
Isolierung aus dem Nahrmedium entfallt. Die Bakterien 
konnen mehrmals verwendet werden. Erst ab der dritten 
Inkubation tritt eine geringe Ausbeute-Minderung ein. 
Bei der Einwirkung von P .  shernianii auf 8-Aminolaevulin- 
saure wird nicht nur Porphobilinogen an das Medium ab- 
gegeben. Wir prufen, ob die weiteren Verbindungen [31 Zwi- 
schenprodukte der Porphyrinbildung oder der Biosynthcse 
des Corrin-Ringes sind. 

Arbeitsvorschrift : 
Man 1aBt einen kobaltfreien Ansatz (4 Liter) von P. shermanii 
unter bereits beschriebenen Bedingungen [4J drei Tage wach- 
sen. Die durch Zentrifugieren gewonnene Bakterienfeucht- 
masse (ca. 100 g) wird rnit Tris(hydroxymethyl)aminomethan/ 
HCI-Puffer (pH = 8,2)[5] gewaschen und in 1500 ml des 
Puffers suspendiert. Nach Zusetzen einer Losung von 820 mg 
8-Aminolaevulinsaure-hydrochlorid in 100 ml Wasser, deren 
pH-Wert rnit NaOH auf 7 eingestellt worden war, inkubiert 
man 1 Std. bei 70°C unter Ruhren und Durchleiten von 
Stickstoff. Die durch Zentrifugieren von den Bakterien be- 
freite Losung wird mit verdunnter Salzsaure auf pH = 7,2 
eingestellt und auf eine Saule (10 cm Lange, 4,5 cm Durch- 
messer) aus DEAE-Cellulose (DEAE-Sephadex A-25) ge- 
geben, deren Chlorid-Form rnit Tris(hydroxymethy1)amino- 
methan/HCl-Puffer (pH = 7,2) so lange gewaschen worden 
war, bis das Eluat pH = 7,2 hatte. Man eluiert mit Puffer, bis 
kein Porphobilinogen mehr von der Saule kommt, engt im 
Vakuum auf ca. 1800 ml ein, stellt mit verdunnter Salzslure 
auf pH = 4 ein und fallt rnit 20-proz. Quecksilber(I1)-acetat- 
Losung. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, rnit 1-proz. 
Quecksilber(r1)-acetat-Losung gewaschen und in ca. 3 ml 
Wasser suspendiert. Zur Zersetzung der Quecksilberverbin- 
dung leitet man H2S in die Suspension ein. Man zentrifugiert 
ab, leitet zur Vertreibung von HzS Stickstoff durch die Lo- 
sung und stellt mit verdunntem Ammoniak auf pH = 4 ein, 
wobei sich Porphobilinogen als Rohprodukt abscheidet [61. 

Nach 12 Stunden im Kuhlschrank wird abzentrifugiert. Im 
Zentrifugenbecher fiigt man die zur Auflosung des Por- 
phobilinogen eben erforderliche Menge 0,5 N Ammoniak 
hinzu, zentrifugiert vom nicht Gelosten ab, stellt zur Fallung 
des Porphobilinogen rnit Eisessig vorsichtig auf pH = 4 ein 
und lafit uber Nacht im Kuhlschrank stehen. Die Kristalle 
werden abgesaugt, rnit eiskalter verdunnter Essigslure 
@H = 4) und gleich anschlieBend mit wenig kaltem Aceton 
gewaschen. Man trocknet im Vakuumexsiccator uber P 2 0 5 .  
Ausbeute: 73 mg Porphobilinogen (12 %). 

Eingegangen am 1. August 1967 lZ 5881 

[*I Dip1.-Chem. C. Bezold, Dr. G .  Miiller und Dr. 0. Muller 
Isotopenlaboratorium der Abteilung fur Chemie, Ceologie 
und Biologie der Universit2t 
7 Stuttgart, AzenbergstraDe 14-16 

[l] Literaturzusammenstellung: J.  E. Falk: Porphyrins and 
Metalloporphyrins. Elsevier, Amsterdam 1964. 
[2] W .  Walerych, Acta Biochim. Polon. 10, 243 (1963). 
[3] Die Identifizierung der Substanzen befindet sich ebenfalls in 
Arbeit. 
[4] K. Bernhauer, E. Becher u. G. Wilharm, Arch. Biochem. 83, 
248 (1959). 
[5] Biochemisches Taschenbuch. 2. Auflage, Springer-Verlag. 
Heidelberg 1964, 2. Teil, S. 99. 
[6] G. H.  Cookson u. C. Rimington, Biochem. J.  57, 416 (1954). 

Triphenylstannyl- und Trimethylsilyl- 
athoxycarbonyl-carben aus Triphenylstannyl- bzw. 
Trimethylsilyl-diazoessigsaureathylester 

Von U. Schollkopf und N .  Rieber[*l 

Fur metallsubstituierte Carbene sind ungewohnliche Eigen- 
schaften zu erwarten, weil das Metallatom rnit seinen leeren 
und/oder gefullten Elektronenbahnen rnit den gefullten 
und/oder leeren Orbitalen des Carbenkohlenstoffs in Wech- 
selwirkung treten kann [mesomere Grenzstrukturen ( l a )  bis 
(141. 

Als erste metallsubstituierte Carbene konnten wir Triphenyl- 
stannyl- und Trimethylsilyl-athoxycarbonyl-carben (5) dar- 
stellen, indem wir Triphenylstannyl- bzw. Trimethylsilyl- 
diazoessigsaureathylester (4)  [v(Nz) = 2080 cm-1 fur (4a), 
2090 cm-1 fur (4b), v(C0) = 1670 cm-1 fur (4a), 1685 cm-1 
fur (&)I in Isobuten bis zur Entfarbung der Losung pho- 
tolysiertenilj. Dabei entstanden rnit 35 bzw. 49 % 
Ausbeute 1-Triphenylstannyl- bzw. 1 -Trimethylsilyl-1-athoxy- 
carbonyl-2,2-dimethylcyclopropan (6) [v(CO) = 1710 cm-1 
fur (6a), 1715 cm-1 fur (6b); NMR: AB-Spektrum der Cy- 
clopropylprotonen; T = 8,7 (Cc4),  JAB = 43 Hz fur ( 6 4 ,  
7 = 9,O (C6D6, JAB = 4 Hz fur (6b)l. Die Addukte (6) wur- 
den durch Chromatographie uber Kieselgel (eluiert mit 
Petrolather/Ather = 5: 1) isoliert. 
Die Ausgangsstoffe ( l a )  und (4b) gewannen wir rnit 95 bzw. 
75 % Ausbeute durch 5- bzw. 3-stundiges Erhitzen von 
Quecksilber-bis-diazoessigsaure-athylester (2) in Benzol 
(80 “C) rnit etwas mehr als einem Aquivalent Bis-triphenyl- 
stannyl- bzw. Bis-trimethylsilyl-sulfid (30) bzw. (3b). Zur 
Isolierung wurde filtriert und das Filtrat am Rotationsver- 
dampfer (30 “C/12 Torr) vom Benzol befreit. 

p@ 
Hg [C(Nz)-COOCzH5] + M-S-M M - C - C O O C Z H ~  

2 0 

(2) (3) ( 4 )  

[*] Prof. Dr. U. Schollkopf und Dr. N. Rieber 
Organisch-Chemisches Institut der Universitat 
34 Gattingen, Windausweg 2 

[I] Bedingungen : -7 ‘C, Hanovia Hg-Hochdrucklampe 450 
Watt, Pyrexfilter: bei (4a) 0,0025 M, 3 Std.; bei (4b) 0,003 M, 
8 Std. 
[2] Vgl. F. Gerhart, U. Schollkopf u. H. Schumacher, Angew. 
Chem. 79, 50 (1967); Angew. Chem. internat. Edit. 6, 74 (1967). 

Thermophile und mesophile Aminopeptidasen aus 
Bacillus stearothermophilus 

Von H,  Zuber und G. Roncari[*l 

Aus mehreren Stammen von Bacillus stearothermophilus [21 

konnten wir drei Aminopeptidasen isolieren, die sich in Mo- 
lekulargewicht, Thermostabilitat und Substratspezifitat un- 
terscheiden. Aminopeptidase I (AP 1) ist thermostabil und 
wird daher als thermophiles Enzym bezeichnet. Die Amino- 
peptidasen I1 und 111 (AP I1 und AP 111) sind mesophile En- 
zyme und thermolabil. Alle drei Enzyme sind Metallenzyme. 
In der nativen Form durften sie als Co2+- oder MnZ+-Enzyme 
vorliegen, da Colt und Mn2+ nach Inaktivierung der Enzyme 
mit EDTA am besten reaktivieren (Co2+ = Mn2+ 3 Mg2+ > 
Ni2+ > Cdz+). Caz+, Znz+ und Fez+ aktivieren nicht, son- 
dern hemmen in Konzentrationen von 0,001 bis 0,05 M. Das 
pH-Optimum aller drei Enzyme liegt bei pH = 7,5 bis 9. Die 
Substratspezifitat (Tabelle 2) ist zum Teil stark verschieden 
von der Spezifitat der Leucinaminopeptidase (LAP) [31 aus 
Schweinenieren. 
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