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Zur kulturellen Gewinnung von Penicillin.
Von L. Eitlinger.

(Aus dem Institut fiir spezielle Botanik der
Eidg. Technischen Hochschule in Ziirich)

Eingegangen am 25. November 1946.

In der Zeit von 1942 bis 1945 hatte ich die Aufgabe, im Institut
fiir spezielle Botanik der E.T.H. (Prof. Dr. E. GAumann) Roh-Penicillin
herzustellen und Aktivititsgehalte zu bestimmen fiir chemische Unter-
suchungen, die im organisch-chemischen Institut der E.T. H. (Prof. Dr.
L.Ruzicka) unter Leitung von Prof. Dr. P1. A. Plattner durch
die Herren Dr. L. H. Werner, Dr. Ch. F.Cramer und Dr. W.
Schlegel ausgefiihrt wurden®. Diese Versuche waren nicht zur
Veroffentlichung bestimmt, sollen nun aber als biologischer Teil eine
Einleitung und Ergidnzung zu den chemisch orientierten Publikationen
von Schlegel (im Druck) und Cramer (im Druek) bilden. Es sei
dabei gleich zu Anfang bemerkt, dafi sich der Erfolg unserer Arbeit
nicht mit dem messen kann, was auf dem Gebiete der Penicillingewin-
nung in England und Amerika, z. T. in einer wissenschaftlichen Zusam-
menarbeit von bisher unbekannten AusmaBen, geleistet worden ist.
Wenn viele Befunde schon zu ihrer Zeit durch englisch-amerikanische
Publikationen iiberholt waren, so mige man uns die -durch den Krieg
bedingte AbschlieBung von der Umwelt zugute halten.

Die Literaturangaben sind auf das Notwendigste beschringt; im
iibrigen sei auf die bekannten Ubersichtsreferate wie z. B. Plattner
(1945), Wettstein (1944) und Wettstein und Adams (1945)
verwiesen, i ' s

1. Penicillinbildende Stimme.

In der Anfangszeit verwendeten wir ausschlieflich einen Stamm
P 2, der im Hygieneinstitut der Universitit Ziirich (Prof. Dr. H. Moo -
ser) von Herrn Dr. Mylon isoliert worden war. Morphologisch und
physiologisch zeigte er groBte Ubereinstimmung mit dem Fleming-Stamm,
von dem wir spéter eine Abimpfung erhielten. Einen produktiveren
Stamm ETH 1274 isolierten wir anfangs 1944 aus einer zufilligen Labo-

! Die Forschungskosten wurden weitgehend von der Firma Ciba AG., Basel,
getragen. Eine Laboratoriumshilfe stand mir zunichst halbtéigig, ab 1944 ganztigig
zur Verfiigung. Frau Y. Henzi, Frl. Y. Morf und Frl. N. Hediger sei auch an
dieser Stelle fiir ihre Mitarbeit bestens gedankt.
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ratoriumsverunreinigung; seine Kulturen sind durch helle, fast weifle
Farbe und geringes Sporenbildungsvermogen ausgezeichnet (Abbildung 1).
Er gehort, wie auch Stamm P 2, zu der Art Penicillium notatum West-
ling. Im Juli 1945 erhielten wir durch die American Type Culture Collec-
tion die beiden Stimme NRRL 1249 B 21 (fiir Oberflichenkultur) und
NRRL 832 (fiir Tauchkultur). Tabelle 1 gibt einen Vergleich in Ober-

S . n

Abbildung 1.
Schrigagarkulturen von 4 Stimmen der Gattung Penicillium notetum Westl. mit
deutlich erkennbaren Unterschieden im makroskopischen Aussehen.
¢ = NRRL 1249 B 21. b = NRRL 832. ¢ = ETH 1274. d = P 2.
Photograph. Institut E.T. H,

flichenkultur auf verschiedenen Nihrlosungen wieder. Das relative Ver-
hiltnis ist, wie man sieht, vom Medium abhiingig (siehe auch 8. 690).
Interessanterweise konnten bei der Kleiekultur (siehe unten) keine
wesentlichen Unterschiede in der Produktivitit dieser vier Stimme fest-
gestellt werden. |

2. Ziichtung auf Nihrlésungen.

a) Methodik.

- Versuche fiir Oberflichenkultur wurden in 400-cm*-Erlenmeyerkol-
ben aus Jenaer Glas mit 100 cm® Nihrlosung ausgefiihrt. Fiir groBere An-
sidtze verwendeten wir daneben 2-1-Fernbachkolben mit 500 em?® Fiillung.
Eine grofle, gedeckte Wanne und ein Sterilinkubationsschrank erwiesen
sich als ungeeignet, vor allem wohl wegen der schlechten Oberflichen-
bedeckung durch den Pilz. Versuche mit Tauchkultur machten wir von
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ot Tabelle 1. _
Ziichtung von 4 Stimmen Penicillium notatum Westl. in Oberflichenkultur auf 5
‘ - Nidhrlosungen: :
! Stamm
Ampahl bf:i‘:ls NRRL1249B21| ETH 1274 NRRLSS2 | P2
Medium? Test- G ; ;
tage ZE16 Aktivitsit
(Tage)
OE/qc (rel.) i OFE/ce (rel.) OE/ce (rel. 1 OE/ce '(_n_al.?
B TP 10 aa | eriacy | a8 ed) | AT (G 18 ey
K 10 g) 8—12 39 (100) 38 (97) 29 (75) 13 (34)
K1 5 11—15 . 44 (100 98 (64) |- 8 (18) 6 (13)
Seh'3 | 6 8-12 21 (100) 17 (80) 13 (61) 7 (3D)
Sch 1 2 10—14 10 (100) 16 (160) 12 (120) 6 (60)

115 = Nihrlésung von Cook und Tulloch (1945) mit Prefsaft von 150 g
griinen Erbsen pro Liter N&éhrlosung. (

K10 = Gleiches Rezept, aber statt Erbsensaft Kochextrakt von 100 g Weizen-
kleie pro Liter Niihrlosung (vgl. Hirsch 1945, Wettstein 1946).

K 1 = Ebenso, aber nur 10 g Weizenkleie pro Liter.

Sch 2 = Czapek-Dox-Nihrlosung mit 2 % Glukose und 2 % Riibenschlempe.

Sch 1 — Ebenso mit 1 % Schlempe. '

Mai 1943 an zunichst in 5-1-Steilbrustflaschen, dann in 30-l-Korbflaschen
und schlieBlich in Zylinderfissern mit 50 bis 100 1 Inhalt. Sie fiihrten
_ uns nicht iiber die Oberflichenkultur hinaus, weil — wie wir riick-
schauend feststellen konnen — die mechanische Durchmischung ledig-
lich mit Hilfe des in groBen Blasen durchgeleiteten Luftstromes erfolgte
und auch nicht auf Konstanthaltung der Temperatur geachtet wurde.

Geimpft wurde mit trockenen Sporen einer Schrigagarkultur oder
mit Sporensuspensionen. Das Wachstum erfolgte im Dunkeln bei 24° C.
Jeder Versuch wurde in fiinf Parallelen angesetzt, die jedoch nicht ein-
zeln, sondern in Sammelproben untersucht wurden. Fiir pH-Messungen
beniitzten wir Lyphanpapier-Indikatoren. Das Mycel wurde zur Ge-
wichtsbestimmung mindestens 4 Stunden bei 105° getrocknet.

Aktivitdtstest : Zur Bestimmung der antibakteriellen Aktivitéit ver-
wendeten wir anfinglich eine Verdiinnungsreihenmethode in folgender
Ausfithrung : Durch Ubertragen mit einer 1-cm®-Pipette von einem
Reagensglas zum nichsten in je 1 cm® sterile gewthnliche Néihrbouillon
wurden von der Testlssung geometrisch steigende Verdiinnungen im
Verhiltnis 1:10, 20, 40 usw. hergestellt. Jedes Rohrchen wurde mit
einem Tropfen aus kapillar ausgezogenen Pipetten (zirka 0,01 cm®=
1 bis 5 Millionen Bakterien) einer 24stiindigen Bouillonkultur von
Staphylococcus aureus beimpft. Nach Bebriiten iiber Nacht wurde die
hochste Verdiinnung mit totaler Hemmungswirkung festgestellt. Dabei
betrug die durchschnittliche Streuung der Teste desselben Tages =30 %.
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Schwankungen von einem Tag zum andern, die die tiglichen Schwan-
kungen iiberschritten, glichen wir spiter aus durch Umrechnung auf
ein tiglich neu getestetes Penicillin-Standardpriparat von bekannter
Aktivitit. Ab Mai 1945 gingen wir zu der allgemein iiblichen Plattentest-
methode tiber, wobei an Stelle von Zylindern als Fliissigkeitstriager
Filterpapierscheibchen von 13 mm Durchmesser (Marke « Uto Blotting »)
verwendet wurden (Sherwood,Falcound de Beer 1944, Vin-
cent und Vincent 1944, Ettlinger 1946). Jeder Test wurde
dabei in vier Einzelbestimmungen ausgefithrt und der dem mittleren
Durchmesser der Hemmungszonen entsprechende Aktivititswert an einer
durch finf Konzentrationen des Standardpriparates tiglich neu be-
stimmten Standardkurve (auf halblogarithmischem Netzpapier aufgetra-
gen eine Gerade) abgelesen. Die durchschnittliche Streuung betrug
hierbei 420 %. Genauere Werte mit 4- 8 % Streuung erhielten wir mit
der von der U.S. Food and Drug Administration vorgeschriebenen Ver-
suchsanordnung (Knudsen 1945, Federal Register 1945), die
allerdings viermal mehr Arbeit erfordert.

Da wir bis November 1944, als wir die erste amerikanische Penicillin-
ampulle erhielten, keine Mdglichkeit hatten, unsere Aktivititswerte zu
eichen und in Oxford-Einheiten (OE) auszudriicken, wihlten wir als
Einheit « P » die Verdiinnungseinheit, d.h. diejenige Aktivititsmenge,
die in 1 em® gelost gerade noch Totalhemmung bewirkt. Durch Index-
buchstaben (Pa, Pb, Pc usw.) wurde auf die jeweils angewandte Test-
methode hingewiesen (vgl. Schlegel I c.). Durch Vergleich mit dem
internationalen Penicillin-Arbeitsstandard, der uns zusammen mit dem
Teststamm Staphylococcus aureus FDA 209-P im November von der
U.8. Food and Drug Administration zur Verfiigung gestellt wurde,
ermittelten wir ein Umrechnungsverhiltnis von 1 OE =45 P.

b) Versuche.

Als Grundlagen dienten uns die Angaben von Clutterbuck :
Lovell und Raistrick (1932) und vor allem die klassische Publi-
kation der Oxforder Arbeitsgruppe (Abraham, Chain u. a. 1941).
Nach beiden 148t sich Penicillin gewinnen auf einer modifizierten
Czapek-Dox-Nihrlosung folgender Zusammensetzung: 40 g Glukose, 3 g
NaNO,, 1 g KH.PO,, 0,5 g KCl, 0,5 ¢ MgSO0, * 7 H,0, 0,01 g FeSO0, - 7 H,0
auf 1 Liter destilliertes Wasser.

Wir ziichteten Penicillium notatum P 2 auf dieser Nahrlosung und
erhielten aktive Kulturfiltrate, muBten aber bald erkennen, daBl die
Aktivitdt nicht von Penicillin herriihrte, sondern von einem anderen
Stoff, der sich spiter an Hand der Literatur als die Glukoseoxydase
Notatin identifizieren lieB. An Beobachtungen seien erwihnt:

Wihrend des Pilzwachstums sinkt das pH von 4,5—5,0 nach der
Sterilisation rasch ab und betrigt nach 8 bis 12 Tagen bei maximaler
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Aktivitit von 80—320 Verdiinnungseinheiten (Test mit Bouillon ohne
Glukosezusatz) 3,2—3,5; steigt es nach lingerer Inkubationszeit (nach
zirka 17 Tagen) wieder an, so verschwindet gleichzeitig die Aktivitit.
Steigende Glukose- oder Saccharosekonzentrationen in der Nihrlosung
erhohen Siuregrad und Aktivitit. Die optimale Ziichtungstemperatur
liegt bei 18—21° C. Kulturfiltrate bleiben 9 Monate bei 3° C aufbewahrt
voll aktiv. 24stiindige Einwirkung von 1—10 % Pepsin im Brutschrank
wirkt nicht desaktivierend. Das aktive Prinzip ist empfindlich gegen
- pH-Anderungen und Erhitzen iiber 50°C; es 148t sich mit organischen
Losungsmitteln nicht aus dem Kulturfiltrat extrahieren (Schlegel
l.¢.) und wird durch Seitzfilter zuriickgehalten. Die Wirkung ist bak-
terizid (hochste totalhemmende Testverdiinnung nach 16 Stunden prak-
tisch steril) und von der Bakterienzahl abhingig (Totalhemmung 1 : 250
bei Einsaat von 3 Millionen Bakterien/cm?®; 1 : 70 bei 15 Millionen/em?),

Als wichtigsten Unterschied gegeniiber den Literaturangaben be-
trachteten wir den geschilderten pH-Verlauf in der Stoffwechselldsung;
Nach Abraham, Chain u.a. (Le.) betriigt nimlich das pH nach
der Sterilisation 6,0, sinkt kurz ab, beginnt am dritten Tag wieder zu
steigen und erreicht Werte von 7,0—8,0 zur Zeit der maximalen Aktivitit
nach 7—12 Tagen. a0

Wir versuchten nun vergeblich, zu aktiven neutralen Kulturfiltraten
zu gelangen durch verschiedene Modifikationen der N&dhrlosung® wie :
Zugabe des Extraktes verschiedener Hefepriparate, Brunnenwasser statt
destilliertem Wasser, zehnfache Phosphatpuffermenge, nachtrigliche
Zugabe sterilisierter Lauge (Abraham, Chain u. a. 1. ¢.), Zugabe
alten Kulturfiltrats (Challinor 1942), Ersatz von KH,PO, durch
K,HPO,, Zugahe einzelner Spurenelemente wie B und Mn oder ganzer
A—Z-Losung nach Hoagland. Einen ersten Erfolg hatten wir
schlieflich durch Verwendung unseres sehr harten Leitungswassers oder
destillierten Wassers mit 2 g/l CaCO, oder K,PO,, wenn gleichzeitig die
Zuckerkonzentration der Nihrlosung von 4 % auf 2 % (Rolrzucker
oder Glukose) herabgesetzt wurde. Dabei mufite aber eine Verzogerung
des Pilzwachstums in Kauf genommen werden, die Penicillinausbeuten
waren sehr gering (0,5—3 OE/em?® bei pH 7,5—8,56 nach 13—20 Tagen)
und schwankend von einem Ansatz zum andern.

Auf einen gangbaren Weg brachte uns erst eine zuféllige Beobach-
tung, die wir Anfang 1943 bei Vorversuchen fiir eine Arbeit des agri-
kulturchemischen Instituts {iber den biologischen Abbau von Zellulose
und Eiweil im Boden machten. Wir suchten zelluloseabbauende Schim-
melpilze und ziichteten u. a. Penicillium notatum P 2 auf Nihrlosungen,
denen Watte, Filterpapier oder Holzschliff beigegeben waren. Dabei
zeigte sich nicht nur eine deutliche Wachstumstérderung durch diese
Zusétze, sondern auch eine in dem gesuchten Sinne regulierende Wir-
kung auf die Wasserstoffionenkonzentration der Stoffwechsellosung.
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Gleiche Effekte waren auch mit wisserigen Ausziigen zu erreichen oder
schlieBlich mit einer « Holzwiirze » (von der Holzverzuckerungs AG.
Ems), die wir nun einprozentig fiir grofere Ansitze verwendeten. Auf
die Zugabe neutralisierender Substanzen wie Kalk oder Trikaliumphos-
phat mit ihrer wachstumsverzéogernden Wirkung konnte dabei verzichtet
werden; nach 6—8 Tagen ernteten wir regelmiBig Kulturfiltrate mit
pH zwischen 7,0 und 8,0 und einer Aktivitit von zirka 4 OE/ecm?®, die
sich total als Penicillin erxtrahieren lie (Tabelle 2, Abbildung 2).

Tabelle 2.
Aktivitit, pH und Mvcelgewwht im Verlauf des Wachstums von Stamm P2 in
Oberﬂachenkultur auf Czapek-Dox-Nihrlosung mit 2 % Glukose; Einfluf des
Extrakts von 30 g Watte pro-Liter Nahrlosung

Inkubations- Mit Watteextrakt . ohne Zusatz
(Bager "y A5 | g | Myosgepions | . Ay ([ on ] Mepatas
3 0,1 5,2 212 0,0 44 | 209
4 0,6 6,1 384 0,0 40 "= B0
5 1,9 6,4 549 0,0 3,7 405
6 3,0 6,9 695 0,2 38 | 439
7 4,0 78 b i 0,6 3,7 457
8 4,0 7.5 699 S D 3,6 531
9 3,9 7.6 691 0,0 3,6 485

Nachdem somit erwiesen war, daB gewisse Zusitze zur Czapek-Dox-
Nihrlosung erforderlich sind, um mit dem Stamm P 2 iiberhaupt Peni-
cillin zu gewinnen, versuchten wir auf verschiedenen Wegen, die Aus-
beute zu erhohen :

a) durch Steigerung der Zuckerkonzentration bei glelchzelt,lger Ver-
wendung von Watte, Holzwiirze u. dgl. Dies war nicht moglich, da
bei Konzentrationen von mehr als 2 % Glukose oder Saccharose
die pH-regulierende Wirkung nicht mehr ausreichte, um die Ent-
stehung sauren Kulturfiltrats und damit die B11dung von Notatin
statt Penicillin zu verhindern;

b) durch hohere Dosierung der Zusatzstoffe. Auch dies brachte keine
Ertragssteigerung, da von einer gewissen Konzentration an die
Wirkung auf pH und Aktivitit zwar zunichst konstant blieb, das
Wachstum des Pilzes aber erschwert wurde. Mit Holzwiirze z. B.
setzte die Forderung der Penicillinbildung etwa bei 0,5 % ein
und erreichte ihr Optimum bei 1 %; bei 10 % vermochte der Pilz
nur noch einen Teil der Nédhrlosungs-Oberfliche zu bedecken (fiir
Watteextrakt vgl. Abbildung 2); ‘

¢) durch Auffindung anderer Naturstoffe mit stirkerem Forderunvs-
vermdégen auf die Penicillinbildung. Diese Aufgabe wurde uns weit-
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gehend von den Mitarbeitern der Ciba-Forschungslaboratorien’ in
Basel abgenommen, wo Herr Dr. Wettstein gute Erfolge er-
zielte mit Schotte, Riibenschlempe, Kleieextrakten u.a. (Wett-
stein 1946);

d) durch Isolierung des oder der fiir die Wirkung von Watte usw.
verantwortlichen Stoffe. Dabei hofften wir, eine Trennung der fiir
die Penicillinbildung fordernden von den wachstumshemmenden
Faktoren zu erreichen. (AuBerdem strebten wir eine synthetische
Niahrlosung an, auf die man jederzeit zuriickgreifen konnte. Es
traten nimlich ofters Storungen unserer kleinen Produktion da-
durch auf, daB bewdhrte Handelsprodukte unter den Kriegsver-
hiltnissen bei erneutem Bedarf nicht mehr in der gleichen Qua-
litiat erhiltlich waren. SchlieBlich enthielt z. B. die lange Zeit als
Zusatz verwendete Rilbenschlempe viele Ballaststoffe, die eine
Aufarbeitung des Penicillins zu reinen Priiparaten erschwerten.)

Abblldung 2.

Aktivitit und pH nach 7 Tagen Wachs—
tam von Stamm P2 auf Czapek-Dox- 6,0
Nihrlosung mit 2% Glukose; Wirkung
geometrisch steigender Gaben von
Watteextrakt. Abszisse : Watteextrakt, 5.0
berechnet auf g Watte pro Liter Nihr-
losung. Ordinaten : linke Skala pH, -
rechte Skala Aktivitit in Oxfordein- 4,01

heiten pro cc Kulturfiltrat.

gt

5 10 20 40 a0

] L '} 1 3

Fiir diese Untersuchungen verwendeten wir rohe Verbandwatte, da
sie, im Vergleich mit andern Zusatzstoffen, ein relativ reines, standardi-
siertes Produkt darstellte und ihre Extrakte auch in Uberdosierung am
wenigsten wachstumshemmend wirkten. Ferner war uns bekannt, daB
nach Schopfer und Rytz (19387) rohe, unentfettetc Watte einen
Wuchsstoff enthiilt. :

Als erstes veraschten wir den Watteextrakt, um zu priifen, ob die
beobachtete Wirkung auf organische oder anorganische Bestandteile
zuriickzufiihren sei. Es zeigte sich dabei, daf der « pH-Aufschwung »
und damit auch — wenn nicht ganz, so doch zu einem groBen Teil — die
Forderung von Mycelwachstum und Penicillinbildung durch den Aschen-
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anteil (=0,4 % der Watte oder 20 % des Wasserextraktes) ausgelost -
wird (Tabelle 3). Was wir zunsichst suchten war also nicht ein orga-
nischer Wuchsstoff, sondern etwas Anorganisches, ein Spurenelement.

Tabelle 3.
Vergleich zwischen Watteextrakt und seiner Asche als Zugabe zu Czapek-Dox-
Nihrlosung mit 2 % Glukose fiir Oberfliichenkultur mit Stamm P 2, Die Zusitze
entsprechen 25 g Watte pro Liter Nihrlosung.

Inkubationszeit in Taugen
Zusatz 6 ‘ 7 | 8 l 9
OE/cc pH OE/ce pH Mg‘;?lagffﬁ;%m OE/cc pH
Watteextrakt . 3,5 74 45 7,4 682 4,0 7,9
Watteextrakt
verascht 1,0 | 7,2 2.5 7,2 bT8 4,0 7,6

In einem groBeren Serienversuch testeten wir 42 Elemente des
periodischen Systems in je 6 Konzentrationen von 1 y — 100 mg/l Niihr-
16sung einzeln durch, konnten aber bei keinem die pH-regulierende Wir-
kung auf den Stoffwechsel von Penicillium notatum P 2 feststellen. (Als
Beispiel sei in Tabelle 4 der Versuch mit Zn angefiihrt.) Es war somit
anzunehmen, daf nicht ein Element allein, sondern zwei oder mehrere
an der Wirkung beteiligt sind. ;

; Tabelle 4. —
Reaktion des Mediums (Czapek-Dox-Nihrlésung mit 2 % Glukose) nach Ttigigem
Wachstum von Stamm P 2 in Oberfléichenkultur bei Zusatz von Zink in steigenden

Konzentrationen.
ZaS0s g/l pH
10-1 4,1%
10-2 4,1%
11 S 48
10—+ 4,1
10~ 38
10-¢ 3,5
o 35
* Wachstumshemmung.

Als niichster Anhaltspunkt dienten uns nunmehr die Untersuchun-
gen von Nielsen und Mitarbeitern iiber den EinfluB von Filterpapier
auf das Wachstum von Aspergillus niger. Nach diesen Autoren 1i8t sich
ein Wuchsstoff synthetisch herstellen durch lingeres Autoklavieren eines
Zuckers mit einer organischen Siure oder deren Salzen, zum Beispiel,
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nach Nielsen und Hartelius (1936), durch Erhitzen einer wif-

-rigen Losung von 1.% Glukose und 1 % Ammontartrat wihrend 50 Mi-
nuten auf 135°C; dieser « synthetische Wuchsstoff B », 10prozentig der
Nihrlosung zugesetzt, kommt aber erst zur Wirkung in Gegenwart von
« Co-Wuchsstoff », als welcher Filterpapier- oder dessen Asche oder
schlieBlich ein aus ihr halb analytisch halb empirisch abgeleitetes Ge-
misch von 10 Metallehloriden in verschiedenen Mengenanteilen, ndmlich
Cd, Ba, Sr, Hg, Ca, Li, Be, Zn, Cu und Mn (Nielsen und Fang,
1937) fungieren kann.

« Synthetischer Co-Wuchsstoff » vermochte in unseren Versuchen
die Watteextrakt-Asche nicht zu ersetzen, und zwar gleichgiiltig, ob
« synthetischer Wuchsstoff B » dazu verabreicht wurde oder nicht.

Wir begannen daher, in engster Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern

des organisch-chemischen Laboratoriums, eine Fraktionierung der Watte-
extrakt-Asche, wobei im Test hauptsichlich auf das pH der Stoffwechsel-
l6sung abgestellt wurde. Wirkungsverluste waren dabei von Anfang an
nicht zu vermeiden. Von den wirksamsten Fraktionen wurden schlief3-
lich Funkenspektren aufgenommen und mit den darin festgestellten
Elementen in ziemlich willkiirlich gew#hlten Quantitiiten Mischungen
bereitet. Der Gang dieser Untersuchung ist ausfiihrlich bei Schlegel
(l. ¢.) dargestellt. Erfolgreich war ein Gemisch aus Verbindungen von
Ca, Si, Be, Ni und Zn. In einem Serienversuch, bei dem je ein Element
oder mehrere zugleich ausgelassen wurden, ergab sich, dall alle Kom-
binationen mit Zn und nwr diese Einfluf auf die Wasserstoffionenkon-
zentration der Stoffwechsellosung ausiibten. Wir schlossen daraus, dafi Zn
der gesuchte pH-Regulator sei, einzeln jedoch wegen seiner Giftigkeit
nicht zur Geltung komme (Tabelle 4), und daf die beigegebenen andern
Elemente wahrscheinlich entgiftend wirken.
' Da unsere Mischung zehnmal mehr Zn enthielt, im {iibrigen aber
stark an den « synthetischen Co-Wuchsstoff » erinnerte, versuchten wir
es noch einmal mit diesem Rezept, aber in zehnfacher Konzentration,
und fanden es dem unsrigen iiberlegen. In Kombinationsversuchen mit
den einzelnen Bestandteilen der Mischung stellten wir fest, dafl neben
Zn auch Cu unentbehrlich ist, wihrend die iibrigen acht Elemente nach
unseren Kriterien (pH und Aktivitit) ebensogut weggelassen werden
konnten. Optimale Wirkung erreichten wir durch Zugabe von 5 mg
ZnS0, und 2 mg CuSO, pro 1 Nihrlosung (Tabelle 5) *.

'Als nichsten Schritt setzten wir der Czapek-Dox-Nihrlosung mit
2 % Saccharose neben dem auf Zn und Cu reduzierten Co-Wuchsstoff
nun auch «synthetischen Wuchsstoff B » nach Nielsen und Har -

' Diese Versuche gelangten im April 1944 zum Abschlufl. Im Mai erfubren wir
durch die Squibb-Referate (Squibb & Sons 1943), da Foster (1943) schon
lingst auf die Bedeutung von Zn und andelen Spurenelementen fiir die Penicillin-
bildung hingewiesen hatte.

44
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-telius (Le.) in Form einer hocherhitzten einprozentigen Glukose-
Ammontartratlosung zu. Damit erreichten wir nun endlich eine zum Teil
betrichtliche Erhohung der Penicillinausbeute. Unbehandelte Losun-
gen wirkten aber ebensogut wie hocherhitzte, ja wenn Ammontartrat
allein als Seitz-filtrierte Losung dem sterilisierten Medium nachtriglich
beigegeben wurde, tat es dieselben Dienste. Unsere. Versuche lassen
daher keinen SchluB auf die Wuchsstoffeigenschaften derartiger Ldsun-
gen zu .

Tabelle 5.
Aktivitit, pH und Mycelwachstum zweier Stimme nach 7 Tagen in Oberflichen-
kultur auf Czapek-Dox-N#hrlosung mit 2 % Rohrzucker, Zn und Cu; mit und ohne
Zusatz der optimalen Menge Ammontartrat.

Sasits Ammogt}tlartrat ‘ Aggré(&it 3 pH Mggj{(g&\;é;ht
| i | |
| s ' 3,6 | 75 756
| | y | ) 1
e { B L P 5 [ 5980
: bl b B TR LT
s 1274{ | 80 . [ -2 | GO 738
; | |

Das Konzentrationsoptimum der Ammontartrat-Beigabe gestaltete
sich je nach dem verwendeten Stamm verschieden : P 2 lieferte maximal
8 OE/em® bei 0,5—1 g/l Ammontartrat, wihrend ETH 1274 bei 8 g/l
Ammontartrat ein Optimum von 20—24 OE/em® erreichte (Tabelle 5).
Dieser Befund lieB sich in wiederholten Ansiitzen und auch in groferen
Kulturgefifien verifizieren 2.

3. Ziichtung auf Kleie,

Auf die Methode der Kleiekultur zur Gewinnung von Penicillin
wurden wir im Herbst 1944 durch ein Ubersichtsreferat von Coghill
(1944) aufmerksam. Sie besteht darin, daB der Pilz auf einem Brei
feuchter, sterilisierter Kleie in flacher Schicht oder in rotierenden Trom-
meln geziichtet wird; nach 2—4 Tagen Wachstum lassen sich aus der
verschimmelten Kleie 200—400 OE/g (bezogen auf trockene Kleie)
extrahieren. Da wir schon in unseren ersten Versuchen die von Cog -
hill angegebene Produktionshohe erreichten, und da uns fiir die Kul-
tur auf Nihrlosungen kein Corn steep liquor oder ein gleichwertiger

! Erwihnt sei in diesem Zusammenhang, daf Dr. Wettstein aus der auto-
klavierten Glukose-Ammontartrat-Losung groBe Mengen von Weinsiure-mono-
ammoniumsalz Kkristallin isolieren konnte (Analyse) und daB diese in seinen Ver-
suchen bessere « Wuchsstoff »-Wirkung hatte als freie Weinsdure oder Weinsiure-
diammoniumsalz. L

*Eine teilweise Bestiitigung erhielten wir auch hier nachtriglich durch die
Arbeit von Clayton, Hems u.a. (1944). Vgl. a. Wettstein (1946).
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Ersatz zur Verfiigung stand, und da schlieBlich wihrend des Krieges bei
uns Kleie leichter erhiltlich war als Zucker, konzentrierten wir in der
Folgezeit unsere Bemiihungen allein auf die Ausarbeitung dieser Me-
thode; nach einem halben Jahr konnten wir die Versuche im Rahmen
unserer Laboratoriumsmoglichkeiten als abgeschlossen betrachten. Be-
stitigungen eigener Befunde lieferten uns hier die Publikationen von
Rao (1944) und van Winkle und Herwick (1945).

Kleinere Versuche fiihrten wir in 400-cm®-Erlenmeyern aus, die mit
10 g Weizenkleie und 15 cm® Fliissigkeit beschickt und téiglich zweimal
krdftlg geschiittelt wurden. -

Abbildung 3.
Apparatur fiir die Kleiekultur. Die Flaschen rotieren auf zwei
mit Gummirollen versehenen Achsen, die durch ein Vorgelege
angetrieben werden. Sterilisierte, befeuchtete Luft (Wattefilter,
Waschflaschen) tritt durch ein zentral gelagertes Glasrohr in
die Flaschen-Rotoren ein und verlifit sie durch einen watte-
gedichteten VorstoB.

Photopreb.

Mit einer Apparatur (Abbildung 3) fiir 5-1-Glasflaschen als Roto-
ren *, gefiillt mit 300 g Kleie, untersuchten wir zunichst den Einfluf
zweier Faktoren: die Umdrehungsgeschwindigkeit (Abbildung 4) und die
bendtigte Luftmenge (Abbildung 5).

Beim Ubergang zu zehnmal groferen GefiBen *, wofiir auf Anregung
von Prof. GiAdumann gewdhnliche Mﬂchkannen aus Aluminium mit
3 kg Kleiefiillung verwendet wurden (Abbildung 6), machte sich die

! Fiir den Bau der Appara,te sind wir Herrn Adjunkt A. Meiler vom' Ma-
schinenbaulaboratorium der E.T. H. zu Dank verpflichtet.
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% Abbildung 4. i
Penicillinbildung durch Stamm P 2
auf Kleie mit Wasser in rotieren-
den’ Flaschen bei verschiedenen
Tourenzahlen, Abszisse : Umdre-
~hungsgeschwindigkeit in Touren/
Minute. Ordinate : Aktivitit nach
64 Stunden in Oxfordeinheiten pro

g trockene Kleie.

Touren /Min
1 2 3

1 ]

wihrend der Girung entstehende Oxydationswdirme storend bemerkbar.
Ohne Kiihlung erhitzten sich die Kannen bereits in den ersten 14 Stun-
den auf Temperaturen bis zu 36°, bei denen das Pilzwachstum zum
Stillstand kommt. Selbst kurzdauernde Uberschreitungen der Optimal-
temperatur von 24° C um nur wenige Grade hatten betrichtliche Ertrags-
einbuBen zur Folge, wobei in der Abluft Ammoniak nachzuweisen war.
Um die iiberschiissige Wirme abzuleiten, berieselten wir die Kannen
oberfliachlich mit Wasser, dessen Menge nach MaBgabe einer mit ein-
gebauten Thermoelementen stindig durchgefiihrten Temperaturkontrolle
von Hand reguliert wurde.

- 200 05/3 '

, Abbildung 5.
Penicillinbildung durch Stamm P2
auf Kleie mit Wasser in rotierenden
Flaschen bei verschieden starker Be-
liftung. Abszisse : Stirke des Luft-
stroms in cc pro Minute pro Flasche.
Ordinate : Aktivitit nach 64 Stunden

in Oxfordeinheiten pro g trockene

Kleie.

cc/Min
250 500

" Es zeigte sich dabei, daB der oben erwihnte EinfluB der Umdre-
hungsgeschwindigkeit eine reine Temperaturfrage darstellt: mit kon-
stant gehaltener Girungstemperatur war im Bereich von % bis 8 Um-
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drehungen pro Minute kein Unterschied im Penicillinertrag mehr zu
beobachten. Die Abhingigkeit der Penicillinbildung von der Menge der
durchgeleiteten Luft blieb dagegen in gleichem Mafle wie bei den
Flaschenrotoren bestehen, da diese nicht der Kiihlung dient, sondern
vollauf zur Atmung des Pilzes bendtigt wird.

Abbildung 6.
Apparatur fir Kleiekultur. Die rotierenden Milchkannen von 40 Liter Inhalt
sind axial gelagert und ~angetricben. Etwa 10 cm iiber jeder Kanne ist eine
Wasserleitung zur Berieselung sichtbar, Rechts hinten Galvanometer und Schalt-
tafel mit den Kabelenden der Thermoelemente. Links hinten die Lu'ftbefeuchtung
Photogr. Institut E. T. H.

Eine Verdoppelung der Pemcllhna,usbeute errelchten wir schheﬁhch
durch Befeuchten der Kleie mit einer zuckerfreien, vierfach konzentrier-
ten Czapek-Dox-Nihrlosung statt mit destilliertem Wasser.- Auf diese
Weise wurden innerhalb 64 Stunden 400—450 OE/g trockene Kleie als
Seriendurchschnitte mehrerer Ansitze zu je 10 Kannen gewonnen.

(Nach Mlttellung von Herrn Dr. Wettstein sind mift dleser
Methode in Basel neuerdings in noeh kiirzerer Zeit wesentlich hohere
Penicillinausbeuten erhalten worden.)
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Zusammenfassung.

1. Es wurde ein Stamm Penicillium notatum isoliert, der auf einer
synthetischen N#hrlosung, bestehend aus Czapek-Dox mit 2 %
Rohrzucker, 0,8 % Ammontartrat sowie-Spuren von Zn und Cu, in
7 Tagen 24 OE/cm® Penicillin bildete.

2. Es wurde eine Laboratoriums-Apparatur erstellt, die mit einem
Medium aus Weizenkleie, Wasser und anorganischen Salzen in
einem Arbeitsgang von 3 Tagen bis zu 18,5 Millionen OE Penicillin
lieferte.
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