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pe r6  l ' e se r ina  era  s t a t a  a g g i u n t a  al t e m p o  zero, ed un ' a l -  
t r a  senza  l ' enz ima ,  

L a  I igura  m o s t r a  i r i su l t a t i  dello sv i luppo  deI c r o m a t o -  
g r a m m a .  Si vede  che  u n a  m a c c h i a  c o r r i s p o n d e n t e  a w e -  
s te re  monoco l in i co  a p p a r e  soto nel la  so luz ione  nel la  q u a l e  
la succ in i ld ico l ina  6 s t a t s  i n c u b a t a  con l ' e n z i m a  pe r  2ore  
(s tr iscia  4); c o r r i s p o n d e n t e m e n t e  la m a c c h i a  de l l ' e s t e re  
dicol inico ~ pifl piccola.  Ne l l ' a s senza  d e l l ' e n z i m a  (stri-  
scia 2), n o n  vi  8 l ' e s t e r e  monocol in ico ,  e la p r e s e n z a  di 
p r o t e i n a  e di e se r ina  (s tr iscia  3) n o n  in te r fe r i sce  con  
l ' i den t i f i caz ione .  La  p r e s e n z a  nel la  m a c c h i a  pifl ve loce  
de l l ' e s t e re  monoeo l in i co  ~ s t a t a  c o n f e r m a t a  con la po-  
sitivitS, del la  reaz ione  es te r i ca  rosso -porpora .  

9 9 9  
0 0 

Recherches  s ur  la b iosynth~se  des  c a r o t 6 n o ' / d e s  

chez  un m i c r o o r g a n i s m e .  Product ion  d e  caro- 
t fno ides  m a r q u i s  par  Phccomgces blalcesleean~s 

JPhycomyces blakesleeanus es t  l ' o r g a n i s m e  de choix 
p o u r  l%tude  de la b iosynth&se des  caro t6noides ,  e t  parti- 
cu l i~rement  de celle du caro tSne  fl, c o m m e  nous  l'avons 
mo n t r 6  d~s 1935 ~. GARTON, GOODWlN e t  LIJINSKY 
(1951) ~, duns  un t r ava i l  r6cent ,  f o n t  une  6 tude  d6taill6e 
de la biogen&se des ca ro t6noides  pa r  ce microorganisme.  

E n  m o d i f i a n t  le mi l ieu  s y n t h 6 t i q u e  (avec v i t a mi n e  B1) 
de tel le  mani~re  que  les sources  de ca rbone  (glucose) et 
d ' a z o t e  (asparagine)  so i en t  remplac~es  p a r  du lac ta te  de 
NH~,  nous  o b t e n o n s  des  tha l l e s  b lancs ,  pr iv6s  de caro- 
t6no~des;  en a j o u t a n t  5. ce mil ieu  n o u v e a u  de Facdlate de 
sodium, le d 6 v e l o p p e m e n t  s ' am6l iore  e t  la biosynth~se 
des  ca ro t6no ides  se p r o d u i t .  Ce fa i r  nous  a incit6s ~ con- 
s id6rcr  l ' a c6 t a t e  c o m m e  un p r6cur seur  des carot6noides 
de _Phycomyces ~. 

La  mSme o b s e r v a t i o n  a 6t6 fa i te  avec  une  souche de 
Rhodotorula rubra e t  s u r t o u t  avec  Mucor hiemalis, quiest 
un exce l l en t  p r o d u c t e u r  de ca ro t6no ides  (voir tableau 
su ivan t )  : 

+ + ® ® + + 
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Fig. 1. - Identificazione delia succinildieolina e delia suecinilmono- 
colina con eromatografia aseendente ; apparizione delia sueeinilmono- 
colina nel corse dell'idrolisi da colinesterasi del siero della sueeinildi- 
eolina; 1. Sueeinildicolina (60/zg); 2. Sueeinildicolina (60J, g) dope 
1fl0' di incubazione a 87 ° senza enzima; 3. Succiniidicolina con enzima 
in presenza di eserina; 4. Sueeinildicolina cos enzima; l'eserina viene 
aggiunta alia fine dell'incubazione (I~O" a 37°); 5. Succinihnono- 
eotina (30 fig); 6. Suecinilmonoeolina e succinildicolina (30/~g). Cer- 
chi semplici, colorazione con I~; ecrchi punteggiati, colorazionc con 

NH~OH e FeCI~. 

Al t re  e spe r i enze  in cui si v a r i a v a  la c o n c e n t r a z i o n e  
d e l l ' e n z i m a  e i l  t e m p o  di i ncubaz ione  m o s t r a r o n o  u n a  
cor re laz ione  q u a l i t a t i v a  t r a  la superf ic ie  delle macch ie  
e le quanti tS,  s v i l u p p a t e  di CO s. 

Poich6 anche  l ' e s te re  monoco l in ico  6 id ro l izza to  da l l a  
col ines teras i ,  q u a n t u n q u e  pifl l e n t a m e n t e  (30% del l 'e-  
s tere  dicolinico),  6 poss ibi le  conc ludere  che al ia  f ine t u t t i  
e due  i l egami  del la  succir~ildicolina sono idro l izza t i .  

Da  q u e s t e  e sper ienze  r i su l t a  q u i n d i  che m o n o s u c -  
c ini lcol ina  s i ~ f o r m a  da l l ' id ro l i s i  co l ines t e ras i ca  de l la  
succini ld icol ina ,  e c h e  l ' app l i caz ione  dei  m e t o d i  c r o m a t o -  
graf ici  in  un ione  agli ab i tua l i  m e t o d i  pu6  essere  genera l -  
m e n t e  riffle. 

Ringrazio il Professore D. BOVET per avermi suggerito il proble- 
m a e  per l'ospitalit~t ehe ha volute offrirmi nel Laboratorio ai 
Chimica Terapeutiea. 

V. P.  WHITTAKER 

L a b o r a t o r i o  di Chimica  T e r a p e u t i c a  d e l l ' I s t i t u t o  Su- 
per iore  di SanitS., t l o m a ,  il 15 o t t ob re ,  1950. 

Sumtrzary 

Succinyl  m o n o c h o l i n e  e s t e r  has  been  iden t i f i ed  b y  
p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  as an  i n t e r m e d i a t e  in t he  b reak -  
do~'vn of succ iny lcho l ine  in t h e  p re sence  of horse  s e r u m  
cho l ines te rase .  

Milieu min6ral avec 

Glucose+ asparagine 
Lactate NH 4+ glucose 
Lactate NH, + acdta~e 
Lactate NHa soul 

Carot6noides totaux* 

1,78 
1,50 
0,416 
0 

* Les chiffres expriment les coefficients d'extinction fournis par 
des solutions de earot6ndides obtenus darts des conditions d6ter- 
min~es (voir 3). 

L ' a c t i o n  de ! ' ac6 ta t e  n ' e s t  pus  l imi t~e  5~ un  organisme. 
Nous  ne s a v o n s  pus  encore  j u s q u ' ~  quel  p o i n t  elle pourra 
6t re  g6n6rMis6e. S u r t o u t ,  I ' ac t ion  de l 'aC6tate  n 'exclut  
pus la possibi l i t6  que  d ' a u t r e s  p r6curseurs  pu i s sen t  8tre 
mis  en 6v idence  chez  d ' a u t r e s  o rgan i smes .  Le fa i t  essen- 
t ie l  es t  que  l ' a c6 t a t e  t o n c t i o n n e  c o m m e  pr~curseur  pri- 
mi t i f  d ' u n e  b iosyn th~se  complexe  au su j e t  de laquelle 
nous  ne savons  que  for t  peu  de chose .  

Cependan t ,  l ' h y p o t h 6 s e  t r6s v r a i s e mb l a b l e  que  nous 
avons  6raise ne sera  v6rifi~e que  s ' i l  e s t  d6mon t r6  que 
le c a r b o n e  de l ' a c6 ta t e  pa r t i e ipe  d i r e c t e m e n t / ~  la consti- 
t u t i o n  de la mol6cule  de  ca ro tene .  Ce b u t  p e u t  8tre 
a t t e i n t  en u t i l i s an t  un  ac6 ta te  marqu6 .  Des  exp6riences 
o n t  ~t6 ef fec tu6es  avec  tJhycomyces blakesleeanus (souche 
Ba+).  L ' a c 6 t a t e  e s t  m a r q u 6  grace  au 1'C du  groupe 
m d t h y l e  on du g roupe  ca rboxy le .  

1 W. H. SCHOPFER, C. r. Soc. Biol. Paris 118, 3 (1935). 
2 G.A. GARTON, T. W. GOODWIN et W. LIjINsKY, Bioehem. J. 

48, 154 (1951). 
a W. H. SCr~OPFER et E. C. GROB, Exper. 6, 419 (1950). 
La composition exaete des milieux est la suivante : a) milieu caro- 

tinog~ne, glucose 30 g, asparagine 1 g, KH~PO 4 1,5 g, MgSO4.7 H20 
0,5 g, aneurine 20 ~' pour 1 1 d'eau distillde; b) milieu non earotino- 
g~ne, lactate do NH 4 ~ g, lactate de Mg 2 g, KH2PO ~ 1,5 g, MgSO 4- 
7 H20 0,5 g, MnSO a 0,1 g, aneurine 20~ pour 1 1 d'eau distillte. 
L'adjonetion de 10 g par litre d'ac6tate de sodium rend ce milieu 
carotinog6ne. P. KARRER et U. SOLMSSEN (Heir. chim. acta, 19, :3 
[1936]) ont d'ailleurs montr6 que des Rhodovibrio, cultiv6s sur aspara- 
gine et acide malique, ferment leurs carotfnNdes g partir de ees 
sources de carbone; ils admettent la vole suivante: acide sueeinique-->- 
aeide fumarique-->- aeidemalique--~ aeide oxalae6tique--~ ald6hyde 
ac6tique; 5. partir de ee dernier, par l'interm6diaire possible de l'ald6- 
hyde fl-m6thyl-crotoniquc, l'organisme pourrait synth6tiser sos 
earot6noides. 
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Dans  une  p r e m i 6 r e  s~rie d ' exp6r i ences ,  le mi l i eu  con-  
tient, ~t p a r t  l ' a c 6 t a t e  n o r m a l ,  0,1 mC c o r r e s p o n d a n t  
8,2 mg  d ' a c 6 t a t e  m a r q u 6  (~*CHaCOO~a) p o u r  3750 c m  a 
de mil ieu a n  l a c t a t e  r 6 p a r t i s  e n  150 c u l t u r e  de  25 c m  a 
chacune.  Les  t h a l l e s  s o n t  r6cot t6s  a u  m o m e n t  de la  p lus  
forte p r o d u c t i o n  de  ca ro t6no ides .  Nous  o b t e n o n s  5 ,2843g  
de ma t i6 re  s6che;  les t h a l l e s  s o n t  p lac6s  d a n s  du  m 6 t h a -  
nol, s6ch6s d a n s  le v ide  e t  pulv6r is6s .  L a  p o u d r e  de t h a l l e  
est 6puis6e p a r  l ' 6 t h e r  de p6 t ro le .  Les  c a r o t 6 n o i d e s  s o n t  
pr6cipit6s p a r  l ' i ode  se lon  la  m 6 t h o d e  de  KARRER e t  
WALKER 1. Le p r6c ip i t6  e s t  l ay6  a v e c  de l ' a c6 tone ,  e t  les 
carot6noides  s o n t  r6g6n6r6s p a r  le t h i o s u l f a t e  de s o d i u m  
selon P. KARRER, K. SCHOPP e t  R.  ~¢IORF 2. U n  v o l u m e  
d '6 ther  de p6 t ro l e  e s t  a j o u t 6  h. la  s o l u t i o n  a c d t o n i q u e ;  
t 'ac6tone e s t  6 t imin6  p a r  a g i t a t i o n  a v e c  de  l ' eau .  L a  
solution d a n s  l ' 6 t h e r  de  p6 t ro l e  es t  ag i t6e  p lus i eu r s  lois  
avec du  m 6 t h a n o l  k 9 0 % .  U n e  c h r o m a t o g r a p h i c  su r  
A1,O~ nous  p e r m e t  de  s dpa r e r  le d d h y d r o - f l - c a r o t 6 n e  
(iso-carot6ne) fo rm6 p a r  la  d 6 c o m p o s i t i o n  du  p r o d u i t  
d ' add i t ion  avec  l ' i ode  ~. L a  s o l u t i o n  du  c a r o t 6 u o i d e  e s t  
concentrde d a n s  le v ide ;  n o u s  o b t e n o n s  3,4 m g  du pro-  
duit qui  e s t  i m m d d i a t e m e n t  s o u m i s  k l ' e x a m e n .  

L ' a c t i v i t 6  des  n o y a u x  du  x~C c o n t r i b u a n t  ~ l a  gen6se  
du ca ro t6no ide  e s t  mesu r 6e  ~ l ' a i d e  d ' u n  c o m p t e u r  de  
Geiger-lVliiller d e  g r a n d  d i a m 6 t r e  e t  h f en4 t r e  de  m i c a  
tr6s mince .  Le  c a r o t 6 n o i d e  e s t  p l a t 6  s n r  u n e  p e t i t e  p l a q u e  
de l a i ton  sans  h e r d  ( d i a m ~ t r e  2,2 cm) a b s o l u m e n t  p l a n e  
et polie, e n  couche  t r6s  m i n c e  e t  h o m o g 6 n e  (0,5 m g  p a r  
crn ~) de m a n i 6 r e  b. r6du i r e  le p lus  poss ib le  la  se l f -ab-  
sorpt ion des  r a y o n s  fl t r6s  m o u s  du  x*C. 

La d 6 t e r m i n a t i o n  de l ' a c t i v i t 6  abso lue  se fa i r  en  t e n a n t  
compte,  e n t r e  au t r e ,  du  f a c t e u r  de ~ b a c k s c a t t e r i n g ~  que  
nous a v o n s  d 6 t e r m i n 6  p o u r  le s y s t 6 m e  la i ton-~aC;  elle 
nous a p e r m i s  de  ca lcu le r  la  p r o p o r t i o n  d a n s  l aque l l e  les 
a tomes dc  c a r b o n e  de  l ' a c 6 t a t e  p a r t i c i p e n t  ~ la  bio-  
synth6se du  ca ro t6no ide .  N o u s  t r o u v o n s  que  2 5 % ,  
assez e x a c t e m e n t ,  des  a t o m e s  de  c a r b o n e  d u  c a r o t 6 n o / d e  
p r o v i e n n e n t  d u  g r o u p e  m 6 t h y l e ;  la  r 6 p 6 t i t i o n  de l ' ex-  
p6rienee, e f fee tu6e  avec  une  dose  d i f f6 ren te  d ' a c 6 t a t e  de 
sodium, f o u r n i t  des  r 6 s u l t a t s  c o n e o r d a n t s ;  l ' exp6 r i ence  
effectu6e a v e c  C H a l a C O O ~ a a t t e s t e  que  50 % des  a t o m e s  
de ca rbone  du  ca ro tdno fde  p r o v i e n n e n t  du  g roupe  c a r b o -  
xyle; le r e s t e  des  a t o m e s  m a r q u 6 s  es t  r 6 p a r t i  e n t r e  les 
lipides e t  le mi l i eu  r e s t a n t .  

Ainsi  se t r o u v e  conf i rm6e  la  vo le  n o u v e l l e  de  b io-  
synth6se du  f l -caro t6ne  p a r  Phycomyces que  n o u s  a v i o n s  
indiqu6e su r  la  b a s e  de nos  p r e m i 6 r e s  exp6r iences .  L a  
rn6thode £ l ' a c 6 t a t e  e s t  s u s c e p t i b l e  d 'S t r e  g6n6ral is6e e t  
nous p e r m e t t r a  d ' 6 t u d i e r  p lus  e x a c t e m e n t  le m 6 t a -  
bolisme e t  la  b i o s y n t h 6 s e  des c a r o t 6 n o i d e s  chez  les mic ro -  
organismes e t  les p l a n t e s  sup6r ieures .  Les  r e c h e r c h e s  
c o n t i n u e n t  h c e  su je t .  

La  m 4 t h o d e  de p r 4 p a r a t i o n  ut i l i s6e n o u s  f o u r n i t  du  
d6hydro- f l -caro t6ne  d e n t  la  c o n s t i t u t i o n  a 6t6 6 t ab l i e  p a r  
P. KARRER e t  G. SCHW'AB 4'. El l  r e m p l a ~ a n t  la  p r4c ip i t a -  
tion p a r  l ' i o d e  p a r  u n e  a u t r e  m 6 t h o d e  n o u s  p o u r r o n s  
obtenir ,  m a r q u 6 ,  le f l -caro t6ne  si a b o n d a n t  chez  Phyco- 
myces. 

Nous remercions le Dr. M. BEIN pour son aide dans l'exdcution 
des expfriences. 

1 p. KARRER et O. WALKe:R, Helv. chim. aeta 17, 43 (1934). 
P. KARRER, K. Sct~6Pl" et R. I~IORF, Helv. chim. acta 15, 1158 

(19a2). 
a R. KuHN et ]~.LEDERER, Naturwiss. I9, 306 (1931); Bet. 

dtsch. Chem. Ges. 65, 639 (1932). - P. KARRER, K. Sctt6Pe et 
R. MORF, Helv. chim. acta 15, 1158 (1932). 

a p. KARRER et G. SCHWA~, Heir. chim. aeta 23, 578 (1940). 

Ces recherches sent effectu6es avec l'appui de la **Fritz-Hoffmann- 
Stiftung zur FSrderung wissenschaftlicher Arbeitsgemelnschaften in 
der Schweiz,, A laqueUe nous exprimons notre gratitude. 

E .  C. GROB, G. G, PORETTI, A. y o n  MURALT e t  W . H .  
~CHQPFER. 

I n s t i t u t  de b o t a n i q u e  de  l ' U n i v e r s i t 6  e t  I n s t i t u t  
Th .  Koche r ,  Be rne ,  le 19 av r i l  1951. 

Zusammen/assung 
U n t e r  V e r w e n d u n g  e ines  spez ie l len  Mil ieus  w u r d e  ge-  

zeigt ,  d a b  bei  Phycomyces N a - A z e t a t  die V o r s t u f e  des  
f l - K a r o t i n s  da r s t e l l t .  D u r c h  V e r w e n d u n g  y o n  m a r k i e r -  
t e rn  A z e t a t  (14CHa.COONa u n d  C H  3. 14COONa) w u r d e  
bewiesen ,  d a b  2 5 %  des  G e s a m t k o h l e n s t o f f e s  des  K a r o -  
t i n s  au s  d e r  C H ~ - G r u p p e  u u d  5 0 %  aus  d e r  C O O H -  
G r u p p e  s t a m m e n .  

L ' i s o l a t i o n  d e  m i c r o b e s  c d r o l y t i q u e s  

D ' a p r 6 s  F[AUPT 1 e t  SCHWARTZ 2, e t  c o n t r a i r e m e n t  ~. 
GL~,SGOW ~, l ' h y d r o l y s e  des  cires  e f fec tu6e  p a r  d ive r s  
h o m o p t 6 r e s  e s t  due  ~ la  p r6sence  de s y m b i o t e s  l i b r e s  
ou  locat is6s  d a n s  des  m y c d t o m e s .  E n  c u l t i v a n t  des  s y m -  
b i o t e s  de  T i n n d i d e s  (Gall. mellon,, Gall. cerean., Gall. soc. 
atba, Achroia gr,) a ins i  que  Dermester lard. P u n  de  n o u s  
a dd j£  pu  isoler  une  c4rase  in vitroL De s e n l b l a b l e s  r6- 
s u l t a t s  f u r e n t  pub l i6s  p a r  FLORKIN et al.L D a n s  la  pr6-  
s en t e  c o m m u n i c a t i o n  des m 6 t h o d e s  d t i s o l e m e n t  de mi-  
c robes  c6 ro ly t i ques  s e n t  d6cr i tes .  D e u x  m i l i e u x  sol ides  

ba se  de  ci re  de Ch ine  o n t  6t6 pr6par6s .  L a  cire  de 
Chine  p r o v e n a n t  de Coccus veri/erus se c o m p o s e  de c6ryl-  
c 6 r o t a t e  (C2~Hs~O.OC2~H,4) pur% D e u x  6 m u l g a t e u r s  
d i f f6 ren t s  o n t  se rv i  £ f ac i l i t e r  l a  p r 6 p a r a t i o n  de ces 
m i l i e u x  d e n t  vo ic i  la  f o r m u l e :  

1 ° Cire de  Ch ine  . . . . . .  15,0 g 

T e i n t u r e  de l a c m u s  8,0 
X y l i d i n e  . . . . . . . .  30,0 

2 ° c~-di6thylamino-  fl-oxy- 
p r o p y l a m i n e  7 (6mu lga t eu r )  1,0 

3 ° CaC12 . . . . . . . . .  0,05 
K H 2 P O  4 . . . . . . . .  0, i 
N a ~ H P O  z × 1 2 H 2 0  . . . .  0,06 
M g S O  4 . . . . . . . .  : 0,001 ( lo t ion  m6re)  
F e r r o - a s c o r b a t e  . . . . . .  0,003 
P e p t o n e  W . . . . . . .  2,0 
A g a r - a g a r  . . . . . . .  6, 0 
E a u  dis t i l l6e  ad  . . . .  - . 120,0 

Apr6s  t y n d a l l i s a t i o n ,  les m i l i eux  chauf f6s  ~ 80°C pas-  
s e n t t r o i s  lois d a n s  l ' a p p a r e i l  d ' 6 m u l s i f i c a t i o n  ( d ' a p r 6 s  
LIESEGANC s) e t  on  r e m p l i t  en f in  les bo t t e s  de P e t r i  e t  
les bou te i l l e s  de 1Roux q u ' o n  laisse re f ro id i r .  Le  mi l i eu  
es t  sol ide,  t r a n s p a r e n t  e t  de cou l eu r  v io l e t t e .  

Le  d e u x i 6 m e  mi l ieu  es t  en  p r i n c i p e  i d e n t i q u e  au  pre-  
mier ,  s a u l  qu ' i l  e o n t i e n t  u n  a u t r e  6 m u l g a t e u r .  

E n  vo ic i  la  c o m p o s i t i o n  I I  : 

1 ° Cire  de  Ch ine  . . . . . .  10,0 g 
T e i n t u r e  de  I a e m u s  . . . 5,0 
C h l o r o f o r m e  . . . . . .  20,0 

x H. HAUPT, Z. wiss. Insekten biol. 1~, 327 (1916), 
W. SCltWARTZ, Biol, Zbl. 44, 265 (1924). 
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