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dieser wichtigen Stoffklassc. Einc crfolgreiche Bearbei-
tung dicser Probleme schicn erst méglich, nachdem die
chemische Erforschung dieser Verbindungen geniigend
weit gedichen war. Diese Voraussetzung ist heute cr-
fiillt, So sind denn in den letzten Jahren recht viele
Arbeiten crschienen, dic sich mit der Biochemic und
spezicll auch mit der Biosynthese der Carotinoide be-
schiiftigen. Es ist nicht der Zweck dieser Arbeit, alle
diesbeziiglichen Versffentlichungen zu diskutieren. Es
sci auf dic kiirzlich crschienenen Zusammenfassungen
von L.F.Haxo03 und T.W.GoopwiN? verwicsen. In
erster Linic scien im folgenden unscre cigenen Gedanken-
giinge und cxperimentellen Arbeiten darzustellen, soweit
sic dic biochemischen Gesichtspunkte betreffen.

Die zur Untersuchung der Carotinbiosynthese
verwendeten Organismen

Als besonders geeignet fiir unsere Untersuchungen
ither dic Biosynthese der Carotinoide crachteten wir
zwei Schimmelpilze, Phycomyces blakesleeanus und vor
allem Mucor hiemalis Wenmer C.B.S. (Stamm —+).
SciiorrERS heobachtete 1935 im Phycomyces dic Bildung
reichlicher Carotinmengen. SciiopFER und JUNG3* wic-
scn mit biologischen Mcthoden nach, dafl es sich dabei
hauptsichlich um S-Carotin handelt. KARRER und
Knrausk-Vortu® bestiitigten dic Anwesenheit des f-
Carotins als Hauptcarotin imm Phycomyces und fanden
dancben in bedcutend kleineren Mengen ¢-Carotin, Auch
im Mucor hiemalis herrscht das -Carotin vor, dancben
stellten wir wenig Lycopin und y-Carotin und in dlteren
Kulturecn Mutatochrom fest?. Die relativ cinfache Zu-
sammcnsctzung der Carotinoide in dicsen Organisimen
bictet fiir unsere Zwecke grofic Vorteile. Einen weiteren
Vorteil dieser Schimmeclpilze erblicken wir in ihrer leich-
ten Kultivierbarkcit und in ihrer Anspruchslosigkeit in
bezug auf die Nahrstoffbediirfnisse. Sic lassen sich gut
auf synthetischen Nahrlésungen recht einfacher Zu-
sammensctzung ziichten®,

Tab. 1. Die Zusammensctzung der Niihrlésungen fiir
Phycomyces und Mucor hiemalis

Nihrlésung 1 | Nahrlssung 2 | Nihrlgsung 3

C-Quelle

Glucose Mg-Lactat Na-Acctat
N-Queclle Asparagin | NH,-Lactat | (NII,),SO,
MincralstofT- KH,PO, KH,PO, KH,PO,
quclle . MgSO, MgSO, MgSO0,
Vitamine Ancurin Ancurin Ancurin

* Zurzceit werden im Botanischen Institut weitere Untersuchungen
iiber dic Sexualitat dicser Mikroorganismen im Zusammenhang mit
dem Vitamingleichgewicht durchgefiihrt.

3 L.F".Haxo, Fortschr. Chent. org. Naturstuffe 12 (1955) 169.

4T, W.GoopwIN, Annu. Rev. Biochem. 24 (1955) 497.

$ W.I.Scuoreer, C.R.Soc. Biol. 118 (1935) 3.

88 W.H.ScioprER und A.JUNG, C.R.Soc. Biol. 120 (1935) 1093.

¢ P.KarrER und E.Knrause-Voita, Helv. Chim. Acta 31 (1947)
802.

! I£,C.Gnrow, Chimia 7 (1953) 90.
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Der Zusatz von Ancurin ist indessen nur fiir Phycomyces
notwendig, da Mucor hiemalis dicses Vitamin sclbst
synthetisicrt, Normalerweise wird die Nahrlosung 1 ver-
wendet. Dic auf Nahrlésung 2 gewachsenen Kulturen
zcichnen sich durch cine Hemmung der Biosynthese der
Carotinoide aus®.82 wihrenddem die Nahrlosung 3 wicder-
um cine betrichtliche Carotinbildung erlaubt®. Die Ziich-
tung der Mikroorganisinen crfolgt durchwegs in Erlen-
meyerkolben zu 150 cm?, wobei je Kultur 25 cin® Nihe-
lésung zugesetzt werden. Wihrend der ganzen Entwick-
lungsdauer wird dic Temperatur auf 20° gehalten. Nor-
malcrweisc betriigt die ganze Entwicklungsdauer 14 Tage.

Die ersten orienticrenden Versuche

Einc erste Oricnticrung iiber dic Verbindungen, dic
sich an der Biosynthese der Carotinoide beteiligen kon-
nen, wurde mit der Nihrlésung 2 erziclt. Da dic er-
wihnten Organismen auf dieser Nihrlosung hichstens
Spurcn von Carotinoiden bilden, lassen sich Substanzen,
dic irgendwic am Aufbau der Carotinoide betciligt sind,
durch Zusatz zur genannten Niihrlésung Icicht feststel-
len. Durch diese Versuche konnten wir cine grofiere Zahl
organischer Verbindungen feststellen, die zur Carotin-
bildung befihigt sind®. Wic dic untenstchende Tab. 2
zeigt, finden sich solch aktive Verbindungen unter den
Kohlenhydraten und den organischen Sauren.

Tab.2. Dic carotinogene Wirkung organischer Verbindungen

Organische Carotin- Organische Carotin-
Verbindung bildung Verbindung bildung
1. Kohlenhydrate 2.0rganische Siuren
a) Pentosen: 5&;’2‘;;:‘;"
p( - )-Ribose . - lissigsiiurc +
D ( - )-Arabinosc - Propionsiiure . -
D (+)-Xylose . + Buttersiaure. +
Stearinsiiure ?
o T T Palitinsiiurc . +
b) H : e
) Hexosen Dicarbonsiiuren
D (+ )-Mannosc - (Na-Sulz):
Glucose . n Oxalsiiure . . -
Malonsiiure . . -
D (+)-Galactose + Adipinsiiurc . -
D ( - )-Fructosc + o
L( - )-Sorbose . _ Oxy(']l(fnrbonsaurc:
Weinsiiure . . +
Di harid Tricarbonsiiure:
¢) Disaccharide: Citroncnsiure +
Maltose . . . + ‘ -
Kctonituren:
Saccharose . . +
Brenztrauben-
Lactose . . . - siiure . . . . +
Acctcssigester . +

8 \W. H.ScuorvkR, unverdflentlicht (1935).
88 WV.H.Scuorrer und E.C.Grob, Experientia 6 (1950) 419,
* W.H.Scioerer und E.C.Gron, FExperientia 8 (1952) 140.
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Wir haben sodann unser Augenmerk hauptsichlich
auf dic Essigsaure gelenkt. Diese Siaure interessierte vor
allem deshalb, weil sie als Vorstufe ciner Reihe von
Naturstoffen erkannt wurde, dic nach dem Isopren-
prinzip aufgebaut sind. Es sci hier nur an dic Rolle der
Essigsdurc bei der Biosynthese des Cholesterins® und
des Kautschuks!! erinnert.

Fiir cine ecingehendere Untersuchung ist die Essig-
siurc recht gecignet, da sich die Glucose, ohne allzu
grof3c Beeintrachtigung des Pilzwachstums, in der Nahr-
losung durch Na-Acetat ersctzen laf3t®.

Die Rolle der Essigsdure in der Biosynthese
der Carotinoide

Wic dargelegt, bewirkt eine Zugabe von Na-Acctat
zur Nihrlésung 2 eine starke Carotinbildung. Den Ein-
tritt der Essigsdure-C-Atome in das Carotinmolckiil
haben wir mit Hilfe von C-markierter Essigsiure ver-
folgen konnen. Aus ciner grofieren Zahl von Versuchen
mit mcthyl- und carboxylmarkicrter Essigsdurce hat sich
ergeben, dafl der Mcthyl- und der Carboxyl-Kohlenstoff
zu gleichen Anteilen cingebaut wird und dafl insgesamt
ungefihr 70% des Kohlenstoffbestandes des $-Carotins
dicser Siure entstammen 2, Die restlichen 30% Kohlen-
stoff, so vermutcten wir zunichst, wiirden vom Lactat
aufgebracht. Doch crwies sich dicse Verinutung als un-
richtig, da dic experimentelle Priifung mit der Nihr-
lésung 3, welche als cinzige Kohlenstoffverbindung Na-
Acctat enthilt, chenfalls nur 70 % ergab®3. Da auflcr
dem CO, der Luft keine an-
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Carotinmolckiil erfolgt, findet damit noch keine Ant-
wort. Gelingt cs, festzustellen, an welchen Stellen im
Carotinmolckiil die beiden C-Atome der Essigsiure cin-
gebaut werden, so diirften sich gewisse Anhaltspunkte
iiber den Verlauf dieses Aufbauprozesses crgeben. Ex-
perimentell lassen sich dic Positionen, welche die C-
Atome der Essigsdure im f-Carotinmolekiil cinnchmen,
feststcllen, indem das von Mucor hiemalis gebildete,
radioaktive f-Carotin so abgcbaut wird, daf} dic C-
Atome aus ciner bestimmten Stelle des S-Carotins ge-
fafit werden kénnen. Die Bestimmung der Radioaktivi-
tat dieser «isolicrten» C-Atome zeigt uns ihre Herkunft
aus der Essigsdure an.
Beim oxydativen Abbau des f-Carotins mit KMnO,
werden 4 Mol Essigsaure erhalten, dic aus dexr Grup-
. =CH—C=
picrung |
CH,
Carotins abgespalten werden, Dic scitenstidndigen

der aliphatischen Scitenkette des f3-

Mcthylgruppen dicser Kette erscheinen auch in der ge-
wonnenen Essigsidure als Methylgruppen. Die Carboxyl-
gruppen der erhaltenen Essigsdure werden von den C-
Atomen geliefert, die den seitenstindigen Mcthylgrup-
pen benachbart sind. Durch Deearboxylierung der aus
f-Carotin abgespaltenen Essigsiure nach der Scumipr-
schen Reaktion?® erhalten wir zwei Verbindungen mit
je 1 C-Atom, namlich Methylamin und CO,.

CH,; - COOH -+ N;,H — CH, - NH, + CO, + N,
Auf diesec Weise erhilt man nach einer iibersichtlichen
Reaktion zwei Verbindungen mit je einem C-Atom. Zur

dere  Kohlenstoffquelle in CH, CH, cl, Ci,
Cyrage k 16t \ o o o o \ /
IFrage kommen a¥m, 16 X ou, 2, &, &, c
anzunchmen, daf3 dic rest- N Ix « I y Y
lichen 30 % des Kohlenstoff-  H,C*  °C - CH=CIH - C=CHCH=CH - C=CHCH=CHCH=:C - CH=CHCH=C - CII-=CII - C* #Cll,
) I "l* o o xw'| ‘
. l)cstan(lc.s durch die Kohlen G O ity e e, LciL,
sdure gelicfert werden. Der . .
dirckte Beweis dieser An- Y (b
) H, H,
nahmestchtjedochnoch aus. Oxvduti 2
Dic hier kurz zusammen- xydution 4 ¢ v v
faflc rerimentellen o o o ° ° o
gefafiten experim o, o, oH, o, 2, &,
Ergebnissc sagen aus, dafl ; . 8 ; :
x x x
dic C-Atome der Essigsaure COOH COOH COOH COOH COOH  CcoOou
in starkem Maflc an der Bio- Scuminrsche ‘ ‘
synthesc der Carotinoide be-  Reaktion
- . . ' + v + v
teiligt sind. Die Irage aber, o o o o R o
ob die Essigsaurc als ecine CIL,NIL, i CHNH, CH,NH, CII,NH, CHyNH, |CH,NH,
. . Y. + + + . : y ,
obligatorischeZwischenstufe . x M : ,i :
co, |co, Co, co, co, |co,
Permanganatabbuu

benden Organismus auftritt
und wie ihr Einbau in das —-

10 R.G.Lanpox~ und K. Brocn, . J. Biol. Chem. 200 (1952) 129, 135.

11 J. BonNER und B. ARRECUIN, Arch. Biochem. 21 (1949) 109.

12 1. C,Gros, G.G. PonEeTTI, A. vON MURALT und W.H.ScnorrEen,
Experientie 7 (1951) 218; E.C.Gros, W.H.Scnorrer und G.G.
Porerti, Int. Z. Vitaminforsch. 23 (1952) 484.

13 F,C.Gros und W.H.Scunorrer, II¢ Congrés international de
Biochimie, Paris 1952; Résumé des Communications, S. 212.

Chromsiureabbau

Abb. 1. o stammt aus der CHy-Gruppe der Essigsiiure
x stammt aus der COOH-Gruppe der Essigsiaurc

13 P.KARRER und A, HELFENSTEIN, Helv. Chim. /Acta 12 (1929)
1142,

35 C.Scnukrcut und E.Huntress J. Amer, Chem. Soc. 71 (1949)
2233.
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gut informiert. Das Wesentliche iiber die Vorgénge des
Fettsaurcstoflwechscls mmag aus dem vereinfacht wieder-
gegebenen Fettsiurezyklus von LYNEN in Abb. 6 her-
vorgchen. Ausgangspunkt der Fettsiurchildung ist dic
Essigsaure, die in aktiver Iorm als Acctyl-Cocnzym A
in Reaktion tritt. Fin Molckiil Accetyl-Coenzym A kon-
densiert mit ¢inem zweiten zu Acctoacctyl-Coenzym A
unter Freisctzung cincs Cocnzym-A-Molekiils.

Nach dem vorhin erwihnten Schema der Entstehung
von fI-Methylerotonsiure soll als crster Reaktionsschritt
cbenfalls einc Kondensation von 2 Essigsiurcmolekiilen
zu Acectessigsiure stattfinden. Der niachste Schritt mag
nach den hcutigen Auffassungen ctwas anders verlaufen.
EuLER hatte cinc Decarboxylierung der entstandenen
Acctessigsidurc angenommen, wobei das bei dieser Re-

aktion entstandene Accton durch Anlagerung cines wei-.

teren Essigsiaurcemolckiils zur f-Mcthylerotonsiure fiihrt.
Wir glauben vichnehr, da3 Acetoacctyl-Cocnzym A mit
cinem weiteren Acetyl-Coenzym A reagicrt und das
intermediar entstandenc Anlagerungsprodukt sich unter
Abspaltung von Wasser und CO, in f-Mcthylcrotonsiure
umwandelt??,

cu,fﬁf 'S-CoA +£}—cr{,—ﬁfs —~CoA — CoA—SH + CH°_|C_C"’_|(1:_S —CoA
- I
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men auf der Glucoseniahrlésung recht betrichtlich, wenn
sie auch nicht an die Carotinproduktion auf Acctatnihr-
losung heranreicht.

In diesem Zusammenhang stellt sich dic I'rage, ob bei
der Verwertung der Glucose dic Carotinbildung nicht
iiber die Essigsaurcstufc fithrt. Beimm Kohlenhydratab-
bau in lebenden Organismen entstcht als Zwischen-
produkt stets Brenztraubensaure, welche bekanntlich
im Kohlenhydratstoffwechsel eine Schlisselstellung ein-
nimmt. Eine Umwandlung der beim Kohlenhydrat-
abbau des Mucor hicmalis entstandenen Brenztrauben-
siurc in Lssigsiure bzw. Acctyl-Cocnzym A ist wohl
moglich. Die Entstchung von Essigsdurc aus Brenz-
traubensiure ist in lebenden Organismen mehrfach nach-
gewicsen worden. Fiir die Bildung der Essigsiure aus
Brenztraubensaure stehen verschicdene Reaktionswege
offen. So fiihrt dic oxydative Decarboxylicrung der
Brenztraubensiure dicckt zur Essigsiure.

— CO
Cil,-C-COOll  -—— 2, ClI,- COOll
I H,0
(0}
Die Bildung der Essigsdure kann
aber auch auf dem Umwege iiber den
KRrEnsschen Citroncnsadurczyklus er-

. 0 Acetyl-CoA 0 + folgen. I\'Jach dem in Abb. 6 dargestell-
cw, Acctoncetyl-CoA ten vereinfachten Krensschen Zyklus

| wird durch Carboxylicrung der Brenz-

coon traubensiure je nach den vorherr-

CH,—C=CH—C—$—CoA L0 CH, - é__cug_c _$-Cok schcm}cn Bedingungen Oxalchsigsiilxrc

| T -CO, % ) oder Apfclsiure gebildet. Die letzt-

CH, HO (‘:H, o genannten Séduren fiihren iiber eine
f-Mcthylerotonyl-CoA COOlI Reihe von Teilreaktionen, deren wich-

Nach dem Obengesagten zu schlicBen, muB8 demn Co-
cnzym A auch bei der Carotinbildung cine wesentliche
Rolle zukommen. Dicsc Annahme wird durch die Tat-
sache bekriftigt, daBl die cssenticllen Bestandteile des
Cocnzyms A, wic dic Pantothensiure, das Pantethin und
das phosphorylicrte Pantcthin, bei Mucor hiemalis eine
dcutliche I'érderung der Carotinbildung zur Folge
haben 28,

Dic Glucose als Ausgangsmaterial
fiir die Carotinbildung

Bis dahin ist vor allem von der Rolle der Essigsiure
bei der Biosynthese der Carotinoide gesprochen worden.
Dic Essigsaure ist aber nicht dic normale Kohlenstofl-
queclle der Schimmelpilze. Fiir die Ziichtung auf synthe-
tischen Nihrlésungen verwendet man im allgemeinen
Glucose. Das Wachstum von Mucor hiemalis und von
Plycomyces auf ciner Glucosc enthaltenden Nihrlésung
ist entsprechend besser als auf Acctat. Wie ausgefiihrt
wurde, ist die Carotinbildung der verwendeten Organis-

27 .C.Gros und R.BUTLER, Experientia 11 (1955) 259.
28 E.C.GRron, V.GrunDBACHER und W. H.Sciorren, Expericntia
10 (1954) 378.

tigste nur im dargestellten Schema
festgchalten wurden, zur Citronensiure. Nach ncucren
Untersuchungen von STERN, SAPIRO, STADTMAN und
Ocuoa® kann dic Citronensiiure in Gegenwart von Co-
cnzym A Acctyl-Coecnzym A abspalten, wobei der ver-
bleibende Rest, die Oxalcssigsiure, erncut in den Zyklus

cingreift.

COOH CO—CoA
[ [
CH, CH, Acctyl-Cocnzym A
| +

HO—C—COOH + CoA —> 0=C—COOH
| |
?”z (?Hz Oxalessigsiurce
COOH COOH

Citronensiiure

Dic Brenztraubensiure als Vorstufe der Essigsiure ist
demnach durchaus méglich. Fiir uns gilt cs zunichst
abzukliren, ob cine solche Umwandlung von Brenz-
traubensidure in Kssigsaurc in unserem Organismus
( Mucor hiemalis) tatsichlich erfolgt. Kann cine solche
Umwandlung nachgewicscn werden, wird die nichste
Aufgabe scin, den Reaktionsweg aufzuspiiren.

2 J. R.STERN, B.Snapriro, E. R.StADTAMAN und S.Ocnoa, J. Biol.
Chem. 193 (1951) 703.











