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112. Uber die enzymatisehe Deearboxylierung von /3-Keto-earbonsliuren 
van P. Karrer und F. Haab. 

(16. 111. 48.) 

Nach Untersuchungen von N .  8StiirkZel) und 0. AckZin2) werden 
mittlere Fettsauren durch Schimmelpilze nach dem Prinzip der 
p-Oxydation zu Methyl-alkylketonen abgebaut. Die Reaktion spielt 
sich beim Ranzigwerden der Fette ab; in der letzten Stufe ist sie eine 
Decarboxylierung . 

C,Hz,+,CHzCH~COOH -+ C,Hzn+lCOCHzCOOH -+ C,Hz,+,COCH,+ CO, 

Im Zusammenhang mit Arbeiten uber andere Decarboxylierungs- 
vorgange3) haben wir versucht, uber diese @-Ketocarbonsaure- 
decarboxylase etwas mehr xu erfahren. Alle in der Literatur be- 
schriebenen Abbauversuche von Fettsauren durch Schimmelpilze 
sind mit lebenden Pilzen ausgefuhrt worden, sodass uber die Natur 
der daran beteiligten Fermente nichts NBheres bekannt ist. 

Wir haben mit einer grosseren Anzahl verschiedener Schimmel- 
pilze gearbeitet, namlich mit Penicillium notatum Westl., P. citrinum 
Thom, P. glabrum (Wehmer) Westl., P. luteum Zukal, P. chry- 
sogenum Thom, P. cyclopium Westl. und Penicillium glaucum. 

Ton diesen wurden Trockenpulver bereitet und letztere auf ver- 
schiedene ,!l-Ketocarbonsauren, n-Butyrylessigsaure, Capronylessig- 
saure und Oenantylessigsaure zur Einwirkung gebracht. Wie die 
Versuchsprotokolle zeigen, war in allen diesen Trockenpulvern ein 
Ferment vorhanden, welches die Decarboxylierung der /I-Ketocarbon- 
saure beschleunigte. Hatte man die Pilzkultur vor ihrer Verwendung 
als Enzympraparat eine Minute auf looo erhitzt, so war das Praparat 
wirkungslos ; dadurch wird die enzymatische Natur des Aktivators 
der Decarboxylierung der B-Ketosauren bestatigt. 

Diese Decarboxylase ist aber ein sehr unbestandiges Enzym. 
Schon eine Acetonbehandlung des Schimmelpilzes bei O o  zerstort das 
Ferment j es ist bisher auch nicht gelungen, dieses durch Autolyse der 
Schimmelpilze freizusetzen oder wirksame Extrakte aus den Schimmel- 
pilzen zu gewinnen. Vorlaufig besteht daher der Eindruck, dass es sich 
um ein an die Zellen gebundenes, endogenes Ferment handelt. 

Keines der bekannten, wasserloslichen Vitamine beeinflusst seine 
Wirksamkeit ; ebenso unwirksam sind die Cocarboxylase und Pyrid- 

I )  Bioch. Z. 151, 371 (1924). 
2, Bioch. Z. 204, 253 (1929). 
9 Helv. 29, 711, 1981 (1946); 30, 54, 268, 524, 528 (1947) 
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oxalacetalphosphat. Auch ein Zusatz von Fe , &In**, Cue*, Zn-, Fe.. 
oder Mg hatte auf den Decaaboxylierungsvorgang keinen Einfluss. 

Die Decarboxyla,sc? der P-Ketocarbonsauren ist also yon den- 
jenigen Fermenten, die Brenztraubensaure und denjenigen, die 
a-Aminocarbonsauren decnrboxylieren, vollig verschieden. Ihre nahere 
Untersuchung wird dureh die Unbestandigkeit tlieses Enzyms er- 
schwert. 

E x p er irn e 11 t e 11 e r T e i I .  
Die zu den Versuchen benutzten B-Ketocarbonsauren haben wir nach bekannten 

Verfahren hergestellt : n-Butyrylessigsaure nach H .  Hunsdieckerl) ; n-Capronylessigestei 
nach L. Bouveuult und A .  Bongert2), E. Xpath und J .  PikP), sowie C. Xchopf und G. 
Lehmnn4). Oenanthylessigsaure nach L. Bouveuult und A .  Bongert2), sowie E .  Xpath 
und J .  Pik13). 

Die Schimmelpilze, die als Fermentquelle dienten, wurden auf einer Czapek-Dox 
Nahrlosung geziichtet, deren Zusammensetzung folgende war : 

Saccharose 30 g, NaNO, 3 g, KC1 1 g, MgSO,, 7H,O 0,5 g, KH,PO, 0,5 g, FeSO,, 
7H,O 0,Ol g, aqua dest. ad 1 Liter. 

Nach ca. Stagigem Wachstum bei Zimmertemperatur wurden die Schimmelpilze 
abgenutscht, mit destilliertem Wasser wiederholt gewaschen und mit dem Wiegemesser 
so fein als moglich zerschnitten. Nach 2tiigigem Aufbewahren im Vakuumexsikkator 
neben Calciumchlorid war die Substanz trocken. Das so gewonnene Trockenpulver wurde 
fur  die Decarboxylierungsversuche direkt verwendet. 

Die Decarboxylierungen nahmen wir in der Wurburg-Apparatur bei einer 20° C 
nur wenig uberschreitenden Temperatur vor. Da die p-Ketosauren bei diesen Tempera- 
turen spontan etwas CO, abgeben, muss diese Selbstzersetzung in einem Blindversuch 
bestimmt und die betreffende Gasmenge von der beim Fermentierungsversuch erhaltenen 
in Abzug gebracht werden. Anderseits absorbiert das Pilzpriiparat etwas Sauerstoff, 
sodass auch hierfur eine Korrektur notwendig ist. 

Decarboxyl ie rungen  v o n  Oenanthyless igsaure  d u r c h  Trockenpulver  
versc  h i e d e n e r  Penic i l l ium a r  t en .  

1. Ferment (F): 0,5 g Pilztrockenpulver yon P. notatum Westl. 
in 5 cm3 Phosphatpuffer ( p ~  = 5,s) 

KetosLure (K) : 0,15 Mol/Liter Oenanthylessigshure 
Pufferlosung (PI): 0,067-11. Phosphatpuffer PH = 5,6 
Temperatur : 22,lO c. 

I I I mm3 CO, mm3 CO, mm3 CO, 

1 em3 P1 1 em3 P1 I 

Zeit 
(in Minuten) 1 cm3 F; 0,7 cm3 H,O~ 1 om3 F; 0,7 em3 K I cm3 o,7 cm3 

B. 75, 454 (1942). 
,) B1. [3] 27, 1038 (1902). 
3, B. 62, 2250 (1929). 
<)  A. 497, 17 (1932). 
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2. Ferment (F) 0,5 g Pilztrockenpulver von P. citrinum Thom 

wie bei Versuch 1 
Ketosllure (K) 

Temperatur 

797 

Zeit 
(in Minuten) 

0 
27 
71 

mm3 CO, 

0 0 1  u 0 0 0 
+ 8  + 8  

mm3C0, 1 mm3C0, 
1 om3 F; 0,7 cm3 H,O 1 cm3 F; 0.7 cm3 K cn13 pl; o,7 cm3 lcm3P1 1 1 cm3P1 

+ 5  + 2  1 2 1  +24 
+ 8  +l  I 154 +63 ~ +19 +21 

~ _ _  ___ 
I 

i ~ _ _ _ _ _ _ _ _ _  - . 

3. Ferment (F) 0,5 g Pilzpulver yon P. glabrum (Wehmer) Westl. 

wie bei Versuch 1 
Ketosaure (K) 

Temperatur 

I __ -. -~ 
0 '  0 0 0 0 0 0 

35 ' + 5  0 +14 + 7 + l o  +10 

71 1 + 2  - 2  +27 +30 ~ +19 +21 

4. Ferment (F) 0,5 g Pilzpulver von P. luteum Zukal 

Pufferlosung (PI) 
Ketosaure (K) 

Temperatur 
wie bei Versuch 1 I 

Zeit 
(in Minuten) 

m m 3 ~ 0 ,  I m m 3 c o 2  I mm3C0, 
1 cms F; 0,7 cmS H,O 1 cm3 I?; 0,7 cm3 K 

1 cm3P1 I 1 c m 3 P 1  cm3 pl; 0,7 cm3 

5. Ferment (F) 0,5 g PiIzpulver von P. chrysogenum Thoin 

wie bei Versuch 1 
Ketosaure (K) 

Temperatur 

0 
33 
71 

0 0 1  0 0 '  0 0 

+ 4  - 2  I +45 +44 1 +19 +21 
+4 +I i +20 +20 + + 
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6. Ferment (F) 0,5 g Pilzpulver von P. cyclopium Westl. 

wie bei Versuch 1 
Ketosaure (K) 

Temperatur 

mm3 CO, 
1 cm3F;0,7 cm3H,0 

1 cm3 P1 

Zeit 
(in Minuten) 

1nm3 CO, 
cm3 o,7 cm3 

mma GO, mm3 CO, 
om3 F; 0,7 cm3 H,O 1 cm3 F; 0,7 cm3 K 

1 cm3 PI I (in Minuten) I 1 1 cm3P1 1 ~ - ~ _ _ _ _ _  
1- 0-1 0 0 O I  0 0 

+20 +18 ' + 9 + 9 
-14 -16 +42 +35 , +19 +21 

mm3 CO, mm3 GO, 

1 cm3 P1 
1 cm3 F; 0,7 cm3 K cm3 o,7 cm3 

Decarboxylierung von Butyrylessigsaure durch  Trockenpulver 
von  P. glaucum. 

7. Ferment (F) 0,5 g Pilztrockenpulver von P. glaucum 
Ketosaure (K) Butyrylessigsaure 0,15 Mol/Liter 
Pufferlosung (Pl) 0,067-n. Phosphatpuffer PH = 5,6 
Temperatur 22,oo c. - 

Decarboxylierung von n-Capronylessigsaure du rch  Trockenpulvcr 
von P. glaucum. 

8. Ferment (F) 0,5 g Pilztrockenpulver von P. glaucum 
Ketosaure (K) 94 mg n. Capronylessigsaure in 4 cm3 H,O 
Pufferlosung (PI) 0,067-11. Phosphatpuffer pH = 5,6 
Temperatur 28,0° 

mm3 CO, 
cm3 o,7 cIn3 

mm3 GO, mm3 CO, 
1 cm3F; 0,7 cm3H,0 1 om3 P; 0,7 om3 K 

1 om3 1'1 

Zeit 

I . ~ _ _ _ _ _ _ _  _ _ _ ~ _  ~ . _. __ ._ - .___ __ 
~ 

0 1  0 0 0 0 0 
+28 +25 

- 
30 I -17 -18 + 83 + 72 
50 1 -22 -26 

Z u s a mm enf a s sung. 
Es wurde gezeigt, dass in verschiedenen Arten von Schimmel- 

pilzen ein Ferment vorkommt, welches die Fahigkeit besitxt, mittlere 
8-Ketocarbonsiuren zu decarboxylieren und in Ketone uberzufuhren. 
Dieses Ferment ist verschieden von der Carboxylase und den 
a-Aminosaurendecarboxylasen. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat. 




