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STEFAN GOLDSCHMIDT, HEINRICH REHBERG, VERA VON BRAND
und KArRL H. DESING

ZUR BIOSYNTHESE VON FETTSAUREN

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen und dem
Isotopen-Laboratorium der Medizinischen Poliklinik der Universitit Miinchen

(Eingegangen am 28. Januar 1957)
Herrn Kollegen Helferich zum 70, Geburtstag gewidmet

Ein Verfahren zur Trennung hdherer gesattigter und ungesittigter Fettsauren
mittels Papierchromatographie wird beschrieben. Bei Verwendung eines wasser-
16slichen Enzymsystems aus Taubenleber werden aus !4C;-Natriumacetat
hauptsichlich Palmitin-, Stearin- und Olsiure aufgebaut. Aus 14C)-Natrium-
butyrat und 14C;-Capronat entstehen keine htheren Fettsiuren, aus 14C,-Capry-
lat nur in geringem Umfang. Die aus letzterem gebildete !4C-Palmitinsiure liefert
beim Schmidtschen Abbau Pentadecylamin, das noch 86.5% der Radioakti-
vitidt der eingesetzten Sidure enthilt. SchluBfolgerungen aus diesen Ergebnissen
werden diskutiert.

Yon R. O. BrRaDY und S. GUurIN wurde ein wasserlosliches Enzymsystem (Cyclo-
phorasesystem) aus Taubenleber1.2) beschrieben, das erlaubt, aus Na-Acetat hohere
Fettsduren aufzubauen. Unter Verwendung dieses Enzymsystems sollte untersucht
werden, ob sich neben den aus 14C;-Natriumacectat entstandenen héheren Fettsduren,
wie Palmitin-, Stearin- und Olsdure, auch die als Zwischenprodukte auftretenden
Fettsiuren niederer MolekiilgroBe unter den Reaktionsprodukten nachweisen lassen.
Weiterhin war zu kliren, ob Fettsdureaufbau und -abbau reversibel verlaufen. So
erschien méglich, daB die Palmitinsiure nicht nur durch fortlaufende Kondensation
von Acetyl-CoA, sondern auch durch Kondensation groBerer Bruchstilcke, z. B.
aus zwei Caprylsdureresten, gebildet werden kann. Daher war zu priifen, ob eine
Fettsduresynthese nicht nur unter Einbau von Acetat, sondern auch von anderen
Substraten wie Butyrat, Capronat oder Caprylat, z. B. C4 + C4, Co + Cs, Cg + Cg usw.
erfolgt und eventuell welche Zusammensetzung das so gebildete Fettsduregemisch
besitzt.

Eine Beantwortung der angegebenen Fragen erschien nur bei Einsatz radioaktiv
markierter niederer Fettsduren moglich, da nur dann die Reaktionsprodukte in
geringsten Spuren nachzuweisen sind. Ferner war es notig, iiber chromatographische
Verfahren zur Trennung von gesittigten und ungesittigten Fettsduren verschiedener
Kettenldnge sowie iiber eine mdéglichst quantitativ verlaufende Decarboxylierungs-
methode fiir kleinste Mengen von Fettsduren verfiigen zu konnen, mit deren Hilfe

1) J. biol. Chemistry 189, 371 [1951]; R. O. BRADY, F. D. W. Lukens und S. GURIN, ebenda
193, 459 [1951); R. O. BraDY und S. GURIN, cbenda 199, 421 [1952].

2) Verbesserung der Darstellung V. voN BRAND und E. HELMREICH, Biochem. Z. 328, 146
f19561.
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Einsicht in die Verteilung der radioaktiv markierten Atome in einer Fettsidure, z. B.
Palmitinsdure, gewonnen werden konnte.

METHODEN

1. Trennung der durch Biosynthese erhaltenen Fettsduren

Die meisten der zur Trennung von Fettsiduren vorgeschlagenen chromatographischen Ver-
fahren3) versagen bei Sduren, die mehr als 10 C-Atome enthalten. Wir untersuchten nach
Durchsicht der Literatur zwei Methoden mit Erfolg:

1. Das Verfahren von G.A.HowARD und A.J.P. MARTIN®, mittels dessen sich Sduren
von Cjy —Cig an einer mit Dichlorsilan imprignierten Kieselgur-Sdule mit Hilfe von Aceton
verschiedenen Wassergehaltes trennen lassenS), 2. die Trennung auf acetyliertem Papier®
(Acetylgehalt 16—18%) nach F. Micuee und H.ScHweppe?), die den erforderlichen Be-
dingungen angepaft und erweitert wurde. Das Fettsduregemisch wurde hierbei zuerst in das
Gemisch seiner Hydroxamate iibergefiihrt, das mit einer Mischung von Essigsdureithylester,
Tetrahydrofuran und Wasser 1:6:8 getrennt wurde.

Re-Werte der Hydroxamate (aufsteigend), r = 20°

C, Cq Cs Cs Co Ci2 Cis Ci¢ Cig Olsiure Dihydrostearinsiure
0.98 0.88 0.72 050 035 026 0.19 0.12 0.09 0.12 0.30

Das im biologischen Ansatz erhaltene Fettsiuregemisch (bzw. eine kiinstl. Mischung der
gleichen Fettsiduren) wurde deshalb nach D.SwerNS! mit Wasserstoffperoxyd und Ameisen-
sdure behandeit, wobei ungesiittigte Sduren in die entsprechenden Dihydroxysduren iiber-
gefithrt werden.

Die im biologischen Ansatz erhaltene Petroldtherlésung des Fettsduregemisches (bzw. die
Losung der kiinstlich bereiteten Mischung) wurde auf 0.5ccm eingeengt und mit 1ccm 99-proz.
Ameisensiure, 1ccm Ameisensiureithylester sowie 0.25ccm 30-proz. Wasserstoffperoxyd
4 Stdn. auf 45° erhitzt. Das eingedampfte Reaktionsgemisch wurde mit einer dther. Diazo-
methanldsung verestert und der Ather verdampft. Der Riickstand wurde mit 3ccm einer alkali-
schen Hydroxylaminlésung (1 ccm m NH,OH - HCI-Lésung in Methano! und 2ccm m KOH
in Methanol) zum Sieden erhitzt und dann 20 Stdn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die
Lésung der K-Hydroxamate wurde mit Tetrahydrofuran-Eisessig (Vol.-Verh.4: 1) schwach an-
gesiuert und chromatographiert?). Das Chromatogramm (Laufzeit 16 Stdn.) wurde nach dem
Trocknen mit 2%, FeCl; in n-Butanol mdéglichst gleichmiBig bespritht. Zur quantitativen
Bestimmung wurde ein gleich groBes Papierstiick fiir jeden Flecken (2 X 4cm) ausgeschnitten,
mit Sccm Methanol extrahiert und die Extinktion im Photometer (Eppendorf, Cd-Lampe,
Filter 509 mu, breites Absorptionsband bei 520my) bestimmt?). Da das zuerst erwihnte
Verfahren nur bei Einsatz groBerer Fettsiuremengen durchfiihrbar ist, wurde ausschlieBlich
das zweite unseren Versuchen zugrunde gelegt.

3} Literaturiibersicht s. H. REHBERG, Dissertat. Techn. Hochschule Miinchen 1956, S. 9fF.;
vgl. auch K. H. DesiNG, Dissertat. Universitdt Miinchen 1955.

4) Biochem. J. 46, 532 [1950]. S) Ergebnisse s. H. REHBERG, l.c.}) S. 12 und 34,

6) Lieferbar von ScHLEICHER & ScrULL. 2043 B, Acetylgehalt 18 %;.

7 Naturwissenschaften 39, 380 [1952]. 8) Org. Reactions 7, 378 [1953].

9} Neben jedem im biologischen Versuch erhaltenen Hydroxamat-Gemisch (a) wurde ein
kiinstliches dhnlicher Zusammensetzung (b) aufgetragen und chromatographiert; a wurde
gegen b gemessen. Fehler - 89.
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11. 14Cy-markierte Fettsduren

Darst. analog der von 14C)-Essigsaure 10). Ausbeuten : Buttersiaure 99 %, Capronsiure 93 %, d. Th.

I11. Fettsduresynthese

Fermentsystem!.2)

Inkubationsgemisch Molaritidt im Endvol. (3ccm)

2.4ccm l6sl. Phase des Enzymsystems —

0.1ccm Na-Citrat (10.44 %) }-10-2
0.1ccm 0.06 m MgCl, 2-10-3
I mg Cytochrom c (Boehringer) 2.8-10-5
1.5mg DPN* (ber. als 100%) 7-10-4

0.4ccm der Losung des
14C,-fettsauren Salzes

Aktivitiat 1/Min.**)  Molaritiat im Endvol. (3ccm)

Na-Acetat 2mg 1.7-105 8-10-3
Na-Butyrat 5.5 1.7-105 1.6-10-2
Na-Capronat 7.0 1.0- 105 1.7-10-2
Na-Caprylat 8.4 2.0-104 1.7-10-2

Inkubation: 4 Stdn.; r = 37.0° aerob; pn vor und nach Versuch 7.2 -7.4
* DPN -: Diphosphopyridinnucleotid. ** 1 = Impulse.

Nach Beendigung jeden Versuches wurde der gesamte Ansatz mit alkohol. Lauge verseift und
das Fettsiduregemisch nach Ansduern der zentrifugierten, alkalischen Ldsung mit Petrolither
extrahiert!). Zur Testung der Aktivitiit des verwendeten Enzymsystems wurden jeweils Ver-
gleichsversuche mit 14Cy-Acetat ausgefiihrt. Die Messung der Radioaktivitat erfolgte nach
C.ENTENMANLL),

1V. Bestimmung der synthetisierten V3C-Fettséduren

Auf den Chromatogrammen finden sich die in der Taubenleber enthaltenen Fettsduren an
der gleichen Stelle wie die enzymatisch synthetisierten 14C-Fettsduren. Letztere lassen sich
sowohl autoradiographisch, wie mit Hilfe eines Radiopapierchromatographen nachweisen
und bestimmen.

a) Autoradiographie: Streifen der Papierchromatogramme (10 x 48cm) wurden mit einem
Rontgenfilm (Perutz Typ S mit normal. Kontrast) bedeckt, 2—3 Wochen unter Lichtaus-
schluBl zwischen 2 mit Eisenplatten beschwerten Glasplatten bewahrt und dann entwickelt.
[Die Menge der synthet. 14C-Fettsiure wurde aus GroBe und Intensitit der geschwirzten
Stelle unter Beriicksichtigung des Schwarzschild-Exponenten (0.95 fiir den verwendeten Film)
geschitzt.]

b) Radiopapierchromatograph (Frieseke & Hoepfner, Erlangen): Hier besteht die Moglich-
keit, ein Chromatogramm kontinuierlich mijt einem Schreiber oder schrittweise mit vorge-
wihlter Impulszahl und einem Zeitdrucker (FH 49) quantitativ auszuwerten. Im ersten Fall

100 W, LamMprECHT und H. REHBERG, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 301, 46 {1955}.
1) C. ENTENMAN und Mitarbb., Proc. Soc. exp. Biol. Med. 70, 364 [1949).
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erhilt man eine Kurve, deren Genauigkeit mit steigender Aktivitit der Flecken!2) wiichst. Bei
schwachen Aktivitaten fiihrt der zweite Weg zu genaueren Resultaten.

V. Verteilung von 14C in der aus 14Cy-Caprylat synthetisierten Palmitinsdure

In der aus 14C;-Caprylat gebildeten Palmitinsdure kann je nach dem Weg ihrer Entstehung
14C verschiedenartig im Molekiil verteilt sein. Um hieriiber Aussagen machen zu kénnen,
muBte die biochemisch entstandene Palmitinsiure decarboxyliert werden. Fiir diesen Zweck
kamen der Lossensche Abbau der Palmitinhydroxamsidure, der Hofmannsche Abbau des
Palmitinsdureamids und der Schmidtsche Abbau der Palmitinsdure selbst zum Pentadecyl-
amin in Betracht. Nur der letztere lieferte bei der Durchfithrung in priparativem Ma8stab
befriedigende Ergebnisse (90 —959% d.Th.).

Abbau der 18C-Palmitinsdure: Die vereinigten Fettsiduregemische aus 20 Versuchen mit
14C;-Caprylat wurden nach Hydroxylierung in Hydroxamsiduren iibergefithrt und, wie be-
schrieben, auf 5 Bogen acetyliertem Papier zur chromatographischen Trennung verteiltd).
Nach Identifizierung der Flecken wurde aus einem der Bogen ein 4cm breiter Kontroll-
streifen herausgeschnitten und hierauf die Verteilung der Radioaktivitit mittels des Radio-
papierchromatographen bestimmt. Nunmehr wurden die Zonen der Palmitinsiure herausge-
schnitten, mit Methanol extrahiert und den vereinigten Extrakten 256 mg inaktiver Palmitin-
sidure zugesetzt (bessere Handhabung). Nach Verseifung des Hydroxamats und Ansduern mit
30-proz. Schwefelsaure wurde das Methano! abgedampft und der Riickstand 3mal mit je
10ccm Benzol extrahiert. Die vereinigten Benzolextrakte wurden iiber Na,SO4 getrocknet
und auf 50ccm aufgefiillt. Die Radioaktivitit wurde in einem aliquoten Teil der Losung
bestimmt und der Rest in der abgebildeten Apparatur dem Schmidtschen Abbau

Wassersirahl - Vok.
-

Natronkalk

In NaOH
7-2Biasen/Set.

Apparatur zum Schmidtschen Abbau der Paimitinsdure

unterworfen. Die im Dreihalskolben befindliche Fettsiurelosung versetzte man mit 3ccm
konz. Schwefelsiure, erwidrmte sie auf 45° und saugte nach Zugabe von 0.4g Na-Azid unter
kriftigem Riihren 15 Stde. einen CO;-freien Luftstrom (1 —2 Blasen/Sek.) durch das Gemisch.
Dann erhitzte man noch weitere 30 Min. auf 50°, trennte nach Abkiihlung die Schwefelsidure-
Schicht ab und lieB sie in Eiswasser eintropfen. Das abgesaugte Aminsulfat wurde in Wasser
aufgeschlaimmt und die Suspension mit 40-proz. Kalilauge alkalisiert. Das freie Amin wurde
ausgeiithert und in einem aliquoten Teil der Losung die Radioaktivitiit bestimmt.

Die Lauge im Absorptionsturm (B) wurde in einen Erlenmeyer gespiilt, mit Sccm 4 »n
NH4C! kurz auf 70 erwidrmt und mit Giberschiissiger 20-proz. Bariumchloridldsung das
Bariumcarbonat gefillt, das abgésaugt wurde. In einem aliquoten Teil des gewogenen und
fein zerriebenen Bariumcarbonats wurde, wie uiblich, die Radioaktivitat direkt ausgezihit.

12) Fehler = af/n; n = Zahl der Impulse/Zeiteinheit, a = Wahrscheinlichkeitsfaktor.



1957 Zur Biosynthese von Fettsduren 967

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Tab. 1 zeigt, daB im natiirlichen Fett der Taubenleber hauptsichlich Palmitinsiure,
Stearinsiure und Olsiure (zusammen 96 %) vorkommen, wihrend es Laurinséure,
Mpyristinsidure und Arachinsidure nur in duBerst kleiner Menge enthilt. Ferner ist zu
ersechen, daB das als Substrat im enzymatischen Versuch eingesetzte 14C;-Acetat

Tab. 1. Fettsiureverteilung imi Fett der Taubenleber

inakt. Fettsduren Aus !4C;-Acetat durch Biosynthese

% 14Cy-Fettsduren %
Caprinsédure Cjp 1*40.1 1*
Laurinsiure Cj, 1+ 1%
Myristinsiure Cy4 2%)40.2 3
Palmitinsaure Ci¢ 35428 40
Stearinsdure Cig 24419 20
Olsdure 3743 35
Arachinsdure Cyo 240.2 ?

* Geschitzte Werte.
praktisch ausschlieBlich zur Synthese der gleichen Sauren (C6, Cis, Olsiure) Ver-
wendung findet, deren Mengen praktisch im gleichen Verhiltnis zueinander stehen
wie im natiirlichen Fett der Taubenleber. Auf dem Chromatogramm 148t sich trotz
unvollkommenen Umsatzes kein 14C;-Acetat nachweisen. Dies erklirt sich aus der
Aufarbeitung des Inkubationsgemisches. Hierbei werden die Sduren in Petrolidther
iibergefiihrt, der zwar héhere Siduren aus wiBriger Phase aufnimmt, aber keine Spur von
Essigsdure, wie wir durch besondere Versuche mit aktiver Essigsdure festgestellt haben.

Tab. 2. Synthese hdherer Fettsiuren aus 14Cj-markierten niederen Sduren

(Enzymsystem nach BrRADY und GuURIN2))
Zusatz  Radioaktivitit 1/ Min.

Versuch @) Substrat in Ferment- von Umsatz
Mitochon- . hohere o
Nr. me system aus drien eingesetzt Fettsduren %
I 1 111 v \% VI
1. 14Cy-Acetat 2 Taubenleber + 170000 19000 11
2. 14C)-Acetat 2 Taubenleber + 170000 34000 20
3. 14C)-Acetat 2 Taubenleber + 170000 24000 14
4. 14Cy-Acetat 2 Taubenleber — 170000 17000 10
5. 14Cy-Acetat 2 Taubenleber - 170000 31000 18
6. 14Ci-Acetat 6 Schweineleber + 510000*) 25000 5
7. 14Cy-Acetat 2 Schweineleber + 170000 3500 6
8.—10. t4C-Butyrat 5.5 Taubenleber - 170000 0 0
11.-13. 14Cy-Capronat 7 Taubenleber — 100000 0 0
14. 14C,-Caprylat 20**)  Taubenleber — 40000 400 1.0
15.—16. 14C;-Caprylat 8.4 Taubenleber - 20000 100 0.5
17. 14C,-Caprylat 8.4 Taubenleber — 20000 200 1.0
18. 14C;-Caprylat 8.4 Taubenleber — 48000 250 0.5
19. 14C-Caprylat 8.4 Taubenleber - 48000 500 1.0

a) Jede Versuchs-Nr. stellt den Mittelwert aus 3 Parallelans4tzen dar.

Puffer: Vers. 1—14, Phosphat-Hydrogencarbonat, py 7.4; Vers. 15—19, Hydrogencarbonat, py 7.4.

* dreifacher Ansatz. *®) 84mg + 11.6mg inakt. Acctat.

Tab. 2 gibt eine Ubersicht iiber die durchgefiihrten Versuchsreihen, bei denen so-

wohl das Enzymsystem (aus Tauben- bzw. Schweineleber) als auch das Substrat
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(14Cy-Acetat, -Butyrat, -Capronat, -Caprylat) gewechselt wurde. Auch der Puffer
(Phosphat-Hydrogencarbonat bzw. Hydrogencarbonat) wurde variiert. Die pro-
zentuale Verwertung des jeweiligen Substrats unter den gewihlten Bedingungen
(Spalte V1) ergibt sich aus dem Quotienten der Spalten V/IV. Die Versuche (1 —5) be-
zweckten die Feststellung, welchen Schwankungen die Verwertung von 14Cjy-Acetat
unterliegt, wenn man das gleiche Enzymsystem mehrfach, jedoch aus der Leber ver-
schiedener Tiere (Tauben) herstellt. Die Schwankungen sind nicht unbetrichtlich,
doch werden im Mittel etwa 159 des eingesetzten Acetats in héhere Fettsduren ein-
gebaut. Zur Leistungssteigerung des Systems wurde der Zusatz eines Trockenpri-
parates aus Mitochondrien empfohlenl). Wir konnten eine solche Wirkung nicht
feststellen (Vers. 1-—3, Mittel 15%, 4 und 5 Mittel 14%). Da Taubenleber nur in
sehr kleinen Mengen zuginglich ist, untersuchten wir auch, ob diese sich vielleicht
durch die Leber eines groBeren Tieres (Schwein) ersetzen liaBt (Vers. 6 und 7). Dies
ist zwar moglich, doch bleibt die Leistung des aus Schweineleber hergestellten En-
zymsystemes!3) weit hinter der des aus Taubenleber gewonnenen zuriick (etwa 5
anstatt 159%).

Weitere Untersuchungen dienten der Feststellung, ob niedere Homologe der Es-
sigsdure vom Enzymsystem in hGheren Sduren eingebaut werden. Mehrfache An-
sdtze mit 14C-Butyrat und -Capronat (8 —13) zeigten, daB das entstandene Fett-
sduregemisch keine radioaktiven Anteile enthilt, also kein Einbau dieser Sduren
eingetreten ist.

Anders verliefen die Versuche mit 14C-Caprylat (14—19), bei denen sich stets
ein — wenn auch geringer — Einbau dieser Saure (0.5 — 1 %{) im Fettsduregemisch nach-
weisen lieB. Die chromatographische Auftrennung eines solchen Gemisches hat ge-
zeigt, daB die entstandene Palmitinsdure radioaktiv ist. Fiir die Entstehung der
14C-Palmitinsiure bestehen mehrere Moglichkeiten: a) Bildung aus 2 Moll. 14C,-Ca-
prylsdure (Cg+-Cg), b) Riickbildung von !4C,-Essigsdure und b;) Reaktion dersel-
ben mit 14C,-Caprylsiure Cg + 4 C; und by) ausschlieBlicher Aufbau aus 14C,-Essig-
sidure (8-Ca). Zwischen den Madglichkeiten a) und b) war durch Untersuchung der
Verteilung der Radioaktivitit auf die Kohlenstoff-Atome im Molekiil der Palmi-
tinsdure zu entscheiden. Wir haben deshalb, wie erwdhnt, die Palmitinsdure mit
Hilfe der Schmidtschen Reaktion decarboxyliert. Die Ergebnisse zeigt Tab. 3. Aus

Tab. 3. Abbau der aus 14C)-Caprylat enzymatisch gebildeten 14C-Palmitinsdure

Versuch 1. Fehler Versuch 2. Fehler
Gesamt-Radioaktivitit 1/Min. % + % 1/Min. % + %
14C-Palmitinsdure 2850+ 80 100 3 3440 +165 100 S
14C-Heptadecylamin 25754130 90.5 5 2985+ ? 86.3 ?
14C-Bariumcarbonat 293+ 83 10.5 28 5114+ 49 14.8 10

dieser folgt, daB3 das aus der Palmitinsdure abgespaltene CO; im Mittel etwa 12.6%;
der eingesetzen Radioaktivitdt enthilt, wihrend im Pentadecylamin im Mittel noch
88.4% nachweisbar sind. Dieses Resultat schlieBt aus, daB die 14C-Palmitinsiure
aus 2 Moll. 14C-Caprylat entstanden sein kann (Verteilung der Radioaktivitdt auf

13) Darstellung vollkommen analog der aus Taubenleber.
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Pentadecylamin und Kohlendioxyd im Verhiltnis 1:1 erforderlich). Die Sdure muf}
also unter Verwendung von 4Cj-Acetat, das nur durch Fettsiureabbau entstanden
sein kann, aufgebaut sein. Durch die beschriebenen Versuche 14Bt sich nicht entscheiden,
ob die Palmitinsidurebildung gemidB b;) oder b;) erfolgt ist, da in beiden Fillen
zu erwarten ist, daB sich nur 12.5% der eingesetzten Aktivitit in der abgespaltenen
Carboxylgruppe finden lassen. Wir neigen dazu, den Weg b,) (8-C,) fiir den richtigeren
zu halten, d.h. daB wir eine Verkettung der Caprylsdure mit Cp-Resten fiir unwahr-
scheinlich halten. Ein sicherer Entscheid lieBe sich nur durch successiven Abbau des
Pentadecylamins treffen, der aber in Anbetracht der geringen zur Verfiigung ste-
henden Menge desselben Schwierigkeiten begegnet. Unabhingig von der Beant-
wortung dieser Fragen ist aus unseren Versuchen zu folgern, daB Fettsiureaufbau
und -abbau reversibel verlaufen, wobei unter den gewihlten Versuchsbedingungen
der Aufbau stark bevorzugt ist. Dies veranschaulicht besonders der duBerst geringe
Einbau der Caprylsaure (0.5—1%).

Der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT sind wir fir die finanzielle Unterstiitzung
dieser Arbeit, dem FonDs DER CHEMISCHEN INDUSTRIE und Herrn Dr.e. h. G. SCHAFER fiir
die Bereitstellung von Apparaten zu radioaktiven Messungen zu besonderem Dank verpflichtet.
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