
Ausblick 

der potentiometrischen Titrationskurven von Polysauren Gleichgewichtsmessungen haben gezeigt, daD die iso- 
die Beriicksichtigung der ersten und vielleicht auch der taktische Saure Kupfer(I1)-Ionen bedeutend fester bin- 
zweiten Nachbargruppenwechselwirkung notig ist. Da- det als die ataktische Form. DaR diese Unterschiede im 
her ist es sehr interessant, das Verhalten von Polysauren Ioilenbindungsvermogen (Protonen und Kupfer(1J)- 
zu untersuchen, die sich nur hinsichtlich ihrer Stereospe- Ionen) auch bei hohen Szlzkonzentrationen fortbe- 
zifitat unterscheiden. Wahrend zwischen stereoregulaicr stehen, beweist eindeutig die Bedeutung der Nachbar- 
und ataktischer Polyacrylsaure keine Unterschiede gefun- gruppenwechselwirkung. 
den werden konnten [24], stellte Loebl irn Falle der Poly- 
methacrylsauren deutliche Unterschiede fest. Die isotak- 
tische Saure ist eine schwachere Saureals die ataktische; 
die gemessenen Sauredissoziationskonstanten unter- 
scheiden sich um etwa 0,3 pK-Einheiten, und zwar unab- 
hangig vom Neutralisationsgrad und praktisch auch von 
der Gegenwart von Fremdsalzen. Die Dissoziationsen- 
thalpie der isotaktischen Saure betragt bei jedem Neu- 
tralisationsgrad ungefahr null, wahrend die der atakti- 
schen Saure negativ ist und mit steigendem Neutrali- 
sationsgrad sinkt : 

A H D ~ ~ ~  = -0.7 kcal 

d(AHDiss) 

M~~  mu^ aus diesen Ergebnissen den SchluD ziehen, 
daR die Mikrotaktizitat der Polymerketten einen grund- 
legenden und zugleich neuartigen Aspkt fiir die poly- 
merchemie darste]lt, der zur Interpretation gewisser 
Reaktionen und physikalischer Eigenschaften polyme- 
rer Verbindungen heranzuziehen ist. Andererseits bietet 
die Synthese von Polymeren, die sich in ihrer Taktizitat 
unterscheiden, eine Reihe-neuer Moglichkeiten fur die 

da = -0,3 kcal/NeutralisaIionsgrad organische Chemie und fur ihre Anwendungsgebiete. 

[24] M .  L .  Miller, M .  C.  Botty u. C. .?. Ranhut, J .  Co!loid Sci. I5, 
83 (1960). 
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Zahlreiche Bakterien enthalten Einschlupkorper von Poly-P-hydroxybuttersaure. Die Bio- 
synthese aus organischen Substraten einerseits und aus Kohlendioxyd und Wasserstof 
andererseits werden er8rtert. Es wird dargelegt, unter welchen Bedingungen diese Speicher- 
substanz angehaufr, abgebaut und wieder verwertet wird. 

I. Einleitung 

Die Fahigkeit Reservestoffe zu speichern ist unter den 
Organismen weit verbreitet. Indessen wurden nur fur 
wenige Bakterien Speicherstoffe mit Sicherheit nachge- 
wiesen, ihrer Natur nach erkannt und hinsichtlich der 
Wege und der Dynamik ihres Auf- und Abbaues unter- 
sucht. Wie Tiere, hohere Pflanzen und Pilze vermogen 
auch Bakterien Polysaccharide und Neutralfette intra- 
cellular anzusammeln. Damit werden reduzierte Koh- 
lenstoffverbindungen zur Vorratshaltung zeitweise aus 
dem Stoffwechselgetriebe der Zelle herausgezogen und 
in reaktionstrager, osmotisch inerter Form festgelegt. 
Bei Bakterien ist neben den genannten als dritter ty- 
pischer Reservestoff Poly-P-hydroxybuttersaure ver- 
breitet. Da sie bei der Fraktionierung der Zellbestand- 
teile nach den ublichen analytischen Verfahren nicht er- 
faBt und mit den Fetten bestimmt wird, hat sie erst seit 
kurzem Beachtung gefunden, obwohl sie bereits vor 35 
Jahren entdeckt wurde. 

M .  Lemoigne [I] stellte 1923 fest, da8 beim Stehen von Ba- 
cillus megaterium in destilliertem Wasser unter anaeroben 
Bedingungen eine Ansauerung eintritt; sie geht im wesentli- 
chen auf die Freisetzung von p-Hydroxybuttersaure zuruck 
[2]. Als Quelle dieser autolytisch entstandenen SIure ist eine 
chloroform-losliche amorphe Substanz erkannt worden, die 
schliefllich als Poly-9-hydroxy-butterslure (C4H602)" identifi- 
ziert wurde [3,4]. Trotz weiterer Arbeiten aus derselben Ar- 
beitsgruppe [5-91 blieb diese Kenntnis lange auf einen klei- 
nen Kreis beschrankt. 

[ I ]  M .  Lemoigne, C .  R. hebd. Stances Acad. Sci. 176,1761 (1923). 
[2] M .  Lemoigne, C. R.  hebd. Seances Acad. Sci. 180, 1539 
(1925); M. Lemoigne, Ann. Inst. Pasteur 39, 144 (1925). 
[3] M .  Lemoigne, Bull. SOC. Chim. biol. 8, 770 (1926). 
[41 M .  Lemoigne, Ann. Inst. Pasteur 41, 148 (1927). 
[5] M .  Lemoigne u. N .  Roukhelnian, Annales Fermentat. 5,  527 
(1940). 
[6] M .  Lemoigne u. H .  Girard, C. R.  hebd. Seances Acad. Sci. 
2I7, 557 (1943). 
[7] M. Lemoigne, P. Delaporte u. M. Croson, Ann. Inst. Pasteur 
70, 224 (1944). 
[8] M .  Lemoigne, G.  Milhaud u. M .  Croson, Bull. SOC. Chim. 
biol. 31, 1587 (1949). 
[9] M. Lemoigne, N .  Grelet, M.  Croson u. M .  Le Treic. Bull. SOC. 
Chim. biol. 27, 90 (1945). 
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11. Eigenschaften, Nachweis- und 
Bestimmungsmethoden 

Aus Mikroorganismen gewonnene Poly-p-hydroxy- 
buttersaure ist der Polyester der D(-)-p-Hydroxybutter- 
saure. 

Das Molekulargewicht eines Praparates aus Bacillus 
rnegaterium wurde durch potentiometrische Titration 
der freien Sauregruppen in einer waRrigen Dioxan- 
Losung bei 70°C zu 500 bis loo00 ermittelt; es ent- 
spricht einer Kette von 6 bis 110 Monomeren [lo]. Ob 
es sich bei den erfaRten Kettenlangen um Spaltprodukte 
handelt und das native Polymere eine einheitliche Ket- 
tenlange hat, ist nicht nachgepruft worden. Das Mole- 
kulargewicht aus Bacillus cereus AC isolierter Poly-?- 
hydroxybuttersaure wurde durch isotherme Destilla- 
tion in Chloroform zu 5000 bestimmt [I 1 1 .  
Poly-P-hydroxybuttersaure ist unloslich in Paraffinkoh- 
lenwasserstoffen, Ather, Aceton, niederen Alkoholen, 
Tetrachlorkohlenstoff, Wasser und alkalischer Hypo- 
chlorit-Losung ; loslich hingegen in Eisessig, in Alko- 
holen mit mehr als 3 C-Atomen, in Chloroform, Di- 
chlormethan, Pyridin und w2Rrigem Phenol. Enthal- 
ten diese Losungsmittel mehr als 1 % Poly-p-hydroxy- 
buttersaure, so tritt gel-artige Verfestigung ein. Nach 
dem Verdunsten der Losungsmittel bleibt eine halb- 
durchsichtige Membran von der Konsistenz eines Pla- 
stikfilms und einem spez. Gewicht von 1,23 bis 1,25 
zuruck [ I l l .  Aus Chloroform wird die Saure bei 0 °C  
durch Zusatz von 1,2 Vol. Ather vollstandig gefallt [12]. 
Ein einfaches Verfahren zur Gewinnung von Poly-g-hydroxy- 
buttersaure beruht auf der Beobachtung von A. Meyer [13], 
daB vegetative Zellen von Bacillus-Arten durch Kaliumhy- 
pochlorit-Losung bis auf die ,,Fett"-Einschltisse fast vollig auf- 
gelost werden. Bei allen Poly-P-hydroxybuttersiure speichern- 
den Organismen erhalt man mit dieser zuerst von Williamsorr 
und Wilkirison [l I ]  angewendeten Methode eine tiberwiegend 
aus Poly-3-hydroxybuttersaure bestehende Fraktion, die leicht 
durch Umfallen aus Chloroform gereinigt werden kann. Un- 
ter entsprechenden Bedingungen llBt sich Poly-3-hydroxy- 
butterslure nach dem Auflosen der Zellen in KOCI-Losung 
auch turbidimetrisch quantitativ bestimmen. Quantitative 
Extraktion gefriergetrockneter Zellen erreicht man am besten 
mit Chloroform. Sind die so erhaltenen Mengen zur gravime- 
trischen Analyse zu gering, kann man die im Chloroform- 
Riickstand enthaltene Poly-8-hydroxybuttersaure durch Er- 
hitzen mit konz. Schwefelsaure in Crotonsaure iiberfuhren; 
durch Extinktionsmessung der in Schwefelsaure gelasten Cro- 
tonsaure bei 235 m p  llBt sich auf die urspriingliche Menge 
Poly-P-hydroxybuttersaure schlieBen [14]. Durch Hydrolyse 

[lo] A. Kip& u. C. Piaud-Lenoel, C. R. hebd. Seances Acad. 
Sci. 234, 756 (1952). 
[ I l l  D.  H. Williamson u. J .  F. Wilkinsori, J. gen. Microbiol. 19, 
198 (1958). 
[I21 H. G. Schlegel, G. Gottrchalk u. R. v. Bartha, Nature (Lon- 
don) 191, 463 (1961). 
[13] A. Meyer, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektions- 
krankh. I. Abt. 29, 809 (1901); A. Meyer: Die Zelle der Bakte- 
rim, Fischer-Verl., Jena 1912. 
[I41 J.  H. Law u. R. A. Slepecky, Analytic. Chem. 32, 1697 
(1960); J. Bacteriol. 82, 33 (1961). 

von Poly-9-hydroxybuttersaure gewonnene Hydroxybutter- 
saure kann mit Chromschwefelsaure zu Aceton oxydiert und 
nach Mikrodiffusion in alkalischem Salicylaldehyd kolorime- 
trisch bestimmt werden [15]. An nicht wachsenden Zellen 
wurde die Speicherung von Poly-3-hydroxybuttersaure auch 
an der Trubungszunahme verfolgt [ I  21. Viele Bacillus-Arten 
sind auf ihre Flhigkeit, Poly-3-hydroxybutterslure anzu- 
haufen, durch Vorhandensein oder Nichtvorhandensein der 
Estercarbonyl-Bande (5,7 bis 5,8 p) im Infrarotspektrum der 
Zellen getestet worden [16-18]. 

In den bisher untersuchten Bakterien liegt Poly-p- 
hydroxybuttersaure in Form von Granula vor. Bei 
Chrornatiuni okenii konnen sich diese zu Konglomera- 
ten zusammenschliekn und Schollen von 3 p Durch- 
messer bilden (Abb. 1). Diese Plasmaeinschlusse werden 
durch Sudan 111 (rot) oder Sudanschwarz B (blau- 
schwarz) angefarbt [ 191. Dagegen zeigen isolierte Gra- 
nula entweder kein oder nur schwaches sudanophiles 

Abb. I .  Chromafium okenii mit EinschluBkorpern von Poly-P- 
hydroxybutterslure (im Bild hell erscheinend) und von Schwefel 
(schwarz erscheinend); Vergr. 1000-fach 

Verhalten. Aus Bacillus cereus isolierte Granula ent- 
hielten 89 % Poly-P-hydroxybuttersaure und 1 1  % ather- 
losliche Fette [l I ] ;  die aus Pseudornonas rnethanica 91 % 
Poly-(3-hydroxybuttersaure und 8 % Monopalmitin [20]. 

111. Verbreitung 

Fur die Systematik groDer Gruppen diirfte der Gehalt an 
Poly-9-hydroxybuttersaure kein Merkmal abgeben. So spei- 
chern einige Pseudomonaden Poly-P-hydroxybuttersaure (Ta- 
belle l), wahrend sich in anderen diese Speichersubstanz 
nicht nachweisen lieD [21,23]. Wenn die FLhigkeit, Poly-p- 
hydroxybuttersaure anzuhaufen, tiberhaupt von taxonomi- 
scher Bedeutung ist, dann vermag sie nur innerhalb einer 
Gattung zur Artabgrenzung zu dienen [7]. Unter den Ange- 
horigen der Gattungen Bacillus, Azotobacter, Rhizobium, 
Spirillum, Hydrogenomonas und in Purpurbakterien sowie in 

[IS]  C. Thin u. A. Robertson, Biochemic. J. 51, 218 (1952). 
[I61 A. C. Blackwood u. A. Epp, J. Bacteriol. 74, 266 (1957). 
[I71 W. C. Haynes, E. H. Melvin, J.  M. Locke, C. A. Glass u. 
F. R. Serrfi, Appl. Microbiol. 6, 298 (1958). 
[I81 K .  P. Norris u. J.  E. S. Greenstreet. J. gen. Microbiol. 19, 
566 (1958). 
(19) H. G. Schlegel, Arch. Mikrobiol. 42, 110 (1962). 
[20] R.  E. Kallio u. A. A.  Harrington, J.  Bacteriol. 80, 321 
(1960). 
[21] W. G. C. Forsyth, A. C. Hayward u. J. B. Roberfs, Nature 
(London) 182, 800 (1958). 
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den Knallchen zahlreicher Leguminosen scheint Poly-3- 
hydroxybuttersiiure weit verbreitet zu sein. 
Poly-P-hydroxybuttersaure wurde bisher nur in streng aero- 
philen Bakterien, nicht hingegen in Organismen rnit ausge- 
prigtern G2rungsstoffwechsel gefunden [24]. Eine so weit- 
gehende Verallgemeinerung darf man indessen bestenfalls auf 
die chemoorganotrophen Bakterien, nicht aber auf die Photo- 
synthese betreibenden Purpurbakterien ausdehnen. 

Organismus 

Azotobacter chroococcum 
Azotobacter chroococcum 
Azotobacter vinelandii 
Azotobacter agilis 
Bacillus megaterium 
Bacillus mycoides 
Bacillus cereus 
Bacillus anthracis 
Bacillus subtilis 
Bacillus cereus 
Chromobacterium violaceum 
Chromobacterium spec. 19 Stamme 
Chromatium okenii St. Ostrau 
Hydrogenomonas spec. Stamm H 1 
Hydrogenomonas spec. Stamm H 16 
Hydrogenomonas spec. Stamm H 20 
Knollchen von 
Mimosa pudica 
Pueraria spec. 
Canavalia maririma 
Vigna unguiculata 
Erythrina poeppigiana 
Trifolium pratense 
Trifolium incarnarum 
Micrococcus halodenitrificans 
Pseudomonos solanacearum 
Pseudomonas antimycetica 
Pseudomonas spec. 15 Stamme 
Pseudomonas methanica 
Pseudomonas pseudomallei 
Pseudomonas spec. 

Pseudomonas saccharophila 
Rhodobacillus 
Rhodospirillum rubrum 
Rhizobium spec. (Indigofera 4 Stamme) 
Rhizobium spec. (Pueraria) 
Spirillum serpens (mehrere Stamme) 

(Phenazinpigmentbildner) 

Gehalt 
( %) 

20 
80 
24 

25-30 

0,029 
10 -40 
37 
33 
20 

65 

6 

11,s 
7.3 
8. I 

31.4 
3 

30 
8 

31 
30 
48,4 

32 

2 

19 
57 
10-34,; 

5, I 

Fp I°Cl 

150-155 
178 

164 
167 
186- 188 
162- 166 
158 -162 
l67--  I72 

167 
172 
170 

172 
167 
168 

171,s 

168 

164 
164 

Tabelle 1 .  Vcrbreitung von Poly-3-hydroxybuttersaure 

IV. Funktion 

Uber die Biosynthese und den Abbau von Poly-?- 
hydroxybuttersaure sowie iiber ihre Rolle als Speicher- 
stoff ist noch sehr wenig bekannt. Die Annahme, daB 
gespeicherte Poly-P-hydroxybuttersaure ein bevorzugtes 
Substrat der endogenen Atmung und Proteinsynthese 
darstellt, hat sich fur Bacillus megaterium nicht be- 
statigen lassen [31]. 

[22] A .  C. Hayward, W. G.  C. Forsyth u. J .  B. Rober t s ,  1. gen. 
Microbiol. 20, 510 (1959). 
1231 M .  B. Morris u. J.  E. Roberts, Nature (London) 183, 1538 
(1959). 
[24] A .  C. Hayward, J.  gen. Microbiol. 21, 1 I (1959). 
[25] M .  Lemoigne, Helv. chim. Acta 29, 1303 (1946). 
[26] H .  G .  Schlegel, Flora, im Druck. 
(271 W. R.  Smithies, N .  E. Gibbons u. S.  T. Bayley, Can. J. 
Microbiol. I ,  605 (1955). 
[28] H. B. Levine u. H. Wolochow, I. Bacteriol. 79, 305 (1960). 
1291 M .  Doudoroff u. R .  Y. Sfanier, Nature (London) 183, 1440 
(1959). 
[30] H .  Gaffron, Biochem. Z .  260, 1 (1933); 275, 301 (1935). 
[31] C. E. Cliffon u. J. M.Sobek, J.Bacteriol.81,284;82,252( 1961). 

Bacillus megaterium baut nach Untersuchungen von 
Macrae und Wilkinson [32] Poly-P-hydroxybuttersaure 
in einem glucose-armen Nahrmedium wahrend der 
Oxydation von Brenztraubensaure, Hydroxybutter- 
saure und Glucose auf. Wahrend rnit Essigsaure als 
einzigem Substrat keine Synthese eintritt, wird durch 
kombinierte Verabreichung eines der drei genannten 
Substrate mit Essigsaure eine wesentliche Beschleuni- 
gung der Poly-3-hydroxybuttersaure-Synthese erzielt. 
Gewaschene Zellsuspensioncn dieses Organismus bauen 
gespeicherte Poly-P-hydroxybuttersaure unter aeroben 
Bedingungen rasch-und anaerob langsam unter Aus- 
scheidung geringer-Mengen von Hydroxybuttersaure, 
Acetessigsaure und Essigsaure ab; der uberwiegende 
Teil wird endoxydiert. Die Rate der endogenen At- 
mung der Zellen ist um so hoher und ihre Autolyserate 
um so niedriger je hoher der Gehalt der Zellen an Poly- 
P-hydroxybuttersaure ist. Ein Einbau des in Form von 
Poly-(3-hydroxybuttersaure gespeicherten Kohlenstoffs 
in Zellproteine ist nicht beobachtet worden, so daB man 
hier der Poly-$-hydroxybuttersaure nur die Funktion 
eines Energiespeichers zuschreiben kann. 

Eine besondere Rolle durfte Poly-P-hydroxybuttersaure 
bei sporenbildenden Poly-P-hydroxybuttersaure spei- 
chernden Bacillus-Stammen spielen. Wahrend der Spo- 
rulation wird der Speicherstoff aufgebraucht [33]. Das 
Verschwinden von Poly-P-hydroxybuttersaure geht 
dabei der Sporenbildung voran [34]. 

Das zu den schwefel-freien Purpurbakterien gehorende 
Rhodospirillum rubrum verfugt [29] iiber zwei Speicher- 
stoffe, ein stlrkeiihnliches Polysaccharid und Poly- 
P-hydroxybuttersaure. Die Reservestoffe werden be- 
sonders intensiv wahrend der Inkubation der Zellen 
mit einem Substrat im Licht in Abwesenheit einer Stick- 
stoff-Quelle angehauft. Welche von den beiden Speicher- 
substanzen sich anreichert, wird in erster Link von der 
Natur des Substrats bestimmt. Wahrend die Synthese 
mit Essigsaure, Buttersaure und Hydroxy-buttersaure 
vorwiegend in Richtung Poly-P-hydroxybuttersaurz 
geht, fordern Bernsteinsaure, Apfelsaure oder C02 1- H2 
die Synthese von Polysaccharidcn. Besonders in Gegen- 
wart von molekularem Wasserstoff geht Essigsaure zu 
einem hohen Prozentsatz in Poly-P-hydroxybuttersaure 
(I) ein: 

Licht 
2n CHjCOOH + n HZ + I + 2 n  HzO 

Generell laBt sich formulieren: Substrate, die zu Essig- 
saure oder Acetessigsaure umgesetzt werden, ohne die 
Stufe von Brenztraubensaure zu durchlaufen, fuhren 
zur Synthese von Poly-P-hydroxybuttersaure. Zur Pro- 
teinsynthese unter Einbeziehung von Essigsaure oder 
gespeicherter Poly-P-hydroxybuttersaure ist C02 not- 
wendig. Die Moglichkeit, Poly-?-hydroxybuttersaure zu 
bilden und intrazellular abzulagern, stellt hier einen 
aukrordentlich sinnvollen Mechanismus dar : Von 

[32] R .  M .  Macrae u. J.  F. Wilkinson, J. gen. Microbiol. 19, 210 
(1958). 
[33] R.  Tinelli, Ann. Inst. Pasteur 88, 212 u. 364 (1955). 
1341 R .  A .  Slepecky u. J .  H .  Law, I. Bacteriol. 82, 37 (1961); M. 
Kondo, M .  Yoneda, Y .  Nishi u. F. Fukai, Biken’s J. 4 ,  41 (1961); 
M .  Yoneda u. M .  Kondo, ibid. 2, 247 (1959). 
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aul3en gebotene Kohlenstoff-Verbindungen, die unter 
gewissen Bedingungen (CO2- oder N-Mangel) nicht 
direkt zur Cytoplasmasynthese verwertet werden kon- 
nen, werden durch die rasch verlaufende Synthese von 
Poly-P-hydroxybuttersaure vorubergehend physiolo- 
gisch inert festgelegt [35]. 
Azotobacter  rhroocorcum speichert in einer Glucose- 
nahrlosung bei optimaler 02-Versorgung Poly-p-hy- 
droxybuttersaure in Mengen, die bis zu 80% des 
Trockengewichts der Zellen betragen konnen [36, 121. 
Anscheinend werden hier Proteinsynthese und Zellver- 
mehrung durch die Kapazitat des Systems der Nz-Bin- 
dung begrenzt, so daB ein Teil der durch den Abbau der 
Glucose entstehenden Intermediarprodukte in die 
Speicherstoffsynthese fliel3t. 
Knallgasbakterien (Hydrogenomonus) sind insofern 
ungewohnliche Organismen, als sie entweder chemo- 
lithotroph (CO2 als C-Quelle; H2 als H-Donator, H2 -1 
0 2  als Energiequelle) oder organotroph (organische 
Verbindungen als C- und Energiequelle) wachsen und 
Poly-3-hydroxybuttersaure speichern konnen. Die Spei- 
cherung unter chemolithotrophen Bedingungen setzt 
am Ende der exponentiellen Wachstumsphase ein [12]. 
Der Zeitpunkt des Beginns der Speicherung laRt sich 
vorverlegen, wenn Stickstoff oder Phosphor in wachs- 
tumsbegrenzenden Mengen gegeben werden. Sind dicse 
Nahrkomponenten aufgebraucht, so verhalten sich die 
Organismen wie ,,ruhende" Zellen und fixieren C02 
unter ausschlieBlicher Poly-F-hydroxybuttersaure-Syn- 
these nach 

2 5 n f I z + E n O 2 + 4 n C O ~  -> 1 + 2 2 n H z O  

Die Zunahme des Trockengewichts entspricht dann dcr 
Anhaufung von Poly-f-hydroxybuttersiiure. Die organo- 
trophe Poly-9-hydroxybuttersaure-Synthese geschicht 
vor  allem aus organischen Sauren, nicht aber aus Zuk- 
kern. Mit Hydroxy-buttersaure, Crotonsaure, Milch- 
saure und Essigsaure als Substrat unter Luft ist die Ge- 
schwindigkeit der Poly-f-hydroxybuttersaure-Synthese 
gleich groB oder groRer als unter C-autotrophen Bedin- 
gungen [37]. Ersetzt man Luft durch ein Gemisch 
von 20 % 0 2  + 5 % COz - 75 % H2, so erhoht sich 
die Syntheserate mit einigen SBuren uber die C-auto- 
trophe oder organotrophe Leistung hinaus, erreicht 
aber nicht die Summc beider Raten, was auf eine Be- 
eintrachtigung der chemolithotrophen CO2-Fixierung 
durch alle venvertbaren organischen Substrate zuruck- 
zufuhren ist. 
Die endogene Atmung speicherstoff-reicher Zellen ist 
betrachtlich g r o k r  als die speicherstoff-armer. Bei er- 
steren bewirkt Zugabe von NH4' noch eine zusatzliche 
Steigerung der Sauerstoff-Aufnahme uber die Ruhe- 
atmung hinaus, was darauf hindeutet, daB gespeicherte 
Poly-P-hydroxybuttersaure wieder in den Stoffwechsel 
einbezogen und zur Proteinsynthese verwertet werden 
kann. Durch Poly-P-hydroxybuttersaure- und Protein- 
bestimmungen konnte sichergcstellt werden, dab in 

I351 R. Y. S t a n k ,  M .  Iloudorofl; R. Kimisawa u. R. Confopoulou, 
Proc. nat. Acad. Sci. USA 45, 1246 (1958). 
[36] F. Radler, Arch. Mikrobiol. 22, 335 (1955). 
[37] E. Wilde, Dissert. Gottingen 1961. 

Gegenwart von N H 4 +  sowohl unter Luft als auch (mehr 
ausgepragt) unter Knallgas eine Abnahme von Poly-P- 
hydroxybuttersaure und eine Zunahme des Proteinge- 
halts der Zellen erfolgt. 
Die Poly-P-hydroxybuttersaure der Knallgasbakterien 
stellt somit einen echten Speicherstoff dar, der bei Ab- 
wesenheit einer Kohlenstoff-Quelle wieder in den Stoff- 
wechsel einbezogen werden kann und bei Vorhanden- 
sein einer Stickstoff-Quelle eine EiweiRsynthese er- 
moglicht. Poly-P-hydroxybuttersaure erfiillt hier also 
nicht nur die Funktion eines Kohlenstoffspeichers, son- 
dern daruber hinaus auch die eines Energ iespe ichers  
[38]. Die Fahigkeit, Poly-f-hydroxybuttersaure zu spei- 
chern, versetzt Knallgasbakterien in die Lage, verfug- 
bare C-haltige Substrate auch unter Bedingungen zu ver- 
werten, die kein Wachstum zulassen. 
Damit genugt Poly-P-hydroxybuttersaure wenigstens in eini- 
gen Organismen den Kriterien, die eine Substanz zu erfullen 
hat, welche als Speichersubstanz bezeichnet werden kann: 
1. Die Substanz wird gespeichert, wenn der Zelle von auDen 
her mehr Material zur Energiegewinnung und zum Substanz- 
aufbau geboten wird als zu diesem Zeitpunkt zum Wachstum 
verwertet werden kann. 2. Die Substanz kann bei ungenu- 
gender Substratzufuhr wieder in den Stoffwechsel einbezogen 
werden. 
Die vergleichende Betrachtung der Speicherstoffsynthese bei 
verschiedenen Organismen vermittelt einen Einblick in die 
Beziehungen zwischen der chemischen Natur von Substrat 
und Endprodukt einerseits und den potentiellen Stoffwechsel- 
wegen, die einem Organismus eigen sind, andererseits. 1st ein 
Mikroorgdnismus zur Bildung nur einer einzigen Art von C- 
Speicherstoff (Glykogen, Starke, Poly-P-hydroxybuttersaure 
oder Neutralfette) befahigt, so ist die Synthese dieses Spei- 
cherstoffs von der Natur des Substrats weitgehend unab- 
hlngig. Mit Glucose als Substrat wird von einigen Bakterien- 
gattungen Poly-$-hydroxybuttersaure gespeichert (Bacillus 
megaterium, Azotobacter chroococcum, Pseudomonas saccha- 
rophila). Das gleiche Substrat fiihrt zum Beispiel bei den 
Enferohacteriaceae [39-411 und bei Sarcina 1421 zur Anhau- 
fung von Glykogen und glykogen-ahnlichen Polysacchariden. 
Bei Verabfolgung anderer Nahrstoffe werden die gleichen 
Reservestoffe gespeichert. 

Diesen ,,Ein-Speicherstoff-Organismen" stehen Organismen 
gegeniiber, die zwei C-haltige Speicherstoffe, Polysaccharide 
und Poly-$-hydroxybuttersaure, nebeneinander fuhren. Zu 
ihnen zahlen unter den bisher daraufhin untersuchten Bak- 
terien die schwefel-freien Purpurbakterien (Rhodobacillus, 
Rhodospirillum rubrum) sowie als Vertreter der Thiorhodaceae 
Chromatium ukenii. Rhodospirillum rubrum hauft mit Bern- 
steinslure, Apfelslure, Brenztraubensaure oder C02 + H2 
als Substraten Polysaccharide an, hingegen fuhren Essigsaure 
und Substrate, die uber Essigslure abgebaut werden, zur An- 
reicherung von Poly-$-hydroxybuttersaure. Ahnliche Ver- 
hlltnisse findet man bei den Griinalgen Scenedcsmus und 
Chlorella, die Zucker und einige organische Sauren zur Bil- 
dung von Stirke, Essigsaure hingegen zur Synthese von Neu- 
tralfetten verwerten [43]. 

[38] J.  F. Wilkinson, Exp. Cell Res., Suppl. 7, 1 I I (1959). 
[39] J .  F. Wilkinson, J.  P .  Dugriidu. P .  N .  Edmunds, J. gen. Mi- 
crobiol. ll, 59 (1954); H. Palmstierna, Acta chem. Scand. 10, 
567 (1956); T. Holme u. H. Palnrrtierna, Acta chem. Scand. 10, 
578 (1956). 
[40] T.  Holme: Bacterial synthesis during limited growth, Upp- 
sala; Almqvist and Wiksells Boktryckeri AB. 1957. 
[41] N. D. Gary, L. L. Kupferberg u. L. H.  Craf, J. Bactcriol. 76, 
359 (1958). 
[42] B. Binnie, E. A .  Dawes u. W. H. Holnrs, Biochim. biophys. 
Acta 40, 237 (1960). 
[43] M. Calvin u. Mitarb., Symposia SOC. exper. Biol. 5, 284 
(1951); H .  G. Schlegel, Planta 47, 510 (1956). 

Angew. Chem. 1 74. Jahrg. 1962 1 Nr.  10 345 



V. Biosynthese aus organischen Verbindungen 

Aus den vorstehenden Befunden 1aBt sich der SchluB 
ziehen, da8 Crotonsaure und P-Hydroxybuttersaure 
durch schwefel-freie Purpurbakterien und durch Knall- 
gasbakterien als Einheit zu Poly-P-hydroxybuttersaure 
eingebaut werden. Bei letzteren folgt das unter anderem 
aus der im Vergleich zur chemolithotrophen Poly-p- 
hydroxybuttersaure-Synthese gleichen oder gxokren 
Synthesegeschwindigkeit aus Crotonsaure und P-Hy- 
droxy-buttersaure und aus der gleichen Syntheserate 
unter Luft und Knallgas in Gegenwart von COz ent- 
ziehenden Substanzen. 
Fur einen unmittelbaren Einbau von Acetat-Einheiten 
sprechen die Versuche an Rhodobacillus [30] und an 
Bacillus megaterium [32] uber die die Poly-$-hydroxy- 
buttersaure-Synthese steigernde Wirkung von Essig- 
saure. Eine einwandfreie Entscheidung daruber war uns 
bei Knallgasbakterien durch Errnittlung der Is0 topen-  
ver te i lung  in der Poly-(3-hydroxy-buttersaure von 
Zellen moglich, denen in kurzfristigen Versuchen unter 
einer C02-freien Knallgasatrnosphare 2-14C-Essigsaure 
gegeben wurde. Da 96 % der Aktivitat noch nach 15 rnin 
zu gleichen Teilen in den C-Atomen 2 und 4 der Poly-p- 
hydroxy-buttersaure Iokalisiert waren, kann rnit Sicher- 
heit angenommen werden, daB Essigsaure uber die be- 
kannten Schritte der Fettsauresynthese direkt zu Poly- 
p-hydroxybuttersaure verarbeitct wird. Diese Synthese 
verlauft mit so guten Ausbeuten, da8 sie in bequerner 
Weise die Darstellung von 1.3- bzw. 2.4-14C-Poly-p- 
hydroxybuttersaure und somit von 1.3- bzw. 2.4-14C- 
Croton- und -p-Hydroxy-buttersaure hoher spezifischer 
Aktivitat gestattet. Milchsaure und Bernsteinsaure wer- 
den - wie radioaktive Markierungsversuche ergaben - 
im Zuge der Poly-P-hydroxybuttersaure-Synthese von 
Knallgasbakterien erst zu Essigsaure abgebaut, so da8 
von bciden Sluren nur die C-Atome 2 und 3 direkt fur 
den Aufbau von Poly-(3-hydroxybuttersaure genutzt 
werden konnen. 

Schema I 

TricarbonsBure-Cyclun 

HJC -CHOH-COOH 
.1 

CA-Dicarbonsauren 

H~C-CO-COOH @ hohere Fettsguren 

V 

H,C-CHI--CH~-CO-SCOA 

.1 
H,C-CO-CH2-CO-SCoA HJC-CH-CH-CO-SCoA 

HjC-CHOH-CH2-COSCoA 

I V 
Poly-P-hydroxybuttersaure 

Schema 1 moge die bei den Knallgasbakterien an der 
Poly-(3-hydroxybuttersaure-Synthese aus organischen 
Sauren beteiligten Reaktionen veranschaulichen. 
Die ersten Befunde zur enzymatischen Polymerisation 
von P-Hydroxy-buttersaure zu Poly-p-hydroxy-butter- 

saure wurden an Bacillus megaterium und Rhodospirillurn 
rubrum erhoben [MI. Eine aus zellfreien Extrakten von 
Bacillus megaterium abgetrennte, rnit Phosphatpuffer 
gewaschene Fraktion, die hauptsachlich Poly-p-hy- 
droxy-buttersaure-Granula enthalt, baut markiertes (3- 
Hydroxybutyryl-Coenzym A in Poly-p-hydroxy-butter- 
saure ein ; mit freier p-Hydroxy-buttersaure wurde we- 
der mit noch ohne Coenzym A eine Polymerisation er- 
zielt. Gleichsinnige Ergebnisse brachten Versuche rnit 
der Teilchenfraktion aus Rhodospirillum rubrum; auch 
hier lie0 sich p-Hydroxybutyryl-Coenzym A nicht durch 
freie Saure, ATP und Coenzym A ersetzen; die Ver- 
suche wurden durch eine sehr wirksame Depolymerase 
erschwert . 

VI. Biosynthese aus C02 und H2 

Der Weg des Kohlenstoffs bei der CO2-Fixierung durch 
Knallgasbakterien ist schon mehrfach untersucht wor- 
den. Den Arbeiten liegen Versuche zugrunde, die unter 
Wachstumsbedingungen (in Gegenwart einer venvert- 
baren Stickstoffquelle) angestellt wurden. Unter den 
Primarprodukten der C02-Fixierung wachsender Zellen 
von Hydrogenomonas facilis wurden Essigsaure und 
Ameisensaure nachgewiesen [45]. Die aus der wasser- 
dampffluchtigen Fraktion gewonnene Essigsaure war 
uniform markiert. Am selben Organismus wurde eine 
aktive Phosphoenolbrenztraubensaure - Carboxylase 
nachgewiesen [46]. SchlieBlich sind in Kurzzeitexperi- 
menten (55600 sec) Phosphoglycerinsaure und Hexose- 
phosphate als Primarprodukte der C02-Fixierung er- 
kannt worden [47]. Weitere friihzeitig markierte Pro- 
dukte der COZ-Fixierung wie Sedoheptulose-7-P und 
Ribulose-DP wurden radiopapierchromatographisch 
identifiziert [48]. Der SchluD, daB an der chemolitho- 
trophen COz-Fixierung der Knallgasbakterien die Re- 
aktionen des reduktiven Pentosephosphat-Cyclus be- 
teiligt sind, wurde durch den Nachweis des Ribulose- 
diphosphat-carboxylierenden Enzyms in zwei Hydro- 
genomonas-Arten auch von enzymchernischer Seite her 
bekraftigt [49]. 
Chemolithotroph herangezogene Knallgasbakterien [50] 
bauen unter Speicherbcdingungen 14C02 zunachst in 
die Phosphatester ein [Sl]. Die durch Fraktionierung 
und chromatographische Trennung der alkoholloslichen 
Zellauszuge gewonnenen Ergebnisse lassen erkennen, 
daB auch an der Poly-(3-hydroxy-buttersaure-Bildung 
durch Knallgasbakterien der von der photosynthetischen 

1441 J. M .  Merrick u. M .  Doudoroff, Nature (London) 189, 890 
(1961). 
[45] G. Orgel, N .  E. Dewar u. H .  Koffler, Biochim. biophys. Acta 
21, 409 (1956). 
[46] J .  Judis, D .  L. Powelson u. H. KO-fler, Bact. Proc. 1954, 117. 
1471 F. H.  Bergmann, J. C. Towne u. R.  H. Burris, J. Biol. Chem. 
230, 13 (1958). 
[48J B. A .  McFadden, J. Bacteriol. 77, 339 (1959). 
[49] M .  Santer, M .  H .  Heimsath u. W. Vishniac, zit. n. W. 
Vishniac, B. L. Horecker u. S. Ochoa, Advances in Enzymol. 19, 
1 (1957). 
[50] H .  G. Schlegel, H.  Kaltwasser u. G. Gottschalk, Arch. 
Mikrobiol. 38, 209 (1961). 
(511 P.  Hirsch, unveroiffentlicht. 
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CO2-Fixierung her bekannte Mechanismus beteiligt ist. 
Bereits nach acht Sekunden sind Essigsaure und P- 
Hydroxy-buttersaure und nach vierzig Sckunden auch 
die Poly-p-hydroxy-buttersawe so stark markiert, daR 
die Isotopenverteilung in den isolierten und gereinigten 
Sauren ermittelt werden konnte. Nach kurzen Versuchs- 
zeiten (8, 20, 40, 60, 120 sec) waren Essigsaure, P-Hy- 
droxy-buttersaure und Poly-P-hydroxy-buttersaure vol- 
lig gleichmaBig markiert, so da8 uniform markierte 
Essigsaure an irgendeiner Stelle aus dem ,,Calvin- 
Cyclus" austreten muB. 
Zieht man lediglich die an anderen Bakterien nachge- 
wiesenen Rcaktionen der Bildung von aktivierter Essig- 
saure in Betracht, so sind insbesondere zwei Reaktionen 
zu erortern, die an der Essigsaure- bzw. Poly-p-hydroxy- 
buttersaure-Synthese aus COz und H2 beteiligt sein kon- 
nen. Erstens konnte 3-Phosphoglycerinsiiure uber 
Brenztraubensaure durch oxydative Decarboxylierung 
Acetyl-CoA liefern; in diesem Falle wurde von drei 
fixierten CO2-Molekiilen jeweils cines wieder verloren 
gehen. Zweitens konnte aus Fructose-6-phosphat undl 
oder Xylulose-5-phosphat, die beide Intermediare des 

,,Calvin-Cyclus" sind, im Zuge einer Phosphoketolase- 
Reaktion [52] Acetylphosphat abgespalten werden. Die- 
ser Fall wiirde eine Variante des Photosynthese-Cyclus 
darstellen; ein Verlust gebundenen Kohlenstoffs durch 
Decarboxylierung wurdc nicht eintreten. Bei beiden Re- 
aktionen wurde das aus dem Cyclus ausscherende Ace- 
tat uniform markiert scin und lediglich den im vorher- 
gehenden Umlauf des Kreisprozesses der CO2-Fixierung 
gebundenen Kohlenstoff, nicht den frisch fixierten C02- 
Kohlenstoff enthalten. 
Wir sind dabei, diese Fragen durch Aktivitatsmessung 
der Brenztraubensaurc-Dehydrogenase und Phospho- 
ketolase an Extrakten aus organotroph und C-auto- 
troph gezogenen El len  zu iiberprufen. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschafr danken wir fur 
eine Sachbeihilfe. 

Eingegangen am 29. November 1961 [A 1841 

[52] M .  Schramm u. E. Racker, Nature (London) 179, 1349 
(1957); M .  Schranim, V .  Klybas u. E. Racker, J. biol. Chemistry 
233, 1283 (1958); J.  Hurwitz, Biochim. biophys. Acta 28, 599 
(1958); E. C. Henth, J .  Hurwitz, B. L. Horecker u. A. Ginsbrirg, 
J .  biol. Chemistry 231, 1009 (1958). 
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12. Stickstoff-haltige Derivate 

a) Aminoferrocen und Ferrocen-Aminoeuren 

Als einziges Metall-x-Komplex-Derivat mit direkt am 
Ring befindlicher NH2-Gruppe ist bisher Aminoferro- 
cen beschrieben worden. Seine Darstellung ist auf ver- 
schiedenen Wegen moglich. In geringer Ausbeute bil- 
det es sich bei der Einwirkung von 0-Benzyl-hydroxyl- 
amin [ I291 oder gunstiger 0-Methyl-hydrdxylamin [99] 
auf das Metallierungsgemisch des Ferrocens rnit Li- 
thiumbutyl. Dabei sol1 auch 1. 1'-Diaminoferrocen in 
aukrs t  geringen Mengen entstehen [129a]. Nitroferrocen 
[ 130,13 11 und Azoferrocen [ I321 lassen sich erwartungs- 
gemaB rnit Eisen und HCI bzw. durch katalytische Hy- 
drierung in Aminoferrocen iiberfuhren. N-Ferrocenyl- 
benzyl-urethan (XXXV), das durch Curtius-Umlagerung 
des Ferrocen-carbonsiiureazids (aus CSHS FeC5H4-COCI 

[129] A. N .  Nessmejanow, E. G .  Perewalowa et al., Ber. Akad. 
Wiss. UdSSR 102, 535 (1955). 
[129a] Anm. b. d. Korr.: 1.1'-Diaminoferrocen wurdc von G. 
R. Knox, Proc. chem. SOC. (London) 1959, 56, dargestellt. 
[I301 H. Gruberr u. K.  L. Rineharf, Tetrahedron Letters 1959, 
Nr. 12, 16. 
[1311 J.  F. Helling u. H. Shechter, Chem. and Ind. 1959, 1157. 
[I321 A. N .  Nessmejanow, E. G. Perewalowa et al., Tetrahedron 
Letters 1960, Nr. 1, 1. 

und NaN3) in Benzylalkohol entsteht [26], kann durch 
reduktive Spaltung mit Wasserstoff [26,99] oder durch 
alkalische Hydrolyse [26] in Aminoferrocen umgewan- 
delt werden. 

F e  

6 xxxv 

Eine weitere Methode wurde von Nessmejanow [50,51] 
in der Spaltung von N-Ferrocenyl-phthalimid (XXXVI) 
mit Hydrazin gefunden, wobei Aminoferrocen in 82 % 
Ausbeute entsteht. XXXVI wiederum kann durch Um- 
setzung von Kupfer-phthalimid mit Chlor- oder Brom- 
ferrocen erhalten werden [50,5 11. 

F e  n 

& " XXXVI 

Aminoferrocen ist eine sublimierbare: ~elbbraune Substanz 
vom Fp 153 his 155°C. Sie lost sich in Siuren und kann 
durch Basen wieder ausgefallt werden. Die Basenkonstante 
betrlgt 1,5510 -9 [I291 (Anilin 7,2.10 -11) .  Mit Acetanhydrid, 
p-Toluolsulfochlorid und Ferrocen-carbonsdurechlorid setzt 

Atigew. Chem. I 74 .  Jahrg. 1962 1 Nr.  10 347 


