  b i o c y t i n  a n d  a y e a s t  

e x t r a c t  c o n c e n t r a t e  o n  a s p a r t i c  a c i d  d e a m i n a s e .  J.  Bac t e r i o l .  59, 113 
(195o). 

206. - - ,  1. C. GIYNSALUS a n d  W .  W .  UMBREIT: F u n c t i o n  o f  t h e  v i t a m i n  B s- 
g r o u p :  p y r i d o x a l  p h o s p h a t e  ( c o d e c a r b o x y l a s e )  in  t r a n s a m i n a t i o n .  J .  
biol .  C h e m .  161, 311 (1945). 

207. - - ,  a n d  ~,V. W.. UMBREIT: A f u n c t i o n  fo r  b i o t i n .  J.  biol .  C h e m .  170, 329 
(1947). 

208. - -  - -  B i o t i n  a c t i v a t i o n  of c e r t a i n  d e a m i n a s c s .  J.  biol.  C h e m .  170. 423 
(1947).  

209. LIEBIG, J . :  S u r  la  f e r m e n t a t i o n  e t  la  s o u r c e  de la  fo rce  m u s c n l a i r e .  A n n .  
C h i m .  P h y s .  4. Ser ie  23,  5 spez .  42 (1871) . 

21o. LILLY, V. G.,  a n d  L.  H .  L~ONIAN: T h e  a n t i - b i o t i n  e f f ec t  of  d e s t h i o b i o t i n .  
S c i e n c e  (New York )  99, 2o5 (1944).  

Zl 1. L I~z ,  R. ,  e t  J.  LANE: Sur  u n  v a r i a n t  de  1V[icrococcus l y s o d e i k t i c n s  d 4 p e n d a n t  
de  la  s t r e p t o m y c i n e .  C. lZ. S4ances  Soc. Biol .  F i l ia les  Assoc i6es  144, 
441 (195o)- 

212. LIPMANN, F. :  A c e t y l  p h o s p h a t e .  A d v a n c e s  E n z y m o l .  6, 231 (1946). 
213. - -  On  t h e  c h e m i s t r y  a n d  f u n c t i o n  of  c o e n z y m e  A. 1. I n t e r n a t .  Congr .  

B i o c h e m .  C a m b r i d g e  1949, 23o. - -  s.  a.  F e d e r a t i o n  P r e c .  6, 272 (1947). 
214. - - ,  N.  O. I4~APLAN, G. D.  1NIOVELLI, L.  C. TUTTLE a n d  B. M. GUIRARD: Co- 

e n z y m e  for  a c e t y l a t i o n ,  a p a n t o t h e n i c  a c id  d e r i v a t i v e .  J.  blol. C h e m .  
167, 869 (1947). 

214 a.  : I s o l a t i o n  o f  c o e n z y m e  A. J.  biol.  C h e m .  186, 235 (195o). 
215. LOHMANN, K. ,  u n d  PH. SCHUSTER: U n t e r s u c h u n g e n  t iber die  C o c a r b o x y l a s e  

B i o c h e m .  Z. 294,  188 (~937). 
216. LO0, Y . H . ,  H .  E .  CARTER, N.  KEHM a n d  B.  ANDERLIK: T h e  e f f e c t  o f  

s t r e p t o m y c i n  on  a v a r i a n t  o f  T o r n l a  u t i l i s .  A rch .  B i o c h e m .  26, 144 (195o). 
217. LWOFF, A. ,  e t  M. LWOFF: S u r  le r61e p h y s i o l o g i q u e  des  c o d e h y d r o g 6 n a s e s  

p o u r  H e m o p h i l u s  p a r a i n f i u e n z a e .  C. R.  h e b d .  S6ances  Acad .  Sci.  203,  
896 (1936). 

218. - -  - -  S t u d i e s  on  c o d e h y d r o g e n a s e s  I .  N a t u r e  o f  g r o w t h  f a c t o r  V. I I .  
P h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  g r o w t h  f a c t o r  V. P r e c .  R o y .  Soc.  (London)  
Ser .  B 122, 352, 360 (1937). 

218 a. - - ,  e t  IV/. MORXL: B e d i n g u n g e n  des  [ rc iechanismus de r  b a c t e r i c i d e n  W i r -  
k u n g  des  "Vi tamin  C. Die  Rol le  des  W a s s e r s t o f f s u p e r o x y d s .  A n n .  I n s t .  
P a s t e u r  68, 323 (1942). - -  C h e m .  Zbl .  1942 I I ,  1814 . 



2 1 6  E. -F .  M6LLER: 

219. LWOFF, et  A. QUERIDO: Dosage de l 'amide de l 'acide nicot inique au moyen 
du tes te  Proteus .  Pr incipe de la methode.  C. R. S6ances Soc. Biol. Fill- 
ales Associ~es. 129, lO39 (1938). 

22o. LYMAN, C. i~[., and K. A. KUI~EN: Federa t ion  Proc. 7, 17o (1948). 
221. - -  O. MOSEL~Y, S. V~OOD, B, BUTLER and F. HALE: The func t ion  of 

pyr idoxine  in lactic acid bacter ia .  J. biol. Chem. 162, 173 (1946). 
222. MADINAVEITIA, J.:  Antagonism of some ant imalar ia l  drugs by r iboflavin.  

Biochem. J. 40, 373 (1946) . 
223. MANN, P. J. G., and J . H .  QUASTI~L: Nicot inamide,  coenzyme and t issue 

metabolism. Biochem. J. 35, 5o2 (1941). 
224. MARNAY, C.: Act ion de la ph6nylalanine sur la croissance du Coli-bacille 

inh ibfe  par  l 'acide indole acrylique.  C. R. hebd.  SSances Acad. Sci. 
229, lO36 (1949). 

225. MAYER, ]Z. L.: P igment  product ion  by tuberc le  bacillus in presence of p- 
aminobenzoic  acid. Science (New York) 98, 203 (1943). 

226. - -  The influence of sulfanilamide upon the  yellow pigment," formed by 
Mycobacter ium tuberculosis  f rom p-aminobenzoic acid. J. Bacteriol,  
48, 93 (1944). 

227. - -  A yellow p igment  formed f rom p-aminobenzoic acid in 1Viycobacierinm 
tuberculos is  ear .  hominis.  J. Bacteriol .  48, 337 (1944). 

228. - - ,  and C. CRANE: A yelIow pigment  tormed f rom p-aminobenzoic  acid and 
p-aminosalicylic acid by  various s t ra ins  of Mycobacter ium.  Nature  
(London) 165, 37 (195o)- 

229. - - ,  and l~I. RODBART: ProdUction of r iboflavin by  Mycobacter ium smeg- 
matis .  Arch. Biochem. 11, 49 (1946) . 

230. MCILWAIN, H,: The nu t r i t ion  of Streptococcus hemolyt icus.  Growth in 
a chemically defined mixture :  need for v i t amin  B e. Bri t .  j .  exp. Pa thol .  
21, 25 (194o). 

231. --  Pyridine-3-sulfonic acid and i ts  amide as inhibi tors  of bacterial  growth.  
Bri t .  J.  exp. Pathol .  21, 136 (194o). 

232. - -  Amino-sulfonic acids analogs of natural  aminocarboxylic  acids. J. chem. 
Soc. (London) 1941, 75- 

233. - -  Bacter ia l  inhibi t ion by  metabol i ies  analogs; pan toy l  taur ine .  Brit .  J 
exp. Pathol .  23, 95 (1942) . 

234. - -  In ter re la t ions  in microorganisms between growth  and the  metabol ism 
of v i tamin- l ike  substances .  Advances Enzymol .  7, 4o9 (1947)- 

235. - -  Metabol ic  changes which form the  bases of a microbiological assay of 
nicot inic  acid. Proc.  Roy.  Soc. ( london)  Ser. B 136, 12 (1949). 

236. --  Cozymase degradat ion  and the  control  of ca rbohydra te  metabol ism in 
brain. Biochem. J. 44, X x x I I I  (1949). 

237, --," and D. E. HUGHa~S: Decomposi t ion and synthesis  of cozymase by  bac- 
ter ia .  Biochem. J. 43, 60 (1948). 

238. - - ,  and IR. P~ODNIGItT: Breakdown of t he  oxidized forms of coenzymes I 
and II  by an enzyme from t h e  centra l  nervous system.  Biochem. J. 
45, 337 (1949). 

239. - - ,  D.A.  STANLEY and D. E. HUGHES: The behavior  of Lactobacil lus arabi- 
nosus towards  nicot inic  acid and i ts  derivat ives.  Biochem, J. 44, 153 
(1949). 

240. McNUTT, W. S., and E. E. SNXLL: Phospha tes  oI pyridoxal  and pyr idoxamine  
as growth factors  for lactic acid bacter ia ,  J. biol. Chem. 173, 8Ol (1948). 

24I. - -  - -  Pyr idoxa lphospha te  and pyr idoxaminphospha te  as g rowth  factors  
for lactic acid bacter ia .  J. biol. Chem. 182, 557 (195o). 



Wuchsstoffe  und mikrobiologische Stoffwechselanalyse.  ~17  

241 a. MCI-{ORIE, R . A . ,  P . M .  MASLEY and W. L. WILLIAMS: 1Relationship of 
the  Lactobacillus bulgaricus factor  to pantothenic  acid. Arch. Biochem. 
27, 471 (195o) . 

242 .  ~r D. 13., J. G. PIERCE and C. W. H. I~ARTRIDGE: The prepara t ion  
of C14-1abeled biot in and the  s t u d y  of i ts  s t ab i l i ty  during carbon dioxide 
f ixa t ion .  J. blol. Chem. 180, 299 (1949). 

243. MEYER, K.: The relat ionship of lysozyme to  avidin.  Science (New York) 
99, 391 (1944). 

244. MILLER, C. PH., and M, BOHNHOFF: Development  of s t rep tomycin- res i s tan t  
var ian ts  of meningococcus. Science (New York) 105, 62o (1947). 

245. - -  - -  Two s t rep tomycin- res i s t an t  var ian ts  of Meningococcus. J. Bacteriol. 
54, 467 (1947)- 

246. MIRIMANOFF, A., et A. I~AFFV: 0b ten t ion  de flavine k par t i r  d 'un  asco- 
myc~te: Eremothec ium Ashbyii.  Helv. chim. Acta  21, loo 4 (1938). 

247. MITCHELL, t{. K., and M.B. HOULAHAN: Neurospora  IV. A t empera tu re -  
sensi t ive r iboflavinless mu tan t .  Amer. J. 13ot. 33, 31 (1946). 

248. - - ,  and J. LEIN: A Neurospora mu tan t  deficient  in the  enzymic synthesis  
of t r y p t o p h a n e .  J. biol. Chem. 175, 481 (1948). 

249. - - ,  and J. 1~. NYc: Hydroxyanthr~ni l ic  acid as a precursor  of nicotinic acid 
in Neurospora.  Proc. nat .  Acad. Sci. USA 34, 1 (1948). 

250. - - ,  t~. E. SNELL and 1R. J. WILLIAMS: Pan to then ic  acid. IX.  The biological 
ac t iv i ty  of hydroxypan to then icac id .  J. Amer .chem.  Soc. 62, 1791 (194o). 

251. •OLLER, E. F.: Vi tamin B 6 (Adermin) als Wuchss tof f  ftir MilchsAurebak- 
te r ien .  Hoppe  Seyler 's Z. physiol.  Chem. 254, 285 (1938). 

252.  - -  Das Wuchss to f f -Sys tem der Milchsliurebak-terien. Hoppe Seyler 's Z. 
physiol .  Chem. 260, 246 (1939). 

253. - -  N th r s to f f e  und Wuchsstoffe  der Milchs~urebakterien.  Angew. Chem. 
53, 204 (194o). 

254. - -  Tyros in  als Aneur inver t re ter  bet Bakterien.  Biochem. Vortr.  Veranst .  
(Verein Dtsch.  Chem.) Berlin 1943 --  Ref.:  Chemie 56, 199 (1943). 

255. - -  Kombina t ion  yon Dibromsalicil  mit  Sulfonamiden.  Klin. Wschr .  28, 
314 (195o). 

256. - - ,  und L. BIRKOFER: K o n s t i t u t i o n s s p e z i f i t ~ t  der NicotinsAure als Wuchs- 
s tof f  bet Proteus  vulgaris und S t rep tobac te r ium p!antarum.  Bet. dtsch.  
chem. Ges. 75, 11o8 (1942). 

257. - -  - -  Gibt es Antagonis ten  der Nicotinsgtnre bet Proteus  vulgaris und 
S t rep tobac te r ium p lan ta rum ? Ber. dtsch,  chem. Ges. 75, 1118 (1942). 

258. - - ,  und 1R. FERDINAND: Untersuchungen tiber das Bacter ium acetylcholini  
I. 0he r  die Einhei t l ichkei t  des Stoffwechsels verschiedener  Sl/imme 
des Bacter ium acetyleholini  aus biologisch gesi~uerten Gemtisen des 
Handels.  Zbl. ]3akteriol., Paras i tenkunde Infekt ionskrankh.  Abt .  I I ,  
97, 94 (1937). 

259. - - ,  und K. SCHWARZ: Der Wuehss tof f  I t ' ,  ein Antagonis t  der Sulfonamide 
bet S t rep tobac te r ium p lan ta rum (Orla-Jensen);  Wachs tum yon Strepto-  
bac te r ium p lan ta rum in N~hrl6sungen aus chemisch genau definier ten 
Verbindungen.  ]3er. dtsch,  chem. Ges. 74, 1612 (1941). 
und F. WEVGAND: XVuchsstofle und ihre Antagonis ten bci Mikroorga- 

nismen.  Na tu r fo r schung  und Medizin in Deutschland (FIAT-Ber.)  
R. KoH~: Biochemie IV, 121 (1947). 

261. - -  - - ,  und A. WACKER: ~3ber die Ern/thrung der Staphylokokken;  Lacto- 
f lavin und Pantothens l ture  als unbedingt  notwendige Wuchsstoffe  bet 
verschiedenen StaphylokokkensfAmmen.  Z. Naturforsch.  4b, 97 (1949). 

260. - - ,  



2 1 8  E.-F.  MOLLER: 

262. MOLLER, E. F.,  O. ZIMA, F. JUNO und Tn. MOLL: Biologischer Vergleich yon 
syn ihe t i s chem und nat i i r l ichem Adermin.  Naturwiss .  27, 228 (1939). 

263. MOSHI~R, W.A. ,  D . H .  SAUND]~RS, L. B. KING]~RY and JR. J. WILLIAMS: 
Nutr i t ional  requ i rements  of the  pathogenic  mold Tr ichophyton  inter-  
digitale.  P lan t .  Physiol .  11, 795 (1936) . 

264. MU1ZLLXR, J . H . :  Pimelic acid as a g rowth  acessory for t he  d iph ther ia  
bacillus. J. biol. Chem. 119, 121 (1937)- 

265. - -  Nicotinic acid as a growth  accessory for the  d iphther ia  bacillus. J. biol. 
Chem. 120, 219 (1937)- 

266. - -  Subs t i tu t ion  of fl-alanine, nicotinic acid and pimelic acid for meat  ex- 
t r ac t  in grovFch of d iph the r ia  bacillus. Proe.  S o c .  exp. Biol. 1V[ed. 36, 
706 (1937)- 

2 6 7 .  - -  The ut i l izat ion of carnosine by  t h e  d iph ther ia  bacillus. J, biol. Chem. 
123, 421 (1938). 

268. - - ,  and S. COI~EN: fl-Alanine as a growth  factor  for t h e  d iph the r ia  bacillus. 
J. Bacteriol .  34, 381 (1937)- 

269. - - ,  and A. W. KLOrZ: Pan to then ic  acid as a growth  /actor  for the  diph- 
t he r i a  bacillus. J. Amer.  chem. Soc. b0, 3o86 (1938). 

27o. N~AL, A. L., and F. M. STRONG: Microbiological de terminat ion  of panto-  
then ic  acid. Ind.  Engng.  Chem., Analyt .  Edi t .  15, 654 (1943). 

271. I~ILANDS, J. B., H. HIGGI~CS and F. M. STRONG: Concentra t ion of bound 
panto thenic  acid. Federa t ion  Proc. 8, 230- (1949), s. a. J. biol. Chem. 
185, 335 (195o) �9 

2 7 2 .  NIELSEN, N.: Aufhebung der  Wuchss tof f -Wirkung des ~-Alanins auf Flefe 
durch Zusa• yon Taurin,  f l -Aminobutters~ure und anderen Substanzen.  
Naturwiss .  31, 146 (1943). 

273. - -  1Dber die Ant i -Wuchsstoffwirkung yon a-Aminos~uren auf Here. Natur-  
wiss. 32, 80 (1944). 

274. - - ,  und V. HARTELIUS: Wuchss tof fwirkung der Aminos~uren X. Bildung 
yon Hefewuehss toff  durch Erw~rmung yon Zucker und Ammonium- 
hydroxyd .  C. R. Tray.  Lab. Carlsberg, S~r. physiol.  23, 155 (1941). 

27,5. - -  - - ,  und G. JOHA~CSW.N: ~)ber die Ant i -Wuehss toffe  der Pantothcns/~ure 
und desfl-Alanins. C. R. Tray.  Lab. Carlsberg, SOr. physiol. 24, 39 (1944). 

276. --  - -  ?3ber die "vVirkung v~rschiedener f l-Alaninderivate als "Wilchsstoff 
oder Ant i -Wuchss tof f  auf Here. Naturwiss.  31, 235 (1943). 

2 7 7 .  lV~Lsso~, R., G. B3:~,LFV~ und D. BURSTROM: Biotin als Zuwachsfaktor  fiir 
Bacter ium radicicola,  iNaturwiss. 27, 389 (1939). 

278. NIvEN ft . ,  Cm F., and I~. L. S~rLEY: Microbiological assay method  for thi-  
amine.  J. biol. Chem. 150, 1 (1943). 

279. NOVELLI, G .  D . ,  R. M. FLYNN and F. L1PMAN~: Coenzyme A, as a 
g rowth  s t imulan t  for Acetobacter  suboxydans .  J. biol. Chem. 177, 
493 (1949). 

280. --, N. O. KAPLAN and F. LIPMANN: Liberat ion of pan to then ic  acid from 
coenzyme A. J. biol. Chem. 177, 9 7  (1949). 

~-~1. - - ,  and F. LIP~aANN: Bacterial  conversion of panto thenic  acid into co- 
enzyme A (acetylation) and i ts  relat ion to p y rn v i c  oxidat ion.  Arch. 
Biochem. 14, 23 (1947). 

z82. - -  - -  The invo lvement  of coenzyme A in ace ta te  oxidat ion in yeast .  J. 
biol. Chem. 171, 883 (1947). 

283. - -  ~ The ca ta ly t ic  funct ion of coenzyme A in ci tr ic  acid synthesis .  J. biol. 
Chem. 182, 213 (195o). 

284. NOWAK, A. F.: Synthesiz ing v i t amins  in stillage. US Pat .  2 447 814 (1948). 



Wuchss toffe  und mikrobiologische Stoffwechselanalyse .  219 

285. NYC, J . F . ,  F. A. HASKINS and H. K. MITCHELL: Metabolic re la t ion bet-  
ween the  aromat ic  amino acids.  Arch. Biochem. 23, 161 (1949). 

286. - - ,  and H. I~. MITCHELL: Synthesis  of a biologically active nicotinic acid 
precursor:  2-amino-3-hydroxybenzoic acid. J. Amer. chem. Soc. 70, 
1847 (1948). 

287. OCHOA, S., G. T. CoRI and C. F. Corn in C. F. CoEI: Symposium on respira-  
t o r y  enzymes.  Madison (1942.) 

288. OI~DAKE: Bull. Agric. chem. Soc. Japm] 8, 11 (1932), zit .  bei P. W. WIARDI: 
Crystal l ine v i tamin  B e (Adermin). Nature  (London} 142, la58 (x938). 

289. OGINSKY, E. L.,  P. H. SMITH and W . W .  UMBRmT: The act ion of s t repto-  
mycin.  I. The na ture  of t he  react ion inhibi ted.  J. Bacteriol.  58, 747 
(1949). 

290- ORLA-JENSEN, S., N. C. OTTE and A. SNOG-KJAER: The v i tamin  und nitro-  
gen requi rements  of the  lact ic  acid bacter ia .  Kgl. danske Vidensk. 
Se/sk. Skr., na turvidensk,  math .  Afdel. 9, VI, 5 (1936)- - -  Zbl. Bakteriol . ,  
Paras i tenkunde Infekt ionskrankh. ,  Abt .  I I ,  94, 434 (1936). 

291. ORR-EWING, J., and  V. ~{EADER: S t r ep to th r ix  cor~allinus in t he  es t imat ion  
of v i t amin  B 1. Biochcm. J. 22, 44 ~ (1928). 

292. PAINE jr . ,  T .F . ,  and F. LIPMANI~: No an t i - s t rep tomycin  ac t iv i ty  shown by 
inosi tol  phospholipides.  J. Bacteriol .  58, 547 (1949). 

293. PAPPENHEIMER jr . ,  A.M.,  and G.A. HOTTLE: Ef fec t  of cer ta in  purines and 
CO 2 on growth  of s t ra in  of group A hemolyt ic  s t reptococcus.  Prec.  Soc. 
exp.  Biol. Med. 44, 645 (194o). 

294. PASTEUR, L.: M6moire sur la fe rmenta t ion  alcoolique. Ann. Chim. Phys.  
3. Scrie 58, 323 spez. 385 (186o). 

295. - -  Note sur un m6moire de M. LIEmG, relat ive aux fermenta t ions .  Ann. 
Chim. Phys.  4. Serie 25, 145 (1872). 

296. PENNINGTON, D., E. E. SNELL and R. E. EAKIN: Crystall ine avidin.  J. 
Amer. chem. Soc. 64, 469 (1942). 

297. P~RAULT, R. et  E. GREIB: Un inh ib i t eu r  de l ' ac t ion  an t imicrobienne  in 
vi t ro  de l 'acide mand~lique: L'acide pantoth6nique.  C. R. S6ances See. 
Biol. Filiales Associ6es 138, 5o6 (1944). 

298. PETERS, R . A . ,  H . W .  KINNERSLEY, J. ORR-EWING und V. ]9~EADER: The 
relat ion of v i tamin  B 1 to t he  growth  promot ing  factor  for a s t r ep to th r ix ,  
Biochem. J. 22, 445 (1928). 

299. PETT, X. B." Flavin t r ans format ion  of bacter ia .  Nature  (London) 135, 36 
(1935). 

300. --  Lactof lavin  in microorganisms.  Biochtm.  J. 29, 937 (1935). 
3ol.  - Studies on yeast  grown in cyanide.  II .  Biochem. J. 30, 1438 (i936). 
302. PFIZER, CI~AS and Co. INc.: Brit .  Pat .  593 953 (1948) . 
303. PLAtrT, G . W . E . ,  and H. A. LARDY: The oxalace ta te  decarboxylase  of 

Acotobac te r  vinelandii .  J. biol. Chem. 180, 13 (1949). 
304 . POTTER, R. L., and C. A. ELVEH3EM: Biotin and the  metabol ism of Lacto- 

bacillus arabinosus.  J. biol. Chem. 172, 531 {1"948). 
3o5. - -  - -  On the  ac t iv i ty  of oxybiot in .  J. biol. Chem. 183, 587 (195o). 
3o6. POUSSEL, H.: Sur les act ions toxiques  des isomeres de l 'hexachlorocyclo-  

hexane.  C. R. hebd.  S6ances Acad, Sci. 228, 1533 (1949). - -  Gall. Biol. 
Acta  1, 114 (1948). 

3o7. QUASTEL, J. H., and D. M. WEBLI~Y: Vitamin B 1 and bacter ia l  oxidat ions.  
I. Dependence o f  acetic acid oxidat ion  on ~Vitamin ]3 v II .  The effect  
of magnesium, potass ium and hexosediphosphate  ions. Biochem. J. 35, 
192 (1941); 36, 8 (1942). 



2 2 0  ]3:.- F. M6LLER: 

308. RABIN0WlTZ, J. C., and E. E. SNELL: Vi tamin  Ba-grou p. XI .  An improved 
method  for assay of v i tamin  B s wi th  Streptococcus recalls. X l I .  Micro- 
biological ac t iv i ty  and na tura l  occurence of pyr idoxamine  phosphate .  
J. biol. Chem. 169, 631 , 643 (1947). 

309. ]~AFFAUF, 1:{. F.: Neo-pyr i th iamin.  Helv.  chim. Acta  33, lO2 (195o). 
31o. I{AFFY, A." Propri6t@s vi taminiques  de la flavine d~Eremothecium Ashbyii.  

C. R. S~ances Soc. Biol. Filiales Associ6es 126, 875 (1937). 
311. - -  Spectrographic de fluoresqence de la f lavine d 'E remo t h ec i u m Ashbyii  

en solut ion et  des cul tures de ce champignon.  C. R. S@ances Soe. Biol. 
Filiales Associ~es 128, 392 (1938). 

312. - -  Product ion  de flavine et vie anaerobie chez Eremothec ium Ashbyii.  
C. R. hebd.  S@ances Acad. Sci. 209, 90o (1939). 

313. - - ,  et  M. FONTAINE" Dosage de la flavine au tou r  du d@veloppement dans 
les cultures d 'E remothec ium Ashbyii.  C. R. hebd.  S@ances Acad, Sci. 
205, lOO5 (1937). 

314. I~AOUL, Y. : Toxic i ty  of coumarin.  Favorable  antagonis t ic  act ion of various 
v i tamins  and especially nicotinic acid using Escherichia colt as t he  t e s t  
organism. Bull. Soc. chim. Biol. 29, 518 (1947). - -  Chem. Abstr .  42, 
943 (1948). 

315 . - - ,  J. CHOPIN" et  A. AYRAULT: Act ion sur Bac. coli de l ' isost~re naph tha-  
16nique au t r y p t o p h a n e  et  act ion de l 'acide anthrani l ique.  C. R. hebd.  
S6ances Acad. Sci. 224, 13o9 (1947). 

315 a. RASMUSSEN, R. A., K . L .  SMILEY, J. G. ANDERSSO1W, J . M .  VAN LANEN, 
W. L. WILLIAMS and E. ]Z. SNELL: Microbial synthesis  and multiple 
nature  of LaetobaeiIlus bulgaricus factor.  Possible role in chick nutr i-  
t ion.  Proc.  Soc. exp. Biol. Med. 73, 658 (195o). 

316. RAVEL, J. M., and W. SHIVE: Biochemical  t r ans fo rma t ions  as de termined 
by compet i t ive  analogue-metabol i te  growth  inhibi t ion.  !V. Prevent ion 
of  pan to then i c  acid. J. biol. Chem. 166, 407 (1946), 

317 .. READER, V. : The relat ion of the  growth  o1 cer ta in  microorganisms to  t he  
composi t ion of the  medium h i .  The effect  of t he  addi t ion  of growth  
promot ing  substances  to  the  syn the t ic  medium on the  growth  of Strepto-  
t h r i x  corrall inus.  Biochem. J. 22, 434 (1928). 

318. I~I-IYMER, I., G.I. WALLACE, L.W. BYERS and H. E. CARTER: The anti- 
streptomycin activity of lipositol. J. biol. Chem. 169, 457 (1947). 

319. I~IEMSCHNEIDER, l~.: Znr I (enntn is  der Kontak t insek t iz ide .  Pharmazie  
Beiheft  9, Erg.  1 (195o). 

32o. - - ,  und W. GERISCHER: ~be r  den Einflul3 yon Halogenkohlenwasserstoffen 
auf Heferassen und Bakter ien.  I. Z. Naturforsch .  36 ,  267 (2948). 

321. ~ROBBINS, W. J., and R. MA: Specif i ty  o f pyr idoxine  for Ceratostomclla ulml. 
Bull. Torrey bot. Club 69, 342 (1942). 

322. - -  - -  Vi tamin  deficiences of twelve fungi. Arch. Biochem. 1, 219 
(1942/43). 

323. ~OEPKE, :[{. 1~., -l~. L. LIBEY and M. H. SMALL: Mutat ion or var ia t ion  of 
Escher ichia  colt wi th  respect  to g rowth  requirements .  J. Bacteriol.  48 
4ol  (1944). 

324 . :ROGERS, L. L., and W. SHIRE: Biochemica l t rans format ions  as determined 
by  compet i t ive  analogue-metaboli te  growth  inhibl i ions.  VI. Prevent ion 
of biot in  synthesis  by 2-oxo-4-imidazolidine caproic acid. J. biol. Chem. 
169, 57 (1947). 

325. RooosA, M.: Synthesis  of r ibof lavin  by lac tose-ferment ing yeasts.  J. 
Bacteriol .  45, 459 (1943)- 



Wuchsstoffe  und mikrobiologische Stoffwechselanalyse. 221 

325 a. Roux,  H. ,  et  A. CALLANDRE: Sur l 'act ion biochimique des esters amides 
polyphosphoriques de l 'aneurine et  des polyphos]phates de sodium. 
Exper ien t ia  6, 386 (195o). 

326. :ROWATT, E. :  :Relation of pan to then ic  acid to  acetylcholine format ion by 
a s t ra in  of Lactobacil lus p lantarum.  J.  gen. Microbiol. 2, 25 (1948}. 

327. :ROBIN, S. H., D. FLOWa~R, F. ROSEN and L. DREKTER: The biological act i-  
v i t y  of  O-Heterobiot in .  Arch. Biochem. 8, 79 (1945). 

328. RUCKSTtrrtL, H.:  I. Guvacin und andere Wuchss tof fe .  II.  Lactaroviol in  
Diss. Ziirich (1946}. 

329. RYAX, It. J . ,  L. K. SCltN~IDER and R. ]3ALL]~NTIN~E: The growth  of Clostri- 
dium sept icum and i ts  inhibi t ion.  J. /3acteriol. 53, 417 (1947). 

33 o. RYDON, H. N.: Anthrani l ic  acid as an in te rmedia te  in t he  biosynthesis  of 
t r y p t o p h a n e  by /3. t yphosum.  Brit .  J.  exp. Pathol .  29, 48 (1948). 

331. SARETT, H. P.: The effect  of r ibof lavin  analogues upon the  uti l izat ion of 
r ibof lavin  and f lo r in  adenine dinucleotide by Lactobacil lus casei. J. 
biol. Chem. 162, 87 (1946). 

332. - - ,  and V. H. CHELSELIN: Use of Lactobacil lus f e rmen tum 36 for th iamine  
assay.  J. biol. Chem. 155, 153 (1944"). 

333. SARrAA, P. S., E. E. SNELL and C. A. ELVEHJEZ~: Vi tamin B~-group. VI I I .  
Biological assay of pyridoxal,  pyr idoxamine  and pyridoxine.  J. biol. 
Chem. 165, 55 (1946) . 

334- SCI~AEFFER, P. : Inf luence of a def ic iency of s t r ep tomycin  on the  anaerobic  
fe rmenta t ion  of glucose by a s t r ep tomyc in -dependen t  s t ra in  of Esche-  
r ich ia  coll. C. 1~. hebd.  S6ances Acad. Sci. 229, lO32 (1949). - -  Ref. :  
Chem. Abstr .  44, 3073 (195o). 

335. SCnL~NK, ~'., and W. GINGRICH: Nicot inamide-conta ining nutr i l i tes  for 
Hemophi lus  parainf luenzae.  J. biol. Chem. 143, 295 (1942). 

336. - - ,  and E. E. SNELL: Vitamin B, and t r ansamina t ion .  J. biol. Chem. 157, 
425 (1945). 

336a.  SCI~ZIIDT-T~or~. J.:  ~3ber die antibakteriel le  Wirkung der 6-Amino- 
nicotins~ure.  Z. Naturf .  3b,  136 (1948). 

337. VAN SCHOOR, A.: ~3ber die Isolierung yon Adermin aus :Rinderleber und 
l~Ielasse. ~Ierck's Jber .  52, 7 (1938). 

338. SCHOPFER, W. H. : Lesvi taminescr is ta l l i s6es  ]3 eomme hormones  de croissance 
chez un microorganisme (Phycomyces).  Arch. Mikrobiol.  5, 511 (1934)- 

339. - -  Die krysta l l i s ier ten  Vitamine 131 als W'aehs tumshormone bei einem 
Mikroorganismus (Phycomyces).  Arch. Mikrobiol. 6, 139 (1935). 

34 o. ~ ~ b e r  die Wirkung des syn the t i schen  Vi tamin 131 auf  einen Mikroorga- 
nismus.  /3er. d t sch ,  bot .  Ges. 54, 559 (1936). 

341. - -  L 'Aneur ine  e t  ses cons t i tuents ,  fac teur  de croissance de mucorin6s 
(Parasitel la,  Absidia) et  de quelques espbces de Rhodotorula .  C. lZ. 
S6ances Soc. Biol. I~iliales Associ6es 126, 842 (1937). 

342. - -  Vi tamine und Wachs tumsfak to ren  bei den Mikronrganismen mit be- 
sonderer  Berticksiehtigung des Vitamins t31. Ergebn.  /3iol. 16, 1 (1939). 

343- - -  Recherehes  sur la sp6eifit6 d 'ac t ion  de la m6so-inosite, fac teur  de 
croissance de microorganismes.  Helv. Chim. Acta  27, 468 (1944). 

344. - -  La biotine, l ' aneur ine  et  le m6soinositol, fac teurs  de croissance pour  
Eremothec ium Ashbyii  Guilliermond. La biosynth~se de la r iboflavine.  
Helv.  Chim. Acta  27, lOl 7 (1944). 

345. - -  Reeherches sur l ' ac t ion an t iv i tamine  de la dichloro-ilavine s u r u n  micro.  
organism c p roduc teur  de lactof lavine (Eremothecium Ashbyii).  In te r  
nat .  Z. Vitanxinforsch. 20, 116 (1948). 



2 2 ~  E . -F .  MOLLmR: 

346. SCI~OPF~R, W. H. : P y r i t h i a m i n e  c o m m e  an t i - v i t a mine  B 1 (en microbiologie).  
Bull. Soc, Chim.  Biol. 30, 94 ~ (1948). 

347. - - ,  und  M.L.  B a N :  Vr der i someren  Hexach lo rcyc lohexane  au5 das 
W a c h s t u m  yon  Erbsenwurze ln  in s ter i ler  K u l tu r .  Expe r i en t i a  4, 147 
(1948). 

348. - - ,  et  IV[. L. Boss :  Sur les re la t ions  t r y p t o p h a n e - a c i d e  nicot inique.  Une  
av i t aminose  n ieo t in ique  d$termin6e pa r  la v i t a m i n e  K s chez un micro-  
o rgan isme.  Helv.  Phys io l .  Pha rmaco l .  Acia  7, C 2o (1949). 

349. - - ,  et M. GUILLOUD: La cu l tu re  d ' E r e m o t h e c i u m  Ashbyi i  an  mil ieu syn-  
t h 6 t i q u e .  E x p e r i e n t i a  I, 22 (1945). 

35o. --  - -  Recherches  exp6r imen ta les  su r  les f ac teu r s  de croissance et pouvoir  
de syn th~se  de I~l izopus  Cohuii  Berl.  et de Toni  (Rhizopus  su inus  Niel- 
sen).  Z, V i t amin fo r sch .  16, 181 (1945). 

351. - - ,  et  V. MOLLER: IRecherches sur  la d6composi t ion  t h e r m i q u e  de l ' aneur ine .  
C. R. S6ances See. Biol. Filiales Associ6es 128, 372 (1938). 

352. - - ,  TH. POSTERNAK et  M. L. Boss :  Le g a m m e x a n e  (y-hexachlorocyclo-  
hexane)  est-i l  l ' a n t i v i t a m i n e  du m6soinosi tol  ? Schweiz. Z. Pathol .  
Bakter io l .  I0, 443 (1947). 

353. - -  - -  - -  Recherches  su r  la  sp~cificit6 &ac t ion  du  m6soinosi te l ,  ~ae t eu r  de 
c ro issance  essent ie l  pour  un  m u t a n t  de Neurospora  crassa .  I n t e r n a t .  
Z. u  20, 121 (1948). 

354. SCHR~CXER, A . W .  and  A. KORNBERG: Revers ib le  s y n t h e s i s  of f lavine- 
adenine-d inuc leo t ide .  J.  biol. Chem.  182, 795 (195o). 

355. 8CltULTZ, X. S., L. ATKIN and  CI~. N. FREV: A f e r m e n t a t i o n  t e s t  for  v i ta -  
m in  B 1. J. Amer .  chem.  Soc. 39, 948 (1937). 

356. - -  - -  - -  V i t amin  B e a g rowth  p romo t ing  fac tor  for yeas t .  J. Amer .  chem.  
Soc. 61, 1931 (1939). 

357- SCHUI~,IANN, ~{. L.,  and  M. A. FARRgLL: A s y n t h e t i c  m e d i u m  for t h e  cult i-  
v a t i o n  o5 S t rep tococcus  recalls. J. in fec t ,  diseases 69, 81 (1941). 

358. SCHWARZ, K.:  ~ b e r  die W i r k u n g  der P a n t o t h e n s ~ u r e  auf  das  W a c h s t u m  
der Ra t t e .  Hoppe  Sey le r ' s  Z. physiol .  Chem.  275, 232 (1942). 

359. - -  Achromotr ich ie  du rch  Pan fo thens~u remange l .  ~ b e r  die Verschieden- 
hef t  der funkt ione l len  Aufgaben  der Pan to thensAure .  Hoppe Seyler 's  
Z. physiol .  Chem.  275, 245 (x942). 

36o. S~VAG, M.G. ,  and  M.N.  GmZXN: Metabo l i sm of •  by  Staphylo-  
coccus aureus  as a cr i t ical  fac tor  in re la t ion  to  the  mode of ac t ion  of 
su l fonamides .  Amer.  J. reed. Sci. 207, 686 (1944). 

361. - -  - -  Th e  role of p a n t o t h e n i c  acid in the syn thes i s  of t r y p t o p h a n .  J. biol. 
Chem.  154, 719 (1944). 

362. StlIVX, ~V., W.  W.  AC~RNANN, J. M. 1RAVEL and J. E. SUTHERLAND: Bio- 
sy n th e s i s  invo lv ing  p a n t o t h e n i c  acid.  J. Amer .  chem.  Soc. 69, 2567 
(1947). 

363. --, and J. MAcow: Biochemical  t r a n s f o r m a t i o n s  as de te rmined  by  compe-  
t i t i ve  ana logue-metabo l i t e  grow- th inhib i t ions .  1. Some t r a n s f o r m a t i o n s  
i nvo lv ing  a spa r t i c  acid.  J- biol. Chem.  162, 451 (1946). 

364 . - - ,  and  L. L. ROGERS: I n v o l v e m e n t  o5 b io t in  in t h e  b iosyn thes i s  of oxal- 
acet ic  acid and  ~ - I i e tog lu ta r i e  a c i d .  J. biol. Chem.  169, 453 (1947). 

365 . SHIJLL, G. ~V., R. W.  THOMA and W.  H. PETE~SON: Amino  acid and  un-  
s a t u r a t e d  f a t t y  acid r e q u i r e m e n t s  o5 Clos t r id ium sporogenes.  Arch.  
Bioehem.  20, 227 (1949). 

366. SILVE~MA~, M., and C.H.  XV~RKMAN: V i t amin  t31 in bacter ia l  me tabo l i sm.  
Prec .  $oc. exp.  Biol. Med. 38, 823 (t938). 



Wuchss toffe  und mikrobiologische Stoffwechselanalyse.  223  

367 . SILVERMAN, M., and C. H. WERKMAN- Die Funkt ion  des Vi tamins  B 1 beim 
anaeroben Bakter ienstoifwechsel .  Iowa Sta te  Coll. J. Sci. 13, lo 7 
(1939). - C h e m  Zbl. 1939 II ,  4269. 

368. - -  - -  ]Bacterial syn thes i s  of cocarboxylase.  Enzymologia  (Den Haag) 5, 
385 (1939). - -  Proc.  Soc. exp. Biol. Med. 40, 369 (1939). 

369. SINCLAIR, H . M . :  Growth fac tors  for Phycomyces .  Nature  (London) 140, 
361 (1937). 

369 a. SINGER, Th. P., and E. B. KEARNY: The /-amino acid oxidases of snake 
venom I. Pros the t ic  group of the  /-amino acid oxidase of Moccasin 
venom. Arch. Biochem. 27, 348 (195o). 

370, SLADE, ]~. ]~.: The 7-isomer ol  hexachlorocyclohexane (Gammexane).  An 
insect icide wi th  ou t s t and ing  propert ies .  Chem. and Ind.  64, 314 (a945). 

371. S~u D. H.:  Vi tamin B 1 and the  synthes is  of cxaloaceta te  by Staphylo-  
coccus. Biochem. J. 34, 1598 (194o). 

372. SNELL, E. t~.: A specific growth inhibi t ion reversed by pan to then ic  acid. 
J. biol. Chem. 139, 975 (1941). 

373- - -  Growth inhibi t ion by N-(a,7-dihydroxy-fl ,f l-dimethylbu• ) taur ine  
and i ts  reversal  by pan to then ic  acid. J. Biol. Chem. 141, 1~1 (1941). 

3 7 4 .  - -  ]~ffec• of heat  steril isation on growth promot ing act iv i ty  of pyridoxine.  
for  St reptococcus  lact is  R. Proc.  Soc. exp. Biol. Med. 51, 356 (1942). 

375. - -  The v i tamin act ivi t ies  of " p y r i d o x a l "  and "pyr idoxamine" .  J. biol. 
Chem. 154, 313 (1944). 

376. - -  Vi tamin BG-grou p I. Format ion  of addi t ional  members  f rom pyr idoxine  
and evidence concerning the i r  s t ruc tu re .  J. Amer. chem. Soc. b6, 2082 
(1944). 

3 7 7 .  - -  Vitamin  BG-grou p V. The reversible in terconvers ion of pyr idoxal  and 
pyr idoxamine  by t r ansamina t ion  react ions .  J. Amer. chem. Soc. 67, 
194 (1945). 

378. - -  The v i t amin  B~-group VII .  Replacement  of v i t amin  B~ for some micro- 
organisms by  d-alanine and an unident i f ied factor  f rom casein. J. biol. 
Chem. 158, 497 (1945). 

379. - - ,  and B. M. GUIRARD: Some in ter re la t ionships  of pyridoxine,  alanine and 
glycine in the i r  effect  on cer ta in  lactic acid bacter ia .  Proc.  nat .  Acad. 
Sci. USA 2 9 ,  66 (1943). 

38o. - - - ,  and W. H. PETERSON: Growth factors  for bac ter ia  X. Addit ional  fac- 
tors  required by cer ta in  lactic acid bacter ia .  J. Bacteriol .  39,273 (194o). 

381. - ,  ar_d J. C. RAnlNOWlTZ: Microbiological ac t iv i ty  of pyr idoxylamino 
acids.  J. Amer. chem. Soc. 70, 3432 (1948). 

382. - - ,  and F. 2 , { .  STRONG: The ef fec t  of r iboflavin and of cer ta in  synthc t ic  
f lavins on the  growth  of lact ic  acid bacter ia .  Enzymologia  (Den Haag) 
6, 186 (1939). 

383 . - -  - - ,  and W. H. P~TERSON: Growth factors  for bacter ia  VI. Fract ionat ion 
and propert ies  of an accessory factor  for lact ic  acid bacter ia .  Biochem. 
J. 2,1, 1789 (1937). 

384 . - -  ~ - -  Panto then ic  acid and nicot inic  acid as growth  factors  for lactic 
acid bacter ia .  J. Amer.  chem. Soc. 60, 2825 (1938). 

385 . - -  - -  - -  Growth fac tors  for  bacter ia  VIII .  Pan to then ic  and nicotinic 
acids as essential  growth factors  for lactic and propionic acid bacter ia .  
J. Bacteriol .  38, 293 (1939). 

386. - - ,  E. L. TATUM and W. H. PI~TERSON: Growth  fac tors  for bac ter ia  I l I .  
Some nut r i t ive  requi rements  of Lactobacil lus Delbriickii. J. Bactcriol.  
33, 207 (1937)- 



224 E.-F. ~6u- ,~m 

4 0 2 .  - - ,  

4o3 . - - ,  

404 - -  _ 

4 0 5  . -- _ 

387 , SOODAC, ~ . ,  and F. LIPI~A~;N: Enzymic  condensat ion  of ace ta te  to  aceto- 
ace ta te  in l iver ex t rac ts .  J. biol. Chem. 175, 999 (I948). 

388. SPERBER, E.: Aneurin und B~ckerhefe n .  Biochem. Z. 313, 62 (1942). 
389. - - ,  und S. ~NVALL" Uber die Aneur inaufnahme du tch  B~ckerhefe. Bio -  

chem. Z. 310, 16o (1941). 
390. STANSLY, P. G., and C. M. ALVERSON: Antagonism of salicylate by  pantoyl-  

t aur ine .  Science (New York) 103, 398 (1946). 
391. STEPHENSON, •., and E. ROWATT: Product ion  of acetylcholine by a s t ra in  

of Lactobacil lus p lan ta rum.  J. gen. Microbioh I, 279 (1947)- 
392. STERN, J. R., and S. OCttOA: Enzymic  synthes is  of c i t r ic  acid by conden- 

sa t ion of ace ta te  and oxalacetate_ J. biol. Chem. 179, 491 (1949). 
392 a. - - ,  B. SHAPIRO and S. OCHO&: Synthesis and breakdown of c i t r ic  acid 

with crystall ine condensing enzyme.  Nature 166, 4o3 (195o). 
393. STlCH, W.: Eine  neue Funkt ion  des Laetoflavins.  S teuerung des biologi- 

sehen Dualismus der Porphyr ine  und Kata lyse  der H~minsynthese .  
Naturwiss .  37, 2 1 2  ( 1 9 5 0 ) .  

393 a. - -  Die Bedeutung der 132-Vitamine far  den Dualismus der Porphyr ine  
und den Aufbau von Haminpro te iden .  Dtsch.  reed. "vVschr. 75, 1217 
(195o). 

394. --, und H. EISGRUBER: Steuerung der biologischen Porphyrinsynthese nnd 
Katalyse der HAminproteidbildung dutch Lactoflavin. I<lin. Wschr. 28, 
x33 (195o). 

395. STOKES, J . L . ,  J. W. FOSTER and C. R. WOODWARD jr,:  Synthesis  of pyri- .  
doxine by a , , pyr idox ine less"  X- ray  m u t a n t  of Nenrospora  s i tophi la  
Arch. Biochem. ;2, 235 (x943). 

396- - - ,  and M. GUNNXSS: Pyr idoxamine  and the  synthesis  of amino acids by 
laetobacit l i .  Science (New York) 101, 43 (1945). 

397- - - ,  A. LARsEN and 3/[. GUNNESS: Biotin and t h e  synthesis  of aspar t ic  acid. 
by microorganisms.  J. biol. Chem. 167, 613 (1947). - -  J- Baeteriol.  
54, 219 (1947). 

398. SZRAUSS, E. ,  J. H. DIXGLE and M. 2FINLAND: Studies on the  mechanism 
of sulfonamide bacteriostasis ,  inhibi t ion and resistance.  - -  Exper iments  
wi th  Staphylococcus aureus. Exper iments  wi th  E. colt in a syn the t ic  
medium. J. Immunology 42, 313, 331 (1941). 

398 a. 5TUMPF, P. K.: Pyruvic  acid oxidase of Proteus  vnlgaris.  J. biol. Chem. 
159, 529 (1945). 

399. TANNER jr . ,  F. W., C. VOJNOVlCH and J. ~r VAN LANEN: Fac tors  ef- 
fect ing r iboflavin product ion by Ashbya gossipyi.  J. Bacteriol. 5 8 ,  737 
( 1949)- 

4o0. TArU~L E. L.: Desthiobiot in  in t h e  biosynthesis  of biotin.  J, biol. Chem. 
160, 455 (r945). 

4 o l . . - - ,  ~R. W. B~,~ATT and V. IVI. CUTTER ~r.: Chemical induct ion  of colonial 
paramorphs  in Neuros!pora and Syneephalas t rum.  Science (New York) 
109, 509 (1949). 
and T. T. BELl,: Neurospora  I I I .  Biosynthesis  of th iamine .  Amer. J. 

Bot .  33, 15 (1946). 
and D.M. BONNER: Synthesis  oI t r y p t o p h a n e  f rom indole and serine b y  

Neurospora.  J. biol. Chem. 1 5 1 ,  349 (1943), 
Indole and serine in t he  biosynthesis  and breakdown of t r yp tophane .  

Proc.  na t .  Acad. Sci. USA 30, 3 ~ (1944). 
, and G. W. BEADLE: Anthrani l ic  acid and the  biosynthesis  of indole 

and t ryp tophoue  by  Neurosp0ra2 Arch. Biochem. ;3, 477 (1943/44). 



Wuchsstoffe  und mikrobiologische Stoffwechselanalyse.  ~95 

406. THOMPSON, ~.. C. : The synthes is  of B-vi tamins  by bacter ia  in pure  cul ture.  
Univ.  Texas Publ.  No. 4237, 87 (1942). 

4o7 . UMBRE~T, W . W . ,  and I. C. GUNSALUS: The funct ion  of pyr idoxine deri- 
vat ives : Arginine and glutamic acid decarboxylases.  J. biol. Chem. 159, 
333 (1945). 

408. - -  - -  Codecarboxylase no~ pyridoxal-3-phosphate .  J. biol. Chem. 179, 279 
(1949)- 

4o9. - - ,  W. A. WooD and I .C .  GUNS~LUS: Act iv i ty  of pyr idoxalphosphate  in 
t r y p t o p h a n  format ion  by  cell-free enzyme prepara t ions .  J. biol. Chem. 
165, 731 (1946) �9 

41o. - - .  and J. G. WADDELL: Mode of act ion of desoxypyr idoxine .  Proe. Soc. 
exp. Biol. Med. 70, 293. (1949) 

411. UTIGER, H. ,  @t W. H. SCHOI~FER: Nouvelles  Recherches  sur la symbiose 
artificielle Rhodotorula  rubra  - -  ]V[ucor Rammanianus .  Le r61e des 
ca ta lysa teurs  m6tMliques. C. R. S~ances Soc. Physique Hist .  na tur .  
Gcn6ve 38, 284 (1941). 

412. VAN LANEN, J.M., H. P. BROQUIST, ]Vf. J. JOHNSON, I. L. BALDWIN and 
~V. H. PETERSON: Synthesis of vitamin B, by yeast. Ind. Eugng. Chem., 
ind.  Ed i t ,  34, 1244 (1942). 

413 . VELLUZ, L., G. A~IARD et  J. BARTOS: Acide th iamine- t r iphosphor ique .  
C. R. hebd.  S6ances Acad. Sci. 226, 735 (1948) . - -  Bull. Soc. chim. 
France 1948, 871. 

414. - -  - -  - -  Thiaminet r iphosphor ic  acid. I t s  relat ion to t he  th iamine  pyro- 
phospha te  (Cocarboxylase of  LO~MANN and SCHUSTER). J. biol. Chem. 
180, 1137 (1949). 

415. - - ,  R. JACQUIER et  C. PLOTKA: Relat ions d 'act ivi t6  en t re  d6riv~s poly- 
phosphoriques ,  C R. hebd.  S~ances Acad. Sci. 226, 1855 (~948). 

416. DU VIGNEAUD, V.: The s t ruc tu re  of biot in.  Science (New York) 96, 455 

(1942). 
417. - - ,  K. DITTMER, E. HAGUE and B. LONG: The growth  s t imula t ing  effect  of 

biot in  for t h e  d iphther ia  bacillus in the  absence of pimelic acid. Science 
(New York) 96, 186 (1942). 

418. - -  - - ,  K. HOFFMANN and D. B. MELVILLe-: Yeast  growth  promot ing  effect  
of diaminocarboxyl ic  acids derived f r o m  biotin.  Proc.  Soc. exp. Biol. 
l~Ied. 50, 374 (1942) �9 

419. VILLELA, G. G., and A. CugY: Studies  of the  v i tamin  nut r i t ion  of Allescheria 
Boydii  Shear.  J. Bacteriol .  59, I (195o). 

42o. VILTER, S. P., and D. T. SPIES: Vi tamin  B s as an accessory growth  fac tor  
for Staphylococcus  albus. Science (New York) 91, 2oo (194o). 

421. VISCONTINI, M., G. BON:ETTI und P. KARRER: Zur Hers te l lung der  Cocarb- 
oxylase und des Aneurintriphosphors/~ureesters,  Helv. chim. Acta  32, 

1478 (1949). 
422. VAN VLOT]~N, G.W., CH. A. KRUISSlNK, B. STRIJK and J . M .  BIJVOET: 

Crystal  s t ruc tu re  of 1,2,3,4,5,6-hexachlorocyclohexane (Gammexane ) .  
Nature  (London) 162, 771 (1948). 

423. WAGNER, :R. P.:  The in vi tro synthes is  of pan to then ic  acid by pan to then ic -  
less and wild t ype  Neurospora.  Proc.  na t .  Acad. Sci. USA 35, 185 (1949). 

424 . - - ,  and B. M. GUIRARD: Gene-controlled react ion in Neurospora involving 
t h e  synthes is  of pan to then ic  acid. Proc.  nat .  Acad. Sci. USA 34, 398 

(1948). 
425 . WARBURG, 0. :  Wassers toff-f iber t ragende Fermente .  Berlin : Dr. W. Saenger 

(1948.) 

Fortschr. chem. Forsch., Bd. 2. 15 



~ 6  E.-F. M6LLER: 

426. WA~BURG, 0,, und WL CHRISTIAN: /~ber ein neues Oxydat ionsferment  und 
sein Absorp~ionsspektrum. Biochem. Z. 254, 438 (1932). 

427 . WESSMAN, G . E . ,  and C. H. WERI~AN: Biot in  in assimilat ion Of heavy  
carbon in oxalace ta te .  Arch. Biochem. 26, 214 (195o). 

428. WEST, P. 1VL, and P, W. \u162 Biotin as a growth  s t imula t ing  fac tor  of 
the  root  nodule bacter ia .  Enzymologia  8, 152 (194o). - -  Science (New 
York) 89, 607 (1939). 

429. WES'rENBRINK, H. G. K., and H. VI~LDMANN: On t h e  synthes is  and de- 
composi t ion of aneur ine-pyrophosphate  by living yeast .  Enzymologia  
10, 255 (1942). 

43o. WEYGAND, F.: Anwendung der s• und radioakt iven  Isotope  in der 
Biologic, Angew. Chemie 61, 285 (1949). 

431. WICKERHAM, L. J . ,  Iv[. H. FLICKINGER and M. R. JOHNSTON: The produc-  
t ion of r ibof lavin  by Ashbya gossypii.  Arch. Biochem. 9, 95 (1946). 

432. WIELAND, "rH.: IKetopantothensliure und Aminopantothensi~ure.  Chem. 
Bet.  81, 323 (1948). 

433- - - ,  und E. F. I~IDLLER: l~ber eine biologische Synthese der Pantothens l iure  
1., II .  Hoppe Seyler 's  Z. physiol.  Chem. 269, 227 (1941); 272, 232 (1942). 

434. - -  - -  Ober biologisch akt ive Homologe der PantothenMiure;  2 diastereo- 
mere N-(a,y-dioxy-fl-methyl-fl-ltthyl-butyryl)-•-alanine. Chem. ~Ber. 81, 
316 (1948). 

435. WILDIERS, E.: Nouvelle subs tance  indispensable  au d6veloppement  de la 
levure.  La cellule 18, 313 (19ol). 

436. WILLIAMS, R. J.: The v i tamin  requ i rement  of yeast .  A simple biological 
t e s t  for v i tamins .  J. Biol. Chem. 38, 465 (1919); 42, 259 (192o). 

437. - -  Manille Ide, t he  discoverer  of bios. Science (New York) 88, 475 (1938) �9 
438. - -  The chemis t ry  and b iochemis t ry  of pan to then ic  acid. Adv. Enzymol .  

3, 253 (1943). 
439- - - ,  R . E .  t~AKIN and E . E .  SNELL: The re la t ionship of inositol,  th iamine ,  

biot in,  pan to then ic  acid and v i tamin  t36 to  t he  growth  of yeasts .  J. 
Amer. chem. Soc. 62, 12o 4 (194o). 

44 o. - - ,  and R. R. tZOEHM: The effect  of ant ineur i t ic  v i tamin  prepara t ions  on 
the  growth  of yeasts .  J. biol. Chem. 87, 581 (193o). 

441. - - ,  F. SCIILENK and M. A. EPPRIGHT: Assay of pur i f ied  proteins,  enzymes 
etc.  for B-vi tamins .  J. Amer. chem. Soc. 66, 896 (1944). 

442. WILLIAMS, V. l{.: Growth s t imulan ts  in the  Lactobacil lus arabinosus biot in 
assay. J. biol. Chem. 159, 237 (1945). 

443. - - ,  and E. A. FIXGER: Growth s t imulants  for microbiological biot in assay. 
Ind.  Engng.  Chem., analyt .  I~dit. 17, 127 (1945). 

444. - -  - -  Oleic acid as a growth  s t imulan t  for Lactobacil lus casei. J. biol. 
Chem. 166, 335 (1946). 

445- - -  - -  Lipide s t imula t ion  of Lactobaci l lns  casei. J. biol. Chem. 170, 399 
( 1947)- 

446. WILLIAMS, W. L.: Yeas t  microbiological method  for the  de te rmina t ion  of 
nicot inic  acid. J. biol. Chem. 166, 397 (1946) �9 

446 a. - - ,  E. t-IoFF-J6RGENSEN and E. E. SNELL: Determinat ion  and proper t ies  
of an unidentif ied factor  required by Lactobacillus butgaricus. J. biol, 
Chem. 177, 933 (1949). 

447, - - ,  H . P .  BROQUIST and E. E. SNELL: Oleic acid and re la ted compounds  as 
growth  factors  for lactic acid bacter ia .  J. biol. Chem. 170, 619 (1947). 

448. WILSON, A. ~ . ,  and ST. A. HARRIS: Synthesis  and proper t ies  of Neo- 
pyr i th iamine  salts.  J. Amer.  chem. Soc. 71, 2231 (1949). 



Wuchsstoffe und mikrobiologische Stoffwechselanalyse.  227 

449. WOOD, H. G.: The f ixat ion of carbon dioxide and the  in ter re la t ionships  of 
the  t r icarboxyl ic  acid cycle.  Physiologic. Rev. 26, 198 (1946). 

45o. - - ,  A.A. ANDERSON and C. H. WERK~AN: Nutr i t ion  of the  propionic  acid 
bacter ia .  J. Bacteriol.  36, 2ol (1938). - -  Proc.  Soc. exp. Biol. Med. 
36, 217 (1937). 

451. - - ,  CH. GEIGER and C. H. WERKMAN; Nutr i t ive  requi rements  of the  he-  
tero fe rmenta t ive  lactic acid bacter ia .  Iowa Sta te  Coll. J. Sci. 14, 
367 (194o). 

452. - - ,  E. L. TATU~t and W . H .  PETERSO~: Growth factors  for bacter ia  IV. 
An acid ether-soluble factor,  essential  for growth  of propionic bacteria.  
J. Bacteriol .  33, 227 (1937). 

453- - - ,  and C.H.WERK~IAN: The uti l ization of CO 2 in the  dissimilat ion of 
glycerol by • propionic acid bacteria.  Biochem. J. 30, 48 (1936). 

454- WooD, W. A., I. C. GUNSALUS and W. W. U~aBREIT: Func t ion  of pyridoxal-  
phosphate :  Resolut ion and pur i f ica l ion of the  t ryp tophanase  enzyme 
of Eschezichia colt. J. biol. Chem. 170, 313 (1947). 

455- WooDs, D. D.: The relat ion of p-aminobenzoic  acid to the  mechanism of 
the  act ion of sulfanilamide.  Bri t .  J.  exp. Pathol .  21, 74 (194o). 

456. "WOOLLEY, D . W . :  Biological responses to  the  cons t i tuen t  par t s  of panto-  
then ic  acid. J. biol. Chem. 130, 417 (1939). 

457- - -  Ident i f ica t ion  of t he  mouse ant i-alopecia iactor .  J. biol. Chem. 139, 
29 (1941). 

458. - -  Synthesis  of inosi tol  in mice. J. exp. 1Kedicine 75, 277 (1942). 
459. - -  Product ion of r ibaflavin deficiency wi th  phenazine analogues of r ibo- 

f lavin.  J. biol. Chem. 154, 31 (1944). 
46o. - -  Development  of res is tance  to pyr i th iamine  in yeast  and some obser- 

va t ions  on i ts  na ture .  Proc. Soc. exp. Biol. M~d. 55, 179 {1944). 
461. - -  A s t u d y  of t he  basis of se lec t iv i ty  of act ion of ant i -metabol i tcs  wi th  

analogues of pimelic acid. J. biol. Chem. 183, 495 (195o). 
462. - - ,  and 1V[. L. COLLYER: Phenylpanto thenone ,  an antagonis t  of pan to thenic  

acid. J. biol Chem. 159, 263 (1945). 
463. - - ,  and B. L. HUTCHINGS: Some growth  factors  for hemolyt ic  s t reptococci .  

J. Bacteriol .  38, 285 (1939)- 
464. --  - - ,  Synthe t ic  media  for cul ture of cer ta in  hemolyt ic  s t reptococci .  J. 

Baeteriol.  39, 287 (1941), 
465 . - ,  and L. G LONGSWORTn : Isolat ion of an ant ib iot in  factor  f rom egg-white.  

J. biol. Chem. 142, 285 (1942). 
466. - - ,  and A. G.C. WHITE: Selective reversible inhibi t ion of microbial  growth 

wi th  pyr i th iamine .  J. cxp. Medicine 78, 489 (1943). 
467, WORK, E.:  A new na tura l ly  occuring amino acid. Nature  (London) 165. 

74 (195o). - -  Biochem. J. 46, V (195o); s, a. Bull. Soc. Chim. Biol. 31, 
138 (1949), Biochem. Biophys.  Acta  3, 4oo (1949). 

468. "vvoRK, T. S., and ]~.WORK: The basis of chemotherapy .  Oliver and Boyd, 
Ltd .  London 1948 . 

468 a. WRIGHT, L. D.: Oxybiotin in the bacterial deaminat ion of aspart ic  acid. 
Proc. Soc. exp. Bic.1. Med. 74, 588 (195o)- 

469. ~ ,  L . D . ,  E. L. CRESSON and H. R. SXEGGS: Biotin in bacterial  deami- 
na t ion  of cer ta in  amino acids. Proc. Soc. exp. Biol. Med. 72, 556 
(1949). 

47 o. --  --  - - ,  T.I~.WooD, R. L. PECK, D. E. WOLFand K. FOLKERS: Biocytin,  
a na tu ra l ly  occuring complex of biot in.  J. Amer. chem. Soc. 72, lo48 
(195o)~ --  1. In t e rna t .  Congr. Biochem. Cambridge (1949). 

15" 



~ 2 8  E.-F. M6LL~R: Wuchsstoffe  u n d  mik_robiologlsche Stoffwechse|anaIyse.  

471. WRm~T, L. D., and  H. R. SKEOOS: Reversa l  of sod ium p rop iona te  inh i -  
b i t ion  of Escher ich ia  coli wi th  ~-A]anin.  Arch.  Bicchem.  I0, 383 (1946). 

4 7 2 .  - -  - - ,  and  E. L. C~SSON: Af f in i ty  of av id in  for  c e r t a i n  analogs  of b iot in .  
Proc .  S~c. exp.  Biol. Med. 64, 15o (1947). 

473. Wx'ss ,  O.: Ant ibac•  ac t ion  of a pyr id ine  analogue of t h i a m i n e .  J.  
Bacter io l .  46, 483 (1943). 

474- YAI~ASAKI, I.:. 0 b e r  F lavine ,  die bei Gfirung yon  Ace ton-Buty la lkoho l -  
bak te r i en  gebi ldet  werden.  (G~rungsf lavine) .  I. Ober  G~irungsflavin 
aus Reis. Biochcm.  Z. 300, 16o (1939). 

475. - - ,  und  W. YOSlTOME: Uber  die Bi ldung  des V i t amin  B~-Komplexes aus  
Cerealien bei der  G~rnng yon  Ace ton-Bu ty la lkoho lbak te r i en .  Biochem.  
Z. 297, 398 (1938). 

476. YANOFSKY, C., and  D . M .  BONNER: Ev idence  for  t h e  p a r t i c i p a t i o n  of 
k y n n r e n i n e  as t he  normal  i n t e rmed ia t e  in  t h e  b iosynthes is  of n iac ine  in  
Neurosp~ra .  Proc.  na t .  Acad.  Sci. USA 36, 167 (195o). 

4 7 7 .  YEGIAN, D., and  R. J.  VANDERLINDE: The  biological  cha rac te r i s t i c s  o~ 
s t r e p t o m y c i n - d e p e n d e n t  Mycobac te r ium ranae .  J. Bacter io l .  57, 169 
(1949). 

478. ZI~tA, O., K. RITSER~ und TI~. MOLL: (Jber das  Aneur indisu l f id .  Hoppe  
Seyler ' s  Z. physiol .  Chem. 267, o~1o (1941). 

479. -- ,  und R. R. WlLLIA~S: ~ b e r  e in  an t ineu~i t i sch  wirksames Oxydat ions-  
p r o d u k t  des Ancur ins .  Bet .  d t sch ,  chem.  Ges. 73, 941 (194o). 

(Abgeschlossen im N o v e m b e r  195o.) 

Dr. ERNST-FRIEDRICI-I MSLLEI~, 1VItxlVlanck-Institut ftir Medizinische Forschung.  
I n s t i t u t  fiir Chemic, Heidelberg.  


