
Cis-Hydroxylierung 
C y c 1 o h  e x a n o I a u s C y c 1 o h e x  e nS5l) 
3,4 g (0,024 Mol) Bortrifluorid-atherat werden zu einer Losung 

von 4 g (0,049 Mol) Cyclohexen in  100 ml abs. Ather gegeben. 
Wahrend 20 rnin laBt man hierauf eine Losung von 0,7 g (0,018 Mol) 
LiAlH, in 70 ml Ather unter Einleiten von Stickstoff und aullerer 
Kiihlung eintropfen. Dic Reaktionslbsung wird in einer Stickstoff- 
Atmosphare 2 h weitergeriihrt. Vorsichtiger Zusatz von 20 ml 
Aceton dient zum Verbrauch iiberschiissigen Diborans. Zu der 
Losung wird eine gesattigte Natriumsulfatlosung und festes Na- 
triumsulfat zugegeben. Die ungelosten Restandteile werden ab- 
filtriert, der Nioderschlag mit Ather nachgewaschen und das 
klare Filtrat eingedampft. Der Riickstand wird in 30 ml 90-proz. 
Alkohol, in  dem 0,8 g Natriumhydroxyd gelost sind, aufgenom- 
men und rnit 20-proz. wasserigem Wasserstoffperoxyd innerhalb 
von 5 min versetzt, wobei sich die Losung auf ca. 70 "C erwarmt. 
Bei dieser Temperatur wird noch weitere 5 rnin gehalten und dann 
abgekiihlt. Man gibt  Wasser und Ather zu, waseht die Hther- 
schicht rnit Wasser nach, trocknet und destilliert das Lbsungsmit- 
tel ab. Die fraktionierte Destillation des Riickstands ergibt 4,O g 
Cyclohexanol, F p  = 161 bis 162 'C (Ausb. 82 %). 

Gleicherweise kann 1-Octen in  einer Ausbeute von 80% in n- 
Octanol, F p  = 194 bis 196 "C, iibergefuhrt werden. 

2- ( p - A n i s y I ) - a t  h a n  o ISsz) 

0,125 Mol) Natriumborhydrid in  80 ml Diglyme wird in  C' '19 ee- 
Eine Losung von 23,l g (0,33 Mol) Z-Methyl-2-buten und 4,8 g 

kiihlt, rnit Stickstoff gespiilt und unter Riihren mit 23,O g (0,166 
Nol) Bortrifluoridatherat wahrend 30 min vcrwtzt. Nachdem das 
Reaktionsgemisch 1 h bei 0 "C gestanden hat ,  werden 20,l g 
(0,15 Mol) p-Methoxystyrol wahrend 5 rnin zugegeben. Each ca. 
2 h ha t  sich die Reaktionslosung auf Zimmertemperatur erwarmt; 
sie wiTd dann mit alkalischem Wasserstoffsuperoxyd oxydiert und 
rnit Ather extrahiert. Die atherischen Ausziige wascht man vier- 
ma1 rnit Wasser nach, wobei das Diqlyme entfernt wird, trocknet 
und destilliert das Losungsmittel ab. Das 2-(p-Anisy1)-athanol er- 
hal t  man in  einer Ausbeute von 80 %, Kp,, = 138 bis 140 "C, Fp = 

27 bis 28 "C. Die gaschromatographimhe Analyse crgibt e k e  Rein- 
heit von mindestens 98 %. 

Herrn Direktor Dr. J .  Renz danke ich fur die anregenden 
Diskussionen und die Forderung dieser Arbeit. 

Eingegangen a m  25. August 1960 [ A  l o l l  

Aufklarung biologischer Syntheseketten an Mikroorganismen 
Von Prof. Dr .  H .  H E L L M A N N  und Doz. Dr .  F.  L I N G E N S  

Chemisches Institut der Universitat Tiibingen 

Z u r  Aufklarung biochemischer Syntheseketten bieten Mikroorganismen besonders gunstige Voraus- 
setzungen. Sie lassen sich rasch zuchten, beanspruchen wenig Raum, sind in unzahligen Arten leicht 
zuganglich und k o n n e n  vielfach Synthesen vollfuhren, zu denen hoher organisierte Lebewesen nicht 
imstande sind. Vor allem a b e r  lassen sie sich mit einfachen Mitteln in Mutanten verwandeln, die a u f  

verschiedene Weise eine leichte Analyse von Stoffwechselprodukten ermoglichen. 

I. Biochemische Mangelmutanten 

Mutanten entstehen durch eine Veranderung im gene- 
tischen Material, derzufolge ein Enzym, das eine bestirnmte 
Reaktionsstufe innerhalb einer Synthesekette katalysiert, 
nicht mehr bereitgestellt wird. Eine ,,biochemische Mangel- 
mutante" kann daher im Gegensatz zum ,,Wildstamm" 
eine spezielle Synthese nur bis zu einem Zwischenprodukt 
vollfiihren, von dem ab  sie durch den Enzym-Mangel blok- 
kiert ist. Solche ,,auxotrophen Mutanten" sind, urn leben zu 
konnen, auf die Zufuhr eines Stoffes angewiesen, der in der 
Synthesekette hinter dem ,,Block" liegt, sofern das Syn- 
theseprodukt lebensnotwendig ist. Da meistens die Zufuhr 
eines einzigen Stoffes geniigt, ist vermutlich infolge der 
Veranderung in1 Genbestand (Mutation) auch nur die Fa- 
higkeit zur Bildung eines einzigen Enzyms verloren ge- 
gangen. G. W. Beadle hat auf Grund dieser Vermutung die 
These entwickelt, da6  jedem Gen ein Enzym zuzuordnen 
sei, und zwar in der Weise, da6 das Gen die Synthese des 
Enzyms steuert *). 

1st eine biochemische Synthesekette bis zu der durch 
Genmutation verursachten Unterbrechungsstelle unver- 
sehrt, so ergibt sich zwangslaufig eine Anhaufung des Zwi- 
schenproduktes, das unmittelbar vor dern Block liegt, da es 
standig nachgeliefert, aber nicht mehr weiter verarbeitet 
wird. Diese Akkumulation kann einen so hohen Grad er- 
reichen, da6 man das bei einer intakten biochemischen 
Synthese normalerweise infolge seiner vie1 zu geringen 
Konzentration niemals nachweisbare, geschweige denn iso- 

*) Man hat vie1 Miihe darauf verwandt, festzustellen, ob die fur  den 
blockierten Syntheseschritt verantwortlichen Enzyme be1 den 
Mutanten vielleicht doch vorhanden, aber lediglich auf irgend- 
eine Weise an der Entfaltung ihrer Aktivitat gehindert werden. 
Man hat  sie aber tatsachlich nicht finden konnen. Siehe z.B. 
C .  Yanofsky, J. biol. Chemistry 224, 783 [1957]; C. Yanofsky in: 
Enzymes, Units of biological Structure and Function. Academlc 
Press, New York 1956, S. 147; P .  Lerner u. C .  Yanofsky, J. Bac- 
teriol. 74, 494 [1957]. 

lierbare Zwischenprodukt in Substanz fassen und analy- 
sieren kann. Neuere Zusammenf assungen vgl. 1-12). 

Zur Aufklarung von Stoffwechselprodukten an Mutanten 
bieten sich also die Moglichkeiten 1. vor den Unterbre- 
chungsstellen akkumulierte Stoffe zu isolieren und zu iden- 
tifizieren und 2. mutma6liche Folgeprodukte auf ihre 
wachstumsfordernde Wirksamkeit zu priifen. 

Gesetzt den Fall, ein Stoff D werde aus A iiber die Zwi- 
schenstufen B und C mit Hilfe der Enzyme a, b und c syn- 
thetisiert und es versagt nun bei einer Mutante die Bereit- 
stellung des Enzyms b, so kann B nicht mehr in C umge- 
wandelt werden. Die Mutante ist daher auf die Zufuhr von 
D oder auch C angewiesen, um wachsen zu konnen. A und 
B dagegen unterstiitzen ihr Wachstum nicht. 

A -+ a B - 1 ,  c -+ C 

Die Akkumulation von B 1aRt erkennen, da6 die Unter- 
brechungsstelle hinter B liegen mu6. Bestehen Anhalts- 
punkte fur die Konstitution von C, so konnen Wachsturns- 
versuche mit synthetischen Modellsubstanzen die Identi- 
fizierung von C ermoglichen. 

*)  G .  W. Beadle, Physiol. Rev. 25, 643 [1945]. 
*) G. W. Beadle, Fed. Proc. 9 ,  512 [1950]. 
9 G W .  Beadle, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe 1 2 ,  466 

[1955]. 
4, W .  Braun: Bacterial Genetics. Saunders, Philadelphia u. London 

1953. 
5, B .  D .  Davis, Fed. Proc. 74, 691 [1955]. 
6, B. D.  Davis, Advances in Enzymol. 76, 247 [1955]. 
') P .  Karlson, Ergebn. Enzymforsch. 73, 85 [1954]. 

W .  D .  McElroy u. B. Glass: The Chemical Basis of Heredity. 
Johns Hopkins Press, Baltimore 1957. 

O )  E .  L. Oginsky u. W .  W .  Urnbreit: An Introduction to Bacterial 
Physiology. Freeman, San Francisco 1955. 

lo) E. L. Toturn, Fed. Proc. 8, 511 [1949]. 
11) R.  P .  Wagner u.  H .  K. Mitchell: Genetics and Metabolism. Wiley, 

New York u. London 1955. 
I*) C. H. Werkrnann u. P .  W .  Wilson: Bacterial Physiology. Aca- 

demic Press, New York 1951. 

_ _  .~ 
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Hat man drei Mutanten (1) bis (3) zur Verfugung, bei 
denen die Bildungvon D blockiert ist, so laRt sich auch ohne 
Kenntnis der Vorprodukte A, B und C deren Reihenfolge 

b c  
( I )  A /-> B 4 C -> D 

a C 
(2) A -+ B - h +  C + D 

a b  
(3) A + B + C  / r D  

in der Synthesekette durch einen Kreuzfiitterungsver- 
such13-15) (,,cross-feeding", ,,syntrophism") festlegen, denn 
die Mutante, die C akkumuliert und ausscheidet, ermog- 
licht den beiden anderen, ( I )  und (2) das Wachstum. Der 
B akkumulierende Organismus (2) kann nur der Mutante 
(1) zum Wachstum verhelfen, die wiederum die beiden 

Bei der Analyse biochernischer Synthesen in Mikroorga- 
nismen mu6 man rnit Yomplikationen rechnen, die zu 
Fehlschliissen AnlaB geben konnen : 

Wenn Akkumulate bei Futterungsversuchen an  geeigne- 
ten Mutanten kein Wachsturn bewirken, so kann das daran 
liegen, dai3 die Akkumulate nicht mehr die echten biologi- 
schen Zwischenstufen (B, C und D) sondern Sekundarpro- 
dukte (X, Y und Z) darstellen, die unter den Versuchsbe- 

a b c d  
A -+ B 4 C + D + E 

i $ i  
dingungen nicht wieder in die Ausgangsstoffe umgewandelt 
werden. Ein Beispiel zeigt folgender Ausschnitt aus  der 
Biosynthese von Histidin lB-lg) und Tryptophan2O): 

__- _ _ I  C HOH-CHOH-C H,OPO,H l ,l-CH,-CO-CHpOPO,H, l ~ ICH2-CH-CH20P03H, 
4 Histidin -> + 4 

N\ /N-H Ng /N-H Ng /N-H AH, 
C C C 

anderen nicht wachsen IaRt. Der Test wird in der Weise 
durchgefiihrt, dai3 man an benachbarten Kultur-,,Strichen" 
der Organismen auf einern festen Agarnahrboden priift, 
welcher Stamm rnit dern Akkumulat eines anderen ein 
kraftiges Wachstum zeigt *). 

Neben diesen Mutanten, die nach Zugabe eines cinzigen 
Stoffes (aus der Synthesekette hinter dern Block) wachsen 
konnen la), gibt es biochemische Mangelmutanten, die meh- 
rere Stoffe zum Wachstum brauchen. Dies sind keine Mehr- 
fachmutanten, die bei der Mutantenerzeugung nur sehr 
selten auftreten **), sondern ,,polyauxotrophe" Mutanten, 
bei denen eine Unterbrechungsstelle in einer verzweigten 
Synthesekette vor der Verzweigung liegt, so dab sie auf die 
Zufuhr aller Verzweigungsendprodukte angewiesen sind, 

namlich sowohl von D oder C, als auch von F oder E. Die 
Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und p- 
Aminobenzoesaure gehen aus einer Kette gemeinsarner 
Vorstufen, der ,,Aromatenbiosynthese", hervorl'). Mutan- 
ten mit einem genetischen Block in dieser Vorstufen-Syn- 
thesekette verlangen die gleichzeitige Zufuhr aller vier 
Aminosauren. 

, + Phenylalanin 

- -+ Tryptophan 
,- --- -+ Tyrosin ~- 

+ p-Aminobenzoesaure 

la) B. D.  Davis,  Experientla 6 ,  41 (19501. 
14) B. D .  Davis u. E .  S. Mingioli, J. Bacteriol. 60, 17 [1950]. 
15) F .  Gibson u. M .  J .  Jones, Australian J. Sci. 77, 33 [ 19541. 
lo )  E. A. Adelberg, BacteriQl. Rev. 77, 253 [1955]. 
17) B. D .  Davis in W . D .  McElroy u. B. Glass: Amino Acid Metabolism. 

Johns Hopkins Press, Baltimore 1955, S. 797. 
*) Auch durch genetische Analyse kann man die Reihenfolge der 

Blockierungen bei Mutanten ermitteln (siehe z. B. 4 ) ) .  Durch 
Phagentransduktion lie8 sich zeigen, d a 8  sogar Mutanten, bei 
denen der gleiche Syntheseschritt blockiert ist, untereinander 
verschieden sein konnen. Man h a t  auf dlese Weise Serien gene- 
tisch verschledener Mangelmutanten jeweils einem biochemi- 
schen Syntheseschritt zugeordnet. Eine Deutung dieses soge- 
nannten Pseudoallelproblems liegt noch nicht vor. 

**)  Zwischen einer Doppelrnutante und einer Einfachmutante mit  
gleichzeitigem Bedarf mehrerer Stoffe kann unterschieden werden, 
wenn man ihr Verhalten bei der Reversion zum Ausgangswild- 
s t amm beobachtet. Beim normalen Ziichten revertiert  unter 
107-108 Bakterien nur eine Zeile. Aus einer echten Doppelmu- 
tante  konnen bei der  Reversion neben der  Wiidform zwei Arten 
von Einfachmutanten entstehen, wahrend die Einfachmutante 
in einem Schrit t  nur die Wildform bildet. 

Aus Iniidazolylglycerin-phosphorsaureester entsteht 
durch Wasserabspaltung Imidazolylacetol-phosphorsaure- 
ester, der bei der Transaminierung Histidinol-phosphor- 
saureester liefert. Alle drei Stoffe konnten aus dern Mycel 
van Neurospora crassa-Mutanten isoliert werden. In den 
Kulturmedien wurden sie aber nu r  in entphosphorylierter 
Form gefunden. Die Phosphorsaureester konnen anschei- 
nend die Zellmembran nicht passieren. Die entphosphory- 
lierten Verbindungen werden zwar wieder aufgenommen, 
da sie aber nicht rephosphoryliert werden, bewirken sie 
kein Wachstum. 

Die Biosynthese des Tryptophans verlauft iiber den Phos- 
phorsaureester des Indolyl-3-glycerins. Im Medium ent- 
sprechend blockierter Mutanten von Escherichia coli und 

{)- --I CHOH-CHOH-CHpOPOBH, 

H 

I)- -CHOH-CHOH-CH,OH 

I\,.,. 
H 

Salmonella typhimurium fand man Indolyl-3-glycerinzo), 
das fur die Mutanten nicht verwertbar ist, weil es nicht re- 
phosphoryliert wird. Vor Aufklarung der Bildung und Um- 
wandlung des Indolyl-3-glycerin-1-phosphors~ureesters hat  
man das Akkumulat irrtiimlich fur das Produkt eines Ne- 
benweges der Synthesekette gehaltenll). Keinesfalls darf 
also jedes Akkumulat kritiklos als echtes Zwischenprodukt 
einer Biosynthesekette angesprochen werden. 

Auch die Bildung von Kunstprodukten bei Wachstums- 
versuchen kann die Ursache von Fehlschliissen sein, wie die 
beiden folgenden Beispiele zeigen: 

Bei der Synthese des Tryptophans treten Anthranilsaure 
und lndol als Zwischenprodukte auf. Ziichtet man Anthra- 

I*) B.  N .  Ames ,  H .  K .  Mitchell u. M .  B. Mitchell, J. Amer. chem. 
SOC. 75, 1015 [1953]. 

19) B .  N .  Ames u. H .  K .  Mitchell, J. blol. Chemistry 272, 687 [1955]. 
F .  Lingens, H. J .  Burkhardt, H .  Hellrnann u. F .  Kaudewitz,  Z. 
Naturforsch. 7 2 b ,  493 [1957]. 

*I)  Nach B. D .  Davis (Arch. Biochem. Biophysics 78, 497 [1958]) 
s t eh t  ein Akkumulat,  das nicht mindestens eine ionisierte Grup- 
pierung bei physloiogischem pH besitzt, lm Verdacht, ein Kunst-  
produkt zu sein, d a  die Stoffe in ionisierter Form der Zelle offen- 
bar  ieichter erhalten bleiben. 
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nilsaure akkumulierende Mutanten von Escherichia coli und 
Salmonella typhimurium in einem einfachen Salzmedium 
unter Zusatz von Glucose als Kohlenstoffquelle, so laOt sich 
aus dern Medium Glucosyl-anthranilsaure isolieren, die 
geeigneten Mutanten zum Wachstum verhelfen kann: 

I 1 

H H-C-OH I 
I I 

HO-C-H 

H-k-OH I H-;-OH 7 
I 

H-L ~ -A H-C 
I 

\ A v  H, 

CH,OH CH,OH 

Sie entsteht aber spontan aus Anthranilsaure und Glu- 
cose des Mediums, ist also ein Kunstprodukt. Mit Glycerin 
oder Citrat als Kohlenstoffquelle wird nur Anthranilsaure 
gef unden 22). 

In dern zum Phenylalanin fiihrenden Teil der Synthese- 
kette, in dem die Aromatisierung stattfindet, tritt  Prephen- 
saure auf, die man aus dem Medium von Escherichia coli- 
und Neurospora crassa-Mutanten als Bariumsalz isoliert 
hat23,24). Diese Saure geht schon bei pR 5 6 spontan in 
Phenylbrenztraubensaure iiber, die zwar ein echtes Zwi- 
schenprodukt in der Phenylalanin-Synthese darstellt, deren 

COOH 
I COOH 

co co 

OH 

Bildung aber bei den erwahnten Mutanten genetisch blok- 
kiert ist. Die Mutanten konnen mit der auf diese Weise ent- 
standenen Phenylbrenztraubensaure wachsen und iiber- 
winden dergestalt den genetischen Block. Hier tritt  also 
ein labiles Zwischenprodukt aut, das sich spontan in ein 
fur das Wachstum verwertbares ,,Kunstprodukt" umwan- 
delt, eine Erscheinung, welche die Aufklarung der Phenyl- 
alanin-Biosynthese erheblich erschwerte. 

II. Erzeugung und lsolierung von Mutanten 

Biochemische Mangelmutanten bilden sich in einer Bak- 
terienpopulation in geringem Umfang spontan. Die Zahl 
der auxotrophen Mutanten, exakter formuliert die Mu- 
tationsrate, 1aBt sich aber durch die Einwirkung von Strah- 
len (Rontgen- und UV-Strahlen26-aS), Warmess)), durch 
Zerfall von eingebautem oder chemischen Agentien 
erheblich vergrofiern. Als mutagene Stoffe kommen vor 
allem Senfgas, Stickstoff-Lost, Diazomethan, Athylenoxyd, 
Formaldehyd und Nitrit31-34) in Betracht. 
%*) F.  Lingens, H .  Heltrnann u. M .  Hildinger, Z. Naturforsch. 13b, 

727 [1958]. 
ps) U. Weiss,  C. Gilvarg, E .  S. Mingioli u. B .  D .  Davis,  Science 

[Washington] 779, 774 [1954]. 
9 R .  L .  Mefzenberg u. H .  K. Mitchell, Arch. Biochem. Biophysics 

64, 51 [1956]. 
s 6 )  B.  D.  Davis,  Experientia 6 ,  41 [1950]. 
a s )  J .  Lederberg, Heredity 2,  1 4 5  [1948]. 

J .  Lederberg u. E .  M .  Lederberg, J. Bacterioi. 63,  399 [1952]. 
88) D .  Rapporf u. A. Canzanelli, Science [Washington] 7 7 2 ,  469 

[ 19501. 
as) S. Znrnenhof u. s. Greer, Nature [London] 782, 611 [1958]. 
30) F .  Kaudewitz, W .  Vietrnetter u. H .  Friedrich-Freksa, Z. Natur- 

a1) C .  Auerbach, Hereditas 37, 1 [1951]. 
32) E. L .  Taturn, R .  W .  Barrat,  N .  Fries u. D.  M .  Bonner, Amer. J. 

ra) F. Kaudewitz, Nature [London] 783, 1829 [19591. 
34) F .  Kaudewitz, 2. Naturforsch. 746,  528 [1959]. 

forsch. 736,  793 [1958]. 

Botany 37,  38 119501. 

Zur Abtrcnnung der gewonnenen Mutanten von der Aus- 
gangs-Wildform bedient man sich bei Bakterien vornehm- 
lich der eleganten Penicillin-Anreicherungsmethode von 
Lederberg und "), welchc sich die Tatsache zunutze 
macht, daR Penicillin n u r  in Vermehrung begriffene Bak- 
terien totet. Die Wildstamme der ublicherweise verwendeten 
Enterobacteriaceen lassen sich in einem einfachen Medium 
ziichten, das anorganische Salze und eine Kohlenstoff- 
quelle,(meist Glucose) enthalt. Die auxotrophen Mutanten 
konnen im Gegensatz zur Ausgangswildform auf einem sol- 
chen Minimalmedium nicht mehr wachsen, da sie zusatzlich 
das End- oder ein Zwischenprodukt einer bei ihnen unter- 
brochenen Synthesekette zum Wachstum benotigen. Durch 
Zusatz von Penicillin zum Minimalmedium kann somit eine 
Vernichtung der Wildform und eine Selektion der Mutanten 
erzielt werden. 

Die Wirkung des Penicillins bcheint darauf zu beruhen, da5 es 
den Einbau cines wichtigen Bausteins (eines Peptids aus Alanin, 
Glutaminsaure, Lysin und ,,Muraminsaure" (3-O-D-LaCtyl-D-glU- 
cosamin3')), in die Zollwand verhindert3*). Nach Zusatz von 
Penicillin ist bei Bakterien die Akkumulation eines Uridin-5-pyro- 
phosphat-Komplexes dieses Peptids beobachtet worden3$). Weidel 
und P r i m o ~ i g h 4 ~ )  zeigten, da9 die Lyse der Bakterien durch 
Penicillin oder durch Phagen nach einem gleichartigen Mechanis- 
mus verlluft. 
. Bei der Einwirkung des Penicillins mu6 dafiir gesorgt 
werden, daD kein Mutantenwachstum durch Syntrophis- 
mus (vgl. S. 108) eintritt, da dieses den Verlust der Mutan- 
ten zur Folge hatte. Z.B. 1aRt sich das Wachstum von 
Thiamin-Mangelmutanten bei der Penicillin-Selektion 
durch Zugabe von kompetitiven Hemmstoffen fur Thiazol 
und Pyrimidin verhindern41). 

Alle Methoden der Mutantenerzeugung liefern Gemische 
verschiedener Mutanten. Die zahlenmafiige Verteilung ist 
von der Methode abhangig, z. B. entstehen bei Einwirkung 
von 3aP wenig Glycin-Serin-Mangelmutanten, die bei UV- 
Bestrahlung und auch spontan zahlreich auftreten30). Zur 
raschen Austestung der Mutanten sind mehrere Verfahren 
entwickelt worden, die prinzipiell auf der Beobachtung des 
Wachstums nach Zusatz von Aminosauren, Vitaminen, 
Purinen, Pyrimidinen usw. b e r ~ h e n ~ ~ * 4 2 ) .  

Die Anwendung des Penicillins zur Selektion ist auf Bak- 
terien beschrankt. Beim klassischen Objekt der biochemi- 
schen Genetik, dern Brotschimmelpilz Neurospora crassa, 
sind Mutanten durch Einwirkung von UV-, Rontgenstrah- 
len und chemischen Stoffen erzeugt worden. Hier war eine 
genetische Analyse durch systematische Kreuzungsver- 
suche moglichl). Auch von anderen Mikroorganismen z. B. 
Saccharomyces cerevisiae sind Mutanten durch UV-Strahlen 
hergestellt w ~ r d e n ~ ~ ) .  

Eine gezielte Selektion ganz bestimmter Mutanten ist 
mit dem Schichtagar-Verfahren von Cohen, Lichtenstein, 
Barner und Green") moglich. Hierbei wird der Wildstamm 
zunachst mit UV-Licht bestrahlt, so daS 99,9yo der Zellen 
getotet werden. AnschlieBend bringt man die Mikroorga- 
nismen in eine Petrischale mit einem Agar-Minimalme- 
dium, in dem nur die Wildform wachsen kann. Nach 2- 
tagiger Bebriitung bezeichnet man die gebildeten Wildtyp- 
kolonien und bringt eine weitere Agarschicht auf, die 

s5) J .  Lederberg u. N .  Zinder, J. Amer. chem. SOC. 70, 4267 [1948]. 
B .  D .  Davis,  J. Amer. chem. SOC. 70,4267 [1948]. 
F. Zilliken, Angew. Chem. 7 1 ,  654 [1959]. 
J .  T .  Park u. J .  L .  Strominger, Science [Washington] 725, 99 

J .  T .  Park u. M .  J .  Johnson, J. biol. Chemistry 779, 585 [1949]. 
40) W .  Weidel u. J .  Prirnosigh, 2. Naturforsch. 7 2 6 ,  419 [1957]. 
41) H .  Nakayarna, Vitamins [Kyoto] 7 7 ,  20 [1956]. 
42) R .  Holiday, Nature [London] 778, 987 [1956]. 

R. K .  Morfimer,  R .  S. Lerner u.  J. K .  Barr,  US. Atomic Energy 
Comm. UCRL 3746 [1957]. 

44) S .  S .  Cohen, J .  Lichtenstein, H .  D .  Barner u. M .  Green, J. biol. 
Chemistry 228, 613 [1957]. 

[1957]. 
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Minimalmedium und den Stoff enthalt, dessen Mangelmu- 
tanten isoliert werden sollen. Bei der weiteren Bebrutung 
wachsen dann nur die gewunschten Mutanten und die 
markierten Kolonien der Ausgangsform, die man leicht 
unterscheiden kann. 

111. Optimale Akkumulation 
von Stoffwechrelzwischenprodukten 

Akkurnulate ermoglichen die Aufklarung von Biosyn- 
thesen. Die angehauften Mengen sind jedoch oft so gering, 
daR die praparative Aufarbeitung Schwierigkeiten macht. 
Es empfiehlt sich daher, die Bedingungen fur die Erzie- 
lung einer maximalen Akkumulation zu ermitteln45). 

Versuche hierzu wurden durchgefuhrt an  Tryptophan- 
Mangelmutanten von Safrnonella fyphirnuriurn, die Indol 
ansammeln, deren genetischer Block also in der Trypto- 
phan-Synthesekette unmittelbar vor dem Endprodukt liegt. 
Aus der Abhangigkeit des Wachstums von der zugesetzten 
Menge an DL-Tryptophan geht hervor, daR die Konzen- 
tration fur optimales Wachstum bei 8y DL-Tryptophan/ml 
Medium liegt. Mit groaeren Tryptophangaben tri t t  keine 
Zunahme des Bakterientiters ein. Im Medium findet sich 
unter diesen Bedingungen iiberschiissiges Tryptophan, aber 
kein Indol. Dagegen lieI3 sich lndol beim Ziichten mit sub-, 
optimalen Tryptophan-Konzentrationen einwandfrei nach- 
weisen. Fur die Erzeugung einer bestimmten Keimzahl 
braucht man doppelt soviel DL-  wie L-Tryptophan. Die an  
das Medium abgegebenen Indolmengen verhalten sich aber 
bei Zugabe von L- bzw. DL-Tryptophan wie 2,5: 1.Demnach 
ruft D-Tryptophan eine Hemmung der Indolbildung her- 
vor, ermoglicht aber den Tryptophan-Mangelmutanten 
kein Wachstum. uberschiissiges Tryptophan jeglicher Kon- 
figuration hemmt die Tryptophan-Bio~ynthese~~-48). Um 
optimale Mengen des Akkumulationsproduktes zu erhal- 
ten, werden die Mutanten nur  mit L-Tryptophan geziichtet, 
und zwar mit 0,5 bis 1 y/ml Medium. Je  nach Mutante ge- 
winnt man auf diese Weise etwa 1-10 mg Indoljl. 

Der hemmende EinfluR eines Endproduktes auf seine 
Biosynthese, der a h  negative Ruckkopplung (,,negative 
feedback") bezeichnet wird, ist auch an  anderen Objekten 
beobachtet worden und diirfte eine allgemeine Erscheinung 
sein. Man kann diesen Effekt auf zweierlei Weise erklaren: 
Entweder hemmt das Endprodukt die A k t i v i t a t  eines 
Enzyms oder mehrerer Enzyme seiner Synthesekette (a), 
oder das Endprodukt unterdruckt die S y n t  h e s e  eines 
Enzyms (b). Fur beide Vorstellungen gibt es Beispiele. 

a )  Adelberg und Umbarger beobachteten eine Abnahme der Ak- 
kumulation von a-Keto-isovaleriansaure in  Gegenwart groDerer 
Mengen Valin"). Nach Umbarger und Brown hemmt L-Isoleucin 
vollstandig dio Wirkung der L-Threonin-Desaminase, eines En- 
zyms, das zur Umwandlung von L-Threonin zu L-Isoleucin be- 
ntitigt wird'O). Eine Regulierung der Threonin-Biosynthese in 
E .  coli wird von Wornzser und Pardee beschriebens1). Eine Ruck- 
kopplungshemmung im Purin-Stoffwcchsel bei Bakterien gibt 
Gots an5") : eine Purin-Mangelmutante akkumuliert das Ribosid 
des 5-Amino-4-imidazolcarboxamids mit einem UberschuS an Pu- 
rincn nicht mehr. Bei Pyrimidin-Mangelmutanten von Aerobacter 
aerogenes konnte die Akkumulation von Orotsaure durch Uracil 
unterdruckt werden. Uracil verhindert dabei nicht die Bildung des 
Enzyms, sondern hemmt nur dessen A k t i ~ i t a t ' ~ ) .  Y a t e s  und Par- 

dees4)  zeigten, da13 die Bildung von Ureidobernsteinsaure durch 
Uridintriphosphat gehemmt wird. Nach Wgngaarden und Ash- 
tons5) wird die Aktivitat der Phosphoribosyl-pyrophosphat- 
Amidotransferase durch Purin-ribonucleotide reguliert. S t r e ~ k e r ' ~ )  
zeigte, daO die Umwandlung von Glutaminsaure in A1-Pyrrolin-b- 
carbonsaure durch Zugabe von Prolin gehemmt wird. 

b )  Nach Gorini und iMaasS6*a) wird durch Arginin die Synthese 
der Ornithin-Transcarbamylase unterdruckt. Untersuchungan von 
VogeZ5eb) beschaftigten sich mit der negativen Ruckkopplungskon- 
trolle bei der Bildung der Acetyl-ornitbinase. 

IV. Akkumulatbildung durch Hemmstoffe 
Hemmstoffe liefern bei der Wirkung auf Mikroorganismen 

unter gunstigen Bedingungen Akkumulate, sofern sie den 
Stoffwechsel durch Unterbrechung einer oder mehrerer 
Biosyntheseketten storen. Wie erwahnt, kann in Bakte- 
rienkulturen durch Zusatz von Penicillin ein Zellwandbau- 
stein akkumuliert ~ e r d e n ~ ~ ) .  &'/coda und 8orrns7) beobach- 
teten bei Zugabe von 6-Aza-uracil zu einer Kultur von 
E. coli die Ausscheidung von Orotsaure sowie von Uracil, 
Hypoxanthin und 6-Aza-uracil-ribosid. Nach H ~ r r i n g f o n ~ ~ )  
wird durch wachstumshemmende Chloramphenicol-Mengen 
die Proteinsynthese gehemmt und die Nucleinsauresyn- 
these beeinfluht, so daR im Medium freie Purin- und Pyri- 
midin-Basen auftreten, u. a. Guanin, Hypoxanthin und 
Uracil. Dariiber hinaus wurden auch Valin, Leucin und 
Methionin nachgewiesen, die allerdings auch ohne Zusatz 
von Chloramphenicol auftreten, wie Harringfon und 
DunlopS9) in einer Untersuchung iiber die Synthese von 
Aminosauren durch E. coli-Wildstamm in reinen Kulturen 
zeigten. Dieses Beispiel zeigt einmal rnehr, daR man nicht 
jede in Kulturmedien gefundene Substanz als ein durch 
Mutation oder Hemmung bedingtes Akkumulat anspre- 
chen darf. Webbso) wies nach, daR der Folsaure-Antagonist 
Aminopterin (4-Amino-4-desoxypteroyl-glutaminsaure) 
wahrend der Hemmung die Ausscheidung von 5-Amino-4- 
imidazolcarboxamid-ribosid, Alanin und Valin veranlaDt. 
Nach Gotssl) akkumulieren rnit Sulfonamid gehemmte 
Bakterien 5-Amino-4-imidazolcarboxamid. 

V. Wirkung von Hemmstoffen 
Ein Hemmstoff kann wie ein ,,auBerer Block" wirken. 

Man konnte diese Erscheinung als ,,chemische Blockie- 
rung" bezeichnen. In  vielen Fallen ist aber bei der Hem- 
mung keine Akkurnulatbildung nachgewiesen worden. Aus 
diesem Grunde 1aBt sich oft auch keine Entscheidung dar- 
uber treffen, wo und wie der Hemmstoff eingreift. Durch 
zusatzliche Gabe des Endproduktes der vermutlich ge- 
storten Synthesekette kann man die Hemmung oft kompe- 
titiv aufheben. Auf diese Weise ist die Wirkung von chemo- 
therapeutisch verwendeten Hemmstotfen und von Anti- 
biotica aufgeklart worden. Haufig geniigen geringfugige 
Anderungen an  einem Molekiil, um 2.B. aus einem Wirk- 
stoff einen Antiwirkstoff (Vitamin-Antivitamin) werden 
zu lassen. Der Organismus besitzt kein scharfes Unter- 
scheidungsvermogen fur beide und baut daher bei ent- 
sprechendem Angebot den fur ihn fehlerhaften Stoff ein, 
der dann aber nicht die gewunschten Dienste leistet. Der 

45) F .  Lingens, H .  J .  Burkhardt, H .  Hellrnann u. F .  Kaudewitz,  2. 
Naturforsch. 7 2 6 ,  497 [1957]. 

46)  P .  A. Trudinger,  Biochem. J. 62,  480 [1956]. 
47)  L. D .  Wright u. H .  R .  Skeggs, J. biol. Chemistry 759, 611 [1945]. 

A. Novick u. L.  Szillard: Dynamics of Growth Processes. Prince- 
ton University Press, 1954, S. 21. 
E.  A. Adelberg u. H .  E. Umbarger, J. biol. Chemistry 205, 475 
[1953]. 

511) H .  E .  Umbarger u. B .  Brown, J. biol. Chemistry 233, 415 [1958]. 
51) E .  H .  Worrnser u. A. B .  Pardee, Arch. Biochem. Biophysics 78, 

416 [1958]. 
J. S. Gots,  J.  biol. Chemistry 228, 57 [1957]. 

53) M. S .  Brooke, D .  Ushiba u .  B. Magasanik,  J. Bacteriol. 68 ,  534 
[19541. 

5') R.  A. Yates u. A. €3. Pardee, J .  biol. Chemistry 227, 757 (1956). 
66)  J. B .  Wyngaarden u. D .  M. Ashton, Nature [London] 183, 747 

[1959]; J.  biol. Chemistry 234, 1492 [1959]. 
s6) H .  S. Streeker, J. biol. Chemistry 225, 825 (19571. 

W .  K .  Maas u. L. Gorini, Physiol. Adapt. Sympos. Woods Hole, 
Maas. 1957, S. 151 ; L .  Gorini u. W. K .  Maas,.Biochirn. biophysica 
Acta 25.208 [1957]. 

18b) H .  J .  Vogel in W .  D .  McElroy u .  B. Glass: The Chemical Basis 
of Heredity, Johns Hopkins Press, Baltimore 1957, S. 276. 

57) J .  Skoda u. F .  Sorrn, Biochim. biophysica Acta 28, 659 [1958]. 
M .  G. Harrington, .J. gen. Microbiol. 18, 767 [1958]. 

59)  M .  G. Harrington u. S .  G. Dunlop, J .  Bacteriol. 58, 457 [1949]. 
6 0 )  M. Webb, Biochemic. J. 70, 472 [1958]. 
6 1 )  J. S. G o b ,  Fed. Proc. 9, 178 [1950]. 
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Nachweis fur den Einbau lief3 sich durch radioaktive Mar- 
kierung erbringen. AuRer Vitaminen sind auch andere 
Stoffe (Aminosiiuren, Pyrimidine) abgewandelt worden 
(Aza-tryptophan, 6-Bromuracil). 

Die Ergebnisse auf diesem Gebiet sind so vielgestaltig, dall sic 
im Rahmen dieses Aufsatzes nicht erschopfend dargestellt werden 
konnen. In der Zeitschrift ,,Antibiotics and Chemotherapy" z. B. 
erscheinen laufend Arbeiten iiber dieses Thema. Hier einige Bei- 
spiele: Wacker, Kolm und Eberte2) untersuchten die Hemmung von 
Enterocoecus Stei durch p-Aminosalicylsaure und Salicylsaure, die 
sich durch p-Aminobenzoeskure, 5-Formyl-5.6.7.8-tetrahydro- 
pteroylglutaminsaure und Thymin aufheben lieO. Sie geben eine 
Erklarung der p-Aminosalicylsaure-Resistenz. Der Einbau von 5- 
Bromuracil-(2-14C) in die Desoxyribonuoleinsaure verschiedener 
Bakterien wurde untersuchtea). Zum Studium des Sulfanilamid- 
Stoffwechsels bei empfindlichen und resistenten Bakterien kam 
S~lfani lamid-(*~S) zur Anwendungo'). Die Hemmung von E .  coli 
durch Penicillamin wird durch Isoleuoin, Valin oder Leucin auf- 
gehobena5). Brock und Brock6") vergliohen die Wirkung von 
Chloramphenicol und Erythromycin auf die Nucleinsauresynthese. 
Ciak und Hahn6') untersuchten die additive Wirkung van Chlor- 
ampbenicol und Tetracyclinen auf das Wachstum von E .  col i .  Die- 
selben Autoren beschaftigten sich rnit der Wirkung des Cyclose- 
r i n P ) .  Verschiedene Antivitamine des Pyridoxalphosphats wur- 
den in ihrer Wirkung auf Saccharomyces carlsbergensis") und auf 
andere Mikroorganismen verp1ichen7O). 

VI. Wachstumsteste mit synthetischen 
Model Isubstanzen 

Wie eingangs erwahnt, konnen synthetische Substanzen 
im Wachstumstest an Mutanten zur Aufklarung einer Syn- 
thesekette herangezogen werden, wenn Anhaltspunkte fur 
die chemische Konstitution des naturlichen Zwischenpro- 
duktes gegeben sind. Beispielsweise fand Davis'l) an poly- 
auxotrophen Mutanten der Aromaten-Biosynthese, die nu r  
bei gleichzeitiger Gabe von Phenylalanin, Tyrosin, Trypto- 
phan, p-Aminobenzoesaure und p-Hydroxybenzoesaure 
wachsen, unter 55 getesteten Modellsubstanzen eine einzige, 
die im Wachstumstest das Gemisch der erwahnten Ver- 
bindungen ersetzen konnte, namlich die Shikimisaure ( I ) .  

Diese Saure wurde zwei Jahrc spater ta t -  
I sachlich als Akkumulat in den Kultur- 

/\ medien von Enterobacteriaceae- und Ba- 
I 1  cillus subtilis-Mutanten nachgewiesen72). 

HO''("' OH Sie stellt eine wichtige Schlusselsubstanz 
in der Aufkllrung der Aromaten-Bio- 

synthese dar. Auch bei Neurospora crassa ist sie Vorstufe 
der aromatischen Aminosauren'3). Kiirzlich gelang ihre 
Isolierung aus dem Medium einer Saccharornyces cerevisiae- 
Mutante 74). 

COOH 

' OH 

VII. Verwendung isotopen-markierter 
Modellsu bstanzen 

Die Methoden zur  Untersuchung biochemischer Syn- 
theseketten lassen sich vorteilhaft durch die Verwendung 
radioaktiv markierter Verbindungen erganzen. In vielen 
Fallen wurde der erste Anhaltspunkt fur die Vorstellung 
von den Umwandlungen in einer Synthesekette auf diese 
Weise gewonnen. 

e2) A. Wacker, H .  Kofm u. M .  Eberf, 2. Naturforsch. 13b, 147 [1958]. 
ss) A. Wacker, A. Trebst, D .  Jacherts u. F .  Weygand, Z .  Naturforsch. 

9 b ,  616 [1954]. 
8') A, Wacker,A. Trebsfu. H. Simon,Z. Naturforsch. 726,315[1957]. 
O K )  R.  M .  Blair u. H .  V .  Aposhian, Biochim. biophysica Acta 30, 

214 [1958]. 
6 6 )  T .  D.  Broek u. M .  L. Brock, ebenda 33, 274 [1959]. 

J. Ciak u. F .  E .  Hahn, J. Bacterioi. 7 5 ,  125 [1958]. 
en) J .  Ciak u. F .  E .  Hahn, Antibiotics Chemotherapy 9 ,  47 [1959]. 

T .  Sakuragi u. F. A. Kurnmerow, Arch. Biochem. Biophysics 82. 
89 [1959]. 

"9 J .  C. Rabinowitz u. E .  E .  Snelf,  ebenda 43, 408 [1953]. 
'I) B. D .  Davis, J. bioi. Chemistry 197, 315 119511. 
'9 B. D. Davis u. E.  S .  Mingioli, J. Bacterioi. 66, 129 [1953]. 
'9 E.  L .  Talum, S .  R.  Gross, G. Ehrensvdrd u. L .  Garnjobst, Proc. 

'') F .  Lingens u. H .  Helfrnann, Z. Naturforsch. 73b, 462 119581. 
nat. Acad. Sci. USA 4 0 ,  271 [1954]. 

Die Synthese isotopenhaltiger Verbindungen wurde von 
Weygand und S i r n ~ n ~ ~ ' ~ ~ )  ausfiihrlich beschrieben. uber  
die Anwendung von Isotopen in der Biochemie unterrich- 
ten neuere Zusammenfassungen von B r ~ d a ? ~ )  und Aro- 
nofi78). 

Bei der Tryptophan-Biosynthese wurde beispielsweise 
mit Hilfe von Carboxyl-l4C-markierter Anthranilsaure an 
N. crassa g e ~ e i g t ~ ~ ) ,  daS der markierte Kohlenstoff als 
Kohlendioxyd abgespalten wird. Versuche rnit 15N-mar- 
kierter Anthranilsaure fiihrten zum Nachweis der Beteili- 
gung des Stickstoffs der Anthranilsaure an der Bildung des 
I ndolringesso). 

- 1 . 1 )  3; ,/,/EOOH 

\ b N H ,  
I I1 

I 
H 

Mit Ribose und Glucose, die an den C-Atomen 1 und 2 
markiert waren, konnte Yanofskysl)  zeigen, daR die beiden 
ersten C-Atome der Zucker die C-Atome 2 und 3 des Indol- 
ringes bilden. 

VIII. Gewinnung von Rohextrakten 
und reinen Enzymen 

Die Frage, ob ein Akkumulat als echtes Zwischenpro- 
dukt einer Synthesekette anzusprechen ist, kann haufig 
durch Versuche rnit einem Extrakt, noch besser rnit einem 
reinen Enzym entschieden werden. Das echte Zwischen- 
produkt ist dadurch ausgezeichnet, daO es sich durch ein 
einziges Enzym in das unmittelbar tolgende Produkt um- 
wandeln lal3t. Eine synthetische Modellsubstanz kann eben- 
falls in einen Enzymversuch eingesetzt werden. Aber auch 
hier ist eine kritische Beurteilung des Ergebnisses am 
Platze, denn die eingesetzte Verbindung kann im Enzym- 
gemisch erst in das echte Zwischenprodukt umgewandelt 
werden und so eine Wirkung vortauschen. Als Vorprodukt 
der Aromaten-Biosynthese ist beispielsweise Sedoheptu- 
lose-1.7-diphosphat postuliert wordens*). Spatere Unter- 
suchungen haben gezeigt, daB durch Kondensation von D- 
Erythrose - 4 - phosphat und Phosphoenol - brenztrauben- 
saure zunachst 2-Keto-3-desoxy-~-araboheptonsaure-7- 
phosphorsaure gebildet wird, die durch anschliel3ende Cycli- 
sierung als Zwischenprodukt der Aromaten-Biosynthese 5- 
Dehydrochinasaure ergibts3vs4). 

COOH 
I COOH 
C-0-PO,H I HO COOH 

I 1  
CHZ 

CHO HO-C-H 0 
1 

HO-C ~- - 

I .>\ 
C H z  I + . I  1 I i- --+ 

0 'y OH 
H-C-OH H-C-OH 1 O H  

H-c-OH H-L- 
I 

CH,OPO,H, C H PO, H 

75) F .  Weygand u. H .  Simon in Houben-Weyf: Methoden der organi- 
schen Chemie (herausgeg. v. Eugen Miiller). Georg Thieme, Stutt- 
gart 1955, Bd. 4/2, S. 539. 

78) F. Weygand, Angew. Chem. 67, 285 [1949]. 
77) E.  Broda: Radioaktive Isotope in der Biochemie. Deuticke, Wien 

1958. 
78) S .  Aronofl: Techniques of Radiobiochemistry. Iowa State College 

Press, Ames, Iowa, 1957. 
7n) J .  F .  Nyc ,  H .  K .  Mitchell, E .  Leifer u. W .  H .  Langham. J.  bioi. 

Chemistry 179, 783 [1949]. 
C.  W .  H .  Partridge, D .  M .  Bonner u. C .  Yanofsky, J.  biol. Chem- 
istry 794, 269 [1954]. 

E.  B. Kalan, B. D .  Davis, P .  R .  Srinivasan u. D.  B. Sprinson, J. 
bioi. Chemistry 223, 907 [1956]; 223, 913 [1956]; E.  B .  Kalan u. 
P .  R .  Srinivasan in W .  D .  McElroy u. B.  Glass: Amino Acid Meta- 
bolism. Johns Hopkins Press, Baltimore 1955, S. 826. 
P .  R.  Srinivasan, M .  Katagiri u. D.  B .  Sprinson, J. biol. Chem- 
istry 234, 713 [19591. 

84) P .  R .  Srinivasan u. D.  B .  Sprinson, ebenda 234, 716 119591. 

81) C.  Yanofsky, ebenda 277, 345 [1955]. 
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Im allgemeinen Kohlenhydrat-Stoffwechsel kann Sedo- 
heptulose - 1.7-diphosphat D - Erythrose - 4 -  phosphat und 
Phosphoenol-brenztraubensaure liefern. 

Die bekannten Methoden der Enzymchemie85**6) sind 
auch auf Mikroorganismen anwendbar. Zur Gewinnung 
zellfreier Extrakte aus Mikroorganismen sind mehrere 
Verfahren entwickelt worden, die darauf abzielen, in mog- 
lichst groRer Ausbeute auch labile Enzyme in Freiheit zu 
setzen. Jedoch fiihrt nicht jede Methode bei allen Mikro- 
organismen zum Ziele. Einen Uberblick iiber die chemi- 
schen und physikalischen Methoden zur Lyse gibt Pe- 
thicae7). Zellfreie Extrakte von Bakterien werden vielfach 
durch Zerreiben mit Aluminiumpulver gewonnen88-90). 
Aus Neurospora crassa 1aBt sich bequem durch Einfrieren 
und ZerstoBen des sproden Mycels unter Zusatz von Koh- 
lensaureschnee ein Pulver gewinnen, dessen Enzyme durch 
Puffer extrahierbar sindgl). Bolleg2) verglich die Wirksam- 
keit verschiedener oberflachenaktiver Stoffe zur Lyse von 
E .  coli. Unter den oberflachenaktiven Stoffen hat sich nach 
Untersuchungen an E .  coli und S .  typhimurium besonders 
Saptenol (Firma Henkel, Diisseldorf) bewahrt 20). Die 
Schall-Lyse von Bakterien untersuchte Rotrnang3); sie 
tritt  bei niedrigem p,-Wert und bei geringer Ionenstarke 
nicht ein. Nach der Schallbehandlung kann die Lyse durch 
neutrale Puffer hervorgerufen werden. In jungster Zeit 
wurden Vibrations-Homogenisatoren fur den AufschluB 
von Mikroorganismen cntwickelt 94.  95). Das Gerat nach 
Zillig und Holzel homogenisiert die Mikroorganismen unter 
Kiihlung durch Vibration mit Glasperlen (0 0,l mm fur 
Bakterien und 0,5 mm fur Hefen) bei etwa 50 Hz. 

IX. Mikrobialanalyse 
Zur ,,Mikrobialana!yse" werden als Testorganismen 

Wildformen von Bakterien, Hefen, Pilzen oder Protozoen, 
die u.a. auf die Zufuhr des zu testenden Stoffes angewiesen 
sind, herangezogen. Ein im allgemeinen vollsynthetisches 
Medium ermoglicht den1 Testorganismus optimales Wachs- 
tum. LhBt man den zu bestimmenden Bestandteil aus dem 
Medium weg, so t r i t t  keine Vermehrung ein. Setzt man die- 
sen Stoff in suboptimalen Mengen zu, so beobachtet man 
ein der zugesetzten Menge proportionales Wachstum. Das 
Wachstum last  sich nephelometrisch, aus dem Mycelge- 
wicht oder aus der Keimungsrate der Conidienge) quanti- 
tativ bestimmen. Bei Lactobacillen kann auch die Titration 
der gebildeten Milchsaure zur Messung dcs Wachstums 
verwendet wcrden. Eine MeRreihe mit bekannten Dosen 
liefert eine Eichkurve, die zu jeder MeRreihe erneuert wer- 
den muR. Das beschriebene Verfahren ist zu einer Stan- 
dardmethode entwickelt worden, die es gestattet, Vitamine 
und Aminosauren in kleinsten Mengen quantitativ zu er- 
fassen, mit deren Hilfe aber auch z.B. Metallionen, wie 
Eisen, Kupfer, Mangan und Molybdan 97), bestimmt wer- 
den kijnnen 08-1n5). 

0. Hoffmann-Ostenhof: Enzymoiogie. Springer, Wien 1954. 
S. P. Colowick u. N .  0. Kaplan: Methods in Enzymology. Aca- 
demic Press, New York 1955-1958, Bd. I-1V. 

87) B. A .  Pethica, J. gen. Microbioi. 78, 473 [1958]. 
as) H.  McIlwain ,  ebenda 2 ,  288 [1948]. 
as) L. A. Manson u. J .  0. Lompen, J. biol. Chemistry 793.539 [19511. 
$9 D .  J .  D.  Nicholas u. A. Nason, J. Bacteriol. 69, 580 [1955]. 

B.  N .  Ames, J. bioi. Chemistry 228, 131 [1957]. 
02) A .  Bolle, Pharm. Acta Heivetica 32, 1 [1957]. 
oa) B.  Rotman, J. Bacterioi. 72, 827 [1956]. 
01) W .  Zillig u. H .  Hlilzel, Hoppe Seyiers Z .  physiol. Chem. 372, 140 

[ 19581. 
e6) M .  Merkenschlager, K .  Schlossrnann u. W. Kurz ,  Biochem. Z .  

329, 332 [1957]. 
F. J .  Ryan, Fed. Proc. 3, 366 [1946]. 

D.  Miicke: Einfiihrung in mikrobiologische Bestimmungsver- 
fahren (Quantitative Bestimmung von Aminosauren und Vit- 
aminen des B-Kompiexes). Thieme, Leipzig 1955. 

O') D. J .  D. Nicholas, Analyst 77,  629 [1952]. 

Wacker hat im ,,Vitamin T" auf diese Wcise ein Gernisch 
bekannter Vitamine festgestellt lo6). Die Futtersafte der 
Bienenkonigin (,,Gelee royale") und der Arbeiterinnen 
wurden quantitativ in ihrem Vitamingehalt verglichen 9. 

Die zur Testung verwendeten Mikroorganismen konnen 
als biochemische ,,Dauer-Mangelmutanten" bezeichnet 
werden. Echte Mutanten sind dadurch ausgezeichnet, daO 
bei ihnen eine Reversion zur Ausgangswildform moglich ist. 
Diese Reversion ist ein seltenes, aber statistisch festgeleg- 
tes Ereignis. Bei den hier beschfiebenen, auf die Zufuhr 
von Aminosauren und Vitaminen u. a. angewiesenen Dauer- 
formen ist keine Reversion zu einer unabhangigen Wild- 
form bekannt. Sie sind vielfach zu einer Teilsynthese der 
fur sie notwendigen Verbindungen beflhigt. Daher konnen 
sie zur Testung mutmaBlicher Vorprodukte von z. B. Vit- 
aminen oder Aminosauren herangezogen werden. Als Test- 
substanzen lassen sich synthetische Modellsubstanzen oder 
Akkumulate anderer Mutanten verwenden. Im komplexen 
Medium von Lactobacillus arabinosus kann z. B. Trypto- 
phan durch Indol1°8) oder A n t h r a n i l s a ~ r e ~ ~ ~ )  ersetzt wer- 
den. Mit Hilfe von L. arabinosus und anderen tryptophan- 
abhangigen Organismen wurde die Frage gepriift, ob ein 
Tryptophan-Biosyntheseweg unter Erhaltung der im In- 
doly! -3-glycerin - 1 - phosphorsaureester vorgebildeten C,- 
Seitenkette moglich ist. Tryptophanol-phosphorsaureester, 
Tryptophano! und Tryptophanal konnten Tryptophan bei 
L. arabinosus und Streptococcus faecalis nicht ersetzen llo). 

H H 

i]--lI-CH2-CH-CHzOP0,H, )\-- - CH2-CH-CH20H 
41 /I II + 

\/"/ NH2 

I 
H 

I 
H 

H 
I 

H 

Demnach scheidet hier der in Analogie zur Histidinsyn- 
theselet l9) postulierte Biosyntheseweg aus. 

X. Kombination der Methoden 
Aus dem vorhergehenden ist ersichtlich, daO im allge- 

meinen keine der angegebenen Methoden allein zur Auf- 
klarung einer Biosynthesekette ausreicht. Daher werden 
die verschiedenen Verfahren miteinander kombiniert. Ein 
erster Anhaltspunkt kann z. B. durch die Konstitutions- 
aufklarung e k e s  Akkumulates gewonnen werden. Die radio- 
aktiv markierte Synthese eines Vorproduktes IaBt im 
Enzymversuch erkennen, auf welchem Wege die Umwand- 
lung vor sich geht. Ein mutmaBliches Folgeprodukt kann 
synthetisiert und an Mangelmutanten verfiittert werden. 
Die Glieder der Synthesekette lassen sich schliealich durch 

90) 0. Wiss, Chimia 4, 127 [19501. 
loo) 0. W i s s ,  Mitt. Gebiete Lebensmitteiunters. 41, 245 [1950]. 
lo1) E .  E. Snell, Advances Protein Chem. 2, 85 [1945]. 
lo*) E. E. Snell, Physiol. Rev. 28, 255 (19481. 
1 0 9  S. H .  Hutner, A. Cury u. H .  Baker, Analytic. Chem. 30.849 [1958]. 
lo4) H. W. Loy u. W .  W .  Wright, ebenda 37,971 [1959]. 
lo5) R. K .  Finn,  ebenda 31, 975 [1959]. 
lo*)  A .  Wacker, H .  Dellweg u. E.  Rowold, Kiin. Wschr. 29,780 [1951]. 
lo7) F .  Lingens u. H.  Rembold. Hoppe Seyiers Z .  physioi. Chem. 374, 

141 [I9591 
l o e )  B. S .  Sehweigert, H .  E. Sauberlich. C .  A. Baumann u. C .  El- 

vehjem, Arch. Biochem. 70, l [1946]. 
E. E.  Snell, Arch. Biochem. 2, 389 [19431. 
F .  Lingens, H .  J .  Burkhardt u. H .  Hellmann, Z .  Naturforsch. 
73b. 644 [1958]. 
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Rohextrakte und durch die reinen Enzyme ineinander 
iiberfiihren. Ein schones Beispiel fur  die Kombination der 
Methoden bieten die ausgezeichneten Untersuchungen zur 
Aufklarung der Aromaten-Biosynthese von Davis und Mit- 
arbeitern 

XI. Ausblick 
Die chemische Mikrobiologie ist ein junger Zweig inner- 

halb der biochemischen Forschung. Sie erhielt ihre wesent- 
lichen I mpulse durch die Einfiihrung des Brotschimmel- 
pilzes Neurospora crassa als Objekt der biochemischen Ge- 
netik und neuerdings durch die Entwicklung der Bakterien- 
genetik. Aus der Zusammenarbeit zwischen Biochemie und 
Cienetik kann fur die Zukunft die Losung des Problems, 
.~ .- 

B. D. Davis (S. 797), C. Gilvarg (S. 812), D.B. Sprinson (S. 817), 
E.B.Kalan u. P.R. Srinivasan (S. 826) in W. D. McElroy undB. 
Glass: Amino Acid Metabolism. Johns Hopkins Press, Baltimore 
1955. 

auf welchem Wege das genetische Material die Auspragung 
der Merkmale bei den Lebewesen bewirkt, erwartet werden. 

Die bisher gewonnenen Erkenntnisse iiber Biosynthesen 
bei v e r s c h i e d e n e n  Mikroorganismen lassen die Moglich- 
keit einer biogenetischen Zuordnung der Mikroorganismen 
erwarten. So ahnelt das Enzymsystem von Neurosporu 
crassa mehr dem der Saugetiere als dem anderer Mikro- 
organismen l12). Z. B. synthetisiert Neurospora crussa Nico- 
tinsaure aus der Aminosaure Tryptophan in gleicher Weise 
wie das S.augetier. E. cofi  und B. subtilis bilden Nicotin- 
saure aber mit Sicherheit nicht aus  Tryptophan"3). Er- 
kenntnisse bei Enterobacteriaceen diirfen also nicht ohne 
weiteres auf andere Bakterien oder Mikroorganismen iiber- 
tragen werden. Eingegangen am 22. Oktober 1959 [A 961 

112) W. D. McElroy u. R .  Glass: Amino Acid Metabolism., Johns  
Hopkins Press, Baltimore, 1955. 

Ila) C. Yanofsky, J. Bacteriol. 68, 577 [1954]. 
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Zuschriften 

Gaschromatographie silylierter Aminorauren 
Von Or. K. R O H L M A N N  und W. G I E S E C K E l )  

Institut fur Verfahrenstechnik der otganischen Chemie, Leipzig 
und Institul fur  Organische Chemie der Universilal Halle 

Die gaschromatographische Trennung von Aminosaure-Deriva- 
ten gelang erstmalig E. Bayer2). Die von uns durch Einwirkung 
von Trimethylchlorsilan auf die Salze von Aminosauren*) oder von 
N-Trimethylsilyl-dialkylaminen auf freie AminosPuren4) gewonne- 
nen N-Trimethylsilyl-aminosaure-trimethylsilylester wurden nun 
ebcnfalls gasehromatographisch getrennt. Bedingungen: 280 cm 
lange Saule; Fiillung: 30 % Silikonoll2500 auf Sterchamol; 165 "C. 

Es wurden je 0,001 ml silylier- 
tes  DL-Alanin, Glycin, D L -  
Leucin und oL-Isoleuein und 
j e  0,002 ml silyliertes D L -  

Valin, ~ ~ - G l u t a m i n s L u r e  und 
D L -  Phenylalanin, insgesamt 
also 0,Ol ml eingespritzt. Die 
quantitative Auswertung des 
Chromatogramms (Abb. 1) 
durch Auswiegen der Kurven- 
abschnitte ergab einen mittlc- 

\ l ~ l ~ l 1 ~  ren Fehler i o n  nur 0,5 %. '* '' ;r4 '' 3'' Daraus kann man schlicRen, 
daO sich die Warmeleitfahie- 

L ' 
t fmin 1- 

keiten der silylierten Aminosauren nur sehr wenig unterschei- 
den. Da wir samtliche uns zuganglichen Aminosauren naheau 
quantitativ silylieren konnten, erscheint die nene Methode von 
besonderer Bedeutung fur die Schnellanalyse von EiweiRhydroly- 

[Z 211 
saten. 

I)  5. Mitt. uber  die Si-N-Bindung; 4. Mitt. :  K. Riihlrnann u. G. Mi- 
chael, Z. Naturforsch., irn Druck. - *) E. Buyer, K.-H. Reuther u .  
F. Born, Angew. Chem. 69, 640 [1957]; E. Bayer: Gaschromatogra- 
phie. Springer-Verlag. Berlin-Gottingen-Heidelberg 1959, S. 82. - 
9, K. Riihlmann, J. prakt. Chem. (4) 9, 86 [1959]. - ') L. Birkofer u .  
A. Riffer, Chem. Ber. 93. 424 [1960]; K. Riihlmann, J. prakt.  Chem. 
(4) 9, 315 [1959]. ' 

Eingegangen am 28. November 1960 
.- 

Abspaltung primarer Arylamine aus SulfonsIuren 
in wiioriger Lasung 
Von Prof. Dr. P. F E I G L  

Labosaforio da P r o d q z  Mineral, Miniderio de Agricullura, 
Rio de Janeiro (Brasilien) 

Aus aromatischen Sulfonsauren la9 t  sich rnit Raney-Nickel in  
alkalischer Losung der aromatische Rest reduktiv abspalten. Er -  
wiirmt man z. R. eine alkalische Losung von Sulfanilsaure rnit 
Raney-Nickel'), so wird Anilin reduktiv abgespalten und kann 
in  der Gasphase mit geeigneten Reagenspapieren nachgewiesen 
werden. In  dor Losung lassen sich weder S2- noch SO,*- nachwei- 
sen; es entsteht Nickelsulfld, denn beim L6aen des Raney-Nickels 
in verd. Mineralsauren bildet sich Schwefelwasserstoff. E s  ist an-  
zunehmen, da9 an der reduktiven Aufspaltung das im Raney- 
Nickel enthaltene Nickelhydrid beteiligt ist.: 

C,H,(NH,)SO,Na + 6 Ni,H + C,H,NH, + NiS + 11 Ni + NaOH + 2 H,O 

Mit  metallischem Zink oder Deuarda-Legicrung, die wie Raney- 
Nickel rnit warmer Alkalilauge Wasserstoff entwickeln, wird kein 
Anilin abgespalten. Analog wie Sulfanilsaure reagieren Metanil- 
saure, 1- und 2-Naphthylaminsulfonsauren, Naphthylamindi- und 
trisulfonsauren sowie Aryl-nitrosulfonsauren, dcren NO,-Gruppcn 
zu NH, reduziert werden. Ferner lassen sich Derivate der Sulfanil- 
saure, wie Sulfanilamid und aromatische Sulfone, sowie Anilin - 
selenonsaure, Anilin-arsinsaure und Anilin-stibinsaure rnit Raney- 
Nickel reduktiv zu Anilin spalten. 

Diese Reaktionen errnaglichen tiipfelanalytische Nachweise aro- 
matischer Sulfonsauren und ihrer Derivate und deren Unterschei- 
dung von analogen aliphatischen Verbindungen sowie den Nach- 
weis von minimalen Mengen Raney-Nickel. 

[Z 271 Eingegangen am 6. Dezember 1960 
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I) Hersteller: Murex Ltd., England. 

lsolierung vielkerniger oromatischer 
Kohlenwasserstoffe ous Oxydationsprodukten 

der Steinkohle 
Von Prof. Dr. F.  M I  C H E E I, 

und Dip1.-Chem. J. €3 E R N S M A  N N*) 

Organiseh-chemisches Inslilut der Universitiil Miinsler/ Westf. 

Wird Steinkohle') rnit Luft  (150-200 "C)  und anschlie5end 
rnit konz. Salpctersaure (160 "C) ~ x y d i e r t ~ . ~ ) ,  so wird ein Gemiseh 
von Polycarbonsauren gewonnen. Die nach Abtrennung der Ben- 
zolcarbonsaurcns) durch Extrahieren rnit Essigester verbleiben- 
den hoherkernigen Polycarbonsauren werden der Decarboxylie- 
rung ihrer Kupfer(2)-salze entweder im Autoklaven') (280 "C) 
oder besser durch Erhitzen in  Polyiithylenglykol-monomethyl- 
ather 'auf 200-250 "C unterworfen. Diese Produkte geben bei der 
Zinkstaub-Destillation und anschlie5enden Saulenchromatogra- 
phie des Destillates a n  Aluminiumoxyd und an partiell acetylier- 
tem Cellulosepulver folgende aromatische Kohlenwasserstoffe: 
Fluorens), Phenanthren, A n t h r a ~ e n ~ ) ,  Fluoranthen, Pyren, 1.2- 
Benzanthracen, 3.4-Benzfluoranthen, l.a-Benzpyren, 3.4-Benz- 
pyren und 10.11-Benzfluoranthen. Weitere, im UV-Licht stark 
fluoreszierende Stoffe wurden bisher nicht identillziert. 

Die gegeniiber der Verkokung sehr milden Methoden der Ge- 
winnung der genannten Kohlenwasserstoffe lassen Ruckschlusse 
auf die Konstitution der Steinkohle zu. Analog nativer Steinkohle 
verhalt sich die vor der Oxydation zur Entfernung von Bitumen 
rnit Bonzol unter Druck extrahierte Steinkohle. Bisher waren 
als mehrkernige Aromaten aus den Oxydationsprodukten der 
Steinkohle lediglich Naphthalin, Phenanthren und Fluorenon be- 
kannts-s). 

[Z 291 Eingegangen a m  14. Dezember 1960 

*) Wir danken der Bergbau-Forschung G.m.b.H., Essen, fur die Be- 
reitstellung von Mitteln fur  die Arbeiten. - I) Zeche Zweckel, Floz 
Hagen. - *) B. Jiiffner,  DRP. 743225. - s, Dissertation K.  G. Beck, 
Univers. Miinster/Westf. 1953 (Gropkinsky). - 4, Vgl. F. Fischer, 
Ges. Abhandl. z. Kenntnis der Kohle 6, 79 [1921]. - 5 ,  Dissertation 
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