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On the Precipitation of Aragonite on the Surface 
of Marine Bacteria 
w.  E. Krumbein 

Biologische Anstalt Helgoland 

The precipitation of Ca carbonates via microbial activity has 
been demonstrated for terrestrial and marine environments 
[1 4], yet it was not known whether precipitation takes place 
inside the cell, on the cell surface, or in the immediate environ- 
ment of bacteria, and whether it is possible to attribute fossil 
carbonates to microbial origin. 
During extended experiments with marine heterotrophic 
bacteria we have studied the initial phases of crystallization 
in some detail. Culture control, X-ray analyses, light and 
scanning electron microscopy and electron-probe analyses 

have yielded the following results: marine heterotrophic 
bacteria and fungi will precipitate aragollite and other car- 
bonates (Mg calcite and monohydro calcite) under aerobic and 
anaerobic, agitated and noll-agitated conditions at pH 6.9 to 8.7 
from seawater of different qualities when organic matter is 
added in concentrations between 0.0t and 0.1%. The following 
nutrients were tested: Na acetate, Na lactate, asparagine, 
alanine, peptone, glucose and homlogenized blue-green algae. 
All these can occur in this range of concentrations in marine 
sediments. 
The precipitation of aragonite needles and microcrystalline 
aragonite was observed on the cell surfaces after 36 h of 
cultivation (Fig. t). Very soon the bacteria were ensheathed 
by aragonite needles. The needles grow both, parallel and 
perpendicular to the cell surface, but prefer the cell as initial 
crystallization site. The dissolution or mechanical disruption 
of such aggregates (Fig. I b) after 36 to 90 h of cultivation, 
yields intact but often deformed and inflated bacterial ceils 
which recover after t0 to 30 mill by osmoregulation. After 
4 to 7 days the carbonate aggregates are much larger (50- 
500 ~zm). When these aggregates are dissolved, they yield only 
dead ceils and amorphous organic matter. Unless the initial 
steps of carbonate precipitation are controlled, it is impossible 
to discriminate between bacterial precipitates (Fig. I), ill- 
organic precipitates [5], or precipitates originating from 
macroorganisms [6]. The late stages of microbial carbonate 
precipitat ion--namely those from agitated cultures--yield 
aggregates identical to those described previously [7]. The 
so-called "Weizenkorntyp"  (wheat-grain type) has frequently 
been observed in beachrock environments and algal laminites 
of the gulf of Aqaba, always together with bacteria and early 
phases of aragonite precipitation. The laboratory experiments 
thus indicate that  these aggregates may have a common 
bacterial origin. 
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Fig. 1. a) More than 20 bacterial ceils in different stages of 
aragonite precipitation. Some of the cells are bordered. The 
final aggregate corresponds to [5, 6]. b) Aragonite aggregate 
after mechanical disruption of several crystal bunches. Ceil 
morphology is already adapted to the crystals on the cell 
surface�9 Later the cell i~ destroyed by crystallization pressure 
(scales I fzm) 
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Die Hydroxylierullg des Indol Anteils ist der erste Schritt auf 
einem vo~ mehreren Wegen zum oxydativen Tryptophan- 
Abbau durch Mikroorganismen [1]. Diese fi~r Bakterien nicht 
sehr hSmfig beschriebene Reaktion wurde zuerst von Mitoma 
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Tabelle 1. MeBergebnisse aus je 2 ParalleI-AnsXtzen. Die Sub- 
stratkonzentration betrug far beide Ans~tze 0,2 g L-Trypto- 
phan/1. Ausgewertet wurde graphisch anhand einer mitge- 
testeten Reihe geeichter 5-HTP-L6sungen 

Teststgmme 5-HTP 

[mg/1] [% d.Th. 1 

t 2 Mittel 

Chromobact. 4, 5 5,5 5,0 2,3 
v idaceum 
ATCC 553 a 

C hr omobact. 2,7 2, t 2,4 1,1 
violaceum 
ATCC 7461 

Chrornobact. 13,8 24,5 t 9,2 8,9 
violaceum 
ATCC t 2542 

Bac. subtilis t26,0 t31,0 128,5 59,6 
ATCC 21733 
Ferm-P 
Nr. 1590 b 

Bac. sz~btilis 210,0 2t8,2 214,1 99,3 
ATCC 21733 
Eko t9 e 

a Vergleichsstamm nach Mitoma et al. [31- 
b Beim Ferment. Res. Inst. (Chiba city, Japan) deponierte 
Kopie des Eigenisolats. 
e Eigenes Isolat, Kultur aus einer mittels Platten-Selektions- 
test isolierten Einzelkolonie. 

el al. [2, 3] in Kulturen von Chromobacterium violaceum nach- 
gewiesen, einem Mikroorganismus, der den Pigmentfarbstoff 
Violacein bilden kann. \u der geringen Ausbeute an 
Tryptophan-Hydroxylierungsprodukten (ca. 4% d. Th.) und 
ihrer Zersetzliehkeit an der Luft gelingt es nach diesem Ver- 
Iahren jedoch nicht, 5-Hydroxytryptophan (5-HTP) kristallin 
zu isolieren. Da die Verbindung unmittelbarer biosynthetischer 
Vorlgufer des Serotonins ist, eines als wichtige Transmitter- 
substanz im Stoffwechsel des Zentralnervensystems bekannten 
,, biogenen Amins" [4], versuchten wir, die mikrobielle Trypto- 
phan-Hydroxylierung pr~parativ zu nutzen. 
Wegen der geringen Tryptophan Hydroxylierungsraten sowie 
m6glicher pathogener Eigenschaften [5] der Species Chromo- 
bact. violaceum suchtert wit nach einem ft~r Fermentations- 
zwecke besser geeigneten Mikroorganismus. In Schfittelkolben- 
Versuehen wurden deshalb t00 Testkeime unterschiedlicher 
Species in Nghrl6sungen inkubiert, die 0,t Mol L-Tryptophan/1 
enthielten. Nach Chromatographie an Cellulose- und Kieselgel- 
Dt~nnschichten lieBen sich in Kulturen des Bac.-subtilis- 
Stammes ATCC 21733 erhebliche Mengen 5-HTP nachweisen. 
Die kolorimetrische Oberprfifung dieses Resultats nach Uden- 
friend et al. [61 ergab eine betr~chtliche Erh6hung der Hydro- 
xylierungsrate gegenfiber Chromobact. violaceum (Tabelle I). 
Gleiche Ergebnisse wie im Sch~ttelkolben liel3en sich in 
15-1-Fermentoren mit Rt~hr- und Belt~ftungssystemen errei- 
chen. Die Hydroxylierungsrate hgngt deutlich v o n d e r  Sub- 
stratkonzentration ab, ein Zusatz vort Fe2+-Ionen kann die 
5-HTP-Bildung erh6hen. Optimale Ausbeuten (100% d. Th.) 

wurden in 60-Std-Kulturen yon Bac. subtilitis ATCC 2t 733 - -  
Eko 19 mit 100 mg L-Tryptophan/1 und 33 mg FeSO 4- 7 H20/1 
erzielt. Das gel6ste 5-HTP wird zungchst durch Einrflhren 
yon Kationenanstauscherharz (H+-Form) in die zelKreie 
Kulturfiflssigkeit fixiert. Durch nachfolgende diskontinuier- 
liehe Elution mit 1 m Ammoniumacetat erhglt man konzen- 
trierte 5-HTP-LOsungen, die lyophilisiert und durcll Sgulen- 
chromatographie an Sephadex G 15 | mit 0,01 m NH4HCO a 
(pH 8,0) gereinigt werden. Dureh wiederholte Gefriertrock- 
nung der Sgulenfraktionen l~Bt sich ein testes weiBes Produkt 
isolieren, das durch vergleichende ein- und zweidimensionale 
Dt~nnschichtchromatographie, Papier-Elektrophorese sowie 
UV- ulld IR-SpekLroskopie aIs reines 5-HTP identifiziert 
werden konnte. Die nach diesem Verfahren bisher erreichten 
Endausbeuten an kristaIlinem 5-HTP betragen infolge yon 
Aufarbeitungsverlusten 35 % der Theorie. 
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Gitterkonstanten von kristallinen Grignard- 
Verbindungen des Pyridins 
H. H. Paradies 

Max-Planck-Institut fflr molekulare Genetik, Berlin-Dahlem 

R6ntgenstrukturanalytische Untersuchungen yon kristallinen 
Magn..esium-organischen Verbindnngen liegen nur von Phenyl- 
und  Athylmagnesimnbromid in solvatisiertem und ill nicht- 
solvatisiertem Zustand vor [ t--4] .  Es -wurde versucht, die 
entsprechenden Verbindungen des Pyridins herzustellen [5]. 
Von diesen kristallinen Produkten, welche ill Digthyl~ther 
(Et20) und/oder Tetrahydrofuran (THF) anfielen, konnten 
zungchst nur die 2-Pyridyl-MgX-Verbindungen ( X =  Br, J) 
r6ntgenographisch unter Schutzgasatmosphgre durch Guinier- 
und Weissenberg-Aufnahmen charakterisiert werden. Die 
nichtsolvatisierten Grignard-Verbindungen wurden aus den 
solvatisierten im Vakuum bei t40- - t50  ~ durch vorsichtiges 
AbdestiUieren des Athers oder Tetrahydrofurans gewolmen. 
Aus den r6ntgenographischen Paten,  den pyknometrischen 
Dichten sowie durch Elementaranalyse konnten die Zelldimen- 
sionen und Raumgruppen der 2-Pyridyl-MgX-Verbindungen 
(Tabelle l) bestimmt werden. Die von Wibaut et M. [6] be- 
schriebenen Verbindungen, nach dem,,  Entraiment-Verfahren" 
hergestellt, entsprechen den Verbindungen 7 und 8 in Tabelle 1 
und sind dutch MgBr 2 verunreinigt. Aus den r6ntgenographi- 
schen Pa ten  yon Tabelle 1 ergibt sich, dab alle Verbindungen 
orthorhombische, hexagonale oder tetragonale Symmetrie 
besitzen und naeh der gewghlten Aufstellung in einem P-Gitter 
mit zwei oder einem Vielfachei1 VOlt zwei Formeleinheiten 
kristallisieren. Dies entspricht den Dater  yon [3, 7]. Die in 
Position 3 des Pyridins substituierten Magllesium-organisehen 
Verbindungen bilden bislang keine einheitlichen Einkristalle 

Tabelle 1. R6ntgenographische Daten yon RMgX. 2THF, RMgX. 2EtzO, ,, RMgX" und ,, IReMg" (R = 2-Pyridyl-, X = Br, J, 
Z = Zahl der Molekt~le in der Einheitszelte) 

Nr. Verbindung GitterkonstanteI{ [~] a,/~, y 

a b c 

dR [g" cm a] d~$[g, cm -a] Z Raum- 
gruppe 

1 RMgBr- 2THF t3,98t 8,750 
2 RMgJ .THF 22,579 21,056 
3 RMg13r �9 2t~t20 10,807 6,682 
4 RMgJ- 2Et20 8,544 - -  
5 RMgBr 6,222 - -  
6 RMgJ t5,350 t2,400 
7 R2Mg. 2RBr 21,580 18,700 
8 R~Mg. RJ  14,500 14,500 

5,822 
17,082 
12,041 
15,970 
10,875 

6,850 
17,054 
12,35t 

= fi = y = 90 ~ t ,48 1,52 2 P212121 
~ = / ~ = y = 9 0  ~ 2,47 2,51 4 P222 
a r  ~ 1,24 1,31 2 P212121 
y = 60 ~ t,99 2,00 10 P622 

= 60 ~ t.98 2,05 4 P6222 
= fl = y = 90 ~ 1,97 t,99 4 _P222 

a = f l = y = 9 0  ~ 1,t7 t , t8  10 P212121 
a = f l = y =  90 ~ 2,03 2,10 8 P4e22 
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