AUFNAHME VON BENZIMIDAZOL DURCH L.LEICHMANNII 313

fen ermoglicht eine betrichtliche Einsparung an
Losungsmitteln sowie die kontinuierliche Gestaltung
des Reinigungsprozesses.

3. Die Ausfillung der B,,-Vitamine aus der wiBri-
gen Losung durch Phenole in Gegenwart von Kiesel-
gur gestattet eine bequeme Gewinnung eines Vit-
amin B,,-Kieselgur-Priparates, das fiir die weitere
Reinigung durch Verteilungschromatographie beson-
dere Vorteile bietet.

Wir konnten leider nur an einer sehr beschrinkten
Anzahl von Phenolen unsere Versuche durchfiihren. Auf

761

Grund der gewonnenen Erkenntnisse miifite es aber
moglich sein, phenolische Verbindungen herzustellen, die
bei sehr geringer Loslichkeit in Wasser sowie cinem
hohen Schmelzpunkt eine noch viel groBere Affinitit zu
den Vitaminen der B,,-Gruppe besitzen als z. B. m- und
p-Chlorphenol. Solche Phenole wiirden sich vor allem
zur Extraktion (Adsorption) von B,,-Vitaminen aus sehr
verdiinnten wiBrigen Losungen eignen.

Die an den B,,-Vitaminen gewonnenen Erkenntnisse
iiber die Funktion der Phenole bei der Extraktion, Fil-
lung usw. miiiten wohl auch fiir die Reinigung anderer
Stoffe mit Hilfe von Phenolen gelten und sich vorteilhaft
verwerten lassen.

Uber die Aufnahme von 5.6-Dimethyl-benzimidazol und 5.6-Dichlor-
benzimidazol durch Lactobacillus leichmannii 313
Stoffwechseluntersuchungen bei Mikroorganismen mit Hilfe radioaktiver Isotope. 10. Mitt.

Von FriepricH WEYGAND *, HELMuT StMoN und HaNs KLEBE
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg
(Z. Naturforschg. 9b, 761—763 [1954]; eingegangen am 26. Oktober 1954)

Lactobacillus leichmannii 313 nimmt bei der Ziichtung in Gegenwart von 5.6-Dimethyl-
benzimidazol-[2-14C] oder 5.6-Dichlor-benzimidazol-[2-14C] 40000 bis 47000 Molekiile dieser
Verbindungen pro Zelle auf, gleichgiiltig ob Vitamin B,, oder Thymidin als Wuchsstoff ver-
wendet wird. — Die Synthese der radioaktiven Benzimidazole im 1/2-mMol-MaBstab wird

beschrieben.

5.6-Dimethyl-benzimidazol und 5.6-Dichlor-benzi-
midazol sind bei Abwesenheit von Adenin oder na-
tiirlich vorkommenden Adenin-Verbindungen Hemm-
stoffe fiir Lactobacillus leichmanni 313!. Die Hem-
mung kann durch physiologische Konzentrationen
Vitamin B,, oder durch groe Konzentrationen Thy-
midin aufgehoben werden.

Wir haben nun ermittelt, wie viele Molekiile
Hemmstoff unter definierten Bedingungen pro Bak-
terienzelle aufgenommen werden. Die Ziichtung er-
folgte in dem frither angegebenen Medium 60 Stdn.
bei 37°, wobei die Hemmstoff- bzw. Wuchsstoffkon-
zentrationen so abgestimmt waren, daB3 etwa glei-
ches Endwachstum erreicht wurde. So wurden einer-
seits 0,03 my/ccm Vitamin B;, und 16,6 y/ccm
Dimethyl-benzimidazol bzw. 0,04 my/ccm Vitamin
B> und 16,6 y/ccm-Dichlor-benzimidazol, anderer-
seits 7,8 y/cem Thymidin und 16,6 y/ccm Dimethyl-

* Neue Anschrift: Chem. Inst. d. Univers. Tiibingen.
Die vorliegende Arbeit wurde 1953 ausgefiihrt.

1 F. Weygand, A. Wacker u. F. Wirth, Z
Naturforschg. 6b, 25 [1951].

2 Vgl. hierzu: F. Weygand, A. Wacker u. H. Dell-
weg, Z. Naturforschg. 7b, 19 [1952]; H.Noll, J.Bang,
E.Sorkin u. H Erlenmeyer, Helv. chim. Acta 34,
340 [1951]. '

benzimidazol bzw. 11,6 y/ccm Thymidin und 16,6
y/cem Dichlorbenzimidazol vorgegeben.

Die Bakterien wurden nach der Ziichtung mit
Wasser, 95-proz. Alkohol, 5-proz. wifBriger Trichlor-
essigsiurelosung, Athanol, Athanol-Ather und Ather
gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Die Mes-
sung der Radioaktivitit erfolgte auf Schélchen von
0,78 cm Durchmesser und einem diinnfenstrigen
Zihlrohr. Zur Bestimmung der im mg getrockneter
Bakterien vorhandenen Zellen wurde das Verfahren
des Vergleichs mit dem Erythrocytengehalt des
menschlichen Blutes verwendet, wobei die Zihlung
an der ausgewachsenen Kultur vorgenommen und
die Bakteriendichte (photoelektrisch bestimmt) mit
dem Trockengewicht in Relation gesetzt wurde. So
ergab sich, daBB auf 1 mg getrockneter Bakterien
4,4-10° Zellen kommen 3. Die Radioaktivitit der

3 Aus der Menge des vorgegebenen Vitamins By be-
rechnet sich, dal zum Wachstum einer Bakterienzelle bei
einer Endpopulation von 2,7-10° Bakterien/ccm etwa
12 Molekiile Vitamin By» benédtigt werden. Dies stimmt
gut iiberein mit Messungen, die mit Hilfe von ®Co-mar-
kiertem Vitamin B> von R.L.Davis, Proc. Soc. exp.
Biol. Med. 79, 273 [1952], vorgenommen wurden. Da-
nach werden 8 Molekiile B;» pro gebildete Bakterienzelle
aufgenommen.
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Wuchsstoff Hemmstoff
Konz./ccm

Ver- Vitamin s Dimethyl- Dichlor- mg :
such B> Thymidin benzimidazol benzimidazol Bakterien Impulse/Min.

a 0,03 my 16,6 ¢ 41,2 77

b 0,03 my 16,6 7 444 78

c 787 16,6 7 45,2 80

d 11,6 ¢ 16,6 ¢ 43,2 83

Tab. 1. Aufnahme von 5.6-Dimethyl-benzimidazol-[2-14C] und 5.6-Dichlor-benzimidazol-[2-14C] durch Lb. leich-
mannii 313.

Bakterien wurde in ,,unendlich dicker” Schicht ge-
messen (s. Tab. 1).

Auf Grund des Zerfallsgesetzes kann man von den in
der Zeiteinheit zerfallenden radioaktiven Molekiilen bei
bekannter Halbwertzeit alle radioaktiven Molekiile der

B, die Aktivitit von 1 mg des verdiinnten Pripa-
rates, ergibt sich aus der urspriinglichen Aktivitiit von
0,83 mC/mMol und dem Molgewicht und der Ver-
diinnung zu
_ 0,83-3,7-10°- 60

Substanz, die zur Messung gebracht wurden, berechnen. B —— - = 1920 Zerfille/Min.
: S ; 3 146 - 6580
Kennt man nun das Mischungsverhiltnis von radioaktiven 1920 - 80
zu nicht-radioaktiven Molekiilen in einem Priparat, so X= — = 614 Zerf./Min.
kann auf Grund der Zerfillle die Anzahl aller Molekiile 250 tu - AN
bestimmt werden. Ist nun die Absolutaktivitit einer Das Zerfallsgesetz, in der Form N, :EHwZ—dt

Substanz bekannt, so ist es moglich, durch Vergleich die
Absolutaktivitit anderer Substanzen unter Benutzung
derselben MeBtechnik zu ermitteln.

Aus der gemessenen Anzahl Impulse/Min. der
Bakterien in unendlich dicker Schicht 1Bt sich die
Anzahl der Zerfille/Min. in 1 mg Bakterien durch
Vergleich bestimmen: Durch Verdiinnen eines Pri-
parates bekannter Aktivitit mit dem chemisch glei-
chen, nicht-radioaktiven Material werden in unend-
lich dicker Schicht A Impulse gemessen. Die Aktivi-
tit von 1 mg des verdiinnten Priparates berechnet
sich zu B Impulsen/Min. Die gemessene Aktivitit
der Bakterién in unendlich dicker Schicht sei C
Imp./Min. Daher ist die Aktivitit X von 1 mg Bak-

B-C

terien X = —Q Bei einer 6580-fachen Verdiin-

nung des hoch-radioaktiven Dimethylbenzimidazols
mit nicht-radioaktivem Dimethyl-benzimidazol wur-
den in der gleichen MeBanordnung wie bei den Bak-

terien 250 Imp./Min. gemessen. X = %(l
4 1 mMol einer Verbindung der Aktivitit y (= dN/d¢)
mC/mMol enthdlt N, = —t%i—l\zﬂ markierte Molekiile. So-

mit ergeben sich im vorliegenden Fall mit ¢ty = 5,4-3,65
-2,4-3,6-10° sec und y = dN/dt = 0,83-3,7-107 Zer-
fille/sec
54-3,65-2,4-3,6-10°-0,83-3,7-107 _ang
No = 0.693 7,5-10
markierte Molekiile in 1 mMol. Da 1 mMol insgesamt
6,02-102° Molekiile enthilt, sind 80-mal so viel nicht-
markierte wie markierte Molekiile im mMol enthalten.

angesetzt, wobei N, die Anzahl aller radioaktiven

Molekiile, tuy die Halbwertzeit in Min. und dN/dt=X

ist, ergibt mit der Halbwertzeit von 5400 Jahren

5400 - 365 - 24 - 60 - 614

' 0,693 =™
Da nun bei einer Aktivitit von 0,83 mC/mMol auf

ein radioaktives Molekiil 80 nicht-radioaktive kom-

2,5-10'-80 .
W*" = 45000 Molekule

radioaktives + nicht-radioaktives Dimethyl-benzimi-
dazol auf eine Bakterienzelle.

Die Ergebnisse aller Versuche sind in Tab.2 zu-
sammengestellt. Man erkennt, daf3 unabhingig da-
von, ob die Hemmung der beiden Benzimidazole
nicht-kompetitiv mit physiologischen Konzentrationen
Vitamin B;, oder mit groBen Konzentrationen Thy-
midin vorgenommen wird, etwa die gleiche Anzahl
Hemmstoffmolekiile pro Bakterienzelle vorhanden ist.
Dies zeigt, da3 die Enthemmung mit Thymidin nicht
nach dem kompetitiven (konkurrierenden) Mechanis-
mus vor sich geht, denn sonst miilte die Zahl der
Molekiile Hemmstoff pro Bakterienzelle wesentlich
kleiner sein als bei der nicht-kompetitiven Enthem-
mung mit Vitamin By, 5.

5 Vgl. hierzu die Abb.6 der Arbeit F. Weygand,
A. Wacker u. H Dellweg, Z. Naturforschg. 7b,
19 [1952], aus der hervorgeht, dal3 bei der nicht-kompe-
titiven Enthemmung von 5-Brom-uracil mit Folsiure sich

in den Bakterien (Sc.faecalis R) mehr Hemmstoff be-
findet als bei der kompetitiven Enthemmung mit Thymin.

fir “C N, =

men 4, ergeben sich



AUFNAHME VON BENZIMIDAZOL DURCH L.LEICHMANNII 313

Im Nihrmedium an-
Molekiile pro gebotene Molekiile
Bakterienzelle an Whudhsstoff pro
Ver- Bakterienzelle
such
Dimethyl- | Dichlor- Vitami
benzimi- | benzimi- ! l:;mm Thymidin
dazol dazol =
a 40000 8
b 45000 12
c 45000 1-107
d 47000 1,5 - 107

Tab. 2. Gehalt einer Bakterienzelle an Molekiilen Di-
methylbenzimidazol oder Dichlorbenzimidazol und pro
Zelle benétigte Zahl Wuchsstoffmolekiile.

Synthese von 5.6-Dimethyl-benzimidazol-
[2-14C] und 5.6-Dichlor-benzimidazol-[2-14C]

Die Darstellung erfolgte durch Kondensation von 1.2-
Dimethyl-4.5-diamino-benzol-dihydrochlorid bzw. der ent-
sprechenden Dichlor-Verbindung mit Natriumformiat in
Glykol.

Fiir die Reduktion kleiner Mengen von 1.2-Dichlor-4.5-
dinitrobenzol zum Diamin erwies sich folgende Arbeits-
weise als giinstig.

1.2-Dichlor-4.5-diaminobenzol-dihydrochlorid: 2,4 g 1.2-
Dichlor-4.5-dinitrobenzol wurden unter Riihren und Er-
wirmen auf 70° in 60 ccm Athanol und 30 ccm Wasser
geldst. Dazu lief unter Turbinieren in rascher Tropfen-
folge eine Losung von 23 g Natriumdithionit in 70 ccm
Wasser ein. Die am Ende der Reduktion fast farblose
Lésung wurde im Vakuum zur Trockne gebracht. Nach
Zerkleinerung des Riickstandes wurde mit Soda an-
geteigt und mit heiem Benzol das Diamin wiederholt
extrahiert. Aus den vereinigten, getrockneten benzoli-
schen Losungen wurde mit #therischer Salzsiure das
Diamin ausgefillt. Das Hydrochlorid kann durch Subli-
mation unter 0,1 Torr gereinigt werden. Die freie Base ist
aus Wasser umkristallisierbar.
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5.6-Dimethyl-benzimidazol-[2-14C]: 28 mg Natrium-
formiat-14C (0,41 mMol, Aktivitit 0,83 mC/mMol) wurden
in einem kleinen Schliffkélbchen mit 110 mg 1.2 Dimethyl-
4.5-diaminobenzoldihydrochlorid und 1.2 ccm getrock-
netem Glykol versetzt. Unter einem leichten Stickstoff-
strom wurde im offenen Koélbchen im Paraffinbad lang-
sam auf 60° erhitzt, wobei sich alles loste. Die wieder
abgekiihlte Losung wurde mit einem Tropfen dtherischer
Salzsdure auf etwa py4 gebracht und nun innerhalb
30 Min. auf 80° erhitzt, 20 Min. bei dieser Temperatur
belassen und dann innerhalb 30 Min. auf 180° erhitzt
und 2 Stdn. bei dieser Temperatur gehalten. Sodann
wurde das Glykol im Vakuum abdestilliert und der Riick-
stand in 6 ccm heiBem Wasser aufgenommen. Die mit
Ammoniak in der Siedehitze versetzte Losung zeigte beim
Abkiihlen zunichst nur die Abscheidung geringer Mengen
eines Oles. Durch abermaliges Erhitzen zam Sieden und
Zugabe von weiteren 3 ccm Wasser und langsames Ab-
kithlen gelang es, schone, lange Kristallnadeln zu erhal-
ten. Schmp. 196—198°, Ausb. 32 mg (60% d. Th., ber.
auf eingesetztes Ba14CO,).

5.6-Dichlor-benzimidazol-[2-14C]: Die Darstellung er-
folgte aus 28 mg Natriumformiat-14C (0,83 mC/mMol)
und 125 mg reinem 1.2-Dichlor-4.5-diaminobenzol-di-
hydrochlorid in 1 ccm trockenem Glykol. Jedoch wurde
nur auf 150° 2 Stdn. lang erhitzt. Es hatte sich bei Vor-
versuchen mit nicht-radioaktivem Material herausgestellt,
daBB bei hoherer Temperatur weitgehende Zersetzung
eintritt. Die Losung firbte sich beim Erhitzen kirschrot.
Der nach dem Abdampfen des Glykols im Vakuum hin-
terbleibende Riickstand wurde mit 8 ccm Wasser unter
RiickfluB3 erhitzt. Aus der filtrierten, heilen Losung schied
sich nach Zusatz von Ammoniak ein briunliches, fein-
kristallines Rohprodukt ab. Nach Umkristallisieren aus
Wasser und Aceton unter Zugabe von etwas Kohle, was
einmal wiederholt wurde, lagen 29 mg 1.2-Dichlor-
benzimidazol-[2-14C] vom Schmp. 203—205° (Ausb. 45%,
ber. auf Ba14CO,) vor.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft
danken wir bestens fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit
durch eine Sachbeihilfe.



