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30 Min. lang oxydiert. Aufarbeitung ergab 271 mg Bariumacetat mit einem 180-Uber-
schuss von 1,949 oder 809, des im eingesetzten Wasser vorhandenen 180.Uberschusses.
B,. Der vorige Versuch wurde wiederholt in solcher Weise, dass der 1*0-Gehalt des
Wassers vor und nach dem Versuch gemessen und auch der Sauerstoff vor und nach dem
Passieren des Reaktionsgemisches hinsichtlich des 80-Gehaltes verglichen wurde (s. Tab.).
Das gebildete Bariumacetat enthalt somit 70% vom 20-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 fiir die gewéahrte Unterstiitzung.

M. Rottenberg dankt auch der Vant’Hoff-Stiftung in Holland fir einen Forschungs-
beitrag.
SUMMARY.

The platinum-catalysed autoxidation of ethanol in water has been
studied with 80 as a tracer. The reaction product was isolated as
barium acetate and converted to CO, for mass—spectrometric 0O
analysis. It is found that the *O from O, gas is not significantly in-
corporated into the product but with H,8O the barium acetate
formed contains 70 to 809, of the H,®O label. The results are dis-
cussed in terms of two possible alternative mechanisms.

Physikalisch-chemische Anstalt der Universitit Basel.

229. Uber die Biosynthese des 3-Carotins bei Mucor hiemalis
Wehmer. Die Beteiligung der Essigsidure am Aufbau der Carotin-
molekel, inshesondere in den Stellungen 3,4,6 bzw. 3',4,6',
untersucht mit Hilfe von *C-markierter Essigsiure?).
IV. Mitteilung?)
von E, C. Grob und R. Biitler.
(29. IX. 56.)

Auf verschiedenen experimentellen Wegen konnte gezeigt werden, dass der Schim-
melpilz Mucor hiemalis Wehmer CBS Stamm + sein g-Carotin aus der Essigsiure —
wohl in ihrer aktiven Form als Acetyl-Coenzym A (CoASH) -~ aufbaut®). Ein niherer
Einblick in den Aufbaumechanismus dieses Pigmentes kann gewonnen werden, wenn die
Positionen, welche die C-Atome der Essigsiure im g-Carotin einnehmen, mit Hilfe von
Methyl- bzw. Carboxyl-markierter Essigsdure bestimmt werden konnen. Die 20 C-Atome

1) Vorgetragen an der Sommerversammlung der Schweiz. Chemischen Gesellschaft
am 22. 9. 1956 in Basel.

2) ITII. Mitt., E. C. Grob & R. Biitler, Helv. 38, 1313 (1955).

3) E. C. Grob, Chimia 10, 73 (1956).
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der p-Carotinmolekel, deren Herkunft wir bisher festgestellt hatten, zeigen die in
Formel I wiedergegebene Anordnung.
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Die seitenstandigen Methylgruppen in den Stellungen 5, 9, 13 bzw. 5, 9, 13" werden
aus der Methylgruppe der Essigsaure gebildet, ebenso die C-Atome der Stellungen 10
und 14 bzw. 10’ und 14/, wihrenddem die Carboxylgruppe der Essigsiure in den Positionen
5,9,11, 13, 15, bzw. 5, 9, 117, 13/, 15" zu finden ist.

Obige Formel lasst erkennen, dass die Methyl- und die Carboxylgruppen der Essig-
saure alternierend angeordnet sind. Erginzen wir diese Anordnung fiir die ganze Carotin-
molekel, so erhalten wir eine Verteilung der Essigsiure-C-Atome, wie sie in Formel II
wiedergegeben ist.

o o o [
CH, CH, CH, CH,
N N

xC CH, CH, ¢, CH, v
of N ( | | | o/ o

H,C C- CH =CH -C=CHCH=CH - C=CHCH=CHCH=C-CH=CHCH -C-CH=CH - C CH,
l \ o x O % o x O x x © x O x 0 X o x 1\ ‘

HZC x ><O_—CH3 H3C—CX ><CI‘IZ
Neo/ ° I ° N/

C (o
H, H,

Demnach enthilt jeder der Isoprenreste des §-Carotins 3 Methyl- und 2 Carboxyl-
gruppen aus der Essigsaure. Als C;-Komponente mit Isoprenstruktur, die zum Aufbau
von f-Carotin dienen kann, hat man schon mehrfach die §-Methylcrotonsiure bzw. den
entsprechenden Aldehyd in Betracht gezogen. Den heutigen Kenntnissen entsprechend
kann die Bildung der 8-Methylerotonsaure folgendermassen formuliert werden:
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I |
0

0]
0 X 0 X o] b3 o x —‘CO
CH,C—CH,CO—SCoA —> CH,;C—CH,CO—SCoA — CH C CHCO—SCOA
I 7 Ne —H,0 lo
(0 HO CH, CH,
|
H(%H, COOH B-Methylerotonyl-Coenzym A.
|
*COOH

Nehmen wir an, die Synthese von f-Methylcrotonsiure ginge von Methyl- und
Carboxyl-markierter Essigsiure aus, so resultiert, wie das Schema zeigt, eine -Methyl-
crotonsiure, 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 erwahnte alternierende
Anordnung der Essigsiure-C-Atome zu, so dass die Wahrscheinlichkeit, dass die §-Methyl-
crotonsidure Baustein des S-Carotins ist, erheblich zugenommen hat.
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Im Folgenden soll iiber 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 II sollten C-3 von der Carboxyl- und C-4 wie
auch C-6 von der Methylgruppe der Essigsiure geliefert werden. Um
diese O-Atome zu erfassen, haben wir das durch Mucor hiemalis
aus Methyl- bzw. Carboxyl-markierter Essigsdure gebildete radio-
aktive f-Carotin nach der von Karrer angegebenen Methode?) mit
Permanganat oxydiert. Als Oxydationsprodukte sind die Dimethyl-
malonsiure, die «,a-Dimethylbernsteinsiure und die o,x-Dimethyl-
glutarsiure gefasst worden. Die Decarboxylierung der isolierten und
gereinigten Sduren wurde wiederum nach der Sehmidi’schen Reaktion

durchgefiihrt:
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Da die Ausbeute an CO, insbesondere bei der «,x-Dimethylbern-
steinsdure nicht besonders gut ist (8. exper. Teil), musste die Frage
geprift werden, ob beide Carboxylgruppen abgespalten werden, oder
ob die eine oder andere bevorzugt werde. Die Entscheidung hieriiber
konnte mit Hilfe von *C-markierter a,a-Dimethylbernsteinséure und
o,-Dimethylglutarsiure, bei denen lediglich die «-stindige COOH-
77“74';‘7‘?. Karrer, A. Helfenstein, H. Wehrli & A. Wettstein, Helv. 13, 1084 (1930).
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Gruppe markiert war, getroffen werden. Diese Sduren sind ebenfalls
durch oxydativen Abbau von synthetischem pg-Carotin-(14C-6,6') ge-
wonnen worden. Dieses von Wuersch & Schwieter®) hergestellte Pri-
parat wurde uns in verdankenswerter Weise von der Firma F. Hoff-
mann-La Roche, Basel, zur Verfiigung gestellt. Diese Untersuchungen,
die in einer speziellen Arbeit néher beschrieben werden sollen, haben
ergeben, dass beide Carboxylgruppen abgespalten werden.

Die Decarboxylierung der o,x-Dimethyldicarbonsiduren, die aus
dem biosynthetisch gewonnenen g-Carotin erbalten wurden, lieferte
die folgenden Ergebnisse (Tab. 1).

Tabelle 1.

f-Carotin aus COOH-
markiertem Acetat

B-Carotin aus CHj-
markiertem Acetat

BaCO, aus o,a-Di-
methylbernsteinsiure

A = 15,9 ipm/mg
aktiv

A = 34,3 ipm/mg
aktiv

BaCO, aus «,x-Di-
methylglutarsaure

Z = 0,54 0,78 ipm
inaktiv

A = 76,8 ipm/mg
aktiv

Aus dem mit carboxylmarkierter Essigsiure erhaltenen g-Carotin
entstand eine «,x-Dimethylbernsteinsiure, die radioaktives CO, ab-
spaltet, was bedeutet, dass sowohl C-3 als C-6 aus der Carboxylgruppe
stammen konnte. Die «,x-Dimethylglutarsiure hingegen ergab ein
inaktives BaCO,, woraus wir schliessen, dass weder C-4 noeh C-6 aus
der Carboxylgruppe stammen. Somit liefert die Carboxylgruppe der
Essigsdure nur das C-3.

Die aus dem g-Carotin, welches aus der methyl-markierten Essig-
sdure gebildet wurde, entstandenen Diearbonsiuren liefern radio-
aktives BaCO,. Die Radioaktivitit des BaCO, aus der «,a-Dimethyl-
glutarsiure ist doppelt so gross wie diejenige des BaCO, aus der a,o-
Dimethylbernsteinsiure. Wir nehmen deshalb an, es sei im Falle der
#,a-Dimethylbernsteinsidure nur das C-6 radioaktiv gewesen (das C-3
wird, wie gezeigt, von der Carboxylgruppe geliefert), wihrend aus der
a,a-Dimethylglutarsiure sowohl das C-4 wie auch das C-6 aktiv waren,
woraus sich die verdoppelte Aktivitit erklidren lisst. Aus diesen Ver-
suchen folgt, dass den Erwartungen entsprechend das C-3 des g-Ca-
rotins aus der Carboxylgruppe und die C-4 und C-6 aus der Methyl-
gruppe der Essigsiure gebildet werden.

Experimenteller Teil.

1. Kulturbedingungen: Mucor hiemalis Wehmer CBS Stamm + wurde nach
dem schon frither mitgeteilten Verfahren®) geziichtet.

2. Dic Isolicrung des radioaktiven g-Carotins aus dem Pilzmyzel wurde
cbenfalls nach der schon friither beschriebenen Methode®) vorgenommen.

5 J. Wiirsch & U. Schwieter, Helv. 39, 1067 (1956).
6y 1L Mitt., E. C. Grob & R. Bitler, Helv. 37, 1908 (1954).
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3. Der oxydative Abbau des g-Carotins erfolgte im Prinzip nach den An-
gaben von Karrer et al.%). — Das mit synthetischem g-Carotin Rocke auf 500 mg ver-
diinnte radioaktive §-Carotin wurde in 83 cm? Benzol (ad anal. Merck) gegeben, wobei das
Pigment zum grissten Teil in Losung geht. Darauf wurde mit 333 em? alkalischer Perman-
ganatlosung versetzt (12,5 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 tbergegangen ist, wurde noch 2 Std. unter
Riickfluss gekocht; anschliessend wurde, nach dem vollstindigen Abdestillieren des
Benzols, mit 33 cm?® konz. Phosphorsédure angesiuert und der Braunstein durch tropfen-
weise Zugabe von H,0, (30-proz.) aufgelost.

4. Zur Isolierung der a,a-Dimethyldicarbonsiduren wurde die leicht triibe
Losung durch Passieren eines grossen Faltenfilters von Harzteilchen befreit und im
Vakuum auf ca. 100 ¢m?® eingeengt. Die resultierende viskose Losung wurde nunmehr
fiinfmal mit je 100 cm?3 Ather ausgeschiittelt, die vereinigte Atherlosung auf ein Drittel
ihres Volumens eingeengt und zweimal mit je 5 em?® Natriumhydrogencarbonatlésung
ausgeschiittelt. Die vereinigte Hydrogencarbonatlosung wurde darauf mit 2-n. Salzsdure
angesiuert, dann mit 150 ecm?® Ather 16 Std. im Kutscher-Steudel- Apparat extrahiert und
die so erhaltene dtherische Losung der Dicarbonsiduren nach dem Trocknen iiber Natrium-
sulfat zur Trockene eingedampft; dabei fiel ein beim Weitertrocknen im Vakuumexsik-
kator teilweise erstarrendes gelbliches Ol an, das zur chromatographischen Trennung der
Dicarbonséduren in 0,8 cm? dest. Wasser aufgenommen wurde. (Ausbeuten s. Tab. 1.)

5. Priaparative papierchromatographische Trennung der o,a-Di-
methyldicarbonsduren: Auf einem mit dem Losungsmittel der Chromatographie
vorbehandelten Blatt Whatman Nr. 3 (45 x 40 cm) wurde die wisserige Losung der Sduren
in zwei Portionen zu 0,4 cm? auf einer 40 cm langen Startlinie in einem Strich aufgetragen;
weitere 0,4 cm?® dest. Wasser wurden zum Ausspiilen des (lefasses, das das Sauregemisch
enthielt, verwendet und dann als dritte Portion aufgetragen. Links und rechts'der Start-
linie wurde noch je ein Fleck mit gleichen Mengen Vergleichssubstanzen (Dimethyl-
malonsiure, «,x-Dimethylbernsteinsiure und o,a-Dimethylglutarsiure) aufgetragen. Dann
wurde 6 Std. bei 20° aufsteigend chromatographiert unter Verwendung von folgendem
Losungsmittel: Chloroform / tert. Amylalkohol / 85-proz. Ameisensdure | dest. Wasser
(154:6:32:72 v/v). Die bei dieser Anordnung beobachteten Rf-Werte betrugen fiir Di-
methylmalonsidure 0,28, fiir o«,a-Dimethylbernsteinsiure 0,40 und fir o,a-Dimethyl-
glutarsdure 0,68; damit war eine gute Trennung gewihrleistet. Das Chromatogramm
wurde zuerst mehrere Std. im Luftstrom (Ventilator) und dann noch 1 Std. bei 809 im
Trockenschrank getrocknet. Am linken und rechten Blattrand wurde nun unter Erfassung
von je 1 cm Startlinie je ein vertikaler Leitstreifen abgeschnitten und mit leicht alkalischer
Bromkresolpurpurldsung bespriiht, wobei auf violettem Grund die iibereinstimmenden
gelben Flecken der Vergleichssubstanzen und der entsprechenden radioaktiven Dicarbon-
sauren erscheinen. (leméss diesen Leitstreifen wurden auf dem Hauptblatt die beiden, der
o,a-Dimethylbernsteinsaure bzw. der «,x-Dimethylglutarsiure 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 priaparativ nicht erfasst werden.

Zur Elution der Dicarbonséuren wurden die Streifen in ca. 1 mm breite Schnitzel
zerschnitten, die zuerst 24 Std. in je 50— 100 cm?® dest. Wasser mazeriert, dann je 5 Min.
gekocht und schliesslich noch zweimal mit den gleichen Mengen dest. Wasser ausgekocht
wurden. Die jeweils siedend durch eine Glassinternutsche (G4) filtrierten wisserigen
Losungen einer Siure wurden vereinigt und im Vakuum zur Trockene eingedampft,
wobei die Siauren wiederum als — diesmal farblose —~ Ole anfallen. (Ausbeuten s. Tab. 2.)

6. Reinigung der a,x-Dimethyldicarbonsiduren: Zur Kristallisation wurden
die Ole zuerst mehrmals mit kleinen Portionen Benzol ausgekocht, die vereinigten filtrier-
ten Benzollosungen jeder Siure auf ein ganz kleines Volumen eingedampft und in der
Hitze mit ebenfalls heissem Petrolather bis zur ersten Triibung versetzt; dann wurde
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langsam erkalten gelassen. Nach mehrtigigem Stehen im Eisschrank schieden sich die
Sauren in schénen weissen schmelzpunktsreinen Kristdllchen ab, die abgesaugt, mit
etwas Petrolather gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet wurden.

In einigen Fallen (s. Tab. 2) wurde zur Verbesserung der Ausbeute vor dem Um-
kristallisieren der rohen Saure etwas reine synthetische Substanz (Priparate Flucka)
beigefiigt. {(Ausbeuten s. Tab. 2.)

7. Schmidt’sche Decarboxylierung der «,x-Dimethyldicarbonsiuren:
Je ca. 10 mg der reinen radioaktiven Sauren wurden mit den entsprechenden optimalen
Mengen Natriumazid innig vermischt (20 mg NaN; pro 10 mg a,a-Dimethylbernsteinsiaure ;
22 mg NaN; pro 10 mg o,a-Dimethylglutarsaure) und das Gemisch innert 1 Std. in 6 bis
10 Portionen zu den entsprechenden Mengen konz. Schwefelsiure gegeben (0,45 cm3 konz.
H,S0, pro 10 mg a,a-Dimethylbernsteinsdure; 0,47 cm? konz. H,80, pro 10 mg o,x-
Dimethylglutarsaure), unter sorgfiltiger Einhaltung der optimalen Spalttempsraturen
(85° fiir o,-Dimethylbernsteinsidure; 65° fiir o,a-Dimethylglutarséure).

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

Tabelle 2.
B-Carotin aus B-Carotin aus
Reaktion COOH-markiertem | CH,-markiertem

Acetat Acetat
Ozydativer Abbau des B-Carotins
p-Carotin* . . . . . . .. ... L. 500,0 mg 500,0 mg
Sauregemisch roh . . . . . e 198,4 mg 182,6 mg
o,a-Dimethylbernsteinsiure roh e 20,7 mg 23,5 mg
o,a-Dimethylglutarsdure roh . . . . . 37,2 mg 48,4 mg
oL, 0t Dlmethylbernsteinséure,

synth. Zusatz . . . . . 5,0 mg -
a,0-Dimethylglutarsiure, synth Zusatz . - -
o,o-Dimethylbernsteinséure rein . . . . 8,2 mg 8,6 mg
o,o-Dimethylglutarsdure rein . . . . . 11,4 mg 9,0 mg
Schmidt’'sche Decarboxylierung
der Dicarbonsduren

o,o-Dimethylbernsteinsiure eingesetzt . 8,2 mg 8,6 mg
BaCO; aus o,a-Dimethylbernsteinsiure . 10,1 mg 2,5 mg
a,0-Dimethylglutarsiure eingesetzt . . . 11,4 mg 9,0 mg
BaCO, aus o,a-Dimethylglutarsiure . . 17,7 mg 8,2 mg

Diese Arbeit ist mit Unterstiitzung des Schuweiz. Nationalfonds durchgefiihrt worden.
Der Firma F. Hoffmann-La Roche, Basel, danken wir fiir die freundliche Uber-
lassung von synthetischem g-Carotin-(14C-6,6").

Zusammenfassung.

Mit Hilfe von !¢C-markierter Essigsiure wird festgestellt, dass
bei der Biosynthese von §-Carotin bei Mucor hiemalis Wehmer das
C-Atom 3 aus der Carboxylgruppe der Essigsiure stammt, wihrend
die C-Atome 4 und 6 von der Methylgruppe der Essigsidure geliefert
werden.

Botanisches Institut der Universitit Bern.





