
1060 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

5 01113 d’eau. Apres 2 h., on code dans de l’eau, on essore e t  on cristallise dans 1’6thanol. 
On obtient des aiguilles incolores F. 384O. 

C,,H,oON, Calcule C 78,03 H 4,09 N 11,38% 
TrouvB ,, 78,03 ,, 3,83 ,, 11,53% 

Remarque. Si l’on opere la rkaction indiqu6e sous c) en presence de 100 om3 d‘alcool, 
on obtient un produit fondant ma1 entre 243-253O, qui semble &re en majeure partie 
un d6rivk non cyclis6. 

C,,H,,O,N, Calcul6 C 88,80 H 4,69 N 15,05% 
Trouve ,, 69,74 ,, 4,57 ,, 15,12% 

Ce produit se cyclise en fondant. Si on le traite par du nitrite pour obtenir un azide, 
il se forme en partie la lactone F. 248O et en partie le lactame de sorte qu’une dkgradation 
par ce moyen n’a pas reussi. 

RESUM& 

I1 est dkcrit la synthbse de la lactone de l’(o-carboxy-phkny1)-2- 
hydroxy-3-quinolkine(I) et de 1’(o-carboxy-ph6nyl)-3-hydroxy-2-qui- 
nolkine (11). 

Sont dBcrits des essais infructueux pour prkparer la lactone de 
1’( o -carboxy -phknyl) -3 -hydroxy- 4 - quinolkine (111). 

Par des essais comparatifs du comportement de l’hydrazide ddri- 
vant du produit I1 et de l’hydrazide provenant d’une lactone de com- 
position inconnue obtenue dans la dbgradation du jaune Hochst R, 
lea auteurs en arrivent B la conclusion que cette lactone inconnue doit 
avoir la constitution correspondant B la formule 111. 
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129. Recherches sur la biosynthese des carot6noides 
chez un bacille paratuberculeux IVl). 

A. Pr6cisions sur la nature des composants de la pigmentation. 
B. Action anticarothogbne du phenol 

par Gilbert Turian. 
(27 IV 51) 

A. A l’instar d’autres bacilles acido-rksistants (bacille Lombard0 
Pellegrhi et bacille de Grassberger2), Mycobacterium leprae3), Myco- 
bacterium ZacticoZa4)), le bacille de la flkole (Mycob. phlei)  Blabore une 
riche gamme de carothoides: a, ,i3 et y-carotbnes, lkprotbne, krypto- 

1) IIIe communication, Helv. 33, 1988 (1950). 
2, E. Chargaff & E. Lederer, Ann. Inst. Pusteur 54, 383 (1935). 
3, Y .  Takeda & T. Ohta, Z. physiol. Ch. 258, 7 (1939). 
4, H .  F. Haas & L. D. Bushnell, J. Bact. 48, 219 (1944). 
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xanthine, xanthophylle libre ou estdrifid, zdaxanthine, azafrine libre 
ou estdrifide ont 6t6 identifids chez ce germel). 

Nous avons r6eemment signal6 l’abondante production (fonction 
de l’hge du bacille) d’un carot4noIde acide du type c6to-Bnolique par 
le bacille de la flBole cultivd sur milieu synthdtique d’Imgraham d? 
Steenbock2) glycdrold (1%) et contenant du fer (1 mgyo). Nous rap- 
portons ci-dessous les resultats d’une analyse plus complhte des divers 
pigments Blabores par le bacille cul t id  sur ce milieu standard. 

Mycobaeterium phZei (souche coll. P.  HawEuroy) Lg6 de 9 jours est tu6 (autoclave 
looo), filtr6, puis dess6ch6. La masse bacterienne est ensuite traitbe 3 fois par de l’ack- 
tone pur; le rBsidu reste color6 en jaune par des pigments partiellement extractibles par 
l’alcool alcalin (KOH). Les extraits acetoniques sont reunis e t  dilues avec de l’eau pour 
transfhrer les pigments dans de 1’Bther de pBtrole. La solution etheropetrolique est en- 
suite saponifibe avec de la potasse alcoolique (une nuit B temperature ordinaire). L’addi- 
tion d’eau, ad separation de la solution en deux phases, permet de capter les carotenoides 
hydrocarbures (Bpiphase) dans 1’6ther de petrole. L’alcool alcalin, color6 en rouge orang&, 
est acidifie (ac. acBtique ad virage au jaune et  dilui. avec un volume &gal d’eau; les 
pigments hypophasiques (carothoides oxygenes neutres ou acides, corps quinoniques 
Bventuels) passent alors aisement dans 1’6ther de p6trole. 

CarotLnoiiEes Lpiphasipues. Leur solution Qtheropetrolique filtree sur colonne d’alu- 
mine (Merck) neutralisBe se rbout en 3 bandes: une zone rougeLtre au  sommet de la 
colonne, une bande jaune p&le en son milieu; enfin une bande jaune vif rapidement en- 
trainee dans le filtrat reprksente le pigment principal; son spectre d’absorption dans 
1’Bther de pktrole, determine avec l’appareil de Beckman3), correspond B celui du B-caro- 
t h e  ou du lbprotene: 4 2 5 4 5 2 4 8 0  mp. Les deux autres pigments sont faiblement re. 
prhsent6s; nous n’avons pu Btablir que le spectre du pigment dessinant la bande jaune 
pLle &Be par l’6ther de petrole contenant 1% d’kthanol; les centres de ses bandes d’ab- 
sorption dans 1’6ther de petrole correspondent B ceux du pigment principal. 

Carotknoides hypophasiques. Filtrhe sur alumine neutraliske (Merck), leur solution 
6theropetrolique forme tout d’abord une large zone au haut de la colonne. L’addition de 
quelques gouttes d’6thanol B l’bther de petrole provoque le dkplacement rapide d‘une 
faible bande jaune; celle-ci est recueillie dans le filtrat (= HI)? Une importante bande 
jaune brunLtre (= H,) peut ensuite &re Bide sur colonne avec le melange &her de 
p6trole-Bthanol (2:l). Une zone jaune ocrac6, non Bluable par 1’8thanol 95%, subsiste 
alors au aommet de la colonne; l’addition d‘une goutte de FeCI, B l’alcool de lavage fait 
immkdiatement virer cette bande au  rouge brunktre ; il s’agit aaisemblablement lit de 
composes quinoniques acides du type phtiocoP), Bluables par KOH alcoolique. 

Spectres d’absorption dans 1’6ther de petrole : 
Fraction H,: max. 4 2 0 4 7 4 7 5  mp. Xanthophylle identique it la lutkine isolBe 

par Chargaffl). 
Fraction H,: maximum intense B 449 mp et  legere 2e bande6) it - 475 mp. CarotB- 

noide oxygkne B net caracthre acide (facilement captB par 1’8thanol 50% alcalin (KOH) 

l) E.  Chargaff, Ann. Inst. Pasteur 52, 415 (1934); M .  A. Ingraham & H .  Steenbock, 
Biochem. J. 29,2553 (1935); Y .  Takeda & T .  Ohta, 2. physiol. Ch. 262, 168 (1939); 265, 
233 (1940). 

2, M .  A. Ingraham & H .  Steenbock, Biochem. J. 29, 2553 (1935). 
3, Nous remercions M. le Dr E .  Fischer d’avoir bien voulu mettre it notre disposition 

le spectro-photomdtre de Beckman du Laboratoire de chimie organique, ainsi que pour 
ses conseils techniques. 

*) R. J .  Anderson& M .  S. Newman, J. biol. Chem. 101,773 (1933); 103,197 (1933). 
6,  Que le spectro-photomhe de Coleman ne permet pas de ditceler. 
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avec virage de coloration du jaune vif au rouge cuivri:) en rapport avec une transposition 
&to-knolique; pigment d6crit par nous sous le nom de chrysofkinel). 

Dans nos conditions de culture, Mycobacterium phlei  synthbtise 
done deux types de pigments endocellulaires acBto-solubles, h savoir 
d’abondants carotBnoides et des pigments acides de nature quino- 
nique. 

Les carotenoldes comprennent : un composant neutre constitub 
essentiellement de ,!I-carotene (ou de 1BprotBne2)) et d’un peu de 
xanthophylle ; un important composant acide constituB par la chryso- 
flBine. Selon nos determinations quantitatives, l’accroissement du 
composant polyhnique acide en fonction de l’$ge des bacilles est corr6- 
latif d’une baisse progressive de la teneur des germes en carotholdes 
neutres ; il est done logique d’admettre que la ChrysoflBine rBsulte 
d’une oxydation biogBnBtique des carotenoides neutres3). 

Les propriBtBs des pigments quinoniques rappellent celles du 
phtiocol: coloration rouge foncB avec FeCl,, solubilitd dans le 
NaHCO, (0,5%). 

Le bacille de la flBole Blabore en outre des pigments exocellulaires, 
dif‘fusibles, jaunissant progressivement le milieu de culture. La bio- 
synthese de ce(s) pigment(s) de type flavinique (fluorescence vert jau- 
nMre) est tres fortement stimulBe en milieu synthetique (mineralia- 
lactate dWH4 et de Na-glycBrol), s’alcalinisant au cours de la culture 
(pH aprhs 7 jours: 9,O). Signalons que la biosynthbse de la riboflavine 
a B t B  bien 6tudiBe chez un autre bacille acido-rksistant, Jfycobacterium 
smegmatis 

B. Nous avons rBcemment mis en Bvidence l’action anticarotk- 
nogene de la diphhnylamine (Da)3) et avons montrB comment la con- 
naissance d’un tel inhibiteur et de son mode d’action peut contribuer 
A Bclairer les Btapes du processus biosynthdtique. La, recherche d’autres 
uinterrupteursx chimiques de la carotBnogBnese s’imposait done. 

Parmi les nombreuses substances dont nous avons 6tudi6 I’action sur la pigmen- 
tation du bacille de la flbole, seul le phenol (1/2W-1/5000) a fait preuve d’une activit6 
anticarotBnog8ne d’intensiti: comparable A celle de la Da (1/25000). Parmi les diphknols, le 
r6sorcinol (1/1000-1/5000) est di:jA 2-3 fois moins actif que le ph6nol; l’hydroquinone 
et le pyrocat6chol sont trop facilement oxydables. L’cc-naphtylamine (1/40000), la thiou- 
r6e (1/100~1/5000) ,  le KCN (M/lOOO) et la salicylaldoxime (1/20000) n’ont manifest6 
qu’une action inhibitrice faible et inconstante. 

Le phenol et la Da diffhrent quant aux modalites de leur action inhibitrice, ainsi 
qu’en Gmoigne le tableau ci-dessous : 

l )  G. Turian, Helv. 33, 1303 (1950). 
2) Ch. Crundmann & Y .  Take&, Naturw. 25, 27 (1937); Y.  Tnkeda & T. Ohta, Z. 

3, G. Turian, loc. cit. 1, p. 1060. 
4, R. L. Mayer & M .  Rod bart, Arch. Biochem. I I ,  49 (1946). 

physiol. Ch. 267, 171 (1941). 
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Actions comparees du phenol et de la Da sur la pigmentation jaune du bacille de la fleole. 
(Age: 7 jours; pH initial du milieu: 7,2) 

Milieu 
standard') 

+ 
(glucose 5%) 

TBmoins 

pH 

100 

% in- 
hibi- 
tion2) 

-95% 

50% 
80% 
707/, 
50% 

Da 

pH mg 

7,l 70 

7,l 364 
6,5 53 
6,4 55 
6,3 62 

89 

416 
62 
60 
56 

6 

26 
25 
59 
80 

I 

7,7 

7,3 
6,2 
5,9 
5,4 

o/o in- 
hibi- 
tion*) 

-95% 

90 % 
95 7" 

72 

238 
64 
65 
53 

mg = poids sec recolt6 s/ 25 01113. 
U.C. = unites carotenoides, valeurs comparatires obtenues par mesures colorimetriques 

de l'extrait acetonique total. 

Les valeurs exprimees dans ce tableau montrent que le phenol perturbe la carotene- 
genese spkcialement au niveau de la glucose; l'addition de glycerol reduira donc cette 
inhibition. Par ailleurs, le pH Bled (7,7) du filtrat souligne le ralentissement des trans- 
formations de la glucose en presence de phhol. Ce comportement du phenol est l'inverse 
de celui que nous avons decrit pour la Da3) qui perturbe la carotenogbnese L un stade 
postkrieur it celui de l'utilisation immkdiate de la glucose. A noter aussi la difference de 
comportement des deux inhibiteurs en presence de fer (1 mg%). 

Parmi les autres composes phenoliques, le m-dinitrophenol (DNP, 10-6) s'est r6vkl6 
un activateur intkressant de la carotenog6nAse L partir de glucose ou de glucose + glyc6rol. 
Des essais quantitatifa nous ont montr6 que I'action carot6nogAne du DNP peut etre 
completement (milieu glucos6) ou partiellement (mil. glucose + glycerol) compensee par 
le pouvoir inhibiteur du phenol. L'action anticarotenogene de la Da n'est pas reduite 
par 10W de DNP. 

Ces donnees nouvelles permettent de completer le schema que 
nous avions propose3) pour representer les grandes &apes de la bio- 
synthese des carot6noTdes chez le bacille de la fleole: 

DNP 1+ Precurseurs 1 + (Fe) (proox.) 
Glucose - incolores, ____+ Polyhes colores 

- glycerol -q - 
I Da 
I (antiox.) 

(antiox. 1 )  

I phenol 

+ = stimulation. 
- = inhibition. 

Nous remercions vivement M. le Prof. F.  Chodut pour son precieux appui et ses 
conseils judicieux. 

Glucose 1% . 
Glucose 1% 

+ Fe M/6000 
Glyc6roll% . 

1) M .  A.  Ingruham & H .  Steenbock, loc. cit. 6, p. 1. 
2, Evaluation colorimetrique de la pigmentation. 
3, CT. Turiun, loc. cit. 1, p. 1060. 

6,O 

6,9 
5,6 
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RI~SUMJ~. 
Les composants endocellulaires de la pigmentation du bacille 

de la fldole comprennent des carottholdes et des pigments quinoniques ; 
nous avons identifib trois carotdnoldes, h savoir /?-carotkne (ou 16pro- 
t h e ) ,  xanthophylle et chrysofldine. 

Nous avons mis en dvidence l’action anticarotdnogbne du phenol 
et signalons le pouvoir chromogkne du m-dinitrophhol. 

Institut de Botanique gkndrale de l’universitd, Gendve. 

130. Die Wirkung von Carotinoiden auf die Keimung von 
C y klamenpollen 

von F. H. Schwarzenbach. 
(28. 111. 51.) 

Carotinoide sind im Pflanzenreich weit verbreitet. Besonders hau- 
fig sind sie in Bluten lokalisiert, was zur Vermutung gefuhrt hat, dass 
diese Pigmente fortpflanzungsphysiologische Vorgiinge steuern konn- 
ten. Um diese Vermutung zu prufen, wurde das folgende Teilproblem 
herausgegriffen : Sind Carotinoide Wirkstoffe fur die Pollenkeimung 1 

Methodik.  
Die versuchstechnische Schwierigkeit bei der Losung dieser 

Frage liegt darin, dass Carotinoide extrem lipophile Stoffe sind, wah- 
rend der Pollen zur Keimung Wasser benotigt. Um die Wirkung von 
Carotinoiden auf die Pollenkeimung feststellen zu konnen, ist es 
daher notwendig, gleichzeitig Wasser und ein Fettlosungsmittel an 
den Pollen heranzubringen. Das lasst sich dadurch erreichen, dass 
der Blutenstaub in der feuchten Kammer nicht wie ublich in einer 
wiisserigen Niihrlosung zur Keimung gebracht, sondern auf Paraffin, 
das als Losungsmittel fur Carotinoide dient, kultiviert wird. Das fur 
die Keimung benotigte Wasser wird dem Pollen in der feuchten Kam- 
mer in Form von Wasserdampf zur Verfugung gestellt. 

Versuchsvorschrif t .  Man lost das zu prufende Carotinoid in der gewiinschten 
Konzentration in geschmolzenem Paraffin vom Smp. 55O-6Oo. Ein Tropfen dieser Losung 
wird heiss auf ein Deckglas gebracht, wo man ihn erstarren liisst. Nach Abkuhlung wird 
der Tropfen mit Pollen beimpft, indem man den Bliitenstaub mit einer Priipariernadel 
in moglichst dunner Schicht aufstreicht. Das Deckglas wird auf eine mit Paraffin01 oder 
Vaseline abgedichtete feuchte Kammer aufgesetzt. (Die verwendeten feuchten Kammern 
bestanden aus einem Objekttrager mit aufgekittetem Glasring von 10 mm Hohe und 15 mm 
lichter Weite.) 

Die Versuchsbedingungen fur die Pollenkeimung miissen fur jede Pflanzenart be- 
sonders festgelegt werden. Fur Bliitenstaub von Cyclamen persicum Mill. betrug die Ver- 
suchsdauer bei der optimalen Keimungstemperatur von 24O vier bis fiinf Stunden. 




