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157. uber die Biosynthese des p-Carotins bei Mucor hiemal is  
Wehrner. Die Beteiligung der Essigsaure am Aufbau der Carotin- 

molekel, insbesondere in den Stellungen 14-15 bzw. 14-15’ 
und 10-11 bzw. lO’-ll’, untersucht mit Hilfe 

von ‘$C-markierter Essigsaure. 
111. Mitteilung’) 

von E. C. Grob und R. Butler. 
(30. VI. 55.) 

Kiirzlich haben wir uber ein Verfahren berichtet, welches erlaubt, 
aus ,8-Carotin Retinin und ,8- Jonylidenacetaldehyd in reiner Form zu 
gewinnen und aus den beiden erhaltenen Spaltprodukten auf hydro- 
lytischem Wege die endstiindige C,- Gruppe als Acetaldehyd abzuspal- 
ten2). Damit haben wir die Moglichkeit, aus dem ,8-Carotin die C- 
Atome in Stellung 14-15 bzw. 14’-15’ (aus Retinin) und 10-11 bzw. 
10’-11’ (aus ,8- Jonylidenacetaldehyd) als Acetaldehyd zu isolieren. So 
kann nun mit Hilfe der Tracer-Methode abgekliirt werden, wie die C- 
Atome des als Kohlenstoffquelle im Nahrmilieu des Mucor  h iemal i s  
verwendeten Na-Acetats in die erwiihnten Stellen des ,8-Carotins ein- 
gebaut werden. 

Der nach dem beschriebenen Verfahren gewonnene Acetaldehyd 
wird zu Essigsaure oxydiert, welche, wie schon fruher beschrieben2), 
nach der Schmidt’schen Reaktion decarboxyliert wird. Das abgespal- 
tene CO, wird a18 BaCO, gewonnen. Diese C-Atome entstammen, je 
nachdem ob Retinin oder ,8- Jonylidenacetaldehyd abgebaut wird, den 
Stellungen 15 bzw. 15’ oder 11 bzw. 11’ des ,8-Carotins. Nach dem 
Schmidt’schen Abbau der Essigsaure findet sich ihre Methylgruppe als 
Methylamin-hydrochlorid vor, dessen C-Atome aus der Stellung 14 
bzw. 14’ oder 10 bzw. 10’ kommen, je nachdem ob das Retinin oder 
der ,8- Jonylidenacetaldehyd abgebaut wurde. 

Unsere Untersuchungen in dieser Richtung haben zu den folgen- 
den Ergebnissen gefuhrt : 

1. Wird der Nahrlosung des Mucor  h i ema l i s  Methyl-markier- 
tes Na-Acetat zugefugt, so erhalten wir beim Abbau des aus dem Pilz- 
korper gewonnenen /I-Carotins Retinin und /I- Jonylidenacetaldehyd, 
welche durch weiteren Abbau zu radioaktivem Methylamin fuhren, 
wiihrend das gewonnene BaCO, keinerlei Aktivitat aufweist. Daraus 
folgern wir, dass in den Stellungen 14, 14’ und 10, 10’ der Carotin- 
molekel die Methylgruppen der Essigsaure eingebaut werden. 

11. Mitt., E.  C. Grob & R. BiitZer, Helv. 37, 1908 (1954). 
z, E.  C .  Grob & R. Biitler, Helv. 38, 737 (1955). 
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2. Setzen wir der Nahrlosung Carboxyl-markiertes Na-Acetat zu, 
so liefert uns der Abbau des entsprechenden B-Carotins in jedem Falle 
radioaktives BaCO,. Dies beweist, dass die C-Atome 15, 15’ bzw. 
11,ll‘ des /?-Carotins einzig aus dem Carboxyl-C der Essigsiiure stam- 
men. Leider konnte in dieser Versuchsreihe nicht eindeutig festgestellt 
werden, ob das Carboxyl-C der Essigsiiure sich nicht auch zum Teil 
am Aufbau der Stellungen 14, 14’ und 10, 10’ beteiligt oder nicht. 

Nach unseren bisherigen Ergebnissen wird die Essigsaure nach 
folgendem Schema in die Carotinmolekel eingebaut : 

CH, CH, CH, crI, 
\ /  \ /  

1 1 / 1  0 0 l ’ =  1 
\?/ 

x stammt aus der COOH-Gruppe der Essigsaure. CH, 
\ A /  

CH, 

Es bestatigt sich somit immer mehr, dass die Essigsaure direkt 
in die Carotinmolekel eingebaut werden muss. Da im weiteren die Bil- 
dung des p-Carotins bei Mucor  h i ema l i s  von Pantothensaiurel) ab- 
hangig ist, muss angenommen werden, dass in dieser Biosynthese auch 
dem Coenzym A, welches die Pantothensaure als essentiellen Bestand- 
teil enthiilt, eine wichtige Rolle zukommen muss. Moglicherweise re- 
agiert die Essigsaure als Acetyl-Coenzym A, wobei durch Konden- 
sation zweier Molekeln Acetoacetyl-Coenzym A gebildet wird, welches 
ein Glied des Fettsaurecyclus nach Lynen darstellt. Man kann sich 
nun leicht vorstellen, dass sich an das Acetoacetyl-Coenzym A noch 
eine weitere Essigsiiuremolekel anlagert und dass sich durch Dehydrati- 
sierung und gleichzeitige Decarboxylierung des entstandenen Produk- 
tes die /?-Methylcrotonsaure bildet, die ja schon oft als niedere Vorstufe 
der natiirlichen Isoprenderivate angesehen worden ist. Vgl. z. B.2). 

CH,-C-\ S-COA + H/-CH,-C-S-C~A -P COA-SH + CH~-C-CH,-C-S-C~A 

CH, CH3 CH3 CH, C C /’\ 1 8 19 10 11 12 ($311 15 15’ 10’ 113’ 12‘ f j ’  10’ /3’ 8‘ 7’ /”\ 
a CH, 6 C-CH=CH-C=CI~-CH=CH-C=CH-CH=CH-CH=C-CH=CH-CH=C-CH=CH-C 6’ 2’ CH, 

x o  x I O X . 0 1  . o x  

3CH2 5C-CH, H,C-Cg s’CH, 
0 stammt aus der CH,-Gruppe der Essigsaure 

A /I I1 r: 0 0 
+ Acetoacetyl-CoA HCH, 
I 

COOH 

Acetyl-CoA 

J- - HZO 
CH3-C = CH-C-S-COA t------- CH3--C-CH,-&S-CoA 

I I1 - CO, I II 
CH, 0 HO CH, 0 

I 
/3-Methylcrotonyl-CoA COOH 

1) E .  C .  Grob, V .  Grundbacher & W .  H.  Schopfer, Experientia 10, 378 (1954). 
2, P. Lipman, Science 120, 855 (1954). 
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E x p er i in e n t e 11 er T e il. 
1. K u l t u r b e d i n g u n g e n :  Mucor h iemal i s  Wehmer Stamm + wurde in der 

friiher angegebenen Weise geziichtetl). 
2. Die  Iso l ie rung  d e s  r a d i o a k t i v e n  j3-Carotins aus  dem Pi lz  erfolgte eben- 

falls nach der friiher beschriebenen Methodel). 
3. Die  o x y d a t i v e  S p a l t u n g  d e s  j3-Carotins z u  R e t i n i n  u n d  j3-Jonyl iden-  

a c e t a l d e h y d  ist in einer friiheren Arbeitz) beschrieben worden. I n  unseren Versuchen 
haben wir aus je 500 mg j3-Carotin Retinin und j3-Jonylidenacetaldehyd in folgenden Aus- 
beuten erhalten (siehe Tab. 1 a). 

4. Die  h y d r o l y t i s c h e  S p a l t u n g  d e s  R e t i n i n s  u n d  d e s  8- J o n y l i d e n a c e t -  
a l d e h y d s  z u  A c e t a l d e h y d  ( z u  Ess igsaure  o x y d i e r t )  wurde nach 2) durchgefiihrt; 
Ausbeuten siehe Tab. 1 b. - Der Zusatz von reinem Na-Acetat zu dem aus dem hydro- 
lytischen Abbau gewonnenen envies sich als notwendig, urn geniigend Material fur den 
Schmidt’schen Abbau zu haben. 

5. D e r  Schmidt’sche A b b a u  d e r  Essigsi iure  crfolgte unter den aus *) ersicht- 
lichen Bedingungen. Ausbeuten siehe Tab. 1 c. 

Tabelle 1. 

Reaktion 

a) Oxydative Spallung des Carotins: 
Retinin . . . . . . . . . . . . .  
/3-Jonylidenacetaldehyd . . . . . .  

b) Hydrolytische Spaltung: 
eingesetztes Retinin . . . . . . . .  
daraus Na-Acetat . . . . . . . . .  
Zusatz von reinem Acetat . . . . .  
eingesetzter /3- Jonylidenacetaldehyd . 
daraus Na-Acetat . . . . . . . . .  
Zusatz von reinem Acetat . . . . .  

c) Essigsaureabbau: 
eingesetztes Na-Acetat aus 
Retinin + Zugesetztes . . . . . . .  
daraus BaCO,. . . . . . . . . . .  
und Methylamin-hydrochlorid . . . .  
cingesetztes n’a-Acetat aus 
/3- Jonylidenacetaldehyd + Zugesetztes 
daraus BaCO,. . . . . . . . . . .  
und Methylamin-hydrochlorid . . . .  

/3-Carotin aus 
CH,-markiertem 

Acetat 

71,2 mg 
3,1 mg (15% 
4 J  mg 

89,7 mg 
10,2 mg (30% 
9,3 mg 

/3-Carotin aus 
COOH-markiertem 

Acetat 

70,3 mg (13%) 
117,s mg (28%) 

70,3 mg 
6,s mg (347;) 
6,O mg 

117,s mg 
9,3 mg (21%) 
9J mg 

6. Die Messung d e r  R a d i o a k t i v i t a t  unserer Praparate (siehe Tab. 2) geschah 
mit dem Tracerlab-windowless-flow-counter, der mit dem Impulsuntersetzer ELA3 (Lan- 
dis & Gyr, Zug) kombiniert ist. Die Priiparate wurden in dunner Schicht auf ein poliertes 
Messingplattchen von 2,l em Durchmesser aufprapariert. I m  allgemeinen sind die Aktivi- 
taten der Praparate derart klein, dass eine sehr grosse Zahl von Impulsen gemessen werden 
miissen, um zuverlissige Werte zu erhalten. Die Zahl der zu messenden Impulse wurde 

I 

l) 11. Mitt., E. C. @rob & R. Butler, Helv. 37, 1908 (1954). 
2, E.  C. Grob & R. Butler, Helv. 38, 737 (1955). 
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nach den Angaben von A.  Thomas’) bestimmt, so dass bei allen hisr angefiihrten Absolut- 
werten der wahrsclieinliche Fehler unterhalb 5% liegt und die Standardabweichung 

D-Carotin aus CH,- 
markiertem Acetat 

weniger als 7,5% betragt. 

I I /j’-Carotin aus COOH- 
markiertem Acetat 

Retinin . . . . . . . . . . , . 
Methylamin-HC1 aus Retinin . . 
BaCO, aus Retinin. . . . . . . 

A = 13,O ipm/mg 
Z = 0,59 5 0,66 ipm/mg 

A =  276 ipm/mg 

A = 13,82 ipm/mg 
Z = 0,35 f 0,51 ipm/mg 

P-Jonylidenacetaldehyd. . . . . 
Methylamin-HC1 aus 
P-Jonylidenacetaldehyd. . . . . 
BaCO,aus p- Jonylidenacetaldehyd 

- 
A = 3,56 ipmjmg 

A = 90,6 ipm/mg 

- 
A = 5,6 ipm/mg 

ipm = Impulse pro Min. 
A 
Z 

= Absolute Zahl der Impulse (Berechnung siehe 2)). 

= Zahl der experimentell gezahlten Impulse. 

Diese Arbeit ist mit Unterstiitzung des Schweiz. Nationalfonds durchgefuhrt worden. 

Z u s a m  menf as s ung. 
Mit Hilfe von 14C-markierter Essigsaure wird festgestellt, dass bei 

der Biosynthese von p-Carotin durch Mucor h iemal i s  Wehmer die 
C-Atome 14,14’ und 10 , lO’  mindestens teilweise von den Methylgrup- 
pen der Essigsaure geliefert werden, wiihrend die benachbarten C-  
Atome 15,15’ und 11,ll’ ausschliesslich von den Carboxylgruppen der 
Essigsiiure stammen. Ob sich die Carboxyl-C-Atome der Essigsaure 
auch an der Besetzung der erstgenannten Stellen beteiligen, konnte 
nich t mit Sicherhei t f es tges tell t werden. 

Botsnischcs Institut der UniversitBt Bern. 

158. Zur Dehydrobromierung von 7-Brom-cholesteryl-benzoat : 
Abnorme Produkte 

von F. Hunziker, F. X. Miillner, K. G. Reuteler und H. Schaltegger. 
(13. VI. 55.) 

Die Dehydrobromierung von 7-Brom-cholesteryl-estern (I) zu 
Derivaten von 7-Dehydro-cholesterin (Provitamin-D,) (11) mit ter- 
tiaren Basen und anorganischen Alkalien oder Carbonaten ist schon 

1) A .  Thomas, Tracerlog No. 65, p. 10 (1954). 
z) 11. Mitt,. E. G.  Grob& R. Biitler, Helv. 37, 1905 (1954). 




