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b e e n  a l r e a d y  discussed.  EDWARDS a n d  SINGH 1 h a v e  jus t  
desc r ibed  a conve r s ion  of i soat is ine  hyd roch lo r i de  wi th  
ace t ic  a n h y d r i d e  "into a " t r i a c e t a t e  h y d r o c h l o r i d e "  
which  on mi ld  h y d r o l y s i s  w i th  s o d i u m  c a r b o n a t e  gives 
a t is ine.  The  change  of  an i so-a t i s ine  de r iva t i ve  which  is 
c o m p l e t e l y  f ixed  in t h e  q u a r t e r n a r y  f o r m  (b) in to  an 
a t i s ine  d e r i v a t i v e  (also f ixed in th is  lorm) is to  be  
e x p e c t e d  as in th i s  case t he  s tab i l i t ies  will be reversed,  
the  d e r i v a t i v e  w i t h  the  t r igona l  ca rbon  in t he  more  
h i n d e r e d  pos i t i on  be ing  more  s tab le .  H o w e v e r  t he  
t r i a ce t a t e  h y d r o c h l o r i d e  obv ious ly  m u s t  have  been  a 
d i ace t a t e  h y d r o c h l o r i d e  wi th  a mole  of acet ic  acid. 
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Zusammen/assung 
Die Basizi t / i t  u n d  das ve r sch iedene  chemische  Ver-  

h a l t e n  der  I s o m e r e n p a a r e  V e a t c h i n - G a r r y i n  und  At is in-  
I soa t i s in  w e r d e n  mi t  der  s t e r i s chen  K o n f i g u r a t i o n  dieser  
V e r b i n d u n g e n  in Z u s a m m e n h a n g  geb rach t .  

1 0 .  E .  EDVeARDS a n d  TARA SINGIt, C a n .  J .  C h e m .  33,448 ( 1955 ) .  

die C a r o t i n b i l d u n g  auf  e inem n i c h t c a r o t i n o g e n e n  N/ihr-  
mil ieu ~ auszul6sen .  Als ak t ive  V e r t r e t e r  de r  Fet ts~iuren 
f a n d e n  wir  die  Essigs&ure, die B u t t e r s ~ u r e  u n d  die Pa l -  
mi t ins t [ure .  U n t e r  den  Ke tos / tu ren  erwies  sich als be-  
s o n d e r s  a k t i v  die Brenz t raubens~ture ,  was  auch  d u t c h  
ARNAKI u n d  8TAR'V 2 bei de r  Sarcina Iutea best~it igt  wer-  
den  k o n n t e .  U n t e r  den  Dicarbons~iuren s ind  Oxalsi ture,  
MalonMiure u n d  Adip ins i iu re  gepr i i f t  worden ,  die alle 
a u s s e r s t a n d e  s ind,  Ca ro t ino ide  zu b i lden.  H ingegen  er-  
m6g l i chen  die Weins / iure  (Oxydicarbons~iure)  u n d  Zi- 
t ronenMiure  (Oxytr icarbons~iure)  die P r o d u k t i o n  re ich-  
l icher  C a r o t i n o i d m c n g e n .  
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Abb. 1. Die Bildung yon Carotinoiden durch ve~chiedene organische 
SSuren bei Phycomyces blakesleanus, 

. . . . . . .  EssigsSure, • ................. ButtersSure ; 
- -  Brenztraubensfiure; . . . . . . . . . .  WeinsSure ; 

. . . . . . . .  Zitronens~iurc. 
g e m e s s e n  i m  H i l g e r  C o l o r i m e t e r .  F i l t e r  I l f o r d  601 .  

O b e r  e i n e n  m S g l i c h e n  W e g  der Biosynthese 
der Carotinoide bei M u c o r  h i e m a l i s  

I n . e i n e r  f r f iheren  A r b e i t  f iber die B iogenese  de r  Caro-  
t ino ide  bei  Phycomyces blakesleanus ~ b a t t e n  wir  ber ich-  
te t ,  d a s s  eine Reihe  o rgan i sche r  S~turen in der  Lage  sind,  

"W, H. SCHOPFER und E. C. GROB, Exper. 6, 419 (1950) .  
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PAECH z m a c h t e  es uns  zum Vorwur f ,  die EssigsXure 
als e inzige m6gl iche  Vors tu fe  der  Caro t ino ide  in B e t r a c h t  
zu z iehen,  was,  wie aus d e m  oben  G e s a g t e n  h e r v o r g e h t ,  
ke ineswegs  zu t r i f f t .  

1 V¢ir beriehtigen hier, dass auf dem niehtcarotinogenen Laktat- 
milieu doch sehr kleine Mengen Carotinoide gebildet werden. 

M. ARNAKI und Z. STARY, Biochcm. Z. 323, 367 (1952). 
3 K. PAECH, VIII° Congr. int. Bot. Rapports et communications 

S e c t .  11 /12 ,  p.  49  (1954) .  
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Kohlell 

Br~ves communicatfons -- Brevi comunicazioni [EXPERIENTIA VOL. XI/7] 

~= CH-CO-SCoA 

° . . .  

I :  - ; -CHz-C-CH~-CO-SCoA----+ CH~C-CHzCO-SCoA 

- C H ~ - C O - S C o A  H SCoA 

rdrat  ~ Qarot inoide  

-Co2+ HSCoA CH3-CO-S~CoA + HSCoA 
Pyruva t  • ~ Acetyl-Coenzym A 4 Acetat 

~ ~ ,  +co, ~ HscoA 
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FumarsS.ure Bernsteins~ure 

Abb. 2. Die Biosynthese der Carotinoide. Hypothetisches Schema. 
I: Fetts/iurezyklu~ vereinfacht; II: Zitronens~urezyklus nach KREBS vereiMaeht. 

Vor  e in iger  Ze i t  ge ]ang  es un  s, d e n  N a c h w c i s  zu er-  
b r i n g e n  1, dass  e ine  B e z i e h u n g  zwischen  C a r o t i n -  u n d  
S t e r i n b i l d u n g  e ine r se i t s  u n d  de r  F e t t b i l d u n g  a n d e r s e i t s  
b e s t e h e n  miisse,  n ~ m l i c h  so, dass  in  Z e i t p u n k t e n ,  wo  in  
d e n  K u l t u r e n  grosse M e n g e n  C a r o t i n o i d e  u n d  S t e r i ne  
a u f t r e t e n ,  n u t  k le ine  M e n g e n  F e t t e  g e f u n d e n  w e r d e n  
u n d  u m g e k e h r t .  E s  is t  h e u t e  g u t  b e k a n n t ,  dass  in  de r  
F e t t s S u r e b i l d u n g  d e m  C o c n z y m  A bzw.  d e m  Ace ty l -  

1 E . C .  GROB rind 3[. BEIN, Bull. Soc. chim. Biol• 88, 1236 (1951), 

C o e n z y m  A eine  w e s e n t l i c h e  Rol le  z u k o m m t  1. E s  is t  
s o m i t  n i c h t  yon  d e r  H a n d  zu weisen ,  da s s  be i  de r  ]3il- 
d u n g  d e r  C a r o t i n o i d e  i m  l e b e n d e n  O r g a n i s m u s  n i c h t  
a u c h  da s  C o e n z y m  A e ing re i f en  k 6 n n t e .  U n s e r e  Ver-  
suche  be i  l~Iucor h iemal i s  m i t  P a n t o t h e n s ~ u r e ,  P a n t c t h i n  
n n d  p h o s p h o r y l i e r t e m  P a n t e t h i n  2, die essen t i e l l e  Be-  

I F. LYNEN und S. OCHOA, Biochim. Biophys. Acta lZ,299 (1953). 
2 E. C. GROB, V. GRUNDBACHER und W. H. SCnOPFER, Expcr. 10, a78 (1954). 
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standteile des Coenzym A darstellen, haben diese Ver- 
mutung  best~tigt.  Aus diesen F-rgebnissen diirfen wir 
somit auf eine besondere Bedeutung der Essigs/~ure bzw. 
des Acetyi-Coenzym A bei der Biosynthese der Caro- 
t inoide schliessen. 

In diesem Zusammenhang ist es auch von Interesse, 
in welcher ~Veise die C-Atome der yore Mikroorganismns 
zur Verffigung gestelIten Essigs/iure in das Molek/il des 
fi-Carotins e ingebaut  werden. Zu diesem Zwecke haben 
wir das in der N/ihrl6sung befindliche Acetat  mit  
~4CH3.COONa bzw. mit  CHg~4COONa markier t  und aus 
dem ausgewachsenen Mucor hiemalis das radioaktive 
Carotin isoliert. Das gereinigte, kristallisierte fl-Carotin 
ist oxyda t iv  zu Essigs~ure abgebaut  worden. Die er- 
haltene Esslgs~ture ist sodann mit  der Schmidtschen 
Reakt ion zu den entsprechenden C~-Komponenten de- 
carboxylier t  worden, die auf ihre Radioakt iv i t~t  hin 
gepriift worden sind 1 

Die Anordnung der C-Atome der Essigs~ure im 
fl-Carotin ist, soweit sie heute experimentel l  bes t immt 
worden ist, so, dass offenbar das Essigs/iuremolekiil als 
solches eingebaut  wird, Zur Zeit sind wir dami t  be- 
sch~ftigt, auch die Herkunf t  der tibrigen C-Atome des 
fl-Carotins zu best immen. 

Alle bis anhin erzielten experimentel len Ergebnisse, 
die hier kurz zusammengefasst  worden sind, fiihren uns 
zu der Hypothese,  dass die Biosynthese der Carotinoide 
aller Wahrscheinlichkeit  nach fiber Acetyl-Coenzym A 
ftihrt und aus dem Fetts/turezyklus nach Lynen abzwei- 
gen muss, wie dies das Schema in Abbildung 2 zur Dar- 
stellung bringt. Wir betrachten als m6gliche Abzwei- 
gungsstelle die Stufe des Acetoacetyl-Coenzym A. Man 
kann sich aus dem Acetoacetyl-Coenzym A die /3ildung 
der fl-Methylcrotons~ure, die schon mehrmals  als eine 
niedere Vorstufe der natfirlichen Isoprenderivate  ange- 
sehen worden ist, leicht vorstellen, indem sich ein wei- 
teres Essigs~uremolekiil an das Acetoaceta t  anlagert  und 
das ents tandene Zwischenprodukt  durch Dehydrat is ie-  
rung und Decarboxylierung in fl-Methylcrotons~ure-Co- 
enzym A fibergeht; 
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Anderseits aber haben wir festgesteltt,  dass auch S~tu- 
ren des Krebsschen ZitronensAurezyklus Anlass zur 
Carotinbildung geben, wie zum Beispiel die Zitronen- 
saute. Ferner  sei auch noch erw~hnt, dass wir bei den 
ersten Versuchen mit  markier ter  EssigsXure 2 gefunden 
hatten, dass das fl-Carotin aus tZulturen, die auf Aeetat  
als oinziger Kohlenstoffquelle  gewachsen sind, nur  rund 
70% seines Kohlenstoffbestandes aus dem Acetat  
(CHa- und COOH-Gruppe) bezogen hat .  Die restlichen 

1 E. C. GROB und R. BOTLER, Exper.  10, 250 (1954); Helv. chim. 
Acta 87, 1908 (1954). 

2 E. C. GROB, W. H. SCHOPFER und G. G. PORETTI, Int .  Z. Vita- 
minforsch. 23, 484 (195~); W. H. SCHOPFER und E. C. GROB, Exper. 
8. 140 (195~). 

30 % hat ten  wir, da keine andere Kohlenstoffquelle vor- 
handen ist, einer Beteiligung des CO 2 der Luft  zuge- 
schrieben. Auch diese beiden Erscheinungen stehen 
nicht im Gegensatz zu der vorerw~Lhnten Hypothese.  
Durch die Arbeiten yon  STERN, SHAPIRO, STADTMAN 
und OCHOA 1 ist gezeigt worden, dass die Zitronens~ure 
in Gegenwart  yon Coenzym A in Acetyl-Coenzym A 
und Oxalessigsiture gespalten werden kann. Die Be te i -  
ligung des CO, der Luft  an der Biosynthese der Caro- 
tinoide dfirfte auch im Zusammenhang mit  dem Krebs- 
schen Zyklus stehen, indem dort  zweimal eine Carb- 
oxylierung s ta t t f indet .  Da ferner anzunehmen ist, dass 
ein Tell des in der NXhrl6sung vorhandenen Acetates in 
Py ruva t  umgewandel t  wird, f indet auch durch das 
Py ruva t  eine Aufnahme yon CO, statt ,  woraus sich dann 
Oxalessigs~ure bzw. fl~pfelsiiure bildet. Auf dem Wege 
des Krebsschen Zyklus erhalten wir somit Acetyl-  
Coenzym A, welches seinen I~ohlenstoff zum Tell aus 
CO n der Luft  bezogen hat.  

Wir  sind zur Zeit dami t  beschXftigt, exper imentel l  die 
hier entwickelten Vorstellungen fiber den Gang der 
Biosynthese der Carotinoide, soweit sie noch nicht  ge- 
sichert sind, zu bearbeiten ~. 

E. C. GROB und R. B~)TLER 

Botanisches Institut der Universitdt Bern, den 8. Fe- 
bruar 1955. 

Summary 

Our experiments  up to now lead us to tile hypothesis,  
tha t  the biosynthesis of carotenoids may be star ted on 
acetyl-coenzyme A. The condensation of two molecules 
of acetyl-coenzyme A leads to acetoacetyl-coenzyme A 
which can be regarded as the precursor of fl-methyl- 
crotonic acid. For  a long t ime the la t ter  compound was 
postulated as the precursor of the natural  isoprene 
derivatives.  The par t ic ipat ion of the citric acid cycle in 
the biosynthesis of carotenoids is discussed. 

I j .  R. STERN, B. SHAPIRO, E. R. STADMAN und S. OCHOA, J. biol. 
chem. 193, 703 (1951). 

* Diese Arbeitell sind mit  der Unterstfitzung der ~Fritz-Hoff- 
mann-La Roche-Stiftung zur Fgrderung wissenschaftlicher Arbeits- 
gemeinschaften in der Schweiz, ausgeffihrt worden, der wir unseren 
besten Dank aussprcchen. 

A Micromethod for Measuring Photosynthesis 

The method elaborated by the author  has a sensi t ivi ty 
of the order t0 -3 #l which permits  the measurement  of 
the gaseous metabol ism in such small objects as single 
moss leaves a few square millimeters in area or alga 
filaments a few millimeters long. During the exper iment ,  
the plant  material  can be i l luminated with l ight of 
known and changeable intensity and can be observed 
with at least 150 × magnification. 

The technique is based on the principle of the capil lary 
tube differential respirometer.  The react ion and control 
chambers (the function of the lat ter  consists in control- 
ling temperature  changes), both of the same capaci ty of 
about  50 /~1, are made as holes in a 2 mm thick brass 
plate. The holes are closed from below with a piece of 
glass fixed with "Araldite" and from above with a glass 
slide set on a vaseline ring.Two capillaries (with an elliptical 
bore) with a lumen of about  0,02 mm ~ and length of 
about  20 cm are fixed with their  bend and funnel shaped 
ends in the immediate  vic ini ty  of the holes (Fig. 1). 


