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Untersuchungen fiber die Biosynthese 
der Vitamine der Folsiiuregruppe bei griinen 

Pflanzen 

Die vor l i egenden  Un te r suchungen  gelten dem Einfluss  
des  L ich tes  u n d  der  Ascorbins~iure auf  den Gehal t  der  mi t  
Streptococcus/aecalis R ATCC 8043 und  Leuconostoc clive- 
vorum ATCC 8081 e r fassbaren  Verb indungen  der  F o r  
s~u reg ruppe  in Wurze l  und  Spross yon  Pisum sativum. 

Mit  Slreptococcus/aecalis R ATCC 8043 bes t immen  wit  
die Fols / iure  (Pteroylglutamins/ iure)  und  weitere ak t ive  
F a k t o r e n ,  welche  sich yon  ihr  ab le i ten  Iassen, w'ahrend 
wir  m i t  Leuconostoc citrovorum ATCC 8081 den  Citro- 
v o r u m f a k t o r  (NS-formyltetrahydropteroylglutaminsgure, 
Leucovor in )  u n d  einige seiner Der iva te  erfassen (siehe 
NICItOL eta[, I). 

Gri ine  Pf lanzente i le ,  besonders  B1/itter und Knospen,  
weisen e inen  e r h 6 h t e n  Geha l t  an  Vi taminen  der  FolsSure- 
g r u p p e  au f  2,~. E i n e / i h n l i e h e  Vertei lung zeigt die Ascor- 
b insgure ,  welche  ausse rdem in  be l ich te ten  Pf lanzen reich- 
l i cher  s y n t h e t i s i e r t  wird  als in  unbe l ich te ten  4. Da  wir 
w i e d e r h o l t  b e o b a c h t e t e n ,  dass auch der  FolsSuregchal t  
in  b e l i e h t e t e n  P f l anzen  h6he r  ist, war  es yon Interesse, in 
pa rMle len  Messungen  den  Geha l t  an  Ascorbinstttlre mi t  
d e m  G e h a l t  a n  Fols~ure  und  Ci t rovorumfaktor  zu vcr- 
g le ichen u n d  die W i r k u n g  yon Licht  und  Dunkel  mid yon 
exogene r  AscorbinsS.ure zu untersuchen.  

Die  V e r s u e h e  w u r d e n  mi t  6 Tage al len Kciml ingen wm 
P i s u m  sativum (Hande lssor te  ,Maik6nigin~) ausgefi ihrt ,  
wetctm s te r i l  in  K u l t u r r 6 h r e n  m i t  K n o p ' s e h e r  N/fllrl6sung 
bet  k o n s t a n t e r  T e m p e r a t u r  im Dunke ln  wuehsen.  Den 
e inen  Tell  d ieser  n a c h  gleicher Gr6sse und  fehlerfreiem 
W u c h s  sorgf£1tig ausgew/ihl ten Pfl~inzchen be leuehte ten  
wir  w~i, h r e n d  4 T a g e n  m i t  2 Fluoreszenzr6hren aus c twa  
30 cm E n t f e r n u n g .  E i n e m  weitern Tell der  im Dunkeln  
v e r b l i e b e n e n  P f l a n z e n  f i ihr ten  wir  am Anfang des 3. Ver- 
suchs tages  s te r i l  200 7 Ascorbinsiiure pro ml Ntthrl6sung 
zu. A m  E n d e  des 2, und  4. Tages wurden  die Pf lanzen 
g e e r n t e t  u n d  die W u r z e l n  ve to  Spross ge t rennt .  

J e  zwei Ser ien zu 4 Sprossen bzw. Wurzeln  wurden un- 
verzi igl ict l  zur  V i t a m i n - C - B e s t i m m u n g  wei terverarbei te t ,  
Diese erfolgte  ko lor imet r i sch  mit te ls  Phosphor-18-XVolf, 
r a m s g u r e  n a c h  I#UJITA und  EBIHARA 6. Dabei  beriicksich- 
t i g t e n  wir  n u r  die reduzier te  Fo rm (bier alsAS bezeichnet).  
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Tabclk I 
Trockengewitht und "l'~)talgeha{t all AS, FA mid CF yon Wnrzel 
uml Spross 6tligigvr l~isumlleimlinge bet Vcrsuchsbt.gimh TG = 
"rroekengewicht, AS = Aseorbinsaure, FA ~= aktlve Sul~st;mzen fiir 
Streptococcus [aecalis 801:1, CF = aktive Sul~stanzelt flit Leuconostoc 

citro,'orum 808 t 

TG AS F ,\ CF 

Wurzel . . . 15,3 lug 16,8 7 60,8 m 7 26,1 m 7 
Spross . . . 27,2 mg 65,7 ~, 62,7 my 33,5 n W 

Jc  drci wcitcre Sericn t rocknc ten  wir  24 h lang bet 
70 :k 5°C. Das rein gemahlene  Mater ia l  wurde  mi t  desti l-  
l ier tem Wasser  im Au tok l av  wl ihrend 15 rain bet 115 a C 
ex t rah ier t ,  Aus d em f i | t r i e r ten  E x t r a k t  w u r d e n  die fiir 
Streptococcus/aecalis und Leuconostoc citrovorum a k t i v e n  
Subs tanzen  (hier mi t  FA und CF angegeben)  nach  de r  ldas-  
sischen Methode gemessen un t e r  Ve rwendung  w m  I)ifco- 
Assay-Medien und  yon  IReroylg lu tamins / iurc  , l { o c h e ,  
und  I.eucow~rin ~Leder le ,  als S t a n d a r d s u b s t a n z e n .  

Zur I3eurteihmg der  gemessenen \Verte  wt , rden die 
n n i e r  den gegebenen Versuchsbedingungen erfolgten Zu- 
n a h m e n  w m  Trockengewich t  und  To ta lgeha l t  a n  :kS, F A  
und CF in P rozen ien  ausge rechnc t  (Wer te  bet Versuchs-  
beginn = 1{1{)%). l)ie l"rgebnisse s tehen  in Tabel le  I und  
11. Angegeben sind die Mit te lwer te  aus  2 bzw. 3 Par.'tllel- 
serien. 

Mit  e iner  s t l i rkern Zm~ahme des AS-Gehal tes  als Folge 
tier Ftelichtu ng oder  tier At,fnahn~e wm exogener  Ascorbi, l-  
sliure t r i t t  deut l ich  clue st i t rkerc Z u n a h m c  der  flit Stepto- 
coccus /accalis lllld Lettconosloc tiffin,omen ak t i v en  Slll)- 
s t anzen  in t : ~ c h e i m m g ,  l )asse lbe  b c o b a c h t e t e n  wi t  a u c h  
an  Pisumkeiml ingen ,  welche w i t  wi ihrend 1 h in ge- 
pnffer te  (pH 6) u n d  versch ieden  s t a r k  konzen i r i e r t e  
Ascorbinsl iurel6sungen e i n g e t au ch t  h a t t en ,  l )a  die Ascor- 
binsl iure in ve rsch iedenen  l i o n z e n t r a t i o n e n  die FA-  u ml  
CF-Wer t e  deu t l ich  beeinflusst ,  (larf a n g e n o m m e n  werden,  
dass am un te rsch icd l ichen  G e h a l t  dieser  S u b s t a n z e n  in 
l . icht-  und l )unke lp f l anzen  des beschr iebenen  Verst ,ches 
zumindes t  die Ascorbinsl iure  m i t v e r a n t w o r t l i c h  ist. Fs  
he r r sch t  jedoch ke ine  s t rcnge  l~mlllelil~it:  die vie l fach 
hi ihere A S - K o n z e n t r a t i o n  in der  Wurze l  nach  13ehand- 
lung m i t  Aseorbinsi iurel6sung h a t  ke inen  cn t s p r eeh eml  
h o h e n  Anst ieg yon  FA und  CF zur  Folge. Wei te re  l imi- 
t i e rende  Faktc)ren mi issen  desha lb  angem~mnaet~ werden ,  
e n t w e d e r  in F o r m  inak t ive r  Subs t anzen ,  welche ba vi~o 
oder  wiihrend des Troeknungs -  oder  F.xt rakt ionsprozesses  
un t e r  dem F.infhms yon AS eine molekulare  I h n w a n d l u n g  
in ak t ive  Subs t anzcn  er fahren ,  nder  a b e t  in F o r m  labiler  
Fols i iureder ivate ,  die d u t c h  Auwesenhe i t  yon  AS v e t  
I n a k t i v i e r u n g  geschi i tz t  werden,  

Tabdle I I  
Prozentuale Zunahme des Trockengewichts und Totalgehaltes an AS, FA umt CI: wm Pisumkehnlingen, welclw a) im 1)unkvln, 

b) im Licht, c) im Dunkeln mit 200"y Ascorbinsliure pro ml Niihrlilsung gezogen wurdon (Wertc twi Versuchsbe~inn = t00%; 
siehe Tabelle I) 

2. Tag 

4. Tag 

Wurzel 
Spross 

Wurzel 
Spross 

a) unbclichtet 

TG AS FA CF 

I 21 -15 25 19 
78 113 76 74 

55 13 34 0 
154 166 138 190 

b) lu ' l ichtet  

TG AS FA 

43 91 115 
68 249 287 

CF 

78 
500 

93 42 
747 158 

et unbeiichtct + AS 

1275 100 93 
170 2{)3 300 

59 51 152 
122 251 454 

TG AS FA CF 
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Die zweite A n n a h m e  bes i tz t  eine gr6ssere Wahrsche in -  
lichkeit,  da  nach  DOCTOR ~ bei m~innlichen R a t t e n  nach  
Verabre ichung  yon Ascorbins/ iure i n  v ivo keine F6 rde rung  
der  U m w a n d l u n g  von Fols/iure in C i t r ovo rumfak to r  s t a t t -  
f indet ;  h ingegen schi i tz t  die im Ur in  mi tausgesch iedene  
Ascorbins~ture eine labile Vors tufe  des C i t rovorumfak to r s  
vor  Zers t6rung du rch  L u f t z u t r i t t  und  Hi tze .  Die Un te r -  
suchungen  yon IVCAI und  NAKAGAWA 7 zeigen ferner,  dass  
auch  im pf lanzl ichen Gewebe labile Der iva te  der  P te royl -  
glutamins/ iure  a n g e n o m m e n  werden  miissen. 

K. ERISMANN und  W. H. SCHOPFER 

Botan i sches  I n s t i t u t  u n d  botanischer  Garten  der Univer -  
sitti t  B e r n ,  37. J u l i  1959. 

R d s u m d  

Des p lan tu les  de P i s u m  sont  cult iv6es a s e p t i q u e m e n t  
en milieu syn th6 t ique .  A la lumi~re, elles syn th6 t i s en t  plus 
de fac teurs  du groupe  de l 'acide fotique, d6termin6s  pa r  
voie microbiologique,  e t  p lus  d ' ac ide  ascorbique  qu '~  l 'ob-  
scurit6. L ' a d j o n c t i o n  d ' ae ide  ascorb ique  au milieu des 
p lan tes  cult iv6es /~ l 'obscur i t6  eompe.nse pa r t i e l l emen t  
l ' absence  de lumi~re. 

6 V. M. DOCTOR, J. biol. Chem. 233, 982 (1958). 
K. IWAI und S. NAKAGAV,*A, Mere. Res. Inst. Food Sci., 1,2yoto 

Unix'. 15, 48 (1958). 

Die A n w e n d u n g  der  w i e d e r h o l t e n  E n t w i c k l u n g  

zur  T r e n n u n g  der  S t e r o i d e  auf d e m  Pap ier  

Bei der  wiederho l t en  Chroma tog raph ie  en twicke ln  wir  
das C h r o m a t o g r a m m  zuers t  mi t  e inem L6sungsmi t t e l ,  
t r oeknen  und  wiederholen  nochmals  die E n t w i c k l u n g  mi t  
demse lben  oder  e inem ande ren  L6sungsmi t t e l  in derse lben  
R i c h t u n g ;  j ede r  Fleck des e rs ten  C h r o m a t o g r a m m s  bi lde t  
den S ta r t  fiir die zweite Chromatograph ie .  Diese Methode  
wurde  zur T r e n n u n g  von  Gemischen  beni i tz t ,  welche in 
den  e inzelnen L 6 s u n g s m i t t e l s y s t e m e n  durchzuf i ih ren  un- 
m6glich w/ire. Mit  dieser  Methode  wurden  zum Beispiel 
Aminos/ iuren und  Pep t i de  ~,2, Zucker  ~ und  P o r p h y r i n e  ~ 
ge t rennt .  NEHER und  WETTSTEIN 5 t r e n n t e n  auf diese 
"Weise schwach  polare  Steroide.  In  allen diesen F~illen 
wurde  das  C h r o m a t o g r a m m  i m m e r  in derse lben  Dis tanz  
vom S ta r t  en twickel t .  Beim Vergle ich mi t  der  zwei- 
d imens ionalen  Chroma tog raph ic  b ie t e t  diese Methode  
Vortei le  bei der  Se r i enbes t immung  oder  bei der  T rennung  
einer gr6sseren Zahl  yon Proben .  Die F lecken  der  Sub- 
s t anzen  werden  sehr  seharf .  

\Vir bent i tzen  zur  T r e n n u n g  der  Steroide,  vorzugsweise  
der  0s t rogene ,  die E n t w i c k l u n g  mi t  zwei ve r sch iedenen  
L6sungsmi t t e ln  auf  e inem mi t  F o r m a m i d  impr / ignier ten  
Papier .  Die Dis tanz  der  L6sungsmi t t e l f ron t  v o m  S t a r t  
wurde  gewechsel t  und i m m e r  yon vornehere in  be s t immt .  
Aus den R / - W e r t e n  der  Steroide  in den  e inzelnen ab- 
getei l ten Sys temen  wurde  die Beziehung fiir die Dis tanz  

1 S. E. SEVERIN und V. N. FJODOROVA, Dokl. Akad. Nauk SSSR. 
82, 443 (1952). 

B. KEIL, Chem. Listy 48, 725 (1954). 
a A. JEANES, C. S. WISE und R. J. DIMLER, Analyt. Chem. 23, 

415 0951). 
4 T. C. Cnu, A. A. GREEN und E. J. cHu, J. biol. Chem. 190, 643 

(1951). 
5 R. NEHER und A. WETTSTEIN, Helv. chim. Acta 35, 276 (1952). 

der  Subs tanz  v o m  S ta r t  nach  wiederho l te r  E n t w i c k l u n g  
b e s t i m m t  : 

D = a.  R I I . ( 1 - R s 2  ) + b-R12, wo 

Rsl = Rf  der  Subs t anz  im 1. L6sungsmit t :e l sys tem;  
RI2 = Rf  der  Subs tanz  im 2. L 6 s u n g s mi t t e l s y s t em;  

a = D i s t a n z  der  L6sungsmi t t e l f ron t  v o m  S ta r t  nach  der  
1. En twick lung  ; 

b=Dis t anz  der  L 6 s u n g s mi t t e t f r o n t  v o m  S ta r t  nach  der  
2. En twick lung .  

Der  Wirkungskre is ,  in welchem sich D bewegen kann ,  
ist  d u r c h  folgende Bez iehung  bed ing t :  

0 ~ D <_ am~ x • ( R f l  --  RI1 " Rf2  + Rf2 ), 

area x = max i ma l  m6gliche Dis tanz  der  L 6 s u n g s mi t t e l f r o n t  
v o m  S ta r t  (abhSmgig yon  der  L~inge des Papiers) .  

In  diesem VVirkungskreis b e s t e h t  also die M6glichkeit ,  
du rch  Fes t s e t zung  der  Dis tanz  L S s u n g s m i t t e l f r o n t / S t a r t  
dei Ver suchsbed ingungen  e n t s p r e c h e n d  der  a b z u t r e n n e n -  
den Subs t anz  zu normieren .  So ist es m6glich,  auf e inem 
einzigen Pap ie r  ganz gu t  Subs t anzen  yon sehr  verschie-  
dener  Polar i t / i t  zu t r ennen .  
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Trennungsschema einiger Steroide in einzelnen L6sungsmittel- 
s)~temen und nach wiederholter Entwicklung 

LSsungsmittelsysteme : 
I. 30% Formamid/Chloroform 40 cm vom Start 

II. 30% Formamid/Toluen 40 cm vom Start 
III. 30% Formamid a) Chloroform 20 cm vom Start 

b) Toluen 40 cm yore Start 
1 = 0striol, 2 = Cortisol, 3 -- C'ortison, 4 -- 0stradiol-17-beta, 
5 = Ostron. 

Chroma tog raph i sches  Pap ie r  W h a t m a n  1 mi t  der  ein- 
ge t r agenen  P r o b e  ziehen wir durch  eine 30% Methanol -  
16sung von  F o r m a m i d ,  t rocknen  zwischen zwei Sch ich ten  
von  F i l t e rpap ie r  und  lassen noch 10 min frei u n b e d e c k t  
liegen. D a n n  en twicke ln  wir das  C h r o m a t o g r a m m  ab- 
s t e igend  bis zu der  b e s t i m m t e n  Dis tanz  vom Sta r t ,  lassen 
bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  ab t rocknen  (nach E n t w i c k l u n g  
mi t  Chloroform gentigen 30 min), und  ohne wei tere  Im-  
pr t ignat ion  se tzen wir  die E n t w i c k l u n g  mi t  dem zwei ten 
L6sungsmi t t e t  for t  (Toluen). 

Cortisol,  Cort ison,  Os t ron ,  ~s t r ad io l -17 -be ta  und  13striol 
w u rd en  ge t renn t .  Die R f ' W e r t e  und  die D i s t anzen  der  


