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30 Min. lang oxydiert. Aufarheitung ergah 271 mg Bariumacetat mit einem lsO-Uber- 
schuss von 1,94% oder 80% des im eingesetzten Wasser vorhandenen I*O-Uberschusses. 

B,. Dcr vorige Versuch wurde wiederholt in solcher Weise, dass der ls0-Gehalt des 
Wassers vor und nach dem Versuch gemessen und auch der Sauerstoff vor und nach dem 
Passieren des Reaktionsgemisches hinsichtlich des I*O-Gehalt'es verglichen wurde (5. Tab.). 

Das gebildete Bariumacetat eothalt somit 70% vom l*O-Uberschuss des umgeben- 
den Wassers. 

Diese Arbeit wurde gefordert durch Zuwendungen der Schweiz. Studienkommission 
fiir Atomenergie (an P. Baertschi) und vom Schweiz. Nationalfonds zur Forderung der wis- 
senschaftlichen Forschung (durch ein Stipendium an M .  Rottenberg). Wir danken den 
genannten Institutionen fur die gewahrte Unterstutzung. 

M .  Rottenberg dankt auch der Vant'Hoff -Stiftzmg in Holland fur einen Fomchungs- 
beitrag. 

SUMMARY. 

The platinum-catalysed autoxidation of ethanol in water has been 
studied with I S 0  as a tracer. The reaction product was isolated as 
barium acetate and converted to  CO, for mass-spectrometric lS0 
analysis. It is found that the lSO from 0, gas is not significantly in- 
corporated into the product but with H,lsO the barium acetate 
formed cont'ains 70 to 80% of the H,lsO label. The results are dis- 
cussed in terms of two possible alternative mechanisms. 

Physikalisch-chemische Anstalt der Universitat Basel. 

229. Uber die Biosynthese des p-Carotins bei Mucor hiemalis 
Wehrner. Die Beteiligung der Essigsaure am Aufbau der Carotin- 
molekel, insbesondere in den Stellungen 3,4,6 bzw. 3', P', 6', 

untersucht mit Hilfe von '*C-rnarkierter Essigsaure l) . 
IV. Mitteilung2) 

von E. C. Grob und R. Butler. 

(29. IX. 56.) 

Auf verschiedenen experimentellen Wegen konnte gezeigt werden, dass der Schim- 
melpilz Mucor h iemal i s  Wehmer CBS Stamm + sein 1-Carotin aus der EssigsLure - 
wohl in ihrer aktiven Form als Acetyl-Coenzym A (CoASH) - aufbaut3). Ein naherer 
Einblick in den Aufbaumechanismus dieses Pigmentes kann gewonnen werden, wenn die 
Positionen, welche die C-Atome der Essigsaure im /?-Carotin einnehmen, mit Hilfe von 
Methyl- bzw. Carboxyl-markierter EssigsLure bestimmt werden konnen. Die 20 C-Atome 

I) Vorgetragen an der Sommerversammlung der Schweiz. Chemischen Gesellschaft 

2, 111. Mitt., E. G. G o b  & R. Butler, Helv. 38, 1313 (1955). 
3, E .  C. Grob, Chimia 10, 73 (1956). 

am 22. 9. 1956 in Basel. 
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der j?-Carotinmolekel, deren Herkunft wir bisher festgestellt hatten, zeigen die in 
Formel I wiedergegebene Anordnuug. 
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Die seitenstandigen Methylgruppen in den Stellungen 5.9,13 bzw. 5’, 9’, 13’ werden 
aus der Methylgruppe der Essigsiiure gebildet, ebenso die C-Atome der Stellungen 10 
und 14 bzw. 10’ und 14’, wahrenddem die Carboxylgruppe der Essigsaurc in den Positionen 
5, 9,11, 13, 15, bzw. 5’, 9’, 11’, 13’, 15’ zu finden ist. 

Obige Formel hsst  erkennen, dass die Methyl- und die Carboxylgruppen der Essig- 
saure alternierend angeordnet sind. Erganzen wir diese Anordnung fur die ganze Carotin- 
molekel, so erhalten wir eine Verteilung der Essigsaure-C-Atome, wie sie in Formel I1 
wiedergegeben ist. 
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Demnach enthalt jeder der Isoprenreste des B-Carotins 3 Methyl- 

x iI I 
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und 2 Carboxyl- 
die zum Aufbaii gruppen aus der Essigsaure. Als C,-Komponente mit Isoprenstruktur, 

von /3-Carotin dienen kann, hat man schon mehrfach die B-Methylcrotonsaure bzw. den 
entsprechenden Aldehyd in Betracht gezogen. Den heutigen Kenntnissen entsprechend 
kann die Bildung der B-Methylcrotonsaure folgendermassen formuliert werden : 

o x o x  o x o x  -coz 0 x 0 x 
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COOH P-Methylcrotonyl-Coenzym A. 
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Nehmen wir an, die Synthese von j3-Methylcrotonsaure ginge von Methyl- und 
Carboxyl-markierter Essigsaure am, so resultiert, wie das Schema zeigt, cine B-Methyl- 
crotonsaure, welche 3 C-Atome aus der Methyl- und 2 C-Atome aus der Carboxylgruppe 
der Essigsaure bezogen hat. Auch in diesem Falle trifft die oben envahnte alternierende 
Anordnung der Essigsaure-C-Atome zu, so dass die Wahrscheinlichkeit, dass die j?-Methyl- 
crotonsaure Baustein des B-Carotins ist, erheblich zugenommen hat. 
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ImFolgenden sol1 uber die Versuche berichtet werden, nach denen 
wir die Herkunft der C-Atome 3,4 und 6, bzw. 3’,4’ und 6‘ bestimmt 
haben. Nach der Formel I1 sollten C-3 von der Carboxyl- und C-4 wie 
auch C-6 von der Methylgruppe der Essigsaure geliefert werden. Um 
diese C-Atome zu erfassen, haben wir das durch Mucor h iemal i s  
aus Methyl- bzw. Carboxyl-markierter Essigsaure gebildete radio- 
aktive @-Carotin nach der von Karrer angegebenen Methode4) mit 
Permanganat oxydiert. Als Oxydationsprodukte sind die Dimethyl- 
malonsaure , die a,  a-Dimeth ylberns t einsaure und die a, a- Dimethyl- 
glutarsaure gefasst worden. Die Decarboxylierung der isolierten und 
gereinigten Sauren wurde wiederum nach der Xchmidt’schen Reaktion 
durchgef uhrt : 

a, a-Dimethylbernsteinsaure 
H,C CH, H,C CH, 

\ /  \ /  
/ \  / \  

C C 

CH, COOH -+ H,C WH, + 3 CO, 
1 6  I 

3 COOH 

f 

3CH, 5C-CH, /3-carotin 
‘,a/ 

HE 
C 

1 
2 

H,C CH, 

C 
\ /  

H,C CH, 

C 
\ /  
/ \  

CH, NH2 
/ \  

l 6  - 1  + 2c0, 
CH, CH, 
\ \ 

CH2 COOH 

COOH NH2 
4 

a, a-Dimethylglutarsaure 

Da die Ausbeute an GO, insbesondere bei der a,a-Dimethylbern- 
steinsaure nicht besonders gut ist (s. exper. Teil), musste die Frage 
gepriift werden, ob beide Carboxylgruppen abgespalten werden, oder 
ob die eine oder andere bevorzugt werde. Die Entscheidung hieruber 
konnte mit Hilfe von 14C-markierter a,a-Dimethylbernsteinsaure und 
a , a -Dime t h ylglut ar s Bure , b ei denen lediglich die a - s t Bndige C 00 H - 

4, P. Karrer, A. Helfenstein, H.  Wehrli & A.  Wettstein, Helv. 13, 1084 (1930). 
- _. ~ 
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Gruppe markiert war, getroffen werden. Diese Sauren sind ebenfalls 
clurch oxydativen Abbau von synthetischeni /?-Carotin-( I4C-6,6') ge- 
wonnen worden. Dieses von Wuersch & iSchwieter5) hergestellte Pra- 
parat wurde uns in verdankenswerter Weise von der Birma P. Hoff-  
munn-La Roche, Basel, zur Verfiigung gestellt. Diese Untersuchungen, 
die in einer speziellen Arbeit naher beschrieben wcrden sollen, haben 
ergeben, dass beide Carboxylgruppen abgespalten werden. 

Die Decarboxylierung der x,a-Dimethyldicarbonsauren, die aus 
dem biosynthetisch gewonnenen 8-Carotin erhalten wurden, lieferte 

BaCO, aus cc,a-Di- 
methylbernsteinsaure 

BaCO, aus cc,cc-Di- 
niethylglutarsaure 

die folgenden Ergebnisse (Tab. 1): 

Tabellc 1. 

A = 15,9 ipm/mg B = 34,3 ipm/mg 

Z = 0,5 5 0,78 ipm ~ A = 76,8 ipm/mg 
I 

a k t i v  a k t i v  
I 

iLktiv i n a k t i v  

p-Carotin aus COOH- p-Carotin aus CH,- 
markiertem Acetat markiertem Acetat 

Ails dem mit carboxylmarkierter Essigsaure erhaltenen /I-Carotin 
ent'stand eine qa-Dimethylbcrnsteinsaure, die radioaktives CO, ab- 
spaltet, was bedeutet, dass sowohl C-3 als C-6 aus der Carboxylgruppe 
stammen konnte. Die a,%-Dimethylglutarsaure hingegen ergab ein 
inaktives BaCO,, woraus wir schliessen, dass weder C-4 noeh C-6 aus 
der Carboxylgruppe stammen. Somit liefert die Carboxylgruppe der 
Essigsiiure nur das C-3. 

Die aus dem /?-Carotin, welches aus der methyl-markierten Essig- 
saure gebildet wurde, entstandeneri Dicarbonsauren liefern radio- 
aktives RaCO,. Die Xadioaktivitat des BaCO, aus der a,x-Dimethyl- 
glutarsaure ist doppelt so gross wie diejenige des BaCO, aus der tc,cc- 

Dimethylbernsteinsaure. Wir nehmen deshalb an, es sei im Falle der 
~,x-Dinnethylbernsteinsa~ure nur das C-6 radioaktiv gewesen (das (3-3 
wird, wie gezeigt, von der Ca,rboxylgruppe geliefert), wahrend aus der 
cc,cr-Dimethylglutarsaure sowohl das C-4 wia auch das C-6 aktiv waren, 
woraus sich die verdoppelte Aktivitiit erklaren lasst. Bus diesen Ver- 
suchen folgt, dass den Erwartungen entsprechend das C-3 des /?-Ca- 
rotins aus der Carboxylgruppe imd die C-4 und C-6 aus der Methyl- 
gruppe der Essigsaure gebildet werden. 

E x p er i m en t e 11 er Tei 1. 
1. Kul turbedingungen:  Mucor  h iemal i s  U'ehrner CBS Stsmm + wurde nacli 

2 . I ) i c  I so l ie rung  des  r a d i o a k t i v e n  b - C a r o t i n s  aus dern P i lzmyzel  wurde 

5 )  J .  Wiirsch & U .  Schwieter, Helv. 39, 1067 (1956). 
6) 11. Mitt., E. C. Grob & R. Biitler, Helv. 37, 1908 (1954). 

dem schon friiher mitgeteilten Verfahren6) geziichtct. 

cbenfalls nach der schon friiher beschriebenen Method@) vorgenommen. 
~ 
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3. D e r  o x y d a t i v e  A b b a u  d e s  B-Carot ins  erfolgtc im Prinzip nach den An- 
gaben von Karrer et al.*). - Das mit synthetischem p-Carotin Roche auf 500 mg ver- 
diinnte radioaktive p-Carotin wurde in 83 em3 Benzol (ad anal. Merck) gegeben, wobei das 
Pigment zum grossten Toil in Losung geht. Darauf wurde mit 333 ern3 alkalischer Perman- 
ganatlosung vcreetzt (12,ri g KMnO, + 20 g kalz. Soda + 1 1 dest. Wasser) und in einer 
braunen Stopselflasche 24 Std. auf der Maschine geschiittelt. Die Mischung, in welcher 
das gesamte Permanganat in Braunstein iibergegangen ist, wurde noch 2 Std. unter 
Riickfluss gekocht ; anschliessend wurde, nach dem vollstandigen Abdestillieren des 
Benzols, mit 33 em3 konz. Phosphorsaure angesiiuert und der Braunstein durch tropfen- 
weise Zugabe von H,O, (30-proz.) aufgelost. 

4. Zur  I so l ie rung  d e r  a ,m-Dimethyldicarbonsauren wurde die leicht trube 
Losung durch Passieren eines grossen Faltenfilters von Harzteilchen befreit und im 
Vakuum auf ca. 100 em3 eingeengt. Die resultierende viskose Losung wurde nunmehr 
fiinfmal mit je 100 em3 Ather ausgeschiittelt, die vereinigte &herlosung auf ein Drittel 
ihres Volumens eingeengt und zweimal mit je 5 om3 Katriumbydrogencarbonatlosung 
ausgeschuttelt. Die vereinigte Hydrogencarbonatlosung wiirde darauf mit 2-n. Salzsaiire 
angesauert, dann mit 150 em3 Ather 16 Std. im Kutscher-Steudel-Apparat extrahiert und 
die so erhaltene Sltherische Losung der Dicarbonsiiuren nach dem Trocknen uber Natrium- 
sulfat zur Trockene eingedampft ; dabei fie1 ein beim Weitertrocknen im Vakuumexsik- 
kator teilweise erstarrendes gelbliches 01 an, das zur chromatographischen Trennung der 
Dicarbonsauren in 0,8 em3 dest. Wasser aufgenommcn wurde. (Ausbeuten s. Tab. 1.) 

5. P r a p a r a t i v e  papierchromatographische T r e n n u n g  der a , a - D i -  
methyld icarbonsauren:  Auf einem rnit dem Losungsmittel der Chromatographie 
vorbehandelten Blatt Whatman Nr. 3 (45 x 40 em) wurde die wiisserige Losung der SLuren 
in zwei Portionen zu 0,4 em3 auf einer 40 cm langen Startlinie in einem Strich aufgetragen; 
weitere 0,4 cm3 dest. Wasser wurden zum Ausspulen des Gefasses, das das Sauregemisch 
enthielt, verwendet und dann als dritte Portion aufgetragen. Links und rechts’dcr Start- 
linie wurde noch je ein Fleck mit gleichen Mengen Vergleichssubstanzen (Dimethyl- 
malonsaure, a,a-Dimethylbernsteinsaure und a,a-Dimethylglutarsaure) aufgetragen. Dann 
wurde 6 Std. bei 20O aufsteigend chromatographiert unter Verwendung von folgendem 
Losungsmittel : Chloroform / tert. Amylalkohol / 85-proz. Ameisensiiure / dest. Wasser 
(154: 6 : 32 : 72 v/v). Die bei dieser Anordnung beobachteten Rf-Q‘erte betrugen fur Di- 
methylmalonsaure 0,28, fur =,a-Dimethylbernsteinsaure 0,40 und fur a,=-Dimethyl- 
glutarsaure 0,68; damit war eine gute Trennung gewahrleistet. Das Chromatogramm 
wurde zuerst mehrere Std. im Luftstrom (Ventilator) und dann noch 1 Std. bei 80° im 
Trockenschrank getrocknet. Am linken und rcchten Blettrand wurde nun unter Erfassung 
von je 1 em Startlinie je ein vertikaler Leitstreifen abgeschnitten und mit leicht alkalischer 
Bromkresolpurpurlosung bespriiht, wobei auf violettem Grund die iibereinstimmenden 
gelben Flecken der Vergleichssubstanzen und der entsprechenden radioaktiven Dicarbon- 
sauren erseheinen. Gemass diesen Leitst,reifen wurden auf dem Hauptblatt die beiden, der 
a,a-Dimethylbernsteinsilure bzw. der a,a-Dimethglglutarsaure entsprechenden horizon- 
talen Zonen angezeichnet und herausgeschnitten. Radioaktive Dimethylmalonsaure aus 
dem Carotinabbau fallt nur in Spuren an (kaum erkennbarer Fleck auf dem Chromato- 
gramm) und konnte daher praparativ nicht erfasst werden. 

Zur Elution der Dicarbonsauren wurden die Streifen in ca. 1 mm breite Schnitzel 
zerschnitten, die zuerst 24 Std. in je 50- 100 em3 dest. Wasser mazeriert, dann je 5 Min. 
gekocht und schliesslich noch zweimal mit den gleichen Mengen dest. Wasser ausgekocht 
wurden. Die jeweils siedend durch einc Glassinternutsche (G4) filtrierten wasserigen 
Losungen einer SLure wurden vereinigt und im Vakuum zur Trockene eingedampft, 
wobei die Sauren wiederum als - diesmal farblose - Ole anfallen. (Ausbeuten s. Tab. 2.) 

6. Reinigung d e r  a,a-Dimethyldicarbonsauren: Zur Kristallisation wurden 
die Ole zuerst mehrmals mit kleinen Portionen Benzol ausgekocht, die vereinigten filtrier- 
ten Benzollosungen jeder Saure auf ein ganz kleincs Volumen eingedampft und in der 
Hitze mit ebenfalls heissem Petrolather bis zur ersten Trubung versetzt ; dann wurde 
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langsam erkalten gelassen. Nach mehrtagigem Stehen im Eisschrank schieden sich die 
Siiuren in schonen weissen schmelzpunktkreinen Kristallchen ab, die abgesaugt, mit 
etwas Petrolathcr gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet wurden. 

I n  einigen Flllen (s. Tab. 2) wurde zur Verbesserung der Ausbeute vor dem Um- 
kristallisieren der rohen Saure etwas reine synthetische Substanz (Prlparate Plucka) 
beigefugt. (Ausbeuten s. Tab. 2.) 

7. Bchmidt'sche Decarboxyl ie rung  der  a,a-Dimethyldicarbonsauren: 
J e  ca. 10 mg der reinen radioaktiven Sauren wurden mit den entsprechenden optimalen 
Mengen Natriumazid innig vermischt (20 mg NaN, pro 10 mg a,=-Dimethylbernsteinsaure ; 
22 mg NaN, pro 10 mg a,a-Dimethylglutarsgure) und das Gemisch innert 1 Std. in 6 bis 
10 Portionen zu den entsprechenden Mengen konz. Schwefelslure gegeben (0,45 em3 konz. 
H,SO, pro 10 mg a+-Dimcthylbernsteinsaure; 0,47 cm3 konz. H,SO, pro 10 mg a,a- 
Dimethylglutarsaure), unter sorgfaltiger Einhaltung der optimalen Spalttempsraturen 
(85" fur a,a-Dimcthylbernsteinsaure; 65" fur a,m-Dimethylglutarsaure). 

Das gebildete CO, wurde in Bariumhydroxyd eingeleitet, das ausgefallene Barium- 
carbonat abgesaugt, mit C0,-freiem Wasser gewaschen und darauf zuerst mit Methanol, 
dann im Vakuumexsikkator getrocknet. (Ausbeuten 8. Tab. 2.) 

Tahelle 2. 

Reaktion 

Oxydativer Abbau des p-Carotins 
p-Carotin* . . . . . . . . . . . . .  
Sauregemisch roh . . . . . . .  
=,a-Dimethylbernsteinsaure roh . . . .  
a,a-Dimethylglutarsaure roh . . . . .  
a,a-Dimethylbernsteinsaure, 

synth. Zusatz . . . . . . . . . .  
a,a-Dimethylglutarslure, synth. Zusatz . 
a,a-Dimethylbernsteinsaure rein . . . .  
a,a-Dimethylglutarsiure rein . . . . .  
Schmidt'sche Deearboxylierung 

a,cc-Dimethylbernsteinsaure eingesetzt . 
BaCO, aus m,a-Dimethylbernsteinsaure . 
a,cc-Dimethylglutarsiiure eingesetzt . . .  
BaCO, aus a,a-Dimethylglutarsaure . . 

der Dicarbonsauren 

/3-Carotin aus 
2OOH-markiertem 

Acetat 

500,O mg 
198,4 mg 
20,7 mg 
37,2 mg 

5,O mg 

8,2 mg 
10,l mg 
11,4 mg 
17,7 mg 

,6-Carotin aus 
CH,-markiertem 

Acetat 

500,O mg 
182,6 mg 
23,5 mg 
48,4 mg 

- 
- 

8,6 mg 
9 8  mg 

Diese Arbeit ist mit Unterstutzung dcs Schweiz. Nationalfonds durchgefuhrt worden. 
Der Firma F.  Hoffmann-La Eloche, Basel, danken wir fur die freundliche Uber- 

lassung von synthetischem p-Carotin-( 14C-6, 6'). 

Zusammenf assung.  
Nit Hilfe von l4C-markierter Essigsaure wird festgestellt, dass 

bei der Riosynthese yon /?-Carotin bei Mueor hiemalis  Wehmer das 
C-Atom 3 aus der Carboxylgruppe der Essigsaure stammt, wiihrend 
die C-Atome 4 und 6 Ton der Methylgruppe der Essigsiiure geliefert 
werden. 

Botanisehes Institut der Universitat Bern. 




