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Vorwort.

Die organische Chemie wird
wieder mehr in die Richtung der
physiologischen Chemie geleitet.
Diese neuere Entwicklung fiihrt da-
zu, analytischin die Chemie der Zelle

Ich kann mir die Phytochemie
nur dann als einen, den Forschungs-
drang befriedigenden Wissenszweig
denken, wenn sie — obwohl chemi-
scher Natur — teilnimmt an den

wissenschaftlichen Bestrebungen der
Botanik (GRESHOFF).

tiefer einzudringen und dadurch mit
neuen Anregungen die synthetische
Chemie zu beleben (WILLSTATTER).

Unter den mannigfachen Problemen, die derzeit dem Natur-
forscher zugénglich sind, gehért die Entwirrung des biochemischen
Geschehens in der Pflanze zu den reizvollsten Aufgaben.

Die altbekannte, aber noch immer interessante Beobachtung,
daB der Aufbau der organischen Materie von einem besonders
einfachen Stoff, dem Kohlendioxyd ausgeht, ist geeignet, viele
Forscher zur Weiterarbeit anzuregen, deren Leistungen sich einmal
zu einem vollstindigen Stammbaum der organischen Pflanzen-
stoffe verdichten diirften. Heute winkt das Ziel noch aus der
Ferne, denn nicht einmal statisch ist das Material zufriedenstellend
erfafit, so daB das Inventar der phytochemisch entstandenen
Kohlenstoffverbindungen bedeutende Liicken aufweist. Die zur
Verfiigung stehenden physikalischen und chemischen Methoden
sind noch bei weitem nicht ausgeschopft. Zudem leidet die Pflanzen-
chemie, wie manches andere Grenzgebiet, unter der Zersplitterung
und Heterogenitat der Literaturangaben.

Diesem Ubelstand haben Professor G. KLeix und der Verlag
Julius Springer durch die Herausgabe des Handbuches der Pflanzen-
analyse bewuBt entgegengearbeitet. Zu dem grofziigig angelegten
Werk lieferte der Verfasser einen gedrangten Beitrag ,,Carotinoide
hoherer Pflanzen®, aus welchem die vorliegende Schrift hervor-
gegangen ist. Die Beschrinkung auf hohere Pflanzen fiel nun fort,
auch steht naturgemaBl mehr Raum zur Verfiigung als im Rahmen
eines Sammelwerkes, endlich waren wichtige, neue Forschungs-
ergebnisse, zum Teile auch freundlichst iiberlassene, unversffent-
lichte Beobachtungen zu verarbeiten, namentlich aus den Instituten
der Herren R. Kuan (Heidelberg) bzw. P. KARRER (Ziirich), so
daf} eine kurze Monographie der chemisch definierten Carotinoide
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vorliegt. Diese Bezeichnung moge indessen (namentlich was
dltere Angaben betrifft) nicht mit dem Begriffe der Vollstindigkeit
verbunden, sondern eher im Sinne einer Momentaufnahme aus-
gelegt werden. Bei dem stiirmischen Fortschritt auf dem nach-
folgend zusammengefaliten Gebiete, welcher in der Geschichte der
organischen Chemie nicht viele Gegenstiicke hat, ist ndmlich mit
einem weiteren, raschen Umbau des bisher Erreichten zu rechnen.

Als besonders entwicklungsfahig erscheint das am Schlusse
dieses Bandes skizzierte Gebiet der tierischen Carotinoide, mit
einer Fiille von Fragestellungen an den Chemiker und an den
Physiologen.

Es ist zu wenig gesagt, wenn man die Carotinoide als eine
Sonderklasse der natiirlichen Farbstoffe bezeichnet und sie einfach
in die Systematik aufnimmt. Denn einerseits bietet ihre merk-
wiirdige Struktur auch dem rein organisch arbeitenden Chemiker
ganz neuartige Gesichtspunkte und Aufgaben, wahrend andrer-
seits die ungeheure Verbreitung der Polyenpigmente in Organismen
der verschiedensten Art mit Bestimmtheit darauf hinweist, daf
sie zu den lebenswichtigen Stoffen gehéren. Schon bisher hat das
chemische und physiologische Studium der Carotinoide mehrfach
Beziehungen zu anderen Korperklassen der Pflanzen- und Tierwelt
aufgedeckt, man ahnt aber wichtigere Zusammenhinge, die heute
noch verborgen liegen.

In stetig wachsender Anzahl zeigen sich Beriihrungsflichen
zwischen organischer Chemie, Vererbungslehre und Entwicklungs-
geschichte.

Pécs, im Juli 1934.

Der Verfasser.
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A. Pflanzencarotinoide.

Allgemeiner Teil.

Erstes Kapitel.
Einfiihrung in das Gebiet der Carotinoide.

Die Carotinoide sind hellgelbe bis tiefrote, stickstoff-freie Farbstoffe
des Pflanzen- und Tierreiches, die ihren, von TswerT (1911) vor-
geschlagenen Sammelnamen nach dem wichtigsten Vertreter der
‘Gruppe, dem Carotin, erhielten. Friihere, teils noch gebrduchliche
Bezeichnungen, wie ,,Lipochrome®, ,,Chromolipoide usw., deren
Geltungsbereich Schwankungen unterworfen war, weisen auf das
oft beobachtete, gemeinsame Vorkommen mit Fettstoffen hin, aber
auch auf dhnliche Loslichkeitsmerkmale von Lipoid und Carotin.

Der Begriff ,,Lipochrom* (KRUKENBERG 1882) wiirde eigentlich
alle natiirlichen Fett- bzw. Wachspigmente umfassen, also z. B. auch
das Chlorophyll. Es hat sich indessen eine engere und schérfere
Umgrenzung des Gebietes herausgebildet, so dafl die gegenwirtig
anerkannten Merkmale eines Lipochromes sich auf die folgenden
Punkte erstrecken:

1. Farbe hellgelb bis tief violettrot.

2. Zwei (oder drei) Bander, meist im blauen bzw. violetten Teil
des Spektrums.

3. Loslichkeit in Lipoiden und in den typischen Losungsmitteln
der letzteren, Unloslichkeit in Wasser.

4. Mehr oder weniger ausgeprigte Empfindlichkeit gegen den
Luftsauerstoff (Autoxydation unter Ausbleichen).

5. Widerstandsfédhigkeit der Farbe gegen alkalische Eingriffe.

6. Dunkelblaue (oder &hnliche) Farbung mit starker Schwefel-
séure; auch sonst wenig Resistenz gegen Séduren.

7. Cund H, oder C, H und O als einzige Bestandteile des Mole-
kiils; Abwesenheit von Stickstoff (wie in den Fetten, Wachsen,
Sterinen).

Das Verhiltnis der auch synonym gebrauchlichen Bezeichnungen
,,Lipochrom® und ,,Carotinoid“ kann etwa folgend umschrieben

Zechmeister, Carotinoide. 1
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werden: Den iiberwiegenden Hauptbestandteil der gelben bis roten
natiirlichen Fettfarbstoffe bilden die Carotinoide, womit weder das
Vorkommen von anderen Pigmenten im Lipoid ausgeschlossen wird,
noch das Auftreten von Carotinoiden ohne Fett. Man hat mehrfach
Carotinoide beobachtet, die im Gewebe nicht mit Lipoiden vermengt
sind, sondern schone Krystalle bilden. Ein Beispiel dafiir liefert die
Mohrriibe, in welcher das Carotin 1831 von WACKENRODER entdeckt
wurde.

Die Anzahl der einwandfrei definierten Carotinoide ist noch
gering (gegen 20), doch diirfte sie mit dem Fortschritt der systema-
tischen Pflanzenanalyse noch steigen. Nach ihrer empirischen Zu-
sammensetzung ordnet man diese Pigmente zunédchst in zwei Klassen
ein: teils sind sie Kohlenwasserstoffe (Carotine, Lycopin C,Hg), die
sich leichter in Ather bzw. Petrolither und viel schwerer in wasser-
haltigem Alkohol 16sen; die meisten enthalten jedoch Sauerstoff
und zeigen, falls mindestens zwei freie, alkoholische Hydroxyle
anwesend sind, scharf das umgekehrte Verhalten. Fiir die Zwecke
der vorliegenden Schrift war es praktisch, noch eine andere Ein-
teilung vorzunehmen. Man unterscheidet:

1. Carotinoide 1m engeren Sinne, die wie Carotin selbst, 40 Kohlen-
stoffatome enthalten; sie bilden teils auch Farbwachse, d. h. natiir-
liche Ester, die zu einem Carotinoid mit C,, und zu Fettsdure ver-
seift werden konnen.

2. Carotinoide mit weniger als 40 C-Atomen im Molekiil (und ihre
Ester).

Die beiden Typen sind sehr ungleichméaBig in der Natur ver-
breitet. Die gro3te Tendenz besteht zum Aufbau von Carotinoiden
mit 40 C-Atomen, wéhrend die Vertreter der zweiten Untergruppe
mehr oder weniger Spezialfarbstoffe sind. Hingegen wurden Carotin
und Xanthophyll von WiILLSTATTER und seiner Schule als nie
fehlende Bestandteile des Blattgriins erkannt, welche das Chloro-
phyll iiberall begleiten und wie dieses, zu den verbreitetesten orga-
nischen Naturstoffen gehéren.

Die Tabelle 1 beschriankt sich auf chemisch wohldefinierte Ver-
bindungen, die — mit Ausnahme von Lutein und Fucoxanthin —
in hoheren Pflanzen entdeckt wurden.

Die chemische Funktion des Sauerstoffs kann verschiedenartig
sein, da, wie weiter unten gezeigt wird, nicht die Bindungsweise
dieses Elementes, sondern die Art und Verteilung der Kohlenstoff-
bindungen ein besonderes Geprige dem Carotinoidmolekiil verleihen.



Einleitung.
Tabelle 1. Klasseneinteilung der Carotinoide.
Untergruppe | Kohlenwasserstofte Sa’“ﬁf;gzgﬂ]g,ﬁ ge (Dipgflﬁlt;ate)
Carotinoide im | a-Carotin Cy(Hys | Kryptoxanthin C,0H,,0
engeren Sinne | f-Carotin C,oHy; | Rubixanthin C,H 0
(mit 40 C-Ato- | y-Carotin C,Hs | Xanthophyll O, H.0 Helenien
men) Lycopin C,H;; | Lutein 4077562 CpoH160,

Flavoxanthin C,H. 0,
Violaxanthin C,,H,0,
Taraxanthin  C,H;,0,
Fucoxanthin C, H: O
Capsanthin ~ C,H;40,
Capsorubin 105504
Rhodoxanthin C, H;,0,

Zeaxanthin ~ C,H;;0, | Physalien

C7 2H11604

Carotinoide mat
weniger als
40 C-Atomen

Bixin  CoHyg0, |
Crocetin CooH,,0,
Azafrin C,;Hy0,

Die Carotine und Lycopin sind Polyen-Kohlenwasserstoffe, Krypto-
xanthin, Rubixanthin, Xanthophyll, Lutein, Zeaxanthin, Flavo-
xanthin, Violaxanthin, Tara- und Fucoxanthin sind Polyen-Alkohole.

Tabelle 2. Funktion der Sauerstoffatome in Carotinoiden.

R

—C— £288

Farbstoff Formel —oH ﬁ 7 0 7 0 S Egﬁ

0 NOH | NOCH,|[7; &8

OEM&
Kryptoxanthin CyoHj0 1 — — —_— —
Rubixanthin . . . | C,H;0 1 — - | -

Xanthophyll bzw. @

Lutein . . . . | CuH;0, 2 — — - =
Zeaxanthin CyoH560, 2 | — — — -
Flavoxanthin CyoH;603 3 — — — —
Violaxanthin. . . | C,H;O, |3—4 K — — — 1—0
Taraxanthin . . . 10H5604 4 — — — —
Fucoxanthin . . . | CyH;Oq 4 — — — 2
Rhodoxanthin . . 10H5005 —- 2 - — —
Capsanthin 10H5505 2 1 — —_ =
Capsorubin 10H5504 2 2 — —_ ! —
Azafrin . . . . . Cy,Hj50, 2 — 1 — | —
Bixin . . . . . . w0, | — | — 1 1 —
Crocetin 20H 2404 — 2 — —_

1 Die Carotinoide mit 40 C-Atomen und

werden auch als ,,Xanthophylle' im weiteren Sinne bezeichnet.
und seine Mitarbeiter gebrauchen das Sammelwort ,,Phytoxanthine‘.)

mit freien Hydroxylgruppen

(KARRER

]*
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das Rhodoxanthin ist ein ,Polyen-Diketon, im Capsanthin und
Capsorubin liegen Polyen-Oxyketone vor, wihrend Bixin, Crocetin
und Azafrin Polyen-Carbonsduren sind und einer besonderen Unter-
klasse angehéren (vgl. Tabelle 2, S. 3).

Literatur und geschichtlicher Uberblick. Die Literatur der
Carotinoide ist umfangreich und zersplittert, so daf eine liickenlose
Verarbeitung kaum moglich und hier auch nicht beabsichtigt ist.

Aus verschiedenen Stadien der Forschung liegen zusammen-
fassende Werke vor, mit einer Fiille von Beobachtungsmaterial und
von theoretischen Darlegungen. Von historischem Interesse ist das
Buch von Konr (1902) mit 772 Zitaten. Ein Jahrzehnt spéiter
erschien das klassische, oft herangezogene Werk von WILLSTATTER
und Storn ,,Untersuchungen iiber Chlorophyll, Methoden und
Ergebnisse, in dem namentlich die auf Carotin und Xanthophyll
beziiglichen Angaben kritisch besprochen und sehr vertieft werden
(1913). Dann folgen die ,,Untersuchungen iiber die Assimilation der
Kohlenséure“ von denselben Forschern und die methodische Zu-
sammenfassung ,,Blattfarbstoffe” von WiLLsTATTER (1924). In-
zwischen ist die reichhaltige Monographie von PALMER ,,Carotinoids
and related pigments erschienen, mit einem bis 1922 reichenden,
ausfiihrlichen Literaturverzeichnis. RUPE und -ALTENBURG haben
das Gebiet (1911) lexikalisch bearbeitet, F. MEYER gibt (1929) eine
lehrbuchméBige Zusammenfassung; eine mehr biologisch orientierte
Monographie der Pflanzenfarbstoffe stammt von LUBIMENKO und
Brizriant (1924, russisch); s. auch KaArrEr (5), LEDERER (5).
Ein Vorgénger der gegenwiértigen Schrift ist der Beitrag des Ver-
fassers im KrLEINschen Handbuch der Pflanzenanalyse (,,Carotinoide
hoherer Pflanzen®, 1932). Auf pharmakognostischem Gebiete steht
das bekannte Werk von TscHIrRcH zur Verfiigung, mikrochemische
Methoden kénnen bei MoriscE sowie bei TuNMANN und ROSEN-
THALER nachgeschlagen werden.

Die Erforschung der Carotinoide zerfdllt in drei, deutlich getrennte
Zeitabschnitte:

1. Von der Zeit von BERzELIUS bis zum Beginn der Unter-
suchungen von WILLSTATTER wird ein vielfiltiges Material betreffend
Vorkommen, Morphologie und Nachweis gesammelt und hauptséch-
lich mit Hilfe von botanischen und spektroskopischen Methoden
studiert.
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2. 1906—1914 arbeitet die WiILLsTATTERsche Schule exakte
Verfahren zur Trennung und préparativen Reindarstellung von
Carotinoiden aus. Carotin, Lycopin, Xanthophyll, Lutein, Fuco-
xanthin werden beschrieben, ihre Zusammensetzung wird sicher-
gestellt. Die Blattpigmente werden auch von pflanzenphysiologi-
schem Standpunkte aus untersucht.

3. Seit 1927 wendet sich das Interesse, gestiitzt auf neue Unter-
suchungsmethoden, der chemischen Konstitution zu: die ganz oder
vorwiegend aliphatische, sehr stark ungesdttigte Struktur wird
erkannt. Gleichzeitig kommen die Carotinoide im engeren Sinne, die
in der chemischen Systematik lange Zeit hindurch vereinsamt
standen, mit altbekannten und neuentdeckten Pigmenten, mit
Lipoiden, Isopren, Phytol, Terpenen, Vitaminen und mit Kunst-
produkten des Laboratoriums in Beziehung. Mikrochemische und
adsorptions-analytische Methoden erdffnen den Weg zu feineren
physiologischen Problemstellungen.

Tabelle3. AnzahlderKohlenstoffdoppelbindungeninCarotinoiden.

F Farbstoff \ Literatur (unvollstindig)
13 | Lycopin . . . . . KARRER und WIDMER
Rhodoxanthin . . . | KuHN und BROCKMANN (9)
127 | Rubixanthin . . . | Kuey und GRUNDMANN (4)
y-Carotin . . . . . KvuaN und BrockMANN (8), KUHN und
MOLLER
B-Carotin . . . . . ZECHMEISTER, CHOLNOKY und VRABELY
(1,2)
o-Carotin . . . . . KurN und MOLLER
Kryptoxanthin. . . | KueN und GRUNDMANN (3)
Xanthophyll (Lutem) ZecaMEIsSTER und Tuzsox (1)
Zeaxanthin . . KuaN, WINTERSTEIN und KAUFMANN;
11 ZECHMEISTER und CHOLNOKY (12)
Flavoxanthin . . . | KueN und BROCKMANN (4)
Violaxanthin . . . | KuHN und WINTERSTEIN (6)
Taraxanthin . . . . | KueN und LEDERER (3)-
Physalien . . . . . KunN, WiINTERSTEIN und KAUFMANN;
ZEecHMEISTER und CHOLNOKY (12)
Helenien . . . . . vgl. Lutein
10 | Fucoxanthin . . . KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI, PIEPER
und MoORF
10 | Capsanthin . . . . | ZEcHMEISTER und CHOLNOKY (3,7)
9 | Bixin....... KuaN, WINTERSTEIN und WIEGAND; KAR-
RER, HELFENSTEIN, WIDMER und VAN
ItALLIE
Crocetin. . . . . . KArRrerR und Saromon (2,3); Kuxnn,
7 WiINTERSTEIN und WIEGAND
Azafrin . . . . . . KunyN, WINTERSTEIN und Rorr; KumEN
und DEUTSCH (2)
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Chemisches Hauptmerkmal: Polyenstruktur. Es war schon
frither bekannt, daBl die Carotinoide ungeséttigt sind, aber erst die
Messung der Wasserstoffaufnahme bei der katalytischen Hydrierung
lieB klar erkennen, daB eine ungewohnlich grofe Anzahl von Athylen-
bindungen vorliegt und daf der Baw des Kohlenstoffgeriistes ganz oder
vorwiegend ein aliphatischer ist (Tabelle 3, S. 5).

Die ersten Versuche wurden mit Carotin (ZECHMEISTER, CHOL-
NOKY und VRABELY 1) und mit Crocetin (KARRER und Saromon 2)
durchgefiihrt; iiber Azafrin und Bixin, dessen Zusammenhang mit
den Carotinoiden von KuaN und WINTERSTEIN (2) erkannt wurde,
lagen schon éltere orientierende Angaben vor (LIEBERMANN und
MtHLE; HERZIG und FarTis 3). KuaN und WINTERSTEIN (2) haben
auf die Ahnlichkeit des Carotins und Bixins mit ihren synthetischen
Poly-olefinen (1) hingewiesen (s. unten) und den modernen Klassen-
namen ,,Polyenfarbstoffe” geprigt. PUMMERER und REBMANN (1)
konnten die grofle Anzahl der Doppelbindungen auf einem unab-
héngigen Wege bestitigen (S. 49).

Nicht nur das chemische Verhalten, sondern schon die Farbe
zeigt deutlich, daB die natiirlichen Polyene lange, konjugierte Doppel-
bindungssysteme als Chromophor enthalten miissen, etwa von der
Form

..—0=C—-C=0—C=0—C=C—C=C—C=C—C=C—...
e O B A

Auf Grund dieser neueren Ergebnisse kann die folgende Definition
gegeben werden: Die Carotinoide sind fettlosliche, wasserunlosliche,
stickstoff-frete, ganz oder vorwiegend alvphatisch gebaute Polyenpig-
mente, deren Farbe durch ein langes, offenes System von konjugierten
Doppelbindungen verursacht wird. Werden die letzteren abgesittigt,
so geht die Farbe verloren.

Die organische Chemie hat derartige Gebilde lange Zeit hindurch
nicht gekannt, aber es fiigte sich gliicklich, da Kvax und WINTER-
STEIN (1) die Synthese einer ganzen Reihe von wohldefinierten
Vertretern dieser Korperklasse gelungen ist, kurz bevor die rege
Tatigkeit auf dem Gebiete der Pflanzencarotine einsetzte. Auf
Grund ihrer Arbeiten ist die folgende Reihe der Diphenyl-polyene
C:H;,—(CH=CH),—C,H; liickenlos bekannt geworden und die
Eigenschaften der konstitutiv sichergestellten Modelle lieferten
manche Unterlagen fiir die Beurteilung der von der Natur dar-
gebotenen Verbindungen.
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CeH,-CH:CH.- CH,

Diphenyl-athylen (farblos)
C¢H,-CH:CH-CH:CH- C H,
Diphenyl-buta-dien (gelbstichig)

CeH,-CH:CH-CH: CH-CH: CH- C,H,
Diphenyl-hexa-trien (hellgriingelb)
C¢H;-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH - CH,
Diphenyl-octa-tetraen (griinstichig chromgelb)
CeH;-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH;,
Diphenyl-deca-pentaen (orange)
C¢H,-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH: CH-CH: CH. CH,
Diphenyl-dodeca-hexaen (braunorange)
CeH,-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH.-CH:CH-CH:CH-CH:CH - C;H,
Diphenyl-tetradeca-heptaen (kupferbronze)

CeH;-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH,
Diphenyl-hexadeca-octaen (blaustichig kupferrot)

Man sieht, da die Farbe auch der Pflanzencarotinoide auf einer
langen Reihe von konjugierten Doppelbindungen beruhen muB.
Eigentlich wiirde man fiir die hochungeséttigten Verbindungen eine
groBe Unbesténdigkeit und ausgeprigte Neigung zu Polymerisations-
vorgéngen erwarten, es hat sich aber iiberraschenderweise gezeigt,
daB durch wnmittelbaren Anschlufl von gewissen Gruppen an die
beiden Enden des ungesittigten Systems das Molekiil stabilisiert
wird. In den synthetischen Polyenen werden die empfindlichen
Liickenbindungen durch Phenylreste geschiitzt. Damit durchaus
vergleichbar ist die Struktur der meisten Carotinoide: In ihnen hat
der Pflanzenkérper lange, offene Ketten von konjugierten' Doppel-
bindungen geschaffen, und als Endgruppen z. B. hydroaromatische
Kerne (Jononringe im Carotin- und Xanthophyllmolekiil), oder
Carboxyle angeschlossen (Bixin, Crocetin, Azafrin). Das Unier-
scheidende zwischen den natirlichen wund synthetischen Polyenen
besteht vor allem darin, dafl die Kunstprodukte, entsprechend dem
Gange der Synthese, eine unverzweigte C-Kette enthalten, wiahrend
das Kohlenstoffgeriist der Carotinoide weitgehend wverzweigt ist,
und zwar Methylseitenketten meist in gegenseitigen 1,5-Stellungen
(nur je einmal in 1,6-Lage) trigt. Dieses Strukturprinzip liBt
einen Zusammenhang mit Isopren

CH,=C—CH=CH,

CH,
vermuten, wie ihn schon WiLLsTATTER und Mikg fiir das Carotin
als wahrscheinlich angenommen, sodann KuaEN und WINTERSTEIN (2)
an Hand ihrer Bixinformel erldutert haben (vgl. auch die Crocetin-
formel bei KARRER und Sarnomon 3, sowie KuaN, WINTERSTEIN und
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WikcaND; KueN und L’Orsa). Ein ganz dhnliches Strukturprinzip
beherrscht das Carotinmolekiil, welches hydroaromatische Ring-
systeme als Endgruppen trigt, ferner das rein aliphatisch gebaute
Lycopin und auch die sauerstoffhaltigen Polyenpigmente der
Pflanzenwelt. Der offene Baw des ungesdttigten Geriistteiles, die
ununterbrochene Wiederholung der dehydrierten Isoprengruppe und
damit der konjugierten Doppelbindungen, schlieflich die charakieri-
stisch gestellten Methylseitenketten verleshen dem Carotinoidmolekiil
emn ganz eigenartiges Geprdge. Als Belege seien die derzeit als
gesichert oder als sehr wahrscheinlich geltenden Konstitutions-
formeln fiir die wichtigsten Carotinoide vorausgeschickt (S.8—10),
wihrend die Begriindung spéter erfolgen wird.

Struktur und Farbe. Es ist eine wichtige Aufgabe, die Wechsel-
beziehung zwischen Farbe und Konstitution der Carotinoide zu
erfassen. Die Bestimmung der konjugierten Doppelbindungen allein
reicht dazu nicht aus, da die Farbe eines Polyens auch von jenen
Atomgruppen beeinflult wird, die sich wnmittelbar an das unge-
sattigte System anschlielen. So ist nach Kuay und WINTERSTEIN (1)
das Diphenyl-octatetraen,

CoH,—CH=CH—CH=CH—CH=CH—CH=CH—C,H,
Diphenyl-octatetraen
in welchem die Benzolringe und die konjugierten Doppelbindungen
der aliphatischen Kette benachbart sind, griinstichig chromgelb,
wihrend Dibenzyl-octatetraen,

C¢H;—CH,—CH=CH—CH=CH—CH =CH—CH=CH—CH,—C,H,

Dibenzyl-octatetraen
gleichfalls vier konjugierte Doppelbindungen in offener Kette ent-
haltend, farblos ist. Der iiberraschend groBle Unterschied wird von
den CH,-Gruppen verursacht, welche die beiden Phenylreste vom
eigentlichen Chromophor scheiden.

Die Farbe des Rhodoxanthins wurde durch die beiden Carbonyle
in auBerordentlichem MafBe vertieft, weil durch die, aus der Formel
(8. 10) ersichtlichen Lage derselben die Anzahl der konjugierten
Doppelbindungen von 12 auf 14 erhéht wird.

Im Bizxinmolekiill kommt eine farbverstirkende Rolle den end-
stindigen Carboxylen zu (vgl. die Formel S. 10). Lagert man zwei
Wasserstoffatome an (KARRER, HELFENSTEIN, WIDMER und VAN
Irariie), so erfolgt eine derartig starke Farbaufhellung von Rot
nach Gelb, daB diese durch die Reduktion einer Doppelbindung
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nicht erklért werden kann, sondern teils auf die Abtrennung der
Carboxyle von dem ungeséttigten Molekiilteil zuriickzufithren ist:
CH;00C—CH,—CH=C—CH=CH—CH=C—CH=CH—. ..
n, n,
Dihydro-bixin (linke Molekiilhilfte).

Nach Kuny und WINTERSTEIN (4) entspricht eine, dem aliphati-
schen Doppelbindungssystem unmittelbar angeschlossene COOH-
oder CgH;-Gruppe in bezug auf die Farbbildung einem Zuwachs
von anndhernd 1Y/, aliphatischen Doppelbindungen. Das Bixin
enthilt also 9 + 2 X 1,5 =12 ,Doppelbindungen®, was durch

einen Vergleich mit den
synthetischen Polyenen
bestatigt werden konn-
te. Ahnlich gelingt es,
die Farbe von einigen
anderen  Carotinoiden
) e e zu deuten.
O/\ Eine praktische Ver-
gleichsmethode besteht da-

Abb. 1. Lage der Doppelbindungen im Diphenyl- rin, daf man den Strich
hexatrien und -octatetraen ( x Symmetriezentrum).  von festen Praparaten auf

einer weiflen Tonplatte
untersucht. In Losungen sind die Farbverhéltnisse vielfach ganz anders.
Stereochemische Verhiltnisse. Von dem langgestreckten, unge-
sittigten Chromophor der Polyene werden zahireiche Moglichkeiten
fiir das Auftreten der cis-trans-Isomerie geboten, demgegeniiber sind
die synthetischen Diphenyl-polyene von KuEN und WINTERSTEIN (1)
nur in je 1 Form bekannt und auch die Natur macht auf dem Ge-
biete der Carotinoide von der geometrisch moglichen Mannigfaltig-
keit nur sparsam Gebrauch. Inwiefern die Darstellungsart der
erwahnten Kunstprodukte zwangsweise nur zu den stabilsten
Formen gefiihrt hat, 148t sich noch nicht abschlieBend beurteilen.
Auf valenztheoretischer Grundlage ist auch die Ansicht ausge-
sprochen worden, daf} die cis-trans-Isomerie mit steigender Zahl der
konjugierten Doppelbindungen in den Hintergrund trete (Wrirtic
und WIEMER, besprochen bei KuvaN und WINTERSTEIN 7).
Die rdumliche Anordnung der synthetischen Diphenyl-polyene
wurde von HENesTENBERG und KuHN rontgenometrisch unter-
sucht. Da das Diphenyl-octatetraen-Molekiil,

CoH,—(CH=CH),—C,H,
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wie sein niedriges Homologe, das Hexatrien, ein Symmetriezentrum
aufweist, ist auf eine durchgehende trans-trans-Konfiguration zu
schlieBen, weil eine andere rdumliche Anordnung diesen Beob-
achtungen widerspricht. Schematisch darf also das Molekiil nach
der Abb. 1 skizziert werden (S. 12).

Das réntgenographisch ermittelte Modell fiir Diphenyl-decapen-
taen CgH;—(CH=CH),—C;H; (ein Schnitt parallel zur Léangsrich-
tung des Molekiils) ist in Abb. 2 wiedergegeben.

In den mnatirlichen Polyenpigmenten scheint meist ebenfalls
reine trans-trans-Lage vorzuherrschen, also die stabilste (energie-
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Abb. 2. Diphenyl-decapentaen .

armste) Raumform. Es sind indessen bereits zwei Fille beschrieben
worden, in welchen dies sicher nicht zutrifft:

Aulfler dem, im Bixasamen vorkommenden Hauptfarbstoff Bixin,
kennt man ndmlich ein zweites Bixin-Isomere, das von HERzIG und
Favris (3) einmal zuféllig erhalten wurde, das aber nach KARRER,
HELFENSTEIN, WIDMER und vAN ITALLIE aus gewGhnlichem Bixin,
unter der Einwirkung von Jod jederzeit bereitet werden kann. Der
Versuch gelingt auch mit so wenig Halogen, daf} die katalytische
Rolle desselben auller Zweifel steht (KuaEN und WINTERSTEIN 7).
Ahnlichen Konfigurationsinderungen ist bekanntlich auch die
Maleinséure zugénglich. Der Naturfarbstoff Bixin gehort also einer
labilen, niedriger schmelzenden Reihe an und wird auf dem ange-
gebenen (und auch auf anderem)Wege in die stabile, hoher schmel-
zende Form umgelagert. Im Bixinmolekil muf3 also mindestens
1 cis-Bindung dort stehen, wo in seinem Umlagerungsprodukt trans-
Konfiguration angetroffen wird.

! Die Benzolringe sind etwas zu grof3 gezeichnet: es miifite an den Mole
kiillenden noch Platz fiir die H-Atome gelassen werden.
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Als ein zweites Beispiel sei das von KuvEN und WINTERSTEIN
(10, 13) aus dem Safran isolierte, labile, niedriger schmelzende
Crocetin-Isomere angefiihrt, das mit dem gewchnlichen, seit lingerer
Zeit: bekannten Crocetin (stabil, hoher schmelzend) gemeinsam in
den Narben vorkommt. Die kiinstliche Verwandlung in das letztere
kann thermisch, mit Jod, durch Vermittlung des Dihydrokérpers
oder auch sehr glatt auf photochemischem Wege erfolgen ; es geniigt,
wenn cis-Crocetin mit der Frequenz seines langwelligsten Absorp-
tionsbandes angeregt wird.

Moglicherweise enthélt das lebende Gewebe in einem friiheren
Entwicklungsstadium mehr von dem labilen Farbstoff, der spiter,
wenn sich die Crocusbliite 6ffnet und so dem Sonnenlicht zugéinglich
wird, eine teilweise Umlagerung erleidet. Durch die an dem Safran-
farbstoff gesammelten Erfahrungen ist die pflanzenphysiologisch
beachtenswerte Frage aufgeworfen worden, ob etwa die Biosynthese
von carotinartigen Pigmenten allgemeiner iiber cis-konfigurierte,
labile und lichtempfindliche Zwischenstufen fiihrt, die erst sekundér
in die bekannten Farbstoffe iibergehen.

Betreffs Einzelheiten siehe unter ,,Bixin‘‘ bzw. ,,Crocetin‘‘. Allgemeine
stereochemische Grundlagen und Gesichtspunkte: Mark sowie KunN (2)
in FREUDENBERGs Stereochemie. Réntgenometrische Untersuchung des
Methylbixins: WALDMANN und BRANDENBERGER; vgl. auch MACKINNEY.

Synthetische Aufgaben. Bis zur Niederschrift dieser Zusammen-
fassung ist kein natiirliches Carotinoid kiinstlich erhalten worden.
Die Doppelaufgabe, die im Aufbau des charakteristisch verzweigten
Kohlenstoffgeriistes und in der gleichzeitigen Erzeugung eines langen,
konjugierten Doppelbindungssystems besteht, ist also noch ungelést.

Synthetische Gebilde mit dem
CH, CH, auch fiir das Carotin typische
Ve f-Jononring und einem kurzen
AN ungeséittigten System wurden
(THZ (ﬁ_CHZCH——?ZCH—CO‘CHs von KARRER und Morr (7)
CH, C—CH, CH, (vgl. auch bei KARRER, SaLo-
AV MoN, MorF und WALKER) be-
CH, reitet, z. B. das f-Eujonon.
Uber den Aufbau von cis-trans-
isomeren aliphatischen Polyen-Carbonséuren, z. B. der Decatetraen-
sdure berichten KuunN und Horrer (1, 4). Die Darstellung der
(H;—CH=CH—CH=CH—CH=CH—CH=CH—COOH

Decatetraensiure.

B-Eujonon.
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Diphenyl-polyene, in welchen gleichfalls unverzweigte Ketten ent-
halten sind, wurde nach KuaN und WINTERSTEIN (1) bereits S. 6
besprochen.

Das gesamte Kohlenstoffgeriist von Pflanzencarotinoiden konnte
(ohne Doppelbindungen) in drei Fillen kiinstlich aufgebaut werden:

Perhydro-lycopin (identisch mit dem Reduktionsprodukt des Tomaten-
farbstoffes: KARRER, HELFENSTEIN und WIDMER, S. 18).

Perhydro-bixin (identisch mit dem Reduktionsprodukt des Bixafarb-
stoffes: KARRER, BENz, MoRF, RAUDNITZ, STOLL und TARAHASHI 2, S. 246).

Perhydro-crocetin: identisch mit dem Reduktionsprodukt des Safran-
farbstoffes: KaRRER, BENz und StorL, S.262).

Uber die Synthese des Squalens vgl. S. 30.

Strukturchemische Betrachtungen iiber die Bildungsweise von
Carotinoiden in der Pflanze.

a) Carotinoide mit 40 C-Atomen. Schon ein erstes, eingehendes
Studium des Carotins C,;oHz; hat WILLsSTATTER und MiEG (1907) zur
Vermutung gefiihrt, dal ein Zusammenhang mit dem Isopren C,Hg
besteht. Das letztere gehort bekanntlich zu den wichtigsten Bau-
steinen von organischen Pflanzenstoffen, dessen Beteiligung an
phytochemischen Synthesen in den letzten Jahrzehnten immer

CH,=C- CH=CH,
CH,
Isopren (f-Methyl-butadien).
plastischer herausgearbeitet wurde. Es ist dies auch verstidndlich,
wenn man z. B. den schon unter sehr milden Bedingungen aufler-
ordentlich glatten Ablauf der ,,Dien-synthesen‘ von DIELS in Be-
tracht zieht.

Die héhermolekularen Abkommlinge des Isoprens bilden sich
in der Pflanze anscheinend auf dreierlei Art: 1. durch direkte Addi-
tion der C;Hg-Reste, welche zu Terpenen fiihrt, 2. durch Addition
und gleichzeitige Hydrierung, wie sie schon WILLSTATTER, MAYER
und Ho~1 bei der Bildung des Phytols angenommen haben und
3. durch Addition der C;Hg-Reste unter gleichzeitiger Dehydrierung,
wobei Pigmente mit konjugierten Doppelbindungen entstehen (vgl.
KusN und WINTERSTEIN 2).

Es ist zwar auch die Ansicht vertreten worden (EMDE)?, daB die
Biosynthese der Carotinoide nichts mit Isopren zu tun hat,

1 EviER und KLUssMANN (3) erwigen die Moglichkeit, daB p-Methyl-
crotonaldehyd CH;—C(CH;)=CH—CHO eine Zwischenstufe des natiirlichen
Carotinoidaufbaues bildet.
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sondern von Kohlehydraten ausgehend, ihren Weg iiber die Lavulin-
sdure nimmt, doch ist diese Hypothese wohl weniger wahrschein-
lich, im Hinblick auf zahllose Naturstoffe, die alle ein isoprenartig
verzweigtes Kohlenstoffgeriist besitzen, ferner auf die ,,Umstellung‘
der C;Hg-Reste in der Mitte der Carotinoidformeln. Auch die alt-
bekannten, von Isopren ausgehenden Kautschuksynthesen sowie
neue Beobachtungen von WAGNER-JAUREGG, dem der Aufbau von
Geraniol, d-Terpineol, Cineol usw. aus Isopren unter milden Be-
dingungen gelungen ist, sprechen entschieden fiir die Auffassung,
*die dem vorliegendem Kapitel zugrunde liegt.

Allerdings kann das Erscheinen und Weiterreagieren des Isoprens
in der lebenden Pflanze nicht allgemein und direkt beobachtet
werden, so dafl man an den Formaldehyd erinnert wird, der nach der
BaEYERschen Assimilationstheorie als Quelle fiir zahlreiche, lebens-
wichtige Stoffe gilt, aber — eben zufolge seiner Reaktionslust —
nur spérlich oder gar nicht im Gewebe nachweisbar ist.

Denkt man sich zwei Wasserstoffatome dem Isopren entzogen,
CH,—C—CH—CH, ™r?2¥ =CH—(IJ=CH—CH=
CH, CH,
so entsteht eine Gruppierung, durch deren Anschluf an &hnliche
Reste die Ausbildung des fiir Carotinoide typischen konjugierten
Systems (mit Methylseitenketten) zwanglos erklért wird:

.. .g:CH—C:CH——CH:%:CH—(|J=CH—CH=§=CH——(|}:CH—CH=; ...
: | 5 C ;
CH, CH, : CH,

erster zZweiter * dritter Isoprenrest
(dehydriert).

Wie ersichtlich, entfallen hier n Isoprenbausteine auf 27 41
Doppelbindungen und in der Tat wird beobachtet, dafl die Anzahl
solcher Bindungen in den meisten, verbreiteten Carotinoiden eine
unpaare ist: 7, 9, 11 oder 13.

Ein Blick auf die S. 8—10 stehenden Strukturformeln wird in-
dessen davon iiberzeugen, daB man mit dem oben formulierten Auf-
bauprinzip nicht auskommen kann. Erstens sind die Carotinoide der
Reihe C,, nicht durchgehend dehydriert und zweitens zeigen die
Symbole, daB die beiden mittleren Methylseitenketten (aber nur
diese) nicht an 1,5-, sondern an 1,6-sténdigen C-Atomen der Haupt-
kette haften. Dadurch erlangt der molekulare Bau des Farbstoffes
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eine Symmetrie, die allein auf Grund der soeben formulierten, ein-
fachen Verkniipfungsart von dehydrierten Isoprenen nie zustande
kommen konnte.

Das wichtige Prinzip der ,,Umstellung* von dehydrierten Isopren-
resten im Mittelteil des Farbstoffmolekiils ist von KARRER, HELFEN-
sTEIN, WEHRLI und WETTSTEIN klar erkannt worden und entspricht
einer ,,spiegelbildlich* erfolgten Verdoppelung des bereits erzeugten
ungesittigten Kettenteiles. Die besprochenen Verhéltnisse deuten
mit Bestimmtheit darauf hin, dal der Aufbau der wichtigsten Caro-
tinoide im Pflanzengewebe nur bis zu einem beschrankten Grad durch
schrittweise homogenes Aneinanderreihen von Isopren-Einzelresten
erfolgt, daB aber dann durch einen ,,spiegelbildlichen* Zusammen-
schluBl von zwei léngeren (zumindest in bezug auf das ungesittigte
System meist gleichen) Molekiilhélften die Biosynthese beendet wird :

=CH-C=CH-CH: CH-C=CH-CH= + =CH—CH%(IJ—CH=CH—CH=C—CH=..
(|)H3 s' (|}H3 J | CH, éHq
..=CH-C=CH-CH ' CH-C=CH-CH - CH-CH=C-CH-CH-CH=C-CH=..
(I)H3 (|JH3 : ('3}13 : éﬂg

Damit soll natiirlich nicht gesagt werden, dafl man Dehydrierung
und Dimerisation zeitlich scharf auseinanderhalten kann. Immerhin
ist es eine wichtige Aufgabe, nach derjenigen farblosen Vorstufe mit
20 Kohlenstoffatomen zu fahnden, aus welcher der Pflanzenkérper
jéhrlich ungeheure Mengen von Carotinoiden aufbaut. Es ist wohl
verstédndlich, dal das Phytol CyH,,O mehrfach in Betracht gezogen
wurde, dessen Verwandtschaft mit den Blattcarotinoiden schon
WILLSTATTER und MIEG erwogen haben. Von der Gesamtmenge der
in der Natur vorkommenden Carotinoide ist der iberwiegende Anteil
in griinen Pflanzenteilen enthalten und da rund !/; des gleichzeitig
anwesenden Phytolesters Chlorophyll aus dem Phytolrest besteht,
konnte das gemeinsame Vorkommen von genetischen Zusammen-
héngen bedingt sein. Dieser Gesichtspunkt erhielt eine wertvolle
Stiitze durch die Aufstellung der F. G. FiscHERschen Phytolformel,
die im wesentlichen aus hydrierten Isoprengruppen besteht:

CHs—CH-CHz—CH2—CHZ—CH—CHz—CHz—CHz—(fH—CH2—0H2—0H2—0=CH—CH20H
5 l : :
CH, g CH, i CH, : CH,

erster v zweiter ' dritter " vierter TIsoprenrest
Phytol (nach F. G. FISCHER). (hydrlert).

Zechmeister, Carotinoide. 2
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Die zwischen dem Kohlenstoffskelett des Phytols und der Caro-
tinoide bestehende Analogie ist auch durch eine synthetische Arbeit
von KARRER, HELFENSTEIN und WIDMER (vgl. auch KARRER,
HevrensteIN, PIEPER und WETTSTEIN) bekréiftigt worden. Das
aus dem Phytol erhiltliche Dihydrophytylbromid ergab namlich mit
Kalium einen Kohlenwasserstoff C,oH,,, der mit durchreduziertem
Lycopin (aus Tomaten) identisch ist.

CHs—CH-CHZ—CH2—CH2—CH—CH2—CH2-CH2—CH—CH2—CHz—CHZ—CII-I—CHZ—CH2Br

CH, H, CH, CH,
Dihydro-phytylbromid.

Da sich das Kohlenstoffgeriist der Blattcarotinoide (Carotin und
Xanthophyll) von demjenigen des Lycopins nur durch Ringschliisse
an den Molekiilenden unterscheidet, bleiben derartige Gedanken-
giange durchaus nicht auf das Lycopin beschrankt. Man konnte sich
z. B. denken, dafl unmittelbar vor der Biosynthese des Blattgriins
eine Zweiteilung des disponiblen Phytols erfolgt, das sich teils mit
dem Chlorophyllkomplex verestert, teils zu den beiden gelben Pig-
menten dehydriert wird (vgl. bei ZECHMEISTER und CHOLNOKY 3).
Moglicherweise dient aber nicht das Phytol selbst, sondern ein
ihm nahestehender Stoff als Quelle fiir das Polyen. Nach
KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI und WETTSTEIN kénnte z. B.
der Aldehyd des Phytols im Wege einer Benzoinkondensation
(oder Pinakonreduktion) mit nachfolgender Dehydrierung den
Farbstoff erzeugen.

Nachdem man in vielen Fillen, namentlich bei Friichten (auch
bei isolierten) beobachtet hatte, dall die Biosynthese des Polyen-
pigments Hand in Hand mit dem Verschwinden des Chlorophylls
geht, ist die Frage von KunN und BrROCKMANN (3) aufgeworfen
worden, ob die bei der Zerstérung des Griins freiwerdende Phytol-
menge zum Aufbau der colorimetrisch bestimmbaren Carotinoide
hinreicht ¢ Das Problem wurde von den genannten Forschern fiir die
Physalispflanze, von KvEN und GRUNDMANN (2) fiir die reifende
Tomate in negativem Sinne entschieden: in beiden Féllen fand man
viel zu wenig Chlorophyll bzw. Phytol vor. Auch KuaxN und GRUND-
MANN (2) erwigen daher die Moglichkeit, daB nicht das Phytol aus
Chlorophyll, sondern ein unbekanntes, aliphatisches Diterpen bzw.
Diterpenderivat als Zwischenstufe der Pigmentbildung dient, etwa
ein Proto-phytol, das durch Wasserstoffaufnahme Phytol, durch
Dehydrierung und Dimerisation Carotinoide ergeben wiirde.
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CH,—C= /CH—CH,—CH,—C= \ CH—CH,—CH,—C=CH—CH,0H
Hs( H, / CH,
Proto-phytol (hypothetisch!).

In diesem Zusammenhang mufBl betont werden, daB ein Vor-
kommen von Phytol auBlerhalb des Chlorophylls (frei oder ver-
estert) durchaus moglich, wenn auch heute noch unbekannt ist;
dies wiirde die Stoffbilanz der Biosynthese vollig abindern.

CH,-CH-CH,~CH,~CH,~CH-CH,-CH,-CH,~CH-CH,~CH,~CH,~CH-CH,~CH,~

~ (H, CH, CH, H,
/s Perhydro-lycopin (die andere Hilfte reiht sich spiegelbildlich an).

Zusommenfassend wird festgestellt: 1. Terpene, Kautschuk,
Phytol, Carotinoide und manche andere Pflanzenstoffe entstammen
demselben Baustein, dem Isopren. 2. Dies gibt sich in den For-
meln durch charakteristisch gestellte Methylseitenketten kund.
3. Bei der Biosynthese hoher molekularer Naturstoffe (Carotinoide)
reihen sich die Isoprenreste nicht immer einzeln an, sondern es
findet 4. ein ,,spiegelbildlicher* ZusammenschluB von zwei vorge-
bildeten, gréBeren Molekiilhilften statt (Dimerisierung). 5. Die
natiirliche Vorstufe (C,,) der Carotinoide (mit C,,) ist unbekannt,
sie diirfte aber dem Phytol zumindest nahestehen. 6. Als ein wesent-
licher Teilvorgang der Carotinoidbildung ist eine (enzymatische)
Dehydrierung anzunehmen, was durch den, an reifenden Friichten
ofters festgestellten Sauerstoffbedarf bestétigt wird (S. 24).

b) Zur Bildung der Carotinoid-Carbonsiuren im Gewebe haben
KunN und WINTERSTEIN (7) die Hypothese aufgestellt, daB diese
niedriger molekularen Polyenfarbstoffe (Bixin CH;00C—CyH,—
COOH, Crocetin HOOC—C,3H,,—COOH und Azafrin (OH),CosHa—
COOH) durch oxydative Spaltung von primér gebildeten Caroti-
noiden im engeren Sinne (mit C,,) entstehen (vgl. auch Kuvan 3,
KunaN und GRUNDMANN 2, KuaN und DEvTrscH 2, KvaN und WiN-
TERSTEIN 11, ferner die Bemerkungen von KARRER und Taxa-
HASHI 1). Zur Stiitze der erwihnten Annahme liegen unmittelbare
Beobachtungen an der Pflanze nicht vor, doch lassen sich die folgen-
den Argumente anfiithren:

1. Die Formeln der Carotinoid-Carbonsiuren entsprechen den
Mittelstiicken des Carotin- bzw. Lycopinmolekiils. Demgeméa8 wurde
aus dem Tomatenfarbstoff Lycopin durch Chromsiureabbau, im
Wege einer schrittweisen Abspaltung von 2 Molen Methyl-heptenon
(CH,),C=CH—CH,—CH,—CO—CH,, Lycopinal und schlieBlich

%
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Bixin-dialdehyd erhalten, welcher in Bixin iibergefiihrt werden

kann (KueN und GRUNDMANN 2).
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2. Der Safran enthilt nach den Unter-
suchungen von KARRER und SarLoMoN
(1—3, 5) ein Glucosid des Crocetins, das
Crocin (8. 251), welches in den Narben von
dem Bitterstoff Pikrocrocin (gleichfalls ein
Glucosid; WINTERSTEIN und TELECZKY)
begleitet wird. Nach der Hypothese von
KueNy und WinTERSTEIN (11,13) sowie
von KvnN (3, 4) wird zunéchst ein bicycli-
sches Carotinoid mit 40 C-Atomen im Ge-
webe gebildet und mit Zucker gepaart. Bei
der nachfolgenden oxydativen Spaltung
entstehen daraus 1 Mol Crocetinglucosid
und 2 Molekiile Pikrocrocin, dessen Aglykon

CH, CH,
N/
C
C{Iz\ c—c/ 0
| 1 H
C,H,,0,—0—CH C—CH,

CH,
Pikrocrocin.

(ohne Wasseraufnahme) der Riechstoff
Safranal ist. Von den 40 C-Atomen des
noch unbekannten ,,Proto-crocetins‘ wer-
den also 20 in Form von Crocetin und
2% 10 als Safranal wiedergefunden. Tat-
sichlich entfallen im Gewebe nach den
bisherigen Versuchen 1,4 Mole Pikrocrocin
auf 1 Mol Crocin, was die obigen Anschau-
ungen zu unterstiitzen scheint; ein sicherer
Beweis fiir die vermuteten, interessanten
Zusammenhénge zwischen dem Farb-,
Riech- und Bitterstoff des Crocus steht
aber noch aus.

Pflanzenphysiologische Beobachtungen iiber
die Bildung von Carotinoiden im Gewebe.

Polyenpigmente werden fiir sich allein
oder in Zusammenhang mit dem Erscheinen
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und Verschwinden des Chlorophylls im Pflanzengewebe unter man-
nigfachen Bedingungen aufgebaut, deren Erforschung noch nicht
weit gediehen ist. Fiir die natiirliche Carotinoidsynthese ist es
charakteristisch, daf} sie auch im Dunkeln verlaufen kann, wahrend
zur Erzeugung von Chlorophyll aus seiner farblosen Vorstufe, wic
bekannt, in der Regel Licht benétigt wird (vgl. z. B. bei SIOBERG).
Das klassische Beispiel dafiir, dall eine starke Anhdufung von
Polyen bei LichtabschluB und unabhingig von einer Chlorophyll-
bildung stattfinden kann, bietet die Mohrriibe (Daucus carota).

a) Blitter. Eine gewisse Analogie mit den Bedingungen, die
bei dem Aufbau des Karottenfarbstoffes obwalten, findet man im
Falle der unter LichtabschluBl entwickelten, chlorophyllfreien ,,etio-
lerten’* Bldtter. Wenn auch die Zusammensetzung ihres gelben
Pigments teils noch umstritten ist, so kann das héufige Vorkommen
von Carotinoiden in solchen Gebilden nicht mehr bezweifelt werden
(vgl. z. B. CowarDp 1; vaN WISSELINGH; SJOBERG und PALMER 1,
dort S. 48—53). Allerdings ist Vorsicht bei der Beurteilung des etio-
lierten Blattgelbs geboten, dessen chemischer Bestand von Pflanze
zu Pflanze und auch mit der Entwicklung bzw. Jahreszeit vari-
ieren kann. So stellten WILLSTATTER und STOLL (2, dort S. 134)
fest, daB3 der Farbstoff ihrer etiolierten Bohnenblitter weder Carotin
noch Xanthophyll ist, da er sich in Wasser 16st, mit Alkalien tief-
gelb farbt und beim Ansduern ausbleicht. Hingegen war in den, von
den genannten Forschern untersuchten, etiolierten Maisblattern
neben viel wasserloslichem Farbstoff schon Carotinoid enthalten.
EvurLer und HELLSTROM (1) fanden in etiolierten Gerstenkeimlingen
wohl Xanthophyll, aber so gut wie kein Carotin, dessen Bildung erst
nach Lichtzufuhr, parallel mit dem Auftreten des Chlorophylls er-
folgte. Hier scheint auch die Carotinsynthese unter Beteiligung
von Licht zu verlaufen.

Es sei betont, daf3 ein etioliertes Blatt bei nachtréglicher Belich-
tung in der Regel ergriint, da3 also die Chlorophyllvorstufe sowie
der entsprechende enzymatische Apparat bereits im Dunkeln zur
Verfiigung steht.

Die merkwiirdige Parallelitit von Blattgrin- und Blattgelb-
synthese ist ein wesentlicher Zug des Pigmentierungsvorganges in
verschiedenen Pflanzenorganen. Schon in jungen, noch nicht ent-
faltenen Knospen wird das Chlorophyll von Carotin und Xantho-
phyll begleitet (GopNEW und KORSCHENEWSKY). Andererseits ist
beobachtet worden, dafl ,,weille“, chlorophyllfreie Kohlblitter nur
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1/, des Carotingehaltes von griinen Bldttern aufweisen (CoLLison,
Hume, SMEDLEY-MACLEAN und SMITH).

Das Resultat der unter normalen physiologischen Bedingungen
verlaufenden Pigmentbildung liegt im Blattgriin vor, das Chlorophyll
@, Chlorophyll b, Carotin und Xanthophyll in konstantem Mengen-
verhiltnis enthilt (WILLsTATTER und StorL 1). Diese Tatsache
weist auf eine wichtige, noch unklare Funktion der gelben Farbstoff-
komponenten hin.

Das Bild verschiebt sich zu Beginn des Herbstwetters, als die
raschere Zerstérung des Chlorophylls einsetzt, dessen Menge schon
frither ein Maximum iiberschritten hat. Dann unterliegen auch die
Carotinoide (am raschesten das Carotin selbst) allméhlich ein-
tretenden, zundchst nicht tiefgreifenden Verdnderungen, wohl oxyda-
tiver Art. Die Krystallisationskraft geht bald verloren, der Farb-
stoffcharakter aber nur sehr langsam und auBlerdem treten gelbe,
wasser- und alkalilosliche, noch wenig erforschte Pigmente im
absterbenden Blatte auf, so daBl das herbstliche Laub in schonen
gelben und rétlichen Farben prangt.

Nach KuvaN und BrockmanN (3) vollzieht sich gleichzeitig mit
den ersten Umwandlungen des Xanthophylls eine Veresterung des-
selben, somit ein Aufbau von Farbwachsen (S.38) in gewaltigem
Ausmal im herbstlichen Blatt, wihrend das griine Sommerblatt
nur freies Xanthophyll enthilt (s. auch KARRER, HELFENSTEIN,
WerRLI, P1EPER und MorF). Die vergleichende Untersuchung der
griinen und gelben Blétter von folgenden Pflanzen hat in den Ver-
suchen von Kuan und BROCKMANN (3) ergeben, daB beim Vergilben
ein starker Abfall des Quotienten freie Xanthophylle/Xanthophyll-
ester erfolgt: Tropaecolum majus, Prunus cerasus, Castones vulgaris,
Rheum officinale, Acer platanoides, Populus tremula, Fagus silvatica,
Saliz. Die ,,Herbstxanthophylle von TsweTT (6; nach PALMER 1:
,,autumn carotins‘‘) sollen nach KuHN und BROCKMANN (3) Ester der
Xanthophylle sein und ihrer Zersetzungsprodukte. Demgegeniiber
haben KARRER und WALKER (2) die im unverseiften Extrakt von
herbstlichem Laub befindlichen gelben Farbstoffe (aus Aesculus
hippocastanum, Acer pseudoplatanus, Gingko biloba, Ulmus cam-
pestris) mit Jod gefdllt und beobachtet, dal nach der Regenerie-
rung mit Thiosulfat fast keine Farbwachse nachweisbar sind, dafl
also im Gegensatz zu den Angaben von KuHN und BROCKMANN
(8) groBere Mengen veresterter Xanthophylle im Herbstlaub nicht
vorkommen. .
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Altere Untersuchungen wurden von PaLMER (1, dort S.55) zusammen-
fassend referiert; vgl. auch die Beobachtungen von EuLER, DEMOLE, WEIN-
HAGEN und KARRER sowie von SJOBERG.

An das alltdgliche Bild der herbstlichen Vergilbung reihen sich
besondere Fille an, in denen das Blatt entweder schon im Sommer
bunt ist oder aber das Winterblatt eine rote Pigmentierung erhélt.
Bei starkem Frost kann dies z. B. an der T'huja orientalis beobachtet
werden (TSwerT 5).

b) Friichte. Interessant sind die Vorgénge, die sich bei der Reife
von vielen Friichten, vornehmlich in der Fruchthaut abspielen.
Hier liegen die Verhdltnisse teils &hnlich, zum Teile aber vollig
anders als bei der herbstlichen Vergilbung des Blattes.

Im einfachsten Falle beruht der Farbumschlag der zunichst
griinen, dann reifenden Frucht in Gelb oder Rot nur auf dem Ver-
schwinden des Chlorophylls, ohne daB eine namhafte Verschiebung
des Carotin- und Xanthophyllgehaltes stattfinden wiirde. So wird
die gelbe Farbe der reifen Bananenschale im wesentlichen nur durch
Carotinoide verursacht, die in gleicher Menge schon in der griinen
Frucht vorhanden, aber vom Chlorophyll verdeckt waren (LoE-
SECKE). Bei anderen Friichten ist der Vorgang viel verwickelter:
es verschwinden nicht nur die Chlorophylle, sondern auch ihre
gelben Begleiter, so daf3 nicht selten ortlich und zeitlich eine (fast)
farblose Phase auseinandergehalten werden kann. Alsbald setzt
aber neuerlich Polyenbildung ein, und es entwickelt sich die feurigrote
Farbe der reifen Fruchthaut. Merkwiirdigerweise erscheint manchmal
wieder Carotin, das bereits frither (als Begleiter des Chlorophylls)
anwesend, aber dann verschwunden war.

Die wichtigsten dulleren und inneren Faktoren, deren Einfluf3
auf diese Vorgénge untersucht werden muBl, sind: Licht, Luft-
sauerstoff, Temperatur und Enzyme.

Die Belichtung scheint keine entscheidende Rolle zu spielen; so
wuchsen nach neuen Versuchen von SmrteH und SwmiTH lichtdicht
eingehiillte Tomaten zuerst weill (ohne Chlorophyll) heran, spéter
wurden sie rot, wie normale Friichte 1. Bei Friichten verschiedener
Sorte waren aber die Ergebnisse nicht einheitlich. Hingegen ist
ein Sauerstoffbedarf bei der Reife wiederholt festgestellt worden,
indem man beobachtete, daB die Rétung der folgenden Friichte in
Kohlendioxydatmosphére ausbleibt:

1 Vgl. auch Syt und MORGAN.
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Tomate (Lycopersicum esculentum; LuBIMENKo [dort S.119]; vgl. auch
bei DuGGaAr),

Paprika (Capsicum annuum; ZECHMEISTER und CHOLNOKY 3),

Judenkirsche (Physalis Alkekengi und Ph. Franchetti; Kunx und
WIEGAND),

Schmerwurzbeere (Tamus communis; ZECHMEISTER und CHOLNOKY 9).

Der Einflul der Temperatur auf die Polyensynthese ist an dem
Beispiel der Tomate untersucht worden. Nach Duccar bleibt
das Roten aus und es erscheint statt Lycopin ein gelber Farbstoff,
wenn die Friichte bei 30° oder dariiber reifen. Durch nachtréigliche
Aufbewahrung bei tieferen Temperaturen 148t sich das bekannte
rote Pigment hervorrufen, der thermische Einfluf} ist also umkehr-
bar. EvLER, KARRER, KrRAUSS und WALKER haben in Bestatigung
der DucGARrschen Beobachtungen festgestellt, dal die Haupt-
menge des bei 30° gebildeten gelben Pigments gar kein Carotinoid
ist, sondern (neben etwas Carotin und Xanthophyll?) ein alkalilos-
licher Farbstoff (Flavon ?). Zur Erklirung machen die Autoren die
einleuchtende Annahme, daf3 die Lycopinbildung ein enzymatischer
Vorgang sei, fir den das Temperaturoptimum mit 30° bereits
iiberschritten wird. Dies kénnte allerdings nur fiir das geméaBigte
Klima gelten, denn Lycopin kommt auch in tropischen Friichten
vor (ZIMMERMANN).

Der entscheidende chemische Schritt zur ,,Entwicklung‘‘ von
Polyenpigmenten diirfte nach den Ausfiihrungen des vorigen Ab-
schnittes die Dehydrierung einer farblosen Vorstufe sein. Die sehr
wahrscheinliche Beteiligung von Enzymen ist nicht sichergestellt
und fiir das experimentelle Studium &dhnlicher Vorginge erdffnet
sich noch ein breites Feld. .

Schon LuBiMENKO (dort S. 127) war der Ansicht, daB enzyma-
tische, und zwar peroxydatische Wirkungen bei der Rotung der
Tomate mitspielen und er hielt drei Teilvorgéinge der Reife aus-
einander: 1. in der ersten Periode, wenn synthetische Reaktionen
noch nicht von Oxydationsprozessen in den Hintergrund gedrangt
werden, findet eine Chlorophyllanhdufung statt; 2. spater erlangen
Oxydationsvorgéinge die Oberhand, wobei das Chlorophyll, nebst
seinen gelben Begleitern, zerstért und in farblose, unbekannte
Stoffe verwandelt wird; 3. schligt die farbstoff-erzeugende Tatig-
keit der Plastiden eine neue Richtung ein und es beginnen sich

1 Diese rithren offenbar noch von dem griinen Farbstoff her und waren
frither durch das Chlorophyll verdeckt.
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stickstoff-freie Pigmente (Carotinoide) anzuhéufen, wobei die Mog-
lichkeit der Beteiligung von Abbauprodukten der vorangehenden
Phase besteht. — Zu diesen Gedankengingen sei bemerkt, daf§ die
letzte Stufe auch der Chlorophyllbildung ein Oxydationsprozell
ist; Noack und KigssLinG.

Im Speziellen Teil werden auf S. 151 quantitative Angaben von Kunn
und GRUNDMANN (2) iiber die Zusammensetzung des Tomatenfarbstoffes in ver-
schiedenen Stadien der Reife mitgeteilt, ferner auf S. 194 die Untersuchungen
von KuaN und BrRockMANN (3) betreffs Bildung des Farbwachses Physalien.

Rolle der Carotinoide in der Pflanze. Die Funktion der Caro-
tinoide im pflanzlichen Stoffwechsel ist unklar, das Problem soll
daher in gedringter Form besprochen werden.

Naturgema8 stehen Carotin und Xanthophyll im Mittelpunkt des
Interesses, da sie im griinen Blattpigment in einem konstanten
Mengenverhaltnis zueinander und zum Chlorophyll vorliegen.
Kaum begonnen ist die pflanzenphysiologische Bearbeitung von
Polyenen, die mehr oder weniger Spezialfarbstoffe sind.

Uber die Rolle der Blattcarotinoide wurden verschiedentlich
Meinungen geéduBlert, vor allem kommt eine etwaige Funktion bei
dem Assimilations- bzw. Atmungsvorgang in Betracht. WiLL-
STATTER und StorL (2) haben im Rahmen ihrer grundlegenden
Versuche iiber die Assimilation der Kohlensdure auch die Rolle
der gelben Pigmente gepriift, mit dem Ergebnis, da8 sich eine Be-
teiligung an keinem dieser Prozesse einwandfrei beweisen lif3t.
Auch die schon frither ausgesprochene Hypothese (vgl. auch bei BALy
und DaviEs), wonach die gelben Farbstoffe die Einstellung des
Komponentenverhiltnisses von Chlorophyll @ und b regeln sollen,
indem sie entsprechend ineinander iibergehen, muflite verlassen
werden: ,,Es ist ... kein Anzeichen dafiir gefunden worden, ...
daB durch den Assimilationsvorgang eines der beiden Carotinoide
in das andere umgewandelt wird.” ... ,,Wenn die Carotinoide iiber-
haupt eine Funktion im Assimilationsvorgang haben, so muf} es
eine indirekte und es kann keine durch ihre Lichtabsorption be-
dingte sein. Es ist moglich, dal sie zu einer Einrichtung gehdéren,
welche das Chlorophyll vor Photooxydation schiitzt‘ (WILLSTATTER
und StoLr 2, dort S. 5 und 7). ,,Die Schutzvorrichtung vor oxyda-
tiver Zerstérung des Chlorophylls im Blatte gehért ja zum wunder-
barsten des Assimilationsapparates® (SToLL).

Noack (1) findet, dafl Carotin und Xanthophyll tatséchlich
einen Lichtschutz avf das Chlorophyll ausiiben kénnen, wahrend
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nach der Meinung von WENT die empfindlichen Enzyme der Zelle
durch Carotin und Xanthophyll der chemisch wirksamen Bestrah-
lung entzogen werden. Neuerdings kommen indessen WARBURG
und NEGELEIN (1, 2) wiederum zum Ergebnis, dafl die Blattcaro-
tinoide photisch bei der Assimilation mitwirken.

Klar negativ sind die Resultate von WILLSTATTER und SToLL (2)
in bezug auf die Beteiligung an dem Atmungsvorgang. Durch
starke Steigerung der Atmungstitigkeit gelang es namlich nicht,
das Mengenverhéltnis Carotin/Xanthophyll im Blatte zu ver-
schieben, wahrend dies bei einer direkten Mitwirkung der Pig-
mente zu erwarten wéire. Es sei iibrigens betont, daf3 eine wechsel-
seitige Umwandlung von Carotin und Xanthophyll, welche auf
Grund der Bruttoformeln

C4OH56 + 02 2 C4OH5GO2
so nahe zu liegen scheint, bisher nirgends einwandfrei nachgewiesen
werden konnte.

Neuerdings berichten Fopor und ScHOENFELD, daf Carotin und
oxydiertes Carotin in kolloidaler Verteilung als Wasserstoffaccep-
toren wirksam sind und betonen die Bedeutung dieser Funktion
fir den Atmungsvorgang.

In Zusammenhang mit den obigen Ausfithrungen sei daran erinnert,
daB man carotinoidfreie Pflanzenzellen kennt, die normale Atmungserschei-
nungen zeigen.

Nachdem die Provitamin-A-Wirkung des Carotins im Sduge-
tierkorper entdeckt wurde (S. 31), ergibt sich die interessante
Fragestellung, ob ein dhnlicher Effekt auch in der Pflanze nach-
weisbar ist ? VIRTANEN, HAUSEN und SAASTAMOINEN haben die
Schwankungen der jeweils vorhandenen Carotinmenge verfolgt,
mit dem Ergebnis, dafl die totale Menge bis zur beginnenden Bliite
rasch ansteigt, um dann bis zur Zeit der Fruchtreife ununterbrochen
zu sinken. Der hochste Carotingehalt und das kraftigste Wachs-
tum fallen also zeitlich zusammen (Abb. 3, S. 28), woraus auf die
wachstumsfordernde Wirkung des Carotins geschlossen wird.

Zweites Kapitel.
Zusammenhiinge mit anderen Korperklassen.
1. Beziehungen zu Terpenen und Sterinen.

Schon die auf S. 15 stehenden Ausfiihrungen beleuchten die
enge Verwandtschaft von Carotinoiden und Terpenen, indem man
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so stark dehydrierte Tetraterpene auf-
gefallt, dal ihre Absorptionsbander
weit in das sichtbare Gebiet des
Spektrums verschoben sind.

Ein einfacher experimenteller Be-
leg fiir die hier besprochenen Verhalt-
nisse ergibt sich durch die Beobach-
tung von WILLSTATTER und EScHER
(1), daB Carotin beim ldngeren Liegen
an der Luft einen intensiven Geruch
nach Veilchen verbreitet. In der Tat
besteht ein naher Zusammenhang zwi-
schen Carottn und Jonon, und zwar
werden die Molekiile des «- und §-Caro-
tins beiderseitig von Jononringen ein-
geschlossen. Wie es auf dem Gebiete
der Riechstoffe offene und hydro-
aromatische Korperpaare gibt, die in
bezug auf Anzahl und Lage aller
C-Atome identisch sind und lediglich

im Wege einer Ring6ffnung bzw. Cyclisierung ineinander iibergehen,
so gilt dasselbe fiir das Paar §-Carotin-Lycopin (KARRER, HELFEN-
sTEIN, WEHRLI und WETTSTEIN; KARRER 3), also fiir Polyene,
die man oft nebeneinander in der Pflanze angetroffen hat.
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CH, CH,
NS
¢

N
- CIH2 C—CH=CH——CI=CH—-CH=CH—C=CH—CH=
I
CH, C—CH, CH, CH,
&)
CH,

1/, B-Carotin.

Bekanntlich wird bei dem Ringschlul des Pseudo-jonons auch
das o-Isomere gebildet. So wie im Handelsjonon «- und f-Form
vermengt sind, besteht das Handelscarotin
aus einem Cemisch des «- und f-Isomeren. 053 /CHs

Die strukturelle Analogie beschrinkt sich C
nicht auf cyclische Gebilde. Betrachtet man ™\

z. B. das wegen seines Maiglockchengeruches CH, (ﬁH—CH:
geschitzte Sesquiterpen Farnesol Cj;H,;- OH, JHZ C—CH,

so fillt dessen Ahnlichkeit mit dem Molekiil- \/

ende des Tomatenfarbstoffes Lycopin sofert CH

a-Jononring.

auf:
CH,—C= CH—-CHZ—CH2—(|3 =CH—CH,—CH,—C=CH—CH,0H
CH, CH, éHa
Farnesol.

CH,—C=CH—CH,—CH,—C=CH—CH=CH—C=CH—CH= ...
|
H, CH, CH,

Lycopin (Teilformel).

Als eine Besonderheit der Carotinoidstruktur wurde auf S.17
die ,,Umstellung‘ der Isoprengruppen in der Mitte der Hauptkette
hervorgehoben, wodurch vier seitenstdndige Methyle in die folgende
relative Lage kommen:

..%CH—C=CH-CH—LCH—C=CH-CH;CH—CH=C—CH%CH-CH=(I)~CHE;..
: é : | f
H, L CH, : CH, - CH,

Es war nun wichtig zu zeigen, dal den Polyenen auch dies-
beziiglich keine Sonderstellung zukommt, sondern, daBl auch
andere Naturstoffe (mit Isoprenbau) durch einen ,,spiegelbildlichen‘
Anschlufl von zwei Molekiilbdlften vom Gewebe hervorgebracht
werden und somit nach dem erwiahnten Prinzip konstituiert sind.
Dies gelang KARRER und HELFENSTEIN (4) durch den Aufbau des
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in Haifischleberélen vorkommenden und von HEILBRON
(mit OWENS und SiMPsSON bzw. mit THoOMPSON) stu-
dierten Triterpens Squalen CyHy,. Das letztere entsteht
synthetisch aus zwei Molen Farnesol (S. 29), durch
Ersatz der Hydroxyle mit Brom sowie Halogenabspal-
tung und muf} die nebenstehende Struktur besitzen.

Hier liegen die Doppelbindungen bereits in einer
solchen Verteilung vor, dafl man zu einem Carotinoid
mit 11 konjugierten Doppelbindungen gelangen wiirde,
wenn der Entzug von je 1 H von den kursiv gedruck-
ten Methylenen durchfiihrbar wire.

Durch den Zusammenhang zwischen Terpenen und
Polyenpigmenten wird auch eine entferntere Beziehung
zu den Sterinen und zu dhnlichen Naturstoffen vermittelt.
In der Tat treten Carotinoide und Sterine regelmaBig
gemeinsam auf und werden in dem unverseifbaren Anteil
von Fetten vorgefunden.

2. Beziehungen zum Vitamin A.

Die zu den akzessorischen Nahrstoffen der hcheren
Tiere gehorenden Vitaminarten waren lange Zeit hin-
durch nur auf Grund ihrer biologischen Effekte be-
kannt. Es geh6rt zum Wesen solcher Wirkungen, daf3
sie bei normaler Gesundheit nicht auffallend zutage
treten; sie verraten sich erst bei dauernd vitaminarmer
Nahrung, im Wege klinischer Symptome (Avitaminosen).

Die Vitamine schienen zunédchst einer besonderen
Korperklasse anzugehéren, mit ritselhaften Kennzeichen
der Struktur. Erst bei der schrittweisen Kldrung des
Gebietes zeigte sich die interessante Tatsache, dall die
Vitamine mit wohlbekannten und in der Natur ver-
breiteten Korperklassen eng verkniipft sind. Auf Grund
der Forschungen von HEss, WINDAUS u. a. ist das anti-
rachitische Vitamin (D) ein Sterin, wéhrend aus der
wichtigen Entdeckung von SzZENT-GYORGYI hervorgeht,
daB der antiskorbutisch wirksame Faktor (Vitamin C,
Ascorbinsdure) zu den Hexosederivaten gehort. Schon
frither fand man Beziehungen zwischen A-Vitamin und
Carotinoiden.
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Carotin als Provitamin A. Das krasseste Symptom der A-Avi-
taminose ist das Aufhéren des Wachstums junger Tiere. Dazu
kommen noch Augenerkrankungen (Xerophthalmie, Hemeralopie),
ferner Kolpokeratose, Ausbleiben des Brunstzyklus, geschwichte
Resistenz gegeniiber Infektionskeimen usw. Bekanntlich kann
diese Krankheit durch Verabreichung von A-reichen Tranen bzw.
Leberolen (Dorschlebertran) geheilt werden. Fiir den Erfolg der
chemischen Durchforschung des Gebietes war indessen die Tat-
sache entscheidend, daB auch frisches, grines Pflanzenmaterial
die A-Avitaminose behebt, also das normale Wachstum wieder
herstellt. Da das Chlorophyll sich als unwirksam erwies, war
STEENBOCK der Ansicht, dal der biologische Effekt vom Blattgelb,
und zwar von Carotin ausgehe. STEENBOCK, SELL, NELSON und
BuELL sprechen den Satz aus: ,,Carotin of constant melting point
through a number of crystallisations was always found to induce
growth in rats ... Dieses wichtige Versuchsergebnis, das von
einigen Autoren mit Unrecht bestritten wurde, lieB sich in der
Folgezeit durch neue Forschungen, namentlich von KARRER,
v. EULER und ihren Mitarbeitern bestdtigen und vertiefen (EULER,
EvLER und HELLSTROM ; EULER, KARRER und RYDBOM; KARRER,
Evrer und Evurer usw.). Die Tatsache, dafl die Vitamin-A-
Wirkung von zahlreichen vegetabilischen Stoffen mit ihrem Carotin-
gehalt parallel lauft, ist sichergestellt, so dal eine Carotinbestim-
mung auch iiber den Wirkungsgrad des Extraktes unterrichtet
(EuLEr, DEMOLE, KARRER und WALKER). Ferner zeigte es sich,
daB Carotin irgendwelcher Herkunft, also auch das Riibencarotin
wirksam ist. Sogar mit einem 40 Jahre alten Carotinpridparat
lieB sich ein giinstiges Resultat erzielen (JAVILLIER und EMERIQUE;
KARRER).

Durch diese Arbeiten war aber die Sachlage noch nicht ein-
deutig geklirt, vielmehr standen die folgenden Moglichkeiten offen:
1. Das chemisch reine Carotin ist mit dem A-Vitamin identisch.
2. Das Carotin ist an sich biologisch inaktiv und die vermeintlich
reinen Préparate enthalten den eigentlichen A-Faktor als Begleit-
stoff, in winzigen Mengen. 3. Von Carotin wird die Biosynthese
des Vitamins aus anderen Stoffen katalysiert. 4. Das Carotin ist
zwar der Ausgangspunkt der Wirkung, aber nur eine Vorstufe des
eigentlichen Vitamins, also ein ,,Provitamin A“.

Die Moglichkeit 3. kommt heute, nachdem die strukturellen
Zusammenhéinge erkannt worden sind, nicht mehr in Betracht.
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Auch 2. entféllt, denn im Verlaufe von beliebig oft wiederholten
Umscheidungen miifite sich der Quotient Carotin/Vitamin ver-
schieben und damit auch die Wirkungsstirke des Priaparates, was
aber nicht der Fall ist. Auch gegen 1. lassen sich gewichtige Griinde
anfithren: die biologisch besonders aktiven Lebertrane sind nicht
etwa carotinreich, im Gegenteil, man kennt gute Sorten, die kaum
eine Pigmentierung besitzen.

Aus der einschldgigen, umfangreichen Literatur?! seien die For-
schungen von MoorE (1—3) hervorgehoben, wonach A-frei gezogene
Ratten, deren Leberdl keine Vitamin-A-Reaktionen gibt, selbst
bei andauernder Verfiitterung von Carotin kaum etwas von dem
Farbstoff speichern. Hingegen enthélt die Leber der, durch eine
solche Didt geheilten Tiere sehr viel (fast) farbloses Vitamin A:
Extrakte geben dessen Reaktionen und vermogen die Avitaminose
anderer Tiere rasch und sicher auszuheilen. Hieraus folgt, daB das,
mit der vegetabilischen Nahrung aufgenommene Carotin ein Pro-
vitamin A ist, welches erst vom Tierkirper in den lebenswichtigen
Wachstumsfakior A wmgesetzt wird. Reicht der Vorrat hin, so
beobachtet man die Entstehung eines A-Depots in der Leber.

Orncort und McCANN geben an, dal es ihnen mit Hilfe von Leber-
extrakten auch in vitro gelungen ist, A-Vitamin aus Carotin zu erzeugen
und sie filhren den Umsatz auf die Tétigkeit einer ,,Carotinase‘‘ zuriick.
Von anderer Seite wurde dieser Befund nicht bestitigt (EULER und EULER,
vgl. auch Woorr und MoorE; PARIENTE und RarrI).

Eine wesentliche Klédrung der Zusammenhinge erfolgte durch
die Darstellung von (fast) reinen A-Vitaminpraparaten aus hoch-
wirksamen Fischleberdlen (Hippoglossus hippoglossus, Scombresox
saurus). Mit Hilfe der chromatographischen Adsorptionsmethode
erhielten KArRrRER, MORF und ScHOPP so weitgehend gereinigte
Konzentrate, daB eine chemische Untersuchung, nebst Aufstellung
der Strukturformel moglich war. Die schwachgelben Endprodukte
verraten wichtige Kennzeichen, durch welche die Gruppenzuge-
horigkeit des A-Vitamins angedeutet wird: Zusammensetzung
CyoH3,0, Anwesenheit eines Hydroxyls 2, Bildung von Geronsdure
beim Ozonabbau (S. 62), ferner von Essigsiure unter der Ein-
wirkung von Oxydationsmitteln. KARRER, MoORF und ScHOPP

1 Aus dem Literaturverzeichnis konnen eine Reihe von Zitaten von
Einzeluntersuchungen entnommen werden. Zusammenfassendes: KARRER
und WeHRLI (2); WINTERSTEIN und FUNK; KARRER (5); ZECHMEISTER (3).

2 Vgl. auch BacHARACH und SmrtH sowie HEILBRON, HEsLop, MorTON,
WEBSTER, REA und DRUMMOND.
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schreiben: ,,Durch diese Untersuchungen glauben wir den Nachweis
erbracht zu haben, daBl in den Fischtranen ein Polyen vorkommt,
welches das gleiche Kohlenstoffringsystem und eine dhnlich gebaute
aliphatische Seitenkette wie Carotin enthilt; dieses Polyen ist
der oder einer der Triger der starken Blaufirbung, welche beim
Zusammenbringen solcher Fischtrane mit Antimonchlorid auf-
tritt.” Ferner stellen die genannten Forscher die nachstehende
Vitamin-A-Formel auf, aus der ein tiiberraschend einfacher Zu-
sammenhang mit dem Carotin ersichtlich ist. Danach wird das
Vitamin des Wachstums durch symmetrische Zweiteilung des
B-Carotins, unter Wasseraufnahme gebildet,

CaoHys + 2 Hy0 = 2 CyoHj,0
gemil der folgenden Formulierung:
CH, CH,
N

N
CH, C——CH=CH——(|}=CH—CH=CH—C=CH—CH= e
[

|
CH, C—CH, CH, CH,
NS/
CH, 1/, B-Carotin.
CH, CH,
NS
4 ¥
C/H2 \C—CH=CH~C=CH——CH=CH—(|}=CH—CH20H
I
é\Hz C—CH, éHs CH,

/
CH, vVitamin A (nach KARRER, MoRF und SCHOPP).

Die Richtigkeit des Symbols wurde durch die von f-Jonon aus-
gehende Synthese des Perhydro-vitamins bewiesen, das mit dem aus
Tranen gewonnenen und dann durchreduzierten A-Vitaminpriparat
identisch ist (KARRER, SaromoN, MoORF und WALKER; KARRER,
Morr und ScaOPP 3; KARRER und MORF 6).

CH; CH,
N
C
N
CH, CH—CH,—CH,—CH—CH,—CH,—CH,— CH— CH,— CH,0H
|
CH, CH—CH, H, CH,
NS
CH, Perhydro-vitamin A.

Zechmeister, Carotinoide. 3
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Fast gleichzeitig wurden hochstgereinigte A-Vitaminprédparate
mit Hilfe von Destillationen unter 0,00001 mm Druck bereitet
(HeLBroN, HEsrop, MorTON, WEBSTER, REA und DrRUMMOND;
CARR und JEWELL) und es ergab sich das nédmliche Bild wie bei den
KarrErschen Untersuchungen. Die Konstitutionsformel vermag
auch den Befund von HEiLBRON, MORTON und WEBSTER zu erkliren,
daB der dehydrierende Abbau des A-Vitamins zu 1,6-Dimethyl-
naphtalin fithrt !:

CH, CH, CH, (CHy
N A4
0
N C \. CH
|CH2 ¢’ H\(IﬁH cﬁz NG
I ] I -
CH, C—CH; C—CH, CH,C—CH, C—CH,
N/ 7 AV
CH, ?H CH, CH
CH=CH—(]}=CH—CH20H { CH=CH—C=CH—CH,0H
CH, (I“JH8
Vitamin A. Cyeclisiertes Vitamin A.
CH,
N
¢ CH
NN\
CH ¢ CH
— é ]
H C C—CH,
AVAVY4
CH CH

1,6-Dimethyl-naphtalin.

Zusammenhang zwischen Molekiilbau und A-Vitaminwirkung.
Wihrend der starke biologische Effekt des Carotins erkannt worden
ist, hat man festgestellt, daf alle iibrigen Carotinoide wirkungslos
sind, sogar das Xanthophyll (vgl. z. B. bei EULER, KARRER und
RypBoM; KUHN, BROCKMANN, SCHEUNERT und SCHIEBLICH, s. auch
VireIN und KLUsSMANN).

Beziiglich des Carotins ergibt sich das interessante Problem,
inwiefern die Einwirkung auf die animalische Lebensfunktion
spezifisch und von der chemischen Struktur abhingig ist? Zur

1 Auch aus den Carotinoiden konnen auf thermischem Wege dimethylierte
Naphtaline gewonnen werden: KUHN und WINTERSTEIN (8), vgl. S. 64.
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Zeit der ersten Versuche war iiber die Uneinheitlichkeit des Farb-
stoffes noch nichts bekannt, die Angaben bezogen sich also auf
Gesamt-Carotinpraparate. Erst nach der Zerlegung des Carotins
in seine Komponenten (S.128) konnten feiner differenzierende
Tierversuche einsetzen. Es zeigte sich, daBl die Provitamin-A-
Wirkung des «- und §-Carotins, an der Ratte gepriift, in der gleichen
GroBenordnung liegt (KuaN und BrockMANN 1, vgl. auch EULER,
KARRER, HELLSTROM und RypBOM; KARRER, EULER und HELL-
STROM ; ROSENHEIM und STARLING) und dies gilt auch fiir das jingst
entdeckte y-Isomere (KUEN und BROCKMANN 7, 8).

Betrachtet man nun die Strukturformeln der Carotine (S. 36),
so wird ersichtlich, dafl wichtige Kennzeichen des Molekiils —
Anzahl der Doppelbindungen und der Ringsysteme —, abgeéndert
werden diirfen, ohne dall der biologische Effekt entscheidend
zuriickginge. Es féllt aber auch auf, dafl in
allen drei Carotinen mindestens 1 f-Jononring CHs CHs
zugegen ist, welcher in der A-Vitaminformel \C/
gleichfalls vorkommt (S. 34). KuHN und AN
BrockMany (10; Dieselben mit SCHEUNERT CH, CH—CH=...
und ScuiesuicH) finden, daB zur Belebung  CH, C—CH,
des Wachstums der Ratte die folgenden Tages- NS
grenzdosen erforderlich sind: 0,005 mg o- oder
y-Carotin, aber nur 0,0025 mg f-Carotin (vgl.
auch Moore 3; EULER, KARRER und ZUBRYS)!. Es hingt dies
damit zusammen, dafl nur in dem f-Isomeren zwei §-Jononreste
vorkommen. Die biologisch wichtige Rolle dieser Gruppierung
wird auch durch das Verhalten der Carotinone von KuHN und
BrockMaNN (5, 11) belegt (Formeln auf S. 37): Im B-Carotinon
sind beide cyclischen Systeme kiinstlich gedffnet worden, dem-
geméB ist das Keton an der Ratte inaktiv, wiahrend das Semi-g-
carotinon, das den Ring einseitig noch enthélt, zu den A-Provita-
minen zéhlt, ebenso wie die einzige, derzeit bekannte, biologisch
wirksame Xanthophyllart, das Kryptoxanthin C,)H O (Formel
auf S.9; KuaN und GRUNDMANN 3).

Wirksam sind ferner: die in der Tabelle 4 (S. 38) aufgezahlten
Derivate; ohne Wirkung ist das Kunstprodukt Isocarotin (S. 147;
KueN und LEDERER 1, 5; ROSENHEIM und STARLING; KARRER,
Sce6PP und MorF; GiLraM, HETLBRON, DRUMMOND und MORTON).

B-Jononring.

1 Nach EvLEr, KARRER und ZUBRYS ist die Wirksamkeit des «-Carotins
grofler als 50% der Wirkung des fS-Isomeren.
3%
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Tabelle4. Carotinoideund Umwandlungsprodukte mit Provitamin-
A-Wirkungen.

Substanz Formel Literatur (unvollstindig)

EvLEr, EvrLErR und HELLSTROM (1);
KueN und BROCKMANN (1); KARRER,

z:g::ggg oo 84°H56 EvuLErR und HELLSTROM; ROSENHEIM
EE Bt und StARLING; EULER, KARRER,
HELLSTROM und RypBOM
y-Carotin . . . . . . CyoHse KunN und BROCEMANN (8)
Carotin, aus dem Tri-
jodid rasch regeneriert| C,,Hsg KArrRER, EULER, HELLSTROM und

RypBoM
IEULER, KARRER, HELLSTROM und

Dihydro-a-Carotin. .| CyyHys RypBoM; KARRER, EULER und HELL-

Dihydro-g-Carotin®. .| C,Hsg l

STROM

Carotin-dijodid* . . .|C,HyJ, | EviLEr, KARRER und RypBom (1)
Carotin-oxyd. . . . . CpH;0 | EvurLEr, KARRER und WALKER
B-Oxycarotin. . . . . CyoH;s0; | KuaN und BROCKMANN (5) 2
Semi-f-carotinon . . .| Cy,H;;0, | KunN und BROCKMANN (11)
Kryptoxanthin. . . .| C,)H;0 | KuEN und GRUNDMANN (3)
Reaktionsprodukt von

Xanthophylloder Zea- un-

xanthin mit PBr,. .| bekannt | EULER, KARRER und ZUBRYS

Die in diesem Abschnitt besprochene Tatsache, daB das
Pflanzencarotin, welches im Organismus héherer Tiere nicht er-
zeugt werden kann, ein Provitamin A ist um vom Tierkérper in
das eigentliche, vom Materialbestand der Pflanze meist fehlende
Vitamin verwandelt wird, bietet ein schones Beispiel fiir die
gegenseitige feine, biochemische Abstimmung von Pflanze und Tier.

3. Beziehungen zwischen Carotinoiden und Lipoiden.
Die Farbwachse.

Wiederholt hat man die pflanzenphysiologisch interessante
Frage erértert, ob carotinoide Farbstoffe, die in der Regel von
Lipoiden begleitet werden, frei oder chemisch gebunden im Gewebe
enthalten sind. Fiir die Kohlenwasserstoffe Carotin und Lycopin
ist das freie Vorkommen schon von rein chemischem Standpunkte
aus einleuchtend, wihrend fiir die Pigmente des Xanthophylltypus,
die nach Karrer, HeLrENsTEIN und WEHRLI Hydroxyle ent-
halten, prinzipiell beide Moglichkeiten offen stehen.

1 Die A-Aktivitdt dieses Korpers diirfte darauf zuriickzufithren sein, daB
sie vom Organismus in Carotin umgewandelt werden.
2 Vgl. die Bemerkungen von KARRER, SoLMSSEN und WALKER.
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Vor kurzem hat man chemisch-priparative Beweise dafiir
erbracht, daB Polyenalkohole sehr héufig an farblose Substanzen
gekettet, namlich mit Fettsiure verestert sind. Zunichst wurde
gezeigt, dal das Physalien C,,H,,;0, der Judenkirsche (Physalis
Alkekengi und Ph. Franchetti) und des Bocksdorns (Lycium halimi-
foltum ) nichts anderes ist, als der Dipalmitinsdureester des Xantho-
phyll-Isomeren Zeaxanthin. Im Wege der alkalischen Hydrolyse
wird es zu Zeaxanthin und 2 Mol. Palmitinsiure zerlegt und muB
demnach die Formel C;;H;—CO0—C,H;,—00C—C,;H;, besitzen
(gleichzeitige Arbeiten von KunN, WINTERSTEIN und KAUFMANN
1, 2 bzw. von ZECHMEISTER und CHOLNOKY 11, 12). Auch Lutein-
ester sind, namentlich in Bliiten, sehr verbreitet (KuaN und Win-
TERSTEIN 5); das Dipalmitat heit ,,Helenien“ (s. dort). In den
gelben Stiefmiitterchen (Viola tricolor) lassen sich Violaxanthin-
ester nachweisen (KuBN und WINTERSTEIN 6), die Bliiten des
Lowenzahns (Taraxacum officinale) enthalten sowohl verestertes
Xanthophyll (KARRER und SaromoN 4), als auch Ester des
Taraxanthins (KueN und LEDERER 3). Auch in der Tabelle 9,
S. 72 sind weitere Angaben betr. natiirlichen Carotinoidestern
zusammengestellt. Hingegen liegt das Xanthophyll des griinen
Blattes in freiem Zustande vor (KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI,
PrepER und Morr; KunN und BROCKMANN 3).

Wihrend das Pigment der Physalis- und Lyciumbeeren im
wesentlichen aus einer chemischen Einzelverbindung (Dipalmitat)
besteht, trifft man im Pflanzenreiche zahlreiche Fille an, in denen
der Polyenalkohol mit mehreren Séuren in Verbindung getreten ist.
Niher untersucht wurde das Estergemisch der Paprikaschoten
(Capsicum annuum), das sozusagen im chemisch-technischen Sinne
als ein Farbwachs aufgefalt werden mufl. An dem Aufbau des
(teilweise) in Form von roten Krystallen isolierten Gesamtesters
(Abb. 68, S. 295) sind dieselben Saduren beteiligt, welche auch die
begleitenden farblosen Fettstoffe gebildet haben (ZECHMEISTER und
CHOLNOKY 5). Die Zusammensetzung des Gesamtlipoids der reifen
Paprikaschote darf wohl als ein Modell fiir viele Naturprodukte
dhnlicher Art gelten, welche noch nicht niher studiert worden sind.
Die Verseifung ergab (s. auch S. 40):

Alkoholische Komponenten: Sauere Komponenten :
Glycerin Myristinséure
Wachsalkohole Palmitinséure

Capsanthin (Hauptfarbstoff) Stearinsdure
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Alkoholische Komponenten : Sauere Komponenten :
Capsorubin Carnaubasiure
Zeaxanthin Olssure
Xanthophyll (Lutein) Noch nicht untersuchte Sauren.
Kryptoxanthin

Noch nicht untersuchte Nebenfarbstoffe.

Zu ihnen gesellt sich f-Carotin, als unverestertes Lypochrom, nebst
Spuren von anderen Carotinarten.

Die hydroxylhaltigen Carotinoide spielen also hier dieselbe
Rolle, wie Glycerin und hoéhere Wachsalkohole, von denen die
Polyene — wenn man von dem Kryptoxanthin absieht — mit dem
ersteren die Mehrwertigkeit der Alkoholfunktion, mit den letzteren
die betrichtliche MolekulargréBe gemein haben. Die auBerordent-
lich nahe Verwandtschaft zwischen Fetistoff und Farbwachs wird
durch das Ergebnis der katalytischen Hydrierung bestitigt: Das
Polyenestergemisch verwandelt sich glatt in eine farblose Substanz,
welche von einer gewohnlichen Wachs- bzw. Fettart in ihren Eigen-
schaften und Konstanten kaum zu unterscheiden ist. Die Reduk-
tion ist durchaus vergleichbar mit der technischen Hértung der
Fette, nur wird der iiberwiegende Anteil des Wasserstoffes diesmal
nicht von der saueren, sondern von der alkoholischen Molekiil-
komponente abgefangen.

Uberblickt man die Lipochrom-Literatur, so entsteht der be-
stimmte Eindruck, daBl man auf dem Wege der Verseifung in vielen
Fillen nicht den vermeintlich intakten Farbstoff, sondern nur
dessen alkoholische Komponente krystallinisch abgeschieden hat:
mit der Spaltung der farblosen Lipoide lduft ndmlich der Angriff
auf das Polyenwachs zeitlich parallel. Moglicherweise ist in ein-
zelnen Fillen, infolge von lipatischen Einfliissen auch ohne Anwen-
dung von Lauge ein hydrolytischer Abbau des Extraktes eingetreten.
Allerdings sind die Versuchsbedingungen der enzymatischen Farb-
wachshydrolyse noch unbekannt.

Durch die Kldrung der soeben angefiihrten Tatsachen ist das
gemeinsame Vorkommen von Polyen und Lipoid verstédndlicher
geworden. Es handelt sich nicht um ein zuféllig gleichzeitiges Auf-
treten, sondern man erkennt den nahen genetischen Zusammenhang
zwischen den beiden Korperklassen. Der pflanzliche bzw. tierische
Organismus bringt dreierles Lipoidarten aus den folgenden Bau-
stetnen hervor:

1. farblose Sduren mit farblosen Alkoholen verestert: gewdhn-
liche Fette und Wachse, Lecithine, Sterinmester;
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2. farbige Polyensiure mit farblosem Alkohol (Phytol und Me-
thanol) verestert: Chlorophyll;

3. farblose Sduren mit farbigen Polyenalkoholen verestert: Farb-
wachse, vom Typus des Physaliens oder des Capsicum-Gesamtesters.

Waihrend also im Chlorophyll die saure Komponente Triger der
Farbe ist, trifft man in dem Lipochrom von Fetten Vertreter einer
Korperklasse an, welche das Chromophor in der alkoholischen Kom-
ponente enthalten. Das Hauptmerkmal der Struktur ist aber in
beiden Fillen das gleiche, ndmlich das Prinzip der Veresterung,
durch das das gesamte Gebiet der farblosen und gefarbten Lipoide
beherrscht wird.

Wichtige Unterschiede zeigen sich in der Gestalt des Kohlenstoff-
geriistes: die liickenlose Aneinanderreihung von —CH,— -Gruppen
in den bekanntesten Fett- und Wachsarten findet ihr Gegenstiick
im veresterten Lipochrom, dessen Isoprenbaustein weitgehende
Verzweigung bedingt. Demgemal darf das Vorherrschen der un-
verzweigten Bauart nicht mehr auf das gesamte Gebiet der Fett-
chemie ausgedehnt werden. Das Chlorophyllmolekiil weist sogar
sowohl in seiner saueren, als auch in der alkoholischen Komponente
eine grofe Anzahl von Seitenketten auf. Andererseits erinnert das
Vorkommen von hydroaromatischen Ringen in Farbwachsen an
die natiirlichen Sterinester.

Der Mechanismus der Biosynthese von verestertem Polyen ist
noch unklar. Manches spricht dafiir, dal die Bildung von gew6hn-
lichem und von farbigem Lipoid parallel verliuft, indem die im
Gewebe aufgebaute Fettsiure teils mit farbigen, teils mit farblosen
Alkoholen in Verbindung tritt. Unter bestimmten Bedingungen
wire es aber auch moglich, dall die Farbwachse Zwischenprodukte
der gewohnlichen Fett- und Wachssynthese sind.

SchlieBlich sei erwihnt, dafl es in manchen Féllen zu gar keiner
Veresterung der OH-Gruppen von Polyenalkoholen kommt, obzwar
das Gewebe sehr reichlich farblose Lipoide enthalt (Beispiel:
Samenhiute des Bvonymus europaeus ; ZECHMEISTER und Tuzsox 6).
Die Griinde fiir das Ausbleiben der Reaktion sind unklar und
diirften auf enzymchemischem Gebiete liegen.

4. Beziehungen zum Eiwei8.

Im Abschnitt iiber tierische Carotinoide wird ausgefiihrt, daf in
Crustaceen und anderen marinen Tieren Carotinoide vorkommen,
die mit Eiweill gepaart sind, die also zu den Chromoproteiden
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zéhlen. Formell spielt hier das Polyenmolekiil eine #hnliche Rolle,
wie das Héamin im Hdmoglobin, wihrend die physiologische Funk-
tion noch unklar ist. Wird aus dem wasserloslichen, griinen oder
blauen Hummerfarbstoff die prosthetische Gruppe durch Ab-
brithen oder Siureeinwirkung entfernt, so bleibt ein Carotinoid
zuriick (S. 280—285).

5. Mogliche Beziehungen zu anderen Naturfarbstoffen.

Auf die Verwandtschaft von Phytol und Carotinoiden wurde
bereits hingewiesen, es fragt sich aber, ob genetische Zusammen-
hinge zwischen dem Polyengehalt des griinen Blattes und dem
eigentlichen Chlorophyll-Komplex bestehen kénnen. EULER und
HerrstrOM halten Beziehungen zu den Porphyrinen! bzw. zum
Chlorophyll fiir moglich. Es sei in diesem Zusammenhange bemerkt,
daf} eine Veresterung von Chlorophyllin mit Xanthophyll denkbar
ist, derartige Gebilde sind indessen bisher nicht angetroffen worden.

Eine weitere Farbstoffklasse, deren strukturchemischer Ver-
gleich mit den Carotinoiden von bedeutendem biologischem Inter-
esse wire, ist kiirzlich von Kuny, Gy6rey und WAGNER-JAUREGG
(1—3), sowie von ELLINGER und KoscHARA entdeckt und Flavine
bzw. Lyochrome genannt worden (vgl. auch bei GY6reY und KunxN;
Dieselben mit WAGNER-JAUREGG; WAGNER-JAUREGG und RUSKA;
KueNn und WAGNER-JAUREGG 3; KunN, Rupy und WaGNER-
Jaurege). Die Flavine kommen in der Hefe, Banane, Tomate,
im Spinat, in der Leber (KARRER, SaromMoN und ScHOPP), im
Eiklar, in der Molke usw. vor und gehdren, wie die Carotinoide,

Tabelle 5. Vergleich der Lyochrome und Lipochrome
(KveN, GYORGY und WAGNER-JAUREGG).

Kennzeichen Lyochrome Lypochrome

Zusammensetzung . . . . N-haltig N-frei
Farbe der Lésungen . . . gelb, orange gelb bis tiefrot
Fluorescenz . . . . . . . grin (sehr stark) |gelb bisgriin(sehr schwach)
In Wasser . . . . . . . loslich unléslich
Gegen Sauren . . . . . stabil empfindlich
Gegen Alkalien . . . . . empfindlich stabil
Gegen Oxydationsmittel . sehr bestandig sehr unbestindig
Beziehungen zu . . . . . Vitamin B, Vitamin A
Wirksame Tagesdosis . . | 5y (Lactoflavin) 5y bzw. 2,56y

(Wachstum der Ratte) (ot- und y- bzw. p-Carotin)

1 Nach Mussack soll Blutdingung die Bildung von Carotin in der
Primula auricula stimulieren.
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zu den fiir das Sdugetier unentbehrlichen exogenen Farbstoffen.
Die Identitdt des Lactoflavins mit Vitamin B, scheint festzu-
stehen. Wie von KUnN (4) hervorgehoben wird, sind die Eigen-
schaften der beiden Pigmentklassen in vieler Hinsicht komple-
mentdr (Tabelle 5, S. 42).

Drittes Kapitel.
Methoden der Konstitutionsforschung.

Nachdem gangbare Abbauverfahren (Alkalischmelze, Zink-
staubdestillation usw.) auf dem Gebiete der Polyene versagt hatten,
fihrten die nachstehend zusammengefaten Methoden zu einer
weitgehenden Klarung der chemischen Struktur.

1. Ermittlung der Doppelbindungen.

Farbe und Verhalten eines Carotinoids sind vor allem durch
die Lange und Lage seines ungesittigten Systems bedingt. Eine
der ersten Aufgaben ist daher die Bestimmung der Doppelbin-
dungen, wozu mit analytischer Genauigkeit durchgefiihrte 4dditions-
reaktionen dienen.

a) Ermittlung der Doppelbindungen durch Wasserstoffaddition.
Diese Methode erfaBt simtliche Athylenbindungen mit Hilfe von
katalytisch erregtem Wasserstoff, dessen Volumabnahme gemessen
wird. Als Losungsmittel kommen in Anwendung: Eisessig, Cyclo-
hexan, Hexan, Essigester, Dekalin usw., als Katalysatoren: Platin-
mohr, Platinoxyd (auch reduziert), Palladiumkohle, Palladium-
bariumsulfat usw. Manche Polyene sind so schwer 16slich, dafl
man starke Verdiinnungen anwenden mufl. Es gelingt aber auch,
Suspensionen zu hydrieren, da die Reduktionsprodukte leichter
léslich sind, ein solcher Versuch zieht sich indessen in die Léange,
wenn der Farbstoff hartkrystallinisch ist. Man kann eine Eis-
essiglosung auch bei 35—409 bereiten; hydriert man sofort, so
findet keine Ausscheidung statt. — Eine Besonderheit der Polyen-
hydrierung ist die benotigte groBe Menge an dem Katalysator
(0,5—2,5 Teile Platin auf 1 Teil Substanz). Dieser Nachteil wird
manchmal dadurch wettgemacht, daB man mehrere Farbstoff-
portionen mit demselben Platin reduzieren kann. Jedenfalls ist
der Eigenverbrauch des Katalysators im Leerversuch festzustellen.
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Stockt die Wasserstoffaufnahme vorzeitig, so wird das Platin durch
kurzes Schiitteln der Flissigkeit an der Luft belebt (WILLSTATTER
und WALDSCHMIDT-LEITZ), wenn nicht ein Katalysatorgift, z. B.
Schwefel zugegen ist. Es ist ratsam, mit moglichst reinen Lésungs-
mitteln zu arbeiten.

Bei der Hydrierung zeigen sich weitgehende Unterschiede im
Verhalten der einzelnen Reprisentanten der Gruppe. Wihrend
Bixin- und Crocetinldsungen erst ganz am Schlusse der Wasserstoff-
aufnahme ihre Farbe einbiien (KARRER und Saromown 2), liefern
Carotin und Xanthophyll bereits eine farblose Fliissigkeit, als die
Aufnahme von etwa 3 Molen Wasserstoff noch aussteht (ZEcH-
MEISTER und CHOLNOKY 8). Zur Kennzeichnung der einzelnen
Carotinoide wurde daher die Aufnahme einer colorimetrischen
Hydrierungskurve empfohlen. Man entnimmt der Reaktionsfliissig-
keit in verschiedenen Stadien der Wasserstoffaufnahme Proben,
um sie mit der Ausgangslésung colorimetrisch zu vergleichen. Die
Kurven (S. 46) deuten auf die Identitdt der Chromogene von
Carotin und Xanthophyll hin (ZECHMEISTER und CHOLNOKY 8,
ZeCHMEISTER und Tuzsox 1). Die Erfahrung von Kumny und
WINTERSTEIN (1), dal bei der katalytischen Hydrierung von Di-
phenylpolyenen das Reaktionsgemisch in jedem Zeitpunkte aus
unangegriffenem und vollig hydriertem Material besteht, gilt fiir
Carotinoide nicht immer streng, namentlich wenn einzelne Doppel-
bindungen in Ringsystemen liegen.

Eine wichtige Bereicherung der Versuchstechnik bringt die
neue Mikromethode (Differentialmethode) von KurN und MOLLER,
welche die genaue Bestimmung der Doppelbindungen in wenigen
Milligrammen Substanz zuldft (S. 46).

Ausfithrung der katalytischen Hydrierung
im Makroma@Bstab.

Nachfolgend wird die katalytische Wasserstoffaddition an
ungeséttigte Substanzen so beschrieben, wie sie im Laboratorium
von WILLSTATTER geiibt wurde. WILLSTATTER und WALDSCHMIDT-
LErTz untersuchten den giinstigen Einflu des Sauerstoffs auf den
glatten Ablauf der Reaktion, von ihnen stammt auch die Vorschrift
zur Bereitung der Kontaktsubstanz.

Darstellung des Platinmohrs. 80 cm3 einer etwas HCl-haltigen Losung
von Platinchlorwasserstoffsdure aus 20 g Pt werden mit 150 cm® 33proz.
Formaldehyd vermischt und bei —10° unter kriftigem Riihren tropfen-
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weise mit 420 g 50proz. KOH so langsam versetzt, daB die Temperatur
nie iiber 4—6° steige. Darauf erwérmt man unter lebhaftem Riihren?/, Stunde
auf 55—60°, wischt in einem hohen Zylinder durch Dekantieren bis zum
Verschwinden der alkalischen und der Cl-Reaktion, saugt auf der Nutsche
schwach ab (das Platin muf} stets von Wasser bedeckt bleiben). Dann wird
zwischen Filtrierpapier rasch abgepreit und im Vakuumexsiccator getrocknet,
der vorher mit Kohlendioxyd gespiilt wurde. Auch beim Offnen 148t man

X

N IlllllhlllllIllhlhlllllﬂll,lll.'

Abb. 4. Apparat zur katalytischen Hydrierung (G Gasometer; R Schiittelbirne;
V¥ Vakuumpumpe; M Manometer; E Elektromotor; D Devilleflasche; S Saugflasche).

CO, statt Luft einstrémen. Meist zeigt das Platinschwarz in Eisessig suspen-
diert die hochste Aktivitdt. Bereitung von Platinoxyd, Palladiumoxyd:
Apams und SHRINER; SHRINER und ApAMS; FRANKEL. Platin auf Kieselguhr:
KoppEN; KUueN und MOLLER.

Versuchsanordnung. Aus Abb. 4 geht der Gang des Reduktionsversuches
ohne weiteres hervor. Am zweckmiBigsten wird die gewohnliche Glasbirne
durch eine Birne mit Seitenrohr ersetzt (Abb. 5, S. 46; ZECHMEISTER
und CHOLNOKY 8). Der Wasserstoffstrom passiert Waschflaschen mit Lauge,
Permanganat und Silbernitrat. Zunichst wird das Platin in wenig Losungs-
mittel bei Tieflage von D in den Kolben gesaugt und nachgespiilt, worauf
man zweimal evakuiert, mit H, fiillt und bis zur Volumkonstanz des Gas-
raumes schiittelt. Nun kann die Farbstofflssung (oder Suspension; mehrere
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Dezigramme Polyen) auf dhnlichem Wege eingefithrt und, nachdem man
wiederholt evakuiert hat, hydriert werden. Will man wéihrend des Ver-
suches das Reaktionsgemisch priifen (z. B. colorimetrisch, spektroskopisch,
im Polarimeter usw.), so werden bei hochgestelltem D, die zur Saugflasche
sowie zur Wasserstoffquelle fithrenden Glashihne geschlossen und die beiden
Glashéhne der Schiittelbirne (Abb. 5) vorsichtig gedffnet, bis einige Kubik-
zentimeter der Fliissigkeit in M gelangt sind und sich von dort (nach Offnung
von S) abpipettieren lassen. Der verbliebene Rest wird bei Tiefstellung der
Devilleflasche vorsichtig in die Birne zuriickgesaugt und fiir den Volum-
verlust (nach Ablesung des Gasbehilters) eine entsprechende Korrektur in
Rechnung gestellt. Werden die in den ver-
schiedenen Stadien der Wasserstoffaufnahme
herausgenommenen Proben im Colorimeter
mit der Ausgangslosung verglichen, so erhilt

700
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Abb. 5. Schiittelbirne mit Abb. 6. Colorimetrische Hydrierkurve des
Seitenansatz. p-Carotins.

man eine fiir das betreffende Polyen typische colorimetrische Hydrierkurve.
Dieselbe besitzt fir f-Carotin und fiir Xanthophyll die in Abb. 6 wieder-
gegebene Gestalt (ZECHMEISTER und Tuzsox 1).

Ausfithrung der Mikrohydrierung nach Kvax und MOLLER.

Die Apparatur unterscheidet sich von den iiblichen Differential-
manometern nach WARBURG durch das absperrbare Einfiillrohr fiir
die Manometerfliissigkeit, durch den oberen Verbindungshahn
zwischen beiden Capillaren und durch die Form der Gefalle (Abb. 7).

Eichung der Apparatur. Man schneidet die Verbindungscapillaren kurz
oberhalb der Schlifthauben durch und nimmt zwei Teileichungen vor:
1. Verbindungscapillare und MeBcapillare bis zum Teilstrich 15,0 cm in
der iiblichen Weise mit Quecksilber, 2. GefiB mit Schliffhaube und an-
schlieBender Teil der Verbindungscapillare mit Wasser. Zu diesem Zweck
wird die Schliffhaube abgenommen, das Gefi ganz mit Wasser gefiillt und
die Haube sehr schnell, aber doch mit Vorsicht, wieder aufgesetzt. Um
Luftreste zu verdringen, erwirmt man das GefaB unter Klopfen in einem
siedenden Wasserbad und 148t, wenn alles mit Wasser gefiillt ist, durch ein






48 Methoden der Konstitutionsforschung.

wird der Uberdruck abgelassen und durch vorsichtiges Offnen des unteren
Absperrhahnes der Alkohol in die Capillaren eingelassen. Bei offenem
Absperrhahn und kommunizierenden Capillaren darf nun keine Druck-
anderung gegen die Atmosphire auftreten. Hat man sich davon iiberzeugt,
so schlieBt man den Absperrhahn und dichtet ihn durch Uberschichten
mit Hg (2—3 cm). Den Dreiwegehahn stellt man schrig, so daB jede Ver-
bindung unterbrochen ist. Jetzt kann die Apparatur als Differentialmano-
meter wirken und es wird die entscheidende Priifung auf Konstanz des
Drucks vorgenommen. Man nimmt die Apparatur aus dem Thermostaten
und kippt ofters, so daB alle Substanz aus dem Anhang herausgelst wird
und zum Katalysator in die Wanne kommt. Die Reste der Losung werden
zu einem spiteren Zeitpunkt durch erneutes Kippen in die Wanne gespiilt.
Die erste Ablesung wird vorgenommen, wenn die Vergleichssubstanz fast
durchhydriert ist. Bei Sorbinséure war das in mehreren Versuchen nach ganz
wenigen Minuten der Fall. Man liest dann die Druckunterschiede in ent-
sprechenden Zeitabschnitten ab, bis wieder Konstanz des Drucks erreicht
ist. Nach langerem Gebrauch sind die MeBcapillaren und Hahnschliffe
mit Chloroform griindlich zu reinigen.

Wasserstoff. Man verwende elektrolytisch dargestellten Wasserstoff.
Dieser wird zunichst durch ein Rohr mit Palladiumasbest, das auf dunkle
Rotglut erhitzt ist, dann durch eine Waschflasche mit alkalischer Plumbit-
lésung geleitet. Zur Trocknung dient ein Rohr mit gekérntem Calcium-
chlorid, zum Zuriickhalten von Calciumchloridstaub ein Rohr mit Watte.
(Die Reinigungs- und Trocknungsanlage wird so weit als moglich zusammen-
geblasen und die Verwendung von Gummi vermieden.)

Lisungsmittel. Als Eisessig und Alkohol konnen die Reagenzien pro
anal. von E.MERCK ohne weitere Reinigung verwendet werden. Hexa-
hydrotoluol (TH. ScHUCHARDT, fiir wissenschaftliche Zwecke) muflte sehr
hiufig mit Schwefelsiure (MERCK, pro anal., fiir forensische Zwecke) ge-
schiittelt werden, bis es im Mikroversuch gegen Platinoxyd und Wasserstoff
praktisch bestindig war. Die Siure wurde anfangs halbtéigig, spater taglich,
dann zweitagig und zuletzt wochentlich erneuert. Dekalin wurde wiederholt
kurze Zeit mit 5proz. Oleum (pro anal) ausgeschiittelt. Die Siure farbt
sich immer noch etwas, auch wenn das Dekalin gegen Platinoxyd und
Wasserstoff bereits gesattigt ist. Die Kohlenwasserstoffe werden zuletzt
unter Atmosphirendruck sorgfaltig fraktioniert. Besondere Vorteile bietet
in vielen Fillen die Anwendung von Ldsungsmittelgemischen; giinstig fir
Carotinoide ist Dekalin-Eisessig (1:2 bis 2: 1), auch wenn durch Spuren
von Wasser Entmischung stattfindet. In der Grenzschicht verteilen sich
Platin und Palladium viel besser als in homogener Losung.

Katalysatoren. KunN und MOLLER verwenden Platinoxyd und Palladium-
oxyd nach Apams und SHRINER, die vor Versuchsbeginn im Reaktionsgefald
reduziert und mit Wasserstoff gesittigt werden, ferner die Trager-
katalysatoren der Membranfilter-Ges. m. b. H. (Gottingen) 7, 7a und 17
(Platin auf Kieselgur vgl. bei K6ppEN). Diese sind fiir Carotinoide, Sterine
u. a. hervorragend geeignet, aber bei gewissen N-haltigen basischen Ver-
bindungen unbrauchbar. In diesen Fillen sind Platin- und Palladiumoxyd
iiberlegen. Fiir die Perhydrierung aromatischer Ringsysteme sind dagegen
nur die starken Kieselgelkatalysatoren (13 und 17) empfehlenswert. Die
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besten Priparate von «-Carotin waren mit Platinoxyd in Dekalin-Eisessig
nicht zuverlissig zu perhydrieren, mit dem Trigerkatalysator 17 wurden
genau 11 Mole H, aufgenommen, obwohl durch Kohlenwasserstoffe (Dekalin)
die Aktivitat der Trigerkatalysatoren herabgesetzt wird. Der vergiftete
Tragerkatalysator 7a hat in den meisten Fillen auch die CO-Gruppe, wenn
auch langsam so doch weitgehend, angegriffen. Die Verwendung der stirksten
Kieselgelkontakte (Nr.13 und 17) ist jedoch bei vielen von den Autoren
hydrierten Carbonyl-polyenen derjenigen von PtO, vorzuziehen, da erstere
im Gegensatz zu PtO, zuverlissige Endwerte fiir eine Hydrierung bis zur
Alkoholstufe wenigstens bei héhermolekularen Polyenen ergeben.

Auswertung der Messung. Bedeuten 0, = Anzahl der Doppelbindungen
pro Mol, E, = Einwaage, M, = Molekulargewicht der untersuchten Sub-
stanz z, V, = das Volumen des betreffenden Gasraumes, sind weiters
die entsprechenden Gréfen der Testsubstanz ¢: ¢, By, M; und Vi, so
ergibt sich der Ausdruck

My [Ve Ei-0 273 4-s 1,034-V, 4

%=, |7 T, TrTow <1+2-1,034-V,)( 3 +2)]’
in welchem A = Querschnitt der Capillare, » = Niveauunterschied, 7' =
absolute Temperatur, W = Molekularvolumen des Wasserstoffs und s =
spezifisches Gewicht der Manometerfliissigkeit bedeuten. [Die Formel gilt
nur fiir den Fall, daB das von der xz-Substanz aufgenommene H,-Volumen
das groBere ist, ansonsten muB sie transformiert werden (Ableitung der
Formel und rechnerische Einzelheiten im Original).]

b) Ermittlung der Doppelbindungen durch Anlagerung von
Halogen. Polyene addieren Brom in Chloroform und der Halogen-
verbrauch 148t sich titrieren (ZECEMEISTER und Tuzson 2), doch
werden erfahrungsgemiB nicht alle Doppelbindungen abgeséttigt.
So binden Carotin und Xanthophyll 11 H,, aber nur 8 Br,, wiahrend
Bromdampf unter den Bedingungen von RosSSMANN voriiber-
gehend von allen Liickenbindungen des Carotins addiert wird.

Es ist zu begriilen, dal PUMMERER und REBMANN (1, teils mit
REINDEL 1) im Chlorjod ein Reagens gefunden haben, das (fast)
immer alle Doppelbindungen erfaft und zur Kontrolle der Hydrie-
rung dienen kann. Die praktische Voraussetzung ist ein 2,8facher
UberschuB8 des Reagens und geniigend lange Reaktionsdauer. Der
konstante Endwert wird nidmlich von Carotin in 20 Stunden, von
Xanthophyll und Lycopin erst in etwa 7 Tagen erreicht.

Ausfiikrung. Die Losung des Carotinoids in Tetrachlorkohlenstoff (z. B.
0,075 g Carotin in 10 cm3) wird mit dem 3fachen der Theorie an Wissschem
Chlorjodlésung (etwa 0,2 n JC1 in CCl,) vermengt und bei Zimmertemperatur,
unter LichtabschluB, im Schliffkolben aufbewahrt. Man setzt das unver-
brauchte Chlorjod in aliquoten Proben mit wiBrigem Jodkali um, titriert
das Jod mit Thiosulfat und berechnet daraus die Anzahl der abreagierten
Liickenbindungen.

Zechmeister, Carotinoide. 4
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¢) Ermittlung der Doppelbindungen durch Sauerstoffaddition.
Als ein weiteres analytisches Hilfsmittel fiihrten PUMMERER und
REBMANN (1) (teils mit REINDEL 1) die Benzopersdure ein, dessen
Molekiil 1 O-Atom abgibt und 1 Doppelbindung séttigt:
0

AN
—CH=CH— -» —CH—CH—
An diesem Vorgang nehmen stets weniger Doppelbindungen teil,
als an der Wasserstoffanlagerung; 6fters spricht die gleiche Anzahl
auf Benzopersiure und auf Brom (in Chloroform) an.

Ausfiikrung. Man 16st den Farbstoff in der Chloroformlésung der Perséure
von bekannter Stirke, bewahrt die Flissigkeit im Schliffkolben bei 0° und
LichtabschluB auf und titriert die unangegriffene Benzoperssure zuriick.
Eine Carotinlésung wird rasch gelb, spéter gelbgriin, und entfirbt sich im
Laufe eines Tages. Dann ist auch die Umsetzung beendet und die Titrations-
werte dndern sich nicht mehr. (Um eine Korrektur fiir die Selbstzersetzung
der Persiure zu erhalten, liuft ein blinder Versuch mit dem Hauptversuch
parallel.) Die unverbrauchte Persiure wird durch Schiitteln mit wiBrigem

Tabelle 6. Anzahl der nachgewiesenen Kohlenstoffdoppel-
bindungen in Carotinoiden.

Mit Reagenzien, welche die Doppelbindungen
stets | meist vollstandig .
Farbstott vggmgx:g erfassen nur teilweise sittigen
W asserstoff . Brom Brom -
(katalytisch Ohlorjod | o o GrtcL, | porbare | Rhodan

Lycopin . . . . 13 13 — — 12 —

Rhodoxanthin . 12 — — — — _

Rubixanthin . . 12 — — — — —

y-Carotin. . . . 12 — — — — —

p-Carotin. . . . 11 11 11 8 8 —

a-Carotin. . . . 11 — — —_ — —

Kryptoxanthin . 11 — — — — —
Xanthophyll (Lu-

tein) . . . . 11 11 — 8 8 -

Zeaxanthin. . . 11 — — —_ 8 —

Physalien . . . 11 — — 8 8 —

Flavoxanthin . . 11 — — — — .

Violaxanthin . . 11 — — — — _

Taraxanthin . . 11 — — — — _

Fucoxanthin . . 10 — — — — _

Capsanthin . . 10 — — 8 8 —

Bixin . . . . . 9 6 — 5 6 3

Crocetin . . . . 7 — — 3—4 — _

Azafrin . . . . 7 — — 4 — —

Die Literaturzitate sind im Speziellen Teile bei den einzelnen Carotinoiden
angefiihrt.
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Jodkali und Essigsiure reduziert und die Menge des freigemachten Jodes
mit Thiosulfat gemessen.

Die wichtigsten Hrgebnisse der Bestimmung von Doppelbindungen
in natiirlichen Polyenen enthalt Tabelle 6, S. 50.

2. Bestimmung von Methylseitenketten. Einwirkung von Chromséure.

Kaliumpermanganat in Alkali wurde von KurN, WINTERSTEIN
und Karrowrtz zur Ausarbeitung einer analytischen Methode
benutzt, die darauf beruht, daB Polyenketten unter passenden
Bedingungen vollsténdig zu Kohlensdure und Wasser verbrennen,
wéhrend ein seitenstindiges Methyl (und das mit ihm verkniipfte
C-Atom der Hauptkette) in Form von Essigsiure erhalten bleibt.
Die Bedeutung des Verfahrens liegt fiir die Carotinoide darin, daf3
es die Stellung gerade solcher C-Atome klirt, die von Additions-
reaktionen nicht erfalit werden. Auch zeigt jede Methylgruppe in
der Regel einen Isoprenrest als Baustein an. In der Folge hat es
sich erwiesen, daBl die Oxydation wvorteilhafter mit Chromsdure
durchgefiihrt wird. So wurden nach dem Permanganatverfahren
nur drei, nach der Chromsiduremethode aber vier Methylseiten-
ketten im Crocetin als Essigsdure erfaft (Kvey und L’Orsa 1).
Nach KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI und WETTSTEIN verlduft
der Permanganatabbau nur glatt bei Gruppierungen wie

=CH—C=

ba,

wihrend stérker gesittigte Radikale, wie
—CH,—C=

bu,
nur unvollstindig oder iiberhaupt nicht zu Essigsiure abgebaut
werden. In manchen Fillen hélt man so verschiedenartig ge-
bundene C-Methyle auseinander.

Awusfihrungsform der Chromsiuremethode nach KARRER, HELFENSTEIN,
WeHRLI und WETTSTEIN. Die Substanz (0,2 g) wird mit 12 g krystallisiertem
Chromtrioxyd, 3 g Kaliumbichromat, 30 cm® Wasser und 20 ecm® 84proz.
Phosphorsiure auf dem Wasserbad, unter RiickfluB erhitzt und die ent-
standene Essigsiure in CO,-freiem Luftstrom abdestilliert, bis der Riickstand
stark zu schiaumen beginnt, in welchem Moment viermal 30 cm® Wasser
nachgefiillt werden (Gesamtdestillat etwa 150 cm®). Von der zur Neutrali-
sation der Sdure notwendigen 0,1 n-Natronlauge bringt man einen Blind-
wert von 1,5 cm3 in Abzug, dies kann jedoch unterbleiben, wenn Kiihler
und Destillationsaufsitze durch Glasschliff mit dem Kolben verbunden sind
(KARRER, ScHOPP und MORF).

4%
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Ausfithrung. 5—10 mg Substanz werden mit einem Einwégershrchen
auf den Boden des Kolbens gebracht. Man setzt den Kiihler auf, dichtet
Schliff C durch einen Tropfen Wasser, stellt den Sauerstoff- (oder Stickstoff-
oder Luft-) Strom auf 30 Blasen/Minute, dichtet 4 mit Metaphosphorsiure,
fithrt durch B 1cm® konzentrierte Schwefelsiure (d = 1,84) und 4 cm?
5 n-Chromséure ein, dichtet B mit Metaphosphorséure und erhitzt auf einem
Babotrichter mit freier Flamme, unter Riickflu 1!/, Stunden. Die iiber-
schiissige Chromséure wird nach dem Kiihlen fast vollstindig mit Hydrazin-
hydrat, das in sehr kleinen Tropfen zugegeben wird, reduziert. Man stumpft
mit 6 em® 5 n-Natronlauge ab (Kiihlung) und gibt 1 em3® Phosphorsiure
(d =1,7) zu. Vor dem Abdestillieren der Essigsiure ist der Kiihler sehr
griindlich auszuspiilen. Es wird bis auf 2—3 cm? abdestilliert und die iiber-
gehende Essigsiure durch einen Trichter in einem Quarzkélbchen nach
PrEGL (zur KoELDAHL-Bestimmung) gesammelt. Nach Zugabe von je
5 cm3® Wasser destilliert man dreimal nach. Das Destillat (gegen 20 cm3)
wird mit etwas BaCl, auf Abwesenheit von H,S0, gepriift, 7—8 Sekunden
zum Sieden erhitzt und sofort mit 0,01 n-NaOH nach PrEeL auf Phenol-
phtalein bis zur eben beginnenden Rosafirbung titriert. Zur zweiten
Titration werden 2—3mal je 5 cm?® abdestilliert, fiir die dritte nur noch
5—10cm?. (Den Faktor der Lauge bestimmt man mit Oxalséure, bei 4hnlichen
Verdiinnungen wie im Versuch.) Gefunden Mole Essigsaure (Mittelwerte):

a-Carotin . . . . . . .. 4,12 Zeaxanthin . . . . . . . . .. 4,06
B-Carotin . . . . . . .. 5,43 Violaxanthin . . . . . . . . . 5,49
Iso-carotin . . . . . . . 4,47 Azafrin. . . . . . . . . ... 3,55
Lycopin . . . . . . .. 5,45 Bixin . . ... ... .... 4,00
Lutein . . . . . . ... 4,54 Crocetin-dimethylester (trans) . . 3,99

Durch genaue Dosierung von wenig Chromsdure lieBen sich
unter milden Bedingungen die ersten Oxydationsprodukte des
Carotins, Lycopins und Azafrins fassen, welche auf S.141, 160
und 267 besprochen werden (KunN und BROCKMANN 5, 6, 11, 12;
Kuny und GRUNDMANN 1, 2). Fir f-Oxycarotin s. S. 144.

3. Bestimmung der Isopropylidengruppe.

Die Isopropylidengruppe (CH;),C=, wie sie z. B. an beiden
Enden der Lycopinformel steht, kann aus einem Polyenmolekiil
nach KARRER, HELFENSTEIN, PrePER und WETTSTEIN durch
Ozonisierung in Aceton iibergefithrt werden, worauf man das Keton

CH,—C=C... CH,—C=0
| —_—
CH, CH,
jodometrisch bestimmt. (Gefunden z. B. 1,6 Mol. Aceton aus
1 Mol. Lycopin=80% d. Th.) Das gleiche Prinzip wird von KuBE~
und RorH (1) in ihrer Mikromethode zur Bestimmung des Isopro-
phylidenrestes befolgt, nur nimmt man hier nach verlaufenem
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Ozonabbau noch eine Oxydation mit heilem Permanganat (in
Essigsdure) vor und verbessert dadurch in vielen Fillen die Aus-
beute.

Bemerkungen: a) Wie Aceton setzen sich auch andere Methylketone
mit Hypojodit, unter Bildung von Jodoform um. b) Aceton kann in erheb-
licher Menge auch aus Isopropylgruppen (CH,),CH— entstehen (z. B.
0,3 Mol. aus Thymol), besonders, wenn in deren Nachbarschaft Doppel-
bindungen oder Hydroxyle stehen. Weitere Bemerkungen im Original.

Ausfihrung. 5—10 mg Substanz, die voraussichtlich 2-—3 mg Aceton
liefern, werden in einen Rundkolben von 100 cm3 Inhalt, der mit Normal-
schliff versehen ist, eingewogen. Man 16st in 3 em3 Essigsiure (99—100proz.,
MERCE, indifferent gegen Chromsdure, zur Bestimmung der Jodzahl nach
Wiss), wenn notig unter Erwidrmen. Sehr schwer losliche Substanzen sind
feinst zu pulvern und konnen, auch wenn die Hauptmenge ungeldst bleibt,
ozonisiert werden. Zum Ozonisieren wird ein Normalschliff mit Zuleitungs-
rohr, das bis auf den Boden reicht, aufgesetzt. Das Zuleitungsrohr ist durch
Schliff an den Ozonapparat anzuschlieBen, das Ableitungsrohr ebenso an
einen zweiten gleichartigen Rundkolben, der mit 3 cm® Wasser beschickt
ist und mit schmelzendem Eis gekiihlt wird. Fiir die kleinen Substanzmengen
ist in der Regel eine Ozonisierungsdauer von 2—3 Stunden mehr als aus-
reichend (Stromungsgeschwindigkeit 20 cm® pro Minute, Ozongehalt des
Sauerstoffs 3,2%). Den Inhalt des zweiten Rundkolbens spiilt man mit
etwa 20 cm® Wasser zur Eisessiglosung, stumpft mit 16 cm® reinster 2 n-
Natronlauge etwa 2/, der Séure ab und fiigt 5 cm® n-Kaliumpermanganat
zu. Nach Aufsetzen eines 80 cm langen Kiihlers, der Normalschliffe zum
Erhitzen unter Riickflul und zum Abdestillieren trigt, wird zundchst unter
RiickfluB 10 Minuten zum Sieden erhitzt. Nach Wendung des Kiihlers
destilliert man 20—25 cm3 in eine, mit 10 cm3 Wasser beschickte, eisgekiihlte
Vorlage ab. Der VorstoB taucht schon zu Beginn der Destillation ins Wasser.
Das Destillat, dessen Essigsduregehalt z. B. 30 cm® 0,1 n-Natronlauge ent-
spricht, wird noch kalt mit 10 cm? 2 n-Natronlauge und unter gutem Schiitteln
mit 10 cm?® 0,05 n-Jodlésung in rascher Tropfenfolge versetzt. Man laBt
verschlossen, unter Ofterem Umschiitteln 10—15 Minuten bei Zimmer-
temperatur stehen, siuert mit 6 cm3 reiner konzentrierter Salzsdure! an
und titriert nach 2—3 Minuten aus einer Mikrobiirette mit 0,05 n-T"hiosulfat
(Stirke). Fiir alle Operationen und fiir die Darstellung der Loésungen ist
doppelt destilliertes Wasser zu verwenden, das kein Hypojodit verbrauchen
darf. 1cm? 0,05 n-Jod entspricht 0,484 mg Aceton.

4. Bestimmung der Hydroxylgruppe.

Nach Karrer, HELFENSTEIN und WEHRLI sind die Sauer-
stoffatome der xanthophyllartigen Carotinoide nicht, wie man
frither vermutete, #therartig gebunden, sondern sie liegen als

1 Nach H. Lies 2 Minuten ausgekocht, etwa 37proz.; vgl. F. PREGL:
Die quantitative organische Mikroanalyse, 3. Aufl., S. 178. 1930.



Bestimmung der Hydroxylgruppe. 55

Hydroxzyle vor und konnen mit Hilfe der ZEREWITINOFFschen
Methode quantitativ bestimmt werden, ndmlich durch Messung
X—O0H + CHMgJ = CH, + X—OMgJ
des entwickelten Methans, bei volligem WasserausschluB. Die An-
wesenheit von alkoholischen Hydroxylen wurde in der Folgezeit
durch Isolierung von natiirlichen und synthetischen Fettsédure-
estern bestitigt (vgl. z. B. KvaEN, WINTERSTEIN und KAUFMANN

1, 2; ZecaMrISTER und CHOLNOKY 11, 12).

Bei der Kritik der nach ZEREWITINOFF erhaltenen Resultate
wiren die folgenden Erfahrungen in Betracht zu ziehen: a) In An-
wesenheit von 4—6 Hydroxylen im Polyenmolekiil wird die Analyse
in dem Sinne unsicher, daf sie moglicherweise nicht alle OH-Grup-
pen erfalit; b) ausnahmsweise kann auch in Ermangelung von
-OH aktiver Wasserstoff auftreten, was bei dem Diketon Rhodo-
xanthin der Fall ist (KueN und BrROCKMANN 9). Dieser Farbstoff
tiuscht eine Hydroxylgruppe vor, die wohl im Wege einer
Enolisierung gebildet wird. KaARRER, WEHRLI und HELFENSTEIN
beniitzen die von FLASCHENTRAGER zur Untersuchung kleiner
Substanzmengen vorgeschlagene Apparatur und verwenden reines
Pyridin. Das GrIcNARD-Reagens wurde durch 1-stiindiges Kochen
im Stickstoffstrom von {iiberschiissigem Jodmethyl befreit, die
Substanz im Vakuum, bei erhohter Temperatur getrocknet und
10 Minuten bei Raumtemperatur, dann 5 Minuten bei 50° und
noch 10 Minuten bei 85° reagieren gelassen. Gefunden: je 2 OH-
Gruppen in den Xanthophyllen C,H;;0,. Fiir Fucoxanthin sind
die Ergebnisse noch nicht endgiiltig, aber mindestens 4 Hydroxyle
diirfen angenommen werden (KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI,
PierEr und MORF).

Fir Violaxanthin geben KUEN und WINTERSTEIN (6) vier
aktive H-Atome an, dem steht jedoch die Angabe von KARRER
und MorF (4) gegeniiber, wonach diese Zahl nur 3 betrigt. Beim
Taraxanthin zeigt die ZEREWITINOFF-Bestimmung nach KvaN und
LEDERER (3) nur wenig mehr als 3 H-Atome an. Fiir Bixin vgl.
auch bei ForBAT.

Im folgenden wird eine modifizierte Mikromethode nach RoTH
beschrieben, bei welcher (im Gegensatz zur Originalvorschrift von
FLASCHENTRAGER) in einer Stickstoffatmosphére gearbeitet wird.

Technischer Bomben-Stickstoff wird durch eine 50 cm lange, schwach
glithende Schicht von Kupferdrahtstiicken (Makro-Verbrennungsofen), dann
durch 50proz. Lauge, konzentrierte Schwefelsdure und schlieBlich durch ein



56 Methoden der Konstitutionsforschung.

U-Rohr mit P,0; geschickt. Reagenzien. Isoamylither: Einige Tage mit
Na stehen lassen, dann iiber frischem Natrium destillieren. Magnesiumband:
Wird mit verdiinnter Essigsiure, Alkohol, Ather gereinigt. Methyljodid:
Technische Ware kann durch fraktionierte Destillation gereinigt werden
(Siedep. 43°). Anisol (MERck): Uber Natrium destilliert und ebenso auf-
bewahrt; 5 Stunden vor Versuchsbeginn einen Wochenvorrat in eine kleine
Flasche fiillen, pro 20g 1g P,0, zugeben und zweimal durchschiitteln.
Zur Analyse wird das klare Anisol abpipettiert.

Gr16NARDsche Losung. In einen 150 cm3-Rundkolben mit aufgeschliffenem
Kiihler, der durch ein CaCl,-Rohr nach oben abgeschlossen ist, werden
4,5 g blankes Mg, 50 g Amylither und 18 g Jodmethyl (tropfenweise),
schlieBlich einige Jodkrystalle eingefithrt. Der Kolben wird mit aufgesetztem
Kiihler auf ein Wasserbad gestellt und langsam erwirmt. Ist die Reaktion
zu heftig, so wird das Bad entfernt. Man setzt das Erwidrmen bis zum Auf-
héren der Reaktion fort (2!/,—3 Stunden).

Nach dem Abkiihlen auf 30° wird der RiickfluBkiihler durch ein Einsatz-
stiick zum Einleiten von Stickstoff und einen angeschliffenen absteigenden
Kiihler ersetzt. Das iiberschiissige Methyljodid wird unter Stickstoff bei
45° am Wasserbad !/, Stunde abdestilliert. Unterdessen wird eine Glasnutsche
(11 G 4, Scuort) und ein Absaugkolben im Trockenschrank bei 110° ge-
trocknet. Der noch heifle Kolben mit aufgesetzter Nutsche wird an eine
gute Wasserstrahlpumpe angeschlossen, wobei man aus der Bombe Stick-
stoff durch die Nutsche in den Kolben leitet. Sind GrIGNARD-Reagens
und Nutsche auf Raumtemperatur erkaltet, so wird das Reagens von den
Mg-Riickstinden im Kolben in die Nutsche abgegossen. Das Durchsaugen
kann mitunter mehrere Stunden in Anspruch nehmen. Ein unnétiger Luft-
zutritt wird vermieden, wenn man den Schlauch der Pumpe schon abzieht,
solange sich noch auf dem Glassinterboden der Nutsche etwa 1—2 mm
GrIoNARD-Reagens befinden. Ungeachtet des beim Aufheben des Vakuums
gebildeten feinen Hiutchens auf dem GrIiGNARD-Reagens, wird die klare
Losung in eine, durch Einleiten von Stickstoff gekiihlte, 100 cm? fassende
braune Flasche abgegossen. Um Spuren von Methyljodid zu entfernen,
wird ein Claisenkolben (100 cm?) abwechselnd evakuiert und mit N, gefiillt,
dann das Filtrat unter N, in den Kolben eingefithrt und wieder evakuiert
(plotzliches Anspringen des Vakuums vermeiden, Kontrolle manometrisch).
Die restlichen Spuren von CH,J saugt man in einem Bade von 50° unter N,
bei 18 mm Druck in 1 Stunde ab. Zuletzt wird aus der Bombe mit Hilfe
eines Hg-Uberdruckventils der Kolben langsam mit Stickstoff gefiillt und
das klare Reagens in braunen Flaschen (15—25cm?®) mit gutem Schliff
aufbewahrt. Monatelang haltbar.

Das Reaktionsgefifs (Abb. 9) hat einen Inhalt von 17 cm?; die Dichtig-
keit wird mit einem Schliff von 25 mm Lénge erreicht, der mit Stahlfedern
gesichert ist. In demselben sind das N,-Zuleitungsrohr, sowie Stickstoff-
bzw. Methanableitungsrohr (lichte Weiten 2 bzw. 1 mm) eingeschmolzen.
,»Ha‘ dient nach erfolgter Luftverdringung zum SchlieBen des Systeme.
Die durch die Gabelung des Stickstoff-Einleitungsrohres entstandenen Anséatze
liegen 4 mm oberhalb und parallel zu den GefiBwandungen. Das Reaktions-
gefiB besteht aus zwei Schenkeln. Die langgestreckte Form von B ver-
hindert beim Schiitteln ein Benetzen des Glasschliffes. Der kleine Schenkel 4
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Aus dem heiflen Trockenschrank entnimmt man beide Teile des Reaktions-
gefaBes, paBt sie zusammen, setzt ,,Ha‘‘ ein und leitet N, durch. Unterdessen
wird die Substanz abgewogen (an ein Stickstoff-Einwéigershrchen nach PREGL
ist ein langer Stiel angeschmolzen). Das Wigeglischen 148t man ohne
Stopfen vorsichtig in B gleiten. Wahrend dieser Zeit erkalten die beiden
Pipetten im Stickstoffstrom. Nach erfolgter Riickwigung wird mit der
3 cm3-Pipette das Losungsmittel zugegeben. Lost sich die Substanz in der
Kilte im Anisol nicht, so wird unter Stickstoff langsam erwéirmt, allenfalls
bis zum Sieden des Anisols erhitzt, abgekiihlt und 1 cm® GriGNARD-Reagens
in den Schenkel A gebracht. Jetzt werden Hahn Ha und der Schliff am
oberen Rande mit reinem Vaselin eingefettet, der Schliff in das Reaktions-
gefil gut eingepaBt, die Stahlfedern eingehakt und die Verbindung mit
der Biirette hergestellt. Das Quecksilber in der Biirette wird auf 0,0—0,1 cm?
eingestellt und dem Reaktionsgefdl das Kiithlbad untergesetzt. Nun wird
5 Minuten Stickstoff durch die Apparatur geleitet, hierauf Ha und der
Dreiwegehahn Hb geschlossen. Der Stickstoffstrom wird inzwischen klein-
gedreht. Ist nach 3 Minuten eine Druckénderung wahrzunehmen, so wird
durch Offnen des Dreiwegehahnes Atmosphirendruck hergestellt. Nach
weiteren 3 Minuten miissen die Quecksilberkuppen auf gleicher Hohe stehen.
(Ist dies nicht der Fall, so kann mit Sicherheit auf einen unterlaufenen Fehler
geschlossen werden.) Ist die Temperatur des KiihlgefiBes abgelesen, so
wird das Kiihlbad weggezogen. Durch Neigen des ReaktionsgefidBes bringt
man das Reagens mit der Substanz zur Reaktion. Das Reaktionsgefi
wird so lange geschiittelt, bis nach dem Kiihlen keine Gasentwicklung
mehr erfolgt. Die Druckéinderung wird mit der Quecksilberbirne ausgeglichen
und nach 5 Minuten das gefundene Volumen abgelesen. Jetzt hingt man
das Reaktionsgefil in das bereitstehende Wasserbad von 959, schiittelt
ofters und senkt die Quecksilberbirne. Mit dem Kiihlbade von Raum-
temperatur wird nach 10 Minuten gekiihlt, wobei der entstehende Unter-
druck aufzuheben ist (Schiitteln beschleunigt die Abkiihlung). Hort die
Volumabnahme auf, so wird mit neuem, dem Behilter entnommenen Wasser
gekiihlt und die Endablesung nach 10 Minuten (vom Beginn des Kiihlens)
vorgenommen, wobei die Temperatur mit der vor der Reaktion iiberein-
stimmen mubB.

Die Ermittlung von Lage und Natur der Hydroxylgruppen bildet
eine wichtige Aufgabe fir die Konstitutionsforschung. Soweit
bisher bekannt, steht —OH in der Regel im cyclischen Molekiilteil,
demnach gestatten Abbauprodukte, die bei der Spaltung eines
solchen Ringes gefallt werden, eine gewisse

OE& /0H3 Orientierung iiber die Lage des Hydroxyls.
I So liefert z. B. ozonisiertes g-Carotin unter
Oﬁ;\C’  CH—. .. anderem Dimethylmalon-, ax-Dimethylbern-
AH I stein- und ao-Dimethylglutarsédure, wahrend
2 O—CH, Xanthophyll die letztgenannte Sdure nicht
\O’Ho gibt (KARRER, WEHRLI und HELFENSTEIN;

Fin Ring des §-Carotins. KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI, PIEPER
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und Morr; vgl. S. 138 und 190). Das Hydroxyl muB also der-
art gestellt sein, daff die Bildung von oo -Dimethylglutarsiure
HOOC—CH,—CH,—C(CH,),COOH (aus den kursiv gedruckten
C-Atomen) vereitelt wird; eine ortho- oder para-Lage zum qua-
terndren Kohlenstoff ist daher unwahrscheinlich.

Die Frage, ob zwei Hydroxyle eines Carotinoides benachbart
sind, ob also der Farbstoff zu den o-Glykolen zihlt, 148t sich nach
der eleganten Methode von CRIEGEE entscheiden (s. auch CRIEGEE,
KrAFT und RANK): «-Glykole werden von Bleitetraacetat nach
der Gleichung

>C—0H >C=0

| +Pb(00CCH,), - + 2 CH,COOH -+ Ph(0OCCH,),

>C—O0H >C=0
glatt oxydiert, worauf man das unverinderte Reagens jodometrisch
zuriickmiflt. Vor der Anwendung des Verfahrens auf ein Caro-
tinoid werden die Doppelbindungen hydriert. Auf diesem Wege
konnten KurN und DruTscH (2) beweisen, dall Perhydro-azafrin
(wie Azafrin selbst) ein «-Glykol ist, und zwar — da das Reak-
tionsprodukt keine Aldehydmerkmale gezeigt hat — ein diter-
tidres Glykol!.

Beispiel fir die Titration mit Bleitetraacetat. 0,192 g Perhydro-azafrin
wurden in 50 cm® Eisessig gelost, mit 20 cm3 0,1 n-Bleitetraacetat in Eis-
essig und nach 20 Stunden mit 20 cm® Kaliumjodidlsung (20 g KJ und
500 g krystallisiertes Natriumacetat in 11 Wasser) versetzt, und das vom
iiberschiissigen Tetraacetat ausgeschiedene Jod mit 0,1 n-Thiosulfat zuriick-
gemessen. Verbraucht 7,25 cm?, im Blindversuch 15,90 cm3 Thiosulfat; die
Differenz entspricht 0,97 Mol. a-Diglykol. (Der Eisessig muB vor dem
Versuch einen Tag {tber Chromtrioxyd gekocht und dann destilliert werden.)

Wie ersichtlich, wird durch das Bleiverfahren unter Um-
standen die Diagnose von sekunddren bzw. tertidren Alkoholgruppen
ermoglicht. An tertiire wird man auch denken miissen, falls die
Veresterung eines Polyenalkoholes mifilingt (KvEN, WINTERSTEIN
und Rorr). Die sekundére Alkoholgruppe kann ibrigens durch
Oxydation des Perhydrokérpers zu einem Keton nachgewiesen
werden (KARRER, ZUBRYS und MORF).

Carotinoide mit primdrem Alkoholcharakter sind derzeit un-
bekannt.

1 Ein negatives Resultat, wie solches von KARRER, ZuBRYs und MorF
mit Violaxanthin erhalten wurde, schlieBt die Anwesenheit von trans-
gestellten Hydroxylen nicht mit aller Schirfe aus.
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5. Die Bestimmung der Methoxylgruppe

wird ohne weiteres nach der bekannten Jodwasserstoff-Methode
von ZEISEL vorgenommen bzw. nach deren mikrochemischen Aus-
fihrungsform (PREGL).

6. Untersuchung der veresterten Hydroxylgruppe (Farbwachse).

Bei der Priiffung von veresterten Carotinoiden miissen vor allem
die alkoholische und die saure Komponente identifiziert werden,
dann ist die Aufgabe auf die Untersuchung eines einfachen Polyen-
farbstoffes zuriickgefithrt. Noch vor der Hydrolyse, die stets
alkalisch vorgenommen wird, kann man wichtige Konstanten des
zugrunde liegenden Farbstoffes ermitteln (Doppelbindungen, Brom-
zahl, Methylseitenketten), was mit Riicksicht auf die erhohte
Loslichkeit des Farbwachses vorteilhaft sein kann. Eine praktische
Untersuchungsmethode, namentlich zwecks Bestimmung des Ge-
wichtsverhaltnisses Fettsdure/Farbstoff besteht darin, dal man
den Ester katalytisch hydriert. So verschwinden die stérenden
Liickenbindungen und die gewohnlichen Verfahren der Fettanalyse
werden anwendbar.

Man fithrt die Verseifung durch Stehenlassen der Atherlosung iiber
konzentriertem methyl- oder athylalkoholischem Kali durch, oder in homo-

genem Medium, mit Natriuméithylat -+ 99proz. Athylalkohol (KvEN und
WINTERSTEIN 6) und titriert die Lauge zuriick.

7. Nachweis und Bestimmung der Ketongruppe.

Ketongruppen, die unmittelbar an ein konjugiertes Doppel-
‘bindungssystem angeschlossen sind, konnen nur unter besonderen
Bedingungen nachgewiesen werden, nimlich mit Hilfe von freiem
Hydroxylamin, in Gegenwart von Alkali, bei erhéhter Temperatur
(Niheres s. unter Rhodoxanthin). Die Anzahl der Carbonyle
geht dann aus der Analyse des Oxims hervor. Es gibt aber auch
Fille, in denen nicht einmal auf das erwihnte Reagens alle >CO-
Reste ansprechen, so sind in dem kiinstlich erhaltenen Diketon
Semi-B-carotinon nur 1, in dem Tetraketon f-Carotinon nur 2 Ke-
tonreste nachweisbar (KueN und BRockMANN 5, 11; vgl. S. 146).

Das reaktionstrige Carbonyl des Dioxyketons Capsanthin
wurde dadurch erkannt, da§ das durchreduzierte Priparat 3 Acetyl-
gruppen aufnahm, wihrend der Naturfarbstoff nur mit 2 Mole-
kiilen Fettsiure sich verestern lit (unversffentlicht).
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Das Beispiel des Lycopinals zeigt deutlich, daB der Aldehydrest auch
auf diesem Gebiete bedeutend leichter reagiert (8. 161); natiirliche Polyen-
aldehyde sind indessen noch nicht bekannt.

8. Bestimmung der Carboxylgruppe.

Einer Titrieranalyse steht in der Regel nichts im Wege.

Beispiele. Crocetin (30—50 mg) wurde in 50 cm® warmem Aceton gelost
und unter Verwendung von «-Naphtolphtalein als Indicator mit n/40-
Natronlauge auf Olivgriin titriert. Nach Zugabe eines Alkaliiiberschusses
hat man mit 1 Vol. Wasser verdiinnt und mit n/40-Schwefelsiure auf
Orangegelb zuriicktitriert (Aceton und Wasser sind vor Ausfithrung des
Versuches mit dem Indicator und so viel Lauge zu versetzen, da8 sie schwach
griin erscheinen). — Azafrin lieB sich in alkoholischer Losung mit n/100-
Natronlauge und Thymolblau mafBanalytisch bestimmen (KunN, WINTER-
sTEIN und WikcaND; KunN, WINTERSTEIN und Roru). — Die Titration
der sauren Gruppe gelingt einfach, unter Verwendung von Alkohol, Natron-
lauge und Phenolphtalein, wenn das Carotinoid vorher perhydriert wird.

9. Isolierung von griéBeren Spaltstiicken im Wege
des Permanganatabbaues.

KARRER und seine Mitarbeiter haben gezeigt, dall man mit
Hilfe von Permanganat, unter milden Bedingungen, charakteristi-
sche Spaltstiicke aus dem Polyenmolekiil herausschlagen kann,
welche wertvolle Hinweise fiir die Aufstellung der Strukturformel
bieten. Namentlich die in den wichtigsten Carotinoiden vor-
kommenden Ringsysteme verraten sich bei einer solchen Behand-
lung. Oxydiert man z. B. Carotin, so erkennt man das in kleinen
Mengen gebildete f-Jonon an seinem veilchenartigen Geruch,
wihrend durch einen gleichzeitig verlaufenden, weiteren Abbau der
hydroaromatischen Ringe krystallisierte Dicarbonsduren gewonnen
werden, nidmlich: Dimethyl-malonsgure HOOC—C(CH,),—COOH,
ao-Dimethyl-bernsteinsdure HOOC—CH,—C(CH;),—COOH und
ao-Dimethyl-glutarsdure HOOC—CH,—CH,—C(CH,),COOH (s. bei
KARRER und HELFENSTEIN 1; KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI
und WETTSTEIN sowie im Speziellen Teil). Die charakteristischen
Spaltprodukte entstehen aus f-Jononringen, wie dies aus den
Formeln auf S. 138 ersichtlich ist. Die Methode fithrt so sicher zum
Ziel, daB3 man auch von dem Ausbleiben einzelner Spaltstiicke
Schliisse ziehen darf.

So entstehen aus Xanthophyll (Lutein) oder Zeaxanthin, wie aus Carotin,

Dimethylmalon- und Dimethyl-bernsteinséure, wihrend aa-Dimethyl-glutar-
saure und Geronséure (s. S. 62) in keinem Falle erhiltlich sind. Die Ringe
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miissen daher die OH-Gruppen in solcher Stellung tragen, daB dadurch
die Bildung der letztgenannten Spaltprodukte vereitelt wird (vgl. auch
KAarrER, WEHRLI und HELFENSTEIN ; KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI und
WETTSTEIN; KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI, PIEPER und MORF; NILSSON
und KARRER). Die genaueren Formulierungen sind aus S. 9 ersichtlich.
Aus den hydroxylreicheren Polyenen Violaxanthin bzw. Fucoxanthin wurde

nur Dimethyl-bernsteinsdure bzw. nur Dimethyl-malon-

CH, CH, siure erhalten.
\C/ Ein besonders wichtiges Abbauprodukt, die

Geronsiure (ao- Dimethyl - 8-acetyl - valeriansiure),
(I)Hz COOH die zuerst von KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI
CH, CO—CH, und WETTSTEIN mit Hilfe von Ozon isoliert
wurde (s. unten), kann aus Azafrin unter Verwen-
dung von Permanganat erhalten werden (Kumw
und DruTscH 2).

Beispiele fiir die Methodik. Abbau des Carotins mit Permanganat zu
den Dicarbonséiuren: S.139. Abbau des Azafrins zu Geronsidure: S.268.

\C/Hz

Geronséure.

10. Abbau mit Ozon.

Das hochungesittigte Polyenmolekiil bietet dem Ozon natur-
gemaB zahlreiche Angriffspunkte, beim Spalten des Ozonides
konnen daher komplizierte Verhdltnisse obwalten. Wihrend am
Bixin schon vor lingerer Zeit wichtige Ergebnisse erzielt worden
sind (s. dort; Untersuchungen von RinkEs 1—3, van Hasserr
1—3), haben die Carotinoide im engeren Sinne erst spéter eine
analoge Bearbeitung erfahren.

Die Ozonisation erméglicht z. B. die Ermittlung der Endgruppen,
8o konnten KARRER und BACHMANN aus Lycopin Aceforn gewinnen,
dessen Menge sich auf 80% der fir zwei Isopropylidenreste
=C(CHj;), berechneten Ausbeute steigern 148t (KARrRER, HELFEN-
STEIN, PIEPER und WETTSTEIN). Damit waren beide Molekiilenden
des Tomatenfarbstoffes festgelegt. In der Folgezeit hat dasselbe
Prinzip als Grundlage fiir die quantitative Bestimmung der Iso-
propylidengruppe gedient, wie sie auf S. 53 nach KumN und
Rotr (1) beschrieben wurde. KEs hat sich erwiesen, daf das
y-Carotinmolekiil an dem einen Ende aliphatisch ist und dort von
dem Rest =C(CH,), abgeschlossen wird.

Aus Carotin gelang es schon frither, durch Ozonisierung in Eis-
essigsuspension bzw. in Tetrachlorkohlenstoff-Eisessiglosung die
wichtige Geronsiure (Formel oben) zu fassen (KARRER, HELFEN-
STEIN, WEHRLI und WETTSTEIN; KARRER und Morr 3). Damit
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steht das Ergebnis einer ausfiihrlichen Arbeit von PUMMERER,
REBMANN und REiNDEL (2) in Einklang, in welcher die Ozon-
spaltung des Carotins und des 8-Jonons vergleichend

durchgefihrt wurde. Ein bedeutender Teil der CHs /CH,,
Kohlenstoffkette des Carotins lief} sich in Form von Y%

zum Teil groBeren Spaltstiicken isolieren, die alle /™

auch aus f-Jonon entstehen. An weiteren Abbau- CH, (IJHZ
produkten wurden Geronsdure und Glyoxal gefaft. (!H2 CO—CH,
a-Carotin liefert auBer Geron- auch die erwartete

Isogeronsdure (yy-Dimethyl-d-acetyl-valeriansiure), Isggggi suro.
deren Semicarbazid von demjenigen der Geron-

sdure sich leicht tremnen 1liBt (KARRER, MorF und WALKER).

Methodische Beispiele. Isolierung der Geronséure aus S-Carotin mit
Hilfe von Ozon: S.141; Trennung von Isogeronsiure: S.142.

11. Untersuchung der Produkte der thermischen Zersetzung.

Bei dem durchgreifenden Zerfall, den jedes Carotinoid in der
Hitze erleidet, 148t sich ein kleiner Teil in Form von wohldefinierten
Produkten fassen, aus denen gewisse Riickschliisse auf die Gestalt
des Farbstoffmolekiils zuléssig sind. Die Ausbeuten sind meist so
gering (z. B. wenige Promille), daBl diese Methode allein in keinem
Falle ausreichen wiirde; doch gibt sie gute Fingerzeige fiir die
Konstitutionsforschung, so daBl man von jeder Strukturformel die
zwanglose Erklirung auch der thermischen Befunde fordern darf.
Namentlich sind die Methylgruppen auch in der Hitze relativ
widerstandsfahig, demgemaf 148t sich die relative Stellung von
benachbarten CHj-Seitenketten ermitteln.

Als erster hat vaN Hassert (2) dieses Verfahren angewandt.
Nach seinen Beobachtungen gibt das Bixin m-Xylol, woraus auf
die aromatische Natur des Farbstoffes geschlossen wurde (vgl. dazu
HEerzie und Favtis 1). Nach KvaN und WINTERSTEIN (2) stammt
aber das Xylol aus dem folgenden offenen Kettenteil, der erst bei

CH
N\
...=CH—C=CH—CH=CH—C=... CH—C C—CH,
- [
H, éH3 CH CH
\7Z.
CH

erhéhter Temperatur eine Cyclisierung erlitten hat. Das gleiche
gilt fiir die analoge, an Capsanthin gemachte Beobachtung
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(ZecaMEISTER und CHOLNOKY 4). Jiingst haben KueN und
WINTERSTEIN (8, 9, 12) eine Reihe von natiirlichen Polyenen
eingehend untersucht und die in Tabelle 7 aufgezihlten Produkte
der thermischen Zersetzung erhalten.

Tabelle 7. Produkte der thermischen Zersetzung von Carotinoiden
(KvBN und WINTERSTEIN 8, 9, 12).

m- 2,6- Dicarbon- | Tricyclo-
Farbstoff Toluol |m-Xylol| Toluyl- | Dimethyl- siure crocetin
séure naphtalin | C;,H;0, CH,,0,

p-Carotin + + +

Lycopin . . + +

Zeaxanthin + + +

Bixin . . . + + +

Crocetin . . + + +1 + +
Azafrin . . -+ + +

Die Erklirung dieser Beobachtungen ergibt sich auf folgendem
Wege : Die Bildung des m-Xylols wurde oben formuliert ; das Toluol
diirfte der, in Carotinoiden allgemein vorkommenden Gruppierung

...=CH—CH=CH—C=CH—CH=. ..
bu,

entstammen. Neben diesen Kohlenwasserstoffen tritt nur dann
m-Toluylsdure auf, wenn schon der Farbstoff Carboxyl enthielt,
durch welches die Bildung der genannten S&ure aus der folgenden
Endgruppe erméglicht wird:

.. .—-CH=CH—CH=(|J——CH=CH—COOH

CH,
Das 2,6-Dimethyl-naphtalin kann nicht aus Jononringen her-

vorgehen, da es bei dem FErhitzen auch des rein aliphatischen
Crocetin-dimethylesters erhalten wurde, hingegen liefert ein Spalt-

stitck des offenen, chromophoren Systems durch doppelte Cycli-
sierung das Naphtalinderivat:

...—CH CH CH CH

AN YAVAN
CH CH (IJ—CH3 (|}H C (IJ—-—CH3

[ —_— I
CH,—C CHCH CH—C C CH

N/ VAV

CH CH— ... CH CH
Mittelstiick eines Carotinoides. 2,6-Dimethyl-naphtalin.

1 Das Crocetin wurde als Dimethylester angewandt.
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Merkwiirdige Reaktionen zeigten sich bei der Erhitzung des
Crocetin-dimethylesters: einerseits findet eine Cyclisierung statt
und es erscheint das strukturell ungeklirte T'ricyclo-crocetin
(CgoH,40,, drei Ringe), andererseits spielt sich durch Austritt eines
mittelstandigen C,-Restes eine Kettenverkiirzung ab und eine gut
krystallisierte, farblose Dicarbonsdure C,,H,;0, wird gebildet:

CH,00C-C=CH-CH: =CH-C=CH-CH=CH-CH= C-CH=CH-CH=C—COOCH,
: | . |

H2ooCH e, cH,
Crocetin-dimethylester.
¥
CH,00C—C=CH—CH=C—CH=CH—CH=C—COOCH,
| I
CH, CH, CH,

1,4,8-Trimethyl-octatetraen-1,8-dicarbonsiure-dimethylester.

Ausfithrung der thermischen Zersetzung. Die Carotinoide werden in stark-
wandige Kugelréhren von 90 cm?® Inhalt gefiillt. Die 6 mm weiten, 30 cm
langen, schwach abgebogenen Ansatzrohre tragen in Abstinden von 7 und
15 cm von der Hauptkugel noch zwei kleinere kugelige Erweiterungen. Der
an den Wandungen haftende Farbstoff wird mit Chloroform sorgfiltig
heruntergespiilt und das Chloroform am Wasserbade so abdestilliert, daB
vom Farbstoff nichts an der oberen Halfte der Kugel haften bleibt. Man
erhitze zunichst im Olbade unter 1 mm Druck auf 110°, wechsle dann die Vor-
lage, die mit Kohlenséureschnee-Aceton gekiihlt war, und steigere die Tem-
peratur langsam bis zum eben beginnenden Schmelzen weiter. Die vor-
sichtige Zersetzung benotigt mindestens 2 Stunden. Zur Identifizierung der
Reaktionsprodukte ist es oft zweckméfig, eine Oxydation mit alkalischem
Permanganat vorzunehmen, wobei aus Toluol Benzoesdure, aus m-Xylol
Isophtalsédure entsteht.

12. Ermittlung von Asymmetriezentren im Molekiil.

Fiir die Aufklirung des molekularen Baues ist die Messung am
Polarimeter von Wichtigkeit, was z. B. aus der Existenz von
rechtsdrehendem und inaktivem Carotin hervorgeht (8. 128).

Nachdem D-Licht von Carotinoiden kaum durchgelassen wird,
hat man vorgeschlagen, die C-Linie (656,3 yu) aus einem Mono-
chromator als Lichtquelle zu beniitzen, was fiir nicht besonders
farbkriftige Losungen hinreicht (ZECHMEISTER und TuzsoN 2).
Eine viel stirkere Lichtquelle wurde von KuaN, WINTERSTEIN und
LepERER eingefiihrt, nidmlich eine Quarz-Cadmiumlampe von
Siemens & Halske, welche bei 20 cm Rohrldnge und 10 mm Durch-
messer mit 4 Ampere belastet wird. Zwischen Lampe und Spalt des

Zechmeister, Carotinoide. 5



66 Methoden der Konstitutionsforschung.

Polarimeters befindet sich eine Cuvette mit Wasser und ein Rotfilter
von Schott & Gen., so daBl nur monochromatisches Licht von der
Wellenléinge 643,85 uu hindurchtritt. Die Messungen sind sehr
genau; als Losungsmittel sind z. B. Essigester, Benzol oder Chloro-
form geeignet. Die Werte fir [«]cq liegen um 5—10% hdoher
als fir [o]c.

Auf die genaue Definition der jeweils beniitzten Wellenlinge
ist zu achten, da die Rotationsdispersion von Carotinoiden be-
deutend ist (KARRER und WALKER 1).

13. Strukturchemische Folgerungen aus spektfroskopischen Daten.

Die Moglichkeiten zur Auswertung der Absorptionsbander fiir
die Zwecke der Konstitutionsforschung sind noch bei weitem nicht
ausgeschopft.

Allgemein gilt das Prinzip, daB je mehr Doppelbindungen mit-
einander ununterbrochen konjugiert sind, um so langwelliger wird
die maximale Lichtextinktion, eine im groen und ganzen gleich-
bleibende molekulare Struktur vorausgesetzt. Fallen die Absorp-
tionsbdnder von zwei Carotinoiden (fast) zusammen, dann miissen
Anzahl und Verteilung der chromophoren Liickenbindungen iden-
tisch sein; so sind z. B. §-Carotin, Kryptoxanthin und Zeaxanthin
spektroskopisch kaum zu unterscheiden. Von einem neu aufge-
stellten Strukturbild wird gefordert, daB es mit allen anderen
gesicherten Polyensymbolen auch spektroskopisch in Einklang
stehe.

Bei der Erforschung eines Carotinoides diirfte in vielen Fillen
das folgende Prinzip wegleitend sein: Wird bei einem chemischen
Eingriff ein Bestandteil des Chromophors selbst angetastet, so
beobachtet man eine erhebliche Anderung des Absorptionsspek-
trums, zieht hingegen die Reaktion das farbgebende System nicht
in Mitleidenschaft, so kann man relativ grofe Teile des Molekiils
ohne Verschiebung der optischen Schwerpunkte variieren. Sehr
schén werden diese Verhéltnisse durch Beobachtungen von KunN
und BROCKMANN (6, 8, 9, 11), KurN und GRUNDMANN (1, 2) sowie
von KuaN und DrurscH (2) illustriert.

Das Diketon Rhodoxanthin bildet ein Dioxim unter bedeutender
Farbaufhellung, folglich miissen die >C=0-Gruppen des Eiben-
farbstoffes mit dem Kohlenstoff-Doppelbindungssystem konjugiert
sein, was mit allen anderen Tatsachen in Einklang steht. Dasselbe
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gilt fiir die Oximierung des Kunstproduktes Lycopinal, hingegen
bleibt ein solcher Effekt nach der Einwirkung von Hydroxylamin
auf Azafrinon oder auf f-Carotinon aus. Da das Carotinon zu
den Tetraketonen zahlt, jedoch nur ein Dioxim bildet, miissen
diejenigen Ketongruppen in Reaktion getreten sein, welche nicht
unmittelbar an die konjugierten C-Doppelbindungen angeschlossen
sind. Genau so verhélt sich das Monoxim des Diketons Semi-S-
Carotinon (Tabelle 8).

Tabelle 8. Spektroskopischer Vergleich einiger Polyen-carbonyl-
Verbindungen (Literatur s. oben).

Polyen Lgs;ltlggs- Lage der optisc(l;e;g Schwerpunkte
Rhodoxanthin . . . . . Hexan 524 489 458
Rhodoxanthin-dioxim . . . 513 479 451
Lycopinal . . . . . . . Benzin 525,5 490,5 455,5
Lycopinal-oxim . . . . »s 503,5 471 442
Dihydro-rhodoxanthin . Hexan 480 449 422
Dihydro-rhodoxanthin-di-

oxim . . . . . .. ys 480 449 422
p-Carotinon . . . . . . Benzin 502 468 440
B-Carotinon-dioxim . . . . 502 468 440
Semi-f-carotinon . . . . Benzin 501 470 446
Semi-fB-carotinon-monoxim ys 501 470 446
Azafrinon . . . . . . . Benzin 454 429
Azafrinon-oxim . . . . 454 429

Eine gemeinsame Eigenschaft solcher Polyene, die ein Car-
bonyl (bzw. Carboxyl) in Konjugation mit dem C-Doppelbindungs-
system enthalten, ist der, schon dem unbewaffneten Auge auf-
fallende Unterschied zwischen der Farbe in Alkohol- und in Benzin-
losung. In Alkohol ist das Rhodoxanthin rein rot, in Benzin
orangegelb (die langwelligsten Schwerpunkte: 538 bzw. 524 yu);
auflerdem sind die Bander in Weingeist ganz verwaschenl. Die
Erscheinung ist nach KueN und BrOCEMANN (9) durch eine
Wechselwirkung zwischen den polaren Carbonylen und den eben-
falls polaren Alkoholmolekiilen bedingt. Werden 2 H-Atome
addiert, so zeigt das Dihydro-rhodoxanthin die beschriebene

1 Derselbe auffallende Unterschied kann auch an den Oxyketonen
Capsanthin und Capsorubin beobachtet werden, deren Lésungen in Alkohol
tief weinrot, in Benzin orangegelb sind.

5%
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Anomalie nicht mehr, da nun die CO-Gruppen von dem konju-
gierten System getrennt liegen. Bemerkenswert ist aber nun das
Zusammenfallen der optischen Schwerpunkte mit denjenigen des
Zeaxanthins, da die beiden Chromophore durch den Reduktions-
vorgang gleich geworden sind (Formeln: S. 68). Man sieht, daf3
die Farbe des Dihydro-rhodoxanthins von seinen isoliert liegenden
Carbonylen kaum beeinfluBt wird.

Zusammenfassend 148t sich sagen, dafl man prinzipiell von der
Lichtabsorption auf strukturelle Merkmale und umgekehrt von
der Bindungsart einzelner Gruppen auf spektrale Erscheinungen
schlieBen kann. Man muf sich hier wohl mit Hilfe einer ahnlichen
Denktechnik vorwirtstasten, wie sie von BoHR bei dem Studium
der Korrespondenz von Spektrallinien und Elektronenkonfiguration
befolgt wurde.

14. Strukturchemische Folgerungen aus biologischen Daten.

Wie aus dem vorangehenden Kapitel ersichtlich, wurden alle
bekannten Carotinoide sowie mehrere Derivate und Abbauprodukte
an der Ratte gepriift. So lieBen sich Anhaltspunkte fiir das Studium
des Problems gewinnen, welche Strukturmerkmale bei dem Zu-
standekommen der Wachstumswirkung in erster Linie maB-
gebend sind ; namentlich die Anwesenheit mindestens eines §-Jonon-
ringes oder einer Gruppierung, die im Tierkérper in ein solches
Gebilde verwandelt wird, scheint eine (wenn auch wohl nicht die
einzige) Voraussetzung fiir die A-Aktivitit zu sein. Die Struktur-
formel eines neuentdeckten Carotinoides mufl auch mit diesen
Befunden in Einklang stehen. Rein aliphatisch gebaute oder im
p-Jononring hydroxylierte Polyene sind nach den bisherigen Er-
fahrungen am Sdugetier biologisch unwirksam.

15. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes

sei vermerkt, daB auBler der ublichen Kryoskopie und Ebullio-
skopie, sowie der Campher-mikromethode nach Rast, auch das
réntgenometrische Verfahren Eingang gefunden hat (Naheres bei
HeNesTENBERG und Kuvan 2, KvBN und L’Orsa 1; vgl. auch
WALDMANN und BRANDENBERGER; MACKINNEY).
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Viertes Kapitel.

Yorkommen und Zustand in der Pflanze. Nachweis,
Bestimmung und Trennung von Carotinoiden.

Samtliche Organe héherer Pflanzen kommen fiir das Auftreten
von carotinoiden Farbstoffen in Betracht, die in der Natur weit
verbreitet sind, von den Phanerogamen bis zu den Algen, Pilzen
und Bakterien. Ein prinzipieller Unterschied zwischen Polyenen
héherer und niederer Pflanzen besteht nicht, nur sind die Pigmente
der hoheren Phanerogame viel griindlicher erforscht. Unter den
speziellen Algenfarbstoffen ist nur das Fucoxanthin wohlcharak-
terisiert, iiber Pilz- und Bakterienpolyene liegen noch wenigere
Angaben vor (Zusammenfassung: KOGL, neuere Arbeiten z. B.
PETTER 1, 2; READER; LEDERER 3; CHARGAFF; CHARGAFF und
Diervck; FINK und ZENGER).

Ein allgemeines Kennzeichen der Carotinoide ist ihre Wasser-
unloslichkeit, sie kommen daher, im Gegensatz zu Anthocyan- und
Flavonglucosiden, nicht im Zellsaft gelost vor. Nur in seltenen
Ausnahmeféllen ist man auf Polyene gestofen, die mit Zucker
gepaart und als Glucoside in Wasser l6slich sind. Das einzige,
genauer studierte Beispiel dafiir ist das Safranpigment (Crocus
sativus ), das von KARRER und Saromow (1, 3) aufgeklirt wurde und
als Hauptbestandteil einen Zuckerester des Crocetins, das sog.
Crocin enthilt (S.252). Der Zucker ist Gentiobiose (KARRER und
Mikr) und wird schon bei milden alkalischen Eingriffen iiber-
raschend leicht abgespalten. Es ist interessant, daBl die Pflanze
hier Mittel gefunden hat, um ein Carotinoid wasserldslich zu
machen (vgl. auch ScaMip und KoTTER), wihrend dies im Korper
einzelner Seetiere durch Paarung mit Eiweil erreicht wird (S. 280).

In der Regel findet man die Carotinoide als Bestandteile von
besonderen Gebilden, von den im Plasma eingebetteten Chromato-
phoren, und zwar sowohl in griinen Chloroplasten, durch deren
Chlorophyligehalt die Farbe des Polyens verdeckt wird, als auch
in chlorophyllfreien Chromoplasten von gelber bis roter oder
braunroter Nuance. Meist ist das Carotinoid in Lipoiden (kolloidal)
gelost bzw. mit halbfesten oder fliissigen Fettstoffen innig ver-
mengt, oft auch mit verschiedenen Fettséuren verestert, als Farb-
wachs zugegen (S. 38) und kann in allen diesen Féllen durch
alkalische Hydrolyse freigelegt und in Form von schonen Krystallen
gewonnen werden.
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Seltener enthalt bereits das Chromatophor krystallisiertes
Carotinoid, wofiir das bekannteste Beispiel die Mohrriibe ist
(Daucus carota). In Bliiten diirfte der krystallinische Zustand
héaufiger sein; so ist der rote Saum der Nebenkrone des Narcissus
poeticus mit orangeroten Carotinkrystallen dicht besit (MoLiscH 3).
Es sei in diesem Zusammenhang unter anderem auch auf die
Angaben von NOACK (2), sowie von GUILLIERMOND hingewiesen.
Zahlreiche morphologische Beobachtungen und Abbildungen bringt
schon die altere, ausfiihrliche Arbeit von COURCHET.

1. Yorkommen.

Fiir eine Diskussion iiber den Zusammenhang zwischen der
systematischen Stellung der Pflanze und der Art und Groéfen-
ordnung ihres Carotinoidgehaltes ist die Zeit noch nicht gekommen,
wihrend dies fiir andere Korperklassen von MoriscH (4) bereits
versucht wird.

Als priparativ identifiziert kann ein Polyenpigment nur gelten,
wenn es in reinem, krystallinischem Zustand abgeschieden und
analysiert ist, was aber bis jetzt in verhiltnismiBig wenigen Fillen
durchgefiihrt wurde. Das Ergebnis dieser Arbeitsrichtung ist in
Tabelle 9 enthalten (S.72). Man sieht aus dem dort zusammen-
gestellten Material, daB die Anzahl der Carotinoide nicht besonders
grofl sein wird und daB im Pflanzenreich allgemein die Neigung
besteht, immer wieder dieselben Typen hervorzubringen. Bezeich-
nend ist das universelle Vorkommen von Carotin und Xanthophyll
(neben Chlorophyll) in griinen Pflanzenteilen.

1. Im griinen Blatt sind Carotin und Xanthophyll (bzw. Lutein)
so allgemein verbreitet, daf ein Hinweis auf die Werke von WiLL-
STATTER und STOLL (1, 2) geniigt. Fiir herbstliche Blitter hat
ParMER (1) eine Zusammenstellung gegeben (vgl. auch bei Kunn
und BroorMANN 3, KARRER und WALKER 2, sowie S. 23).

2. Gelbe Bliiten enthalten wohl hiufiger Carotinoid als Flavon,
die quantitativen Verhéltnisse sind aber noch wenig studiert.
Literaturzitate sind besonders in der Monographie von PALMER
(1; dort S.72—75) enthalten (s. auch bei vaAN WisseLINGH und bei
KiEIN 2). Vgl. Tabelle 9, S. 72, sowie KARRER und NOTTHAFFT.

Die Mengen der Bliitencarotinoide sind sehr schwankend. — Als
Beispiel eines farbstoffreichen Kelchblattes sei Physalis Alkekengi
erwihnt: 1kg trockene Kelchblitter (= 4 kg frische) enthalten
gegen 10—15 g Physalien + Kryptoxanthin.
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Tabelle 9. Rein dargestellte und identifizierte Carotinoide
der Pflanzenwelt.
Farbstoff Isoliert aus Literatur (unvollstindig) | Seite
Carotin CyoHgzg | Daucus carota (Mohrriibe) WiLsTirTERUund EscHER | 118
(meist ein Ge- (1)
misch von «-, | Daucus carota (Blatt) MacrINNEY und MILNER
f-und y-Caro- | Urtica wurens, Heraclewm usw.| WILLSTATTER und MIEG;
tin, vgl.S.128) | (griine Blatter, neben Xantho-| WILLSTATTER und 119
phyll und Chlorophyll) SroLL (1)
Teeblatter (frisch und fermen- | Yamamoro und MURAOKA
tiert, neben Xanthophyll)
Capsicum annuum (reife Papri- | ZECHMEISTER und CHOL-| 119
kaschoten, neben viel Capsan-| Noky (1—7)
thin, Zeaxanthin, Kryptoxan-
thin, Capsorubin und etwas
Lutein)
Capsicum frutescens japonicum | ZECHMEISTER und CHOL-| 228
(neben Capsanthin) . NOKY (6)
Cucumis citrullus (Wassermelone,| ZECEMEISTER und Tuzson| 122
Fruchtfleisch, neben viel Ly-! (4)
copin)
Sorbus aucuparia (Vogelbeere) | KuEN und LEDERER (2)| 121
Prunus armeniaca (Aprikose, | BROCKMANN 129
neben wenig Lycopin)
Convallaria majalis (Maiglock- | WINTERSTEINund EHREN- | 122
chen, Frucht, neben Lycopin| BERG
und Xanthophyll)
Gi)lnoomyum pyriforme (Frucht- WINTERSTEIN (2) 133
aut)
Cucurbita maxima (bezeichnetals | SuciNoME und UEgNo; 122
,,Cucurbiten*; Riesenkiirbis, ZECHMEISTER und
Fruchtfleisch, neben Lutein; Tuzson (11)
und Violaxanthin)
Calendula officinalis (Ringel- | ZECEMEISTER und CHOL- | 151
blume, Bliite, neben wenig Ly- | ~Noxry (13)
copin)
Crocus sativus (Safran, Narben, | KueN und WINTERSTEIN | 130
neben Lycopin, Zeaxanthin,| (13)
Crocetin und viel Crocin)
Citrus madurensis (Mandarine, | ZECHMEISTERund Tuzson | 101
Schale und Fruchtfleisch) (8)
Citrus aurantium (Orange, ZEceEMEISTERund Tuzson | 101
Fruchtfleisch) (8)
Citrus poonensis (Frucht, neben | Yamamoro und Tiv (3) | 164
Krypto- und Violaxanthin)
Lycopersicum esculentum (Toma- | WILLSTATTER und EscHER | 150
te, Frucht, neben viel Liycopin)
Rosa canina (Hagebutte), R. ru- | KvEN und GRUNDMANN | 130

biginosa, R. damascena (Frucht,
neben Lycopin, Rubixanthin,
Lutein, Zea- und Taraxanthin)

(47)
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Farbstoff

Isoliert aus

Literatur (unvollstdndig)

Seite

Mangifera indica (Fleisch der
Mangofrucht)

Taxus baccata (Eibe, Arillen,
neben viel Rhodoxanthin)
Palmol

Torula rubra (rote Hefe, neben
anderen Polyenen)

Yamamoro, OsmMa und
Goma

KuaN und BROCKMANN
(9)

KARRER, EULER und
HELLSTROM

LeDpERER (3); FINK und
ZENGER

222
117
113

Lycopin CyHy

Lycopersicum esculentum (reife
Tomate, neben etwas Carotin)

Rosa canina (Hagebutten), R. ru-
biginosa, R. damascena (Frucht,
neben Carotin, Rubixanthin,
Lycopin und Taraxanthin)

Tamus communis (Schmerwurz-
beere)

Solanum dulcamara (bittersiiBer
Nachtschatten, Beere)

Cucumis citrullus (Fleisch der
Wassermelone, neben Carotin)

Convallaria majalis (Maiglock-
chen, Friichte, neben Carotin
und Xanthophyll)

Bryonia dioica (Zaunriibe,
Frucht)

Prunus armeniaca (Aprikose,
Frucht, neben viel Carotin)

Diospyros Kaki (Kakifriichte,
neben Zeaxanthin)

Erythroxylon novogranatense (Co-
ca-Strauch, Frucht)

Actinophleus Macarthurii (Pal-
me, Frucht)

Ptychosperma elegans (Palme,
Frucht)
Calendula officinalis (Ringel-

blume, neben Carotin)
Dimorphoteca aurantiaca (Bliiten)
Crocus sativus (Safran, Narben,

neben Carotin, Zeaxanthin,

Crocetin und viel Crocin)

WiLLSTATTER und EScHER

EschER (3); KARRER und
WipmeER; KueN und
GRUNDMANN (4, 7)

ZECEMEISTER und CHOL-
NOKY (9)

ZECEMEISTER und CHOL-
NOokY (10)

ZEcHMEISTERund TUzsoN
(4)

WINTERSTEIN und EHREN-
BERG

WINTERSTEIN und EHREN-
BERG
BROCKMANN

KARRER, MorF, KRAUSS
und ZUBRYS
ZIMMERMANN

ZIMMERMANN
ZIMMERMANN

ZECHEMEISTER und CHOL-
NOKY (13)

KARRER und NOTTHAFFT

KuaN und WINTERSTEIN
(13)

153
151

154
151
122
151

151
151
151
151
151
151
151

151
251

Kryptoxanthin
CioHss0

Physalis Alkekengi und Ph.
Franchetti (Judenkirsche, Kel-
che und Beeren, verestert,
neben viel Physalien)

Carica papaya (Frucht, ver-
estert, ,,Caricaxanthin‘“ ge-
nannt, neben Violaxanthin)
Citrus poonensis (Frucht, ,,Ca-
ricaxanthin® genannt, neben
Violaxanthin und Carotin)

KuaN und GRUNDMANN

®3)

Yamamoro und TiN (2);
vgl. KARRER und
SCHLIENTZ (2)

Yamamoro und Tix (3)

164

163

164
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Farbstoff Isoliert aus Literatur (unvollsténdig) | Seite
Capsicum annuum (Fruchthaut, | ZECHMEISTER und CHoL- | 164
neben Capsanthin, Carotin, Lu-| Noxry (7)
tein, Zeaxanthin Capsorubin)
Zea mays (gelber Mais, neben | KuEN und GRUNDMANN | 164
viel Zeaxanthin) (5)

Rubizanthin Rosa canina (Hagebutte), R. ru- | KuEN und GRUNDMANN | 166
CyoH;O0 binosa, R. damascena (Frucht, | (4)

neben Zeaxanthin, Lutein, Ta-
raxanthin, Carotin, )

Xanthophyll Urtica wurens, Heracleum usw.| WILLSTATTER und Miec;| 119
CyoH560, (Ge- | (griine Blitter, neben Carotin| WILLSTATTER und STOLL
samt-Xantho-| und Chlorophyll) (1) :
phyli C, H,,0,.| Teeblitter (frisch und fermen- | Yamamoro und MURAORA
In vielen Fal-| tiert, neben Carotin)
len ist der | Tarazacum officinale (Bliiten des | KARRERund SALOMON(4); | 208
itberwiegende | Lowenzahns; wohl als Ester,| KuHN und LEDERER (3)
Hauptbestand-| neben Taraxanthin)
teil Lutein; s. | Caltha palustris (Dotterblume, | KARRER und NorrHAFFT | 170
unten) Bliiten, verestert)

Trollius europaeus (Trollblume, | KARRER und NorTHAFFT | 170
Bliiten, verestert)

Ranunculus arvensis  (Acker- | KARRER und NorTHAFFT| 170
hahnenfuB, Bliiten, verestert)

Tragopogon pratensis (Bliten, | KARRER und NorTHAFFT | 170
verestert, neben Violaxanthin)

Lutein CyH;40, | Griine Laubblatter von: desculus | KuaN und WINTERSTEIN | 181

hippocastanum (RoBkastanie),| (5); KumN, WINTER-| 179
Urtica dioica (Brennessel), T'ri- | STEIN und LEDERER
folium pratense (Wiesenklee),
Zea mays (Gelber Mais), Medi-
cago sativa (Luzerne), Spinacia
glabra (Spinat); Gras

Gelbe Bliitenblitter von: T'agetes 181
grandiflora, T.erecta, T'. patula, | (Fir Helianthus vgl. auch | 179
T. nana, Helenium autumnale, | bei ZECHMEISTER und
Rudbecchia Neumannii, Heli-| Tuzson 5, 9)
anthus annuus

Beeren von: Convallaria majalis | WINTERSTEINund EHREN- | 122
(Maiglockchen, neben Carotin| BERG
und Lycopin)

Oft verestert

Capsicum annuwum (Paprika- | ZECHMEISTER und CHOL- | 233
schoten, neben viel Capsan-| NoOxY (7)
thin, Zeaxanthin, Kryptoxan-
thin, Capsorubin und Carotin)

Ranunculus acer (HahnenfuB, | KueN und BrockMANN | 201

Bliiten, neben Flavoxanthin
und Taraxanthin, teils ver-
estert)

(4)
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Farbstoff Isoliert aus Literatur (unvollstdndig) | Seite
Cucurbita mazima (bezeichnet | SucinoME und UgNo; 183
als ,,Cucurbitaxanthin“; Rie-| ZECHMEISTER und
senkiirbis, Furchtfleisch,neben | Tuzsox (11)
Carotin und Violaxanthin)
Zeaxanthin Zea mays (Gelber Mais, neben | KARRER, SaromoN und| 185
CyoH;60, Kryptoxantin) WEHRLI
Physalis Alkekengi und Ph. | KuvEN, WINTERSTEIN und | 186
Franchetti (Judenkirsche,Beere | KAUFrMANN (2)
und Kelch; verestert, als Phy-
salien)
Hippophaé rhamnoides (Sand- | KARRER und WenRLI (1) | 185
dornbeere, verestert)
Lycium halimifolium(Bocksdorn- | ZECEMEISTER und CmoL- | 187
beere ; verestert, als Physalien) | woxy (12)
Capsicum  annuum (Paprika-
fruchthaut; verestert, neben | ZECEMEISTER und CHoL-; 232
viel Capsanthin- und Lutein-| NoxY (6)
ester, Kryptoxanthin, Capso-
rubin und Carotin)
Evonymus europaeus (Spindel- | ZECEMEISTER und Szi-| 185
baum, in den Arillen, unver-| LARD;ZECHMEISTER und
estert) Tuzsox (6)
Diospyros Kaki (Kakifriichte, | KARRER, MORF, KrAUSS
verestert, neben Lycopin) und ZUBRYS
Senecio Doronicum (Gemswurz- | KARRER und NOTTHAFFT | 185
Kreuzkraut, Bliiten)
Rosa canina (Hagebutte), R. ru- | KveEN und GRUNDMANN | 151
biginosa, R. damascena (Frucht, | (4,7)
neben Carotin, Lycopin, Lu-
tein, Taraxanthin)
Crocus sativus (Safran, Narben, | KvaN und WINTERSTEIN | 251
neben Carotin, Lycopin, Cro-| (13)
cetin und viel Crocin)
Flavoxanthin Ranunculus acer (Hahnenful = | KvaN und BRrOOEMANN | 202
CyoHs505 Butterblume, Bliiten, neben | (4)
Lutein, Taraxanthin usw., teils
verestert)
Violaxzanthin Viola tricolor (Bliten des gelben | KuEN und WINTERSTEIN | 205
CyoH;50, Stiefmiitterchens) (6)
Tragopogon pratensis (Bliiten, | KARRER und NoTTHAFFT | 204
verestert, neben Xanthophyll)
Laburnum (Goldregen, Bliiten, | KARRER und NoTTHAFFT | 204
verestert)
Sinapis officinalis (Ackersenf, | KARRER und NOTTHAFFT | 204
Bliiten, verestert)
Aesculus hippocastanum (Griine | KveN, WINTERSTEIN und | 204
Blatter der RoBkastanie) LEDERER
Carica papaya (Frucht, ver-| Yamamoro und TiN (2) | 204
estert, neben Kryptoxanthin=
,»Caricaxanthin®)
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Farbstoft Isoliert aus Literatur (unvollstindig) | Seite
Citrus poonensis (Frucht, neben | Yamamoro und Tix (3),| 204
Kryptoxanthin und Carotin) vgl. KARRER und
Cucurbita maxima (Riesenkiirbis,| SCHLIENTZ (2)
Fruchtfleisch, neben viel Lutein | ZECHMEISTER und 204
und Carotin) TuzsoN (11)
Taraxanthin Tarazacum officinale (Bliten | KvaN und LeEDERER (3)| 208
CyoH;60, des Lowenzahns; neben Xan-

thophyll, verestert)

Tussilago farfara (Bliten des| Karrer und Morr (5) | 208
Huflattichs, verestert)

Ranunculus acer (Hahnenfuf}, | KueN und BROCKMANN
Bliiten, neben Lutein, Krypto- | (4)
xanthin usw., teils verestert)

Impatiens noli metangere(Spring- | KuaN und LEDERER (6) | 209
kraut, Balsamine, Bliiten, ver-
estert)

Leontodon autumnalis (Bliiten, | KuveN und LEDERER (6)| 208
verestert, neben Lutein)

Helianthus annuus (Sonnen- | ZECHMEISTER und 208
blume, verestert, neben viel | Tuzson (9)
Lutein und sehr wenig Carotin)

Rosa canina (Hagebutte), R. ru- | KuEN und GRUNDMANN
biginosa, R.damascena (Frucht, | (4,7)
neben Carotin, Lycopin, Lu-
tein, Zeaxanthin)

Fucoxanthin Braunalgen, z. B. Fucus vesicu- | WILLSTATTER und PacE;| 214
CyoH5604 losus KARRER, HELFENSTEIN,

WenrRLI, PIEPER und
Morr 216

Rhodoxanthin | Taxus baccata (Eibe, Arillen,  KuaN und BROCKMANN | 222
CioH;00, neben etwas Carotin) 9)

Physalien Physalis Alkekengi und Ph.| KvEN, WINTERSTEIN und | 195
CyoHy10, (Di- | Franchetti (Judenkirsche, Beeref Kaurmann(l,2); Kvax
palmitinsgure-| und Kelch, neben Krypto-| und WIEGAND
ester des Zea- | xanthin)
xanthins) Lycium  halimtfoliwm (Bocks- | ZEcEMEISTER und CHOL- | 196

dornbeere) NOKY (12)
Lycium barbaratum (Beere) WinTERSTEIN und EHREN- | 193
BERG
Solanum Hendersonii, Hypophaé¢ | WINTERSTEINund EEREN- | 193
rhamnoides (Sanddornbeere),| BERG
Asparagus officinalis (Spargel-
beere)

Helenien Bliiten von: Arnica montana, | KveEN und WINTERSTEIN | 184
CpoH,160, (Di-'| Cheiranthus Sennoneri, Doroni- | (5); KUEN, WINTER-
palmitinsdure-| cum Pardalianches, Helenium | STEIN und LEDERER

ester des Lu-
teins)

autumnale, H. grandicephalum,
Heliopsis scabrae major, H. sc.
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Farbstoff

Isoliert aus }

Literatur (unvollstéindig)

Seite

cinniaeflorae, Narcissus pseu-
donarcissus, Silphium perfolia-
tum, Tagetes aurea, T. patula,
T. nana, Tropaeolum majus
(neben anderen Luteinestern)

Capsanthin
C40H5603

Capsicum annuum (Fruchthaut
der Schote, neben Carotin,
Zeaxanthin, Lutein, Capso-
rubin und Kryptoxanthin; als
Farbwachs)

Capsicum  frutescens japonicum
(neben Carotin; als Farbwachs)

ZECHMEISTER und CHOL-
NOKY (1—7)

ZECHMEISTER und CHOL-
NOKY (6)

230

228

Capsorubin

C4OH5804

Capsicum annuum (Fruchthaut,
neben viel Capsanthin, Zeaxan-
‘thin, Kryptoxanthin, Lutein
und Carotin; als Farbwachs)

ZEcHMEISTER und CHoL-
NOKY (7)

238

Biwin CyHyO,

Bixa orellana (Samen)

Ausgedehnte &ltere Lite-
ratur; vax HASSELT (2);
KueN und E#MANN;
ForBAT

240

CrocetinCyyH,,0, |Crocus sativus(Narben:,,Safran“),l KARRER und Saromon| 254
(frither ,,o- groBtenteils als Glucosid: ,,Cro- | (1—3); KveN und WIN-
Crocetin® ge-| cin“ (cis und trans), neben TERSTEIN (13)
nannt) wenig Carotin, Lycopin und |

Zeaxanthin i

Crocus luteus (Blitenblatter) | KunN, WINTERSTEIN und | 256

| WIEGAND

Crocus mneapolitanus (violetter KuuN und WINTERSTEIN | 253
Crocus; Narben) (3)

Gardenia grandiflora (Chinesi- | KuaN, WINTERSTEIN und | 253
sche Gelbschote, Frucht, als| WIEGAND
Glucosid)

| Cedrela toona (Indischer Maha- | PERkIN; KUHN, WINTER- | 253
gonibaum) STEIN und WIEGAND

Nyctanthes arbor tristis (Bliten) | HiLL und SIKKAR 253

Flores verbasct (Konigskerzen- | ScEMID und KOTTER 253
bliiten, als Glucosid)

AzafrinCogH,00, | Escobedia scabrifolia, E. linearis | LIEBERMANN (auch mit | 263

(Wurzel, Stengel) ScHILLER und MUHLE);
Koax, WINTERSTEIN
und RoTe
Torula rubra (rote Hefe, neben | LEDERER (3); vgl. FIng | 281

Astacin-artiger
Farbstoff

p-Carotin usw.)

und ZENGER
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3. Friichte. Um die GroBenordnung des Carotinoidgehaltes von
reifen Beeren zu illustrieren, sei angefiithrt: a) Solanum dulcamara:
Eine Beere enthilt z. B. 0,1—0,2 mg Lycopin, 1 kg frische Frucht
etwa 1/, g. b) Tamus communis: In einer Beere sind 0,2 mg Lycopin
enthalten, in 1kg 0,3—0,4 g (frisch). c¢) Lycium halimifolium:
Der Physaliengehalt einer Beere betrigt !/, mg, 1 kg enthilt z. B.
1,3 g (frisch).

4. Samen. Beispiel fir die GroBenordnung des Farbstoff-
gehaltes: 1 kg Samen des Evonymus europacus liefert 150 g Arillen,
in denen colorimetrisch 0,3—0,4 g Zeaxanthin ermittelt wurde.

2. Mikrochemischer Nachweis im Gewebe.

Die meisten idlteren Literaturangaben iiber Carotinoide sind
qualitativer Art; sie beschrinken sich auf die mikroskopische
Beobachtung der Krystallform und auf die altbekannte, S.81 zu
besprechende blaue Farbreaktion mit Schwefelsdure, aus deren
Eintritt auf die Anwesenheit von ,,Carotin‘‘ gefolgert wird.

DaB ein solcher Schlufl nicht immer einwandfrei ist, geht am
besten aus folgendem Urteil von Morisce (1, dort S. 255) hervor:
,,Der Mikrochemiker wird gewohnlich nicht imstande sein, unterm
Mikroskop im Gewebe Carotin, Xanthophyll, Lycopin und ver-
wandte gelbe oder rote Farbstoffe voneinander zu unterscheiden,
sondern er wird in den meisten Fillen nur sagen kénnen, daf ein
carotinartiger Korper, also irgendein Carotin vorhanden ist. Wenn
daher hier das Wort Carotin gebraucht wird, so ist es, falls nichts
Besonderes bemerkt wird, immer im Sinne eines Gruppenbegriffes
genommen, in demselben Sinne, wie man von Zucker oder Eiweill
spricht. Diese Warnung ist um so mehr berechtigt, als die Caroti-
noide zu denjenigen Naturstoffen gehéren, deren Krystallhabitus
je nach Reinheitsgrad, Begleitstoff, Losungsmittel und Geschwin-
digkeit der Abscheidung ungewdohnlich groBen Schwankungen
unterworfen ist.

Carotinoide kénnen entweder direkt mit Farbenreaktionen
nachgewiesen werden oder indirekt, indem man zundchst die
Begleitsubstanzen auf chemischem Wege entfernt und dadurch
das Pigment zum Krystallisieren bringt. Das letztere Verfahren
ist vorzuziehen, da es die Beobachtung der Krystallform zulat und
unter Umstdnden eine erste Orientierung iiber das Vorliegen von
mehreren Carotinoiden geben kann. Die direkte Methode, die



Mikrochemischer Nachweis im Gewebe. 79

sich meist auf den Farbumschlag von amorphen Gebilden, z. B.
von rotgelben Kiigelchen beschrinkt, soll zur Anwendung kommen,
wenn die Lokalisation des Pigments ermittelt wird. Bei jedem
indirekten Nachweis, alse bei jedem chemischen Angriff auf die
Plastiden, muBl mit der Auswanderung der anschieBenden Krystalle
gerechnet werden, die sich an Stellen ansammeln konnen, wo
urspriinglich kein oder nur wenig Farbstoff vorhanden war (vaw
WISSELINGH).

Die Kalimethode von MovriscH (1, dort S. 253) ist das beste, allge-
mein anwendbare Verfahren, das auch auf makrochemische Unter-
suchungen befruchtend gewirkt hat. Es beruht auf dem Umstand,
daB Carotinoide gegen alkoholische Lauge widerstandsféhig sind,
wihrend die Lipoide mehr oder weniger rasch verseift werden.
Sobald man sie entfernt hat, setzt die Krystallbildung des
Polyens ein.

War verestertes Carotinoid anwesend, was sehr haufig der
Fall ist, so wird es gleichfalls gespalten und man erblickt die
Krystalle der alkoholischen Komponente, nicht die des mnativen
Farbstoffs. Es kann auch der Fall eintreten, da8 je nach den
Bedingungen ein Gemenge von Ester und freiem Carotinoid aus-
krystallisiert. Andererseits kann ein und dasselbe Polyen mit einer
ganzen Reihe von Fettsiuren verestert sein (Capsicum annuum,
S. 228), so daB eine Schar von chemischen Individuen zugegen
ist und zur Farbe des Gewebes beitragt. Durch Hydrolyse
werden aber die Unterschiede zwischen den Komponenten des
Farbwachses verwischt und das Auskrystallisieren eines einzigen
Farbstoffes veranlaBt. Es ist dies mit ein Grund, warum die mikro-
chemische und die makrochemisch-préparative Aufarbeitung des-
selben Ausgangsmaterials o6fters widersprechende Ergebnisse ge-
liefert haben.

Ausfiihrung (Morisce 1). Die Pflanzenteile werden mehrere
Tage lang bei Lichtabschlu im Reagens von Mowrisca gelassen
(20 Gew.-proz. an Kaliumhydroxyd, in 40 vol.-proz. Athylalkohol
gelost). ZweckmiBig verwendet man Gliser mit eingeschliffenem
Stopfen. Handelt es sich um chlorophylihaltiges Material, z. B.
um Blitter, so werden dieselben bei der Behandlung gelb, indem
das Griin als Alkalichlorophyllid in Lésung geht. Nachdem die
Lauge durch mehrstiindiges Verwéilen in destilliertem Wasser aus-
gewaschen wurde, fertigt man mit Hilfe von Glycerin Dauer-
priparate an. Fast jede, frither chlorophyllhaltige Zelle enthilt
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sich noch die Resorcinmethode von TSWETT (4), die darin besteht, daB die
Pflanzenteile auf dem Objekttriger mit 50proz. waBriger Resorcinlsung
behandelt werden, die Lipoide und plasmatische Stoffe 16st und das Krystalli-
sieren des Carotinoids veranlaBt. Die Erfahrungen van WiSSELINGHs sind
zufriedenstellend ; die an der Luft leicht eintretende Briunung von Resorcin
diirfte aber bei Dauerversuchen stéren. Nicht bewédhrt hat sich die sog.
,»Sauremethode‘‘ (Einlegen in verdiinnte Salz-, Wein-, Oxal- oder FluBsiure),
da die Fetthydrolyse bei hoheren Wasserstoffionen-Konzentrationen sehr
trige einsetzt und manches Carotinoid siureempfindlich ist. Nach vaw
WissELINGH kann das mikroskopische Bild auch durch braune, krystallisierte
Abbauprodukte des Chlorophylls gestort werden.

3. Farbenreaktionen.

a) Reaktion mit Schwefelsdure. Die zuerst von MARQUART (1835)
an gelben Bliiten beobachtete Erscheinung, dal konzentrierte
Schwefelsiure schén dunkelblaue bis blauviolette, zuweilen griin-
lichblaue Firbungen erzeugt, wird makro- und mikrochemisch oft
verwertet. Zwar ist die Reaktion insofern unspezifisch, als sie sich
iiber das Gebiet der Carotinoide hinausstreckt; immerhin ist sie
ein wertvolles Hilfsmittel, namentlich zur raschen Feststellung der
Klassenzugehorigkeit eines Pigments, z. B. bei der Unterscheidung
von Anthocyan und Carotinoid. Besonders einfach gestaltet sich
die Probe mit chlorophyllfreien Pflanzenteilen: man verreibt die-
selben mit viel Quarzsand und 5—10 cm3 Ather (evtl. Chloroform
oder Schwefelkohlenstoff) im Porzellanmérser, dekantiert einige
Kubikzentimeter des Extraktes in ein Reagensglas und unter-
schichtet sehr vorsichtig mit 0,5—1 cm?® konzentrierter Schwefel-
séure.

Ein vollkommener WasserausschluB ist im allgemeinen nicht
notwendig, da die blaue Farbe bei den meisten Objekten schon
mit 85proz. oder mit noch schwicherer Siure auftritt. Wird mit
viel Wasser versetzt, so verschwindet das Blau sofort und macht
einer unscheinbaren, z. B. schmutziggriinen Nuance Platz.

Die chemische Bedeutung dieser altbekannten Probe ist erst
jingst von KumN und WINTERSTEIN (1) erkannt worden. Sie
zeigten, daB die Reaktion auf dem hohen Grad der Ungesattigt-
heit beruht und auch bei synthetischen Diphenylpolyenen mit
mindestens sechs aliphatischen, konjugierten Doppelbindungen
positiv ausfillt. Damit ist auch fiir die natiirlichen Pigmente die
reagierende Gruppe erkannt und eine Grundlage fiir weitere
Untersuchungen gegeben (Tabelle 10, S. 82).

Zechmeister, Carotinoide. 6
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Tabelle 10. Verhalten der synthetischen Diphenylpolyene gegen
Schwefelsdure (KuEN und WINTERSTEIN 1).

e | P

Diphenyl-dthylen . . . . . CeH;—(CH=CH)—CH; farblos

,» -butadien . . . .|CH,—(CH= CH)z—CH farblos

»»  -hexatrien . . . .| CH;—(CH=CH) —CH5 gelborange

,»  -octatetraen . . . C:Hs—(CHz()H)Z—Csz rot

,»  -decapentaen . . .| C;H;—(CH=CH),—CgH, violettrot

,»  -dodecahexaen . .| CgH;—(CH=CH)—C, H5 blau

,,» -tetradecaheptaen .| C;H—(CH= CH)7—C6 blaugriin

,» -hexadecaoctaen .| CgHy—(CH= CH)S—CH blaugriin

Einige dieser Verbindungen koénnen nach erfolgter Behandlung mit
Schwefelsdure spektroskopisch unterschieden werden.

b) Sonstige allgemeinere Farbreaktionen (vgl. u. a. bei MoriscH 1
und vaN WisserLiNgH). Rauchende Salpetersiure: voribergehende
Blaufarbung. Konzentrierte Salzsdure mit etwas Phenol oder
Thymol: Dunkelblauférbung. Die Séure allein ruft nur bei einigen
sauerstoffreichen Carotinoiden die Reaktion hervor: in Ather
gelostes Violaxanthin, Cabsorubin, Fucoxanthin und Capsanthin
liefern mit 25proz. oder stérkerer HCl ein positives Resultat.
Seltener werden die folgenden Reagenzien angewandt: Bromdampf
(dunkelblaue bis griine, voriibergehende Farbungen), Ameisen-
siure, Di- und Trichloressigsdure, Chlorzink, Acetanhydrid und
konzentrierte Schwefelsdure usw.

Bei Reagensglasversuchen mit festen Priaparaten l6st man die
Substanz in Ather oder Chloroform, fiigt das Reagens vorsichtig
zu und beobachtet die Vorginge in beiden Schichten.

Ausfihrlichere Angaben iber Farbenreaktionen bringt der Spe-
zielle Teil, z. B. S. 126, 235.

¢) Die Farbenreaktion von CaRR und PrIicE. Diese Forscher
nehmen den Nachweis und die quantitative Bestimmung des
A-Vitamins mit Hilfe der tiefblauen Farbe vor, die beim Ver-
mengen mit einer Antimontrichloridldsung in wasserfreiem Chloro-
form auftritt. Die Reaktion ist nicht spezifisch, vielmehr wird
sie von allen Carotinoiden (wenn auch in sehr verschiedenem MaBe)
gegeben, sie ist also ein Polyen-Gruppenmerkmal, dessen Bereich
iber die natirlichen Pigmente hinausgeht. An Carotinoiden wurde
die Probe namentlich von EUvLER und KARRER, teils mit Kruss-
MANN und Mogrr studiert.

Versetzt man die zu untersuchende Flissigkeit (1—2 cm3) zunichst
mit 1 em?3 0,5proz. Brenzcatechinlésung (in Chloroform), dann mit 2—3 cm?
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kaltgesittigtem SbCl; (in CHCl,) und erhitzt sofort 1—2 Minuten in einem
60° warmem Wasserbad, so entsteht in Anwesenheit des A-Vitamins eine
recht besténdige, rotviolette, permanganatihnliche Farbung, wihrend die
Probe mit Carotinoiden negativ ausfillt (RosENTHAL und ERDELYI).

Die Methodik der quantitativen Bestimmung kann von der
Vitaminchemie ohne weiteres iibernommen werden (fiir die um-
fangreiche Literatur vgl. die Zusammenstellung bei KARRER und
WEeHRLI; WINTERSTEIN und
Fu~k; ZEcHMEISTER 3). Die
in ihrem Wesen noch unklare
Reaktion verlauft mit maBiger
Geschwindigkeit und erreicht
bereits in 10—120 Sekunden
den zu messenden Hochst-
wert. Man fiihre also die Be-
stimmung rasch aus, da die
Farbintensitéat bald wieder zu-
riickgeht. Als Apparat eignet
sich der Tvntometer von Lovi-
BOND (nidhere Beschreibung:
The Tintometer Lid. ; Abb. 11).

Man vergleicht die Losung

mit blauen (gelben bzw. roten)
standardisierten Glasplatten, die g
jeweils einer Kennzahl entspre- Abb. 11. Tintometer (Modell der
chen, so daB die Farbstirke in The Tintometer Lid.).
LoviBoNp-Einheiten ausgedriickt

werden kann. Man erblickt durch das Beobachtungsrohr zwei gleiche, recht-
eckige Gesichtsfelder und sucht durch systematisches Vorschieben von Glas-
plattchen dieselben auf den gleichen Farbwert zu bringen. Die Losung be-
findet sich in der Cuvette (10 mm breit) und wird mit Hilfe von SbCl,-Lésung
(bei 20° gesattigt, iiber 30 gew.-proz.) bereitet. Kann der richtige Farbton
mit Blau allein nicht erreicht werden, so schaltet man auch rote bzw.
gelbe Glasplatten vor, deren Kennzahlen aber bei der Auswertung nicht
in Betracht kommen.

Das Resultat kann direkt in LoviBoND- Blauwerten (blue values)
ausgedriickt werden, besser rechnet man aber zu Cod liver oil-
Einheiten (C.L.0.) um, und zwar nach der folgenden Formel:

C.LO. — 20 X (am Tintometer abgelesener Blauwert : 10)
A mg Substanz in 1 em?® SbCl,-Losung ’

Eine Substanz besitzt also 1 C.L.O., wenn 20 mg davon in 1 cm® CARR-
Price-Losung mit 10 LoviBonp-Blauwerten farbgleich sind. Das Resultat
ist auch von der Konzentration und von der Beleuchtung abhingig, die

6*
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bewédhrt, nur die optischen Schwerpunkte (Extinktionsmaxima)
anzugeben, welche von Konzentration und Schichtdicke in weiten
Grenzen unabhéngig sind, so daB fiir jedes Band eine Zahl geniigt,
nebst Angabe des Losungsmittels (Tabelle 11). Dazu ist die Ver-
wendung eines Photometers gar nicht erforderlich, denn die Bander
sind bei hinreichend kleinen Konzentrationen symmetrisch genug,
um den Mittelwert ihrer Grenzen nehmen zu diirfen. Wird dieses
Verfahren fiir zwei Verdiinnungen durchgefiihrt und durch Anlegen
des Fadenkreuzes an die dunkelsten Stellen ergidnzt, so ergeben
sich die Absorptionsmaxima in einem guten Gitterspektroskop als
Mittelwerte mit einer Fehlergrenze von nicht iiber 0,5 uu.

Tabelle 11. Optische Schwerpunkte in Schwefelkohlenstoff,
gitterspektroskopisch gemessen' (Literatur im Speziellen Teil).

Carotinoid Sehwerpunkte Carotinoid Schwerpunkte
Rhodoxanthin. 564 525 Zeaxanthin . . 519 483
Lycopin . . . 548 507 o-Carotin . . .| 509 477
Capsanthin . . 543 503,56 | Lutein . . . .| 508 475
Capsorubin . . 543 503,5 | Taraxanthin . . 501 469
y-Carotin . . . 533,5 496 Violaxanthin . 500,5 469
Rubixanthin . 533,5 496 Crocetin2 . . .| 478,56 448
Bixin . . . . 523,5 489 Flavoxanthin . 478 447.,5
p-Carotin . . . 521 485,5 | Azafrin® . . . 476 445,5
Kryptoxanthin 519 483

Fiir die Aufdeckung ganz feiner Unterschiede in den Spektren
ist nach KunaN und SMARULA die quantitative lichtelektrische Photo-
metrie geeignet.

Die Apparatur besteht aus einem Doppelmonochromator mit Flintglas-
prismen. Als Lichtquelle dient eine Nernstlampe; der lichtelektrische Strom
wird iiber eine Kaliumzelle mit einem FEinfadenelektrometer gemessen,
und zwar von 5 zu 5 uyu, indem man abwechselnd Losung und Lésungs-
mittel in den Strahlengang einschaltet und gleich lang, z. B. 5 Sekunden
belichtet. Die Ausschlige des linear geeichten Elektrometers sind den,
durch die Losung bzw. durch das Losungsmittel hindurchgegangenen Licht-
mengen J bzw. J, direkt proportional. Bedeutet ¢ die Konzentration
(Mol/Liter) und d die Dicke der Cuvette (cm), so ist die Absorptionskonstante:

230
*=d ng

Spektrophotometrische Bestimmung der Blattfarbstoffe: WEIGERT.
Sensibilisierungsspektren: EpEr. RaMAN-Spektrum: EvLER und HELL-
STROM (4). '

1 Die Tabelle beschrinkt sich auf die beiden langwelligsten Schwerpunkte.
2 Als Methylester untersucht.
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Nach einer unverdffentlichten Untersuchung von K. W. Haus-
SER (vgl. bei KunN 1) ist die ermittelte Lage der Absorptions-
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Abb. 14, Absorptionskurven von Carotin, Lycopin und Xanthophyll. Nach PuM-

MERER, REBMANN und REINDEL (gemessen von G. SCHEIBE).

Abszisse: Wellen-

langen; Ordinate: dekadische Logarithmen der Extinktionskoeffizienten %, aus
J=dJdo 10— k-c- d, wobei ¢ die Konzentration in Molen pro Liter, d die Schicht-

dicke in cm bedeutet.

binder insofern auch von der Arbeitsmethode abhingig, als die
im Spektroskop nach LorwE-ScHUMM gemessenen Werte von
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den photometrisch bzw. photoelektrisch erhéltlichen abweichen
(Tabelle 12). Diese Anomalie beruht auf einem optisch-physio-
logischen Effekt, ohne dafl dadurch die Reproduzierbarkeit der
Messung in Frage gestellt wire.

Tabelle 12. Einfluf der MeBmethode auf die optischen Schwer-
punkte von «- und f-Carotin (nach HAUSSER, unverdffentlicht).

Tnstrument Die ersten Schwerpunkte in CS, (uu)
a-Carotin | B-Carotin | Differenz
|
Spektroskop nach LOEWE-ScHUMM 510 520 10
Photometer nach K6N1G-MARTENS 507 514 7
Photoelektrische Zelle . . . . . 507 | 514 7

Absorptionskurven. Absorptionskurven fiir Carotin, Xantho-
phyll und Lycopin wurden frithzeitig von PUMMERER, REBMANN
und REINDEL (1) mitgeteilt. Abb. 14 (S. 87) zeigt, daBl die drei
Farbstoffe das gleiche Konstitutionsmerkmal (eine groBe Anzahl
von konjugierten Doppelbindungen) besitzen miissen.

Die Hauptbidnder sind von solcher Hohe, daf sich die genannten
Carotinoide mit sehr kraftigen Farbstoffen (Eosin) vergleichen lassen. Die
Kurven zeigen, wie &hnlich die drei Carotinoide absorbieren. Das Haupt-
band des Xanthophylls (2 Maxima mit logk = 5,2 bzw. 5,1) zeigt etwas
stirkere Extinktion als das des Carotins (5,0), das Nebenband (log & = 4,3)
ist fast identisch. Der allgemeine Aufbau der Kurve ist sogar in kleinen
Unstetigkeiten vollkommen analog, nur beim Xanthophyll um etwa 5puu
nach dem Ultraviolett verschoben, was fiir die Betrachtung der Losungs-
farbe hier stark ins Gewicht fallt. Lycopin absorbiert grundsitzlich ganz
ghnlich, doch ist die Extinktion bei Haupt- und Nebenband etwas starker
als bei Carotin und nach lingeren Wellen verschoben. Auch wurde hier
weiter ins Ultraviolett gemessen und noch ein drittes Band beobachtet
(PuMMERER, REBMANN und REINDEL 1). Ahnlich verliuft die Kurve des
Crocetin-dimethylesters (KARRER und SaromoN 2).

Neuere Aufnahmen der Absorptionskurven von einigen Caro-

tinoiden bringt der Spezielle Teil.

5. Colorimetrie.

Dieser einfachen und raschen Methode stehen mehrere An-
wendungsmoglichkeiten offen. Man kann das Colorimeter bei
praparativen Arbeiten laufend zu Rate ziehen und durch den Ver-
gleich der Fraktionen den Weg zur Anreicherung des Farbstoffes
aufsuchen. Handelt es sich um die Gehaltsbestimmung einer Droge
an einem bekannten Polyen, so fiihren Extraktion und Colori-
metrie zum Ziel. Voraussetzung ist natiirlich die richtige Wahl
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der Vergleichslosung. Soll z. B. Carotin bestimmt werden, so miifite
man die Standardfliissigkeit aus reinem, krystallisierten Farb-
stoff bereiten, der aber meist nicht verfiigbar sein wird und zudem
an der Luft verdirbt. WILLSTATTER und StoLL (1) haben daher
die Losung von 2,0 g Kaliumbichromat in 11 destilliertem Wasser
als Vergleichsfliissigkeit eingefiihrt (betr. Haltbarkeit vgl. bei
JORGENSEN). Es gelten die folgenden Gleichwertigkeiten fiir
Carotin, Xanthophyll und Kaliumbichromat:

Carotin (0,0268 g in 11 Petrolather) . 100 50 25 mm Schichtdicke

Bichromat (0,2proz.) . . . . . . . . 101 41 19 ,, '
Xanthophyll (0,0284 g in 11 Ather) . 100 50 25 ,, '
Bichromat (0,2proz.) . . . . . . . . 72 27 14 ,, .

Evrer, DEMoLE, KARRER und WALKER fanden abweichende
Zahlen, was (zumindest teilweise) auf die Uneinheitlichkeit von
Carotin- und Xanthophyllpraparaten (s.dort) zuriickzufiihren
sein wird.

Parmer (1) gibt das Verhéltnis der Farbstdrken graphisch
wieder, SPRAGUE ersetzt das Bichromat durch kiinstliche organi-
sche Farbstoffe. Sehr kleine Carotinoidmengen bestimmt man
nach EvLER, HELLSTROM und RypBom mit Hilfe eines HUFNER-
Prismas, unter Anwendung von LovisonDschen Farbenfiltern.
Bei farbschwachen Losungen wird manchmal nicht die Eigenfarbe
gemessen, sondern die (voriibergehende) Blaufirbung, die von
Antimontrichlorid in Chloroform erzeugt wird (S. 82).

Empfehlenswert ist die newue Methode der Mikrocolorimetrie von
KueN und BROCEMANN (3):

Es geniigen bei Anwendung eines Mikrocolorimeters HEerricE (Frei-
burg i. Br.), dessen GefiBle 1 cm?® fassen, Farbstoffmengen von 0,001 bis
0,01 mg, wie sie etwa in einem einzigen Bliitenblatte vorkommen. Die Gefafle
werden, um Verdunstung hintanzuhalten, mit tadellosen Korkdeckeln ver-
schlossen, die in der Mitte eine Offnung zur Durchfithrung der Glaszylinder
besitzen. Die Ablesungen erfolgen bei Tageslicht oder im Licht einer Tages-
lichtlampe. Die Genauigkeit 148t sich durch Einschalten eines Blaufilters
(Kobaltglas) etwas erhéhen. Man hilt die Schichtdicke der Standardlosung
(s. unten) konstant (10 mm), variiert die Schichtdicke der Carotinoidlosung
bis zur gleichen Farbstirke und nimmt das Mittel von 6—10 Ablesungen.
Der Gehalt der Polyenlésung wird durch Verdiinnen mit Benzin so ein-
gestellt, dafl die erforderliche Schichtdicke zwischen 4 und 20 mm liegt.

Als colorimetrischen Standard beniitzen Kvax und BROCK-
MANN (3) Azobenzol, das in dem angewandten Konzentrations-
gebiet gegeniiber den meisten Carotinoiden keine nennenswerten
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Abweichungen vom BEERschen Gesetz erkennen 148t. Dadurch ent-
fallt die Beriicksichtigung empirischer Eichkurven, was bei der
Beniitzung von Kaliumbichromat notwendig ist. Die Standard-
16sung enthélt 14,5 mg reinstes Azobenzol in 100 cm3 96proz.
Athylalkohol. Die damit farbgleichen Carotinoidlosungen enthalten
tn 1 cm® Benzin (Siedep. 70—80°) die in der Tabelle 13 verzeichneten
Farbstoffmengen (mg).

Tabelle13. Farbwerte bezogenaufeineLésung vonl4,5mgAzobenzol

in 100 cm?® 96proz. Alkohol (KUuHN und BROCKMANN 3).
Opt. Schwerpunkte

in I{lgm’ Farbstoff Formel Mol.-Gew. in Benzin
Benzin up up
0,00235 a-Carotin . . . | C,Hg 536,5 478 47,5
0,00235 p-Carotin . . . | CuHy 536,5 484 451
0,00242 Kryptoxanthin! | C,H;0 552,5 485,5 452
0,00252 {Lutein C | CuHLO, 568,5 | 4775 | 4475
0,00252 Zeaxanthin . . | Cy,Hg0, 568,5 483,5 451
0,0027 { Taraxanthin. . | C,H;0, 600,5 472 443
0,0027 Violaxanthin . CyoHs0, 600,5 472 443
0,0046 {Helenien .. .| CiHy0, 1045 477 4475
0,0046 Physalien . . . | CpH,;40, 1045 483 451

Die Farbwerte der paarweise isomeren Farbstoffe sind unter
den eingehaltenen Bedingungen praktisch gleich und die Unter-
schiede zwischen verschiedenen Paaren in der Hauptsache durch
die Verschiedenheit der Molekulargewichte gegeben.

Fiir Lycopin, das viel zu rotstichig ist, um mit der angegebenen
Losung verglichen zu werden, kann man als haltbaren Standard
eine zehnmal konzentriertere Azobenzollosung verwenden (145 mg
Azobenzol in 100 cm® 96proz. Athylalkohol). Die damit farb-
gleiche Lycopinlésung enthélt in 1 em® Benzin (Siedep. 70—809):
0,0078 mg Lycopin C,H;, (Mol.-Gew. 536,5); Schwerpunkte: 506,
474, 445 yu. Fir Crocetin, Bixin und Azafrin, denen man nur in
besonderen Fillen begegnen wird, benutzt man als Standard:
Crocetin-dimethylester, Methyl-bixin und Azafrin-methylester, die
recht luftbesténdig sind.

6. Entmischungsmethoden.

Beim Nachweis und besonders bei der Trennung und Bestim-
mung von Carotinoiden leistet eine Methode vortreffliche Dienste,

1 Nach Kue~N und GRUNDMANN (3).
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welche in der Verteilung des Farbstoffes zwischen zwet, miteinander
nicht mischbaren Lésungsmitteln besteht.

Das eine ist meist wéBriger (70—90 proz.) Methylalkohol, Athyl-
alkohol, seltener Aceton, die untere Fliissigkeitsschicht bildend,
wihrend die Oberschicht z. B. Benzin, Petrolither oder Ather -
Petrolither oder auch Benzol sein kann. Die wich-
tigsten Carotinoide verteilen sich nach dem Durch- &
schiitteln im Scheidetrichter in charakteristischer
Weise ungleich zwischen den beiden Solventen und
kénnen durch (evtl. wiederholte) Erneuerung der-
jenigen Schicht, welche die Hauptmenge des Farb-
stoffes aufgenommen hat, quantitativ abgetrennt
werden. Das Verfahren ist einfach, da man den
Gang der Entmischung mit dem Auge verfolgt.

Die Bedeutung einer ahnlichen Arbeitsweise ist
bereits 1864 von STOKES erkannt worden: ,,Was
Bequemlichkeit und Raschheit der Ausfithrung
betrifft, gibt es, namentlich bei der Untersuchung
von sehr kleinen Mengen, keine Trennungsmethode,
die gleichwertig wire mit der Verteilung zwischen
zwei Losungsmitteln, die sich nach dem Schiitteln Re‘;;f;’,;;gﬁ;}s_
scheiden.” An der Ausgestaltung der Methodik Scheidetrichter.
hatten sich u. a. Boropixn (1883), Kraus sowie &Vf‘gﬁ?ﬁ
SorBY beteiligt (vgl. WILLSTATTER und StorL 1,
dort S. 154, 231). WILLSTATTER (1) und seine Mitarbeiter, sodann
Kuax und BROCKMANN (3) haben den Entmischungsgedanken mit
iiberraschendem Erfolg verwertet. Nach den Versuchen der letzt-
genannten Autoren ist das Ergebnis der Entmischung weitgehend
unabhéngig von Begleitstoffen.

Im Reagensglas-Scheidetrichter (Abb.15) 148t sich der Versuch
so vorfilhren, dal man die petrolatherische bzw. &dther-petrol-
dtherische Losung mit 1 Vol. wenig verdiinntem Holzgeist schiittelt,
oder man geht von einer homogenen Farbstofflosung in Methanol
-+ Petrolidther aus und fiigt vorsichtig, tropfenweise Wasser zu,
gerade bis sich die Schichten trennen. Von den Vertretern der
Gruppe Cyy gehen die Kohlenwasserstoffe o, - und y-Carotin sowie
Lycopin, ferner die Farbwachse in die Oberschicht, wihrend man in
der unteren Phase die Carotinoide mit mindestens zwet freien Hydro-
zylen (Xanthophylle) vorfindet®. Werden die Farbwachse verseift,

1 Kryptoxanthin und Rubixanthin C,(H;;OH verhalten sich anders;
s. weiter unten c), sowie S. 164, 168.
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so zeigen sie das entgegengesetzte Verhalten wie frither, sie sind also
nicht mehr epi-, sondern hypophasisch.

Sieht man von selteneren Farbstoffen ab, so ergibt sich fiir
eine erste Orientierung der in Tabelle 14 verzeichnete Arbeitsgang.

Tabelle 14. Arbeitsgang der Entmischung.
Man verteilt den Farbstoff wiederholt zwischen Ather 4 Petroldther
und 85proz. Methylalkohol:

Oben Unten

Carotine, Lycopin und Farbwachse Xanthophyll ( Lutein), Zea-
Man behandelt die abgehobene Oberschicht mit zanthin, Violaxanthin,
konzentriertem, methylalkoholischem Xali, Taraxanthin, Fucoxan-
fithrt den Farbstoff durch Zusatz von viel thin und  Capsanthin
Wasser in Ather + Petroliather iiber und schiit- (unverestert)
telt wiederholt mit 85proz. Methanol:

Oben Unten

Carotine und Lycopin | Xanthophyll usw. (die vor
(ihr Verhalten hat| derVerseifung verestert
sich nicht geén-| waren und sich jetzt
dert) umgekehrt wie frither

bei der Entmischung
verhalten)

In mehreren Fillen ist eine weitere Fraktionierung der in der
letzten Spalte enthaltenen Farbstoffe (Tabelle 14) mit Hilfe von
Entmischungsmethoden moglich. Beispiele:

a) Fucoxanthin und Xanthophyll lassen sich scheiden auf Grund der
Beobachtung, daBl beim dreimaligen Schiitteln der dther-petrolidtherischen
Losung (1: 1) mit 70proz. Methylalkohol alles Fucoxanthin, aber nur wenig
Xanthophyll in die Unterschicht gelangt (WILLSTATTER und PAGE). Ahnlich
wie Fucoxanthin verhilt sich auch Capsanthin.

b) Unterscheidung von Lutein und Violaxanthin (KuaN und WINTER-
STEIN 6): Schiittelt man 10 cm?® der dther-petrolatherischen Losung (1:1)
viermal mit je 2 cm3 70proz. Methanol, so geht doppelt so viel Violaxanthin
als Lutein in die untere Schicht. L&f8t man dieselbe ab und schiittelt sie
mit 5 cm3 Ather 4 Petrolither durch, so sucht Lutein quantitativ, Viola-
xanthin nur zum Teil die obere Schicht auf.

c) Bei der Verteilung von Kryptoxanthin zwischen Benzin und 90proz.
Methanol geht der Farbstoff, wie §-Carotin, dem es auch sonst sehr nahe
steht, vollig in die Oberschicht, wendet man jedoch 95proz. Methylalkohol
an, so wandert das Kryptoxanthin deutlich nach unten (Gegensatz zu
B-Carotin; KuaN und GRUNDMANN 3).

Bei quantitativen Versuchen wird eine colorimetrische Messung
an das Entmischungsverfahren angeschlossen. Bei den mikro-
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chemischen Methoden von KUHN und BrockmaNN (3) kommen
wir darauf zuriick; als Beispiel der makrochemischen Arbeits-
weise sei angefiihrt:

Trennung von Carotin, Xanthophyll und Chlorophyll nach WILLSTATTER
und STOLL (1, dort 8. 47—51). Der Extrakt von 2 g getrockneten, fein pulveri-
sierten Brennesselblattern mit 10—20 cm? 85 vol.-proz. Aceton wird durch
EingieBen in 30 cm® Ather und Zusatz von 50 cm3® Wasser im Scheide-
trichter in Ather iibergefiihrt. 5cm3 der letzteren Losung schiittelt man
mit 2 cm? starkem methylalkoholischem Kali kraftig durch, verdiinnt nach
Wiederkehr der griinen Farbe allméhlich mit 10 cm® Wasser und fiigt noch
etwas Ather zu. Beim Durchschiitteln im Reagierglas bilden sich zwei
Schichten: oben die Carotinoide, unten das Chlorophyll. Die #therische
Schicht wird abgehoben, mit Wasser gewaschen und auf 1 cm? eingedampft.
Sodann verdiinnt man mit 10 cm® Petrolither und schiittelt etwa dreimal
mit je 10 cm® 90proz. Methylalkohol, bis der letztere farblos bleibt. Im
Holzgeist befindet sich dann das gesamte Xanthophyll, im Petrolather
das Carotin.

Die Carotinlésung wird abgehoben und andererseits das Xanthophyll
aus den vereinigten methylalkoholischen Ausziigen durch Zusatz von viel
Wasser und Ather in den letzteren iibergefiihrt. Es stehen dann beide
Farbstofflosungen zum Vergleich mit 0,2proz. Bichromat bereit (S. 89).

7. Capillaranalytische Methode.

In manchen Fillen 148t sich eine Orientierung iiber die ein-
fache bzw. zusammengesetzte Natur des in Extrakten enthaltenen
Polyenfarbstoffes gewinnen, wenn man Filtrierpapierstreifen in
den Auszug hingt. Auf dem nicht eingetauchten Teil der Streifen
erscheinen verschiedene Zonen von typischer Lage, Breite und
Farbe, welche einzeln auf ihre Reaktionen untersucht, mit Stan-
dardproben verglichen, oder extrahiert und spektroskopisch gepriift
werden kénnen. Ausfiihrliche Angaben iiber die Ergebnisse solcher
Versuche beschreibt Kyrin (1—8). Aus normalen Blattausziigen
erhilt man eine griine Chlorophyll-, dariiber eine gelbe Xantho-
phyll- und unten eine gelbe Carotinzone. Bei der Ausgestaltung
dieser Verhiltnisse diirften sowohl Loslichkeits- als auch Adsorp-
tionsunterschiede mitspielen. Betreffs Grenzen der Anwendbarkeit
der Methode vgl. WINTERSTEIN und EHRENBERG.

Kyuin (1, 2) hat namentlich mit folgendem Pflanzenmaterial Versuche
angestellt (meist Friichte bzw. Bliten): Aloe vera, Arum italicum, Brassica
napus, Calceolaria scabiosifolia, Calendula officinalis, Capsicum annuum,
Daucus carota, Evonymus europaeus, Lycium carolinianum, Lycopersicum

ceraciformae, L. esculentum, Physalis Alkekengi, Rosa canina, Solanum
Balbisii, S. dulcamara, S. pseudocapsicum, Sorbus aucuparia, Tagetes patula,
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Taxus baccata, Tropaeolum majus. Betreffs Algenfarbstoffe s. bei BOorRESCH
sowie auf S.211.

Die capillaranalytische Methode ist von dem chromatographischen
Adsorptionsverfahren (s. unten), namentlich in bezug auf die pri-
parative Verwendbarkeit, weit iberfliigelt worden.

8. Die chromatographische Adsorptionsmethode von Tswerr,

Der Gedanke, die Entwirrung von natiirlichen Pigmentgemischen
unter Ausniitzung der feinen Unterschiede durchzufiihren, welche
in bezug auf die Adsorbierbarkeit der Komponenten bestehen,
gab der Chemie der Carotinoide wohl den stirksten Impuls, den
sie seit der Einfithrung der Spektroskopie von physikalischer Seite
empfangen hat. Es ist das Verdienst des russischen Botanikers
TsweTrT (1—3), dafl er seiner bahnbrechenden Idee sogleich eine
einfach ausfiihrbare Form gab, die im wesentlichen heute noch
befolgt wird.

TsweTT lie mit Petrolither, Benzol oder Schwefelkohlenstoff
bereitete Losungen durch eine vertikal aufgestellte Sdule des
Adsorptionsmittels (Calciumcarbonat, Inulin, Rohrzucker) sickern,
von welchem ein 10—15 cm langes, 1—2 cm breites, unten aus-
gezogenes Glasrohr dicht erfillt war. Der mit der starksten Ad-
sorptionsaffinitit behaftete Pigmentanteil wird bereits oben fest-
gehalten, wihrend die iibrigen mehr oder tiefer in die Séule vor-
dringen. So entstehen verschiedene, gut sichtbare Zonen im Rohr,
die durch Nachgielen von reinem Loésungsmittel noch weiter aus-
einandergezogen (,,entwickelt*) und zum Schlusse mechanisch von-
einander getrennt werden, z. B. durch entsprechende Zerschnei-
dung des Rohres oder der ausgedriickten Séule. Die (evtl. durch
Wiederholung des Versuches noch verschirften) Farbringe stehen
dann fir Elution, Spektroskopie, Colorimetrie usw. bereit.

25 Jahre hindurch wurde die ,,Chromatographie nur gelegentlich
angewandt (s. z. B. PALMER und EckLEs; PALMER 1, 3, dort S. 226;
VEGEzzi, Lipmaa 1), sie blieb aber zu wenig beachtet, teils wohl
auch deshalb, weil das Gebiet der Polyene dem, mit den iiblichen
Methoden arbeitenden Chemiker noch Aufgaben in Fiille bot.
Zum TswerTtschen Verfahren griff man erst zuriick, als subtilere
Fragestellungen auftauchten und zu einer Zeit, als es aus den
Enzymforschungen der WiLLsTATTERschen Schule bekannt geworden
war, daB mit Hilfe von planméBig ausgefiihrten Adsorptionen und
Elutionen hauchartig feine Unterschiede erfalt werden konnen.
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Die diagnostische Methode von Tswrrr (1—3) wurde von
Kuex und LEpErRER (1) sowie von KumN, WINTERSTEIN und
LeDpERER mit Erfolg in die prédparative Chemie der Carotinoide
eingefiihrt (vgl. auch KuBN und BrOCKMANN 2). Die Trennung
der Carotine wurde durch Anwendung von Calcium-hydroxyd bzw.
-oxyd vervollkommt (KARRER und WALKER 1).

Ein zusammenfassender Bericht iiber die in rascher Entwicklung
begriffene Methodik stammt von WINTERSTEIN (3).

Theoretisches.

Das fein differenziierte Verhalten der miteinander nahe ver-
wandten Polyenfarbstoffe gegeniiber den Adsorptionskriften von
festen Korpern zeigt klar, daBl jene Eigenschaft ungewdhnlich
stark von dem Bau des Farbstoffmolekiils beeinflut wird und
demzufolge noch viele Anwendungsmoglichkeiten bietet. Nach
den bisherigen Erfahrungen kommt die Fixierbarkeit der Caroti-
noide in Anwesenheit von mehreren Hydroxylgruppen sehr stark
zur Geltung, am schwéchsten aber in den sauerstoff-freien Gliedern
der Reihe: Lycopin, a-, 8- und y-Carotin. Innerhalb der letzteren
Unterklasse steht das mit 13 Doppelbindungen ausgestattete
Lycopin an der Spitze, dann folgen nacheinander: y-Carotin (12 F),
f- und schlieBlich a-Carotin (11 F). Aber noch viel kleinere Struktur-
unterschiede machen sich im Chromatogramm bemerkbar. Diese
Verhiltnisse wurden- von WINTERSTEIN und STEIN eingehend
studiert; von ihnen stammt auch die Tabelle 15 (vgl. bei WINTER-
sTEIN 3, dort S. 1414), in der eine Adsorptionsrangordnung fir die
wichtigsten Polyene aufgestellt wird.

Tabelle 15. Adsorptionsreihe der wichtigsten Carotinoide
aus Benzinlésung (nach WINTERSTEIN 3).

Am stirksten | Fucoxanthin .  CH;40q
adsorbiert Violaxamﬁlin .. 84§5684
Taraxanthin . . C,H;0, —
B Flavoxanthin . . C,)H;0; Alkohole CaC0, §
B | 8w Zeaxanthin . . . C,H;0, g
o |83 Lutein . . . . . CyoH560, @
_g 215 Rhodoxanthin. . C;H;0,  Keton g
g | g5 Physalien . . . C;,H;;0, 5
ck Helenien . . . . } Ester 5
<)< en . . . 7211116V g
Lycopin . . . . CyHs AL,0, g
py-Carotin . . . . CyHgg Kohlen-
Am schwichsten | -Carotin . . . . CyHg wasserstoffe
adsorbiert a-Carotin . . . . CyuHsg
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Man sieht, da die Anwendung von zweierlei Adsorbenten in
den meisten Fillen hinreicht: die Polyenalkohole lassen sich an
CaCO; festhalten und differenziieren, wihrend man die iibrigen,
namentlich die Kohlenwasserstoffe durch die Siule treibt, worauf
sie auf ALO; oder Ca(OH), fixiert und weiter aufgeteilt werden.

Eine entsprechend hoher dispers gewéhlte Calciumecarbonat-
sdule bindet iibrigens auch die Farbwachse und sogar das Lycopin.

Erginzend sei das gegenseitige, charakteristische Verhalten von
Capsanthin, Zeaxanthin und Lutein (Xanthophyll) angefiihrt:

Eine Schwefelkohlenstofflosung der beiden erstgenannten Farbstoffe ergibt
am CaCOj; zwei Zonen: oben violettrotes Capsanthin, darunter orangegelbes
Zeaxanthin. Von dem Adsorbens wird also das Capsanthin bevorzugt
und dieses hat die, gegeniiber Polyenen bestehende Affinitit des Carbonates
am oberen Teile der Séule bereits erschopft, so da das Zeaxanthin nur mehr
auf die nichsttiefere Scheibe aufziehen kann. Ist aber Zeaxanthin allein
in Losung, so wird es bereits ganz oben festgehalten und 148t sich von dort
mit Hilfe von CS, kaum nach unten verspiilen. GieBt man jetzt eine Capsan-
thinlésung wiederholt auf, so findet eine zwar sehr langsame, aber schlieBlich
(fast) vollstindige Verdringung des Zeaxanthins nach unten statt. Die
umgekehrte Verdringung gelingt nie. Ob man also die beiden Farbstoffe
gleichzeitig oder getrennt dem Carbonat darbietet, entsteht am Ende des
Versuches das namliche Bild. Lutein nimmt eine Mittelstellung ein, die
Rangordnung ist also (in Schwefelkohlenstoff, auf CaCO;): Capsanthin,
Lutein, Zeaxanthin (CHOLNOKY).

Trotz der mehrfach abgestuften Adsorptionsaffinititen der
Carotinoide, geniigt es bei dem Studium eines kompliziert zu-
sammengesetzten Pigments nicht immer, wenn man es nach einem
Schema chromatographiert. So konnten bei der Aufteilung des
Paprika-Farbwachses die folgenden wvier Arbeitswege befolgt werden,
deren Ergebnisse einander gegenseitig erginzen und kontrollieren:
a) Chromatographie von rohen Capsanthinkrystallisaten, b) Auf-
teilung des mit Alkali verseiften Gesamtauszuges der Droge,
¢) Adsorptionsanalyse von unhydrolysierten Farbwachsextrakten
und d) Reesterifizierung der freigelegten Polyenalkohole mit
einer einheitlichen Sdure und darauffolgende Bearbeitung nach
Tswerr. (Ndhere Angaben: ZEcHMEISTER und CHOLNOKY 7.)

Versuchstechnik.

Adsorptionsrohr. Das auf einer Saugflasche montierte, vertikal
aufgestellte Rohr hat je nach dem Zweck des Versuches eine ver-
schiedene Grofle und Gestalt. Fiir kleinere qualitative Proben
geniigt ein einseitig ausgezogenes Glasrohr, das oberhalb der
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Abb. 17a wiedergegebene Vorrichtung (# = inneres Glasrohr 35 X 1,6 cm,
v = Glaswolle, ! = durchlcherter Korkstopfen, d = Porzellansieb). Kvax
und BROCEMANN (3) verwenden Adsorptionsréhren, an denen ein engeres
Ansatzrohr unten angeschliffen ist. Im Laboratorium des Verfassers hat
sich das Rohr b bewihrt (zylindrischer Oberteil z. B. 21 X 5,5 cm; die
Saule steht auf einer 1 cm hohen Watteschicht; darunter eine Siebplatte
aus Porzellan). Es sei auch auf die
Apparatur von HeiLBroN, HEsLoP,
MorToN, WEBSTER, REA und DRUM-
MOND hingewiesen (Abb. 18).

Gang der Analyse. Man be-
schickt 1/,—?; des zylinder-
formigen Rohres mit dem Ad-
sorbens und gieBt unter maBi-
gem Saugen die Losung auf. Es
ist wichtig, daBl die Sdule im
Verlaufe des ganzen Versuches
ohne Unterbrechung mit Fliis-
sigkeit bedeckt bleibe. Nach-
dem die Lésung eingesickert bzw.
teilweise durchgelaufen ist, gie3t
man reines Losungsmittel nach,
wobei die Farbringe meist aus-
einandergezogen werden. Ein-
zelne Komponenten koénnen
durch die ganze Saule wandern
und treten so aus dem Chromato-
gramm aus; sie sind dann der
Bearbeitung mit anderen Ad-
Abb. 18. Adsorpti'onsvo.rrichtl_lng nach Sorptionsmitte]n zugﬁ,ng]jch' Bie-
HEeILBRON und Mitarbeitern (in S wird .

O-freier Stickstoff eingeleitet). tet das Chromatogr&mm em zu-

friedenstellendes Bild, so wird
der Versuch zu Ende gefiihrt, indem man den Oberteil des
Glasrohres, unter AnschluB der Pumpe an die Saugflasche, fir
kurze Zeit schlieBt, hierauf die Apparatur auseinander nimmt,
die halbtrockene Siule mit einem passenden Holzkolben aus-
driickt und mit dem Skalpell zu Scheiben abteilt . Nun folgt die
Elution: die Zonen werden einzeln unter einem geeigneten Losungs-

1 Dauerndes Einatmen von CS,-Dampfen ist gesundheitsschidlich, bei
Serienversuchen wischt man daher das Losungsmittel mit Benzin von der
Saule aus, bevor die letztere herausgedriickt wird. Meist 148t sich dies ohne
Anderung des fertigen Chromatogrammes durchfithren.
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mittel, z. B. Athylalkohol oder methanolhaltigem Benzin zer-
kleinert, der Farbstoffextrakt filtriert und spektroskopisch, colori-
metrisch usw. untersucht. In vielen Fillen muBl das Verfahren
wiederholt werden.

Beisprel: Zerlegung des Eidotterfarbstoffes in Lutein und Zeaxanthin
nach KueN, WINTERSTEIN und LEDERER. Man saugt die Losung von 30 mg
Farbstoff in 500 cm3 CS, langsam durch ein, mit gefilltem Calciumcarbonat
(MERCK) beschicktes Rohr (Durchmesser 7 ¢cm, Abb.19), das unten mit
einem Wattebausch abgeschlossen ist. Durch Nachwaschen mit Schwefel-
kohlenstoff wurden die beiden Zonen 5 ecm auseinandergezogen, die mittleren
Schichten mit Methanol eluiert und aus CS, an frischem Calciumcarbonat

) (
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Abb. 19. Einfaches Adsorptionsrohr. Abb. 20. Chromatogramm eines griinen

Blattes. (WINTERSTEIN und STEIN.)

adsorbiert. Die Mittelschichten des zweiten Rohres wurden wieder eluiert
und der darin enthaltene Farbstoff ein drittes Mal durch ein Calciumcarbonat-
rohr geschickt. Die nun vereinigten Schichten I und die vereinigten
Schichten 4 (Abb. 19) enthielten je 10% des angewandten Farbstoffes. Nach
dem Eluieren mit Methanol, Filtrieren und Verdampfen, wurde in CS, ge-
funden: Schichten I: 508 und 476 uu; Schichten 4: 513,5 und 479 uu.

Die beschriebene Arbeitsweise kann natiirlich mannigfach abge-
dndert werden. Es lassen sich z. B. nach WINTERSTEIN und STEIN
verschiedene Adsorptionsmittel schichtenweise in dasselbe Rohr
fiillen ; so entstand das in Abb. 20 wiedergegebene Chromatogramm
eines griinen Blattes.

Fir praparative Zwecke werden die entsprechenden Zonen von
mehreren (auch vielen) Einzelansitzen vereinigt und weiter ver-
arbeitet. Es ist dies in der Regel einer allzu starken VergroBerung
des ApparatenmaBstabes vorzuziehen. Man spart tibrigens Zeit,
wenn einige Rohre gleichzeitig im Betrieb sind, wahrend andere
gefiillt werden.

7*
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Wurde ein Farbring mit Alkohol eluiert, so 148t sich der Farb-
stoff durch Zusatz von Wasser und Ather in den letzteren iiber-
fiihren und oft sogleich durch Verdampfen in krystallinischer Form
gewinnen. Wurde hingegen zur Elution methanolhaltiges Benzin
beniitzt, so wischt man den Alkohol mit Wasser sehr sorgfiltig
weg und dampft das Benzin ab, oder man nimmt zuvor eine
zweite chromatographische Trennung vor.

Adsorptionsmittel. Zur Lésung des Farbstoffgemisches bzw. zur
Extraktion der Droge werden, wie erwdhnt, meist Schwefel-
kohlenstoff, Benzin (Siedep. 70—80°), Benzin + Benzol usw. ver-
wendet. Eine groBere Mannigfaltigkeit bietet sich in bezug auf
die Adsorptionsmittel und mit Recht betont WINTERSTEIN (3), daBl
hier die Moglichkeiten bei weitem nicht erschopft sind.

Oft wird das von TsweTT (1—3) vorgeschlagene Calciumcarbonat an-
gewandt, das gemaB dem jeweiligen Zwecke eine verschiedene Korngrofie
besitzen muB; man kann das Material aus Calcium carbonicum praecipitatum
(MERCK oder KaHLBAUM) und aus Calcium carbonicum laevissimum zu-
sammenmischen. (Naheres bei ZECHMEISTER und CHOLNOKY 7.) Wie in je-
dem Falle, so ist auch hier die Abwesenheit von Feuchtigkeit im Adsorp-
tionsmittel wichtig, was notigenfalls durch Erhitzen auf 150° erreicht wird.

Auf dem Carbonat lassen sich die Polyenkohlenwasserstoffe kaum
fixieren, so dal man bei den Carotinen und Lycopin zum Aluminiumoxyd
greifen muB. Geeignet ist z. B. das Aluminium oxydatum anhydr. puriss.
der Firma MERCK, die auch ein aktiviertes und von H. BROCKMANN standardi-
siertes Aluminiumoxyd erzeugt, dessen Anwendung empfohlen sei. Die
Aktivierung des Oxyds wurde von Hormes, DELrs und Cassipy durch
Erhitzen auf 200° im Kohlensiurestrom durchgefithrt und ergab, je nach
der Darstellungsweise, Priparate von sehr verschiedener Adsorptionskraft.

Beisptele: ,,Aluminumoxyd II*“ wird von der Aluminium-Company of
America durch langsames Auskrystallisieren aus verdiinnter Lauge und
nachtrigliches Erhitzen erhalten. Ein noch recht gutes Priparat ist
das ,,Aluminiumoxyd III“, das durch Erhitzen von AI(NOy);, 9 H,O auf
200—300° bis zum Aufhéren der Stickstoffdioxyd-Abgabe bereitet wird.
Man schickt das so aktivierte Oxyd (ohne vorheriges Mahlen) durch den
200-Maschensieb (Naheres vgl. im Original sowie bei WINTERSTEIN 3, dort
S. 1410). Die Fasertonerde nach WiSLICENUS (MERCK) ist allein oder als
Komponente einer Mischung sehr wirksam, jedoch fiir groBere Versuche
viel zu teuer.

Den Vorzug der Billigkeit und hoher Aktivitit hat fein gemahlener
Kalk bzw. Calciumhydroxyd, das von KARRER und WALKER (1) empfohlen
wird und zur Aufteilung von Kohlenwasserstoff-Gemischen das allerbeste
Hilfsmittel ist.

Ergebnisse. Im Speziellen Teil sind eine Reihe von Resultaten
angefiihrt, von denen typische Beispiele in der Tabelle 16, S. 101
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zusammengefaf3t sind. Vgl. auch bei WINTERSTEIN (3). Die im
néchsten Abschnitt beschriebene Mikromethodik macht gleichfalls
von der auswdhlenden Adsorption Gebrauch.

9. Mikromethode von KunN und BrockMANN (3) zur Trennung
und Bestimmung von Carotinoiden.

Grundlagen. Diese Arbeitsweise gestattet die quantitative Be-
stimmung von mehreren Carotinoiden nebeneinander in kleinen
Extraktmengen und verwertet die Methoden der Entmischung,
der Chromatographie (s. oben) sowie der S. 89 besprochenen Mikro-
colorimetrie. Die klassischen Verfahren der Entmischung wurden
insbesondere im Hinblick auf die inzwischen erfolgte Entdeckung
der Farbwachse ergénzt. Diese begleiten bei der Entmischung die
Kohlenwasserstoffe in die Benzinschicht, begeben sich aber nach
erfolgter Verseifung ins Methanol. Dadurch ist eine erste Aufteilung
in die drei Gruppen der Kohlenwasserstoffe, der Xanthophylle (Pig-
mente mit mindestens zwei alkoholischen Hydroxylen) und Xantho-
phyllester gegeben. In die Xanthophyllfraktion gehen noch etwaige
Carotinoid-Carbonsduren (Bixin, Crocetin und Azafrin) ein, die sich
auf Grund ihrer Loslichkeit in Alkali abtrennen lassen, ebenso wie
das Chlorophyll*.

Eine weitere Aufteilung der durch Loésungsmittel trennbaren
Farbstoffgruppen gelingt durch chromatographische Analyse (s. oben).
Die Anwendung geeigneter Adsorptionsmittel gestattet isomere
Farbstoffe, wie Lycopin und Carotin, leicht quantitativ zu trennen.
In anderen Fillen, etwa fiir die Trennung von Lutein und Zea-
xanthin sind so spezifische Adsorptionsmittel noch nicht bekannt,
daB eine quantitative Trennung in einem Arbeitsgange moglich
wire. Hier erfaBBt die folgende Mikromethodik zunéchst die Summe
der Isomeren, auf deren Mengenverhéltnis dafiir die Lage der
Absorptionsbiander (bei geniigendem Reinheitsgrade) Riickschliisse
gestattet. Die durch ihren Sauerstoffgehalt unterschiedenen Xan-
thophylle, wie Zeaxanthin und Violaxanthin oder Lutein und
Taraxanthin lassen sich durch auswéhlende Adsorption annihernd
quantitativ nebeneinander bestimmen.

1 Die Ester des Bixins und Crocetins verhalten sich bei der Verteilung
wie freie Xanthophylle, was im Gegensatz zu den Xanthophyllestern be-
merkenswert ist.
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Das allgemeine Schema des Arbeitsganges ist folgendes:

Schema des Analysenganges (KUEN und BROCKMANN 3).
(Erlgutert an der Trennung eines Gemisches von «-, B- und y-Carotin, Lycopin,
Lutein und Zeaxanthin, Violaxanthin, Lutein- und Zeaxanthinestern, Viola-

zanthinestern, Crocetin und Chlorophyll.)

Frisches oder getrocknetes, fein gepulvertes Material mit Methanol und
Benzin erschopfend extrahieren. Durch Zusatz von Wasser entmischen.
Benzinschicht mehrmals mit 90proz. Methanol, Methanolschicht mit Benzin
ausschiitteln.

1. Vereinigte Benzinphasen.

-, B-, y-Carotin, Lycopin, Lutein-, Zeaxanthin- und Violaxanthinester,
Chlorophyll. Mit 5proz. athylalkoholischer Kalilauge verseifen und mit
90proz. Methanol ausziehen, riickentmischen.

Benzinphasen } Methanolphasen

schiitteln: unten Chlorophyll
Benzinphase: Lutein, Zeaxanthin und
Violaxanthin

Adsorption an Fasertonerde® ;
Adsorbat: Lycopin
Filtrat: die Carotine 2

o-, f- und p-Carotin, Lycopin i Alkalisch verdiinnen und mit Benzin aus-
|
|
|

Adsorption an Calciumcarbonat:

| Oben: Violaxanthin (verestert)
| Unten: Lutein und Zeaxanthin (verestert)

II. Vereinigte Methanolphasen.

Freies Lutein, Zeaxanthin, Violaxanthin, ferner Crocetin und Chlorophyll.
Alkalisch machen, mit gleichem Volumen Wasser verdiinnen und wiederholt
mit Benzin ‘ausschiitteln.

Benzinphasen [ Alkalische Phase

|
Lutein, Zeaxanthin, Violaxanthin| Chlorophyll und Polyen-carbonséuren.
Adsorption an Calciumcarbonat;|  Falls Chlorophyll und andere farbige

Oben: Violaxanthin (frei) Carbonsauren fehlen, ansduern und mit
Unten: Lutein und Zeaxanthin Benzin ausschiitteln: Crocetin
(frei)

Hier folgen zunéichst methodische Erlduterungen, sodann wird
der Analysengang nach KuBN und BRoCKMANN (3) néher geschildert.
1. Zur Trennung der Xanthophylle von Carotin, Lycopin wund
Xanthophyllestern. Die Trennung der Xanthophylle (Lutein, Zea-
xanthin, Violaxanthin, Taraxanthin) von den Carotinen, Lycopin

1 Nach Kubex und GRUNDMANN (3) ist es zweckmiBiger, hier Calcium-
carbonat zu verwenden, da das Kryptoxanthin Cy,HzO vom Lycopin mit
Hilfe von Aluminiumoxyd nicht scharf trennbar ist. Ahnliches gilt fiir
das isomere Rubixanthin.

2 Dieselben werden am besten nach KaARRER und WALKER (1) im Calcium-
hydroxyd-Chromatogramm weiter aufgeteilt.



104 Vorkommen, Zustand, Nachweis, Bestimmung.

und den Xanthophyllestern erfolgt durch Verteilung zwischen
Benzin (Siedep. 70—80°%) und 90proz. Methanol. Dabei geht der
groBte Teil der Xanthophylle in die Alkoholphase. Der Rest 1aBt
sich der Benzinschicht durch nochmaliges Auswaschen mit 90proz.
Methanol entziehen, wahrend die Farbwachse, Carotine sowie das
Lycopin nahezu quantitativ in der Benzinschicht bleiben. Durch
solche Verteilung lassen sich kleine Mengen von Xanthophyll-
estern, Carotin und Lycopin in Xanthophyllpriaparaten nachweisen,
besonders, wenn die anfénglich fast oder ganz farblose Benzinschicht
durch wiederholtes Ausschiitteln mit 95proz. Methanol, das viel
Benzin aufnimmt, konzentriert worden ist. Werden die vereinigten
Alkoholphasen mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt, so
lassen sich durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Benzin alle Xantho-
phylle quantitativ in dieses iiberfithren. Diese Benzinlosung dient
zur Trennung der Xanthophylle durch Adsorptionsanalyse und zur
colorimetrischen Bestimmung.

Ist Chlorophyll anwesend, so geht es bei der ersten Verteilung
in beide Schichten. In der Alkoholschicht wird es dadurch von den
Xanthophyllen abgetrennt, daB3 die alkoholische Losung vor dem
Verdiinnen mit Wasser mit etwas 2 n-Natronlauge vermischt und
2 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt wird. Das Chloro-
phyll wird dadurch verseift und bleibt als Chlorophyllid beim
Verdiinnen und Ausschiitteln mit Benzin in der alkalischen-wérig-
alkoholischen Schicht.

Die kleinen Mengen von Carotinen, Lycopin oder Xanthophyll-
estern, die auf Grund des Verteilungsverhéltnisses in die Alkohol-
schicht gelangen, bewirken bei geniigend groBer Konzentration
der Xanthophylle einen Fehler, der innerhalb der Fehlergrenze der
colorimetrischen Bestimmung liegt. Sind jedoch kleine Mengen
von Xanthophyllen neben viel Carotin, Lycopin und Farbwachsen
zu bestimmen, so kann so viel von diesen Stoffen in die alkoholische
Schicht gelangen, daf die Xanthophyllwerte erheblich gefilscht
werden. In diesem Fall ist es notig, die Alkoholschicht mit einigen
Kubikzentimetern Benzin durchzuschiitteln. Die Benzinschicht
enthéilt dann alles Carotin, Lycopin und verestertes Xanthophyll
der alkoholischen Phase, sowie etwas freies Xanthophyll, das mit
80proz. Methanol ausgeschiittelt und wieder zur Alkoholschicht
zuriickgegossen wird.

2. Zur Trennung der Xanthophyllester von Carotin und Lycopin.
Die Abtrennung der Xanthophyllester erfolgt durch Verseifung,
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wonach die freien Xanthophylle sich, wie beschrieben, durch Ver-
teilung zwischen Benzin und 90proz. Methanol abtrennen lassen.
Das verseifte Chlorophyll geht mit den Xanthophyllen in den
Alkohol; beim Ausschiitteln der, mit Wasser auf das doppelte
verdiinnten alkoholischen Losung mit Benzin, bleibt es in der
unteren Schicht, wihrend die Xanthophylle quantitativ in das
Benzin gehen.

Zur Verseifung der Xanthophyllester wird die Benzinlésung von
der ersten Verteilung mit dem gleichen Volumen 5proz. &dthyl-
alkoholischem Kali vermischt und 3 Stunden bei 40° aufbewahrt.
Danach wird mit einer Wassermenge, die 20% der alkoholischen
Kalilauge betrigt, entmischt und die Benzinschicht wiederholt mit
90proz. Methanol ausgeschiittelt, bis dieses farblos ist.

In der Benzinschicht konnen nach der Verseifung nock Carotine
und Lycopin enthalten sein, die sich durch Adsorption an Faser-
tonerde trennen lassen. Gieft man die, durch hiufiges Waschen mit
Wasser vom Alkohol befreite Benzinlésung durch eine Schicht von
Fasertonerde, so wird das Lycopin viel stirker adsorbiert als
Carotin. Durch Nachwaschen mit Benzin 148t sich das Carotin aus
der Fasertonerde entfernen und colorimetrieren, wahrend das
Lycopin noch quantitativ an dem Adsorptionsmittel haftet. Das
Lycopin wird durch Benzin, das 1% Athylalkohol enthilt, eluiert.
In der gleichen Weise lassen sich durch Adsorption an Calcium-
carbonat Lutein und Zeaxanthin vom Violaxanthin trennen. Aus
einer Benzinlosung wird Violaxanthin viel stdrker von Calcium-
carbonat fixiert als Lutein und Zeaxanthin.

Beschreibung des Analysenganges. a) Extraktion und erste Ent-
mischung. 0,1—0,2 g fein gepulvertes, getrocknetes Pflanzenmaterial®
wird mit insgesamt 40—50 cm?3 absolutem Methanol, danach mit
40—50 cm® Benzin (Siedep. 70—80°), die man in kleinen Anteilen
zusetzt, in einer Porzellanreibschale griindlich verrieben. Das
zuriickbleibende Pulver darf bei der Untersuchung mit der Lupe
keine gefirbten Partikelchen mehr aufweisen. Die Extrakte werden
quantitativ durch eine Glas-Sinternutsche in einen zylindrischen,
graduierten Scheidetrichter von 120 cm3 Inhalt tbergefiihrt,
worauf durch so viel Wasser (4—5 cm3) entmischt wird, daBl das
Methanol 10% davon enthalt. Nach kraftigem Durchschiitteln

1 ZweckmiBig trocknet man bei 15—20 mm Druck, iber Phosphor-
pentoxyd.
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wartet man, bis eine saubere Trennung der beiden Schichten erfolgt
ist. Die untere 148t man in einen 200 cm?® fassenden, zylindrischen
Scheidetrichter flieBen und wéscht die Benzinschicht zwei- bis
dreimal mit etwas 90proz. Methanol vorsichtig nach, bis dieses
farblos bleibt.

Um der Methanolschicht kleine Mengen von Carotin, Lycopin
oder von Xanthophyllestern zu entziehen, wird sie ein- bis zweimal
mit einigen cm® Benzin durchgeschiittelt. Das vorsichtig abge-
trennte Benzin wird in einem kleinen Scheidetrichter zwei- bis
dreimal mit 90proz. Methanol gewaschen und mit der Hauptbenzin-
losung vereinigt. Das zum Auswaschen benétigte Methanol wird
zur Hauptmenge der Methanollésung gegeben.

b) Verarbeitung der Alkoholphase. Ist die Alkoholschicht durch
Chlorophyll griin gefarbt, so wird sie mit 10 cm® 2 n-NaOH ver-
setzt und 2—3 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. (An-
wesenheit von Flavonen zeigt sich durch gelbe bis rotgelbe Ver-
fairbung nach dem Zusatz der Lauge an.) Nach beendeter Ver-
seifung des Chlorophylls wird mit etwas Benzin versetzt, mit Wasser
auf das doppelte Volumen verdiinnt und kréftig durchgeschiittelt.
(Zeigt die Losung Neigung zur Bildung von Emulsionen, so wird
noch etwas 2n-Natronlauge zugegeben.) Nach einigem Stehen
scheidet sich die Benzinschicht klar und rein gelb ab. Mehrmaliges
Nachextrahieren mit Benzin entzieht der wéiBrig-alkoholischen
Schicht alles Xanthophyll. Die vereinigten Benzinextrakte werden
griindlich (fiinf- bis sechsmal) mit Wasser gewaschen und in einem
MeBkolben auf ein, fiir die Colorimetrie geeignetes Volumen gebracht.
Die Benzinschicht muB} sorgféltig gewaschen werden, weil Spuren
von Alkohol die nachfolgende Adsorptionsanalyse storen.

Zur Abtrennung des Violaxanthins vom Lutein und Zeaxanthin
werden Adsorptionsrohre verwendet, die etwa 12 em lang sind,
einen Durchmesser von 8—10 mm haben und an die ein engeres
Ansatzrohr angeschliffen ist (Abb. 176, 8. 97). Das scharf getrock-
nete Calciumcarbonat (gefillt, MERCK) wird in kleinen Portionen
eingetragen und jedesmal mit einem Glasstab bis zu 7 cm Hohe
festgestampft. Das gefiillte Adsorptionsrohr wird auf eine kleine
Saugflasche oder ein Absaugrohr gesetzt. Dann wird bei geringem
Unterdruck ein aliquoter Teil, wenn notig die gesamte Menge der
Xanthophyllésung in Benzin durch das Adsorptionsrohr gesaugt.
Ist die Losung in der Adsorptionsschicht eingesickert, so wird mit
reinem Benzin nachgewaschen, wobei darauf zu achten ist, da3 das
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Calciumcarbonat stets von Benzin bedeckt bleibe. Lutein und
Zeaxanthin wandern als verwaschene, goldgelbe Zonen ziemlich
schnell durch die Sdule, wihrend Violaxanthin in einem scharfen
gelben Ringe am CaCO; hingen bleibt. Ist alles Lutein oder Zea-
xanthin durchgelaufen, so wird das Filtrat auf ein bestimmtes
Volumen aufgefiillt oder in einem MeBréhrchen auf 1% genau
abgemessen und colorimetriert?.

Das Violaxanthin wird mit Benzin, das 1% Athylalkohol ent-
halt, eluiert. Um eine zu groBe Verdiinnung der Farbstoffe zu
vermeiden, kann man den unteren, angeschliffenen Teil des Ad-
sorptionsrohres mit etwas Fasertonerde fiillen, die Lutein und
Zeaxanthin stark adsorbiert. Hat man diese beiden Xanthophylle
an der Fasertonerde, so wird der obere Teil des Rohrchens heraus-
genommen. Lutein und Zeaxanthin werden mit einigen cm?
alkoholhaltigem Benzin aus dem unteren Teil des Rohres, der
einen kleinen Trichter bildet, herausgewaschen. Zur Charakteri-
sierung der Fraktionen dient die Messung der Absorptionsbénder.
Die Violaxanthinfraktion wird auBerdem auf positiven Ausfall
der blauen Salzsdureprobe (25proz. HCl) gepriift.

¢) Verarbeitung der Benzinphase. Um die Xanthophyllester zu
verseifen, wird die Benzinschicht von der ersten Entmischung mit
dem gleichen Volumen 5proz. dthylalkoholischem Kali (5 g KOH in
100 cm3 96proz. Athylalkohol) vermischt und 3 Stunden bei 40°
(Brutschrank) aufbewahrt. (Mischt sich die Lauge nicht voll-
sténdig mit dem Benzin, so muB noch etwas absoluter Athyl-
alkohol zugefiigt werden.)

Nach beendigter Verseifung wird mit so viel Wasser entmischt,
da3 die alkoholische Schicht 20% davon enthilt. Unter diesen
Bedingungen gehen keine nennenswerten Mengen von Carotin und
Lycopin in die untere Phase. Die Benzinschicht wird abgetrennt
und mit 90proz. Methanol mehrmals gewaschen, bis dieses farblos
ist. Das Chlorophyll, das bei der ersten Verteilung partiell mit
ins Benzin gegangen ist, gelangt bei dieser zweiten Verteilung in
den Alkohol, aus dem in der gleichen Weise wie bei der ersten
Trennung die Xanthophylle, nach dem Verdiinnen mit Wasser,
durch Benzin ausgeschiittelt und der Adsorptionsanalyse unter-
worfen werden.

1 Kleine Fliissigkeitsmengen, die getriibt sind, messe man in Zentrifugen-
réhrehen, die in 0,1 cm?® geteilt sind, um ohne Umfiillen in der Zentrifuge
kliren zu konnen.
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Die Benzinschicht der zweiten Verteilung enthilt Carotine und
Lycopin, deren Trennung durch Adsorptionsanalyse der sorgfaltig
gewaschenen Benzinlésung vorgenommen wird, und zwar auf einer
Mischung von 1 Teil Fasertonerde (MERCK, nach WISLICENUS) und
4 Teilen Aluminiumoxyd. anhydr. puriss., MERCK). Die Trennung
wird in genau derselben Weise ausgefiihrt wie bei den Xantho-
phyllen. Die Carotine laufen beim Nachwaschen mit Benzin be-
deutend schneller durch die adsorbierende Schicht als das Lycopin,
das als leuchtend roter Ring nur langsam wandert. Das Lycopin
wird (nach quantitativem Durchwaschen des Carotins) mit Benzin,
das 1% Athylalkohol enthilt, eluiert.

Die colorimetrische Bestimmung der einzelnen Polyene erfolgt
nach der S. 89 angegebenen Mikromethode von KuEN und BrOCK-
MANN (3).

Zersetzungsprodukte der Farbstoffe und ihr Einfluf auf die Genauigkeit
der Analyse. Da die Carotinoide gegen Sauerstoff und gegen Siduren recht
empfindlich sind, ist damit zu rechnen, da8 zur Untersuchung gelangendes
Pflanzenmaterial auch Zersetzungsprodukte enthilt, die, soweit sie noch farbig
sind, die Analysen storen. Es ist eine wichtige Frage, in welchem Ausmafle
solche Produkte beim Analysengang erkannt und entfernt werden konnen.

Die Erfahrung zeigt, daB die farbigen oxydativen Umwandlungs-
produkte der Kohlenwasserstoffe die Bestimmung derselben am wenigsten
storen. Die aus Carotin und Lycopin durch Oxzydation an der Luft oder
durch ganz gelinde Einwirkung von Chromsiure entstehenden Farbstoffe
sind zum Teil in 90proz. Methanol 16slich und begleiten bei der ersten Ent-
mischung die Xanthophylle. Ein anderer Teil findet sich im Unverseifbaren
der Benzinphase. Dieser Teil ist an Fasertonerde bedeutend leichter ad-
sorbierbar als Lycopin und Carotine und kann so als oberste Schicht des
Chromatogramms, vor dem Eluieren des Lycopins, entfernt werden. Auf
diese Beobachtung griindet sich eine sehr empfindliche Methode, um Carotin-
und Lycopinpriparate auf ihren Reinheilsgrad, d.h. auf die Abwesenheit
von Autoxydationsprodukten, zu priifen. Hat Autoxydation eingesetzt, so
erhilt man in der obersten Schicht der Fasertonerde eine schmale Farbzone,
die beim Nachwaschen mit Benzin kaum tiefer riickt. Der daraus mit
alkoholhaltigem Benzin eluierbare Farbstoff zeigt verwaschene oder auch
gar keine Absorptionsbinder. Gegen Sdguren ist Carotin erheblich wider-
standsfahiger als Lutein.

Viel schwieriger erscheint eine Beriicksichtigung der aus den Xantho-
phyllen hervorgehenden Zersetzungsprodukte. Bei der Einwirkung sehr
kleiner Mengen organischer Sguren auf Lutein #ndert sich das Verhalten
bei der Entmischung wesentlich (KveN, WINTERSTEIN und LEDERER).
Der Farbstoff bleibt, allerdings nicht so ausgesprochen wie die Carotine,
im Benzin, auch nach alkalischer Verseifung. An dem Spektrum und am
Adsorptionsverhalten ist dabei keine nennenswerte Anderung festzustellen.
Lutein, das durch Oxydation, sei es an der Luft oder durch gelinde Einwirkung
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von Chromséure, veréindert ist, bleibt im Chromatogramm an CaCO, ganz
oben hingen und kann so entfernt werden. Von Fasertonerde wird auch
reines Lutein sehr stark adsorbiert, so dafl eine Trennung kaum méglich ist.
Das durch Oxydation veranderte Lutein verhalt sich bei der Entmischung
wie der reine Farbstoff und zeigt im Spektroskop verwaschene, aber kaum
verschobene Bander.

10. Aligemeine Bemerkungen zum Arbeiten mit Carotinoiden.

Fiithrt man Versuche mit Polyenpigmenten durch, so miissen
gewisse Eigentiimlichkeiten derselben Beriicksichtigung finden,
vor allem die Neigung zur Autoxydation an der Luft, schon bet
Zimmertemperatur.

Die Merkmale dieser meist nur allméhlich, nach einer gewissen
Latenzzeit einsetzenden, aber dann mit steigender Geschwindigkeit
verlaufenden Umwandlung sind: Farbverlust, Gewichtszunahme,
Erhohung der Loslichkeit und Verschwinden des Krystallisierver-
mogens. Die einzelnen Carotinoide sind in fester Form in ver-
schiedenstem MafBe dieser Gefahr ausgesetzt, ohne dafBl der Zu-
sammenhang zwischen Konstitution und Sauerstoffgier klargelegt
wiare. Empfindlich sind Xanthophyll, Zeaxanthin, Carotine,
Lycopin, Capsanthin, viel weniger Fucoxanthin (nur in Lésung),
wihrend dem die Polyene mit Séurecharakter (Crocetin, Bixin und
Azafrin) sowie das Diketon Rhodoxanthin trotz ihrer stark
ungesittigten Natur sich als merkwiirdig luftbestdndig erweisen.

Oft wurden an verschiedenen Praparaten desselben Carotinoids
schwankende Beobachtungen iiber den Grad der Luftbestandigkeit
gemacht. Diese, zunichst iiberraschende Tatsache findet durch
den in letzterer Zeit erfalten Umstand ihre Erklirung, daf die
erwihnten Oxydationsvorginge, wie so viele andere auf dem
Gebiete der organischen Chemie, durch Spuren von Katalysatoren
weitgehend beeinfluit — gehemmt oder beschleunigt — werden.
Fiir Carotin selbst haben schon WiLLsTATTER und EscHER (1) den
EinfluB des Reinheitsgrades auf die Oxydationsgeschwindigkeit
betont; EvrLER, KARRER und RypBOoM (1) ist es gelungen, ganz
besonders hochgereinigte Carotinpriparate herzustellen, die erst
nach 7—10 Tagen die ersten Oxydationserscheinungen zeigen.
Durch Zusatz von Ferrichlorid wird die O-Aufnahme katalysiert,
von Phenolen gehemmt?!.

1 Durch welche Schutzstoffe das Pigment im Gewebe gegen den Luft-
sauerstoff stabilisiert wird, ist noch unerforscht; bekanntlich stehen Reduk-
tionsmittel bzw. O-Acceptoren in reichlicher Menge der Pflanzenzelle zur
Verfiigung.
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Damit in Einklang beobachten KvEN und MEYER, daB auch
Bixin, Norbixin, Methylbixin und Crocetin, die in krystallisiertem
Zustand als luftbestdndig gelten, in geeigneten Losungsmitteln,
bei Zimmertemperatur Sauerstoff absorbieren. Da der Vorgang
durch Blauséure stark gedrosselt wird, handelt es sich wohl um
Schwermetallkatalysen. Es ist interessant, daf auch Hamin die
Autoxydationsvorginge beschleunigt (s. auch FRANKE), aber nur
in geeigneten Losungs-
mitteln; von Cyanwas-
serstoff wird die Sauer-
stoffaufnahme gehemmt.
Hierher gehért auch die
Angabe von Kvnan, WiN-
TERSTEIN und KAUFMANN
(2), daB ihr synthetisches
Physalien weit autoxy-
dabler ist als der Natur-
stoff, was offenbar durch
Spuren von Katalysato-
ren bedingt wird, die
dem Kunstprodukt von
der Darstellung her an-
haften.

Fir die Praxis gilt,
Abb. 21. Apparat zum Umkrystallisieren von  daf} reine Préipa,ra,te Tuft-
Carotin imStickstoffstrom, nach EULER, KARRER . . .

und RYDBOM (1). besténdiger sind als Roh-
produkte.

Feste Carotinoide sind in zugeschmolzenen, mit Kohlendioxyd
oder Stickstoff gefiillten Rohrchen (kleine, ausgezogene Reagier-
glaser) aufzubewahren; Préparate, die noch bearbeitet, z. B. zur
Gewichtskonstanz getrocknet werden, hédlt man iiber Phosphor-
pentoxyd (nicht iiber Schwefelsdure), in einem mit CO, (oder
Stickstoff) gefiillten und erst dann evakuierten Exsiccator; beim
Offnen 148t man statt Luft trockenes Kohlendioxyd aus einem Krpp-
Apparat (bzw. N,) einstromen. Flissigkeiten werden in voll-
gefiillten ERLENMEYER-Kolben unter CO, aufbewahrt. Kurze Opera-
tionen, wie Absaugen, Waschen, Umkrystallisieren, konnen in der
Regel ohne VorsichtsmafBnahmen ausgefithrt werden. Fiir besondere
Zwecke arbeitet man in eingeschliffenen Apparaten, unter Durch-
leitung von Stickstoff (Abb.21,nach EvLER, KARRER und RYDBOM]).
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Die ganze Apparatur besteht aus Glas; als Verbindungsstiicke kommen
nur Glasschliffe, als Nutsche eine Glasnutsche zur Verwendung. Der Petrol-
ather wird im N,-Strom aus dem Kolben 4 in den Kolben B destilliert,
wo das Carotin durch Erwérmen in Losung, und nach dem Kiihlen zur
Krystallisation gebracht wird. Hierauf zieht man die iiberstehende Mutter-
lauge durch Rohr C ab, 168t das in Kolben B krystallisierte, zuriickbleibende
Carotin in neu eindestilliertem Petrolither und nutscht nach wiederholten
Krystallisationen das Carotin nach dem Aufsaugen durch Rohr C auf der
Glasnutsche G.

Uber die Sdureempfindlichkeit namentlich der Xanthophylle
vgl. 8. 179.

Auch gegen hohere Temperaturen sind z. B. Carotin, Lycopin,
Xanthophyll (besonders in Loésung) verhiltnisméBig empfindlich,
namentlich wenn der Ausschlu von Sauerstoff nicht gewdhr-
leistet ist. Allgemein vermeide man eine Erwirmung iiber 50°
und fithre Destillationen, unter Ausschlul von hochsiedenden
Losungsmitteln, im Vakuum aus; ein schwacher, trockener Kohlen-
sdure- oder Stickstoffstrom wird durch die Capillare geleitet.

Giinstig fiir priaparative Arbeiten ist die folgende Erfahrung:
wurde ein Carotinoid durch Luft oder Wérme etwas angegriffen,
so verdirbt in der Regel nicht das ganze Material gleichmifBig,
sondern nur ein kleiner Teil davon, welcher sein Krystallisierver-
mogen einbiilt. Die Hauptmenge kann meist in reiner Form
zuriickgewonnen werden.

SchlieBlich sei betont, daBl die mikroskopische Kontrolle auf
diesem Gebiete eine groBe Rolle spielt. Farblose Begleiter lassen
sich rasch erkennen, und andererseits gilt das schéne, vollkommen
einheitliche und typische mikroskopische Bild als ein wichtiges
Merkmal der Reinheit. Die Homogenitit eines Carotinoidprdparates
darf allerdings nur dann als sichergestellt gelten, wenn es auch bev der
chromatographischen Adsorptionsanalyse sich als viollig einheitlich
verhdlt.



Spezieller Teil.

Fiinftes Kapitel.
Carotinoide im engeren Sinne (mit 40 Kohlenstoffatomen).

Ubersicht.

a) Polyen- Kohlenwasserstoffe: «-Carotin, p-Carotin, y-Carotin, Lycopin.

b) O-haltige Polyene (und ihre Ester): Kryptoxanthin, Rubixanthin,
Xanthophyll bzw. Lutein, Physalien, Zeaxanthin, Helenien, Flavoxanthin,
Violaxanthin, Taraxanthin, Fucoxanthin, Rhodoxanthin, Capsanthin, Capso-
rubin.

a) Polyen-Kohlenwasserstoffe.

Nach allen bisherigen Erfahrungen iiberwiegt das f-Carotin in
der Natur, namentlich zufolge seines reichlichen Vorkommens in
allen griinen Pflanzenteilen. o-Carotin wird vom Pflanzengewebe
sparlicher dargeboten, y-Carotin tritt mengenméBig ganz zuriick.
Fir die Biosynthese von groferen Quantitdten des Lycopins
scheinen giinstige Bedingungen in der Regel nur in den Friichten
zu bestehen.

1. Carotin.

(Bruttoformel C,;Hgs. Nach neueren Untersuchungen ist das ,,Carotin‘‘ meist

ein Gemisch von a- und B- eventuell auch y-Carotin. Der nachstehende Text

bezieht sich zunidchst auf das Gesamicarotin. XKonstitutionsformeln der
einzelnen Isomeren: S.137.)

Der Begriff Carotin (oder Caroten) hat im Verlaufe eines Jahr-
hunderts manche Wandlungen durchgemacht. Teils hat man
Pigmente so bezeichnet, die keine Kohlenwasserstoffe sind, teils
wurde die heute Carotin genannte Verbindung mit anderen Namen
belegt. Zieht man noch in Betracht, daBl Farbstoffe nicht selten auf
Grund von mikrochemischen Gruppenmerkmalen ohne weiteres als
,,Carotin angesprochen wurden und ferner, da manche Autoren
verinderte, z. B. anoxydierte Pridparate in Héanden hatten, so
ergibt sich die Unmoglichkeit, alle &dlteren Angaben zu sichten.
Nur die chemische Analyse fiihrt hier zu einem abschlieBenden
Urteil, der Analyse ist aber die Benennung weit vorausgeeilt. Nach
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WIiLLSTATTER und MIEG ist Carotin sehr wahrscheinlich identisch
mit dem Erythrophyll von Bouearer, dem Chrysophyll von
E. Scaunck und C. A. ScHUNCK, mit dem Xanthocarotin von
MoriscH und vielleicht auch mit dem Etiolin von PRINGSHEIM,
aber nicht mit dem Chrysophyll von HARTSEN (vgl. auch bei
EscHER 1, dort S. 22 sowie bei WILLSTATTER und StoLL 1).

1831 entdeckt WACKENRODER, daB die Wurzel der Mohrriibe
(Daucus carota) einen, in rubinroten Tafeln krystallisierenden
Farbstoff enthilt. Die unerwartete Tatsache, daB ein Kohlen-
wasserstoff vorliegt, wurde von ZEISE festgestellt; sie ist dann
mehrfach bezweifelt, viel spiter von ARNAUD bekriftigt, aber
erst von WILLSTATTER und MIEG - endgiiltig bewiesen worden.
Thnen verdankt man die richtige Carotinformel C, H, wihrend
friiher unter anderem die folgenden Symbole beniitzt wurden:
C;H, (Ze1sE 1847), CH,,0 (Husemann 1861), C,H,; (ARNAUD
1885—1889).

Wichtige Untersuchungen beziehen sich auf das physiologisch
interessante Vorkommen wvon Carotin tm Blattgriin und auf die
Identitdt des Blattcarotins mit dem Pigment der Mohrriibe. Diese
Identitéat wurde von ARNAUD angenommen, der als erster krystalli-
siertes Carotin aus griinen Blittern in den Héanden gehabt hat. Daf
auBler Carotin noch ein gelbes Pigment im Blatte vorkommt, war
schon nach fritheren Untersuchungen sehr wahrscheinlich (SToxEs,
SorBY, BoroDIN, MONTEVERDE, TScHIRCH, TSWETT, SCHUNCK)
und ist von WILLSTATTER und MiEG einwandfrei bewiesen worden,
nédmlich durch Isolierung eines zweiten, prichtig krystallisierten
Farbstoffes (Xanthophyll C,oH;0,). Es ist heute bekannt, dal das
Blattgriin im wesentlichen aus Chlorophyll @, Chlorophyll b,
Carotin und Xanthophyll besteht.

Eine ausfiihrlichere historisch-kritische Besprechung s. bei WILLSTATTER
und Srorn (1, dort S.231); WiLLsTATTER und Miec; Escaer (1, dort
S. 12) sowie bei PaLmer (1, dort S. 25). — Auf die Beziehungen von Blatt-
xanthophyll zum Lutein kommen wir noch zuriick.

Nach -capillaranalytischen Versuchen von Kyrin (3—8) ist
Carotin auch in niederen Pflanzen verbreitet und wurde namentlich
in Algen oft nachgewiesen (vgl. bei BorEscH sowie den Abschnitt
,, Fucoxanthin). Jiingst ist Carotin auch aus der roten Hefe
(Torula rubra) in Krystallen erhalten worden (LEDERER 3; FINk
und ZENGER). Zusammenstellung von spektroskopischen Daten
betr. Pilzcarotin: K&éeL (dort S.1421). Bakterien: S. 70

Zechmeister, Carotinoide. 8
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Carotingehalt des Pflanzenmaterials. Auf die auBerordentliche
Verbreitung des Carotins und auf den Nachweis von Polyen-
pigmenten wurde bereits frither hingewiesen, nachstehend seien
einige quantitative Verhéltnisse besprochen, namentlich in bezug
auf jenes Pflanzenmaterial, das fiir die praktische Darstellung
von krystallisiertem Carotin in Betracht kommt.

a) In der Mohrribe, die auBler Carotin keinen anderen Farb-
stoff in erwdhnenswerten Mengen enthilt!, kann der Gehalt
durch einfache Extraktion und Colorimetrie, z. B. unter Beniitzung
des S. 89 erwihnten Bichromat-Standardes ermittelt werden.
EscHER (1) fand in den besten Sorten frischer Karotten 0,135
bis 0,023 % Carotin; nach BiLLs und McDo~NALD sind die Garten-
varietdten farbstoffreicher als Feldkarotten.

b) In der trockenen Fruchthaut von Capsicum annuum (Paprika)
wurden neben viel Capsanthin colorimetrisch z. B. 0,05% Carotin
bestimmdt.

¢) Beim Studium des grinen Blattes sind WILLSTATTER und
StoLL (2) zu den folgenden Ergebnissen gelangt: Unter normalen
Bedingungen betrigt die Verhiltniszahl griine Farbstoffe/gelbe
Farbstoffe etwa 3 bis 4. Dieser Quotient variiert verhéltnisméBig
wenig und auch die absolute Menge der Carotinoide ist nur relativ
kleinen Schwankungen unterworfen. Die Summe von Carotin
und Xanthophyll betrigt 0,07—0,20% vom Trockengewicht der
Blitter (das sind 0,03—0,07 g pro m? Blattfliche), das Mengen-
verhéltnis Carotin/Xanthophyll ist im Lichtblatt rund 0,6 (+ 0,1),
auf 1Mol Carotin treffen also 1,5—2 Mole Xanthophyll. Im
Schattenblatt ist die Verhéltniszahl niedriger, rund 0,35. Auch
im herbstlichen Laub verschieben sich die Zahlen zugunsten des
(teils verdnderten) Xanthophylls (vgl. S. 23).

Fiir die absoluten Mengen, unter normalen Verhéltnissen und
fiir die GroBe der Schwankungen enthéalt Tabelle 17 orientierende
Beispiele. (Fiir kiinstliche Beleuchtung s. die Angaben von SJ0BERG.)

Weiteres Vorkommen in hoheren Pflanzen: Tabelle 9, S. 72.

Bestimmung von Carotin und Xanthophyll in griinen Pflanzen-
teilen. Eine von WILLSTATTER und STOLL (1, dort besonders S. 99)
ausgearbeitete Methode erméglicht die gleichzeitige Bestimmung
der vier Chloroplastenfarbstoffe. Nachstehend wird der auf die

1 Nach Evier und NORDENSON kommt etwas Xanthophyll in der
Karotte vor (vgl. auch bei LUBIMENKO sowie bei KyLIN 2).
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Tabelle 17. Gehalt der Blitter an griinen und gelben Farbstoffen.
(Auszug aus der Tabelle bei WiLLsTiTTER und StoLL 1, dort S.112;
erginzende Erliuterungen im Original.)

Mengen (g) in 1 kg trockener Blitter
Lebens- -
Pflanze bedingungen | Sprore. Carotin | Xantho- St or®
phyll arotin phyll Caro-
(aund b) tinoide
Sambucus nigra . . . |f Lichtblatt 7,98 0,52 0,95 1,47
’s »s + .+ . |l Schattenblatt | 11,79 0,38 1,18 1,56
Aesculus hippocastanum | | Lichtblatt 9,568 | 0,82 1,25 | 2,07
vs v { Schattenblatt | 11,66 0,37 1,11 1,48
Platanus acerifolia . . |f Lichtblatt 6,82 0,33 0,73 1,06
v vy e e s { Schattenblatt | 11,15 0,51 1,25 1,76

Carotinoide beziigliche Teil des Verfahrens wiedergegeben. Die
Arbeitsweise ist auf beliebige Pflanzenteile iibertragbar; in Ab-
wesenheit von Chlorophyll gestaltet sie sich natiirlich einfacher.

40 g frische Blitter, deren Trockengehalt in einem besonderen
Versuch bestimmt wird, werden zur teilweisen Entfernung von
Begleitstoffen mit 50 cm3 40proz. Aceton iibergossen und mit 100 g
Quarzsand in einer innen rauhen Reibschale von 25 cm3 Durch-
messer rasch zerrieben. Wenn auBer chlorophyllfreien Nerven-
teilen keine groberen Blattbestandteile mehr zu erkennen sind,
iibergieBt man den ziemlich trockenen Brei nochmals mit 100 cm?
30proz. Aceton und saugt nach kurzem Anriihren auf der Nutsche
durch eine diinne Talkschicht. Dann wird mit 30proz. Aceton
(z. B. 100—200 cm?) nachgewaschen, bis das Filtrat farblos abliuft.
Zerkleinern und Vorextraktion erfordern !/,—!/, Stunde.

Nun folgt das vollstindige Herauslosen der Farbstoffe mit
reinem Aceton (insgesamt 400—600 cm?), dem man gegen Ende
5—10% Wasser beimischt. Man saugt das wéalBrige Aceton gut ab,
maceriert einige Minuten lang mit reinem Aceton, unter Auf-
lockern mit dem Spatel, saugt scharf ab und wiederholt diese
Operationen, bis das Losungsmittel selbst bei lingerer Einwirkung
farblos ablduft und auch die gréberen Blattbestandteile entfiarbt
sind. Der griine Extrakt wird in Anteilen von 100—200 cm3, wie
man sie bei dem Ausziehen nacheinander erhilt, in 200—250 cm3
Ather gegossen und das Aceton mit destilliertem Wasser groBten-
teils herausgewaschen. Die Entfernung des Acetons wird, wenn
alles Chlorophyll gesammelt ist, vervollstandigt. Zur Vermeidung
von Emulsionen schwenke man dabei vorsichtig um und lasse am

8*
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Ende das Wasser (ohne zu schwenken) an der Wand des Scheide-
trichters hinunterflieBen. Die mit Natriumsulfat getrocknete und
filtrierte Losung wird mit Ather auf genau 200 cm3 verdiinnt und
die Halfte zur Bestimmung der Chlorophylle, die andere Halfte zur
Bestimmung von Carotin und Xanthophyll wie folgt verwendet:
Man schiittelt mit 2 cm?® konzentrierter methylalkoholischer
Kalilauge zuerst kriftig mit der Hand, dann 1/, Stunde an der
Maschine. Nach einigem Stehen ist der Ather gewohnlich rein gelb,
zeigt er aber noch rote Fluorescenz, so schiittelt man weiter und
setzt notigenfalls noch etwas Lauge

zu. Nach vollstindiger Verseifung

des Chlorophylls wird die é&therische

Losung von Kaliumsalz in einen klei-

nen Scheidetrichter abgegossen und

unter Umschwenken mit etwas Ather

nachgewaschen. Das geniigt nicht zur

Extraktion des Xanthophylls. Man

setzt daher nochmals 30 cm3 Ather

zum sirup6sen Chlorophyllinsalz, dann

unter Umschiitteln nach und nach

Abb. 22. Helmkolben. Wasser und wartet, bis sich die Emul-
sion im Scheidetrichter getrennt hat.

(Zur Kontrolle soll die alkalische Fliissigkeit ein zweites Mal mit
Ather geschiittelt werden, der dabei gewdhnlich farblos bleibt.)
Die sodann vereinigten dtherischen Lésungen werden mit Wasser
gewaschen, dem man etwas methylalkoholische Kalilauge zusetzt
und schlieBlich zweimal mit reinem Wasser. Dann wird im Helm-
kolben (Abb. 22) der Ather im Vakuum, bei gewohnlicher Tem-
peratur auf wenige Kubikzentimeter abgedampft, der Riickstand
mit 80 cm3 Petrolither in einen Scheidetrichter gebracht und das
Kolbchen mit etwas Ather nachgespiilt. Fiir die Trennung von
Carotin und Xanthophyll schiittelt man nacheinander mit 100 cm3
85proz., mit 100 cm?® 90proz. und zweimal mit je 50 cm?® 92proz.
Methylalkohol. (Der letzte Auszug ist meistens farblos, andernfalls
ist die Extraktion mit dem 92proz. Methylalkohol zu wiederholen.)
Nun befindet sich das Carotin im Petroldther, das Xanthophyll
im wéprigen Holzgeist. Die letztere Losung wird mit 130 cm3 Ather
vermischt und der Farbstoff durch langsamen Zusatz von Wasser
in Ather iibergefiihrt. Diese Xanthophyllésung (und ebenso die
petrolitherische des Carotins) befreit man durch zweimaliges
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Waschen mit Wasser vom Holzgeist, 148t sie durch trockene Filter
in zwei 100 cm3-MefBkolben laufen und versetzt sie bis zur Klirung
mit einigen Tropfen absoluten Alkohols. Endlich wird bis zur Marke
aufgefiillt und der colorimetrische Vergleich mit 0,2proz. Bichro-
matlosung vorgenommen (S. 89).

Mikrochemische Bestimmung nach KuaN und BROCKMANN (3):
S. 102.

Gewinnung von Carotin. Krystallisiertes Carotin 148t sich in
groBeren Mengen (gramm- und dekagrammweise) vorteilhaft z. B.
aus den folgenden Rohmaterialien isolieren:

1. Aus frischen oder getrockneten Mohrriiben (Daucus carota).

2. Aus griinen Blittern, bei gleichzeitiger Xanthophyllgewinnung, und
Zwar:

a) aus Brennesseln (Urtica), als Nebenprodukt von Chlorophyll, auch
ohne Isolierung des letzteren,

b) aus Heracleum-Blattern, als Nebenprodukt des ,krystallisierten
Chlorophylls®,

c¢) aus Brennesseln, als Nebenprodukt von Chlorophyllinkalium?.

3. Aus der reifen Fruchthaut des Capsicum annuum (Paprika), als
Nebenprodukt der Capsanthingewinnung, eventuell fiir sich allein.

4. Aus Vogelbeeren (Sorbus aucuparia).

5. Aus dem Fruchtfleisch des Riesenkiirbis (Cucurbita maxima).

6. Aus Palmé]l (KarRrER, EULER und HELLSTROM, s. im Original).

Nur die Mohrriibe enthélt das Carotin als (praktisch) einzigen
Farbstoff, demgemaf gilt auch die Gewinnung aus Daucus als
einfach und billig. Allerdings ist gutes Ausgangsmaterial nur zu
einer bestimmten Jahreszeit erhaltlich ; auch ist die Riibe voluminés
und schrumpft beim Trocknen auf etwa 1/, Gewichtsteil oder noch
mehr zusammen. Trockenes Karottenpulver kann zwar gelegentlich
im Handel bezogen werden, es ist aber nicht selten arm an Farb-
stoff. Die unter 2 angefithrten Verfahren bieten den Vorteil, dal
gleichzeitig auch Xanthophyll in guter Ausbeute gewonnen wird.
Methode 3 ist verwickelter als die Aufarbeitung des Daucus, doch
ist das Ausgangsmaterial leichter zu handhaben als die voluminése
Mohrriibe. Geringer ist der Ertrag aus der Cucurbita, aber in
diesem Falle ist das Rohprodukt schon fast rein.

Es sei betont, daBl die Isolierung des gesamten, colorimetrisch
bestimmbaren Carotins auf keinem Wege gelingt und daB die
folgenden Ausbeuten schwer zu iibertreffen sind:

1 Einzelheiten der unter b und c¢ erwihnten Verfahren koénnen bei
WiLLsTATTER und StorL (1, dort S. 199, 238 und 240) nachgelesen werden.
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Aus 1kg Karotten (selbst getrocknet): 1g Carotin (EscHER 1); aus
frischem Material etwa 0,1 g.

Aus 1 kg Brennesselmehl (trocken), nach 2a: 0,15—0,2 g Carotin, nebst
0,4—0,7 g Xanthophyll (WiLLSTATTER und StoLL 1).

Aus 1kg Paprikafruchthaut (trocken): 0,3 g Carotin, nebst viel mehr
Capsanthin; Ausbeute etwa 50% (ZECcEMEISTER und CHOLNOKY 2).

Aus 1 kg Fruchtfleisch der Cucurbita maxima (trocken): 0,1 g (S. 122).

1. Isolierung von Carotin aus der Mohrriibe, nach WILLSTATTER
und EscuEr (1) (in Einzelheiten ergénzt durch Privatmitteilung
von H. H. EscHER).

Karotten, die in der Mitte moglichst rot sein sollen, werden mit
Hilfe einer Fleischhackmaschine zerteilt, wobei man nicht allzuviel
Saft abpressen soll. Man trocknet die Schnitzel bei 40—60°
(nicht hoher!) und erhélt im Laufe von 2—3 Tagen aus je 10 kg
etwa 1 kg gedorrte Spéane, die nicht klebend, sondern diirr krachend,
nicht rot, sondern braun sind. Sie werden gemahlen und colori-
metrisch gepriift.

Die Extraktion erfolgt mit insgesamt 31 Petrolither (Siedep.
bis 709 auf 1kg Droge. Es wird entweder perkoliert oder in
Pulverflaschen mehrmals geschiittelt und einen halben Tag stehen
gelassen, bis das Material erschopft ist. Die vereinigten, filtrierten
Ausziige dampft man im Vakuum, am Wasserbade bei 30—40°
bis auf 100—200 cm? ein und setzt etwa 100 cm3 Schwefelkohlen-
stoff zu. Nun wird das Carotin mit insgesamt dem 3—6fachen
Volumen (z. B. mit 11) absoluten Alkohols gefillt: Man setzt den
Weingeist alle 2—5 Minuten in kleinen Portionen zu (wodurch
sich zuerst nur farblose Substanzen ausscheiden), schwenkt um,
hilt einen Leinwandfilter bereit, filtriert aber noch nicht, sondern
wartet. Erst wenn die ersten, prichtig reflektierenden Carotin-
tafelchen erschienen, wird von Begleitern rasch abfiltriert und nach
Zufiigen des iibriggebliebenen Alkohols iiber Nacht im Eisschrank,
unter Kohlendioxyd stehen gelassen. Ein Blick in das Mikroskop
orientiert iiber etwaige farblose Verunreinigungen.

Das abgesaugte Rohcarotin wird in wenig Schwefelkohlenstoff
gelost, mit Alkohol gefillt und aus Petrolither umkrystallisiert.
ZweckmiBig extrahiert man dabei zundchst mit 20—30 cm3
Petrolither bei 50—60° und verwirft die wachshaltige Losung. Der
zuriickgebliebene Farbstoff wird dann von einer groBeren Menge
des warmen Loésungsmittels aufgenommen und durch Stehen im
Eisschrank auskrystallisiert. Man trocknet das Praparat im
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Kohlensdure-Vakuumexsiccator (vgl. S.109) und bewahrt es in
eingeschmolzenen Rohrchen, unter Kohlendioxyd im Dunkeln auf.

Nach Kunx und LEDERER (2) unterwirft man die getrockneten
und vermahlenen Karottenschnitzel (10kg) zunéichst einer Vor-
extraktion mit 151 Methanol und zieht den Riickstand durch
Schiitteln mit 151 Petrolither aus. Der erste Extrakt liefert beim
Einengen in CO,-Strom auf !/;, Vol. 3 g Carotin, das in heilem
Benzin gel6st, von einem farblosen Begleiter filtriert, mit Methanol
gefillt und viermal durch Lésen in warmem Benzol und vor-
sichtigen Zusatz von warmem Methylalkohol umkrystallisiert wird.

Im Laboratorium des Verfassers ist es
itblich, die Mohrritbenausziige vor der
weiteren Verarbeitung mit methylalkoho-
lischem Kali zu verseifen.

Weitere Angaben: HoLMES und Lzr-
CESTER; DELEANO und Dick.

2. Isolierung von Carotin und Xan-
thophyll als Nebenprodukte des Chloro-
phylls nach WILLSTATTER und STOLL
(1, dort S. 133, 237).

2 kg Brennesselmehl werden auf -
der Steinzeugnutsche (Abb. 23) fest- Ab}’bﬁféhﬁfggf‘;%ngffhe
gesaugt und in !/, Stunde mit 6—6,41
80 vol.-proz. Aceton extrahiert. Zuerst 148t man obne Saugen
21 in 5 Minuten einsickern und fiillt dann das Losungsmittel
literweise nach, indem abwechselnd ohne Vakuum maceriert bzw.
maBig gesaugt wird. Der Farbstoff 148t sich in 41 Petroldther
(0,64—0,66) iiberfithren, wenn man den Extrakt hilftenweise im
7 1-Scheidetrichter in die ganze Petrolithermenge eingieft und
je /31 Wasser unter Umschwenken langsam zufiigt. Nun wird
die abgehobene Oberschicht mit 2 x 11 80proz. Aceton aus-
geschiittelt und aus der petroldtherischen Losung der Aceton-
gehalt mit je 1/,1 Wasser unter leichtem Umschwenken entfernt.
Dem Petrolither, der alle vier Blattfarbstoffe enthélt, wird durch
drei- bis finfmaliges Ausschiitteln mit je 2 1 80proz. Holzgeist das
Xanthophyll entzogen. Nach der Tremnung der beidem Schichten
verfahrt man nach Tabelle 18, S. 120.

3. Isolierung von Carotin aus der Paprikafruchthaut, als Neben-
produkt von Capsanthin. 5 kg entkérnte, bei 40° getrocknete und
gemahlene Fruchthaut werden in drei Portionen mit Petroldther
perkoliert, der Extrakt in Gegenwart von Ather mit 30proz.

4,/
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Tabelle 18. Isolierung von Blatt-carotin und -xanthophyll

aus Rohextrakten (vgl. den Text S. 119).

Im Petroldther: Carotin, Chlorophyll

Im verdiinnten Methylalkohol:

Xanthophyll
(4 Spur Chlorophyll b)

Durch etwa viermaliges Waschen der petrol-
atherischen Losung (3,6 1) mit je 21 Wasser
werden die letzten Anteile von Methyl-
alkohol und Aceton entfernt. Dabei triibt
sich der Petrolather und Chlorophyll fallt
aus. Die Suspension wird mit etwas ge-
glithtem Natriumsulfat und mit 150 g Talk
geschiittelt und durch eine Schicht von
50 g Talk unter zeitweiligem Riihren abge-

saugt
Niederschlag: Filtrat: Carotin
C(kilrlgr%gllllgn (4 etwas Chlorophyll)
(Fir die wei- | Man engt bei 40°, im Vakuum
tere Ver-| moglichst weit ein und ver-
arbeitung mischt den o6ligen Riick-
vgl.imOri- | stand mit 300 cm?® 95proz.
ginal) Alkohol. Das Carotin be-

ginnt sogleich in stahlblau
glinzenden Rhomboedern
zu krystallisieren, und die
Ausscheidung wird beim
Stehen in der Kilte voll-
stindig. Ein etwa beige-
mischtes farbloses Neben-
produkt 148t sich durch
Zusatz von 200—300 cm?
Petrolatherrasch in Losung
bringen. Das Carotin wird
sofort filtriert und mit
einem Gemisch von 2Vol.
Petrolather und 1 Vol. Al-
kohol gewaschen. Ausbeute :
0,25 g Carotin (aus 2 kg
Brennesselmehl) !

Man extrahiert durch Ver-

mischen mit Ather (im gan-
zen mit 4—5 1) und Ver-
diinnen mit Wasser. Etwas
mitgegangenes Chlorophyllb
wird durch Schiitteln mit
30—50 cm?® konzentriertem
methylalkoholischem Kali
verseift. Nach Wiederkehr
der griinen Farbe 1aBt sich
das Chlorophyllin  durch
mehrmaliges Ausziehen mit
Wasser entfernen. Der Ather
wird mit Natriumsulfat ge-
trocknet, im Wasserbad auf
etwa 30 cm® abgedampftund
mit 200—300 cm?® Methyl-
alkohol vermischt. Man ver-
jagt den Rest des Athers
durch etwas weiteres Ein-
engen und filtriert die heifle
holzgeistige Losung. Beim
Erkalten krystallisiert Xan-
thophyll in Tifelchen von
starkem  Oberflichenglanz
aus. Setzt man, um die Ab-
scheidung vollstindig zu
machen, etwas Wasser hin-
zu, 8o bilden sich radial an-
geordnete Aggregate, die
sich beim Stehen in die
Tafeln verwandeln. Aus-
beute: 0,8 g Xanthophyll
(aus 2 kg Blattmehl)

1 Bei der fiir die Isolierung des Chlorophylls geeigneten Extraktion des
Pflanzenmehles mit 80proz. Aceton bleibt etwas von den gelben Pigmenten,
namentlich Carotin, in der Blattsubstanz zuriick. Um Carotin vollstindig
zu extrahieren, wendet man etwas mehr vom wiBrigen Aceton als angegeben
an, oder man extrahiert das ausgezogene Mehl im Perkolator weiter mit
Petrolather. Aus derselben Charge von 2 kg Brennesseln konnten WiLL-
sTATTER und StOLL (1) weitere 0,1 g reines Carotin gewinnen.
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methylalkoholischem Kali behandelt und das Capsanthin gréSten-
teils ausgefallt (Ndheres S. 231). Es resultiert ein noch cap-
santhinhaltiges, petrolatherisches Filtrat (etwa 61), das folgend
auf Carotin verarbeitet wird (ZECHMEISTER und CHOLNOKY 2):

Man dampft im Vakuum auf das halbe Volumen ein und
schiittelt mit 0,41 des methylalkoholischen Kalis 1 Tag an der
Maschine. Hierauf wird die tiefrote Lauge abgelassen, die
gewaschene Oberschicht von etwas auskrystallisiertem Capsanthin
filtriert und die alkalische Behandlung wiederholt. Von neuem
geht Farbstoff in die Lauge iiber, wenn auch weniger als vorher.
Die nur mehr Spuren von Capsanthin enthaltende petrolitherische
Schicht hat ihr Aussehen génzlich verdndert, indem die rétliche
Farbe einer gelben Nuance gewichen ist.

Die Losung wird so lange gewaschen, bis das Wasser neutral
bleibt und beim Schiitteln nicht schiumt. Nun fiigt man 0,5 Vol.
Alkohol zu, hierauf vorsichtig Wasser, gerade bis sich die Schichten
trennen. Nach Ablassen der weingeistigen Fliissigkeit soll diese
Entmischung etwa fiinfmal wiederholt werden, bis die Unter-
schicht fast farblos bleibt. Der Petroldther ist nun typisch carotin-
artig gefirbt und wird nach Wegwaschen des Alkoholgehaltes mit
Natriumsulfat getrocknet, sodann im Vakuum bei 35° unter
schwachem Durchperlen von Kohlendioxyd, bis zu 0,2 1 verdampft.
Auf Zusatz von 1 1 absolutem Alkohol setzt das, fiir Carotin typische
Flimmern ein: metallisch glinzende Téafelchen erfiillen bald die
dunkle Fliissigkeit. Man saugt erst ab, nachdem der Kolben
1—2 Tage lang im Eisschrank, unter CO, oder N, verweilte. Die
mit absolutem Alkohol gewaschene, sehr reine Substanz (z. B.
1,5 g) entspricht einer Ausbeute von etwa 0,3 g Carotin aus 1kg
Fruchthaut. Beim Umkrystallisieren aus Schwefelkohlenstoff 4
Alkohol geht die Menge auf 1,35 g zuriick.

Wird auf die Isolierung des Capsanthins verzichtet, so gestaltet
sich die Carotingewinnung einfacher. Man schiittelt dann das
petrolatherische Rohperkolat der Fruchthaut 1 Tag lang mit dem
Alkali und befolgt daran anschlieBend die obige Vorschrift (Aus-
waschen, Alkoholzusatz usw.).

4. Isolierung von Carotin aus der Vogelbeere (Sorbus aucuparia),
nach KveN und LEDERER (2). 50 kg frische Beeren blieben 14 Tage
unter Methanol stehen, wobei fast nur Anthocyan in Losung ging.
Die abgeprefiten Beeren extrahierte man dreimal mit je 61 Aceton.
Nach Uberfithren des Carotins in Petrolather wurde verseift, mit
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90proz. Methanol ausgeschiittelt, nach griindlichem Waschen mit
Wasser und Trocknen iiber Natriumsulfat stark eingeengt und
das Carotin mit Methanol gefillt (0,15 g).

5. Isolierung von Carotin aus Curbita maxime DucH. Das
gesduberte und zerhackte Fruchtfleisch (20 kg) wird durch Ein-
legen in Alkohol in 24 Stunden entwéssert, ausgepreft, bei 40°
getrocknet, 24 Stunden mit kaltem Ather ausgezogen und iiber
Nacht mit methylalkoholischem Kali verseift. Nun setzt man viel
Wasser zu, wischt die entstandene Oberschicht alkalifrei, nimmt
ihren Abdampfriickstand in Petrolither auf und entfernt durch
ofteres Schiitteln mit 90proz. Methanol die Xanthophylle. Beim
Verjagen des Losungsmittels hinterbleibt ein sehr reines f-Carotin-
priparat, das aus Benzol 4 Methanol umkrystallisiert wird. Aus-
beute z.B. 0,18 g = 96% der colorimetrisch bestimmten Menge
(ZecEMEISTER und Tuzson 11; vgl. SueiNnoME und UENO).

Mikrocheinische Trennung nach KueN und BROCEMANN (3)
S. 102.

Kommen Carotin und Lycopin gemeinsam im Gewebe vor, so gelingt die
priparative Trennung auf Grund der verschiedenen Léslichkeiten in Petrol-
ather. Als Beispiel kann die Aufarbeitung der reifen Wassermelone (Cucumis
citrullus) dienen (ZECHMEISTER und TuzsoN 4 isolierten 0,07 g Carotin aus
100 kg Fruchtfleisch). WINTERSTEIN und EERENBERG nehmen die Trennung
mit Hilfe von Trichlordthylen und Alkohol vor (Aufarbeitung der Convallaria-
Beere), Am besten befolgt man die chromatographische Adsorptionsmethode
(S. 94).

Beschreibung von Carotin (vgl. vor allem WILLSTATTER und
Migc; WiLLSTATTER und EscHER 1 sowie EscHER 1). Die Eigen-
schaften von Gesamt-Carotinpraparaten sind etwas schwankend,
je nach dem Mengenverhéltnis von «-, f- bzw. y-Carotin (s. unten,
S. 131).

Carotin besitzt, namentlich in reinerem Zustande, ein bedeuten-
des Krystallisiervermégen und zeigt typische Formen (Abb. 36—40,
S. 287). Makroskopisch betrachtet, stellt es ein dunkel-kupferrotes
bzw. zinnoberdhnliches, oft aus 1—2 mm groBen Tafeln bestehendes
und prachtvoll metallisch glinzendes, geruchloses Krystallpulver
dar, von hart wachséhnlicher Konsistenz, welches an Xanthophyll
erinnert. Die Ahnlichkeit verschwindet jedoch unter dem Mikro-
skop, wo man bei einiger Ubung unméglich die beiden Pigmente
verwechseln kann. Carotin zeigt in der Durchsicht eine leuchtend
orangerote Farbe, dicke Stiicke sind orange-purpurfarbig; Xantho-
phyll ist dagegen gelb, nur an den Kreuzungsstellen von mehreren
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Krystallen orangerot und nur dort carotindhnlich (farbige Ab-
bildungen bei EScHER 1 sowie KARRER und WEHRLI 2).

Carotin krystallisiert aus Schwefelkohlenstoff-Alkohol in Rhom-
boedern oder auch in charakteristischen, teils sternférmig grup-
pierten, schleifsteinartigen Gebilden (Abbildungen S.287—288).
Petroldther scheidet es in fast quadratischen, oft eingekerbten Tafeln
von lebhaftem Oberflichenglanz ab, der bald kupfrig, bald mehr
stahlblau erscheint. Aus Ather erhilt man hiufig eingekerbte,
vierseitige Blattchen. Priparate aus Schwefelkohlenstoff -+ Wein-
geist enthalten !/;—?/; Mol. Krystallalkohol. Fiir die Elementar-
analyse krystallisiert man am besten (evtl. wiederholt) aus diesem
Gemisch, schlieBlich aber aus niedrig siedendem Petroldther um,
der nicht als Krystallfliissigkeit aufgenommen wird. Auch Benzol
+ Methanol ist sehr geeignet.

Rontgenographisches iiber die Krystallstruktur des Daucus-Carotins:
MACKINNEY.

Das Praparat schmilzt bei 172—1749 (korr.), der Schmelzpunkt
ist von der Geschwindigkeit des Erhitzens abhingig. Tiefere
Schmelzpunkte kénnen auf begonnene Oxydation hindeuten, die sich
aber, wenn nicht weit fortgeschritten, durch Umkrystallisieren
beheben laBt. Unter besonderen Vorsichtsmafregeln gereinigt,
zeigt Carotin den Schmelzp. 183—184° (korr., vgl. EULER, KARRER
und Rypsom 1). Javiinier und EMERIQUE (1) steigerten den
Schmelzp. bis zu 184—185° durch Eintropfen der Schwefelkohlen-
stofflosung ‘in siedenden Methylalkohol und fiinfmalige Wieder-
holung dieses Verfahrens im Stickstoffstrom. Zur Darstellung
von hochschmelzenden Priaparaten ist auch Umkrystallisieren aus
20 Teilen Pyridin sehr geeignet (ROSENHEIM und STARLING). Die
erwihnten Unterschiede im Schmelzpunkt beruhen auf der zu-
sammengesetzten Natur des Carotins (S. 128).

Die Loslichkeit ist nach WILLSTATTER und MIEG grundséitzlich
unterscheidend vom Xanthophyll. In Schwefelkohlenstoff : spielend
leicht, in Chloroform: sehr leicht, in Benzol: ziemlich leicht, in
Ather: maBig (1g in 0,91 beim Kochen), in niedrig siedendem
Petrolather: 1 g in 1,51 kochend, in der Kélte noch viel schwieriger.
Siedender absoluter Alkohol 16st spérlich, kalter Alkohol fast gar
nicht (nach ScHERTZ 4 immerhin 0,0155g pro Liter bei 259).
Unreine Priparate sind leichter 1oslich.

Versetzt man die petrolatherische (oder die Schwefelkohlenstoff-)
Losung mit Methylalkohol, der wenig Wasser enthilt (z. B. mit
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90proz. Holzgeist), so bleibt die methylalkoholische Schicht farblos,
wahrend sich Xanthophyll gerade entgegengesetzt verhilt (vgl.
S. 90: Entmischungsmethoden).

Die Farbe von verdiinnten Carotinlésungen ist in den meisten
Solventien intensiv gelb, wéfirigen Bichromatlosungen in der
Nuance éhnlich; konzentriertere Losungen sind tief orangefarbig.
Schwefelkohlenstoff 16st mit roter Farbe und die kaltgesattigte
Losung hinterla3t auf Filtrierpapier einen orangeroten Fleck,
wihrend der Xanthophyllfleck gelb ist, der Lycopinfleck fleischrot
bis schokoladenbraun (farbige Abbildungen bei EscHER 1). Carotin-
lésungen tingieren je nach dem Medium verschiedenartig: in Ather
griinlichgelb, in Chloroform bréunlichgelb, in CS, rotlichbraun.

In Fett ist Carotin 16slich; diese Eigenschaft ist in der histo-
logischen Praxis zur Farbung von Fettgewebe und von degenera-
tiven Fetteinlagerungen empfohlen worden (GALEsEsco und
BRATIANO).

Nach Fopor und SCHOENFELD sowie KARRER, EvLER, HELL-
sTrROM und Rypsom (vgl. auch OrncovicE und MATTIiL) lassen
sich kolloidale Carotinlésungen in Wasser herstellen. Carotinsole
zeigen die Erscheinung der Strémungsdoppelbrechung (EULER,
HerLsTROM und KLUSSMANN).

Aus petroldtherischer Losung wird Carotin (im Gegensatz zu
Xanthophyll) durch trockenes Calciumcarbonat nicht adsorbiert
(‘TSWETT 2, 3). Weitere Adsorptionsversuche: EULER und GARD.
Quantitative Mikromethoden nach KvanN und BROCKMANN (3):
S.102. Uber das Adsorptionsverhalten s. auch Tabelle 15, S. 95.

Colorimetrische Bestimmung S. 88 und 102.

Spektrum. Die fiir Carotin typische Schwingungskurve wurde
bereits S. 87 abgedruckt, hier sei auf die einfache spekroskopische
Beobachtung Bezug genommen. Bei geeigneter Verdinnung (5 mg
in 11 Alkohol bzw. Schwefelkohlenstoff) erblickt man das auf
Abb. 13, S. 85 wiedergegebene Bild: zwei Bénder in Blau und
Indigoblau; das erste Band ist etwas breiter als der Abstand
zwischen den beiden. Die Endabsorption setzt fast bei Beginn von
Violett ein. Die Grenzen sind ziemlich verschwommen, was die
Abweichungen zwischen verschiedenen Angaben teilweise erklart;
es spielt auch hier das schwankende Mengenverhiltnis von a-, f-
und y-Carotin mit (S.128), manchmal auch die Anwesenheit von
kleinen Mengen noch undefinierter Carotinarten (vgl. Tabelle 19).
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Tabelle 19. Spektrum von Gesamt-Carotinpraparaten
(5 mg in 11 Losung).

aus Blattern | aus Capsicum

Schicht- aus D ] .-
Losungsmittel dicke | Band (Escx&:ggclu)s (WSI:E?},ABDER' (ggg&&ggm&r-
| (mm) pu pp pp
i |
: L — 492—478 | 494—477
Alkohol ;8 { IT. — 459446 | 461— 446
10 { 1. — 492476 | 492476
» | IL — 459—445 | 460—446
Schwefel- 10 | I | 525——>51L1,5 524...510 524...510
kohlenstoff | IL 488,5—475 489—475 492—475
T 90 ! { I. |533——507,5...] 525——508 1 525,56——509
’” p VI | 489—472... 490—474 | 492476
— bzw. —— und ... bedeuten starke bzw. schwache und sehr

schwache Lichtabsorption.
Ultraviolettspektrum: BiLGER; Kawagamr (1); McNicHOLAS.

Farbreaktionen. Carotin gibt die S. 81 erwdhnten allgemeinen
Polyenreaktionen. Naheres s. Tabelle 20, S. 126.

Die Vitamin-A-Wirkung des Carotins wurde bereits auf §, 30—38
besprochen. Zur Trennung von Carotin und Vitamin A nimmt man
entweder eine Entmischung vor, wobei sich das Vitamin wie ein
Xanthophyll verhilt (WoLFF, OVERHOFF und vAN EEKELEN), oder
wird die Petroldtherlosung auf Fasertonerde chromatographiert
und mit viel Losungsmittel nachgespiilt: oben bleibt A-Vitamin,
unten Carotin hingen (KARRER und ScHOPP; vgl. hierzu auch einige
Angaben von HorLmEs, DELFS und CASSIDY).

Umwandlungen und Derivate des Carotins.

Carotin besitzt den Charakter eines stark ungesattigten Kohlen-
wasserstoffes, mit einem langen, konjugierten Doppelbindungs-
system. Es zeigt weder saure noch basische Eigenschaften.

Durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht oder mit weichen
Rontgenstrahlen werden Carotinlésungen entfirbt (BILGER).

Autoxydation (WILLSTATTER und EscHER 1; vgl. auch S. 109).
Die Krystalle des Carotins bleichen an der Luft allméihlich aus,
unter Bindung von Sauerstoff und Zunahme des Gewichtes; dabei
tritt ein schwacher Geruch nach Veilchenwurzeln auf (Jonon).
Der Angriff setzt auf reine Priaparate sehr gelinde ein (vgl. bei
EuLERr, KARrRER und RypBOoM 1), um dann mit steigender Ge-
schwindigkeit (autokatalytisch ?) zu verlaufen. Hochgereinigte
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Priaparate der Autoren zeigten bis zu 10 Tagen keine Gewichts-
zunahme; Priparate von WiLLSTATTER und EscHER (1) haben in
den ersten 5 Tagen z. B. 0,3% O, in einem gleich langen spateren
Zeitintervall (15.—20. Tag) aber 16% aufgenommen. An freier
Luft beansprucht der Vorgang oft Monate. Endverbrauch: 34 bis
35 Gew.-proz. Sauerstoff, entsprechend 11—12 O-Atomen. Neben
der Addition lduft eine Abspaltung von fliichtiger organischer Sub-
stanz, darunter Kohlendioxyd, das mit Hilfe von Barytwasser nach-
weisbar ist (EscHER 4). Das Endprodukt des Oxydationsprozesses
ist weill, amorph, leicht in Alkohol, schwer in Petroldther 1oslich.

Auch die Ozydation mit Sauerstoff in CCl,-Lésung bewirkt
einen weitgehenden Abbau (PUMMERER, REBMANN und REINDEL 2).
Stabilitdtsverhiltnisse in verschiedenen Olen: BauMANN und
STEENBOCK. Stufenweise O-Aufnahme: McNIcHOLAS. GroBSe Halt-
barkeit in Sesamél: SCHEUNERT und ScHIEBLICH (2). Priifung von
Carotinpriparaten auf Autoxydationsprodukte: S.108.

Uber Additionsvorginge im allgemeinen s. auch Tabelle 6,
S. 50.

Einwirkung von Carotin auf die Autoxydation von ungesittigten
Fettsduren: FRANKE (betr. Linolensidure vgl. MoNAGHAN und
ScHMITT).

Katalytische Hydrierung (ZECHMEISTER, CHOLNOKY und VRa-
BELY 1, 2). Die Aufnahme von 22 H-Atomen verliuft glatt
(Beispiel: 0,6 g Farbstoff, 250 cm?® Cyclohexan, 1 g Platin, Dauer

Tabelle 20. Vergleich einiger Farbenreaktionen von Carotin und
Xanthophyll.

Carotin |

Ansatz bzw, Reagens Xanthophyll

dem Carotin dhnlich

Chloroformlésung (1—2 mg

in 2cm3) 4- konz. H,SO,

Unterschicht griin,
dann sogleich blau

2 cm?® Farbstofflosung
wenige Tropfen Acetan-
hydrid, mit 1 cm® kon-
zentrierter Schwefel-
sdure unterschichtet

Séure dunkelblau,
Chloroform fast farb-
los

wie Carotin

2 cm?® Losung in CHCl; +
1 Tropfen rauchender

sofort blau, dann griin,
schlieBlich farb-

dem Carotin dhnlich;
grine Phase etwas

Salpeterséure schwach (schmutzig- | stérker
gelblich)
2—3 mg Krystalle + eben- | kaltundkochendunlds- | von Carotin véllig ver-
8o viele cm?® 95proz. lich; die Saure bleibt | schieden:kaltloslichmit
Ameisenséiure fast farblos, beim Ko- | saftgriiner Farbe, griin

chen kaum stahlblau

tingierend (besténdig)
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Tabelle 20 (Fortsetzung).

Ansatz bzw. Reagens L Carotin Xanthophyll
Chloressigséure schwerloslich,schwach | besser 16slich mit saft-
(geschmolzen) griinlichbraun,kaum | griiner Farbe, Tink-
tingierend tion mattgrinlich
Dichloressigsaure kalt nach 1—2 Minu- | kalt 16slich (schon saft-
ten violettstichig grim tingierend); er-
blaue Losung hitzt: smaragdgriin,

dann dunkelblau,
schlieflich schmutzig
violettstichig

Trichloressigsaure kalt sofort dunkelblau, | dem Carotin &hnlich
(geschmolzen) erhitzt violetter und
viel farbschwicher

Trichloressigsidure (etwa |gelb, in tintenstift- | griinlichgelb, dann oliv-
0,3 g in 1 cm® Chloro- | #hnliches Blau iiber- | griin, blaulichgriin (als
form) + 2 mg Farbstoff | gehend ein Parallelansatz mit

Carotin schon léngst

blau ist), schlieBlich

graublau
Konzentrierter methyl- | kein Farbumschlag Farbumschlag in Griin
alkoholischer Chlorwas- (besonders in der War-
serstoff me)
Arsentrichlorid rot, dann blau (sehr | braunlichrot, dann blau
rasch) (sehr rasch)
Antimontrichlorid ! tief dunkelblau tief dunkelblau

Antimontrichlorid (in Chlo- | braunlich, sofort dun- | saftgriin, rasch abge-
roform) +1—2 mg Farb-| kelblau,dann violett- | blaBt, dann griinlich-

stoff auf 2 cm® Reagens?! stichig (recht be- blau und tief tinten-
standig) blau (bestéindig)
Zinntetrachlorid in der Wiarme blau, | fast unléslich; Krystalle
(geschmolzen) violettblau, dann dunkelblau bis schwarz
violett angefarbt o
Phosphortrichlorid tief tintenblau wie Carotin

1/, Stunde). Beim Verdampfen des Losungsmittels hinterbleibt
Perhydrocarotin CyH,s, das farblos, leichter 16slich und viel nied-
riger schmelzend ist, als Carotin selbst. Das Rohprodukt bildet
eine weiBle, durchscheinende Masse, die erstarrt und wie getropftes
Paraffin aussieht2. Der Perhydrokorper ist gesittigt, die Blau-
farbung mit Schwefelsdure bleibt aus. — Dihydrocarotin C,oHg (6lig,
hellgelb) entsteht unter der Einwirkung von Aluminiumamalgam

1 Naheres vgl. bei EvLER, KARRER und RypBoMm (1, 2); eine feste,
tiefblaue Additionsverbindung ist von EULER und WILLSTAEDT isoliert worden;
s. KARrRER, EULER und ScHOPP sowie EULER und KarrEeR (3); S. 82.

2 Die in den ersten Versuchen beobachteten Nadeln lieSen sich spiter
nicht reproduzieren.
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(SmitH 2) und gab beim oxydativen Abbau nur ox-Dimethyl-
glutarsiure (KARRER und MoORF 3).

Mit Benzopersiure sind acht Doppelbindungen des Carotins
nachweisbar (PUMMERER und REBMANN 1).

Carotin und Halogene. In unverdiinntem Brom lost sich Carotin
schon bei Eiskilte; bei Raumtemperatur entweicht Bromwasser-
stoff und es 148t sich eine sprode, weille Masse (C,oHzBr,,) isolieren
(WiLLsTATTER und EscHER 1). Brom in Chloroform wirkt milder
ein. Zunichst entweicht kein Bromwasserstoff und man kann die
rein addierte Brommenge (8 Br,) maBanalytisch bestimmen (ZECH-
MEISTER und TuzsoN 2). In einer Atmosphéire von Bromdampf
werden bei Lichtabschlu8 11 Br, rein addiert, ohne dafl Substitution
erfolgt. Im Vakuum oder bei 110° entweicht HBr, durch Nach-
bromieren lassen sich wiederum alle 11 Doppelbindungen nach-
weisen (ROSSMANN).

Chlorjod erfaBt alle 11 Doppelbindungen (S. 49: PUMMERER
und REBMANN 1).

Carotindijodid CyHzeJ,. WILLSTATTER und MiEc tropften ein
Drittel des Farbstoffgewichtes an Jod (in Ather) zu einer #theri-
schen Carotinlosung; die Farbe vertieft sich und das Jodid krystal-
lisiert im Verlaufe eines Tages aus. Kupfrig glinzende Spiefle und
Prismen, zu Rosetten gruppiert. Das Pulver ist dunkelviolett, in
der mikroskopischen Durchsicht erscheinen die Krystalle hell-
blaugrau. Kein scharfer Schmelzpunkt. Carotindijodid besitzt
Vitamin-A-Eigenschaften (EvLER, KARRER und RypBoM 1), wahr-
scheinlich weil das Halogen im Tierkérper wieder entfernt wird.
Bei der Behandlung mit Thiosulfat wird das Jod ebenfalls ab-
gegeben und man erhélt je nach den Versuchsbedingungen unver-
dndertes Carotin zuriick oder Isocarotin (Naheres S.147).

Unter abgednderten Bedingungen 18t sich auch ein ,,Trijodid bzw.
,,Tetrajodid‘‘ gewinnen (WiILLSTATTER und EscuEr 1; EscHER 1; EULER,
Karrer, HELLsTROM und RypBom). Der Halogengehalt solcher Praparate
ist schwankend und man geht wohl nicht fehl, wenn man sie als Misch-
krystalle auffat (RosENHEIM und StArRLING; KUEN und LEDERER 5).

Uneinheitlichkeit des Pflanzencarotins. Vorkommen von
¢- B- und y-Carotin.
Genau ein Jahrhundert, nachdem WACKENRODER den Mohr-
ritbenfarbstoff entdeckt hat (1831), wurde die auch physiologisch
wichtige Tatsache bekannt, da8 das aus pflanzlichem Material
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isolierte Carotin in den meisten Féllen keine einheitliche Verbin-
dung ist, sondern in Komponenten zerlegt werden kann, die alle
die Zusammensetzung C,H,, besitzen.

Kuex und LeDERER (1,2) haben Priparate aus Karotten,
Kastanienlaub und Vogelbeeren durch fraktionierte Féllung mit
Jod oder besser durch fraktionierte Adsorptionsmethoden in die
stark rechtsdrehende Komponente o-Carotin ([a]gq = -+ 3859, in
Benzol) und in ein optisch inaktives Isomere (8-Carotin) zerlegt und
so die Frage nach der Heterogenitdt des Carotins mit Erfolg auf
praparativem Wege entschieden. In einer fast gleichzeitig durch-
gefiihrten Untersuchung zeigen KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI,
PiepEr und Morr (vgl. auch KarrER, EUvLER und HELLSTROM),
daB Mohrriibencarotin aus einer rechtsdrehenden und einer inak-
tiven Komponente besteht, deren natiirliches Mengenverhéltnis
durch fraktionierte Krystallisationen aus Petroldther weitgehend ver-
schoben werden kann: die schwerstloslichen Anteile sind praktisch
inaktiv, die leichtloslichen zeigten spezifische Drehungen bis zu
[a]c = + 136°. Eine vollstindige Trennung kann auf diesem Wege,
wie auch von KArRRER und WALKER (1) spiter betont wird, kaum
erfolgen; hingegen wurde von diesen Forschern in der chromato-
graphischen Adsorption an Calciumhydroxyd oder Calciumoxyd
eine leistungsfahige Fraktioniermethode gefunden, die schon bei
einmaliger Anwendung (fast) quantitative Resultate liefert und mit
deren Hilfe das bishin erreichte, nahezu vollkommene Reinheits-
grad des a-Carotins noch etwas gesteigert werden konnte.

Wihrend «- und f-Carotin in gewaltigen Mengen in der Natur
vorkommen, haben KumN und BROCKMANN (7, 8) ein drittes
(optisch inaktives) Isomere, das y-Carotin, entdeckt, das nur etwa
Y1000 Teil der meisten Carotinprdparate ausmacht. Durch die
Isolierung dieses Polyens ist die grofle Leistungsfahigkeit der
chromatographischen Adsorptionsmethode von TSWETT erneut
bewiesen worden. Untergeordnete Mengen derselben Carotinart
sind in der Aprikose (Prunus armeniaca) nachweisbar (BROCK-
MANN); p-Carotin kommt auch in den Beeren des Maiglockchens
vor (Convallaria majalis; WINTERSTEIN und EHRENBERG) und ist
reichlich in Gonocaryum pyriforme enthalten (WINTERSTEIN 2).

Natiirliches Mengenverhdlinis von a-, f- und y-Carotin. Soweit
es sich derzeit abschéitzen laBt, ist die mengenméfige Reihenfolge
der von der Natur dargebotenen Isomeren: §-, «- und y-Carotin.
Die Zusammensetzung des Gesamtcarotins in verschiedenen

Zechmeister, Carotinoide. 9
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Pflanzenmaterialien schwankt sehr stark, die evtl. Abhingigkeit

von Vegetationsbedingungen ist aber noch nicht erforscht. In den
meisten, heute bekannten Fillen

! \ liegt entweder (fast) nur -Caro-
/ /\ tin vor (optisch inaktive Pré-
y parate) oder {iiberwiegt dieses
\7 \ Isomere stark, wihrend noch
N\
\

30-10%

keine Droge bekannt ist, die aus-
schlieflich «-Carotin enthalten
wiirde. Wie erwiahnt, scheint
das y-Isomere in der Regel nur
sparlich vorzukommen, doch ist
A bereits eine Droge beschrieben

worden, deren Carotin etwa zu
\ 60% aus y besteht (Fruchthaut
des Gonocaryum pyriforme aus

20,

1]

)/
P _/ Hollandisch - Indien: WINTER-
500 96 Apy) % grmn 2). Der Safran (Crocus

Abb. 24. Absorptionskurven von a-Caro- : . .
tin (ausgezogen) und g-Carotin sativus) SOWI‘? . die Hagebutte
(gestrichelt) in Hexan (KUHN). (z. B. Rosa rubiginosa) enthalten

2 nur sehr wenig y-Isomeres
¥

-7 ™ (Kvay und GRUNDMANN 4;

Y KunN und WINTERSTEIN 13).

! Zu einer Orientierung iiber

! N das Verhdltnis von o- und

1 ) p-Carotin ist, falls ein kry-

,’ stallisiertes, von Fremdstof-

|

I

I

|

20

fen freies Praparat vorliegt,
die Polarimetrie geeignet.

h \ Kuax und LEDERER (2, 4)
II \ fanden z.B. die folgenden
/ spezifischen Drehungen (in

z Benzol, Cadmiumlicht) fiir

g 500 w28 A 375 Priparate aus Daucus carota:

Abb. 25. Absorptionskurven von e-Carotin | 36 bis 7590 (ein erheblicher
(ausgezogen) und g-Carotin (gestrichelt) in . . .

CS, (KUEN). Unterschied in der Verteilung

von « und S im inneren

bzw. duBleren Teil der Karotte besteht nicht, s. auch vaN STOLK,

GuiLBERT und P#NAU); aus Vogelbeeren (Sorbus aucuparia):
+ 50°, aus grimen Kastanienblittern (Aesculus hippocastanum):

70
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+ 90 bis 115%; das Carotin aus Palmél, besonders reich an «-Carotin,
ergab: 4 115 bis 169° (KuaN und BROCKMANN 2; vgl. auch KARRER,
Euvrer und HEeListrOM); Handelscarotine zeigen z. B. die spezifi-
schen Drehungen [a],ot = + 35 bis 110° (RoSENHEIM und STAR-
LING).

Die spektroskopische Priifung, die auch in Gegenwart von farb-
losen Begleitern durchgefiihrt werden kann, beruht darauf, daB
p-Carotin bedeutend langwelliger absorbiert als a (Schwerpunkte
in CS, fiir f: 521, 485,5 uu, aber fir a: 509, 477 yu). Oft steht die
spektroskopische Messung mit der polarimetrischen in Einklang,
indem einer Zunahme von [«]cq um 30—40° (in Benzol) eine unge-
fahre Verschiebung der Schwerpunkte um 1gu (in CS,) nach dem
Kurzwelligen entspricht (KuvEN und LEDERER 4).

Einige Ergebnisse sind in der Tabelle 21 verzeichnet; die
jeweilige Differenz von 100% entspricht annidhernd dem g-Carotin-
gehalt.

Tabelle 21. «-Carotingehalt verschiedener Carotinpriparate
(KveN und LEDERER 4 bzw. KUBEN und BROCKMANN 2).

Aus griinen Blittern Aus anderem Material
Palmsl . . . . . . .. 30—40% | Karotten . . . . . . . 10—20%
Kastanien . . . . . . . .. 25% | Vogelbeeren . . . . . . . . 15%
Brennesseln . . . . . . . . 0% | Riesenkirbis® . . . . . . . (1%
Spinat. . . . . .. .. .. 0% | Paprika . . . . . . . ... 0%
Gras . . . . . . ... .. 0% | (Ovarien. . . . . . . . .. 0%)

Mit Hilfe des Calciumhydroxyd-Chromatogrammes sind im
Spinat, Brennesseln, Paprika Spuren von o-Carotin nachweisbar
(KARRER und SCHLIENTZ 1).

Methoden zur Isolierung von a-, f- und y-Carotin.

B-Carotin. Die Gewinnung dieses Isomeren ist am einfachsten :
Man geht vorteilhaft von einem der Rohmaterialien aus, in denen es
(fast) ausschlieflich vorkommt. So wurde f-Carotin z. B. aus
Paprika bequem und in reichlichen Mengen gewonnen (8. 119).
Spuren des besonders leicht adsorbierbaren y-Isomeren lassen sich
im CaCO;- oder Ca(OH),-Chromatogramm ausschalten, fir die
meisten Zwecke ist aber ihre Gegenwart nicht stérend.

a-Carotin. Das o-Isomere kommt, soweit bekannt, nirgends
allein vor und muf} von iiberwiegenden f-Mengen getrennt werden.

1 ZeceMEISTER und Tuzson (11).

[
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Das bequemste Verfahren hierzu ist die Aufteilung des in Petrol-
dther gelosten Rohcarotin-Gemisches im Calciumhydroxyd- bzw.
Calciumoxyd-Chromatogramm (KARRER und WALKER 1). Wendet
man kéuflichen, geloschten, fein vermahlenen Kalk an, so findet
eine scharfe Schichtentrennung statt: oben (als tief rotgelbe Zone)
p-, unten a-Carotin (hellgelb). Die Trennung ist nach einmaliger
Adsorption (fast) quantitativ und mufl zur Ausschaltung der
letzten $-Spuren héchstens noch einmal wiederholt werden. Schliel3-
lich krystallisiert man das durch Elution gewonnene Préparat
aus Petrolather um.

Die historisch interessanten Trennungsmethoden von KuuN
und LEDERER (2, 4; fraktionierte Fillung mit Jod, fraktionierte
Adsorption an Fasertonerde) sind relativ umstindlich. Einfacher
in der Ausfithrung erwies sich eine von KUHN und BROCKMANN (2)
verdffentlichte Arbeitsweise, die allerdings mit grofen Verlusten
verbunden ist; als Grundlage dient die Beobachtung, daf -Carotin
aus Benzin an Fullererde viel leichter adsorbiert wird als «. Liegt
ein Carotingemisch mit etwa 15% «-Carotin vor, so braucht man
nur in die Losung so lange Fullererde einzutragen, bis nach colori-
metrischer Kontrolle etwa 90% des Farbstoffes adsorbiert sind,
und man erhélt durch Einengen des Filtrats reines a-Carotin. Ein
Nachteil des Verfahrens besteht in der Aciditdt des angewandten
Adsorptionsmittels, worunter namentlich die 8-Komponente leidet.

Beispiel: 0,36 g Carotin ([a]gg = -+ 150°) aus Palmol wurden in 500 cm?
Benzin (Siedepunkt 70—80°) geldst und so viel Fullererde (MERCK) in kleinen
Anteilen eingetragen (36 g), dafl die Hilfte des Farbstoffes adsorbiert wurde.
Aus dem Filtrat krystallisierten nach dem Einengen und Zusatz von Methanol
68 mg, dann 40 mg Carotin mit 511,5 und 477,5 uu (in CS,;). Die beiden
Fraktionen ergaben, gemeinsam umkrystallisiert [«]gq = -+ 319° (in Benzol).
40 mg davon hat man erneut mit Fullererde zerlegt, und zwar so, daB ein
Viertel des Farbstoffes aufgenommen wurde. Das Filtrat lieferte 20 mg reines
a-Carotin: [a]cq = + 363° (in Benzol).

y-Carotin. a) Aus T0proz. Handelscarotin HoFFMANN-LA RoCHE
(KurN und BrockMANN 8). Das Rohmaterial wurde dreimal aus
Benzol 4 Methanol und dann aus Benzol 4 Benzin umkrystal-
lisiert und vor jeder Umscheidung zweimal mit reinstem Methanol
ausgekocht. Je 3 g Carotin wurden in 300 cm® Benzol (pro anal.)
gelost, mit 900 cm3 Benzin (MERCK, Siedep. 70—80°, viermal mit
destilliertem Wasser gewaschen und getrocknet) verdiinnt, durch
eine Al,O,-Sdule (Fasertonerde, 17 X 5 ¢cm, 500 g) filtriert und so-
lange mit Benzol 4 Benzin (1 : 4) nachgewaschen (etwa 11), bis
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sich eine deutlich abgegrenzte, rotliche Zone von y-Carotin gebildet
hatte und das Al,O; darunter nur noch schwach gefiarbt war. Nun
hat man die rotgelbe Schicht, unter Verwerfung der Rénder, sofort
in methanolhaltigem Benzin eluiert, den Alkohol durch griindliches
Waschen entfernt und die Adsorption (in einem kleineren Rohr)
sowie alle nachherigen Operationen noch zweimal wiederholt. Nun
saugt man die Elutionsflissigkeit durch ein enges Glas-Sinter-
filter, verdampft im Vakuum zur Trockne, kocht zweimal mit
Methanol aus und krystallisiert aus wenig Benzol + Methanol
(1 : 1) um. Rohausbeute 34 mg aus 35 g Carotin. Zur Reinigung
wurde dreimal aus Benzol + Methanol (2 : 1) umkrystallisiert. Man
kocht jedesmal vorher mit Methanol aus und wéscht die abge-
schiedenen Krystalle mit Petrolather. Vor der letzten Umscheidung
wird die Benzollésung wiederholt mit Wasser gewaschen und durch
ein Glas-Sinterfilter filtriert, um aschenfreie Praparate zu erhalten.

b) Aus 300 Fruchtschalen (2 kg Friichte) des Gonocaryum pyri-
forme (aus Java; trocken 70 g) hat WINTERSTEIN (2) 3 mgy-Carotin
isoliert: Die unter Ammonsulfat aufbewahrte Droge wurde durch
Waschen von dem Salz befreit, 24 Stunden unter Aceton gehalten,
getrocknet (40°), staubfein vermahlen und mit insgesamt 3/,1
Petrolather (30—50°) kalt ausgezogen. Nachdem der Extrakt
mit 10proz. methylalkoholischem Kali unter Luftabschluf 12 Stun-
den geschiittelt worden, hat man die Seifen ausgewaschen und die
getrocknete, auf 300 cm? eingeengte Losung in einer Al,O,-Sdule
(17 X 6 cm, standardisiert nach BrRockMaNN; MERCK) chromato-
graphiert. Das mit 21 gewaschenem Benzin (Siedep. 70°) ent-
wickelte, vierschichtige Chromatogramm enthielt in der 2. Zone
das y-Carotin, mit einer unbekannten Carotinart vermengt. Nach
der Elution und Wiederholung der Adsorption mit dieser Schicht,
wurde die Saule so zerlegt, daBl die Fraktion, dessen 1. Band bei
532—533uu lag (CS,), gefaBt wurde (50—60% des Gesamtpigments).
Durch eine dritte Adsorption ist das y-Carotin einheitlich geworden.
Nun wurde die Hauptfraktion mit Petroldther + Methanol eluiert,
der Alkohol weggewaschen und der Petroldther im Vakuum stark
eingedampft. Fiihrt man das Konzentrat in eine Ampulle iiber,
entfernt das Losungsmittel vollstdndig im Vakuum und schmilzt
im Hochvakuum zu, so krystallisiert das ¢-Carotin innerhalb
mehrerer Tage aus. Die Ampulle wurde in Aceton -+ Kohlensédure
gekiihlt, der Inhalt mit sehr wenig stark gekiihltem Pentan rasch
angerieben und rasch genutscht (3 mg).
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Beschreibung des «-, - und y-Carotins
(s. auch den Vergleich in Tabelle 22, S. 136).

Die Adsorptionsaffinitidten der Polyen-Kohlenwasserstoffe neh-
men in der folgenden Reihenfolge ab: Lycopin, y-Carotin, 8-Carotin,
a-Carotin, die Isomeren kénnen daher im Aluminiumoxyd- oder
besser im Calciumhydroxyd-Chromatogramm getrennt werden. In
der gleichen Reihenfolge werden die Spektren kurzwelliger und auch
die Anzahl der Doppelbindungen sinkt, ndmlich von 13 (Lycopin)
itber 12 (p-) bis 11 F (a- und B-Carotin). Alle drei Carotine gehoren
zu den A-Provitaminen des Tierkorpers, demgegeniiber ist das
Lycopin biologisch inaktiv (Naheres S.30—38).

a-Carotin C,H ¢ krystallisiert aus Benzol4Methanol in beider-
seitig zugespitzten, flachen Prismen, die vielfach zu Drusen ver-
einigt sind und gerade Ausléschung zeigen (Abb. 38, S.287),
B-Carotin krystallisiert aus demselben Lésungsmittel in anderen,
charakteristischen Formen. Wihrend des Krystallisierens zeigt
a-Carotin lebhaften Kupferglanz; nach dem Absaugen sind die
Krystalle violett, mit der methanolhaltigen Form des Luteins ver-
gleichbar; f-Carotin ist dunkler violett. «-Carotin ist bedeutend
leichter 1éslich als 8. In Benzol gilt das colorimetrische Verhéltnis
a:f=1:13 (Kven und LEDERER 2). Brechungsindex in
Chloroform: 1,451 (EULER und Jawnsson). Die spezifische Drehung
betragt in Benzol + 385° (Cadmiumlicht = 643,85 yu; KUvEN und
LepERER1, 2)1; ¢-Carotin zeigt starke Rotationsdispersion (KARRER
und WALKER 1):

[a]l8 = +315° (£ 7%); [«]18, = 4 385° (£ 5%);

[€]38, , = + 487 (£ 5%); [alf, ;= + 507° (& 5%).

Schmelzp. 187—188° (korr.). Optische Schwerpunkte in Schwefel-
kohlenstoff: 509,477 uu (KARRER und WALEER 1), in Benzin:
478, 447,5 pp (KuaN und BROCKMANN 3). Mit Antimontrichlorid in
Chloroform gibt a-Carotin eine tiefblaue Farbe, deren Absorptions-
maximum bei 542 yu liegt (KARRER und WALKER 1).
Katalytisch hydriert, nimmt a-Carotin nach Kuax und MOLLER
11 Mol. Wasserstoff auf (vgl. auch Smite 4). Es bildet ein gut
krystallisiertes Dijodid CyoH;eJ, (KARRER, SoLMSSEN und WALKER).

1 Die von SmTe (2) angegebene Linksdrehung wurde bisher von keiner
Seite bestatigt, dagegen nehmen KARRER, ScrGpr und MORF an, daB auch
die Racemform des a-Carotins in der Mohrriibe vorkommt.
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{3-Carotin C,H;. Die Eigenschaften dieses Isomeren stehen
denjenigen des Gesamtcarotins in der Regel am nichsten. B-Carotin
krystallisiert aus Benzol + Methanol in sehr charakteristischen
Formen, die Verwachsungsdrillinge darzustellen scheinen (Abb. 39,
S.287). Diese Krystalle besitzen, neben « betrachtet, dunkler
violette Farbe. Schmelzp. 183° (korr.). Die optischen Schwer-
punkte liegen in CS, bei 521, 485,5uu, in Benzin bei 483,5, 452,
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Abb. 26. Absorptionskurven von p-Carotin in Hexan (ausgezogen) bzw. in CS,
(strichpunktiert) nach KUHEN und BROCKMANN.

426 yy (KuaN und LEDERER 2; KUHN und BROCKMANN 3, 8), in
Chloroform bei 497, 466 yu (EULER, KARRER, KLUSSMANN und
Morr), in Hexan bei 482, 451 uu (WINTERSTEIN 2). Brechungs-
index in Chloroform: 1,453 (EULER und JanssoN). B-Carotin ist
bedeutend schwerer l6slich als « und reichert sich bei der wieder-
holten Umkrystallisation von Rohpriparaten an, wihrend die
Mutterlaugen (auch beim Schiitteln von festen Gemischen mit
Methanol) an o-Carotin reicher werden (KuHN und LEDERER 2).
p-Carotin ist optisch inaktiv.

Mit SbCl; in Chloroform gibt f-Carotin eine Blaufirbung; ein
Absorptionsmaximum liegt nur gegen 590 yu (Unterschied von «;
KARRER und WALKER 1). _

Bei der katalytischen Hydrierung werden 11 Mole Wasserstoff
gebunden und ein optisch inaktiver Perhydrokorper C, H,s gebildet
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(ZecEMEISTER, CHOLNOKY und VRABELY 1; ZECHMEISTER und
CHOLNOKY 8).

Die von Smrre (3) angegebene Anzahl von nur 10 Doppelbindungen
ist korrekturbediirftig (ZECHMEISTER, CHOLNOKY und VRABELY 2; SMITH 4).

Mit Jod entsteht ein krystallisiertes Dijodid (S. 128).

v-Carotin C,H;; (KunN und BRocKMANN 7, 8). In vielen seiner
Eigenschaften steht dieses Isomere zwischen Lycopin und f-Carotin,
was auch in der Strukturformel (S.137) zum Ausdruck kommt.
y-Carotin bildet, aus Benzol 4+ Methanol krystallisiert, mikro-
skopische, derbe, dunkelrote Prismen mit blaulichem Oberfléchen-
glanz oder — schnell abgeschieden — Biischeln von feinen Nadeln.
Solche Priparate zeigen eine etwas hellere Farbe. Schmelzp. 178°
(korr.). Optische Schwerpunkte in CS,: 533,5, 496, 463 yu, in
Chloroform: 508,5, 475, 446 uu, in Benzol: 510, 477, 447 yu, in
Benzin: 495, 462, 431 yu, in Hexan: 494, 462, 431 uu.

p-Carotin nimmt, katalytisch hydriert, nicht 11, sondern 12 H,
auf (vgl. auch KuaN und MOLLER) und liefert beim Ozonabbau
Aceton (Unterschied von o- und g-Carotin).

Tabelle 22. Vergleich von «, §- und y-Carotin (Literatur s. oben).

a-Carotin B-Carotin y-Carotin

Formel . . . .. . ... CyoHse CyoHse CioHse
Schmelzp. (korr.) . . . . . 187—188° 1830 . 1780
Krystallform aus Benzol +

Methanol . . . . . . . Abb. 38, S. 287|Abb. 39, S. 287|derbe Prismen
Im Chromatogramm. . . unten in der Mitte oben
Spezifische Drehung in Ben-

zol (Cd-Licht) . . . . . + 385° 0 0
Optische Schwerpunkte (uu)

inCS, .. ...... 509, 477 521, 485,5 |533,5,496, 463

in Benzin . . . . . .. 478, 447,5 483,5, 452 | 495, 462, 431
Brechungsindex (CHCL;) . . 1,451 1,453 -
Absorptionsmaximum mit

SbCl, in Chloroform . . 542 pu 590 pu —
Doppelbindungen . . . . . 11 11 12
Ringsysteme . . . . . . . 2 2 1
Beim Ozonabbau . . . . . kein Aceton | kein Aceton | 1 Mol. Aceton
Als Provitamin A . . . . . stark wirksam sehrkstark stark wirksam

wirksam

Abbau und Konstitutionsermittlung der Carotine.

Es ist erst in den letzten Jahren gegliickt, das Carotinmolekiil
zu charakteristischen Spaltstiicken zu zerschlagen, die als Grund-
lage fiir die Aufstellung von vollig aufgelosten Strukturformeln
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dienen konnen. Die Versuche wurden zunéchst mit Priparaten
aus der Mohrriibe (vorwiegend f-, daneben auch a-Carotin ent-
haltend) durchgefiihrt, spater auch mit individuellen Carotinarten.
Manche, an dem Gesamtcarotin aus Daucus erzielten Resultate
lagsen sich (wenn das Ausgangsmaterial viele Umkrystallisationen
durchgemacht hat) auf das f-Isomere iibertragen.

Das bisherige Ergebnis der Konstitutionsforschung auf dem
Gebiete der natiirlichen Polyen-Kohlenwasserstoffe hat zu den,
auf S. 137 abgedruckten Symbolen gefiihrt.

Gesamtearotin. Schon WILLSTATTER und EscHER (1) war es
aufgefallen, dal bei der Autoxydation des Farbstoffes ein Geruch
nach Veilchenwurzeln auftritt (Unterschied von Lycopin und
Xanthophyll). KARRER und HELFENSTEIN (1) ist es dann gelungen,
bei der Oxydation mit kaltem, wifrigem Permanganat aus Carotin
(in Benzol) etwas B-Jonon zu erhalten, ferner ao-Dimethylglutar-
sdure, ox-Dimethylbernsteinsdure und Dimethylmalonsiure, end-
lich, unter Anwendung von Ozon (gemeinsam mit WEHRLI und
WETTSTEIN), auch Geronsdure (ax-Dimethyl-d-acetyl-valeriansdure)
als besonders charakteristisches Abbauprodukt, — also gerade die-
selben Spaltstiicke, die in &dhnlicher Ausbeute auch aus g-Jonon
entstehen. Dadurch war nicht nur der schon frither vermutete
Zusammenhang mit den Terpenen experimentell bewiesen, sondern
zumindest der eine der beiden cyclischen Systeme, die nach dem
Ergebnis der Hydrierung sowie der Analyse des Perhydrokérpers
im Carotin vorliegen miissen, als S-Jononring erkannt:

CH,,,\C /CH,
CIH/ Ne—
r I T
l CHz\ /C—CHs——n ‘
[ ’ CH, |
J B-Jononrest
CH,,\ / CHs\ CHy, /CI-I3 CHy\ /CH3

1000 C\COOH cH,” \COOH cH,” Kooox CH/ \COOH

00H Ha CH2\ C0—CH,
COOH
2
Dimethyl-malonsédure aa-Dimethyl- ao-Dimethyl- Geronséure
bernsteinséure glutarséure

Damit steht auch das Ergebnis einer ausfiihrlichen, vergleichen-
den Untersuchung iiber den Ozonabbau des Carotins in Einklang,
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welche von PUMMERER, REBMANN und REINDEL (2) durchgefiihrt
wurde. Diese Versuche ergaben einen gréBeren Teil des Kohlen-
wasserstoffes in Form von zum Teil hoheren Spaltstiicken, die alle
auch aus -Jonon entstehen; neben Geronséure wurde ihr Aldehyd
von den genannten Forschern isoliert. STrAIN (1) erhielt bis zu
0,67 Mol. Geronsdure aus Carotin.

Ausfiihrung. Eine Vorschrift fiir die Isolierung der Geronséiure
wird auf S. 141 bei dem S-Carotin gegeben, die Arbeitsweise mit
Permanganat ist aus dem nachfolgenden, der Abhandlung von
KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI und WETTSTEIN entnommenem
Beispiel ersichtlich:

Eine Losung von 3 g Carotin in 500 cm?® reinstem Benzol wurde mit
einer Losung von 25 g Kaliumpermanganat in 21 Wasser, in dem 40 g
calcinierte Soda gelost waren, 24 Stunden bei Zimmertemperatur auf der
Maschine geschiittelt. Beim Offnen der Flasche war starker Jonongeruch
bemerkbar. Man kochte nun 2 Stunden am RiickfluB, dampfte hierauf das
Benzol ab, siuerte die wilrige Fliissigkeit mit Phosphorsiureldsung (d = 1,7)
an und reduzierte den Permanganat- und Braunsteiniiberschufl allmihlich
mit 30proz. Perhydrol. Die entstandene wasserhelle, filtrierte Losung wurde
im Vakuum auf 600 cm?® konzentriert und mehrmals mit insgesamt 3 1 Ather
ausgezogen. Die auf 11 eingeengten Extrakte hat man zweimal mit 5 cm?
konzentrierter Natriumbicarbonatlosung geschiittelt, um die sauren Abbau-
produkte abzutrennen, siuerte den Bicarbonatextrakt mit HCI an und zog
wiederholt mit Ather aus. Beim Eindunsten des getrockneten Athers blieb
ein Ol zuriick, das sich beim Kochen mit Benzol bis auf Spuren loste. Nach
der Konzentration dieser Losung auf 3 em® begann bald - ax - Dimethyl-
bernsteinsiure zu krystallisieren, die sich durch Umkrystallisieren aus Benzol
reinigen lieB. Beim Einengen der Benzolmutterlaugen auf 1 cm? krystallisierte
noch eine kleine Menge dieser Siure; beim Versetzen des Filtrates mit
Petroliather schied sich im Eisschrank nach mehreren Tagen oo-Dimethyl-
glutarsiure ab.

Struktur des 3-Carotins. Nachdem die katalytische Hydrierung
11 Doppelbindungen, die Analyse des Perhydrokérpers 2 Ring-
systeme angezeigt hatte (ZECHMEISTER, CHOLNOKY und VRABELY
1, 2) und die Anzahl der Methylseitenketten ermittelt war (Kvnn
und L’Orsa 2; KueN und Rore 2; KARRER, HELFENSTEIN,
WeHRLI und WETTSTEIN u. a.), haben KARRER und MorF (3) die
am Mischcarotin schon friither durchgefiihrten Abbauversuche mit
reinem f-Carotin wiederholt. Sie erhielten 16% der fiir 2 f-Jonon-
ringe berechneten Menge Geronsiure, wihrend f-Jonon selbst 19,4 %
ergibt. Hieraus wurde auf die Richtigkeit der S. 140 abgedruckten
Formel geschlossen. Der Spaltversuch nahm z. B. den folgenden
Verlauf (S. 141):
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0,53 g f-Carotin wurde in 10 cm3 Tetrachlorkohlenstoff 24 Stunden,
und nach Zugabe von 10 cm® Eisessig weitere 24 Stunden ozonmisierf, mit
90 cm3 Wasser versetzt, 1 Stunde am RiickfluB gekocht, hierauf im Vakuum
zur Sirupdicke konzentriert und die letzten Essigsdurereste durch Versetzen
mit 50 cm® Wasser und neuerliches Einengen im Vakuum verjagt. Nun
schiittelt man mit 5 X 100 cm® Ather, entzieht dem letzteren die sauren
Bestandteile durch fiinfmalige Extraktion mit je 8 cm® konzentrierter
Bicarbonatlosung, siuert die walrige Fliissigkeit mit Phosphorsiure an und
zieht mit insgesamt 500 cm3 Ather portionenweise aus. Der Abdampf-
riickstand des Athers wurde mit 5 cm? heiBem Wasser extrahiert, die Losung
filtriert und mit einer solchen von 0,5 g Semicarbazid-chlorhydrat und 1 g
Natriumacetat in 3 cm?® Wasser versetzt. Die Menge des innerhalb 24 Stunden
im Eisschrank abgeschiedenen Geronsiure-semicarbazons betrug 0,074 g.

Dihydro-B-carotin. (mit Aluminiumamalgam bereitet) liefert ein sehr
ghnliches Resultat.

Mit diesen Befunden steht auch das Ergebnis der thermischen Zer-
setzung in Einklang (S. 63).

Nachdem die Formel des f-Carotins auf Grund von Spalt-
produkten aufgestellt wurde, die héchstens 9 Kohlenstoffatome
enthalten (Geronsdure), haben KuaN und BROCEMANN (5, 6, 11)
mit Hilfe von genau dosierten Chromsdiure-Mengen, unter milden
Versuchsbedingungen erreicht, dafl das gesamte Kohlenstoffgeriist
des f-Carotins erhalten blieb, wihrend die beiden Ringe schritt-
weise gedffnet wurden. Die Reaktion ist so zu formulieren, daf
1 oder 2 Doppelbindungen, welche an den &uBersten Enden des
chromophoren Systems stehen und Bestandteile von cyclischen
Gebilden sind, zerreilen, wobei ihre C-Atome als Carbonyle erhalten
bleiben. So wird ein Diketon (Semi-f-carotinon) und dann ein
Tetraketon (B-Carotinon) gebildet, nach den Formeln auf S.140.

Die Struktur dieser tiefgefirbten, ausgezeichnet krystallisierten
Verbindungen geht aus den Bruttoformeln sowie aus der lang-
welligeren Lichtabsorption gegeniiber f-Carotin hervor und wurde
besonders durch den direkten Nachweis von O=C<-Gruppen
mit Hilfe von Hydroxylamin geklért. Dabei reagieren nur die
CH;—CO—CH,-Reste, wihrend die zwischen je einem quartdren
C-Atom und einer Doppelbindung liegenden Carbonyle wohl aus
sterischen Griinden reaktionstrige sind. Es lieB sich ndmlich aus
Carotinon nur ein Dioxim, aus dem Semi-carotinon nur ein Monoxim
bereiten.

Jingst wurde die Konstitution des p-Carotinons und dem-
zufolge auch des p-Carotins selbst dadurch bekriftigt, dal es
Kuay und BrRooRMANN (12) gelungen ist, von dem Tetraketon
mit Hilfe einer Chromsiureoxydation zu einem Aldehyd C,,H;;0;
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zu gelangen, der sich in Dehydro-azafrinon-amid C,,H,;0,N iiber-
fithren lieB (s. unter ,,Azafrin®, S. 267).

CH, CH,
No/
7N\ _ 0
CH, /C—CH=CH—C=CH—CH=CH—C=CH——CH=CH—CH=C——CH=CH—-C\
| 07, | L H
cH, /° oH H, H,
° CHZ/ \CH3 Aldehyd aus #-Carotinon.

Wie ersichtlich, stehen alle diese Befunde mit der von KARRER,
HerrensteiN, WEHRLI und WETTSTEIN aufgestellten Struktur-
formel in Einklang.

Beschreibung der Carotinone S.144—147.

Struktur des a-Carotins. Das auffallendste Kennzeichen dieser
Carotinart und ihres Perhydrokoérpers ist die Anwesenheit eines
Asymmetriezentrums, die beiden Molekillenden miissen daher mit
verschiedenen Ringsystemen besetzt sein, wahrend der Mittelteil
nach allen Erfahrungen mit demjenigen des f-Isomeren zusammen-
fallt. Ein Blick auf die S. 137 stehende Strukturformel zeigt deut-
lich, daB man in diesem Falle gleichfalls Geronsiure bei dem
Abbau erwarten darf, aullerdem aber (aus dem rechten Molekiil-
ende) auch Isogeronsdure (yy-Dimethyl-Jd-acetyl-valeriansdure):

CH, CH, CH, CH,
\C/ N
%\ AN
...—CH CIH2 _ clH2 CIH2
CHB—é CH, CH,—CO CH,
N /
CH COOH
Ein Ring des «-Carotins. Isogeronséure.

Nach anféinglichen MiBerfolgen gelang es schlieBlich in der Tat,
sowohl Geron- als Isogeronsiure aus reinem a-Carotin zu gewinnen
(KARRER, MorF und WALKER). Der Ozonabbau geschah in der-
selben Weise, wie es bei B-Carotin beschrieben wird, nur bestand
das am Schlusse des Spaltversuches gewonnene Semicarbazon aus
zwei Isomeren, von welchen man das Derivat der Geronsidure mit
kochendem Essigester in Losung bringt, wihrend das Isogeron-
sdure-semicarbazid zuriickbleibt.
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Ozxydationsprodukte des o-Carotins mit 40 C-Atomen
wurden von KARRER, SormssEN und WALKER mit
Chromtrioxyd bereitet: oa-Ozycarotin (Nédelchen,
Schmelzp. 183°%; in CS,: 502, 471, 440 uu) und a-Caroton
C4oH560;5 (Prismen, Schmelzp.1489, stark rechtsdrehend).

Struktur des y-Carotins (Kurx und Brock-
MANN 8). Man hat dieses schwer zugingliche
Isomere auf hohermolekulare Abbauprodukte
noch nicht verarbeitet. Lediglich ist festgestellt
worden, daf es, wie f-Carotin, optisch inaktiv
ist, bei der Hydrierung aber 12 H, bindet und
beim Ozonisieren nahezu 1 Mol. Aceton gibt. Das
Auftreten dieses Ketons zeigt deutlich, dafl das
eine Molekiilende kein Ringsystem sein kann,
sondern ein Isopropylidenrest = C(CHj),, also
dieselbe Gruppierung, von der beide Enden
des Lycopins abgeschlossen werden. Auch in
bezug auf die Anzahl der Doppelbindungen (12)
sowie auf die Wellenlingen der optischen
Schwerpunkte steht das y-Carotin zwischen Ly-
coptn und B-Carotin, was auch im Adsorptions-
verhalten zum Ausdruck kommt (S.95). Die
auf S.137 wiedergegebene Strukturformel des
y-Carotins ist aus 1/, Lycopin und 1/, §-Carotin
zusammengefiigt.

Einige Derivate des §-Carotins.

@) Reduktionsprodukte.

Dihydro-f-carotin CyHgg, eine unbestiindige, olige
Substanz, scheint in reiner Form noch nicht unter-
sucht zu sein (Literatur bei KvAN und BROCKMANN 6).

Perhydro-(B)-carotin CyoH g (vgl. S.126) wurde
von ZECHMEISTER, CHOLNOKY und VRABELY (1,
2) durch Hydrierung mit Wasserstoff in Cyeclo-
hexan, in Gegenwart von Platinmohr erhalten.
Sehr gut, wenn auch langsamer, li8t sich g-Ca-
rotin in Eisessig-Suspension reduzieren, wobei
die Substanz allmahlich in Lésung geht. Der in
Ather iibergefiihrte und durch Abdampfen ge-
wonnene Perhydrokorper bildet ein farbloses,

CH, CH,

NS
¢

N
cH,

2

CH,

—~CH,—

~CH,—CH,~ CH,~CH-CH,~ CH,—~ CH,~ CH,~ CH—CH, CH,~ CH,—CH

,—CH,—CH

(|)H.——CH
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143

Perhydro-carotin.
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sehr dickes Ol! bzw. eine Masse, die wie getropftes Paraffin aus-
sieht. Er ist optisch inaktiv (ZECHMEISTER und CHOLNOKY 8), im
Hochvakuum destillierbar und viel leichter 16slich als der Farb-
stoff. Aus der von KARRER, HELFENSTEIN, WIDMER und WETT-
STEIN aufgestellten §-Carotinformel geht die auf S. 143 stehende
Struktur hervor (identisch mit den «-Isomeren).

Perhydro-f-carotin ist biologisch unwirksam (EULER, DEMOLE,
KARRER und WALKER).

b) Oxydationsprodukte.

B-Carotin-monoxyd C;yH;;O (EULER, KARRER und WALKER). Bei der
Einwirkung von 1 Mol. Benzopersidure auf 1 Mol. 8-Carotin in Chloroform,
bildet sich in einer Ausbeute von 10—15% eine gelblichrote, krystallisierte

Substanz von unbekannter Struktur, welche mdéglicher-
CH, CH, weise ein Ringsystem des Carotins in der nebenstehenden
N 3 Form enthilt und sich chromatographisch abtrennen lie8.
Schmelzp. 160—161°, Absorptionsmaxima in CS,: 486,
N 456, 427, in Chloroform: 465, 437, 410uu. Als Pro-
CH, C—CH=... vitamin A wirksam.
> B-Oxycarotin CyH;40, (KuEN und BROCKMANN 5, 6;
CH, C—CH, Formel unversffentlicht, Struktur teils unklar) wird ge-
wonnen durch Oxydation von §-Carotin mit 0,1 n-Chrom-
siure (entsprechend 1,5 O-Atomen) und nachfolgende Ad-
sorptionsanalyse. Ausbeute 10%. Orangerote Néidelchen
mit blauem Oberflichenglanz, Schmelzp. 184° (korr., Hochvakuum). Spek-
trum kurzwelliger als das von f-Carotin; Schwerpunkte in CS,: 508, 475, 446,
in Chloroform: 487, 456, 429, in Benzin: 478, 448, 420 uu. Absorptions-
kurve in Benzol: S. 146. Bei der Entmischung verhilt sich f-Oxycarotin
wie ein Kohlenwasserstoff. Nach ZEREWITINOFF liefert es reichlich 1 Mol.
Methan; es geht bei der Oxydation in Azatrinonaldehyd Cy,H;g0; iiber; zeigt
bei der Autoxydation Veilchengeruch; ein f-Jononring scheint darin noch
unversehrt zu sein, was auch die Wachstumswirkung erkliaren wird.

Semi-p-carotinon CyH;;0, (Strukturformel S.140; KvrN und
BrockMANN 11). Die Darstellung folgt dem Prinzip, daBl die zu
reagierenden Loésungen an einem schnell rotierenden Glasstab vor
der Vermischung zu diinnen Filmen ausgebreitet und dann baldigst
aus der Reaktionszone entfernt werden (Abb. 27, S. 145).

Apparatur: Zwei graduierte Schiitteltrichter, an deren umgebogenen

Ablaufrohren, wie Abb. 27 zeigt, dickwandige Capillaren angeschmolzen
sind, dienen zur Aufnahme der Losungen. Die Capillaren sind so bemessen,

1 Die bei den ersten Versuchen in einer Ausbeute von etwa 5% erhaltenen
Nadelchen konnten spéter nicht beobachtet werden, so da8 es sich méglicher-
weise um eine Verunreinigung handelt. Die weitverzweigte Struktur 1i8t
eher eine amorphe als krystallinische Beschaffenheit zu.
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daB pro Minute etwa 3 cm? durchtreten kénnen. Um gleichméBiges Auslaufen
zu erzielen, sind die Schiitteltrichter nach Art einer MarTOTTESChen Flasche
mit Niveaurohren versehen. Die schrig abgeschnittenen Capillaren werden
bis auf 0,5 mm an den rotierenden Glasstab herangefiihrt, der an seinem
unteren Ende zur Spitze ausgezogen und im stumpfen Winkel seitlich um-
gebogen ist. Die AusfluBoffnung der einen Capillare liegt etwa 2 cm hoher
als die der anderen.

Betrieb: In den Schiitteltrichter mit dem hoher gelegenen Ausflufrohr
wird die Carotinlésung, in den anderen die Chromsiurelsung eingefiillt.
Die Niveaurohre in beiden Trichtern wer-
den so gestellt, daB in gleichen Zeiten
gleiche Fliissigkeitsmengen ausflieBen (glei- ——
che Blasenfrequenz). Ist das erreicht, so
schlieBt man die Hahne, fithrt die Aus-
fluB6ffnungen auf 0,5 mm Abstand an den
rotierenden Rithrer heran und 148t die
Flissigkeiten ausflieBen. Die aus der obe-
ren Capillare austretende Carotinlosung
bildet auf dem rotierenden Glasstab einen
Film, welcher etwas tiefer mit Chrom-
saurelosung in Berithrung kommt. Um fir
gute Durchmischung zu sorgen, wird unter-
halb der zweiten Capillare an den Glasstab
ein Platindraht herangefiihrt, der eine Wir-
belstromung in dem Flissigkeitsfilm her- - L

vorruft. Die am Glasstab herunterflieBende
Fliissigkeit wird von der rotierenden Spitze
gegen die Wand des Auffangtrichters ge-
schleudert und flieBt von dort in ein dar-
unter stehendes GefdBl mit Wasser ab.
Durch héufiges Umschwenken des Gefifles
wird fir gute Durchmischung der Reak-
tionsfliissigkeit mit dem Wasser gesorgt. In  syp 97, Vorrichtung zur Dar-
Abstinden von etwa 15 Minuten gieBt man  stellung von Semi- 8- carotinon.
das Gemisch in einen gréBeren Scheide-

trichter mit Wasser, verdiinnt die auf dem Wasser schwimmende Benzol-
schicht mit dem gleichen Volumen Benzin (Siedep. 70—80°) und wischt
bis zum Verschwinden der sauren Reaktion mit destilliertem Wasser.

Reaktionslosungen: Carotinlosung, enthaltend 1 g reinstes Carotin in 11
Benzol (pro analysi, MERCK). Chromséurelésung, dargestellt durch Auffiillen
von 60 cm? 0,1 n-Chromséure (entsprechend etwa 1,5 O-Atomen) mit Eisessig
(pro analysi, MERCK) auf 11. Die Umsetzung wird in Chargen zu je 250 cm?
beider Losungen vorgenommen und dauert je Charge etwa 1!/, Stunden.

Die gewaschene, tiefrote Benzol-Benzinlésung (aus 1 g Carotin) wurde
durch eine Saule von Al,O, (standardisiert nach BroOCKMANN) filtriert und
mit Benzol nachgewaschen. Von den 3 Zonen wird die mittlere (rotviolette)
mit methanolhaltigem Benzin eluiert und der Vakuum-Abdampfriickstand
des Eluates dreimal aus Methanol umkrystallisiert. Ausbeute 0,09—0,1 g

Zechmeister, Carotinoide. 10
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Semi-f-carotinon bildet prichtig glinzende, carmoisinrote,
viereckige Blittchen, die dem Carotinon dhnlich sind. Schmelzp.
118—119° (korr., im evakuierten Rohrchen). Es absorbiert lang-
welliger als B-Carotin, aber kaum kurzwelliger als f-Carotinon.
Schwerpunkte in CS,: 538, 499, in Chloroform: 519, 487 (ver-
waschen), in Benzin: 501, 470, 446 uu. Verteilungsquotient Benzin:
90proz. Methanol = 20:1. Das Semi-carotinon wird an ALO, aus
X
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Abb. 28. Absorptionskurven des B-Carotinons (ausgezogen) und des g-Oxycarotins
(gestrichelt) in Benzol, nach KUHN und BROCKMANN.

Benzin gut adsorbiert, aber weniger stark als 8-Carotinon, von dem
es so getrennt werden kann. Das Diketon ist zum Carotinon weiter
oxydierbar. — Als Wachstumsprovitamin wirksam.

Semi-B-carotinon-oxim CyHg;0,N wird durch Einwirkung von freiem
Hydroxylamin auf das Keton (in wenig Pyridin + Methanol) und Erhitzen
im evakuierten Rohr wihrend 45 Minuten auf 55° bereitet. Carmoisinrote,
glinzende, zu Biindeln vereinigte Nadeln, Schmelzp. 134—135° (korr., im
evakuierten Rohrchen).

{3-Carotinon C,H,,0, (Strukturformel S. 140; Kuux und Brock-
MANN 5, 6, 11). Darstellung: Gereinigtes Carotin wird in Portionen
von 50 mg in einem Gemisch von 15 cm3 Benzol und 45 cm? Eis-
essig gelost und mit 8 cm?® wiBriger 0,1 n-Chromséure (= 4 O-Atome)
unter starkem Riihren tropfenweise versetzt. Das mit 1 Vol.
Benzin verdiinnte Reaktionsgemisch wird in destilliertes Wasser
gegossen und die griindlich ausgewaschene Oberschicht im Vakuum
verdampft. Den Riickstand 16st man in kochendem absolutem
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Athylalkohol, der beim Erkalten glinzende Blittchen abscheidet.
Zur Reinigung wird aus Benzol und Benzin umkrystallisiert; Aus-
beute 10—15%.

Eigenschaften: Carmoisinrote, sechseckige Blattchen von blau-
lichem Glanz. Schmelzp. 174—175° (korr., im Hochvakuum ein-
geschmolzen). Leicht loslich in Chloroform, Schwefelkohlenstoff,
Benzol, wenig in kaltem Methanol und Athanol, sehr schwer in
Benzin. Verteilungsverhiltnis Benzin: 90proz. Methanol = 1:200.
Das Carotinon wird aus Benzin sowohl durch AL,O, als auch durch
CaCO, adsorbiert, aber von Benzin nur vom letzteren (langsam)
ausgewaschen. Bei der Autoxydation tritt kein Veilchengeruch auf;
an der Ratte ist die Verbindung unwirksam (S. 35). Diese Beob-
achtungen weisen darauf hin, dafl beide Ringsysteme des Carotins
geoffnet sind. f-Carotinon adsorbiert langwelliger als g-Carotin
und bleibt wenig hinter Lycopin zuriick. Schwerpunkte in CS,: 538,
499, 466, in Chloroform: 527, 489, 454, in Benzin: 502, 468,440 uu.

Das Dioxim des f-Carotinons C,0H;,0,N, zeigt die gleichen Absorptions-
bander. Es wird durch zweistiindiges Kochen von je 30 mg Carotinon und
freiem Hydroxylamin in Athylalkohol gebildet und krystallisiert bei 0°
in Form von glinzenden Blittchen aus, die viel schwerer 16slich sind als
die dhnlich aussehenden Krystalle des freien Tetraketons. Schmelzp. 198°
(korr., Hochvakuum).

Weitere Carotinarten.

Schon eine fliichtige Durchsicht der Literatur zeigt, daf die
Liste der natiirlichen Carotinarten mit dem a-, - und y-Isomeren
unmoglich erschopft sein kann.

Es wurden z. B. in den folgenden Pflanzen weitere Carotine, die noch
nicht isoliert sind, spektroskopisch nachgewiesen: in der Fruchthaut des
Capsicum annuum (518, 484, 452 yu in CS,, KuveN und LEDERER 4), in
Daucus carota (482, 453 up in CS,, KARRER, ScEOPP und MorF, vgl. auch
vAN SToLK, GUILBERT und P#NAU sowie KARRER und WALKER 1), in der
Fruchthaut des Gonocaryum pyriforme (526, 490, 457 yuy, WINTERSTEIN 2;
»0-Carotin®‘), in Torula rubra (566, 522, 491, 461 uu, LEDERER 3) usw.

»Cucurbiten CyuHys wurde aus dem Riesenkiirbis (Cucurbita maxima
Ducr.) von SueiNoME und UeNo gewonnen. Der besondere Name ist iiber-
fliissig, da ,,Cucurbiten‘‘ f-Carotin ist (mit sehr wenig o« vermengt; ZEcH-
MEISTER und Tuzsox 11).

Isocarotin C,H,,. Diese Carotinart ist bis jetzt in der Natur
nicht aufgefunden, sondern nur durch Verwandlung von Carotin-
priaparaten erhalten worden. Sie wird bei der Zerlegung von Jod-
additionsprodukten des Carotins mit Thiosulfat, Quecksilber oder

10*
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fein verteiltem Silber gebildet (KunN und LEDERER 1; ROSENHEIM
und STARLING); wahrscheinlich entsteht derselbe Korper, wenn
man die mit Antimontrichlorid in Chloroform aus §-Carotin erzeugte
tiefblaue Verbindung (S. 82) nach 2 Minuten in Wasser gieB3t
und das Pigment zuriickgewinnt (Girram, HEeiLBroN, MoRTON
und DrUMMOND), vielleicht auch als Nebenprodukt bei der Ein-
wirkung von wenig Benzopersdure auf Carotin (EULER, KARRER

X
30-0%

20 / - \
7 2

: A\
1N

”6‘00 550 500 450 400 AW] 350
Abb. 29. Absorptionskurve von Carotin (1) bzw. Isocarotin (2) in CS,, nach KUHN.

und WALKER). Die Tendenz zur Isomerisierung ist keineswegs
allen Carotinoiden eigen, denn sowohl die freien und veresterten
Xanthophylle (KARRER und WALKER 2) als sogar das «-Carotin
(KuveN und LEDERER 5) lassen sich aus ihren Jodverbindungen
unverdndert regenerieren!.

Das Wesen der interessanten Reaktion ist unbekannt und
bedeutet bestimmt keine cis-trans-Anderung der Konfiguration
(Ringoffnung ?). Wéahrend die labilen Formen von Bixin und
Crocetin-dimethylester schon durch sehr wenig Jod in ihre stabilen
Raumisomeren tibergehen (KArRrRER, HELFENSTEIN, WIDMER und
vaN ITALLIE; KUuHN und WINTERSTEIN 7, 10), erfordert die Iso-
carotinbildung eine stéchiometrische Jodmenge.

1 Arbeitet man rasch, so liefern die Jodadditionsprodukte auch des
B-Carotins unverinderten Farbstoff zuriick (EuLER, KARRER, HELLSTROM
und Rypsom; KARRER, ScEOPP und MORF; KuHN und LEDERER 5).
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Nach Kuax und LEDERER (5) erleidet eigentlich nicht das
Carotin selbst, sondern sein Jodid die Umlagerung, die spektro-
skopisch verfolgt werden kann und nur in gewissen Lésungsmitteln
eintritt (Benzol, Schwefelkohlenstoff, Aceton, aber nicht in Pyridin
oder in niedrigen Alkoholen).

Darstellung des Isocarotins (KUHN und LEDERER 5). Die auf — 10° gekiihlte
Losung von 0,5 g Mohrriibencarotin (80% f) in 500 cm® Benzin (Siedep.
70—80°) wird unter starkem Riihren in 250 cm® Benzin von — 10°, das
0,4 g Jod enthilt (ber. fiir das Tetrajodid) im Laufe 1 Minute eingegossen.
Man rithrt - noch 2 Minuten, filtriert das ausgeschiedene schwarze Jodid
moglichst rasch ab, wischt mit Benzin, 16st es in 1,51 Aceton von Raum-
temperatur und 148t 10—15 Minuten stehen. Beim Schiitteln mit einer
Losung von 5 g Natriumthiosulfat in 200 cm® Wasser hellt sich die Farbe
auf und schligt nach Rot um. Man entmischt mit 200 cm3 Benzin und
800 cm?® Wasser, wischt die abgehobene Oberschicht mehrmals mit Wasser,
dampft sie im Vakuum ab, 16st den Riickstand in 5 cm3 Benzol und fillt
in der Hitze mit Methanol (Ausbeute 0,16—0,18 g). Die Reinigung erfolgt
durch wiederholtes Krystallisieren aus Benzol 4 Methanol. Violette, glitzernde
Krystalle, deren Spektrum! und Wasserstoffverbrauch an Lycopin erinnern,
die aber mit dem Tomatenfarbstoff sicher nicht identisch sind. Betreffs
Eigenschaften s. Tabelle 23.

Tabelle 23. Vergleich von Isocarotin, Carotin und Lycopin
(KvEN und LEDERER 5).

' Isocarotin B-Carotin Lycopin

Formel . . . . . .. .. CyoH;6(CyoHs,?) CyoHse CyoHye
Schmelzpunkt (korr.) . 180—181° 181—182° 1720
Loslichkeit in Hexan (0") 1 : 3300 1:1000 1 : 14000
Drehungsvermégen . . . . 0 0 0
Optische Schwerpunkte

in CS, (up) . . . . . . 543, 504, 472 | 521, 485,565 | 548, 507,5 477

in Benzin (ug). . . . . 504, 475, 447 484, 451 506, 475,5 447
CaRR-PRICE-Probe . . . . positiv positiv positiv
Verbraucht Mole H,. . . . 13 11 13
Beim Ozonabbau Aceton . nein nein viel
Als Provitamin A . . . . . unwirksam wirksam unwirksam

In einer neuen Arbeit haben KARRER, ScHOPP und MoRrF das Isocarotin
nach dem Auskochen mit Methanol aus Ligroin (Siedep. 60—70°) umkrystalli-
siert und den Schmelzpunkt bis zu 192—193° (korr.) getrieben. Bei der
katalytischen Hydrierung finden sie nur 12 Doppelbindungen und ferner
keine Geron- oder Isogeronsiure bei dem Ozonabbau; ein a- oder §-Jonon-
ring kann daher kaum anwesend sein. Unter der Einwirkung von kaltem
Permanganat wurden lediglich die, aus natiirlichem Carotin erhiltlichen
Spaltprodukte gefaft.

1 Schwingungskurve nach Kunn (1): Abb. 29, S. 148.
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2. Lyecopin.
(Bruttoformel C,,H;;, Konstitutionsformel S. 162.)

Lycopin, das einzige, derzeit ndher bekannte Isomere von
-, B- und y-Carotin ist dem Mohrriibenfarbstoff in mancher Hin-
sicht dhnlich, in wichtigen Punkten aber davon ganz verschieden.
Von der Pflanzenwelt wird es spérlicher als Carotin dargeboten,
doch scheint es, namentlich in Friichten recht verbreitet zu sein.

Yorkommen. Der Hauptfundort ist die reife, rote Frucht der
Tomate (Lycopersicum esculentum), die den Farbstoff in roten
bis orangeroten Chromoplasten in den inneren Gewebszellen ent-
hélt; in den Epidermiszellen findet man nur wenige, kleine Chromo-
plasten (Kyrin 2). Eine kritische Besprechung der &lteren pripara-
tiven Arbeiten haben WILLSTATTER und EscHER (1), EscHER (1)
sowie PALMER (1, dort S.22) gegeben. Schon MILLARDET erhielt
(1876) rote ,,Solanorubin‘‘-Krystalle aus der Tomate; iiber die
Frage, ob dieselben mit Carotin identisch sind, waren aber die
Meinungen lingere Zeit hindurch geteilt, obzwar schon Zopr sowie
ScrHUNCK grofle Unterschiede in den Spektren feststellen. MoNTA-
NARI, der eine sorgfaltige Vorschrift fiir die Isolierung gibt, war der
Ansicht, daB Lycopin ein ,,Dicaroten‘‘ sei und leitete auf Grund
der damals geltenden Carotinformel CygHgyg das Symbol Cy,H,, ab.
Erst WiLLsTATTER und EscHER (1) stellen die Isomerie mit Carotin
CyoHie fest.

Die physiologischen Bedingungen der natiirlichen Lycopin-
synthese sind schon 8. 25 erértert worden.

Das Lycopin iiberwiegt sehr stark im Tomatenpigment, daneben
kommen aber noch andere Polyene vor. Mikrochemische Be-
obachtungen vAN WISSELINGHs weisen auf die Anwesenheit von
untergeordneten Mengen eines zweiten Carotinoids hin und tat-
sichlich konnten WILLSTATTER und EscHER (1) etwas Carotin
isolieren. Kyrin (2) folgert aus capillaranalytischen Versuchen,
daB auBerdem eine Xanthophyllart und ,,Arumin® vorliegen;
nach LuBIMENKO sollen sechs Farbstoffe anwesend sein.

MoNTEVERDE und LUBIMENKO (2) unterscheiden eine ganze
Reihe von ,Lycopinoiden®, die chemisch nicht gekennzeichnet
sind (vgl. auch bei LUuBIMENKO und BRILLIANT).

Jingst haben KuHN und GRUNDMANN (2) auf adsorptions-
analytischem Wege das Tomatenpigment in verschiedenen Stadien
der Reife studiert und erhielten fiir frische, im Freien gezogene
Friichte (Mitte September, Heidelberg) die Zahlen der Tabelle 24.
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Tabelle 24. Zusammensetzung des Tomatenpigments
(KueN und GRUNDMANN 2).

mg Farbstoff in 100 g frischer Frucht
griin halbreif |  vollreif
|
Lycopin . . . . . . . . . .. 0,11 084 | 785
Carotin (isoliert f). . . . . . . 0,16 0,43 E 0,73
Xanthophylle, fre1. . . . . . . 0,02 0,03 \ 0,06
' verestert . . . . 0,00 0,02 | 0,10

Der Chlorophyllgehalt der griinen Tomaten liegt unter 3,0 mg
in 100 g frischer Frucht. Das Lycopin ist schon in unreifen Friichten,
die auch im Innern noch rein griin erscheinen, nachweisbar, daneben
iiberwiegt Carotin. Im halbreifen Zustand (Fruchthaut gelbgriin,
Inneres der Frucht schon rétlich) hat das Lycopin bereits das
Carotin iiberfliigelt. Der Xanthophyllanteil besteht vorwiegend
aus Zeaxanthin und Lutein; Violaxanthin fehlt.

Weiteres Vorkommen des Lycopins. Krystallisiertes Lycopin
wurde, meist in gréBerem Malstabe auch aus folgenden Friichten
gewonnen:

Hagebutte (Rosa canina; EScHER 3 sowie KARRER und WIDMER).

Reife Beeren von Tamus communis sowie von Solanum dulcamara
(ZecHMEISTER und CHOLNOKY 9, 10).

Fruchtfleisch der Wassermelone (Cucumis citrullus; ZECHMEISTER und
TuzsoN 4; neben Carotin).

Friichte des Maiglockchens (Convallaria majalis; WINTERSTEIN und
EHRENBERG; neben Carotin und Xanthophyll).

Frucht der Zaunriibe (Bryonia dioica; WINTERSTEIN und EHRENBERG).

Kakifriichte (Diospyros Kaki; KarrRER, MORF, KraUuss und ZUBRYS).

Die tropischen Friichte (Java): Erythroxylon novogranatense (Cocastrauch),
Actinophleus Macarthurii und Ptychosperma elegans (Palmen; ZIMMERMANN).

Aprikose (Prunus armeniaca; BROCKMANN; neben viel Carotin).

Mikrochemisch hat vaxn WisseriNngH den Hauptfarbstoff der Friichte
von Aglaonema commutatum, auf capillaranalytischem Wege Kyuin (2) das
Pigment der Friichte von Solanum Balbisii, Arum italicum sowie das der
Steckriibe ( Brassica napus) als Liycopin identifiziert. Das frither behauptete
Vorkommen in dem Paprika (Capsicum annwum) ist unzutreffend. Eine
Zusammenstellung der Friichte, deren Lycopingehalt nur spektroskopisch
nachgewiesen wurde, bringen WINTERSTEIN und EHRENBERG.

Lycopin kommt auch in Bliten vor und wurde aus Calendula officinalis
neben Carotin und Violaxanthin (ZECHMEISTER und CHOLNOKY 13) sowie
aus Dimorphoteca aurantioca (KARRER und NOTTHAFFT) isoliert.

Lycopin in Bakterien: READER.

Nachweis und Bestimmung. a) Mikrochemisch kann Lycopin
nicht durch individuelle Farbenreaktionen im Gewebe erkannt
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und von Carotin unterschieden werden. In der Tomate kommt
es aber nach vaAN WISSELINGH (und édlteren Autoren) in einem
charakteristischen Zustand vor, nimlich in Form von verhéltnis-
miBig langen, rollenférmigen, oft zugespitzten, rotvioletten Rohr-
chen, die wahrscheinlich auch andere Substanzen enthalten. Bei
der Einwirkung von MoriscEschem Reagens (S.79) bei Zimmer-
temperatur 16st sich kein Lycopin aus den Réhrchen heraus,
wahrend andere Carotinoide sich zunichst losen, dann wandern
und krystallisieren.

b) Makrochemischer Nachweits in Extrakten. Eine Voraus-
setzung hierfiir ist der Beweis, daf das Pigment ein Kohlen-
wasserstoff ist. Derselbe kann durch Entmischungsmethoden nach
vorhergegangener alkalischer Behandlung erbracht werden, worauf
meist nur mehr die Wahl zwischen Lycopin und Carotinen zu treffen
sein wird. Fiir eine Orientierung geniigt die Beobachtung des
Absorptionsspektrums in CS,. Typisch verschieden sind auch die
Flecke, die beim Verdunsten von stirkeren Schwefelkohlenstoff-
lésungen auf Filtrierpapier hinterbleiben: Lycopin fleischrot bis
schokoladenbraun, Carotin orangerot, Xanthophyll gelb (farbige
Abbildungen bei EscoErR (1). Nach Cowarp (2) liBit sich die
Trennung von Carotin mit Hilfe einer Filtration durch Kreiden-
pulver durchfiihren. EvLER und Garp finden, dafl Lycopin aus
Petroldther von Magnesia reichlicher adsorbiert wird als Carotin.
Trennung mit Fasertonerde: S.157; Stellung in der Adsorptions-
rangliste: S. 95.

Die Identifizierung ist leicht, wenn ein krystallisiertes Praparat
vorliegt. Unterscheidend von Carotin ist, auler der Krystallform
und Farbe (8. 155), die merklich geringere Loslichkeit des Lycopins
in Petrolither und Schwefelkohlenstoff.

¢) Colorimetrische Bestimmung. CONNEL beschreibt ein Ver-
fahren, unter Anwendung von Cobaltsulfat-Kaliumbichromat im
STANDFORD-Colorimeter. — Im einfachen Apparat von DuBosq
kann man den Vergleich mit 0,2proz. Bichromat allein durchfiihren:
Man l6st die Substanz in moglichst wenig CS, und verdinnt
bis zur ungefahren Stéirke des Bichromates mit Petroldther. Drogen
extrahiere man mit CS, und verdiinne einen aliquoten Teil des
Auszuges. Colorimetrisch ungefdhr gleichwertig sind die Schicht-
dicken:

Lycopinlésung (3,6 mg in 11) . . . . . . . . .. 49 mm 24 mm
Kaliumbichromatlésung (0,2proz.) . . . . . . . . . 50 mm 25 mm
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Mikrocolorimetrie mit Azobenzol, sowie mikrochemische Trennung
von anderen Carotinoiden nach KuvaN und BrockmaNN (3): S. 89
und 102.

Isolierung von Lycopin. Awus der Tomate. a) Man geht nach
WoLsTATTER und EscHER (1) zweckméBiger als von der etwa
97% Wasser enthaltenden Frucht, von Tomatenkonserven aus.
Es wurden 74 kg ,,Purée di pomidoro concentrata‘ der ,,Soc.
gener. delle conserve alimentari cirio, Neapel“! verarbeitet,
schitzungsweise entsprechend 500—800 kg frischen Tomaten.

Die Konserven wurden in Portionen von etwa 8 kg in Pulver-
flaschen mit 41 96proz. Alkohol angeschiittelt (mehr Alkohol
erleichtert die Arbeit), die geronnene Masse durch ein feines Tuch
koliert und mit gelindem Druck moglichst weit abgepre8t. Man
wiederholt das Durchschiitteln mit 2—3 1 Alkohol und prefit den
Brei in einem PreBsack unter stirkerem Druck zu einer kriimeligen
Masse aus, um diese bei 40—50° zu trocknen und in der Pulver-
miihle zu mahlen. Das Tomatenmehl wird dann in Perkolatoren
mit Schwefelkohlenstoff erschopft und der Auszug, so weit als
moglich, unter vermindertem Druck eingedampft, gegen Ende in
einem Bad von 40° unter Einleiten von trockener Kohlensidure
durch die Capillare. Der tief rotbraune Brei (feine Nadelchen
enthaltend) soll mit 3 Vol. absolutem Alkohol verdinnt und
nach dem Absaugen auf der Nutsche mit Petrolither gewaschen
werden. Man reinigt das rohe Lycopin durch Féllen mit absolutem
Alkohol aus CS,-Lésung, oder besser durch Umkrystallisieren aus
Gasolin (Siedep. 50—80°%), wovon beim Kochen 4—51 fir 1g
Lycopin erforderlich sind. Die filtrierte Gasolinlosung scheidet
beim Abkiihlen in der Kaltemischung ein lockeres, braunes Pulver
von prismatischen Krystallen ab. Zur Analyse krystallisiert man
aus Gasolin um, unter Verwerfung der schwerer loslichen Anteile
und dann aus Schwefelkohlenstoff oder CS, 4- Alkohol, ohne be-
sondere Fraktionierung.

Ausbeuten. Es wurden aus 74 kg Konserven 5,6 kg trockenes
Pulver erhalten und daraus 11 g einmal umkrystallisierter Farb-
stoff, also 0,2% der Trockensubstanz. Zum Vergleich haben
WiLsTATTER und EscHER (1) die Vorschrift von MONTANARI
nachgearbeitet und isolierten aus 135 kg frischen Tomaten 2,6 kg
Trockensubstanz und 2,7 g umkrystallisiertes Lycopin. Die Ausbeute

1 Andere gute Fabrikate liefern gleichfalls reichlich Lycopin.
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betragt hier also 0,02 g Lycopin aus 1 kg frischer Frucht, aber
0,15 g aus 1 kg Konservenpiiree.

b) KveN und GRUNDMANN (2) vermigen die Lycopinaus-
beute durch Zusatz von Pottasche weiter zu steigern, nachdem
sie einen schédlichen Siuregehalt mancher Handelskonserven fest-
stellten. 8,5 kg Tomatenpiiree (10 Dosen, Alessandro Melloni,
Bologna) werden mit 350 g Kaliumcarbonat versetzt, mit 101
Methanol sehr gut verriihrt (Schdumen), nach einigen Stunden
genutscht und der Riickstand in einer groBen Zentrifuge ab-
geschleudert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird abgegossen; man
verriihrt den festen Bodensatz mit 101 Aceton. Nach einigen
Stunden langem Stehen laft sich das Material rasch absaugen
und scharf abpressen. Der bréockelige, sehr hygroskopische Kuchen
wird sofort von Hand fein zerkriimelt und mit 41 CS, iibergossen,
unter CO, in wohlverschlossenen Flaschen eine Nacht extrahiert.
Man nutscht scharf ab, engt das tiefrote Filtrat auf dem Dampf-
bade auf 100 cm3 ein, fallt das Lycopin mit 200 ¢m3 reinem Methanol,
nutscht nach mehrstiindigem Stehen im Eisschrank und wischt
mit eisgekiihltem Petrolither, bis dieser, frei von dunklen Olen,
klar ablauft. Das Rohprodukt (5g) wird in 70 cm?® Benzol heif3
gelost, filtriert und mit 1 Vol. Methanol versetzt, wobei 3,0 g
iiber 95proz. Lycopin erhalten werden. Ausbeute nach Wieder-
holung der Krystallisation: 2,0—2,5g (im Mittel 0,265g pro
kg Konserve); Reinheitsgrad mindestens 99proz.

Bemerkung. In den Tomatenfriichten bzw. Konserven gewisser Ernten
kommen erhebliche Mengen von Hentriakontan CyHg, vor, die durch Krystalli-
sationsverfahren schwer von Lycopin zu trennen sind. In solchen Féllen
gieBt man die Benzinlgsung durch eine Saule von AlO, (das den gesattigten

Kohlenwasserstoff nicht festhialt) und eluiert dann den Farbstoff mit alkohol-
haltigem Benzol oder Chloroform (KueN und GRUNDMANN 1).

Isolierung von Lycopin aus Tamus communis-Beeren (ZECH-
MEISTER und CHOLNOKY 9). 4 kg frische Beeren wurden mit der
Hand zerquetscht und unter 41 Alkohol 1 Tag stehen gelassen.
Das Material wird koliert und die Behandlung mit Sprit wiederholt.
Die so entwisserten Fruchthiute, die noch die meisten Kerne
enthalten, lassen sich leicht kolieren und in Leinwand gewickelt
auspressen (der PreBsaft setzt allméhlich ein farbstoffreiches,
feines Pulver ab, das zur Hauptmenge gefiigt wird). Man befreit
das noch nasse Material groBtenteils von den Kernen, trocknet
es auf Sieben bei 35° mit Hilfe einer unterstellten Glithbirne und



Lycopin. 155

erhilt eine rotstichig-braune Masse, die sich leicht vermahlen
146t (140 g = 3,5% der Beeren ; colorimetrisch bestimmter Lycopin-
gehalt: 1,4 g).

Das Pulver wird mit 11 Schwefelkohlenstoff in 1—2 Stunden
perkoliert ; der Auszug ist tiefviolettrot, in der Aufsicht fast schwarz.
Schon gegen Ende der Extraktion schiefen im Kolben schone
Prismen an, bis zu 1—2 mm Lénge. Ohne dieselben abzunutschen,
dampft man bei 35° unter Durchperlen von CO,, im Vakuum
bis zu 100 cm? ein. Auf Zusatz von 4 Vol. wasserfreien Alkohols
schied sich die iiberwiegende Menge des Lycopins hiibsch krystal-
linisch ab. Das abgesaugte Préparat wurde mit eiskaltem Petrol-
dther gewaschen und wog, iiber Phosphorpentoxyd getrocknet
0,92 g (Ausbeute 66%). Zur Reinigung dient eine Umféillung
aus CS, + Petrolither. Reinausbeute: etwa 0,22 g Lycopin aus
1 kg frischen Beeren.

Eigenschaften. Vergleich mit Carotin (WILLSTATTER und
EscrEr 1, EscHER 1, mit Ergénzungen). Lycopin bildet makro-
skopisch betrachtet, eine dunkelbraun-carminrote, samtglidnzende
Masse von hart wachsartiger Konsistenz, bestehend aus Nadeln,
die oft strahlenférmig gruppiert sind. Das Mikroskop zeigt briaun-
lich-rosafarbige lange Prismen, meist mit typisch zerkliifteten
Enden (Abb. 43, S. 288)1. Die Kreuzungsstellen sind blaustichig.
Aus viel Petrolither umkrystallisiert, ergibt Lycopin mehrere
Millimeter lange, violettstichig-dunkelrote, meist flache Prismen.
Die Einzelkrystalle sind oft paarweise verwachsen und bilden
Sterne. Manchmal tritt Lycopin in Form von haardhnlichen
Nadeln auf, die so diinn sind, daB ihre Eigenfarbe unter dem
Mikroskop fast verschwindet. Demgegeniiber ist die Grundform
des natiirlichen Carotingemisches das flache Rhomboeder; es
krystallisiert tafelartig, zeigt unter dem Mikroskop eine leuchtend
orangerote Farbe, wogegen Lycopin braunlicher violettrot aussieht
(farbige Abb. bei EscHER 1 sowie bei KARRER und WEHRLI 2).
Carotin neigt viel mehr -dazu, Metallglanz zu zeigen, man erhilt
aber auch Lycopinpriparate mit ausgesprochenem Metallglanz
und bis zu !/,cm Linge, durch Zusatz von 8 Vol. leichten
Petrolithers zu einer 2proz. Losung in CS,.

Rontgenographische Untersuchung der Krystallstruktur: MACKINNEY.

1 In ParLmEiRs (1) Monographie (dort S.232, Tafel 2) sind die Mikro-
aufnahmen von Lycopin und Xanthophylljodid zu vertauschen.
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»Irotz der ibereinstimmenden Zusammensetzung ist der
Tomatenfarbstoff von Carotin in seinen Eigenschaften, namentlich
in der Form und Farbe der Krystalle und in der Farbe der Lésungen
so augenfillig verschieden, dafl man die beiden Kohlenwasserstoffe
nicht fir identisch halten und nicht verwechseln kann (WiLL-
STATTER und EscHER 1).“

Der Schmelzpunkt des Lycopins wird mit 173° (unkorr.) an-
gegeben (KARRER und WIDMER) bzw. mit 1759 (korr.). Die Loslich-
keit erinnert an Carotin, doch ist der Tomatenfarbstoff schwerer
16slich, namentlich in Petroldther, was zur Trennung der beiden
Kohlenwasserstoffe dienen kann (vgl. die Aufarbeitung des Melonen-
pigments; ZECHMEISTER und TuzsoN 4). Durch Entmischungs-
methoden konnen Lycopin und Carotin nicht voneinander ge-
schieden werden.

Tabelle 25. Loslichkeit von Lycopin, Carotin und Xanthophyll
(WmLsTATTER und EscHER 1).

Carotin aus
Losungsmittel Lycopin Daucus oder Blatt-
aus Blattern xanthophyll

Ather (kochend) . . . . . lginetwa31|1gin900cm3| 1 gin 300 cm?
Alkohol . . . . . . . .. dullerst schwer| recht schwer | ziemlich leicht
Schwefelkohlenstoff (kalt) . | recht leicht spielend  |ziemlichschwer
Petrolather (kochend,Siedep.

30—60% . . . . . .. 1ginetwa 101|1ginetwal,5 1| fast unldslich

In Holzgeist ist Lycopin noch schwerer 1éslich als in Athyl-
alkohol, in beiden auch heiB schwerer als Carotin; leicht in kaltem
Chloroform, recht leicht in heilem Benzol. CS, 16st bei Siedehitze
reichlich. Typisch ist die geringe Loslichkeit (0,01 %) in Petroldther.
Betreffs Farbe der Losungen vgl. Tabelle 26:

Tabelle 26. Farbe von Lycopin- und Carotinlésungen.

Losungsmittel Lycopin Carotin

In Schwefelkohlenstoff

(stark verdiinnt). . blaustichig rot gelbstichiges Orangerot
In Ather (gesittigt) . . | blaustichig, tingiert kaum | gelb, tingiert stark
In Alkohol (heifi ge-

sattigt) . . . . . . dunkelgelb, im Ton etwas goldgelb

braunlicher als die
Carotinlésung

Adsorptionsverhalten. Das Lycopin wird, wie die isomeren
Carotine, an Calciumcarbonat sehr wenig festgehalten und laBt
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sich dadurch von den Xanthophyllen trennen. Hingegen ist
Aluminiumoxyd (Fasertonerde, oder Al,O, MERCK, standardisiert
nach BROCEKMANN) zur Aufnahme des Lycopins aus Benzin oder
Schwefelkohlenstoff sehr geeignet. Liegen daneben auch Carotine
vor, so gelingt die Trennung leicht: der Tomatenfarbstoff bildet
eine obere Zone, tiefer folgen nacheinander y-, §- und «-Carotin.
Die Carotine lassen sich in der Regel mit viel Benzin ganz durch
die Sdule waschen, jedenfalls stark auseinanderziehen. Zur Elution
des Lycopins dient z. B. Benzin, das 1% Athylalkohol enthalt
(KvaxN und BrROCEMANN 3; WINTERSTEIN und STEIN). Die mikro-
chemische Bestimmung und Trennung von anderen Polyenen ist
S.102 nach KuaNy und BRrROCEKMANN (3) beschrieben worden.
Lycopin wird aus Petroldther auch von Magnesia praktisch voll-
stindig adsorbiert (EULER und GARD).

Spektrum. Die Schwingungskurve des Lycopins (in Methyl-
cyclohexan) wurde nach PuUMMERER, REBMANN und REINDEL (1)
S. 87 wiedergegeben. Trotzdem sie &hnlich der Carotin- und
Xanthophyllkurven verliuft, kann sie durch eine etwas stérkere
Extinktion von Haupt- und Nebenband, sowie durch die betrécht-
liche Verschiebung derselben nach lingeren Wellen vom Isomeren
unterschieden werden. Optische Schwerpunkte in Benzin (Siedep.
70—80°): 506, 474, 445 yu (KUBN und BroCEMANN 3), in Chloro-
form: 517, 480 und 435 yu (EULER, KARRER, KLUSSMANN und MoORF),
in Schwefelkohlenstoff: 548, 507,5, 477 yu (KUHN und LEDERER 5).
Bei der einfachen spektroskopischen Beobachtung fallt der Unter-
schied zwischen den beiden Isomeren sofort auf, besonders cha-
rakteristisch sind die Unterschiede in Schwefelkohlenstoff: wahrend
Carotin ein Band in Griin und eines in Blau aufweist, werden beim
Lycopin drei Bédnder wahrgenommen, von denen zwei in Griin
und das dritte in Blau liegen (Tabelle 27, S. 158).

Umwandlungen und Derivate. Aufoxydation. Lycopin ist sehr
leicht oxydabel und verbraucht mehr Sauerstoff als Carotin. Bei
einem Parallelversuch nahm Lycopin in 10 Tagen unter Entfarbung
30%, Carotin nur '/,% Sauerstoff aus der Luft auf (WILLSTATTER
und EscuER 1). Der Endwert betrug fiir Lycopin 41%. Dabei
wird fliichtige organische Substanz (wahrscheinlich CO,) ab-
gespalten. Priifung von Lycopinpriparaten auf Autoxydations-
produkte: S. 108. :

Sauerstoffaddition aus Benzopersiure: S.50.
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Tabelle 27. Vergleich des Lycopin- und des Carotinspektrums
(WirLsTiTTER und EscuEr 1)1

Schichtdicke
o 10 mm 20 mm - 40 mm
up uu up
a) Lycopin: 0,005 g in 11 CS,
Band 1. 554—-—540 561— —5556—536 F 563—533. ..525
,» 11 541——499,5| 517,5—498 | 525—493...483
,s 1II. 479...472 481,5— —468 | 483—462,5...427—

Reihenfolge der Intensititen: I. TI. TIT.

b) Carotin: 0,005 g in 11 CS,
Band I. 525— —511,5| 533— —528—507,5..489] | 542— —529,56—
,s II. 488,5——474| 489—472... | Endabsorption

Katalytische Hydrierung. KARRER und WIDMER haben auf
diesem Wege erkannt, dafl Lycopin 13 Doppelbindungen, somit
eine rein aliphatische Struktur besitzt (Unterschied von Carotin;
vgl. auch KARRER, HELFENSTEIN und WIDMER). Perhydro-lycopin
CyHg, gehort zu den Paraffinen; farbloses, optisch inaktives Ol,
Siedep. 238—240° bei 0,03 mm. Synthese: S. 18.

Dihydro-lycopin CyuHsg wird bei der Einwirkung von Aluminiumamalgam
unter Aufhellung gebildet; infolge der groBen Unbestiandigkeit ist aber noch
kein einheitliches Priparat isoliert worden (KARRER und Morr 1; KARRER,
Morr, Krauss und ZUBRYS).

Halogenaufnahme. Mit unverdiinntem Brom reagiert Lycopin
unter starker Entwicklung von HBr, aber zum Unterschied von
Carotin bindet es weit mehr Halogen, als Bromwasserstoff aus-
tritt. Auch das Verhalten gegen Jod ist abweichend: unter den
fir die Gewinnung von Carotin-dijodid giinstigen Bedingungen
liefert Lycopin nur Flocken, keine Krystalle (WILLSTATTER und
Escrer 1). Die Jodverbindung liefert, mit Thiosulfat zersetzt,
einen neuen Farbstoff mit besonders langwelliger Absorption
(KurN und GRUNDMANN 2). Einwirkung von Chlorjod auf Lycopin:
PummEeRrER, REBMANN und REINDEL (1), vgl. S.49.

Reaktion mit Alkalimetall. Nach KARRER und BACHMANN
werden je 2 Atome Lithium, Kalium oder Natrium addiert. Durch
Jodmethyl wird kein Lycopin zuriickgebildet, die Metallatome sind
also wahrscheinlich an nicht benachbarte C-Atome getreten (vgl.
ScHLENK und BERGMANN).

! Die beiden Spektren sind im Original auch graphisch verglichen, ebenso
bei EscHER (1); — bedeutet starke, — — schwache, ... sehr schwache
Lichtabsorption.
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Der chemische Vergleich mit Carotin ist auch pflanzenphysio-
logisch von Interesse. Schon WILLSTATTER und EscHER (1) er-
kannten, dafl die Beziehung keine ganz nahe ist. Heute a6t sich
der Unterschied im Verhalten der beiden isomeren Kohlenwasser-
stoffe genauer umgrenzen (Tabelle 28).

Tabelle 28. Vergleich der chemischen Eigenschaften von
Lycopin und Carotin.

Lycopin ] B-Carotin

Bindet Mole Wasserstoff. . 13 ! 11
Perhydrokérper . . . . . . ist ein Paraffin enthilt 2 Ringe
Auf Benzoperséure reagieren |12 Doppelbindungen 8
Jodadditionsprodukt. . . . amorph krystallisiert
Reaktion mit Brom . . . . | Das Verhaltnis zwischen Br-Verbrauch und

entbundenem HBr ist ganz verschieden
Ozonspaltung gibt. . . . . Aceton i kein Aceton

Dimethyl-malonsiure,
ao-Dimethyl-bernstein-

Permanganatabbau liefert . | Bernsteinsiure sureund o Dimethyl-
glutarséure
Alkalimetall (Bedingungen

von KARRER und BACHMANN) wird addiert nicht addiert
Als Vitamin des Wachstums unwirksam stark wirksam

Abbau und Konstitution des Lycopins. Die strukturelle Klirung
des Tomatenfarbstoffes begann mit den Untersuchungen von:
KARRER und WIpMER ; KARRER und BACHMANN ; KARRER, HELFEN-
sTEIN und WEHRLI; KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI und WETT-
STEIN ; KARRER und HELFENSTEIN (2), sowie von KARRER, HELFEN-
STEIN, PIEPER und WETTSTEIN. Das Endergebnis 148t sich folgend
zusammenfassen :

1. Wihrend die katalytische Hydrierung von Carotin zur
Bindung von 11 Molekiilen Wasserstoff, also zum Perhydrokérper
CyH,q gefithrt hat, werden vom isomeren Lycopin 13 H, auf-
genommen, das Endprodukt ist also ein Paraffin, von der Zu-
sammensetzung C, Hg,. Hieraus folgt, daBl der Tomatenfarbstoff
rein aliphatisch gebaut ist.

2. Beim Ozonabbau wurden 1,6 Mol. Aceton (CH;),C=0 gefaBt,
so daf an beiden Enden des Lycopinmolekiils die Gruppierung
(CH,),C= stehen muB.

3. Aus dem Nichtauftreten von hoheren Fettsiuren bei der
Spaltung des Ozonides folgt, daBl jene C-Atome der Hauptkette,
die in Hinblick auf die Bruttoformel C,H;, gesittigt sein miissen,
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nicht auf esn Ende der Hauptkette konzentriert sein konnen,
sondern zwischen den beiden aceton-liefernden Endgruppen und
dem konjugierten System liegen miissen.

4. Aus diesen Teilen des Molekiils entstammt die, bei dem
Permanganatabbau erhaltene Bernsteinsiure, durch welche die
Gruppierung =CH—CH,—CH,—CH= angezeigt wird.

Versucht man nun, auf der skizzierten Grundlage Lycopin zu
formulieren, so ergibt sich unter anderem die Schwierigkeit, da8
die einheitliche Stellung der dehydrierten Isoprenreste

...—C=CH—CH=CH—C=CH—CH=CH—C=. ..

l l l
CH, CH, CH,

(mit je 3 C-Atomen zwischen den Abzweigungsstellen der Methyl-
seitenketten) bei der Chromsdureoxydation 8 Mole Essigsdure er-
warten 148t, wihrend tatsichlich nur 6 entstehen. Dieser Gegen-
satz verschwindet, wenn man die Formel in beiden Hilften gleich
baut. In dem nachstehenden Symbol! ist in der Mitte des Molekiils
eine sog. ,,Umstellung“ der Isoprenreste erfolgt, da zwischen den
beiden mittleren, seitenkette-tragenden Kohlenstoffatomen, nicht
wie anderswo 3, sondern 4 C-Atome der Hauptkette liegen (vgl.
S.17 und die Lycopinformel auf S. 162).

Mit der Formel stehen auch die Produkte der thermischen
Zersetzung in Einklang (Toluol und m-Xylol, S. 64), ebenso auch
die von STRAIN aus ozonisiertem Lycopin beobachtete Bildung
von Livulinaldehyd und Lévulinsiure, welche z. B. den Molekiil-
enden des Farbstoffes entstammen koénnen, und zwar nach der
Absprengung je einer Isopropylidengruppe:

0
CH,—C= CH—CH,CH,—C=CH—... - H>C—CH2—CH2—C=O
CH, &Hz CH,
Endgruppe des Lycopins. Léivulinaldehyd.

Isolierung von groferen Spaltstiicken aus Lycopin, durch oxyda-
tiven Abbau. KumN und GRUNDMANN (1, 2) ist es gelungen, durch
Einwirkung von Chromsdure simtliche 40 Kohlenstoffatome des
Tomatenfarbstoffes in Form von groBeren Spaltstiicken zu fassen,
was zu einer weiteren Bestitigung der S.162 abgedruckten Lycopin-
formel gefiihrt hat. Bei dem schonenden Abbau wird zunéichst

1 Dasselbe ist in Helvet. chim. Acta 14, 435 (1931) durch einen Druckfehler
entstellt. Die richtige Formel steht ebendort 13, 1088 (1930); vgl. auch
14, 662 (1931).
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1 Molekill Methylheptenon (CH,),C=CH—CH,—CH,—CO—CH,
abgestoflen und der Farbstoff in den, um 8 C &rmeren Mono-
aldehyd Lycopinal C,,H,,0 iibergefiihrt, das dann auf einem
ahnlichen Wege (unter Verlust von weiteren 8 C-Atomen) den
Dialdehyd C, Hy30, des trans-Bixins ergibt (Formulierung: S. 162).

Das Auftreten des Methylheptenons zeigt erneuert, da die
beiden Molekiilenden des Tomatenfarbstoffes die folgende Gestalt
besitzen, was von der KarrERschen Formel auch verlangt wird:

CH,—C=CH—CH,—CH,—C=... und ...=C—CH,—CH, CH=C—CH,
| |
CH, CH, CH, CH,

Molekiilenden des Lycopins.

Lycopinal C;,H,,0. Darstellung: Je 100 mg Lycopin werden in 70 cm?
Benzol (MErck, D.A.B. VI) gelost und mit 100 cm® Eisessig (iiber Per-
manganat dest.) verdiinnt. Man gibt unter sehr energischem Riihren, in
der Kalte Tropfen fiir Tropfen 0,1 n-Chromséure (11,2 cm?® = 3 O-Atome)
aus einer Biirette zu, dann wird mit 200 cm® Benzin (Siedep. 70—80°) und
0,51 doppelt destilliertem Wasser entmischt und die Benzinschicht mit
reinem Wasser entsiuert. Nachdem durch etwa zehnmaliges Schiitteln mit
je 20 cm® 90proz. Methanol die Nebenprodukte entfernt wurden, wischt
man den Alkoholgehalt véllig von der Benzinlésung aus und gieB8t die letztere
in ein Chromatogrammrohr (Durchmesser 3 cm, Sdulenhohe 5 cm, gefillt
mit 1 Teil Fasertonerde MERCK +4 Teilen Al,O;). Das festgehaltene Lycopinal
wird mit Benzin nachgewaschen und mit Chloroform, 10% absoluten
Alkohol enthaltend, eluiert. Dampft man nun auf dem stark siedenden
Wasserbade rasch bis zu 1 e¢m3 ein und kocht nach Zusatz von 10 cm3 96proz.
Alkohol auf, so krystallisiert bei 0° in mehreren Stunden das Lycopinal;
Ausbeute 25—30% des theoretischen. Zur Reinigung wird aus wenig Benzol
und 96proz. Alkohol umkrystallisiert. (Es ist wichtig, reinste Reagenzien
anzuwenden, da sonst die Priparate aschehaltig werden.)

Eigenschaften. Mikroskopisch: tief granatrote, glinzende Blittchen,
Schmelzp. 1479, korr., im evakuierten Réhrchen. Leicht 1gslich in Chloro-
form, CS,, Benzol, diirftig in Alkohol. Schwerpunkte in CS,: 569, 528,5,
493,5 uu. Das Lycopinal geht bei der Verteilung zwischen Benzin und
90proz. Methanol vollstindig in die Oberschicht; es wird von Al,O,, aber
nicht von CaCO, adsorbiert und unterliegt rasch der Autoxydation an der
Luft. Mit freiem Hydroxylamin in Alkohol gibt Lycopinal leicht ein Oxim
C,,H,;sON (hellrote Bldttchen, korr. Schmelzp. 198%, im Vakuum).

Fiir die Struktur des Lycopinals ist es maligebend, dal die Absorptions-
maxima seines Oxims viel kurzwelliger sind als diejenigen des Aldehyds
selbst; daraus folgt, daB die Aldehydgruppe mit dem ungesittigten System
in Konjugation stehen mufB§ (S. 66). Da Lycopinal beim Ozonisieren fast
1 Mol. Aceton liefert, ist das eine Ende des Tomatenfarbstoffes beim Abbau
unverandert geblieben.

Uberfithrung von Lycopinal in Bixin-dialdehyd. Zu einer Lésung von
100 mg Lycopinal in 30 cm® Benzol (pro anal.) wurden 70 cm?® Eisessig

Zechmeister, Carotinoide. 11



Carotinoide im engeren Sinne (mit 40 Kohlenstoffatomen).

162

‘PAYID[BID-UIXIY
*HD *HO °H) ‘HD

H. _ | | _ ‘H
o /0—HO=HO—0=H)—HO=HO—0=HO—H)=HO—HO=0—HO=HO—H)O=D—HO=HO—) o
0
‘reurdoo Ay aH.HO
VAN
*HD *HD *HD *HO PHOTO Nm__o
H. _ | _ ﬂ l
o\,olmoumolonmolmonmoloumolmOnmolmonolmoanlmonolmonmol.mo HO
0
SN
*HO °H
N )
|
NH.HO T ‘urdoa A NEO
/N : N
HO O—fHO  fHD *HD *HO 0o *HO—D *HD

i _ _ _ _ .
HO_HY—HO=H0—0=H0—HO=H)—0=HO~HO=HO—HO=0—HO=HO—H)=0—HO=HO—HO HD
o 0
AN /N
*HO °HO °HOD "HO



Kryptoxanthin. 163

(iiber Permanganat dest.) gefiigt. Dann tropfte man 9,3 cm?® 0,1 n-Chrom-
sdure zu (2 O-Atome), bis das Lycopinalband (526 uu in Benzin) vollig
verschwunden war. Man entmischt mit 200 cm?® Benzol und 500 cm?® Wasser,
entsiduert mit Wasser und engt die Benzolschicht im Vakuum auf 5 cm3
ein. Uber Nacht scheiden sich 33 mg Dialdehyd aus (45% d.Th.). Der
Bixin-dialdehyd, welcher auch direkt aus Lycopin erhalten werden kann und
dessen Reinigung durch Krystallisationen aus Pyridin gelingt, bildet derbe
Prismen; Schmelzp. 2200 (korr., evakuiertes Rohrchen). Bei der Verteilung
zwischen Benzin und 90proz. Methanol geht es in die Unterschicht. Schwer-
punkte in CS,: 539,5, 502, 467,5 yu. Strukturformel: S. 162.

Das bei der Chromsaureoxydation gebildete Methylheptenon wurde von
KuaN und GRUNDMANN (1, 2) als p-Nitrophenylhydrazon gefaBt.

b) Sauerstoffhaltige Farbstoffe der C,-Reihe.

Die O-Atome liegen in Hydroxyl- oder (seltener) in Carbonyl-
resten. Die Carotinoide mit C, und freien OH-Gruppen werden
auch ,,Xanthophylle” genannt!, nach dem verbreitetesten Ver-
treter, dem Xanthophyll (Lutein), das in jedem griinen Pflanzen-
teile in recht groBlen Mengen zugegen ist. Sehr verbreitet ist auch
das Zeaxanthin, welches von dem Blattpigment zwar fehlt, aber in
anderen Organen sich oft stark anhduft (frei oder als Farbwachs).
Das Algencarotinoid Fucoxanthin ist in Landpflanzen bisher nicht
festgestellt worden.

Unter den Xanthophyllen des Pflanzenkérpers iiberwiegen die
Vertreter mit einer paaren Anzahl von O-Atomen in auBerordent-
lichem MaBe, was noch nicht mit Sicherheit erklirt werden kann.
Wahrscheinlich werden diese Pigmente von zwei Molekiilhélften
aufgebaut, die gleich viel Sauerstoff fiithren.

1. Kryptoxanthin.
(Bruttoformel C,;oH;;0, und zwar C,sH;;0H, wahrscheinliche Konstitutions-
formel: S. 166; identisch mit ,,Caricaxanthin.)

Das Kryptoxanthin, das (nebst Rubixanthin) unter allen Xan-
thophyllarten die sauerstoffdrmste ist und demgeméB in mancher
Hinsicht dem f-Carotin nahe steht, wurde jiingst von KunN und
GRUNDMANN (3) in den roten Kelchen und Beeren des Physalis
Alkekengi und Ph. Franchetti aufgefunden. Es begleitet dort den
Hauptfarbstoff Physalien (S. 193) und macht — gleichfalls in Form
eines Esters — fast !/; des Gesamtpigments aus. Kryptoxanthin
ist auch aus der Frucht der Carica papayae isoliert und zunichst
mit der Formel C,,H,0, belegt worden (Yamamoro und Tix 2); das

! Nach KARRER ,,Phytoxanthine‘‘.
11*
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,,Caricaxanthin“ der japanischen Autoren besitzt aber nach
KARRER und ScHLIENTZ (2) die Zusammensetzung C,H;;O und
ist mit Kryptoxanthin identisch. Ferner wurde etwas Krypto-
xanthin isoliert: aus der Frucht des Citrus poonensis (YAMAMOTO
und Tix 3), aus dem gelben Mais (Zea mays, KvEN und GRUND-
MANN 5) und aus Paprikaschoten (Capsicum annuum, ZECHMEISTER
und CHOLNOKY 7).

In je 10 g frischem, italienischem Mais sind z. B. 0,007 mg Carotine,
0,046 mg Kryptoxanthin und 0,127 mg Zeaxanthin enthalten, fiir die Wachs-
tumswirkung ist also in erster Linie das Kryptoxanthin verantwortlich
(Kunx und GRUNDMANN 5).

Bei der Untersuchung von Pflanzenextrakten kann das Krypto-
xanthin nach KunN und GRUNDMANN (3) leicht mit B-Carotin
verwechselt werden, mit dem es u. a. die folgenden Merkmale teilt:
a) die Spektren sind in verschiedenen Losungsmitteln fast identisch
und stimmen auch mit den Béndern des Zeaxanthins iiberein;
b) bei der Verteilung zwischen Benzin und 90proz. Methylalkohol
suchen beide Farbstoffe die Oberschicht auf; verwendet man
jedoch 95proz. Methanol, so wandert das Kryptoxanthin deutlich
nach unten (Abweichung von §-Carotin); c¢) recht dhnlich ist das
Adsorptionsverhalten gegeniiber einer Sdule von Calciumcarbonat:
Kryptoxanthin wird aus Benzin eben noch adsorbiert, §-Carotin
kaum, Zeaxanthin stark.

Die Tremnung von f-Carotin, Kryptoxanthin und Zeaxanthin
gelingt am besten im Aluminiumoxyd-Chromatogramm, und zwar
nach Entwicklung mit Benzol-Benzingemischen, wobei das Zeaxan-
thin oben, Kryptoxanthin in der Mitte und Carotin weiter unten
héngen bleibt. Dagegen ist das Kryptoxanthin (im Gegensatz zu
den anderen Xanthophyllen) von Lycopin mittels Al,O; nicht
scharf trennbar, die Abtrennung von Carotin und Lycopin sollte
daher im Analysengang von KvEN und BROCKMANN (3, vgl. S. 102)
zweckméaBiger mittels Calciumcarbonat vorgenommen werden.

Isolierung. 1600 frische Physalis-Kelche wurden 2 Tage bei 40°
getrocknet (380g), fein gemahlen, in 1,51 Methanol eingelegt (farbige
Harze gehen in Losung), nach 2 Tagen abgesaugt, mit 11 reinem
Benzol iiber Nacht stehen gelassen, genutscht und mit 2 X 200 cm?
Benzol gewaschen. Nun hat man die, im Vakuum auf 100 cm?
eingeengte Losung mit 1 Vol. 5proz. &thylalkoholischem Kali
12 Stunden hydrolysiert (etwa ausfallender Farbstoff ist durch
Benzolzusatz wieder zu 16sen), mit 500 cm?® Benzol verdiinnt und
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im Scheidetrichter vorsichtig mit Wasser versetzt, bis das in der
Grenzschicht ausfallende Zeaxanthin anfing harzig zu werden.
Das Kryptoxanthin bleibt in der Benzol 4 Benzinschicht gelost,
welche abgehoben, wiederholt mit Wasser gewaschen und durch
Aluminiumoxyd (MERCK, standardisiert nach BROCKMANN) gesaugt
wird (Séule 12 X 5 cm). Entwickelt man nun das Chromatogramm
durch Aufgiefen von Benzol 4 Benzin (1 : 1), so treten langsam
zwei scharf getrennte, braunrote Zonen auf; die obere enthilt
Zeaxanthin, aus der unteren wurde durch Eluieren mit Benzin
(1% Athylalkohol enthaltend) und Eindampfen Kryptoxanthin
gewonnen, das nach dem Umkrystallisieren aus Benzol + Methanol
(1:3) 293 mg wog (die-Mutterlauge lieferte weitere 60 mg).

Zur Reinigung kocht man die Hauptfraktion mit 30 cm3 abso-
lutem Alkohol und etwas Benzin aus und scheidet mit Benzol
+ Methanol (1 : 3) um. Nach dreimaliger Wiederholung dieser
Operationen betrug die Reinausbeute 95 mg.

Beschreibung. Kryptoxanthin krystallisiert aus Benzol - Alko-
hol oder Benzol + Methanol in schmetterlingartig verwachsenen,
zugespitzten Prismen oder in regelmifligen, gerade abgeschnit-
tenen Prismen, die zwischen gekreuzten Nicols gerade Ausléschung
und vielfach die fiir §-Carotin typische, briefkuvertartige Zeichnung
erkennen lassen (Abb. 47—48, S. 290). Solche Priparate zeigen sehr
lebhaften, hellen Metallglanz und enthalten selbst nach Trocknung
im Hochvakuum bei 110° (45 Minuten) etwa 0,5 Mol. Krystallalkohol,
der sich durch wiederholtes Abdampfen mit Benzol entfernen 1a3t.
Schmelzp. 169° (korr., BERL-Block, evakuiertes Réhrchen).

Optische Schwerpunkte (Gitterspektroskop, Kupferoxydammo-
niakfilter):

In Schwefelkohlenstoff . . . . . . . . . .. 519 483 452 pu

,, Chloroform . . . . . . .. . . . .. .. 497 463 433

,, absolutem Alkohol . . . . . . . . . .. 486 452 424

,, Benzin (Siedep. 70—80%) . . . . . . . . 485,5 452 424

,, Hexan . . . . . . . . . . . . .. .. 484 451 423
Colorimetrische Bestimmung: S.90. — Verhalten bei der Ent-

mischung und bei der Adsorptionsanalyse s. oben. — Das Dreh-

vermogen ist fiir die Cd-Linie unmefBbar gering. — Mit Antimon-

trichlorid gibt Kryptoxanthin eine tiefblaue Losung, mit dem, auch

fir g-Carotin typischen Absorptionsmaximum bei 590 uu.
Chemisches sowie biologisches Verhalten und Konstitution. Das

Kryptoxanthin nimmt bei der katalytischen Hydrierung 22 H-Atome
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auf, woraus die Anwesenheit von 11 Doppel-
bindungen und 2 Kohlenstoffringen folgt.

N7 Die Bestimmung nach ZEREWITINOFF zeigt
5T o =0 1 aktiven Wasserstoff an. Daf das O-Atom
einer Hydroxylgruppe angehort, wurde auch
durch die Acetylierung mit Essigsdurean-
hydrid in Pyridin bewiesen; man erhélt in
Form von granatroten Blattchen (Schmelzp.
117—118° korr.) ein Kyptoxanthin-acetat
CyoH;;0COCH,;, das spektroskopisch mit
dem Ausgangsmaterial iibereinstimmt, jedoch
am Calciumcarbonat nicht hingen bleibt und
bei der Verteilung zwischen Benzin und
95proz. Methanol quantitativ die Ober-
schicht aufsucht.

Auf Grund dieser und anderer Befunde
ist die nebenstehende, wahrscheinliche Struk-
turformel aufgestellt worden, die aus je einer
Hilfte des B-Carotins (links) und des Zeaxan-
thins (rechts) zusammengefiigt ist. Damit
steht in Einklang, da8 das Kryptoxanthin
zu den A-Provitaminen zihlt, was im Hin-
blick auf die S.35 wiedergegebenen Ge-
dankengéinge auf Grund der Formel erwartet
werden durfte (KUHN und GRUNDMANN 5).

CHOH
el
CH

CH,

C—CH=CH—CH=C—CH=CH-—C
[
bm, o, b

l

CH,

CH—CH=CH—CH

lm,
Kryptoxanthin. (Nach KUHN und GRUNDMANN 3.)

=CH—C

2. Rubixanthin.
(Bruttoformel C,H;;0, Konstitutionsformel S. 169.)

Dieses Isomere des Kryptoxanthins wurde
von KUHN und GRUNDMANN (4, 7) in den
Friichten der Rosa canina, R. rubiginosa,
R. damascena (Hagebutten) sowie der wild-
wachsenden Reinrose entdeckt und wird von
= verestertem Lutein, Zea- und Taraxanthin,
I »  ferner von Lycopin, - sowie y-Carotin be-

B gleitet (Tabelle 29, S. 167).

Isolierung. 27 kg frische, reife Hagebutten
(R. rubiginosa) wurden mit Methanol iiber-
gossen, gut zerquetscht, nach dreitagigem Stehen soweit moglich
abgenutscht (7,51) und der Riickstand unter 120 Atm. abgepreft

CH—CH

CH, CH,
N
¢
AN
CH, C——CH:CH—({J:
I
3 CH3
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Tabelle 29. Farbstoff-Gehalt von 100 g frischen Hagebutten
(KuBN und GRUNDMANN 4, 7).

Rosa canina Rosa rubiginosa

mg l% des Pigments| mg %des Pigmehté
Xanthophyllester . . . . 3,1 ‘ 36 2,35 27
Carotine . . . . . . . . 2,55 29 2,30 27
Lycopin . . . . . . .. 1,6 19 2,75 32
Rubixanthin . . . . . . 1,35 16 1,25 14

(weitere 111). Der bei 37° getrocknete Riickstand lieB3 sich in der
Kugelmiihle so mahlen, dal die Héute feinpulverig wurden, die
Kerne aber erhalten blieben. Das von den letzteren abgesiebte
Mehl wog 2,1 kg.

Die Droge wurde mit einem Gemisch von 0,61 absolutem
Alkohol, 1,11 Benzol (pro anal.) und 4,51 Benzin (Siedep. 70—809)
1 Stunde geschiittelt, dann 2—3 Tage stehen gelassen. Nach dem
Absaugen dampfte man den tiefroten Extrakt im Vakuum auf
150 cm? ein. Von den dabei ausfallenden braunen Schmieren
wurde abgegossen und die Losung mit 1 Vol. 5proz. &thylalko-
holischem Kali 2 Stunden auf 40° erwdrmt, sodann iiber Nacht
sich selbst iiberlassen. Hierauf wurde mit Wasser entmischt und
das in der Grenzschicht ausfallende Wachs entfernt.

Man verdiinnt nun die Losung mit Benzol 4 Benzin (1:4)
auf 11, saugt sie durch eine Al,O;-Sdule (20 X 6 cm) und ent-
wickelt mit dem erwéhnten Losungsmittel. Die oberste Zone war
gelbbraun, darunter der Rubixanthinring braunrot. Der letztere
wurde eluiert, die Adsorption damit wiederholt und schlieBlich
der Farbstoff mit alkoholhaltigem Benzin eluiert und seine Losung
vollig verdampft. Nimmt man den Riickstand in 10 cm3 heiBlem
Benzol auf und vermengt die filtrierte Losung mit 50 cm?® Petrol-
dther (Siedep. 30—509), so krystallisiert 0,42 g rohes Rubixanthin,
das mit etwas kaltem Petroldther und Methanol gewaschen wird.

Zur Nachverseifung hat man das Préparat in 10 cm?® warmem
Benzol gelost und mit 50 cm® 10proz. #thylalkoholischem Kali
4 Stunden auf 40° erwirmt. Dann wurde mit 100 cm3® Benzin
verdiinnt, mit 5 cm® Wasser entmischt, die abgehobene Ober-
schicht mit 50 cm® 90proz. Methanol durchgeschiittelt, dreimal
mit Wasser gewaschen, von ausgeschiedenen Sterinen filtriert, im
Vakuum abgedampft, in 7 cm® Benzol heil} gelést, filtriert und mit
1 Vol. Methanol vermengt. Nach einstiindigem Stehen bei —59
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hatten sich farblose Begleitstoffe abgeschieden. Man versetzte ihr
Filtrat mit 30 cm3 Methanol und lieB es iiber Nacht bei — 120
stehen. Dabei krystallisierte das Rubixanthin aus und wurde von
farblosen Stoffen, die beim lingeren Waschen mit kaltem Petrol-
dther groBtenteils in Losung gingen, getrennt. Das Rohprodukt
(115 mg) wurde aus Benzol + Methanol (1 :3) umkrystallisiert,
mit Petrolather gewaschen, mit 3 cm® Methanol ausgekocht, noch-
mals aus Benzol + Methanol umkrystallisiert und die beiden
letzteren Operationen wiederholt. Reinausbeute 36 mg.

Eigenschaften. Rubixanthin krystallisiert aus Benzol 4+ Metha-
nol in stark kupferglinzenden, sternférmig angeordneten, feinen
Nadeln (Abb. 45—46, S. 289), die bei 160° schmelzen (BERL-Block)
und frei von Krystallflissigkeit sind; aus Benzol 4 Petroldther
erscheinen orangerote, sehr feine, verfilzte Néadelchen. Das Spek-
trum deckt sich mit dem des y-Carotins:

Optische Schwerpunkte (uu):

In Schwefelkohlenstoff . . . . . . . . . . . 533 494 461
,, Chloroform . . . . . . .. .. .. ... 509 474 439
,, absolutem Alkobhol . . . . . . . . . .. 496 463 433
., Benzin (Siedep. 70—80%) . . . . . . .. 495,5 463 432
, Hexan . . . . . . . . . . . . .. ... 494 462 432

Ein Drehungsvermégen ist nicht zu erkennen, obzwar es von
der Formel gefordert wird.

Bei der Verteilungsprobe und bei dem Adsorptionsversuch ver-
hilt sich Rubixanthin dem Kryptoxanthin ganz dhnlich (S. 164)
und 148t sich chromatographisch nicht quantitativ davon trennen.
Mit SbCl, gibt Rubixanthin in Chloroform eine recht bestindige,
griinstichig blaue Losung, die ein Band 595—535uu und End-
absorption in Rot zeigt (von 630 uyu an).

Chemisches Verhalten und Konstitution. Bei der katalytischen
Hydrierung werden, in Gegensatz zu allen anderen bekannten
Xanthophyllen und in Ubereinstimmung mit y-Carotin 12 Mole
Wasserstoff gebunden. Auch gibt das Rubixanthin, wie y-Carotin
bei der Ozonisierung 1 Mol. Aceton. Das eine Molekiilende ist also
acyclisch. Da das Sauerstoffatom im Hinblick auf die ZEREWITI-
NoFF-Bestimmung und auf die biologische Unwirksamkeit des
Farbstoffes wohl ein Hydroxyl bildet, ergibt sich als sehr wahr-
scheinliche Formulierung das auf S. 169 stehende Symbol.



Xanthophyll.

3a. Xanthophyll.
(Bruttoformel C,H;0,, und zwar HCC,H;OH,
Konstitutionsformel S.192.)
Die untenstehenden Angaben beziehen sich, wenn nichis
anderes vermerkt ist, zundchst auf das Gesamtxantho-
phyll CyHss0, des griinen Blattes; vgl. hierzu auch
den Abschnitt ,,Lutein‘‘, S. 179.

Xanthophyll ist neben Carotin ein nie feh-
lender Bestandteil des Blattgriins; es wurde
von WILLSTATTER und MIeG in préchtigen
Krystallen erhalten und analysiert. Methoden
fir die quantitative Bestimmung stammen
namentlich von WILLSTATTER und StoLL (1)
sowie von KUuHN und BROCKMANN (3). Die
Menge des Carotins wird von Xanthophyll,
der viel spiter als Carotin entdeckten Kom-
ponente des Blattpigments, stets iibertroffen.
Das Xanthophyll des griinen Blattes kann
nicht verestert sein, denn es wurde bereits
von WiILLSTATTER und StoLL (1, dort S. 237)
ohne Anwendung von Alkali isoliert. Neue
Untersuchungen iiber den Zustand des Blatt-
xanthophylls stammen von KARRER, HELFEN-
STEIN, WEHRLI, PIEPER und MORF, sowie von
KueN und BrookMAaNN (3) vgl. S. 22.

Yorkommen. Xanthophyll ist in der Natur
auBerordentlich verbreitet und neben Chloro-
phyll a, Chlorophyll b sowie Carotin in jedem
grinen  Pflanzenteile anwesend. In 1 kg
trockener Blitter wurden z. B. 0,68—1,25 g
Xanthophyll gefunden (WILLSTATTER und
Storr 1, dort S. 112); auf 1 Mol. Carotin
treffen im Lichtblatte etwa 1,5—2 Mol. Xan-
thophyll, so dafl das Verhéltnis Carotin/Xan-
thophyll im Mittel 0,6 (& 0,1) betrigt; orien-
tierende Zahlen: Tabelle 17, S.115; herbst-
liche Blatter: S.23; vgl. hierzu auch An-
gaben bei EuLER, DEMoLE, KARRER und
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Rubixanthin (KUHN und GRUNDMANN 4).

WALKER; Ss6BERG; KUHN und BRrROCKMANN (3), KARRER und

WALKER (2).
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Trotz der groBen Verbreitung ist leider keine Droge vom Typus
der Mohrriibe bekannt, mit einer starken Anhédufung von Xantho-
phyll als praktisch einzigen Farbstoff.

Verbreitet ist freies und namentlich verestertes Xanthophyll
auch in Bliten, wo es oft von Carotin, Anthocyan, Flavonfarbstoff
begleitet wird; die verschiedenen Pigmenttypen sind mitunter
scharf lokalisiert. In die Chemie der Bliitenxanthophylle begann
man erst in den letzten Jahren einzudringen. (Neuere Literatur
z. B. KuvnN, WINTERSTEIN und LEDERER; KARRER und SALOMON 4,
KuaN und WINTERSTEIN -6, ZECEMEISTER und TuzsoN 5, KARRER
und NoTTHAFFT usw.; vgl. auch den Abschnitt ,,Lutein sowie
Tabelle 9, S. 72.)

Nachweis und Bestimmung. Xanthophyll wird mikrochemisch
durch die S.78—84 erwiahnten Verfahren bzw. Gruppenreaktionen
im Gewebe nachgewiesen.

Zur Unterscheidung von Carotin dienen einige Angaben der Tabelle 20,
S.126. Reines Xanthophyll 16st sich in konzentrierter Schwefelsiure, wie
Carotin mit tiefblauer Farbe auf; beim EingieBen in Wasser erhilt man
amorphe, griine Flocken. Konzentrierte Salpetersiure gibt in der Warme
eine ungefirbte Losung, woraus beim Verdiinnen farblose Flocken ausfallen.
Beim kurzen Erwirmen 16st sich Blattxanthophyll in starker alkoholischer
Salzsiure mit griiner Farbe, die bald in Blau umschligt. Eine Losung von
3 mg Farbstoff in 3 cm3 Chloroform gibt bei 10° mit 0,5 cm® 0,1 n-Brom-
losung (in Chloroform) eine voriibergehende olivgriine Farbung (Unter-
schied von Carotin). Eine dhnliche, aber bestindigere Fiarbung wird durch
1/, Tropfen Ferrichlorid in der heilen, gesittigten holzgeistigen Losung
hervorgerufen. — Mit 25proz. Salzsiure gibt eine dtherische Xanthophyll-
l6sung keine Farbenreaktion, im Gegensatz zu den ausgesprochen ,,basisch‘¢
erscheinenden Carotinoiden Violaxanthin, Fucoxanthin, Capsanthin, Capso-
rubin und Azafrin. — Kennzeichnend fiir Xanthophyll ist auch das S. 171
beschriebene mikroskopische Bild, besonders die rote Kreuzungsstelle der
gelben Krystalle.

Bei dem makrochemischen Nachweis in Pflanzenausziigen sind
die S.90 besprochenen Entmischungsmethoden von Bedeutung,
die stets einer weiteren Priifung vorangehen sollten. Unverestertes
Xanthophyll wandert beim Schiitteln seiner &ther-petrolatheri-
schen Losung mit schwach wasserhaltigem Holzgeist (im Gegensatz
zu Carotinen, Lycopin, Kryptoxanthin, Rubixanthin, Physalien und
sonstigen Farbwachsen) in die Unterschicht und kann bei ent-
sprechender Wahl der Methanolkonzentration auch von Capsanthin,
Violaxanthin oder Fucoxanthin getrennt werden (8. 170). Ist das
Xanthophyll verestert, oder wird es von sehr viel Fett bzw. Chloro-
phyll begleitet, so muf vor der Entmischungsprobe eine alkalische
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Hydrolyse, z. B. mit Hilfe von methylalkoholischem Kali oder
Natriuméthylat, eingeschaltet werden.

Die colorimetrische Bestimmung von Xanthophyll neben Carotin
im grinen Blatte ist nach WILLSTATTER und Storn (1) S.93
beschrieben worden, ebenso auch die Mikrocolorimetrie nach
KusN und BrocKMANN (3; S. 89). — Fiir die spektrophotometri-
sche Bestimmung im Blatte siehe die Arbeit von WEIGERT.

Mikromethoden zur Trennung und Bestimmung: S.102.

Eigenschaften. Vergleich mit Carotin (s. besonders bei WiLL-
STATTER und Storr 1, WILLSTATTER und MIEG; vgl. auch S.179:
,,Lutein‘‘). Xanthophyll bildet prachtvolle, stahlblau pleochroitisch
glinzende Krystalle und zwar meist granatrote Téfelchen, die
makroskopisch den Carotinkrystallen nicht unédhnlich sind. Die
gepulverte Substanz ist rot bis ziegelrot und erinnert an Mennige.
Unter dem Mikroskop sieht man ein so typisches Bild, daB eine
Verwechslung mit Carotin ausgeschlossen ist: aus Athylalkohol
krystallisieren grofie, viereckige Tafeln, an den Spitzen rund
abgestumpft; aus Methylalkohol lange, schief abgeschnittene
Tafeln bzw. flache Prismen, die an den Enden oft in einer charak-
teristischen Art ,,schwalbenschwanzférmig* eingekeilt sind (Abb. 50,
S. 290). Kennzeichnend ist auch die Farbe: Einzelkrystalle sind
gelb, dort aber, wo sich zwei oder mehrere Tafeln iiberdecken, ist
die Kreuzungsstelle carotindhnlich rot. Demgegeniiber erscheint
Carotin auch in diinneren Schichten orangerot, nicht gelb. (Farbige
Wiedergabe bei EscHER 1, sowie KARRER und WEHRLI 2.)

Fir das Blattxanthophyll findet man meist 173—1740 als
Schmelzpunkt, oder hohere Werte, bis zu 193°. Auf diese Er-
scheinung, die mit der Uneinheitlichkeit des Xanthophylls (viel-
leicht auch mit der Saureempfindlichkeit desselben) zusammen-
héingt, kommen wir noch zuriick (S. 176).

Die Ldslichkeit ist typisch und unterscheidend von Carotin,
was bereits anlidflich der Besprechung der Entmischungsmethoden
hervorgehoben wurde. Xanthophyll 16st sich ziemlich leicht in
Alkohol, recht leicht in Ather, fast gar nicht in Petrolather. Zum
Losen von 1g sind ungefihr erforderlich: 700 cm?® siedender,
51 kalter Methylalkohol, 300 cm3 Ather (kochend). Chloroform
16st sehr leicht, Schwefelkohlenstoff oder Benzol in der Kilte
ziemlich schwer, Phenol spielend, Glycerin gar nicht, heier Eisessig
leicht, schwer und tridge bei Zimmertemperatur. SCHERTZ (3)
fand die folgenden Loslichkeiten pro Liter bei 25°: Petroldther
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0,0095 g, absoluter Alkohol 0,2015 g, absoluter Methanol 0,1349 g,
Ather 0,952 g.

Man krystallisiert das Blattxanthophyll zweckmaBig zunédchst
aus Methylalkohol um, dann aber durch Lésen in Chloroform und
Zusatz von Petrolither, denn so werden krystallfliissigkeit-freie
Praparate zum Zwecke der Analyse gewonnen. Abscheidungen
aus Holzgeist enthalten némlich etwa 1 Mol. Krystallmethanol,
dessen Menge schwanken kann. Die methanolfreie Form ist ocker-
gelb, nicht metallglinzend. Die Entfernung des Krystallmethyl-
alkohols gelingt auch durch gelindes Erwérmen mit Benzin (Siedep.
70—80°; KunN, WINTERSTEIN und LEDERER).

Tabelle 30 enthilt die auffallendsten Unterschiede zwischen
den beiden gelben Blattfarbstoffen (s. bei WILLSTATTER und MI1EG).

Tabelle 30. Vergleich von Carotin und Xanthophyll.

Blattcarotin | Blattxanthophyll

Zusammensetzung. . . CyoHse | CyoH5,0,
Typische Krystallform. rhomblsche Tafelchen | schwalbenschwanz formig

‘ eingekerbte Prismen
Farbe in Durchsicht . rot gelb
Geht bei der Entmi- i
schung mitPetrolather- ’
Holzgeist in die . . Oberschlcht(eplphaswch)!Unterschlcht(hypophasmch)
In Petrolather . . . . ' betrichtlich 1oslich unléslich
In Alkohol. . . . . . ! sehr schwer loslich | betriachtlich 16slich
In Aceton . . . . . . | recht schwer 16slich | leicht 15slich
In Schwefelkohlenstoff | spielend loslich ziemlich schwer

Adsorptionsversuche mit Xanthophyll: EvLER und GARD; vgl.
besonders S. 95 und 96.

Xanthophyll ist stark rechtsdrehend. Uber den Betrag der von
verschiedenen Autoren sehr abweichend gefundenen Drehvermaogens
s. S.178.

Schwache Xanthophyllésungen sind goldgelb, stirkere orange-
gelb; die Schwefelkohlenstofflésung ist selbst in betrachtlicher
Verdiinnung rot, sie hinterld3t aber beim Verdampfen auf Filtrier-
papier einen reingelben Fleck, wihrend Carotin einen ziegelroten,
Lycopin einen braunroten Fleck liefert (farbige Wiedergabe bei
EscHER 1).

Eine Xanthophyllésung in CS, ist etwa fiinfmal farbkraftiger
als in Ather.
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Xanthophyll ist in Losung farbschwécher als Carotin, ein ein-
faches Zahlenverhiltnis gibt es aber nicht, da es mit dem Losungs-
mittel und mit der Konzentration wechselt (Tabelle 31).

Tabelle 31. Intensitatsverhaltnis von Blattcarotin- und Blatt-
xanthophyll-Losungen (WILLSTATTER und SToLL 1, dort S. 244 1).

Schicht von Carotin (mm) | Schicht von Xanthophyll (mm) é%&%%?;%ﬁ;%ﬁ%?g’;ﬁ

Je 10-% Mol. Substanz in 200 cm3® Schwefelkohlenstoff:

12 50 4,1
25,5 87 3,4
38,5 120 3.1
85 180 2,1

Je 10-6 Mol. Substanz in 200 ¢m? (Carotin in Petrolather + Ather,
Xanthophyll in Ather):

10 f 20 2,0
40 i 60 1,5
91 i 120 1,3

Sehr stark verdiinnte Loésungen sind nicht vergleichbar, weil sie in der
Nuance zu verschieden sind, Carotin mehr rot, Xanthophyll griinstichiger.

Spektrum. Die Absorptionskurve des Xanthophylls (in Metha-
nol) wurde nach PuMMERER, REBMANN und REINDEL (1) auf
Abb. 14, 8. 87 reproduziert (s. auch Abb. 13, S.85). Fir die
einfache Ablesung am Gitterspektroskop gilt Tabelle 32. Aus der-
selben geht deutlich hervor, dall das Xanthophyllspektrum dem

Tabelle 32. Spektrum des Blattxanthophylls (5 mg in 11)
WiLLsTATTER und StoLL 1, dort S. 246 2).

6 i Schichtdick
Lasungsmittel c I((I}nm)w € Band Nr. ny
I. 484— —472
Alkohol. . . . . . | 5 II. 454— —441
1 Endabsorption 419—
1. 488—471
b e e 10 II. 454—440
Endabsorption 420—
1 I 515...501
Schwefelkohlenstoff | 10 IL 482469
‘ IIT. —
\ I. 516— —501
’ ] 20 II. 483—467
! ! TIL. 447...441

1 Vgl. die abweichenden Angaben von EULER, DEMOLE, KARRER und
WALKER, sowie besonders den Abschnitt ,,Lutein®, S. 179.
2 — bedeutet starke, — — schwichere, ... schwache Beschattung.
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des Carotins dhnlich ist, doch sind die Bidnder beim sauerstoff-
haltigen Pigment gegen das kurzwellige Gebiet verschoben.

Neue Messungen von KunN, WINTERSTEIN und KAUFMANN (2),
mit Angabe der optischen Schwerpunkte :

in absolutem Alkohol: 480, 450, 421 uu,

in Chloroform?: 486, 455, 424 pu,

in Schwefelkohlenstoff: 505, 473, 441 uu.

Ultraviolettspektrum: Kawaxawmr (1).
Brechungsindex von Xanthophyll in Chloroform 1,448 (EurLER und
JANSSON).

Farbreaktionen von Xanthophyll und Carotin: Tabelle 20, S. 126.

Chemisches Verhalten des Blattxanthophylls.

Xanthophyll gibt weder Saure- noch Carbonylreaktionen. Es
ist ein zweiwertiger Alkohol und besitzt die Zusammensetzung
HOC,H;,0OH (KaArrer, HELFENSTEIN und WEHRLI), die ZERE-
WITINOFF-Bestimmung zeigt namlich zwei aktive O-Atome an und
der Farbstoff 1aB3t sich mit 2 Molekiilen Fettsaure verestern. —
Gegen Séaure ist Xanthophyll sehr empfindlich (vgl. besonders bei
KunN, WINTERSTEIN und LEDERER), weit groBler ist die Be-
standigkeit gegen Alkali, wodurch z. B. die Isolierung als Neben-
produkt des Chlorophylls erleichtert wird. Immerhin ist die
Bestéindigkeit begrenzt, denn in methylalkoholischem Kali gel6stes
Xanthophyll 146t sich nur trige und unvollstindig regenerieren
(WILLSTATTER und PaGE).

Autoxydation. Xanthophyll gehért zu den luftempfindlichsten
Carotinoiden. Die dtherische Losung bleicht viel rascher aus als die
des Carotins. Der feste Farbstoff bindet in einigen Wochen rund
36,5% O; Farbe, Krystallisationsfahigkeit und Schwerloslichkeit
gehen dabei verloren (WILLSTATTER und MIEG).

Die Einwirkung von Benzopersiure verlduft unter Verbrauch von
8 O-Atomen (PUMMERER, REBMANN und REINDEL 1).

Katalytische Hydrierung. In Eisessig werden in Anwesenheit
von Platinmohr 11 Mole Wasserstoff gebunden (Beispiel: 0,85 g
Substanz, 250 cm? Eisessig, 1,4 g Pt, Dauer 3/, Stunden). Perhydro-
zanthophyll CyH,50, ist ein farbloses, dickes Ol, das nach rechts
dreht (z. B. [«]3} = + 28°, in Chloroform) und viel leichter 16slich

1 Angaben von EULER, KARRER, KLUussMaANN und Morr: 487, 456
und 428 pu.
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ist als der Farbstoff (ZEcHMEISTER und Tuzsox 1, 2). Es laBt sich
mit Essigsdure zu einem o6ligen Diacetat verestern (KARRER und
Isairawa 1, 2): CH,COO C,H,;O0CCH,.

Im Verhalten gegen Halogene ist Xanthophyll dem Carotin
dhnlich. Bei der Einwirkung von unverdiinntem Brom entsteht
unter HBr-Abgabe ein sauerstoff-freies Bromid C,,H,Br,, (WILL-
STATTER und EscHER 1; EscHER 1). Brom in Chloroform wirkt
milder: es treten 8 Mol. Brom ein; dabei kann unter passenden
Versuchsbedingungen eine HBr-Entwicklung vermieden und der
Halogenverbrauch titriert werden (ZECHMEISTER und TuzsoN 2).
Mit Chlorjod erinnert die Reaktionsweise nach PUMMERER, REB-
MANN und REINDEL (1) an das Lycopin, da nach 24 Stunden nur
etwa 10 Doppelbindungen in Reaktion getreten sind und erst nach
7 Tagen alle 11.

Xanthophyll-dijodid Cy,Hg0,J, (Mikroaufnahme bei WriLL-
STATTER und M1Ec)!. Zur Darstellung dieses joddrmsten Additions-
produktes, durch dessen Analyse die Molekulargrofle von Xantho-
phyll bestdtigt wurde, 1aBt man viel weniger als die berechnete
Menge des Halogens in Ather einwirken. Es werden biischelférmig
angeordnete, lange, dunkelviolette, glinzende Prismen abgeschieden
(kein definierter Schmelzpunkt).

Von Natriumthiosulfat wird unverdndertes Xanthophyll aus
dem Jodid regeneriert, eine Isomerisierung erfolgt nicht (KARRER
und WALKER 2).

Synthetische Ester dzs Xanthophylls (KARRER und ISHIKAWA 1, 2).
In Pyridinlésung lassen sich beide Hydroxyle glatt verestern. Man
fiigt das Sdurechlorid zu, erwidrmt und isoliert den Ester z. B. durch
Fallen mit Holzgeist. Die Ester liefern praktisch dasselbe Spektrum
wie Xanthophyll, sie konnten daher in Pflanzenausziigen iiber-
sehen werden. Kennzeichnend ist jedoch die Entmischungsprobe:
die Ester wandern, wie die Farbwachse allgemein, bei der Ver-
teilung zwischen Ather + Petrolither und verdiinntem Methanol
in die Oberschicht, da sie sich, im Gegensatz zum freien Farbstoff
viel leichter in Petrolather als in Alkoholen 16sen und darin mit den
Polyenkohlenwasserstoffen iibereinstimmen.

Die Schmelzpunkte der Ester fallen im allgemeinen mit zunehmender
Lange der Kohlenstoffkette. Im Original sind Angaben iiber die folgenden
Xanthophyllester enthalten (Schmelzp. eingeklammert): Diacetat (170°),

1 In PaLmErs (1) Monographie, dort S. 232, Tafel 2, sind die Abbildungen
von Xanthophylljodid und von Lycopin zu vertauschen.
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Dipropionat (138°), Dibutyrat (156°), Divalerat (128°), Dicapronat (117°),
Dionanthat (111°), Dicaprylat (108°), Dipalmitat (89°), Distearat (87°),
Dibenzoat (etwa 165°), Di-p-nitrobenzoat (210°). Die letztere Verbindung
ist, zufolge ihrer auBerordentlichen Schwerléslichkeit, zur Abscheidung und
Kennzeichnung des Xanthophylls geeignet. Die meisten Ester krystallisieren
in Blattchen, das Acetat bildet Drusen.

Ather des Xanthophylls. Es ist schwierig, die Hydroxyle des Xanthophylls
zu verdthern. KARRER und JIRGENSONS gelang die Darstellung eines Mono-
methyldthers (Nadeln, Schmelzp. 150°). Der Dimethylither ist noch un-
bekannt.

Oxydativer Abbau und Konstitution des Xanthophylls: S. 190.

Das als Wachstumsvitamin an der Ratte inaktive Xanthophyll
wird von PBr; in ein A-wirksames Produkt von unbekannter
Struktur verwandelt (EULER, KARRER und ZUBRYS).

Isomere Xanthophyllarten. Uneinheitlichkeit des
Blattxanthophylls.

Das in zahllosen Objekten vorkommende Xanthophyll hat man
erst aus verhiltnismafBig wenigen Pflanzenmaterialien gewonnen,
es unterliegt aber keinem Zweifel, daB3 die Natur mehrere Isomere
von der Zusammensetzung C,H: O, hervorbringt. Es sind dies
hydroxylhaltige Polyenfarbstoffe mit 40 C-Atomen, die bei der Ver-
teilung zwischen Petrolither und 90proz. Methanol (mit Aus-
nahme des Krypto- und Rubixanthins) vorzugsweise die Unter-
schicht aufsuchen, oder falls sie verestert sind, nach erfolgter
Hydrolyse ein solches Verhalten zeigen. Da dieses Merkmal durch
die Anwesenheit von mehr als 2 Sauerstoffatomen nicht wesentlich
verdndert wird, kann man auch die sauerstoffreicheren Pigmente
Flavoxanthin C,H;40;, Violaxanthin C,H;0,, Taraxanthin
CyoH50, und Fucoxanthin C,H,O; zwanglos in die Reihe der
s Xanthophylle* einordnen, und so die Gruppenbezeichnung aus-
dehnen?.

Das im vorangehenden Abschnitt beschriebene Préparat soll
ausdriicklich als ,,Blattzanthophyll® bezeichnet werden. Sowohl
aus chemischen, wie aus pflanzenphysiologischen Griinden ist es
naheliegend, dafl im intermediéren Stoffwechsel Gemische von ver-
schiedenen Xanthophyllarten entstehen konnen. Die sichere Ent-
scheidung, ob fallweise ein chemisches Individuum, oder ein aus
sehr dhnlichen Komponenten bestehendes Gemenge vorliegt, war

! Karrer und Mitarbeiter gebrauchen dafiir den Ausdruck ,,Phyto-
xanthine'‘.
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bis zur Einfihrung der chromatographischen Adsorptionsmethode
von TswETT in die priparative Chemie der Polyene schwierig
oder unmdglich.

Im vorigen Abschnitt ist das Xanthophyll des griinen Blattes
so beschrieben worden, wie es nach den klassischen Methoden von
WiLLsTATTER und seiner Schule tatsichlich erhalten wird. Der
Frage nach der Homogenitit von Xanthophyllprdparaten sind die
folgenden, zunéchst historischen Ausfithrungen gewidmet.

Namentlich in der botanischen Literatur hat man wiederholt
die Ansicht vertreten, daBl das Blattxanthophyll aus mehreren, ein-
ander dhnlichen Komponenten besteht (vgl. z. B. das ausfiihrliche
Referat bei Parmer 1, dort S. 37, 44, 224). Tswert (2, 3) kam
durch Untersuchung von Extrakten, namentlich aus Plantago und
Lamium album mit Hilfe seiner chromatographischen Adsorptions-
methode (S. 94) zur Uberzeugung, daB mindestens drei, vielleicht
aber vier Xanthophylle im Blattpigment vorliegen, die er pro-
visorisch als a-, o'-, «’- bzw. f-Xanthophyll bezeichnet!. Die
Unterschiede beziehen sich auf das Verhalten bei der Adsorption,
auf Differenzen im Spektrum und teils auf Farbreaktionen mit
Salzsiure. Ahnliche Beobachtungen wurden spiter unter anderem
von ParmMER und EckLES an Blitterextrakten aus Medicago sativa
gemacht. Leider sind die TswrrTschen Xanthophyllarten seiner-
zeit weder rein dargestellt noch analysiert worden.

Wohl deshalb lieBen WiLLSTATTER und SToLL (1, dort S. 234) die
Frage nach der Einheitlichkeit des Blattxanthophylls offen (1913)
und sie fassen ihre Meinung folgend zusammen: ,,Indessen gelangt
M. TswerT anscheinend zu einer noch weitergehenden Auflosung
des Blattgelbs. ... TswETT hélt das Xanthophyll von WILLSTATTER
und Mrgc fiir ein isomorphes Gemisch von zwei oder drei Xantho-
phyllen, worin o iiberwiegt. Es ist nicht unmdglich, dal die An-
nahme des verdienten Botanikers, wie so viele seiner Beobachtungen,
zutrifft. Wenn wir die auBerordentliche Ahnlichkeit des Xantho-
phylls der Blatter mit dem Xanthophyll aus dem Hiihnereidotter
— nur der Schmelzpunkt ist unterscheidend — beriicksichtigen, so
konnen wir die Moglichkeit nicht ausschliefen, dafl die Krystalle
des Xanthophylls der Chloroplasten aus sehr dahnlichen isomorphen

t Uber die von TswerT nur in Lésung erhaltenen Xanthophyllarten
laBt sich derzeit folgendes sagen: o = Lutein, «’ und o’ enthalten das
Violaxanthin, vielleicht auch Isomere, f ist noch nicht identifiziert, von
Violaxanthin verschieden (KuuN und BrocRKMANN 3).

Zechmeister, Carotinoide. 12
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und isomeren Korpern bestehen, fiir deren Trennung wir keine
praparativen Methoden haben. Indessen wére es auch moglich,
dal bei der chromatographischen Analyse Xanthophyll durch
Oxydation, der es in adsorbiertem Zustande besonders leicht
unterliegt, Verdnderungen erlitten hat.“ (Vgl. auch WILLSTATTER
und PacE, dort S.254.)

Kyrixn (2) findet auf capillaranalytischem Wege drei Xantho-
phyllarten im griinen Gewebe, welche als Xanthophyll, Phyllo-
xanthin und Phyllorhodin bezeichnet werden. Auch KARRER,
SavomoN und WEHRLI haben friihzeitig Zweifel an der Einheit-
lichkeit des Xanthophylls aus Bldttern geduBert, nachdem sie
den Schmelzpunkt ihrer Préparate durch haufiges Krystallisieren
aus absolutem Methylalkohol bis zu 186—187° (unkorr.) steigern
konnten; diese Fraktionen sind wohl mit ,,Lutein‘ (8. 179) iden-
tisch (s. auch KARRER und HELFENSTEIN 2, H. FISCHER). ZECH-
MEISTER und TuzsoN (2) erhielten aus der selben Brennesselmehl-
probe je nach dem angewandten Extraktionsverfahren sehr un-
gleich drehende, analysenreine Préparate: [a]o = + 137 bis zu
+ 1920 und schlossen, da das Blattxanthophyll aus verschieden
drehenden Isomeren besteht. Es lassen sich auch Fraktionen mit
[e]c =490 bis 120° bereiten (KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI,
PrepER und MORF).

Die Ansichten iiber die Existenz von isomeren Xanthophyllen
wurden schon friithzeitig dadurch unterstiitzt, da es WILLSTATTER
und EscHER (2) gelungen war, aus dem Eidotter das schon krystalli-
sierte ,,Lutein® (Zusammensetzung gleichfalls C,H;0,) abzu-
scheiden, das in den allermeisten Eigenschaften mit dem Blatt-
xanthophyll iibereinstimmt. Ein Xanthophyllpriparat aus Schaf-
und Kuhkot steht dem Eierlutein noch niher (FiscHER; KARRER
und HELFENSTEIN 2).

Eine neuere, vergleichende Untersuchung iiber pflanzliches und
tierisches Xanthophyll haben KvaN, WINTERSTEIN und LEDERER
durchgefiihrt. Sie finden, daBl das Pigment des Eidotters nicht
einheitlich ist, sondern gréBtenteils aus einer wohldefinierten
Xanthophyllart ,,Lutein® C,H;,0, (zur Nomenklatur vgl. S. 180)
besteht; daneben kommt Zeaxanthin C,H;O, vor (entdeckt von
KARRER, SaLomoN und WEHRLI im Maispigment). Lutein bildet
den iiberwiegenden Hauwptbestandteil des Blatt- bzw. Bliitenxantho-
phylls z. B. aus folgenden Ausgangsmaterialien (KUHN, WINTER-
STEIN und LEDERER):
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a) Grime Laubblitter: RoBkastanie (Aesculus hippocastanum ), Brennessel
(Urtica dioica), Wiesenklee (T'rifolium pratense), Gelber Mais (Zea mays),
Luzerne (Medicago sativa), Spinat (Spinacia glabra) und Gras. b) Gelbe
Blitenbldtter: Tagetes grandiflora, T. erecta, T. patula, T. nana, Helenium
autumnale, Rudbecchia Neumannii, Helianthus annuus (vorwiegend als
Dipalmitinsaureester: ,,Helenien®, S.184).

Die Autoren schreiben: ,,Es ist wohl denkbar, da8 in den Chloro-
plasten der untersuchten Laubblitter unter anderen Vegetations-
bedingungen ein Xanthophyll gebildet wird, das verschieden ist
von dem, das wir erhalten haben. In kleinen Mengen sind sicher-
lich noch andere Farbstoffe in den Xanthophyllfraktionen ent-
halten.” Die zusammengesetzte Natur des Gesamtxanthophylls wird
also prinzipiell auch durch diese Arbeit bestdtigt, aber das starke
Vorwiegen des als chemische Einzelverbindung definierten Luteins
festgestellt. Zur Erklirung einiger abweichenden Literaturangaben
(z. B. von ZecHMEISTER und TuzsoN 2) kommt nach KUHN,
WINTERSTEIN und LEDERER die erstaunliche Siureempfindlich-
keit der Xanthophylle in Betracht; so vermag schon 0,00001
n-Oxalsdure den Schmelzpunkt des Luteins um 20° zu senken und
gleichzeitig das Drehvermégen um 500 zu steigern. Eine Erklarung
von niedriger als fiir das ,Lutein“-Praparat gefundenen Dreh-
werte ergibt sich dadurch natiirlich noch nicht. KARRER, HELFEN-
sTEIN, WEHRLI, PIEPER und MorF haben fiir Xanthophyll aus Gras
auch [a]= -+ 90° gemessen; ein schwankender Methanolgehalt
ist fir die Erklirung von derartigen Abweichungen nicht aus-
reichend.

Eine sehr gut definierte Xanthophyllart ist das Zeaxanthin
CyoH550, (KARRER, SaLoMON und WEHRLI), das im Blattgriin nicht
vorkommt, dagegen in Fruchthduten und Samen recht verbreitet
ist, sowohl frei als auch verestert, z. B. in Form seines Dipalmitates
Physalien (S. 184, 193).

Nachfolgend wird erst das Lutein, dann das Zeaxanthin ein-
gehender geschildert; ihre natiirlichen Ester s. S. 184 bzw. 193.

3b. Lutein.
(Bruttoformel C,qH;,0,, und zwar HOC,,H;,OH, Konstitutionsformel S.192.)
Vor lingerer Zeit haben WILLSTATTER und EscHER (2) ein
schon krystallisiertes Carotinoid aus dem Hiihnereidotter isoliert,

das von ihnen Lutein genannt wurde und eine iiberraschende Ahn-
lichkeit mit Xanthophyll aus grinen Blattern aufweist. Diese

12*
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Ahnlichkeit erstreckt sich auf die Zusammensetzung C,,H;0, und
auf die Eigenschaften in einem solchen Mafle, da zunéichst nur
der hohe Schmelzpunkt des Luteins 196° (korr.) als Unterscheidungs-
merkmal galt. Spater wurde ein viel schwécheres Drehverméogen am
Eigelbpriparat als am Blattxanthophyll beobachtet: [a]q = etwa
+ 70° (KARRER und HELFENSTEIN 2). Neuestens konnten KUHN,
WINTERSTEIN und LEDERER durch Anwendung der chroma-
tographischen Analyse (S. 94) das Eierlutein von WILLSTATTER
und EscrEr (2) in folgende Isomere zerlegen, was auch im Wege
der lichtelektrischen Photometrie der Spektren bestdtigt wurde
(KunaN und SMAKULA):

1. Etwa 2/, des Dotterpigments besteht in den untersuchten
Eiern aus einer Xanthophyllart C,H,0,, dessen Kennzahlen die
folgenden sind: Schmelzp. 193° (korr.), rechtsdrehend, [a]oq =
~+ 160° (in Chloroform) bzw. + 145° (in Essigester).

2. Daneben kommt, z. B. in einer Menge von !/;, Zeaxanthin
CyoH560, vor (Schmelzp. 2079, korr.; linksdrehend !, [a]c = — 709,
S. 184).

Fiir die erstere, quantitativ tiberwiegende Komponente, welche mat
dem Hauptbestandieil des Blatizanthophylls Cy,HyO, identisch st,
haben die Autoren den bisher fiir den Gesamifarbstoff des Etidotters
geltenden Namen ,,Lutein® beibehalten.

Diese Nomenklatur fand indessen keine allgemeine Annahme und
die Bezeichnung ,,Xanthophyll“ bzw. ,Blattxanthophyll“ wird
weiter gebraucht (EULER und KLussMANN 1; KARRER und WEHRLI 2;
KARRER und NOTTHAFFT usw., dazu die Erwiderung von KunN und
Leperer 6). Fiir die Registrierung und bei dem Vergleich von
Literaturangaben bestehen demzufolge Schwierigkeiten: KunN
und Mitarbeiter machen von ,,Xanthophyll* nur noch als Sammel-
begriff Gebrauch und nennen die von ihnen isolierte, individuelle
Xanthophyllart ,,Lutein®. Demgegeniiber hat die KarrRERsche
Schule den historischen Namen fiir den Hauptbestandteil des
Blattzanthophylles beibehalten und fiir die Polyenalkohole der
C,-Reihe den Ausdruck ,,Phytoxanthine gepragt (KARRER und
NOTTHAFFT).

Das Dotterpigment ist unzweifelhaft pflanzlichen Ursprungs 2
und sein Hauptbestandteil mit demjenigen des Blétterxantho-

1 Nach einer neuen Arbeit von KuaN und GRUNDMANN (6) ist reines
Zeaxanthin optisch inaktiv (Schmelzp. 215,59).
2 Naheres s. im Kapitel iiber tierische Carotinoide, S.276.
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phylls identisch. Derselbe Farbstoff kommt auch in Bliiten vor,
entweder frei oder in Form des Dipalmitates Helenien (Tabelle 9,
S. 72).

Mikrochemische Bestimmung und Trennung von anderen Caro-
tinoiden nach KunN und Brockmaxx (3, S. 102).

Isolierung des Luteins aus Bremnesseln (KuuN, WINTERSTEIN
und LEDERER; éhnlich verlduft die Aufarbeitung von Kastanien-
blattern, Klee usw.). 6 kg getrocknete Brennesseln wurden sofort
nach dem Mahlen in der Kugelmiihle mit 81 80proz. Methanol
iibergossen und in vollkommen gefiillten Pulverflaschen 4 (bis 12)
Wochen stehen gelassen. Man saugt auf 6 Nutschen (Durch-
messer 40 cm) ab und extrahiert auf den Nutschen der Reihe nach
mit insgesamt 8—9 1 peroxydfreiem Ather, wobei der Extrakt von
Nutsche 1 auf Nutsche 2 kommt usw. Zuletzt wird mit insgesamt
2—31 Methanol nachgewaschen. Die ersten Chargen waren voll-
stdndig extrahiert, die Riickstinde auf Nutsche 5 und 6 noch
schwach griin. Die vereinigten Extrakte (111) wurden mit 61
Wasser versetzt, 3 Stunden stehen gelassen und die untere Phase
abgezapft. Man schiittelt die Atherschicht (6 1) mit 500 cm3 10proz.
methylalkoholischem Kali auf der Maschine, gibt 21 Wasser zu
und vervollstandigt die Hydrolyse iiber Nacht mit 500 cm? 3proz.
methylalkoholischem Kali. Der Ather wird dann bis zur neutralen
Reaktion gegen Phenolphtalein mit Wasser gewaschen, iiber
Natriumsulfat getrocknet und im CO,-Strom auf 300 cm?® ein-
geengt. Beim FErkalten fielen 1,5 g Lutein aus, beim Einengen
auf 150 cm3 weitere 2,0 g, aus dem Filtrat nach Zusatz von 150 cm?
Benzin 1,2 g, aus dessen Mutterlauge nach Entmischen mit 80proz.
Methanol 0,8 g und durch Wasserzusatz 0,5 g. Summe 6 g. (Nur
die letztere Fraktion enthielt etwas Violaxanthin.)

Darstellung von Lutein aus Tagetes grandiflora (oder T. erecta,
T. patule und T.nane EHRENKREUZ). Die frischen Bliitenblitter
werden bei Zimmertemperatur getrocknet und in der Kugelmiihle
vermahlen. 200g Pulver lafit man mit 500 cm® Petrolather
(Siedep. 30—50°) 3 Stunden stehen, saugt ab und wascht mit
250 cm? Petrolather nach. Zur Verseifung des Polyenesters werden
die vereinigten tiefroten Filtrate mit 1 g Natriuméathylat in 20 cm3
96proz. Alkohol versetzt. Nach etwa 10 Minuten beginnt das
Lutein auszukrystallisieren, es wird nach 1—2 Stunden filtriert
und mit Petrolither gewaschen. Rohausbeute 3,1 g. Man lost
das Lutein in 300—400 Teilen Methanol 4 Ather 1:1 und dampft
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den Ather so weit ab, bis die Krystallisation in der Wirme beginnt.
Das Priparat wird am besten durch Entmischung zwischen Petrol-
ather und wallrigem Methanol und einmalige Krystallisation aus
Methanol 4 Ather gereinigt (KveN, WINTERSTEIN und LEDERER).
 Darstellung aus der Sonnenblume vgl. ZECHMEISTER und Tuzsox (5, 9).
Uber Blitenzanthophylle s. auch die Arbeit von KaRRER und NOTTHAFFT,
sowie S.170.

Eigenschaften (KuvmN, WINTERSTEIN und LEDERER). Lutein
dhnelt dem Blatter-Xanthophyll-Praparat von WILLSTATTER und

x
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Abb. 30. Absorptionskurven von Zeaxanthin (links) und Lutein (rechts) in CS.,
nach KUHN und SMAKULA.

Mikg in auBerordentlichem MaBe, so dafl im allgemeinen auf dessen
Beschreibung verwiesen werden darf (S.171). Der Farbstoff
bildet, aus Holzgeist umkrystallisiert und langsam abgeschieden,
metallglinzende, flache Prismen, die 6fters schwalbenschwanz-
artig eingekerbt sind. Unter dem Mikroskop sind die Kreuzungs-
stellen orangerot bis rubinrot. Die Krystalle enthalten Methyl-
alkohol. Bei raschem Erkalten scheidet sich der Farbstoff in einer
ockergelben, methanolfreien Form ohne Metallglanz ab, deren
Umwandlung in die metallglinzende Form unter Methylalkohol
spontan eintreten kann. RegelmiBig 148t sich die Umlagerung
durch gelindes Erwirmen hervorrufen. Aus Ather + Methanol
erhidlt man immer die metallglinzenden Krystalle. Rohes Lutein
wird am besten durch ein- bis zweimalige Entmischung zwi-
schen Petroldther und Methanol und einmaliges Umkrystallisieren
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gereinigt, wobei der Schmelzpunkt iiber 190° steigt und nur wenig
Farbstoff verloren geht.

Von Zeaxanthin unterscheidet sich Lutein unter anderem durch
die groBere Loslichkeit in siedendem Methanol (1:700 statt 1:1550),
durch den niedrigeren Schmelzpunkt 193° (korr., statt 2079), sowie
durch sein Spektrum: Schwerpunkte in CS,: 508, 475, 445 uu;
in Benzin: 477,5, 447,5 yu, in Alkohol: 476, 446,5, 420 yu.

Spektroskopischer Vergleich mit Zeaxanthin: Tabelle 34, S. 188. Resultate

der lichtelektrischen Photometrie: KunN und Smaruvra. Ultraviolett-
spektrum : Kawakami (1). Réntgenuntersuchung der Krystalle: MACKINNEY.

Tabelle 33. Unterscheidung von Lutein und Violaxanthin
(KveN und WINTERSTEIN 6).

Lutein - Violaxanthin
Formel . . . . . . . CyoH;560, CyoH;604
Konzentrierte Ameisen-
sdure (kalt) . . . .|16stsichlangsam olivgriin 16st sich tiefblau
Eisessig . . . . . . . bleibt auch in heilem |16st sich langsam gras-
Eisessig gelb griin; bei Erwirmen steigt
. die Intensitéit
Pikrinsdure in Ather .|in24 Stunden keine Farb-| in 2 Minuten oliv, dann
reaktion bestindig grasgriin

Mit verdiinnten Mineralsduren gibt Lutein keine Farbreaktion,
hingegen erleidet es infolge seiner auBlerordentlichen Sdureempfind-
lichkeit schon mit Spuren mittelstarker organischer Siure Ver-
dnderungen, die sich im Ansteigen des Drehvermdgens und Sinken
des Schmelzpunktes duflern (Kvnn, WINTERSTEIN und LEDERER).

Luteinpraparate sind im Gegensatz zum Zeaxanthin, stark
rechtsdrehend: [o]oq = + 160° (in Chloroform) bzw. - 145° (in
Essigester).

Adsorptionsverhalten: Lutein wird aus CS, oder Benzin auf
Calciumcarbonat festgehalten und nimmt, relativ zu anderen
Polyenen, die auf S. 95 angegebene Lage im Chromatogramm
ein. Nachdem das A-Vitamin auf CaCO,; nicht hingen bleibt,
ergibt sich eine Trennung von Lutein bzw. anderen Xanthophyll-
arten (KARRER und ScHOPP).

,»Cucurbitaxanthin'® CyH;40,. Unter diesem Namen wurde von SUGINOME
und UENo ein aus den Friichten der Cucurbita maxima DucH. (Riesenkiirbis)

isoliertes Priparat beschrieben, das aber mit Lutein identisch ist und einer
besonderen Bezeichnung nicht bedarf (ZEcHMEISTER und Tuzson 11).



184 Carotinoide im engeren Sinne (mit 40 Kohlenstoffatomen).

4. Helenien (Lutein-dipalmitinsidureester).

(Bruttoformel C,,H;;,0,, und zwar C;;H;COO0C,H;,00CC;H,, Konsti-
tutionsformel der alkoholischen Komponente Lutein, s. S.192.)

KuveN und WINTERSTEIN (5) fanden in den folgenden Bliiten vorzugs-
weise mit Palmitinsiure verestertes Lutein (,,Helenien‘, mit Physalien
isomer): Arnica montana, Cheiranthus Sennoneri, Doronicum Pardalianches,
Helenium autumnale, H. grandicephalum, Heliopsis scabrae major, H. sc.
cinniaeflorae, Narcissus pseudonarcissus, Stlphium perfoliatum, Tagetes aurea,
T. patula, T. nana Ehrenkreuz, Tropaeolum majus.

Ein hochprozentiges Helenienpriparat wird nach Kvan, Win-
TERSTEIN und LEDERER erhalten, wenn man das Bliitenmehl des
Tagetes dreimal mit Methanol, dann mit 90proz. Aceton auskocht
und mit 100proz. Aceton iiber Nacht stehen 1aB3t, wobei noch kein
Farbstoff in Losung geht. Durch Auskochen mit 100proz. Aceton
laBt sich dann das Helenien extrahieren. Es wird in Petroldther
ubergefiihrt, aus dem ein Produkt vom Schmelzp. 81—82° aus-
krystallisiert (andere Verfahren im Original). Helenien krystalli-
siert aus Alkohol in feinen, roten Nadeln und schmilzt bei 92°.
Optische Schwerpunkte in Benzin (Siedep. 70—809): 477, 447,5 yu
(KurN und BrockmaANN 3). Bei der Verseifung liefert Helenien
1 Molekiil Lutein und 2 Mole Palmitinsdure. Mikrochemische Be-

stimmung S. 102.

5. Zeaxanthin..
(Bruttoformel C,H;40,, und zwar HOC, H;,OH, Konstitutionsformel S.192.)

Yorkommen. Nachdem schon THUDICHUM darauf hingewiesen
hatte, daf3 das Pigment des gelben Maises (Zea mays) dem Karotten-
farbstoff nahe steht, haben PALMER und EcKLES vermutet, daB
Xanthophyll vorliegt. EscHER beobachtete aber kleine Mengen
eines schon krystallisierten Farbstoffes, dessen mikroskopische
Form von Blatterxanthophyll und Eierlutein verschieden war
(unveroffentlicht). Erst KARRER, SaLomoN und WEHRLI ist es
gelungen, das Pigment in priparativem Mafstabe. analysenrein
abzuscheiden und zu kennzeichnen (KARRER, WEHRLI und HELFEN-
STEIN). Sie stellen fest, dall das Maiscarotinoid, Zeazanthin
CyoH;50, genannt, nicht identisch, sondern isomer mit dem Blatt-
xanthophyll ist, von dem es weit mehr als Lutein in seinen Eigen-
schaften abweicht.

Bei der Verarbeitung von Zea mays betrug die Ausbeute nur
0,1—0,2 g Farbstoff aus 100 kg Maismehl, es stehen jedoch aus-
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giebigere Rohmaterialien zur Verfiigung, da Zeaxanthin, namentlich
in Samen und Fruchthduten sehr verbreitet ist (Tabelle 9, S. 72).
Es kommt meist in Form von Fettsiureestern im Gewebe vor,
von denen das Dipalmitat unter dem Namen ,,Physalien be-
kannt wurde (S.193).

Die Isolierung von krystallisiertem Zeaxanthin fiihrte unter
anderen zu den folgenden Ergebnissen:

1 kg trockene Kelchblatter des Physalis Alkekengi und Ph. Franchetti
liefern 4 g Zeaxanthin, das als Physalien im Gewebe enthalten war (Kun~
und WikEGaND; KunN, WINTERSTEIN und KAUFMANN 1, 2).

1kg frische Bocksdornbeeren (Lycium halimifolium) ergeben nach
Hydrolyse des Physaliens 0,4—0,5 g Zeaxanthin (ZECHMEISTER und CHoL-
NOKY 12).

1 kg frische Sanddornbeeren (Hippophae rhamnoides): 0,025 g Zea-
xanthin (KARRER und WEHRLI 1). Auch hier kommt Physalien in der
Frucht vor (WINTERSTEIN und EHRENBERG). )

1 kg Samen des Spindelbaumes (Evonymus europaeus): 0,2 g Zeaxanthin,
das unverestert im Arillus enthalten ist (ZECHMEISTER und SzILARD; ZECH-
MEISTER und Tuzson 6).

Zeaxanthinester sind auch in der Paprikafrucht (Capsicum
annuwm) in erheblichen Mengen enthalten. Ferner besteht nach
KunN, WINTERSTEIN und LEDERER z. B. ein Drittel des Eidotter-
pigments aus Zeaxanthin, dessen Menge durch entsprechende
Fiitterung gesteigert werden kann. Zeaxanthin kommt auch in
Bliiten vor, z. B. in Senecio Doronicum (KARRER und NOTTHAFFT).

Mikromethoden zur Trennung von anderen Carotinoiden und zur
quantitativen Bestimmung nach KuaN und BrockmMaNN (3): S. 102
und 89.

Isolierung. o) Aus Mais (KARRER, WEHRLI und HELFENSTEIN).
Je 15 kg stark gelber Maisgrie wurden fein vermahlen und mit
151 Alkohol im Extraktionsapparat durch fortwihrendes Uber-
destillieren und Abhebern ausgezogen, bis der abflieBende Extrakt
nur noch schwach gelb war. Man engt auf wenige Liter ein, ver-
setzt je 11 Extrakt mit 11 Benzol und gibt zur diinnflissigen
Loésung in einem Stutzen, unter Umriihren 1 1 Wasser zu, wodurch
sich das Eiweif3 ausscheidet. Die Masse wird im Koliertuch aus-
geprefit, die rote Benzolschicht von der farblosen Schicht getrennt
und die filtrierte, mit Natriumsulfat getrocknete Loésung auf
dem Dampfbad, spéter im Vakuum moglichst weit eingeengt.
Das zuriickbleibende braunrote Ol kocht man 1 Stunde lang
im Stickstoffstrom auf dem Wasserbade, unter Riickflul mit 2 n-
methylalkoholischem Kali (0,22 g KOH auf 1g Ol) und schiittelt
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nach Zugabe der fiinffachen Wassermenge viermal mit je 1/, Vol.
Ather aus (eventuell unter Zusatz von konzentrierter Kochsalz-
losung). Die alkalische Schicht verbleibt braunrot. Die mit
Natriumsulfat getrocknete &therische Losung wurde auf etwa
750 cm?® eingeengt, filtriert und im Vakuum auf dem Wasserbade
vollstandig abgedampft. Man kocht die zuriickgebliebene, braun-
rote Masse mit 400 cm?® Ligroin aus, wobei der groBere Teil des
Farbstoffes ungelost bleibt. Dieser Riickstand ergibt nach Um-
krystallisieren aus absolutem Methylalkohol, Auskochen mit Ligroin
und nochmaligem Auskrystallisieren den reinen Farbstoff. (Aus
den Ligroinextrakten kann noch etwas Zeaxanthin gewonnen
werden.)

Isolierung des Mais-Zeaxanthins auf chromatographischem Wege :
KuveN und GrunNDMANN (5). Ergiebiger sind die Darstellungs-
verfahren b) und c):

b) Aus Physalien (nach KUBN, WINTERSTEIN und KAUFMANN 2).
Die Losung von 3 g Physalien in 500 cm3 Ather wird mit 60 cm3
10proz. methylalkoholischem Kali unter o6fterem Umschiitteln
4 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen und mit 50 cm3
Wasser versetzt. Man verdiinnt die abgetrennte, etwas farbstoff-
haltige alkoholische Schicht mit 100 cm3 Wasser, stumpft mit
verdiinnter Schwefelsdure ab und schiittelt zweimal mit je 100 cm3
Ather aus, wobei nahezu aller Farbstoff in den Ather geht. Die
mit der Hauptmenge der Atherlésung vereinigten Atherausziige
werden sorgfaltig, anfangs ohne zu schiitteln, mit Wasser gewaschen,
bis die Waschwésser beim Ansiuern keine Palmitinsdure mehr
ausfallen lassen; sodann wéscht man mit ganz verdiinnter Essig-
sdure und schlieBlich mit Wasser. Beim fortschreitenden Waschen
der Atherschicht beginnt sich Zeaxanthin in glinzenden, schonen
Krystallen auszuscheiden. Um ein vorzeitiges Ausfallen zu ver-
hindern, setzt man gegen Ende dem Ather noch etwas Alkohol
zu. Ist aller Alkohol ausgewaschen, so krystallisieren 0,3 g Zea-
xanthin aus. Die angewdrmte &dtherische Mutterlauge wird kurz
mit Natriumsulfat getrocknet; iiber Nacht schieden sich z. B.
0,25 g Zeaxanthin ab. Die dtherische Losung liefert beim Einengen
auf 50 cm3 weitere 0,2 g und schlieBlich die Mutterlauge davon,
nach Behandlung mit Petrolither, noch 0,35 g. Einmaliges Um-
krystallisieren aus moglichst wenig Chloroform und absolutem
Ather geniigt zur Reinigung. Ausbeute, die vermutlich noch zu
steigern sein wird: 70%.
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¢) Direkte Darstellung aus Bocksdornbeeren. Die Haute werden
durch Einlegen in Alkohol entwéssert, getrocknet, vermahlen
und mit Ather perkoliert. Man 1iBt den Auszug 3 Tage iiber
methylalkoholischem Kali stehen, versetzt mit viel Wasser, wischt
die Oberschicht alkalifrei und verdampft die getrocknete Ather-
lésung. Der Riickstand wird mit wenig eiskaltem Methanol an-
gerieben, genutscht und mit Petrolither gewaschen (ZECHMEISTER
und CHOLNOKY 12).

Beschreibung und Verhalten (KaArrErR, WEHRLI und HELFEN-
STEIN, ferner KuaN, WINTERSTEIN und KAUFMANN 2; KUHN und
WINTERSTEIN 6; ZECHMEISTER und CHOLNOKY 12).

Zeaxanthin krystallisiert aus Methylalkohol in gelben, lang-
gestreckten Blattchen, die zu Biischeln vereinigt sein kénnen (Abb.
52—56, S.291; farbige Aufnahme bei KARRER und WEHRLI 2).
Die Krystalle sind frei von Methanol (Unterschied von Blatt-
xanthophyll), erscheinen an Kreuzungsstellen nicht gelbrot, sondern
nur dunkler mattgelb und zeigen seltener schwalbenschwanz-
formige Einkerbungen. Besonders schén krystallisiert der Mais-
farbstoff aus Athylalkohol, in kurzen, dicken, rhombischen Prismen,
die an Carotin erinnern. Bei Uberschneidungen dicker Individuen
kann hier orangerote bis rubinrote Farbe auftreten. Aus Schwefel-
kohlenstoff scheidet sich Zeaxanthin auf Zusatz von Petrolather
in biischelartig angeordneten Nadeln bzw. Prismen aus, die roter
erscheinen als Krystalle aus Holzgeist. Makroskopisch bildet
Zeaxanthin, aus viel Methanol abgeschieden, ein dunkel ziegelrotes,
glinzendes, teils verfilztes Krystallpulver. Priparate aus Athyl-
alkohol sind oft carotindhnlich; sie bestehen aus prachtvoll stahl-
blau glénzenden Téfelchen, deren Gestalt ohne optischen Hilfsmittel
zu erkennen ist. Rasch aus Alkoholen gefillte Priparate bilden
ein ockergelbes Pulver, ohne Metallglanz. Aus Chloroform -+ Ather
erscheinen metallglinzend violette, rautendhnliche Krystalle. Der
Schmelzpunkt liegt sehr hoch (2079, korr.), nach KuBHN und
GRUNDMANN (6) bei 215,5° (korr.).

Zeaxanthin ist schwer 16slich in Petroldther, Ligroin, Methanol,
leichter in Schwefelkohlenstoff, Benzol, Chloroform, Tetrachlor-
kohlenstoff, Pyridin und Essigester. Im allgemeinen ist es schwerer
Ioslich als Blattxanthophyll (Lutein), namentlich in kochendem
Methylalkohol (1:1550). Es ist merkwiirdig, daf sich 0,1 g Zea-
xanthin, das in 5—10 cm?® Eisessig suspendiert ist, auf Zusatz
von 5 cm3 Hexan klar 16st, obwohl es von Hexan allein nicht
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aufgenommen wird. Bei der Entmischungsprobe ist das Verhalten
des Zeaxanthins rein ,xanthophyllartig. Im Gegensatz zu den
Isomeren drehen die meisten Zeaxanthinpraparate nach links:
[¢]c = — 700 (in Chloroform), [a]cq = — 559 (in Essigester), nach
KuaN und GRUNDMANN (6) ist jedoch reines Zeaxanthin (aus
Physalis) optisch inaktiv, [«]&) = + 5°.

Die Absorptionsbdnder des Zeaxanthins sind gegeniiber Lutein
bzw. Blattxanthophyll (noch mehr gegen Violaxanthin) nach dem
Langwelligen verschoben -(Tabelle 34).

Tabelle 34. Optische Schwerpunkte von Zeaxanthin und Lutein
(KuaN und WINTERSTEIN 6, KUEN und SMAKULA).

Zeaxanthin Lutein
1224
519 508
In Schwefelkohlenstoff. . 483 475
450 445
B 483 476

In Athylalkohol. . . . . 451,56 446,56
423,5 420

Betreffs Breite der Béinder kann die folgende Messung orientieren:
5mg Zeaxanthin in 1 1 CS,, Schichtdicke 20mm: I. 526—507, I1. 491—473 up ;
Schichtdicke 10 mm: I. 523—506, II. 491—473 uu.

In Benzin liegen die optischen Schwerpunkte fiir Zeaxanthin
bei 483,5, 451 yu (KuvmN und BROCEMANN 3), in Chloroform bei
494, 462 und 429 yu (EULER, KARRER, KLUSsMANN und MorF).

Ergebnisse der lichtelektrischen Photometrie: KumN und
SMAKULA.

Das Verhéltnis der wichtigsten Konstanten zum Dotterpigment
und zum Lutein geht aus Tabelle 35 hervor.

Tabelle 35. Vergleich von Lutein, Eidotterfarbstoff (Gemisch)
und Zeaxanthin (KuEN, WINTERSTEIN und LEDERER).

Gesamtfarbstoff des
Lutein Hiihnereidotters | zeaxanthin
(Beispiel)
Schmelzpunkt (korr.) . . . . . 1930 195—196° 215,50
Schwerpunkt des I.Bandes in CS,| 508 uu 509,5 uu 519 uu
[«]18 in Essigester . . . . . . . -+ 1450 -+ 70 bis 90° + 501
Loslichkeit in siedendem Methanol | 1 : 700 1 : 1000 1:1550
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Adsorptionsverhalten. Von den nahe verwandten Farbstoffen
f-Carotin C,H;; und Kryptoxanthin C,)HyO kann das Zeaxanthin
mit Hilfe eines Al,0;-Chromatogrammes getrennt werden. Man
gieft die Benzinlosung auf und zieht die drei Farbringe mit
Benzol-Benzingemischen auseinander: oben Zeaxanthin, in der Mitte
Kryptoxanthin, unten f-Carotin. Die Schichten werden getrennt
eluiert und geben die Polyene in krystallisierbarer Form ab (KuvaN
und GRUNDMANN 3).

Die Trennung von Zeaxanthin und A-Vitamin gelingt in der
Calciumcarbonatséule, welche aus einer Benzinlésung nur das
Zeaxanthin (und andere Xanthophylle) zuriickhédlt, wihrend das
Vitamin gelost bleibt und durch das Adsorptionsrohr wandert
(KARRER und ScHOPP).

Chemische Umwandlungen. Autoxydation. Zeaxanthin oxydiert
sich unter Entfarbung an der Luft. Die Anfangsgeschwindigkeit
ist kleiner als beim Xanthophyll, erfdhrt aber spiter eine namhafte
Beschleunigung. In luftgefiilltem Exsiccator fanden KARRER,
WEHRLI und HELFENSTEIN:

Tage . . . . . . .. 5 10 20 40 70 110 120
Gewichtszuwachs (%) . 0,2 1,15 6,6 25,1 33,3 36,7 36,7

Additionsreaktionen. Zeaxanthin besitzt ein, den Blattcarotinoiden
analoges ungesittigtes System. Wie jene, addiert es 11 Mol. Wasser-
stoff, nimmt aus Benzopersiure 8 O-Atome auf und bindet in
Chloroform 8 Mol. Brom. Die von KUuHN, WINTERSTEIN und
KaurMaNN (2) durchgefiihrte katalytische Hydrierung ergab
Perhydro-zeaxanthin CyH,50,, das auch bei der Hydrolyse von
Perhydro-physalien entsteht (vgl. bei ZECHMEISTER und CHOL-
Noky 12). Farbloses, dickes Ol oder teils krystallisierte Masse. Im
Gegensatz zum Xanthophyllderivat linksdrehend: [a]q = — 24,59
(in Chloroform).

Die energische Oxydation mit Permanganat ergab nach voran-
gegangener Ozonisierung die Anwesenheit von sechs Methylseiten-
ketten (ausgefithrt mit Physalien, von KuHN, WINTERSTEIN und
Kavurmany 2). KARRER, WEHRLI und HELFENSTEIN fanden, daB
die Oxydation des Zeaxanthins mit Ozon kein Aceton liefert, der
Farbstoff schlieBt sich somit auch hier den Blattcarotinoiden an.
Die Oxydation mit kaltem Permanganat, nach vorangegangener
Ozonisierung, ergibt aa-Dimethylbernsteinsdure (vgl. die Vor-
schrift bei KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI und WETTSTEIN, s.
auch S. 191).



19¢  Carotinoide im engeren Sinne (mit 40 Kohlenstoffatomen).

Thermische Zersetzung des Zeaxanthins S. 64.
Das als Provitamin A inaktive Zeaxanthin wird von PBr; in
ein wirksames Produkt iibergefiihrt (EULER, KARRER und ZUBRYS).

Ester und Ather des Zeaxanthins.

Ester mit 2 Molen Fettsiure. Wie mehrfach erwéhnt, liegt im Physalien
(S. 193) das natiirliche Dipalmitat des Zeaxanthins vor, von der Zusammen-
setzung C;H; —CO0—C,H,,—00C—C;Hy (Schmelzp. 99°). Nach KunN,
WINTERSTEIN und KaurManN 148t sich die Synthese solcher Gebilde,
ausgehend von Zeaxanthin mit Hilfe von Saurechloriden, in Pyridin durch-
fithren (vgl. S.197). Dilaurinsiureester CyHy—CO0—C,Hy,—O00C—C, H,y,
(Schmelzp. 104°), Distearinsiureester CH,;;—CO0—C,H,,—O00C—C,,Hy;
(Schmelzp. 95°). Diese synthetischen Farbwachse krystallisieren in Formen, die
an Physalien erinnern. KARRER und NorTHAFFT haben die entsprechenden
Dipropionsdure-, Dibuttersiure-, Divaleriansiure-, Dicapron- und Dicaprin-
sdureester bereitet (Schmelzp. 1429, 1329, 1259, 117—118° und 107°).

Zeaxanthin-monopalmitat C;Hy—CO0—CyH;,—OH, das dem Physalien
strukturell nahe steht, ist bis jetzt nur kiinstlich erhalten worden (KARRER
und ScHLIENTZ 2), diirfte aber auch in der Natur vorkommen. Es krystallisiert
aus Benzol + Alkohol in breiten, vielfach zu Drusen vereinigten Plittchen
(Abb. 56, S.292) und schmilzt bei 148° (unkorr.). Schwerpunkte in CS,:
518, 483, 453 uu. Schwerléslich in heiflem Benzin oder Alkohol; bei der
Verteilung zwischen Benzin und 85—90proz. Holzgeist geht der Ester in
die Oberschicht.

Methylither des Zeaxanthins (KARRER und TaxaHasHI 2). Bei der
Einwirkung von Kalium-tertiéir-amylalkoholat (in Toluol) und Methyljodid
gewinnt man hauptsichlich den Monomethylither HO—C,,H,,—OCH,
(Nadeln, Schmelzp. 153°), der bei dem Nachmethylieren in den entsprechenden
Dimethyliather CH;0—C,oH;,—OCH; iibergeht (Nadeln, Schmelzp. 176°).
Der letztere wandert bei der Entmischungsprobe ganz, das Monomethyl-
derivat teilweise in die Oberschicht.

Konstitution der Xanthophylle C,,H;0,.

Der nahe Zusammenhang zwischen diesen sauerstoffhaltigen
Polyenen und dem Carotin, welcher auch von den Bruttoformeln
und durch das gemeinschaftliche Vorkommen in Pflanzenorganen
belegt wird, hat in den letzten Jahren eine Klirung erfahren.
Zeaxanthin und Blattxanthophyll (Lutein) addieren, wie Carotin,
11 Mole Wasserstoff und miissen daher gleichfalls zwes Ringsysteme
enthalten. Das Zusammenfallen der colorimetrischen Hydrierungs-
kurven zeigt ferner, daB in den beiden gelben Begleitern des Chloro-
phylls ein sehr dhnliches ungesittigtes System vorkommt (ZECH-
MEISTER und Tuzsox 1). Auch das Verhalten gegeniiber Benzo-
persaure, Brom in CHCI; usw. ist iibereinstimmend.
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Die strukturelle Klérung der Xanthophylle C,,H;0, umfaBt
also zwei Aufgaben: die Feststellung der jeweils zugrunde liegenden
Carotinart und die Erforschung von Lage und Funktion der Sauer-
stoffatome. Wahrend man frither eine &therartige Bindung ver-
mutet hat, zeigen KARRER, HELFENSTEIN und WEHRLI, daB8 bei
der Bestimmung nach ZEREWITINOFF zwei aktive Wasserstoffatome
gefunden werden, daf also zwei Hydroxyle vorliegen miissen. Dieses
Ergebnis wurde durch die Auffindung von natiirlichen Fettsaure-
estern gestiitzt (ZECHMEISTER und CHOLNOKY 11, 12; KunN und
WiINTERSTEIN 5; KunN, WINTERSTEIN und Kaurmany 1, 2).
Daf alle diese Beobachtungen nicht etwa auf Enolisierungen von
Carbonylgruppen beruhen, was immerhin theoretisch méglich wire,
wurde durch die Oxydation von Perhydroxanthophyll zu einem
Diketon bewiesen, woraus auBlerdem die sekunddre Natur der
Hydroxyle folgt (KARRER, ZuBRYS und MORF).

Lutein (Xanthophyll) und Zeaxanthin sind also zweiwertige,
disekundére Alkohole. Theoretisch kénnten sehr viele Dioxy-
carotine existieren, da sowohl die Lage der funktionellen Gruppen,
als auch die réumliche Konfiguration an den Doppelbindungen
sich mannigfach variieren lieBe (cis-trans-Isomerie). Doch gibt
die Natur, wie so oft in anderen Féllen, auch hier wenigen Moglich-
keiten den Vorzug, so daB man in den verschiedensten Pflanzen-
organen immer wieder dieselben Xanthophylle antrifft.

Die Natur der Ringsysteme und die Lage der OH-Gruppen
in denselben gehen aus dem FErgebnis von oxydativen Abbau-
versuchen hervor: Blattxanthophyll bzw. Zeaxanthin liefern, wie
Carotin Dimethylmalon- und a«-Dimethylbernsteinsédure, wahrend
ao-Dimethylglutarsdure HOOC—CH,—CH,—C(CH;),—COOH und
Geronsgure CH;—CO—CH,—CH,—CH,—C(CH,),COOH hier nicht
erhalten werden. Die Ringe miissen von

den Hydroxylgruppen derart substituiert CI\I‘“’/C H,
sein, dafl die Bildung der beiden letzt- C
. . Ay
genannten Spaltprodukte verhindert wird off, O_CH—CH—. ..

(KARRER, WEHRLI und HELFENSTEIN; L

Dieselben mit WEeTTSTEIN; KARRER, HO—CH C—CHy
HELFENSTEIN, WEHRLI, PIEPER und \C{I

Morr; NiussoN und KAarrer). Dies '

ist der Fall, wenn man den Hydroxylen eine para-Stellung
zur langen, ungeséttigten Seitenkette zuweist (vgl. die oben-
stehende Formel).
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Zeaxanthin, ein Dioxy-g-carotin.
(Nach KARRER 4.)

CH,

Das hier behandel-
te Konstitutionsprob-
lem ist durch die Zer-
legung des Carotins in
seine Komponenten in
eine neue Phase getre-
ten. Wie auf S. 128 er-
wéahnt, besteht das Ge-
samtcarotin der Pflan-
ze vorwiegend aus dem
rechtsdrehenden «- und
dem optisch inaktiven
f-Carotin; es ist nahe-
liegend, dem einen das
Lutein (Blattxantho-
phyll), dem anderen das
Zeaxanthin  zuzuord-
nen. Zur Entscheidung
der paarweisen Zugeho-
rigkeit haben NIrLsson
und KARRER bzw. KAR-
RER, MOoRF, KRrAUSsS
und ZuBrys die beiden
Dioxycarotine perhy-
driert, die OH - Grup-
pen durch Brom er-
setzt und dann das Ha-
logen reduktiv entfernt.
So entstand aus dem
Blattxanthophyll (Lu-
tein) einschwachrechts-
drehender, aus dem
Zeaxanthin ein optisch
inaktiver ~Kohlenwas-
serstoff Cy,oH,g, woraus
die richtige Zuordnung
der Dioxycarotine zu
den Dbeiden Carotin-
arten (o und B) hervor-
geht (vgl. auch Kunw
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und LEDERER 2). Zieht man die auf S. 137 abgedruckten Symbole
der Kohlenwasserstoffe in Betracht, so ergeben sich nidmlich die
auf S.192 stehenden Formulierungen.

Wenn diese Zuordnung die richtige ist, so miissen die optischen
Schwerpunkte von je einem Polyenkohlenwasserstoff und einem
‘Polyenalkohol paarweise angendhert zusammenfallen, da ja die
chromophoren Systeme identisch sind, die Hydroxyle aufler-
halb des ungesittigten Systems liegen und dasselbe nur wenig
beeinflussen. Demnach mufl z. B. das Absorptionsspektrum des
Zeaxanthins demjenigen des f-Carotins ndher stehen als dem
o-Carotin. Dies ist nun tatséchlich der Fall:

Optische Schwerpunkte in CS, (uu):

o«<Carotin . . . . . . . 509, 477 p-Carotin . . . . . . 521, 485,5
Lutein . . . . . . .. 508, 475 Zeaxanthin. . . . . . 519, 483

6. Physalien (Zeaxanthin-dipalmitinsiureester).
(Bruttoformel C;,H;,;0,, und zwar C;;H;—C00—C,,H;;—00C—C;H,,
Konstitutionsformel S. 201.)

YVorkommen und Bildung. Dieses merkwiirdige Carotinoid
wurde von KuBN und WikeanND in der Judenkirsche (Physalis
Alkekengi und Ph. Franchetti, chinesische Laternen) entdeckt und
auch in den Beeren des Bocksdorns (Lycium halimifolium) auf-
gefunden (ZECHMEISTER und CHoOLNOKY 11, 12). Daf} in diesen
Pflanzen ein besonderer Farbstoff zugegen ist, ging schon friiher
aus capillaranalytischen Versuchen von KyrLin (2) hervor. Dasselbe
Polyen ist auch in den Beeren von Lycium barbaratum, Solanum
Hendersonit, Hypophae rhamnoides und Asparagus officinalis
(Spargelbeeren) enthalten (WINTERSTEIN und EHRENBERG).

Der Farbstoffgehalt der roten Physalis-kelchblatter betragt
0,9—1,8% des Trockengewichtes, davon entfillt nach Kvax und
GrUNDMANN (3) fast /; auf Kryptoxanthin (S. 163)1. Die Beeren
enthalten dasselbe Pigment, und zwar nur in der Schale. Aus
der frischen Frucht konnten 0,05% Physalien gewonnen werden,
wahrend 1 kg getrocknete Kelchblitter z. B. 12 g krystallisierten
Farbstoff ergeben. Aus dem in der Schweiz offizinellen Fructus Alke-
kengt (von den Kelchen befreite, getrocknete Friichte) lieB sich,
wenn auch in sehr schlechter Ausbeute, ebenfalls reines Physalien

1 Frither von KueN und BrocrMANN (3) als ,,Carotin‘‘ bezeichnet;
Richtigstellung bei KueN und GRUNDMANN (3).

Zechmeister, Carotinoide, 13
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gewinnen. — Die korallroten, ovalen Bocksdornbeeren enthalten
lange vor Abschlul des Wachstums den fertigen Farbstoff. In
1 Beere fand man z. B. !/, mg Physalien, in 1 kg frischer Frucht
(2000—2500 Beeren) 0,6—1,2 g, und zwar fast ausschlieflich
in den Héautchen.

Kun~y und BrockMANN (3) haben die quantitativen Verhdlinisse
bei der natirlichen Physaliensynthese studiert. Nach ihrer Unter-
suchung sind die griinen Laubblidtter des Physalis Franchetti
praktisch frei von Physalien, das ausschliefilich in den Kelch-
blattern und Beeren zur Zeit der Reife gebildet wird:

Die griinen Kelchblitter enthalten als normale Begleiter des
Chlorophylls Lutein und Carotin, deren Mengenverhiltnis etwa
3:1 betrigt. LaBt man die grinen Kelche kiinstlich vergilben,
indem man sie 3 Tage unter Sauerstoff bei 35° aufbewahrt, so
nimmt bei maBiger Erhohung des Carotingehaltes das Xanthophyll
stark ab, auf !/; und weniger, und gleichzeitig beginnt die Synthese
des Physaliens, das im gelben Kelch bereits iiber 0,1% des Trocken-
gewichtes ausmacht. LaBt man die Kelchblidtter an der Pflanze
reifen, so ist, wenn die Kelche gelb geworden sind, der Gehalt
an Physalien etwa gleich hoch (0,15%) und man bemerkt bei der
spektroskopischen Untersuchung der freien Xanthophylle, daf3 diese
bereits in erheblicher Menge aus Zeaxanthin bestehen. Der reife
rote Kelch enthélt mit iber 1% das Maximum an Farbwachs. Beim
Altern nimmt der Farbstoffgehalt der Kelche allméhlich ab;
nach 1 Jahr fand man noch 0,1% Physalien. Im Fruchifleisch
der roten Beeren kommt freies Xanthophyll in nennenswerter
Menge nicht vor.

Esterstruktur. Schon eine erste Betrachtung des Physaliens
(Kuny und WIEGAND) zeigte drei so spezielle Merkmale, daf allein
auf Grund derselben eine Sonderstellung dem Farbstoff zukommen
muBl: 1. Das Molekulargewicht betrdgt nahezu das Doppelte
des Carotins und liegt in der Néhe von 1000; 2. der Schmelz-
punkt wird trotzdem um 100° tiefer gefunden als bei den Blatt-
carotinoiden; 3. folgt Physalien der klassischen Entmischungs-
regel nicht, sondern es verhilt sich, trotz des betréchtlichen Sauer-
stoffgehaltes, wie Carotin und Lycopin und sucht bei der Vertei-
lung zwischen Petroldther und richtig verdiinntem Methanol die
Oberschicht auf.

Das besondere Strukturprinzip des Physalis- und Lyciumfarb-
stoffes wurde gleichzeitig von KunN, WINTERSTEIN und KAUF-
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MANN (1, 2) sowie von ZEcHMEISTER und CHOLNoOKY (11, 12)
erkannt. Danach ist Physalien der Vertreter einer neuen Korper-
klasse, ndmlich der Farbwachse (Polyenwachse), die im Wege einer
Veresterung von hydroxylhaltigem Carotinoid mit Pflanzensiuren,
vor allem Fettsduren, im Gewebe aufgebaut werden. Durch eine
alkalische Behandlung wird Physalien zu 2 Mol. Palmitinsiure
C;;H3;COOH und 1 Mol. Zeaxanthin C,H,sO, verseift, wobei
das Verhalten bei der Entmischungsprobe sprunghaft sich dndert:

C4sH3,000C,,H,,000C,;H,, + 2 KOH = HOC,H,,0H -+ 2 C;;H,,CO0K

Strukturell unterscheidet sich also das Physalienmolekiil von
den Carotinoiden im engeren Sinne dadurch, daB es nicht voll-
sténdig, sondern nur etwa zur Hélfte aus Isoprenresten aufgebaut
ist, daneben aber lange, unverzweigte Kohlenstoffketten enthélt.
Nach Kvax und I’Orsa (1) liegen von den 72 C-Atomen des
Physaliens nur 6 als Methylseitenketten vor, welche als Essigsdure
gefallt werden; bei dem oxydativen Abbau entsteht auBerdem
Palmitinsdure. Dagegen ist das Chromophor des Physaliens dem
Doppelbindungssystem von Carotin und Xanthophyll durch-
aus analog.

Mikrocolorimetrie, mikrochemische Bestimmung neben anderen
Carotinoiden nach Kuvan und BroOCkMANN (3): S.89 und 102.

Isolierung. a) Aus Kelchblittern des Physalis (KunN, WINTER-
STEIN und Kaurmann 2). Das frische Material wird mit der
Hand in Kelchblitter und Beeren getrennt. Man trocknet die
Kelche bei 40—50° wobei das Gewicht auf etwa 25% zuriick-
geht und die Farbe unveréndert bleibt. In der Scheibenmiihle wird
nur grob gemahlen, um die anschlieende Extraktion im Perkolator
zu erleichtern. Man 146t das Mahlgut (12 kg) in Chargen von 1 kg
mit je 3,7 kg Benzol iiber Nacht stehen, zapft dann ab (2,9 kg
tiefrot-oranger Extrakt) und erneuert das Losungsmittel noch
zweimal. Der dritte Auszug kann zur Extraktion einer neuen
Charge verwendet werden. Die filtrierten Ausziige werden unter
Kohlendioxyd, im Vakuum bei 30° eingeengt, und zwar die ersten
auf 150—200 cm3, die zweiten auf 50—60 cm3. Man versetzt die
konzentrierten Ausziige noch warm mit der gleichen bis doppelten
Menge Aceton, wobei nach einigen Minuten etwa 2 g eines rost-
braunen Niederschlages ausfallen, der sich auf einer groen Nutsche
absaugen 148t und mit siedendem Hexan eine betrichtliche Farb-
stoffmenge liefert.

13+
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Das Filtrat wird nun weiter mit Aceton versetzt, so daB
davon 5 Teile auf 1 Teil konzentrierten Benzolauszug kommen
(11 Aceton pro Charge). Es fallen im Laufe mehrerer Stunden
5—6 g Physalien aus (Schmelzp. 92—93°) und die Mutterlauge
liefert nach Zugabe von 2—3 1 96proz. Alkohol, iiber Nacht,
in der Kilte, unter CO, weitere 3—4 g (Schmelzp. 89%). Aus den
zweiten Benzolausziigen erhilt man in entsprechender Weise ins-
gesamt 2—3 g Physalien. Die Rohprodukte sind in Hexan klar
16slich.

Zur Reinigung kann man in Benzol 16sen und fraktioniert mit Methyl-
alkohol in der Hitze fillen. Die zuerst erscheinenden Fraktionen enthalten
eventuell eine wachsartige Substanz, die sich bei Anwendung eines Heif3-
wassertrichters abfiltrieren 148t. Die spiteren Fraktionen liefern den Farb-
stoff. Durch abermaliges Lésen in Benzol, Zusatz von Methylalkohol in
der Siedehitze bis zur beginnenden Tritbung und langsames Erkalten unter
CO,, erhélt man reines Physalien (Schmelzp. 979, unkorr.). — Etwas schneller
und mit germgeren Verlusten gelingt die Reinigung durch Lésen des rohen
Farbstoffes in etwa 60 Teilen Benzol und Zusatz von 120—180 Teilen
absolutem Athylalkohol in der Siedehitze. Man 1iBt unter CO, erkalten
und wiederholt die Krystallisation in der angegebenen Weise. 1g Roh-
produkt liefert 0,5—0,7 g reines Physalien. Die Benzol-Alkohol-Mutterlaugen
geben nach starkem Einengen, auf Zusatz von viel Methylalkohol, noch
weitere 0,2 g, dessen Schmelzpunkt bei wiederholtem Umkrystallisieren auf
97° ansteigt.

b) Aus der Physalisbeere (KunN und WiEGAND). Die frischen
Beeren wurden unter Sprit gesammelt. Nach Abgieen des Alkohols
werden je 2 kg durch eine Fleischhackmaschine getrieben, mit
96proz. Alkohol zu einem diinnen Brei verriihrt und nach 1 Tag
scharf abgepreB8t. Der Alkohol nimmt nur sehr wenig Farbstoff
auf. Der PreBkuchen wird noch zweimal griindlich mit je 2 1
Alkohol durch Schiitteln auf der Maschine ausgezogen. Man prefit
jedesmal scharf ab und trocknet schlieflich bei 40°. Die Kerne
lassen sich dann durch ein geeignetes Sieb von den farbstoffhaltigen
Héutchen weitgehend trennen, die auf dem Siebe zuriickbleiben.
Die vollstindige Entfernung der Kerne ist wichtig, mit Riicksicht
auf deren hohen Olgehalt. Extraktion und Reinigung wie oben.
Reinausbeute: 1 g Physalien (aus 2 kg Beeren).

¢) Aus 1 kg frischen Lyciumbeeren konnen 0,7—1 g Physalien
isoliert werden (ZEcHMEISTER und CHOLNOKY 12). Man legt die
von Hand zerquetschte Frucht (5 kg) zwecks Entwisserung in
Alkohol ein, den man 1 Tag spiter erneuert. Das ausgeprefte
Material wird nun auf Sieben bei 35° getrocknet und zu einem
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braunlichroten Pulver zermahlen, das nur 4—5% der frischen
Frucht wiegt. Durch Perkolieren mit 0,9 1 Schwefelkohlenstoff
bringt man das Pigment restlos in Loésung (Dauer 2 Stunden),
dampft auf 100 cm? ein und scheidet durch Zusatz von 400 cm?
absolutem Alkohol den wohlkrystallisierten Farbstoff, der nur
belanglose Mengen an Fremdsubstanzen enthilt, fast quantitativ
ab (6,3 g). Zur Reinigung wird das Praparat aus heilem Benzol und
ebensoviel wasserfreiem Alkohol umgeschieden.

Partielle Synthese des Physaliens aus Zeaxanthin (KuaN, WINTER-
sTEIN und KAurMANN 2). 0,25 g Zeaxanthin wurden in 15 cm3
Pyridin (fiir ZEREWITINOFF-Bestimmungen) mit 2 g Palmityl-
chlorid tropfenweise versetzt, wobei unter Ausscheidung des
Saurechlorid-Pyridinadduktes die Temperatur auf 50° anstieg.
Man verdiinnte mit 10 cm?® alkoholfreiem Chloroform, erwarmte
noch einige Zeit auf 50° und lieB die klare Losung 2 Stunden
stehen. Nach dem Waschen mit Wasser, wodurch sich die Haupt-
menge des Pyridins entfernen 1afit, wurde die Chloroformschicht
mit 50 cm3 Ather vermengt und nacheinander mit verdiinnter Soda-
16sung, verdiinnter Essigsdure und Wasser ausgeschiittelt. Nach
dem Trocknen iiber Natriumsulfat engt man stark ein, nimmt
in niedrig siedendem Petrolither auf und fillt mit absolutem
Athylalkohol. Dabei schied sich 0,3 g Physalien in feinen, ge-
schwungenen Nédelchen aus, die in allen Eigenschaften mit dem
Naturstoff iibereinstimmen (KvEN und GRUNDMANN 6).

Beschreibung (Literatur S.193). Physalien krystallisiert aus
Benzol -+ Methanol oder Benzol + Athylalkohol sowie aus Petrol-
dther 4 Alkohol in langen, an den Enden abgeschrigten, flachen
Stabchen oder in feinen, vielfach geschwungenen Nidelchen,
auch in wetzsteindhnlichen breiten Nadeln (Abb. 57, S. 292).
Fein ausgebildete Krystalle erscheinen oft biischelig oder tannen-
zweigdhnlich vereinigt. Die Abscheidung aus Cyclohexan -+ Alkohol
liefert flache, tiefrote Prismen von mehreren mm Lénge. Die Enden
sind schriag abgeschnitten; andere Krystalle sind an den Enden
verbogen und gegen Beginn der Kriimmung verzahnt. Das Mikro-
skop zeigt matt orangegelbe Téne, dickere oder iiberlagerte
Krystalle erscheinen feurig orangerot. Makroskopisch sieht man
ein glinzendes Pulver, von der Konsistenz eines harten Wachses,
welches nicht an Glas haftet. Die Préiparate sind feurigrot; gréber
krystallisierte sind in der Farbe satter und zeigen nur schwach
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bléaulichen Schimmer, wahrend feinkrystalline heller sind, stirker
glinzen und deutlich blau reflektieren.

Physalien 16st sich in der Kélte spielend in Schwefelkohlenstoff,
Benzol, Chloroform, Kohlenstofftetrachlorid, sehr gut in Ather,
Dekalin, Tetralin, Petrolither, Hexan und Pyridin. Cyclohexan,
Eisessig und Acetanhydrid 16sen in der Hitze sehr gut, kalt maBig,
Athylalkohol und Aceton nehmen selbst bei Siedetemperatur nur
wenig auf; noch schlechter 16st Methanol. Unléslich ist das Physa-
lien in Wasser, verdiinnten Siuren und Alkalien. Konzentriertes
methylalkoholisches Kali vermag der atherischen Losung keinen
Farbstoff zu entziehen. Die Loésungen in Benzol und Petroldther
sind orangerot und tingieren stark orangegelb, sehr verdiinnte
Losungen sind rein gelb. Chloroform und Schwefelkohlenstoff
nehmen Physalien mit roter Farbe auf. Keine Fluorescenz.

Physalien galt bis vor kurzem als linksdrehend, [a]. wurde
in Chloroform zwischen —30° und —53° gefunden, nach Kunn
und GRUNDMANN (6) ist indessen der Hauptfarbstoff des Physalis
optisch inaktiv.

Die molare Farbsiirke des Physaliens stimmt mit derjenigen
des Zeaxanthins iiberein. Im Colorimeter nach DuBosq entspricht
bei 50 mm Schichtdicke das 0,2proz. Bichromat einer Lédsung
von etwa 72 mg Physalien in 1 1 Petrolather.

Das Spekirum ist von dem des Zeaxanthins praktisch nicht
zu unterscheiden. Optische Schwerpunkte:

a) In Schwefelkohlenstoff: I 514,5, IT 481,4 und IIT 449,8 uu. I und II
sind sehr stark und unsymmetrisch. Intensitétsverhaltnis etwa: I: II: IIT
=8:10: 1.

Ablesungen bei einer Konzentration von 10 mg Physalien in 11 CS,:
I 523—505, IT 490—471 und III'457—444 uu (Schichtdicke 10 mm).

b) In Petrolather: 483,0, 451,5 und 423,0 uu (die Bénder sind hier
gegeniiber dem Spektrum in CS, nach dem Kurzwelligen verschoben).

¢) In Benzin (Siedep. 70—80°): 483, 451 uu (KUEN und BROCKMANN 3).

Reines Physalien schmilzt bei 98,5—99,5° (unkorr., im BERL-
Block, abgekiirztes Normalthermometer), ohne tiefgreifende Zer-
setzung. LaBt man die dunkelrote Schmelze erstarren und erhitzt
wieder, so findet abermals bei 96—97° Verfliissigung statt. An
der Luft unterliegt der Farbstoff einer langsamen Autoxydation
(vgl. auch Kunx und MEYER), wobei sich die Farbe weitgehend
aufhellt, der Schmelzpunkt sinkt und die Léslichkeit in Alkohol
stark zunimmt; gleichzeitig wird die Substanz weicher. Unter
trockenem Sauerstoff nahm ein feinkrystallisiertes Praparat in
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36 Stunden 3,9% O auf. Die Geschwindigkeit der Autoxydation
wird von Katalysatoren beeinflufit, so oxydieren sich manche
synthetische Priparate rascher als natiirliche. — Bei Priparaten
aus Lycium wurde beobachtet, daBl der Schmelzpunkt.sogar im
Vakuumexsiccator zuriickgeht, z. B. auf 94° in wenigen Tagen.
Man erhilt dann etwas zu tiefe C-Werte bei der Analyse.

Farbenreaktionen. a) Die tiefblaue Losung des Physaliens in konzentrierter
Schwefelsdure tingiert stark. Sie wird beim Erwirmen violett, spiter braun-
violett, wobei das Tinktionsvermégen verschwindet.

b) Eine Losung in absolutem Ather bleibt auf Zusatz von Trichloressig-
sdure in der Farbe unverdindert, schmelzende Trichloressigsidure 16st aber
den Farbstoff mit tiefblauer Farbe. Dichloressigsiure gibt bei gelindem
Erwarmen eine olivbraune Losung, die iiber Olivgriin schlieSlich blau (nicht
mehr tingierend) wird.

c) Wasserfreie Ameisensiure 16st auch in der Siedehitze nicht. Beim
langeren Kochen wird sie schwach stahlblau angefirbt.

d) Phosphortrichlorid 16st gut. Ein Farbumschlag ist auch beim Erhitzen
nicht zu erkennen. Arsentrichlorid 16st mit blutroter Farbe, die schon in
der Kailte auBlerst rasch in ein tiefes Blau iibergeht. In schmelzendem
Antimontrichlorid und warmem Zinntetrachlorid entsteht eine tiefblaue

Losung, die derjenigen in konzentrierter Schwefelsdure gleicht.
e) Bromdimpfe firben die Krystalle des Physaliens blaugriin an.

f) Eine Losung von Physalien in absolutem Ather wird durch atherische
Ferrichloridlésung intensiv griin gefarbt. Beim Einengen oder auf Zusatz
von Petrolather bildet sich ein schwarzgriiner Niederschlag, der sich in
Chloroform mit tief smaragdgriiner Farbe 16st (KvEN und WIiEcaND). Die
griine Verbindung ist gegen Wasser empfindlich, die Farbe geht dabei in
Orange iiber.

Chemische Umwandlungen des Physaliens. Katalytische Hydrie-
rung. Physalien bindet, wie Zeaxanthin, 11 Mole Wasserstoff.
Bei langsamer Hydrierung ist die Farbe schon nach dem Eintritt
von 8 H, verschwunden. Perhydro-physalien (Perhydro-zeaxanthin-
dipalmitinséureester) Cy;H;;—CO0—CyH,—00C—C;;Hy bleibt
beim Abdampfen als wasserklares Ol zuriick, das zu einer wachs-
artigen, krystallinischen Substanz erstarrt. Léslich in Ather,
schwer in Alkohol. [a]p = z.B.—16° (in Cyclohexan). Bei einem
Versuch mit 1/,—1 g Substanz und 10proz. methylalkoholischem
Kali geniigen 10 Minuten am Wasserbad zur vollstdndigen Spaltung
in Perhydro-physalien und Palmitinsiure.

Mit Benzopersiure reagiert Physalien leicht und bindet 8 Atome
Sauerstoff; in Chloroform werden 8 Mole Brom rein addiert.
Physalienjodid bildet sich in Ather und ist schwarzgriin. Es
gibt mit Thiosulfat den unverdnderten Farbstoff zuriick.
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Bei der Oxydation mit Permanganat erhélt man nebst Essigsiure
Palmitinsédure, die auch von Salpetersiure erzeugt wird (Kunx,
WiINTERSTEIN und KaurMaNN 2). Unter der Einwirkung von
Chromtrioxyd wird das Diketon Physalienon gebildet (KARRER,
SormsseEN und WaLkER): Nadeln, Schwerpunkte in SC,: 538,
503 pp.

Spaltung des Physaliens zu Zeaxanthin und Palmitinsdure. Die
Hydrolyse des Physaliens in seine alkoholische und saure Kompo-
nente gelingt glatt mit methyl- oder &thylalkoholischem Xali.
Nach KvaxN und BRoCKMANN (3) ist die Reaktion bei Anwendung
von etwa 20 mg Physalien in 50 cm?® Benzin und 50 c¢m3 96proz.
Athylalkohol, der 2,5 g Kaliumhydroxyd enthilt, bei 40° in 3 Stun-
den zuverlédssig beendet.

Dieselben Forscher stellen fest, daB der Tierkérper befahigt ist, das
Farbwachs zu spalten, und zwar findet die Hydrolyse im Verdauungstrakt
der Ratte statt, ferner im Organismus des Huhns, das bei der Fiitterung
mit Physalien Eier legt, deren Dotterfarbstoff ganz iiberwiegend aus freiem
Zeaxanthin besteht. In vitro gelang der enzymatische Abbau des Physaliens
bis jetzt nicht.

Ist die Hydrolyse in praparativem Mafstab auszufiihren, so
befolgt man z. B. die folgende Arbeitsweise: 1,14 g Substanz
wurde in Atherlosung, mit 30proz. methylalkoholischem Kali
unterschichtet, bei 25° stehen gelassen. Nach 2 Tagen war viel
krystallisiertes Salz abgeschieden und bei der Entmischungsprobe
ging der Farbstoff in die Unterschicht. Man setzt zur Haupt-
menge vorsichtig Wasser, bis das Palmitat gelost wird und alles
Zeaxanthin sich in dem Ather befindet. Nun trennt man die
Schichten. Die é&therische wurde zwei- bis dreimal mit Wasser
gewaschen und die mit der Waschflissigkeit vereinigte wéfBrige
Hauptlésung auf Palmitinsiure, die Atherschicht auf Zeaxanthin
verarbeitet: a) Man sduert die walrige Losung mit Salzsdure an,
athert sie aus, behandelt den Extrakt, wenn nétig mit Tierkohle
und verdampft das getrocknete Filtrat. Es hinterbleibt krystalli-
sierte Palmitinsdure (0,4—0,5 g), die einmal umkrystallisiert,
rein ist. — b) Die Farbstofflosung wurde alkalifrei gewaschen,
getrocknet und eingedampft. Es blieb rohes Zeaxanthin zuriick:
glinzende, rote Prismen (0,6—0,7 g), die zur Reinigung aus Chloro-
form -+ Petrolather umgeféllt werden (ZECHMEISTER und CHOL-
NOKY 10).

Zur Konstitutionsbestimmung des Physaliens sei vermerkt,
dal dieses Problem mit der Klirung der Zeaxanthinstruktur
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(S. 192) gleichfalls gelést worden ist. Dem
Physalien kommt demnach die neben-
stehende Formel zu.

7. Flavoxanthin.
(Bruttoformel C, H;,0,, ‘Konstitutionsformel
unbekannt.)

Dieses Carotinoid, das von allen be-
kannten am hellsten gelb gefirbt ist, wurde
von KuaN und BROCKMANN (4) in den
Bliitenblattern des scharfen Hahnenfufles
(Butterblume, Ranunculus acer) entdeckt.
Nach qualitativen Versuchen kommt es
auch im Friihlingskreuzkraut (Senecio ver-
nalis) vor, scheint aber sonst wenig ver-
breitet zu sein. Selbst in dem Hahnenful-
pigment ist als Hauptfarbstoff Lutein ent-
halten, das von Taraxanthin, Flavoxanthin,
vielleicht auch von Violaxanthin, sowie
einem ungeklirten Polyen (8-Xanthophyll
von TswerT?) begleitet wird. Etwa die
Hilfte des Pigments bildet im Gewebe ein
Farbwachs.

Aus 1kg trockener Bliiten lieBen sich
110 mg rohes bzw. 40 mg reines Flavoxan-
thin isolieren.

Nachweis. Die auffallendste Eigenschaft

des Flavoxanthins ist seine ungew¢hnlich.

kurzwellige Lichtabsorption.

Optische Schwerpunkte (GittermeBspektro-
skop, Kupferoxydammoniakfilter):

In Schwefelkohlenstoff . . . 478 447,5 420 yu

, Benzol. . . . . . . .. 458,5 430
,» Chloroform . . . . . . . 458 429,5
,»» Benzin (Siedep. 70—80°) 450 422
, Hexan . . . . . . . .. 449 422
,» Athylalkohol . . . . . . 448 421
,» Methylalkohol . . . . . 447 420

In konzentrierter Schwefelsidure oder in
geschmolzener Trichloressigsdure gelost, gibt
Flavoxanthin eine rein blaue, tiefe Farbe;
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in Antimontrichlorid (Chloroform): rein blau. Mit wasserfreier
Ameisensiure : grasgriin, ebenso mit Pikrinsaure (in Ather, langsam).
Die griinstichig gelbe Eisessiglosung nimmt auf Zusatz von ganz
wenig konzentrierter Salzsiure eine tief-smaragdgriine Farbe an;
eine dtherische Flavoxanthinlosung mit 20proz. HCl unterschichtet,
farbt die Saure schwach blau, 25proz. HCl stark blau, die Féarbung

X
30-10%

. A

70 \

| N\

550 500 “50 w0 Afga) 350
Abb. 31. Absorptionskurve des Flavoxanthins in Benzol, nach KUHN und BROCKMANN.

verblaBBt jedoch (iiber Violett) schon nach kurzer Zeit (Unter-
schied von Violaxanthin).

Isolierung. Je 1 kg bei 40—45° getrocknete Bliiten (50000 Stiick,
ohne Stengeln) wurden in der Kugelmiihle staubfein gemahlen
und mit 31 Methanol (frisch iiber KOH destilliert) iiber Nacht
auf der Maschine geschiittelt. Man nutscht ab, wiederholt mit
21 Holzgeist die Extraktion und entzieht dem gut abgepreBten
Riickstand durch 4stiindiges Schiitteln mit 3—41 Petrolither
(Siedep. 40—509) die Polyenester (verarbeitet auf Lutein und
Taraxanthin).

Aus den vereinigten Methanolausziigen, die im Vakuum auf
1,5 1 eingeengt wurden, hat man den Farbstoff, nach Zusatz
von 4—5 Vol. Wasser, mit peroxydfreiem Ather extrahiert (vor
dem 2. Durchschiitteln reichlich Kochsalzzusatz), die gut ge-
waschenen Ausziige im CO,-Strom auf 1,51 eingeengt und mit
1 Vol. 5proz. éthylalkoholischem Kali (5% Wasser enthaltend)
12 Stunden bei 30°, unter Stickstoff verseift. Nun wurde durch
Wasserzusatz entmischt, die tief-goldgelbe Atherlésung mehrmals
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ausgewaschen und die Hydrolyse, wie beschrieben, iiber Nacht
wiederholt. Nach neuerlichem Entmischen lie§ sich der Trocken-
riickstand der vorher gut ausgewaschenen Atherlésung in 200 cm3
Benzol aufnehmen. Man verdiinnt mit 21 Benzin, entzieht (ohne
zu filtrieren) die Hauptmenge des Farbstoffes durch 3—4maliges
Schiitteln mit 90proz. Methanol, versetzt diese Losung mit Benzol
und treibt den Farbstoff durch langsamen Wasserzusatz in die
Oberschicht, welche 4—5mal griindlich mit Wasser durchgeschiittelt
und mit 3 Vol. Benzin (Siedep. 70—80°) verdiinnt wird.

Zur Chromatographie dienten 18 cm lange und 6 cm breite
Rohren; die Hohe des sehr fest gestampften Calciumcarbonates
betrug 12 em. Man saugt die Farbstofflosung bis zur halben
Hohe ein und wéascht so lange mit Benzin nach, bis die unterste,
goldgelbe Zone das Ende der Séule erreicht hat. Von den drei
Farbschichten wurde die mittlere (hellgelb: 450, 423 yu) mit Benzin,
das 1% Methanol enthielt, eluiert, sodann der Holzgeist weg-
gewaschen, die Adsorption wiederholt und der neue, mittlere
Farbring mit reinstem Methanol ausgezogen. Aus dem, durch
eine engporige Glassinternutsche filtrierten und stark konzen-
trierten Eluat fiel iiber Nacht rohes Flavoxanthin aus, das wieder-
holt aus Methylalkohol umkrystallisiert wurde. Zur Entaschung
schiittelt man seine Losung in Benzol (pro analysi, MERCK) 5mal
mit Wasser, verdampft die, durch eine Glasnutsche gesaugte
Fliissigkeit und 16st den Riickstand in heifem Methylalkohol.
Beim Erkalten scheiden sich goldgelbe, glitzernde Krystéllchen ab,
die selbst nach Trocknung bei 1009, im Hochvakuum (30 Minuten)
etwas iiber 1% Methanol (Nachweis durch Methoxylbestimmung)
enthielten, wofiir eine Korrektur bei der Elementaranalyse vor-
genommen wurde.

Beschreibung. Flavoxanthin krystallisiert beim raschen Ab-
kiithlen aus Methylalkohol in biischelig vereinigten, schmalen
Prismen von goldgelber Farbe und blaulichem Oberflachenglanz;
bei langsamer Krystallisation erscheinen derbe, tief-lachsrote
Prismen, die reichlich Methanol enthalten (gef. bis zu 25% OCHS).
Schmelzp. 184° (korr., im Vakuum, BErL-Block; CH,OH.-frei).
[]&4 = -+ 190° (in Benzol). Wie beziiglich seiner Formel, so steht
das Flavoxanthin C,H.;0; auch bei dem Adsorptionsversuch
sowie bei der Entmischung zwischen Lutein C,H;0, und Viola-
xanthin C,H,0,: 70proz. Methanol nimmt aus Benzin (Siedep.
70—80°% das Lutein gar nicht, Flavoxanthin ein wenig (1:9),
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Violaxanthin starker (1:6) auf. Spektrum und Farbreaktionen:
S. 201.

Zur Konstitution. Flavoxanthin besitzt 11 Doppelbindungen
(katalytische Hydrierung) und 3 aktive Wasserstoffe. Demgema0
liegen alle drei O-Atome in Hydroxylen vor und ferner sind 2 Kohlen-
stoffringe zugegen. Die kurzwellige Lage der optischen Schwer-
punkte deutet darauf hin, daf in diesem Falle nicht siamtliche
Doppelbindungen liickenlos konjugiert sind.

8. Violaxanthin.

(Bruttoformel C, H;;0,, Konstitutionsformel unbekannt.)

In den Bliitenblattern des gelben Stiefmiitterchens (Viola
tricolor) ist nach KvEN und WINTERSTEIN (6) neben Quercitrin
ein Farbwachs enthalten, dessen Verseifung Violaxanthin liefert.
Violaxanthin kommt neben Xanthophyllen auch in anderen Bliiten
(T'ragopogon pratensis, Laburnum, Sinapts officinalis: KARRER und
NortHAFFT), vielleicht auch in Ranunculus acer (KuBN und
BROCKMANN 4), sowie in griinen Blattern (desculus hvppocastanwm.:
Kuvan, WINTERSTEIN und LEDERER), ferner in dem Fruchtfleisch
der Cucurbita maxima (ZECHMEISTER und TuzsoN 11) sowie in
Citrus poonensis, Carica papayes vor (Yamamoro und TiN 2, 3).
Es ist mit dem von TswerT als §-Xanthophyll bezeichneten, aber
nicht isolierten Farbstoff trotz dhnlicher Merkmale nicht identisch
(Kvexn und BroCKMANN 3, 4) und auch das Verhdltnis zum
»Phylloxanthin“ von KyLin (1, 2) ist unklar.

Nachweis. Das auffallendste Kennzeichen des Violaxanthins
ist die schone, tiefblaue Farbenreaktion mit Salzsiure, welche von
Xanthophyllen C,,H;,0, nicht gegeben wird, wohl aber von Fuco-
xanthin, Capsanthin, Capsorubin und Azafrin, voriibergehend auch
von Flavoxanthin 1.

DaBl die Reaktion nicht allein durch die groBle Anzahl von
Sauerstoffatomen bedingt ist, zeigt das negative Verhalten des
isomeren Taraxanthins C,,H;,0, (S. 208).

Man fithre die Probe mit verseiften Extrakten aus, da das Farbwachs
des Violaxanthins die Reaktion nicht gibt und wende stets Ather als Losungs-
mittel an. 18proz. Salzsiure nimmt aus Ather nichts auf, 19proz. 18t nach
einiger Zeit eine schwache Blaufdrbung an der Grenzschicht erkennen,
20,5proz. Sidure blaut die Grenzschicht sofort, stirkere Salzsiuren farben
sich momentan blau.

1 Dieselbe Reaktion geben die Xanthophylle der Orangenschale (Citrus
aurantium; VERMAST, vgl. ZECHMEISTER und TuzsoN 7) sowie der Mandarine
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Andere Farbenreaktionen: S.206. Charakteristisch ist auch
das Spektrum: der erste Schwerpunkt ist in Schwefelkohlenstoff
gegen Zeaxanthin um 19 uu, gegen Lutein um 7,5 yu nach dem
Kurzwelligen verschoben (Tabelle 37, S.207).

Mikrochemische Bestimmung wund Trennung von anderen
Carotinoiden nach KUuHN und BrockMANN (3): S.102 und 89.

Isolierung (KvEN und WINTERSTEIN 6). Die Bliiten, die fast
keine ,,Augen” (Anthocyan) besaBlen, von Stengeln und Kelchen
befreit und getrocknet waren, wurden fein vermahlen; 8000 Bliiten
lieferten 400 g Trockenpulver. Man hat je 100 g davon mit 600 cm?
Petrolither (Siedep. 30—50°) bei Zimmertemperatur, unter CO,
3 Tage lang aufbewahrt. Dann wurde abgesaugt, mit 200 cm?
Petroldther nachgewaschen und nochmals mit 400 cm® Petrol-
dther stehen gelassen. Das erschopfte Pulver ist von Quercitrin
gelb gefarbt, die Ausziige enthalten Ester des Violaxanthins, die
man durch Einengen auf 10 cm?® und Fillen mit 40 cm3® Methanol
als ein bald erstarrendes Ol abscheiden kann.

Die vereinigten Losungen in Petrolither (aus 100 g Bliitenmehl)
versetzt man mit 10 cm?® 10proz. Natriuméthylat und 20 cm3
99proz. Alkohol. Sollte dabei Entmischung stattfinden, so gibt
man noch absoluten Alkohol zu, bis die Lésung homogen geworden
ist. Unter Stickstoff 148t man iiber Nacht stehen und iiberzeugt
sich durch Entmischen einer Probe mit einem Tropfen Wasser,
daB die Verseifung vollstindig ist. Man entmischt dann durch
Zugabe von 20 cm? 90proz. Methanol und vervollstindigt die
Scheidung, indem man noch dreimal mit je 10 cm3 90proz. Methanol
durchschiittelt. Die vereinigten alkoholischen Ausziige werden
dreimal mit je 50 cm?® Petroldther extrahiert, wobei eine kleine
Menge des Violaxanthins in den Kohlenwasserstoff iibergeht.
(Diese wird daraus durch zweimaliges Entmischen mit je 5 cm3
90proz. Methanol gewonnen.)

Die gesammelten alkoholischen Losungen (80—90 cm?) iiber-
schichtet man im Scheidetrichter mit 50 cm?® Petrolither (Siedep.
60—709 und gibt unter Schiitteln bis zur milchigen Triibung
Wasser zu. Unter starkem Schiitteln fahrt man mit der Zugabe
von Wasser nunmehr tropfenweise fort, bis sich die, in der
Grenzschicht ausfallenden Krystalle nicht mehr vermehren oder

(Citrus madurensis; ZECHMEISTER und TuzsoN 8) und viele andere Drogen-
extrakte (Calendula officinalis, ZECHMEISTER und CHOLNOKY 13), womit aber
die Anwesenheit von Violaxanthin noch nicht eindeutig bewiesen ist.
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anfangen harzig zu werden. Nach einigem Stehen wird abgesaugt
und mit Petroldther (Siedep. 60—70°) nachgewaschen. Der Farb-
stoff wird noch feucht in etwa 5 cm® Methanol und 20 cm3 Ather
gelost. Nach dem Filtrieren dampft man vorsichtig ein, bis in der
Wirme die Krystallisation eben beginnt. Beim Erkalten scheiden
sich etwa 50 mg Violaxanthin aus, die bei 194° und nach Um-
krystallisation aus Methanol oder Schwefelkohlenstoff bei 198—199°
(korr.) schmelzen. Aus der Mutterlauge gewinnt man noch weitere
20 mg. Ausbeute: 0,05—0,07% des trockenen Bliitenpulvers.

Beschretbung. Aus Methanol: braungelbe, an beiden Seiten
abgeschrigte Prismen von monoklinem Habitus, ohne Metallglanz,
ohne Krystallmethylalkohol. Unter dem Mikroskop erscheinen
die Kreuzungsstellen dunkler, nicht feurigrot, an den Enden fehlen
schwalbenschwanzférmige Einkerbungen. Die Krystalle erinnern
weit mehr an Zeaxanthin als an Lutein (Abb. 59, S. 293, farbige
Wiedergabe bei Karrer und WEHRLI 2). Die Strichfarbe auf
weilem Ton stimmt mit derjenigen der genannten Xanthophylle
iiberein. Besonders schon, in !/, em langen, glinzenden, rotlich-
braunen SpieBen krystallisiert Violaxanthin langsam aus Schwefel-
kohlenstoff. Auch eine Mischung von wenig Ather und Methanol
ist sehr geeignet. Schmelzp. 199—199,5¢ (korr., unter Zer-
setzung)!. Violaxanthin ist rechtsdrehend, aber viel schwicher
als Lutein: [«]&} = + 35° (in Chloroform).

Farbenreaktionen. In konzentrierter Schwefelsdure 16st sich
Violaxanthin mit tief-indigoblauer, in konzentrierter Ameisenséure
mit tiefblauer, in kaltem Eisessig langsam mit grasgriiner Farbe
(Lutein bleibt auch in heilem Eisessig gelb). Die &therische
Losung wird durch Pikrinsiure in Ather nach etwa 2 Minuten
oliv, nach 5 Minuten bestdndig grasgriin (Lutein gibt in 24 Stunden
keine Farbreaktion mit Pikrinsdure). Das Verhalten gegen Salz-
sdure wurde oben besprochen; weitere Farbenreaktionen siehe
im Original.

In bezug auf die Entmischung zwischen wiallirigem Methyl-
alkohol und Petrolither nimmt Violaxanthin eine Mittelstellung
zwischen Lutein und Fucoxanthin ein: 10 em3 gleich konzentrierte
Losungen in Ather 4 Petrolither (1:1) wurden viermal mit je
2 em? 70proz. Methanol ausgeschiittelt, wobei etwa doppelt soviel
Violaxanthin als Lutein in die Unterschicht ging. Nun hat man die

1 KarreR und Morr (4) geben einen um 8° hsheren Schmelzpunkt an.
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beiden alkoholischen Lésungen mit 5cm3 Ather 4+ Petrolither
extrahiert: Lutein ging quantitativ, Violaxanthin nur zum Teil
in die Oberschicht.

Tabelle 36 zeigt, dall das Violaxanthin in manchen seiner
Eigenschaften zwischen Lutein und Fucoxanthin steht.

Tabelle 36. Vergleich von Lutein, Violaxanthin und Fucoxanthin
(KuaN und WINTERSTEIN 6).

Lutein Violaxanthin | Fucoxanthin

Formel . . . . . . . .. CyoHs0 CyoH;60 CyoH;5604
Loslichkeit in siedendem w e

Methanol . . . . . . 1:700 1:400 1:60
Entmischung (70proz. Me-

thanol und Petrolather) alles oben teils oben | fast alles unten
Pikrinsgure in Ather. . . |keine Reaktion | Salzbildung | Salzbildung
25proz. Salzsaure . . |keine Reaktion | Blaufairbung| Blaufarbung
30proz. alkoholisches Kali | unverdndert |unverindert | stark verindert

Spektrum. In bezug auf die Absorptionsbédnder geht das Ver-
héltnis zu Zeaxanthin und Lutein (aus 7Tagetes) aus Tabelle 37
hervor; die Binder des Violaxanthins sind besonders scharf.

Tabelle 37. Vergleich der Absorptionsspektren von Zeaxanthin,

Lutein und Violaxanthin (optische Schwerpunkte in 1-mm-Cuvetten,

unter Verwendung von Kupferoxydammoniak als Blaufilter bestimmt;
KunN und WINTERSTEIN 6).

Zeaxanthin Lutein Violaxanthin
g {ge

l 519,0 508,0 500,5.
In Schwefelkohlenstoff. . . 482,0 475,0 469,0
| 450,0 445,0 440,0
. 483,0 476,0 471,56
In Athylalkohol. . . . . . 451,56 446.5 442,56
423,5 420,0 417,6

Absorptionsmaxima des Violaxanthins in Chloroform: 482,
451,5 yy, in Benzin: 472, 443 yu, in Methanol: 469, 440 uu.

Chemisches Verhalten und Konstitution. Die katalytische Hy-
drierung zeigt 11 Doppelbindungen an (der Perhydrokorper ist
ein farbloses, zahes, linksdrehendes Ol). Die Sauerstoffatome
miissen zumindest teilweise, wie im Xanthophyllmolekiil, als
OH-Gruppen vorliegen, um die Veresterung mit Fettsiuren erklaren
zu kénnen. Nach dem Ergebnis einer ZEREWITINOFF-Bestimmung
scheinen alle vier O-Atome Hydroxylen anzugehéren (KuaN und
WINTERSTEIN 6), in den Versuchen von KARRER und Morr (4)
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konnten jedoch auf diesem Wege nur drei aktive Wasserstoff-
atome nachgewiesen werden, und zwar sowohl im Farbstoff als
im Perhydrokorper. Nach der Methode von CrIEGEE (1,2, S.59)
behandelt, wurde Perhydro-violaxanthin von Bleitetraacetat nicht
angegriffen, woraus folgt, da8 cis-stdndige benachbarte Hydroxyle

fehlen (KARRER, ZUBRYS und MoRF). Nach

CHS"/C(\‘CHs KARRER und MorF (4) liefert Violaxanthin

CH,0—CH=... beim Abbau mit Permanganat, wie Xantho-

| phyll und Zeaxanthin ax-Dimethylbern-

HO—CH C—CH, steinsdure und enthélt wahrscheinlich, wie
NS . R

- CH jene, ein Ringsystem nebenstehender Form.

9. Taraxanthin.
(Bruttoformel C,,H,;0,, Konstitutionsformel unbekannt.)

Dieses Isomere des Violaxanthins wurde von KuEN und LEDERER
(3) in den Loéwenzahnbliiten (Taraxzacum officinale) entdeckt, die
auch Xanthophyll von der Zusammensetzung C,,H;0, fiihren
(KARRER und SaromoN 4). ParmEer (1, dort S.70) hat in der
Droge neben viel Carotin mindestens drei Xanthophyllkomponenten
spektroskopisch nachgewiesen, wahrscheinlich liegt auch Viola-
xanthin vor. Alle diese Farbstoffe sind verestert und bilden ein
Polyenwachs. Gleichfalls als Ester ist Taraxanthin in den Bliiten
des Huflattichs (7Tussilago farfara) enthalten und wurde von
KARRER und MorF (5) daraus isoliert. Denselben Farbstoff er-
hielten KuaN und LEDERER (6) aus den Bliiten des Leontodon
autumnalis und Impatiens noli me tangere (Springkraut, Balsamine).
Das letztere Pigment besteht fast ausschlieBlich aus Taraxanthin,
das nur einen Bruchteil des Sonnenblumenfarbstoffes (Helianthus
annuus) ausmacht (ZECHMEISTER und Tuzson 9). Vgl. auch 8. 76.

Mikrochemische Bestimmung und Tremnung des Taraxanthins
von anderen Carotinoiden nach KuaN und BrRockMANN (3): S. 89
und 102.

Isolierung. @) Aus Lowenzahn (KUHN und LEDERER 3). Bei
der verwickelten Zusammensetzung des Gesamtxanthophylls ge-
lingt es nicht, die einzelnen Komponenten durch Krystallisations-
methoden zu trennen. Es wurde daher ein krystallisiertes Xantho-
phyllgemisch (im weiteren Sinne) isoliert und mit Hilfe der chro-
matographischen Adsorptionsmethode zerlegt:

Die Droge (15000 Bliiten ohne Kelche, getrocknet und gemahlen) = 850 g
wurde mit einem Gemisch von je 2 1 Aceton und Petrolither (Siedep. 30—50°)
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unter CO,, bei Zimmertemperatur extrahiert (3 Tage), nachgewaschen und
das Filtrat mit Wasser entmischt, wobei aller Farbstoff in die obere Schicht
ging. Die letztere hat man von Aceton durch Auswaschen befreit und dann
mit 90proz. Methanol durchgeschiittelt, schlieflich mit 100 em® 5proz.
alkoholischem Kali und 200 cm? absolutem Alkohol versetzt und 4 Stunden
geschiittelt. Bei der Entmischung durch Wasser ging ein Teil der Farbstoffe
in die Unterschicht. Der Rest wurde durch Wiederholung der Hydrolyse
(14 Stunden) in freies Xanthophyll verwandelt.

Die erste alkoholische Lésung hat man mit Benzin (Siedep. 70—80°)
iiberschichtet und durch Zusatz von Wasser den Farbstoff zusammen mit
viel Farblosem gefallt. Durch Krystallisation aus Methanol lieB sich ein
Teil der Begleitstoffe entfernen. Der in der Mutterlauge enthaltene Farb-
stoff wurde, nach Uberschichten mit Benzin, durch Wasser erneut in der
Grenzschicht ausgefallt. Bei der Behandlung mit Aceton blieb die Haupt-
menge der Begleitstoffe ungelést. Die Acetonlésung wurde verdampft, der
Farbstoff zwischen Methanol-Petrolither entmischt, ausgefallt und aus
Ather 4+ Methanol umkrystallisiert. Ausbeute: 10 mg. Glitzernde Prismen.
Schmelzp. 179—180° (korr.).

Die zweite alkoholische Losung war viel d4rmer an Begleitstoffen und
lieferte nach Uberschichten mit Benzin auf Zusatz von Wasser 250 mg
Xanthophyll. Nach Umscheidung aus Methanol ergab die Mutterlauge
155 mg glinzende Prismen, die Analysenwerte zwischen C,H;0, und
CyoH5s0, lieferten.

Je 40 mg Farbstoff wurden in 25 cm® Benzol + 75 cm? Benzin gelost
und durch eine Sdule von Calciumcarbonat (Durchmesser 10 cm, Hohe 15 ¢cm)
gesaugt. Es wurde mit 21 Losungsmittelgemisch nachgewaschen und die
10 cm breite Farbschicht in 5 Zonen zerlegt, die nach dem Eluieren mit Methanol
in der Reihenfolge von oben nach unten die folgenden Schwerpunkte (in CS,)
ergaben: I. 502, 472 pu; II. 502, 469 pu; IT1. 504, 471 up; IV. 507, 474 up;
V. 508, 475 yu. Der Farbstoff der Zonen I und II wurde vereinigt und unter
Benzin mit Wasser ausgefallt. Nach dem Trocknen hat man das Priparat
in 25 cm® Benzol 4 75 cm® Benzin gelost und den Adsorptionsversuch
wiederholt. Die nun erhaltenen Farbzonen II—V wurden mit Methanol
eluiert, vereinigt, unter Benzin mit Wasser gefdllt und aus Methanol um-
krystallisiert. Ausbeute: 40 mg Taraxanthin, aus 200 mg krystallisiertem
Xanthophyllgemisch.

b) Aus dem Springkraut (KueN und LEDERER 6). Einfacher
und ergiebiger gestaltet sich die Isolierung des Taraxanthins aus
Impatiens noli me tangere: 500 Bliten wurden bei 40° getrocknet
(30 g), fein vermahlen, in 500 cm® Petrolither (Siedep. 30—50°)
iber Nacht stehen gelassen, genutscht und mit Petroldther nach-
gewaschen. Die Verseifung des Farbwachses geschah in homogener
Phase, mit Hilfe von alkoholischem Kali und Athylalkohol iiber
Nacht (vgl. KuaN, WINTERSTEIN und LEDERER). Dann wurde
durch Wasserzusatz entmischt und die Oberschicht noch dreimal
mit 90proz. Methanol ausgeschiittelt, wobei der Farbstoff bis auf

Zechmeister, Carotinoide. 14
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Spuren nach unten ging. Nun hat man das Taraxanthin aus
den vereinigten holzgeistigen Ausziigen, nach Uberschichten mit
Petroldther, durch vorsichtigen Zusatz von Wasser gefillt, das
Rohprodukt nach einigen Stunden abgesaugt und farblose Be-
gleiter durch dreimaliges Auskochen mit Benzin entfernt. Mit
dem in Methanol geldsten Priparat wurde die beschriebene Fillung
noch einmal vorgenommen. Zur volligen Reinigung dienten
Umbkrystallisationen aus Methylalkohol + etwas Ather, schlieBlich
aus Methanol allein.
Reinausbeute : 4 mg.
Beschreibung. Kup-
frig glinzende, abge-
schrigte, feine Prismen
Z U bzw. Tafeln, die unter
dem Mikroskop braun-
stichig gelb erscheinen.
Die Kreuzungsstellen
" sind dunkler, aber nicht
\ rot (Abb. 58, S. 293,
farbige Aufnahme bei
\\ KARRER und WEHRLI

x 1y
30-70%

g5 7 pr 700 A Gge) 2). Schmelzp. 184,5 bis
. 185,5° (korr.). Stark

Abb. 32. Absorptionskurve des Taraxanthinsin CS,, 24
nach KUHN und LEDERER. rechtsdrehend :  [«] éd

= 4 200°. Die Los-
lichkeit ist dem Violaxanthin sehr dhnlich, ebenso auch die Farbe,
wesentliche Unterschiede bestehen jedoch im Schmelzpunkt, Dreh-
vermdgen und Basizitdt, wihrend die Absorptionsspektren iiber-
raschend zusammenfallen (Tabelle 38):

Tabelle 38. Vergleich von Taraxanthin und Violaxanthin.

[e]; 5 Optische
Schmelzp. vl 25proz. HCl + P
(korr.) (in Tssig- |parbstoff in Ather Schwerpunkte
ester) (in C8,)

Taraxanthin | 184-—185° + 200° | keine Reaktion'| 501, 469, 441 uu
Violaxanthin | 199—199,5°| -+ 35° Blaufarbung | 00,5, 469, 440 uu

Schwerpunkte in Benzin fir beide Farbstoffe: 472, 443 uu
(KuHN und BROCKMANN 3). :

! Fiir einen Augenblick kann Blaufirbung auftreten.
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Zur Konstitution. In Ubereinstimmung mit den gelben Blatt-
farbstoffen, ferner mit Violaxanthin, bindet das Taraxanthin
11 Mol. Wasserstoff bei der katalytischen Hydrierung. Es ergibt
nach ZEREWITINOFF 3—4 aktive H-Atome; danach sind 3—4 Hydr-
oxyle im Molekiil anzunehmen, das im Hinblick auf die Zusammen-
setzung des Perhydrokérpers 2 Ringe enthalten muB.

Die Isomerie von Taraxanthin und Violaxanthin ist nach
Kuny und LEDERER (3) von anderer Art als die von Lutein und
Zeaxanthin. Die letzteren sind in ihren Absorptionsspektren deut-
lich verschieden, wonach das chromophore System konjugierter
Doppelbindungen Unterschiede aufweisen muf. Die beiden
Xanthophylle mit vier Sauerstoffatomen zeigen dagegen nahezu
iibereinstimmende Spektren, so daf sie sich vermutlich nur durch
die Stellung der Hydroxylgruppen unterscheiden. Durch die un-
gleich gestellten Hydroxyle wiren die Unterschiede im Drehver-
mogen und das abweichende Verhalten gegen Salzsdure erklirt.

10. Fucoxanthin.
(Bruttoformel C, H;,0,, Konstitutionsformel unbekannt.)

Polyene sind auch in Algen verbreitet, wie dies z. B. aus dem
neuen Sammelbericht von BorEscH hervorgeht. Es liegen auf
diesem Gebiete zahlreiche capillaranalytische Beobachtungen
namentlich von Kyrin (3—8) vor, aber das in der Tabelle 39
zusammengefafite Ergebnis harrt noch der préparativen Bestéati-
gung. Mit Ausnahme des Carotins, Xanthophylls und Fuco-
xanthins ist sogar die Zusammensetzung der nachgewiesenen
Pigmente unbekannt, wie iiberhaupt das chemisch-analytische
Studium des Algenfarbstoffs mit den, bei héheren Pflanzen erreich-
ten Resultaten nicht Schritt gehalten hat. Man darf dies teils auf

Tabelle 39. Ergebnisse der capillaranalytischen Untersuchung von
Algencarotinoiden (nach KyLin 7).

' 5 =] .,
g | .8 o8] g IS Y- 1 R - I
k<] S5 | =n ST 92| 98| =2 ok | & &8
© |93 %E|5E| &5\ 48 %5 85 2 | &2
5|9 F5| 2R| AR | H5 | £5 5| & | &S
© i S g " RIS g
Griine Algen . . .| +  —  + | + | — | — | + | —| — | —
Rhodophyceae + =+ = = = =] = —
Cyanophyceae . .| + + | — | — |+ |+ | — | —| — | —
Phiaophyceae . . . | + | — | — | + | — | — | + | + | — | +
Diatomeae . . . .| +  — | — | 4+ — | — 4+ | 4+ 1=+
Peridineae . . . .| 4+  — | — | — | — | — 4+ ! ——11 + | —
. : i | i
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>
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die Schwierigkeit der Materialbeschaffung zuriickfithren, um so
mehr als die Isolierung des Pigments oft nur aus frischen Algen
gelingt.

Pigmente unbekannter Zusammensetzung beiseite lassend, sei
hier der Braunalgenfarbstoff Fucoxanthin C,H ;O besprochen, das
seit der grundlegenden Arbeit von WILLSTATTER und PacE das
einzige spezielle Algencarotinoid geblieben ist, mit bekannter empi-
rischer Formel! und mit wohldefinierten Merkmalen des krystalli-
sierten Priparates. Da die Eigenschaften des Fucoxanthins harmo-
nisch an die iibrigen Polyene sich anschliefen, wére es von pflanzen-
physiologischem Interesse, diese Beziehung mit Strukturformeln
zu belegen. Vielleicht wire dann ersichtlich, wo der Weg der
natiirlichen Polyensynthese unter den besonderen Lebensbedin-
gungen der Braunalgen von demjenigen der héheren Landpflanzen
abzweigt. Als ein erster Schritt in dieser Richtung darf die Ein-
ordnung des Fucoxanthins in die folgende Reihe gewertet werden:

Carotin Cy,H,; — Kryptoxanthin, Rubixanthin C,H;;0 —
Xanthophylle C,,H;;0, - Flavoxanthin C,,H,0, - Taraxanthin,
Violaxanthin C,H;;0, - Fucoxanthin C, H,Os.

Die nachfolgenden Angaben stammen, falls nichts anderes ver-
merkt ist, von WILLSTATTER und PAGE.

Yorkommen. Entgegen dlteren Ansichten, enthalten die Phéo-
phyceen (z. B. Fucus vesiculosus, F. virsoides, Dictyota, Cystosira,
Laminaria, aus Skandinavien, England, Istrien) dasselbe Chloro-
phyll wie die Landpflanzen, welches — wie dort — von mehreren
Polyenen begleitet wird. Wihrend aber das Chlorophyll hoherer
Pflanzen im wesentlichen nur mit Carotin und Xanthophyll ver-
gesellschaftet ist, kommt in den Braunalgen (und nach Kyrix 7
auch in Diatomeen) der ansonsten kaum beobachtete Spezialfarb-
stoff Fucoxanthin hinzu, dessen Menge die beiden anderen iiber-
trifft. AuBerdem zeigt das-Braunalgenpigment noch zwei Besonder-
heiten: 1. besteht sein Chlorophyll fast ausschlieflich aus der
Komponente @ und 2. enthalten die Chromatophoren ungewdhn-
lich wenig Chlorophyll, dafiir aber viel mehr Carotinoid als das
grime Blatt. Das molekulare Verhiltnis griine/gelbe Farbstoffe
betrigt hier ndmlich rund 1, statt wie sonst 3 bis 5 (Tabelle 40
und 41, S. 213).

1 'WiLLSTATTER und PAGE bevorzugten den Ausdruck C,oH; 04, der von
KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI, PIEPER und MorF in C,,H;;0,; abgedndert
wurde.
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Tabelle 40. Gehalt der Braunalgen an Chlorophyllund Carotinoiden
(WILLSTATTER und PAGE).

g Farbstoff o
in 1 kg frischer Algen in 1 kg trockener Algen

Gattung b . 8 S| - o , 8 =] -

R |8 %3 || E g2 | 3 | £R

AR A AR

Fqcus ..... 0,503t 0,169 | 0,089 | 0,087 | 1,765 | 0,593 | 0,312 | 0,305
chtyotq .. . .}10,640 | 0,250 | 0,057 | 0,063

Laminaria . . .| 0,185 0,081 | 0,006 | 0,038 | 1,202 | 0,528 | 0,038 | 0,247

Tabelle 41. Molekulares Verhaltnis zwischen Chlorophyll und den
gelben Farbstoffen in Braunalgen (WILLSTATTER und PAGE).

Gattung l Chlorophyll : Carotinoide[ Carotin : Xanthophyll : Fucoxanthin

Fucus . . ‘ 0,95

i 1,08:1:1,75
Dictyota . .| 1,20 0,77 : 1 : 3,60
Laminaria . 1,07 0,16 : 1:1,92

Es ist merkwiirdig, daBl von den beiden Chlorophyllen das
O-reichere fast fehlt, wihrend das sauerstoffreichste Carotinoid in
groBen Mengen vorhanden ist — ein Befund, dem eine noch unauf-
gedeckte pflanzenphysiologische Bedeutung zukommen kann.

Quantitative Bestimmung der vier Braunalgen-
farbstoffe.

Die frischen Algen werden zwischen Filtrierpapier abgedriickt
und mit der Syenit-Walzenmiihle fein vermahlen2. Nachdem ein
Teil zur Bestimmung der Trockensubstanz verwendet worden,
verreibt man 40 g mit 200 g (oder nétigenfalls mit mehr) Sand und
mit 50 cm?® 40proz., dann mit weiteren 50 cm?® 30proz. Aceton.
Nach dem Uberfiihren in die Nutsche und Vorextrahieren mit
mehr 30proz. Aceton, wird der gesamte Farbstoff mit wasser-
freiem Aceton ausgezogen, bis das Filtrat farblos ablauft. Aus dem

1 Menge von Chlorophyll a allein, diese Zahl ist also um héchstens 5%
zu niedrig.

2 Besonders zihe und schleimige Algen (z. B. Laminaria) lassen sich
so nicht verarbeiten. Sie werden in kleine Stiicke zerschnitten; man entfernt
die Schleime durch wiederholte Vorextraktionen mit 30proz. Aceton. Hierauf
wird der mit der Fleischhackmaschine erhaltene Brei mit Sand vermengt
und von dem Farbstoff durch langdauernde Extraktion mit 95proz. Aceton
befreit; die letzten Pigmentspuren gehen beim Stehen mit wasserfreiem
Aceton heraus.
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Extrakt 148t sich das Pigment mit 300 cm?® Ather und Verdiinnen
mit destilliertem Wasser in édtherische Losung bringen, die durch
vorsichtiges Waschen mit destilliertem Wasser vom Aceton befreit
und dann mit 1 Vol. Petrolather (Siedep. 30—50°) vermengt wird.

Zur Abtrennung des Fucoxanthins schiittelt man viermal mit
dem gleichen Raumteil petrolather-gesittigten, 70proz. Methanol
und halt jedesmal durch Zusatz von Ather das Volumen der Ober-
schicht konstant. Zur Entfernung von mitgegangenem Xanthophyll
werden die vereinigten Extrakte einmal mit Petrolither 4 Ather
(6:1) gewaschen. Man engt den letzteren Auszug im Vakuum
auf 250 cm3 ein, vermischt mit 250 cm® Ather und extrahiert
zweimal mit je 500 cm3 petrolitherhaltigem 70proz. Methanol.
Die neuen holzgeistigen Ausziige werden zu den fritheren gegeben
und die dther-petroldtherische Restlosung zur Hauptlosung. Von
der letzteren dient dann die eine Hélfte zur Bestimmung des Chloro-
phylls, die andere zur Trennung und Bestimmung von Carotin und
Xanthophyll.

In der methylalkoholischen Lésung ist nur das Fucoxanthin
enthalten. Man fiihrt es durch Wasserzusatz in 250 cm® Ather
iiber, befreit den letzteren durch Waschen vom Methylalkohol
und vergleicht mit einer waBrigen Kaliumbichromatlésung (2g pro 1)
im Colorimeter: 5107 Mol. Fucoxanthin in 11 Ather sind in
einer 50 mm-Schicht mit 85 mm Bichromat farbgleich.

Isolierung des Fucoxanthins.

a) Nach WILLSTATTER und PacE, mneben Chlorophyll. Die
frischen Braunalgen sind gewéhnlich in Portionen von 15—20 kg
verarbeitet worden. Das Material wurde durch eine Walzenmiihle
mit Maschinenantrieb ganz grob gemahlen und sofort !/, bis héch-
stens 1/, Stunde lang unter hdufigem Umriihren in 40proz. Aceton
eingelegt (21 fiir je 1 kg Algen). Dann saugt man auf groflen Nut-
schen ab und entfernt noch vollsténdiger die schleimige Fliissigkeit
durch Abpressen unter 300 Atm. Die zwischen den Steinwalzen
nun viel feiner gemahlenen Algen werden (um allzu grofie Ver-
diinnungen zu vermeiden) in Portionen entsprechend 3 kg Aus-
gangsmaterial fiinfmal in folgender Weise extrahiert!: Man fillt
sie in Filtrierstutzen, rithrt mit 31 85proz. Aceton an und saugt

1 Alle Extrakte sind rasch und tunlichst unter Luftabschlufl aufgearbeitet
worden ; man lasse sie nur im Dunkeln, in vollen, gut verschlossenen Gefaflen
stehen.
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ab. Das einmal ausgezogenc Mehl kommt in den zweiten Filtrier-
stutzen, wird mit neuen 3 1 Aceton angesetzt und wieder abgesaugt.
Das zweite Filtrat (nicht etwa schon das erste) dient zum ersten
Extrahieren der zweiten Portion. Die erste Algencharge wandert
in den dritten Stutzen, ihr dritter Extrakt dient zur zweiten Ex-
traktion der zweiten Portion usw , bis jede 3 kg-Menge fiinfmal aus-
gezogen ist. (Der fiinfte Extrakt jeder Charge dient zum vierten
Extrahieren der folgenden, zum dritten der iibernichsten usw.)
Aus den Extrakten féllt, wenn sie in frisches Mehl kommen
(infolge der Verdinnung durch den Wassergehalt) Chlorophyll aus,
das erst bei einer folgenden Extraktion wieder in Losung geht.
Daher sind alle ersten Ausziige gelbbraun und werden nur auf
Fucoxanthin verarbeitet. Alle zweiten bis fiinften Extrakte, welche
olivgriin, dann rein griin sind, vereinigt man (z. B. 251 aus 20 kg
Algen) und féllt daraus, in 4 l-Portionen, durch Anriihren mit
Talk und vorsichtiges Verdiinnen mit der eben erforderlichen
Menge Wasser, das Chlorophyll aus. Der zweckmiBige Grad der
Verdiinnung ist jeweils so auszuprobieren, dafl das Fucoxanthin
zum groBten Teil in Losung bleibe (z. B. 3—4 Vol. Wasser auf
10 Vol. Extrakt). Man nutscht ab, wischt zuerst mit 65proz.
Aceton und dann einmal mit 60proz. Alkohol. Das Chlorophyll
bleibt im Talk zuriick, wahrend samtliche Filtrate (401 aus 20 kg
Algen) zusammen mit den ersten (nur Chlorophyllspuren enthalten-
den) Extrakten (s. oben) fiir die Isolierung von Fucoxanthin dienen.
Man triagt 4 1-Portionen in je 11 eines Gemisches aus Petrol-
ather (Siedep. 30—50% und Ather (3:1) ein und schiittelt mit
1,51 Wasser durch. Die wélrig-acetonige Unterschicht ist nur
schwach gelblichgriin. Die tief orangegelben Oberschichten werden
durch sehr vorsichtiges Waschen (Emulsionen!) von Aceton
befreit und im Vakuum bei Raumtemperatur bis auf 500 cm?
Gesamtvolumen eingedampft. Dabei konnen schon Flocken von
Fucoxanthin ausfallen; man verdiinnt wieder mit 0,51 Ather.
Zur Trennung von Xanthophyll schiittelt man etwa viermal
vorsichtig mit je 11 70proz. Holzgeist (mit Petroldther gesittigt)
und noch zweimal mit je !/, 1. Aus den vereinigten, dunkelbraunen
Unterschichten entfernt man mitgefithrtes Xanthophyll durch
einmaliges Schiitteln mit 1 Vol. Petrolidther + Ather (5:1). Da
diese Waschfliissigkeit etwas Fucoxanthin mitnimmt, wird sie im
Vakuum auf einige Hundert cm?® eingeengt, mit 1 Vol. Ather ver-
diinnt und zweimal mit 70proz. Holzgeist ausgezogen (diese letzten
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Ausziige werden auch mit Petrolither + Ather, wie oben, ge-
waschen).

Aus allen holzgeistigen Losungen wird das Fucoxanthin durch
vorsichtigen Wasserzusatz, portionsweise in viel Ather iibergefiihrt,
worauf man die filtrierte Losung bei niedriger Temperatur auf
etwa 200 cm? einengt (fast Sirupdicke). Auf Zusatz von hochstens
11 niedrigsiedendem Petrolather fallt das Fucoxanthin (Reinheits-
grad 85%) in ziegelroten Flocken aus. Ausbeute 2 g (= Halfte des
colorimetrisch ermittelten Gehaltes). Beim Umkrystallisieren aus
Methanol geht etwa !/, davon verloren.

Es ist ungiinstig, getrocknete Braunalgen auf Fucoxanthin zu verarbeiten
und ist das Algenmehl mehr als einige Wochen alt, so gelingt die Isolierung
meist nicht mehr. Immerhin geben WirLLsTATTER und PAGE kurz das folgende
Verfahren an: Man extrahiert das Mehl im Perkolator mit Sprit und entfernt
das Chlorophyll nebst anderen Stoffen durch Entmischen von je 4 1 Perkolat
mit 0,751 Petrolither. Das Pigment wird aus der Unterschicht in Benzol
iibergefiihrt, das letztere im Vakuum eingeengt und mit Petrolither verdiinnt.
Hieraus wurde das Fucoxanthin mit 65proz. Alkohol ausgezogen, der wein-
geistige Extrakt ausgedthert, die Atherlosung im Vakuum konzentriert und
mit Petrolather gefallt. Die Ausbeute an Fucoxanthin ist schlecht und das
Praparat unrein (noch xanthophyllhaltig).

b) Vereinfachte Isolierung von Fucoxanthin allein, aus Fucus
vesiculosus (KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI, PIEPER und MORF).
15 kg in der Fleischhackmaschine zerkleinerte, lufttrockene Algen
wurden mit 221 90proz. Alkohol nach mehrmaligem Umriihren
iiber Nacht stehen gelassen und auf Koliertuch abgenutscht. Die
Loésung hat man in zwei Portionen nacheinander in 31 Petrol-
dther gegossen, durchgeschiittelt und mit 11 Wasser verdiinnt.
Nach vierstiindigem Stehen befand sich der grofite Teil des Chloro-
phylls im Petrolather, wihrend die alkoholische Unterschicht rein
braun gefarbt war. Zur vollstindigen Abtrennung des Chloro-
phylls ist es zweckmifBig, nochmals mit 31 Petroldther auszu-
schiitteln.

Nun wurde die alkoholische Losung mit 1,5 Vol. destilliertem
Wasser gut vermischt, zum Abschlufl der Luft mit wenig Petrol-
ather tiberschichtet und 24 Stunden stehen gelassen. Der grofite
Teil des Fucoxanthins hat sich an der Oberfliche als brauner
Niederschlag angesammelt und der kaum gefirbte, untenstehende
Flissigkeitsanteil konnte abgelassen werden. Jetzt hat man abge-
nutscht, das Rohfucoxanthin in warmem Methylalkohol gelost
und mit 1 Vol. Wasser gefillt. Es wurde in moglichst wenig sieden-
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dem Methylalkohol aufgenommen und die Lisung heil3 filtriert.
Nach dem Erkalten schied sich ein betrichtlicher Teil des pracht-
voll krystallisierten Farbstoffes aus. Der Rest wurde durch Zusatz
von wenig Wasser nach zwolfstiindigem Aufbewahren im Eis-
schrank abgeschieden. (Der letztere Anteil bedarf weiterer Krystalli-
sation aus absolutem Methanol.) Reinausbeute 2g. Fiir die
Analyse krystallisiert man aus Ather + Petrolither um. Es ist
zweckmafig, alkoholisch-wéfBrige Losungen zum AbschluB der Luft
jeweils mit Petroldther zu iiberschichten.

Beschreibung. Aus Methylalkohol umkrystallisiert, bildet das
Fucoxanthin lange, braunrote Prismen mit bldulichem Metallglanz.
Unter dem Mikroskop ist die Farbe bernsteingelb, an Kreuzungs-
stellen braun. Das Pulver ist ziegelrot. Diese Krystalle enthalten
3 Mole CH,0H, der im Vakuumexsiccator vollstindig entweicht;
dabei wird die Substanz hygroskopisch und gibt aufgenommenes
Wasser auch im Vakuum erst bei erhohter Temperatur ab. Stellt
man alkoholische oder acetonige Fucoxanthinlésungen in Kohlen-
dioxyd iiber Wasser auf, so erscheinen grofle, blaulich glinzende,
dunkelrote, regelmifBig sechseckige Tafeln, die mikroskopisch
betrachtet citronengelb bis rot erscheinen, je nach der Dicke; sie
enthalten 2 Mol. Krystallwasser, das im Hochvakuum, bei 105°
abgegeben wird (Abb. 60—61, S. 293, farbige Aufnahme bei KARRER
und WEHRLI 2).

Die beiden Krystallformen lassen sich ineinander iiberfithren:
Fillt man Fucoxanthinlésungen (in Athyl-, Methylalkohol oder
Aceton) mit Wasser, so erscheinen Néadelchen, die innerhalb
5 Minuten in der Fliissigkeit in die Sechsecke iibergehen. Werden
die letzteren im Hochvakuum getrocknet und mit Methanol in
Beriihrung gebracht, so verwandeln sie sich sofort in die Prismen
der Verbindung mit Methylalkohol. Ohne Krystallflissigkeit er-
scheint der Farbstoff in Form von derben Nadeln, wenn in die ab-
solut-dtherische Losung niedrigsiedender Petrolather eingetraufelt
wird. Holzgeist ruft sofort die Prismenform (mit 3 CH;OH) hervor.

Der Schmelzpunkt des Fucoxanthins (159,5—160,5° Kkorr.)
wird nur mit Krystallisationen aus Ather + Petrolather richtig
gefunden, welche im Hochvakuum bei 105° getrocknet worden
sind. Ahnlich behandelte methylalkoholhaltige Priparate schmelzen
um etwa 10° niedriger und weniger scharf.

In seinen Lislichkeitsverhdltnissen steht das Fucoxanthin natur-
gemafl dem Xanthophyll niher als dem Carotin, Es 16st sich recht
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schwer in Ather, ziemlich leicht in Schwefelkohlenstoff, reichlich
in Athylalkohol. Kochendes Methanol 16st das Fucoxanthin im
Verhéltnis 1:60, also viel reichlicher als Zeaxanthin (1:1550),
Xanthophyll (1:700) oder Violaxanthin (1:400). Bei 0° betrigt
die Loslichkeit 1:250. Rohprodukte sind bedeutend leichter
l6slich. Die dtherische Losung ist orangegelb, rein gelb tingierend,
die alkoholische rotstichig (braunlichgelbe Tinktion); in Schwefel-
kohlenstoff ist die Farbe viel roter. Fluorescenz wird nirgends
beobachtet. Das Verhiltnis der Farbstirken Carotin (in Petrol-
dther) : Xanthophyll (in Ather) : Fucoxanthin (in Ather) betrigt
abgérundet 1,25:1:2.

Das Spektrum ist demjenigen des Xanthophylls dhnlich, aber
weniger scharf und weist am Ende des Sichtbaren eine viel
weiter ins Indigblau reichende Adsorption auf, so dafl schon bei
méiBiger Konzentration (5 mg pro Liter Alkohol) eine verschwom-
mene Absorption von 498 yu bis zum Ende beobachtet wird. Bei
einer Schichtdicke von 10 mm gibt die Losung Béinder zwischen
492—476 bzw. 467—451 yu, die optischen Schwerpunkte diirften
also ungefdhr bei 484 und 459 yu (in Alkohol) liegen, wihrend die-
selben Zahlen fiir Chloroform 492 und 457 yu betragen (EULER,
KARRER, KLussMaNN und MoORF).

Das Verhalten des Fucoxanthins bei der Entmischung ist charak-
teristisch und wird zur Scheidung vom Xanthophyll verwertet
(Nédheres Tabelle 42).

Tabelle 42. Verteilung von Xanthophyllund Fucoxanthin zwischen
Ather + Petroldther (1 :1) und Holzgeist (nach WILLSTATTER und

PAGE).
Prozent- Xanthophyll Fucoxanthin
g%ldlalg dles gewaschen mit gewaschen mit
Mothyl: Extrahiert Ather+Petrol- | Extrahiert | Ather+Petrol-
asxono ather ather
65 beinahe nicht — in 5 Malen —
grofitenteils
70 spurenweise | fast alles wird | fast ganz in | ein wenig wird
abgegeben 3 Malen abgegeben
75 sehr deutlich | fast alles wird | quantitativin | ein wenig wird
abgegeben, 3 Malen abgegeben

Fucoxanthin, Violaxanthin und Xanthophyll lassen sich rasch

durch Verteilung zwischen Petroldther und 70proz. Methylalkohol
unterscheiden ; der Reihe nach befindet sich der Farbstoff nach dem
Durchschiitteln: unten, teils unten, oben.
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Das Fucoxanthin ist nach KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI,
PiepER und MoRF optisch aktiv und zwar, wie das Blattxantho-
phyll, rechtsdrehend, allerdings in bedeutend schwicherem MaBe:
[]¥§ = + 72,59 (+ 99, in Chloroform).

An der Luft zeichnet sich krystallisiertes Fucoxanthin durch
grofle Bestdndigkeit aus.

Es bindet wihrend mehrerer Wochen keinen Sauerstoff. Die beobachteten
Gewichtsschwankungen sind nicht auf Autoxydation zuriickzufithren, sondern
auf das Vertauschen von Krystallmethanol mit Wasser, wobei verschiedene
Hydrate erscheinen. Dafl der Sauerstoff in der Tat nicht einwirkt, geht
auch aus der Unversehrtheit der Farbe, ferner daraus hervor, da8 schlieBlich
bei 110° im Hochvakuum das urspriingliche Gewicht wiederhergestellt
werden kann.

Hingegen findet in Losungen, namentlich in Benzol sowie in
wasserhaltigem Alkohol Autoxydation statt, die mit dem Verlust
der Farbe Hand in Hand geht und durch Belichtung beschleunigt
wird. Krystallisierte Abbauprodukte sind auf diesem Wege nicht
erhalten worden.

Fucoxanthin gibt die allgemeinen Farbreaktionen der Caroti-

noide.
Einige Umwandlungen des Fucoxanthins.

a) Verhalten gegen Salzsiure. Dieses auffallendste chemische
Kennzeichen des Fucoxanthins wird von WILLSTATTER und PAGE
wie folgt beschrieben: ,,Die verschiedenen Carotinoide geben die
bekannte tiefblaue Farbreaktion nur mit konzentrierter Schwefel-
sdure. Das Fucoxanthin allein besitzt viel bedeutendere basische
Eigenschaften, welche in der Bildung von Oxoniumsalzen zutage
treten. Es reagiert so wie ein schwécheres Amin mit Mineralsdure,
von 30proz. Salzsiure z. B. wird die étherische Losung sofort ent-
farbt und die sauere Schicht wird prachtvoll blauviolett, in groBler
Verdiinnung himmelblau'. Dabei entsteht ein bestindiges Farb-
salz . ..... “. Diese Sonderstellung des Fucoxanthins besteht
gegenwirtig nicht mehr, denn auch Azafrin (LIEBERMANN und
ScurLLER), Violaxanthin (KueN und WINTERSTEIN 6), Capso-
rubin und Capsanthin (ZECHMEISTER und CHOLNOKY 1,7) geben
dhnliche Farbreaktionen. Aber die strukturelle Ursache der Er-
scheinung ist auch heute noch unklar. Wenn auch alle fiinf ge-
nannten Polyene mehr als 2 O-Atome enthalten, so geniigt diese

1 Ebenso verhalten sich 40proz. Schwefelsiure sowie dtherische Pikrin-
séure.
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Besonderheit zur Erzeugung der ,,Basizitdt noch nicht, was aus
dem fast negativen Verhalten des Taraxanthins C, H,0, gegen-
iiber Salzsédure (KuHN und LEDERER 3, 6) hervorgeht. WILLSTATTER
und PAGE erwigen die Anwesenheit von Pyronringen im Fuco-
xanthinmolekiil, ihr Gedanke ist aber noch nicht experimentell
nachgepriift worden.

Die dtherischen Losungen des Fucoxanthins werden iibrigens
schon mit 25proz. Salzsiure (wie das Violaxanthin) in die blaue
Verbindung verwandelt, wahrend schwichere Salzsduren als
20proz. nicht mehr einwirken.

Das Chlorhydrat wird durch HOI in Ather in blauen Flocken mit pracht-
vollem, kupfrigem Glanz gefillt, welche in Chlorwasserstoff-Atmosphire,
iiber CaCl, getrocknet, die Zusammensetzung C,H;s0,, 4 HCI zeigen.

b) Verhalten gegen Alkalien. Obzwar der Braunalgenfarbstoff
keine sauren Eigenschaften besitzt, verhilt er sich gegen alkoho-
lische Lauge (im Gegensatz zu den meisten Carotinoiden) nicht
indifferent, wie dies schon von TsweTT bzw. KyLIN vermerkt wurde.
UbergieBt man die Krystalle mit konzentriertem methylalkoholi-
schem Kali, so erfolgt viel reichlicher Auflosung als in CH;OH
allein und dabei wird der Farbstoff gebunden und verdndert:
es ist unmoglich, das Fucoxanthin durch Ausétherung zu regene-
rieren. Setzt man Wasser und Ather zu, so wird zwar die Alkali-
verbindung zerlegt, der Farbstoff hat aber nun einen so stark
basischen Charakter erlangt, daB er in konzentrierter Atherlésung
sogar mit 0,001proz. Salzséure die blaue Farbe gibt. Auch ist das
Spektrum des Regenerates weit gegen Violett verschoben (460—446
und 433—419 yu in Alkohol). Dieses ganze Verhalten wird von
Xanthophyll (ohne Anwendung von Lauge bereitet) nicht gezeigt
(WiLLsTATTER und PAGE).

¢) Verhalten gegen Jod. Das Halogen wird in Schwefelkohlen-
stoff sofort, in Ather langsamer aufgenommen.

Aus CS, scheiden sich dunkle Oltropfen ab, aus Ather rasch krystalli-
sierende Oltropfchen oder klumpige Krystalle. Das Jodid des Fucoxanthins
besitzt die Zusammensetzung C,H;,0.J, und krystallisiert in violett-
schwarzen, kurzen, zugespitzten Prismen mit kupfrigem Glanz. Schmelzp.
134—135° (korr., nach kurzem Sintern). Sehr leicht loslich in Chloroform,
mit tiefblauer Farbe, schwer in Ather.

Zur Konstitution des Fucoxanthins.

Neuerdings haben KaArreEr, HELFENSTEIN, WEHRLI, PIEPER
und Morf das Studium des Fucoxanthins wieder aufgenommen
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und mit Hilfe von Methoden, die zur Zeit der Untersuchung von
WiLLsTATTER und PAGE noch unbeniitzt waren, wichtige Merk-
male des Braunalgenfarbstoffes festgelegt. Bei der katalytischen
Hydrierung nimmt Fucoxanthin 10 Mol. Wasserstoff auf, es scheint
also um 1 Doppelbindung weniger zu enthalten als die beiden
anderen Carotinoide des Braunalgenpigments. Entscheidend fiir
die Struktur wire die Ermittlung der Funktion der O-Atome. Die
Bestimmung nach ZEREWITINOFF zeigt 4—5 aktive H-Atome an,
woraus die Anwesenheit von mindestens 4 Hydroxylgruppen
folgt, wihrend die Funktion von 1—2 Sauerstoffen noch unsicher
ist. Veresterungsversuche gaben bisher nur an 2 Hydroxylen ein
positives Resultat.

Der Abbau des Fucoxanthins zeigt eine strukturelle Verwandt-
schaft mit den Blattcarotinoiden. Schiittelt man nédmlich eine
benzolische Losung mit Permanganat und Soda, so laBt sich
Dimethylmalonsdure HOOC—C(CH;),—COOH isolieren, wéhrend
die iibrigen, von Carotin (teils von Xanthophyll) erhéltlichen Spalt-
produkte (S.138) fehlen. Nach KARRER und Mitarbeitern konnte
dies darauf zuriickzufiihren sein, dal die beiden Ringsysteme des
Fucoxanthins ungewohnlich stark mit Hydroxylen beladen sind,
wodurch die oxydative Herauslgsung von hoheren Dicarbonséuren
vereitelt wird. Bei der energischen Oxydation mit Permanganat
oder Chromsiure werden 4,5 bzw. 7 Mole Essigsiure gebildet,
wodurch die Methylseitenketten sich auch direkt verraten haben.

Wie ersichtlich, darf man mit einer baldigen Klidrung der
Fucoxanthinstruktur rechnen.

Die Frage nach der Einheitlichkeit des Fucoxanthins. Moglicherweise
besteht auch dieses Carotinoid aus mehreren Komponenten, worauf das
verschwommene Spektrum hinzudeuten scheint. Auf capillaranalytischem
Wege fand Kyrin (7) in der Tat zwei Fucoxanthine, von denen die ,,a*‘-Form
gegeniiber ,,f° iiberwiegt. Dieses Resultat harrt noch der priparativen
Kontrolle, die mit Hilfe der Tswertschen Chromatographie gewi3 durch-
fithrbar sein wird.

11. Rhodoxanthin.
(Bruttoformel C,H;,0,, und zwar O=CCyxH,,C=0,
Konstitutionsformel S.225.)

Yorkommen. Dieses interessante Carotinoid, das in mancher
Beziehung eine Sonderstellung einnimmt und gelegentlich auch als
,rotes Xanthophyll“ bezeichnet wurde, ist in Lésungen ofters
beobachtet worden, aber nur selten in krystallisierter Form und
war bis vor kurzem der ‘Analyse nicht zugénglich.
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MoNTEVERDE fand es in den rétlichbraunen Blittern von Potamogeton
natans, MONTEVERDE und LUBIMENKO (1, 2) in Blattausziigen von Potamogeton,
Delaginella, Taxus, Gnetum usw. (vgl. PRAT) und sie erhielten auch Krystalle.
Schon frither hat Tswerr (5) chromatographisch denselben Farbstoff in
einer Reihe von Pflanzen nachgewiesen (Tazus baccata, Cupressus Naitnocki,
Retinispora plumosa, Juniperus virginica) und nannte ihn ,,Thujorhodin‘‘,
nach dem Vorkommen in der Thuja orientalis (Lebensbaum), deren Blitter
bei starkem Frost sich zuweilen réten. Lipmaa (1—4) erhielt aus mehreren
Pflanzen in der Durchsicht ,,schwarz‘‘ erscheinende, glinzende, rotbraune
Krystalle; eine Isomerie mit Xanthophyll lehnt Lipmaa ab und hilt das
Rhodoxanthin fiir ein sauerstoffreicheres Carotinoid, etwa von der Art des
Fucoxanthins. KyrLin (1, 2) bespricht diese Angaben iiber das Rhodo-
xanthin, das er mit seinem, in griinen Blittern capillaranalytisch nach-
gewiesenem ,,Phyllorhodin‘‘ nicht fiir identisch ansieht.

Das Gebiet des Rhodoxanthins wurde durch eine neue
Untersuchung von KvuHN und BROCKMANN (9) geklirt. Aus
30 kg reifen Friichten der Eibe (Taxus baccata) isolierten diese
Forscher 0,2 g reinen Farbstoff, der in den Samenhiillen (Arillus)
enthalten ist und von etwas Lycopin, f-Carotin und Zeaxan-
thin begleitet wird. Die Autoren konnten mit dieser kleinen
Menge auller der Zusammensetzung C,H; 0, auch die Konsti-
tution festlegen. Die untenstehenden Angaben stammen aus der
zitierten Arbeit.

Isolierung. Die vom hochroten Arillus umgebenen reifen Samen
wurden unter gesattigter Kochsalzlosung aufbewahrt und das
gesammelte Material (63 000 Stiick = 30kg) in Chargen von
10 kg verarbeitet: Man befreit die Friichte auf einer Steinzeug-
nutsche durch Waschen mit Wasser von dem groBten Teil der
Salzlosung; dann werden sie zu einem Brei zerquetscht, mit dem
gleichen Volumen Methanol (iiber KOH destilliert) verriihrt und
iiber Nacht in weithalsigen Stopselflaschen aufbewahrt. Die iiber-
stehende Fliissigkeit wurde vorsichtig abgegossen und das Material
auf der Nutsche weitgehend von Fliissigkeit befreit (noch unzer-
quetschte Friichte zerdriickt man durch Kneten des diinnfliissigen
Breies mit der Hand). Darauf wurde der Brei in den Stopsel-
flaschen mit frischem Methanol gut bedeckt und unter gelegent-
lichem Schiitteln 24 Stunden stehen gelassen. Man nutscht den
hellroten Auszug ab und extrahiert die gut abgepref3ten Friichte
noch zweimal in der gleichen Weise mit derselben Menge Holzgeist.
Beide Ausziige waren tiefrot. An diese Behandlung mit Methanol
schloB sich eine in genau derselben Weise durchgefithrte Extrak-
tion mit Benzin (Siedep. 70—80% an. Enthalt der Riickstand
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noch immer erheblich Farbstoff, so wird eventuell noch einmal
mit Methanol ausgezogen (das Material ist dann farblos).

Die vereinigten Methanolextrakte werden mit viel Benzin
durchgeschiittelt, worauf man durch vorsichtigen Wasserzusatz
den Farbstoff in die Benzinschicht treibt, was durch zweimaliges
Durchschiitteln mit Benzin fast quantitativ gelingt. Die Benzin-
lésungen wurden mit den Benzinextrakten der Friichte (s. oben)
vereinigt, im Vakuum auf 71 eingeengt und so lange mit 90proz.
Methanol geschiittelt, bis dieses nur noch schwach rot gefirbt war.
Die tiefrote, alkoholische Losung schiittelt man zweimal mit wenig
Benzin durch und gibt die abgehobenen Benzinschichten zur
weiter unten erwihnten Benzinlsung.

Die Hauptmenge des Rhodoxanthins befindet sich in Methyl-
alkohol und wird daraus durch vorsichtigen Wasserzusatz in reich-
lich viel Benzin iibergefiihrt. Nachdem die untere Phase noch
zweimal mit Benzin geschiittelt wurde, hat man die vereinigten
Benzinlosungen im Vakuum fast zur Trockne verdampft, den
Riickstand mit heilem Benzin behandelt und iiber Nacht im Eis-
schrank stehen gelassen. Das abgeschiedene, rohe Rhodoxanthin
wurde genutscht und mehrmals, zuerst mit wenig Methanol, dann
mit Benzin ausgekocht. Dunkelviolettes, mikrokrystallinisches
Pulver: 65 mg, Schmelzp. 210°. Aus den Benzinschichten lassen
sich weitere 5 mg gewinnen. Gesamtausbeute: 70 mg, aus 10 kg
Beeren.

Beschreibung. Zur Reinigung wird der Farbstoff in wenig
heilem Benzol gelost und mit 4 Vol. Methanol versetzt. Beim
langsamen Eindunsten im Vakuum (iiber CaCl, und Paraffin)
erhilt man dunkelblau-violette, zu Rosetten zusammengewachsene,
lanzettformige Krystédllchen mit stahlblauem Oberflichenglanz
Makroskopisch sieht man ein schwarzblaues, schon glinzendes,
krystallinisches Pulver. Beim vorsichtigen Wasserzusatz zu einer
Losung in Weingeist oder Pyridin erscheinen fein veristelte, diinne
Stiabchen, beim langsamen Eindunsten einer &thylalkoholischen
Losung gut ausgebildete, lanzettformige Blédttchen, die gerade
Ausloschung zeigen. Einmal wurden beim langsamen Verdunsten
einer Benzol-Methanollosung sehr lange, feine, dunkelrot-violette
Nadeln erhalten. Schmelzp. 219° (korr., BERL-Block, evakuiertes
Rohrchen).

Rhodoxanthin ist in kaltem Benzin, Hexan oder Petrolidther
so wenig 16slich, dafl die Fliissigkeit nicht einmal angefirbt wird.
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Auch in Athylalkohol ist die Loslichkeit noch so gering, daB sich
der Farbstoff zur Reinigung gut damit auskochen 1aBt. Besser
16st sich das Rhodoxanthin in Benzol und Chloroform, am leich-
testen in Pyridin. Bemerkenswert ist der Farbunterschied in
Methanol (weinrot) und Benzin (gelbrot), welcher bei den Carotinen
oder Xanthophyllen nicht beobachtet wird, wohl aber bei den
Oxyketonen (Capsanthin und Capsorubin), den Carotinoid-Carbon-
sduren und bei gewissen Kunstprodukten mit »C = O-Gruppen,
z. B. Carotinon (vgl. S. 67).

Entmischt man zwischen Benzin (Siedep. 70—80°, MERCK) und
90gew.-proz. Methylalkohol, so geht Rhodoxanthin in beide
Schichten, und zwar im Verhiltnis Benzin : Methanol =1 : 1,2.

Das Spektrum des Rhodoxanthins ist aus der Tabelle 43
ersichtlich.

Adsorptionsverhalten. Der Farbstoff wird aus Benzin an Cal-
ciumcarbonat nicht adsorbiert, er bildet (TswETT 5) im Chromato-
gramm eine Zone unterhalb der Xanthophylle, welche sich schnell
auswaschen 1aBt. Dagegen wird Rhodoxanthin aus Benzin bzw.
Benzin-Benzolgemischen stark an Aluminiumoxyd als tiefviolette
Zone festgehalten, die man mit methanolhaltigem Benzin leicht
eluieren kann.

An der Luft ist der Eibenfarbstoff wochenlang haltbar.

Farbreaktionen: Rhodoxanthin ist in konzentrierter Schwefel-
sdure loslich mit tiefblauer Farbe; mit Antimontrichlorid in Chloro-
form gibt es eine starke, blauviolette Farbung. Die &therische
Losung farbt sich beim Durchschiitteln mit 25proz. Salzsdure
schwach rotviolett, mit der konzentrierten Sdure etwas stirker.

Tabelle 43. Optische Schwerpunkte des Rhodoxanthins und seines
Dioxims (Gitterspektroskop, Kupferoxydammoniak-Filter) 1.

Lage der Absorptionsmaxima (uu)

Losungsmittel - TP
Rhodoxanthin | Rhodoxanthin-dioxim

|

Schwefelkohlen- :
stoff . . . . . 564 525 491 i 516 483 453
Chloroform . . . | 546 510 482 | 521 490 457
Benzol . . . . .| 542 503,55 474 ’ 527 490 457
Athylalkohol . . | 538 496  (sehr unscharf), 516 483 454
Benzin . . . . . 524 489 458 516 483 453
Hexan . . . . . 524 489 458 513 479 451
Petrolather . . . | 521 487 456 510 477 450

1 Absorptionskurve des Rhodoxanthins und seines Dihydroderivates
bringt die Abhandlung von KuaN und BROCKRMANN (9).
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Chemische Umwandlungen und Konstitution.

Schon die wasserstoffarme Formel C, H,,0, und O\o /
die auffallend langwellige Llchtabsorptlon zeigen I AN

deutlich, dal das Rhodoxanthin einem beson-
deren Typus der Carotinoide angehért. Dies
kommt auch in der Funktion der Sauerstoff-
atome zum Ausdruck; wenn man auch nach
ZEREWITINOFF ein aktives Wasserstoffatom fin-
det, so lassen sich andererseits keine Ester dar-
stellen. Saure Eigenschaften fehlen gleichfalls;
demgegeniiber bildet der Eibenfarbstoff mit
freiem Hydroxylamin ein wohlkrystallisiertes
Diozim von der Zusammensetzung C,,H;,0,N,.
Da Polyenaldehyde (Lycopinal) mit Hydr-
oxylamin leicht reagieren, Rhodoxanthin aber
schwer, miissen Ketogruppen zugegen sein. Das
Rhodoxanthin ist also der erste Vertreter der
natirlichen Polyenketone. Seine beiden Carbonyle
miissen in Konjugation mit dem ungeséittigten
Doppelbindungssystem stehen, da ein bedeu-
tender spektroskopischer Unterschied zwischen
dem Farbstoff und seinem Dioxim sich fest-
stellen 148t (vgl. S. 66—67).

Bei der katalytischen Hydrierung werden
sehr rasch 12 Mole Wasserstoff addiert, das
Rhodoxanthin besitzt also eine paare Anzahl
von konjugierten Doppelbindungen, was ledig-
lich an gleichfalls spérlich verbreiteten Polyenen,
z. B. y-Carotin und Rubixanthin beobachtet
wurde. Hydriert man das Rhodoxanthin weiter,
so werden viel langsamer noch 2 H, gebunden,
was der Umsetzung 2 >C =0 - 2 YCHOH ent-
spricht. Rhodoxanthin ist also von allen derzeit
bekannten Carotinoiden am stdrksten ungesdttigt
und nimmt insgesamt 14 H, auf.

Aus den Ergebnissen der Analyse folgt schlie(3-
lich, daB im Rhodoxanthinmolekiil zwei Ring-
systeme vorkommen. Diese und einige andere

Merkmale geniigen zur Aufstellung der wahrscheinlichen Struk-

turformel (s. oben).

Zechmeister, Carotinoide.
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Die Richtigkeit die-
ses Ausdrucks wird u. a.
dadurch bekraftigt, dafl
das Dihydro-rhodoxan-
thin optisch dem f-Ca-
rotin und Zeaxanthin
zum Verwechseln dhn-
lich ist (Schwerpunkte
in Benzin 483, 452,
425 up), was auf die
Identitdt der beiden
konjugierten Doppel-
bindungssysteme hin-
weist.
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Derivate des Rhodo-
xanthins.

=C—CH
o,

Rhodoxanthin - dioxim
CyoH;20,N,. Zu einer Lo-
sung von 45 mg Rhodo-
xanthin in wenig Pyridin
fiigt man 25 cm? einer Lo-
sung von Hydroxylamin
(6 Mol.) in Athylalkohol,
der etwa 2% NaOH ent-
hilt und kocht 1 Stunde,
unter RiickfluB im Stick-
stoffstrom. Nach dem Ver-
diinnen mit 4 Vol. Benzol
wurde durch reichlichen
Wasserzusatz entmischt,
wobei der Farbstoff quan-
titativ. nach oben ging.
Man wusch die Benzol-
schicht 15mal mit destil-
liertem Wasser, engte sie
im Vakuum auf ein kleines

% Volumen ein und gab ab-
CL “ soluten Athylalkohol zu.
=0 Beim Stehen iiber Nacht
o /O schieden sich leuchtend
= rote Krystalle des Oxims
=s) aus, die aus Pyridin -+ Ben-
zin umkrystallisiert, vier-

eckige, glinzendeBlattchen
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bilden. Ihre leuchtend rote Farbe erinnert makroskopisch an Crocetin.
Schmelzp. 227—228° (korr., BrrL-Block, evakuiertes Rohrchen). Ver-
teilungsverhéltnis zwischen Benzin: Methanol (90 gew.-proz.) = 1:4,5.

Im Gegensatz zu Rhodoxanthin wird sein Dioxim aus Benzinlésung an
Calciumcarbonat adsorbiert und bildet im Chromatogramm eine gelbrote
Zone, die sich mit Benzol 4 Benzin (1: 4) langsam auswaschen la8t. An Al,0,
wird das Oxim aus Benzol + Benzingemischen so stark festgehalten, daB man
es nur schwierig quantitativ eluieren kann.

Spektrum: Tabelle 8, S.67; die Differenz in der Lage der Béinder
zwischen der Benzin- bzw. Alkohollésung besteht bei dem Oxim nicht.

Dihydro-rhodozanthin CyHz,0,. 46 mg Rhodoxanthin wurden in 10 cm?
Pyridin (iiber das Perchlorat gereinigt) gelést und nach Kuvay und WiNTER-
STEIN (7, 12) mit 3 cm® Eisessig versetzt; bei 50° wird 0,5 g Zinkstaub zu-
gefiigt und sofort durch ein weites Filter abgesaugt. Das Filtrat schied auf
Zugabe von 15 cm?® Benzin goldgelbe, glinzende, lanzettférmige Blattchen
ab, die aus Benzol 4+ Methanol umkrystallisiert wurden. Ausbeute 65%,
Schmelzp. 219° (korr.). Optisch inaktiv. Makroskopische Farbe wie Carotin;
in der Léslichkeit dem Rhodoxanthin &hnlich; Verteilungsverhéltnis in
Benzin: Methanol (90 gew.-proz.) = 5: 1. Im Aluminiumoxyd-Chromatogramm
1aB8t sich der Dihydrokérper als rotgelbe Zone unterhalb der rotvioletten
des unreduzierten Farbstoffes abtrennen. Schiittelt man eine Losung von
Dihydro-rhodoxanthin in Piperidin mit Luft, so erfolgt in 3 Stunden eine
teilweise Dehydrierung zu Rhbodoxanthin, welche momentan und glatt
eintritt, wenn man zur Pyridinlosung des Dihydrokoérpers etwas alkoholisches
Kali fiigt: die gelbe Farbe schligt augenblicklich in Dunkelviolett und dann
sogleich in Hellrot um (vgl. Kvex, DrumM, HorFEr und MOLLER).

Dioxim des Dihydro-rhodozanthins Cy;H;,0,N,. 10 mg Dihydro-rhodo-
xanthin, in wenig Pyridin gelost, werden mit dem dreifachen UberschuB
an freiem Hydroxylamin und 20 cm3 absolutem Athylalkohol 2 Stunden unter
RiickfluB im N,-Strom gekocht. Nach dem Verdiinnen mit 4 Vol. Benzol
wurde mit Wasser entmischt und die Oberschicht nach hiéufigem Waschen
mit destilliertem Wasser auf ein kleines Volumen eingeengt. Nach Zusatz
von Benzin fallt iber Nacht das Oxim aus (3,6 mg). Gelbrotes, krystallinisches
Pulver, das beim Eindunsten einer dthylalkoholischen Losung derbe, kleine
Nédelchen mit blaulichem Oberflichenglanz bildet. Zur Reinigung krystalli-
siert man aus Pyridin 4 Benzin um; Schmelzp. 226—227° (korr.).

12. Capsanthin.

(Bruttoformel C,H;30,;, Konstitutionsformel unbekannt.)
(Literatur: wenn nichts anderes vermerkt, stammen die Angaben von
ZrcHMEISTER und CHOLNOKY 1—7.)

Dieser Farbstoff kommt in der reifen Fruchthaut des Capsicum
annuum vor, in einer namentlich in Ungarn und Spanien in zahl-
reichen Varietiten geziichteten, den Solanaceen angehérenden
Pflanze, deren griine Schoten bei der Reife (auch geerntet) ein
kriftiges Rot entwickeln. Die Biosynthese verlauft unter Mit-
wirkung des Luftsauerstoffes. Die gemahlenen, roten Schoten,

15%
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»Paprika* genannt, dienen als Speisegewiirz und kommen als
,,Spanischer Pfeffer, ,,red pepper, ,,piment usw. in den Handel.
Die in der Konservenindustrie verwendeten, kurzen ,,Chillies‘
(Capsicum frutescens japonicum) enthalten, entgegen einer Angabe
von BILGER, das gleiche Capsanthin.

Das Paprika wird von dem Organismus auch bei dauerndem Genufl
sehr gut vertragen, nur bei dulerst stark gesteigertem Konsum, das selten
vorkommt, zeigt sich ausnahmsweise eine Rotfirbung der Haut (Toxray).
Der Farbstoff wird von viel Provitamin A (Carotin) und nach SzENT-GyY6RGYI
von reichlichen Mengen des C-Vitamins begleitet, ferner von dem Gewiirz-
stoff Capsaicin (HO)(CH,0)CeH;—CH,NH—CO(CH,),—CH=CH—CH(CH,),,
dessen Molekillende von einem hydrierten Isoprenrest gebildet wird.
Capsaicin ist der Tréager des scharfen Geschmackes und der Hautreizwirkung
(beschrinkter Gebrauch als Tinctura capsici).

Es ist frither ofters, z. B. von KoHL angenommen worden, daf3
die leuchtend rote Farbe von Carotin herriihre. Andere Autoren
(Duccar) identifizierten das Capsicumpigment mit dem Tomaten-
farbstoff Lycopin; MoNTEVERDE und LuBmMENKO fafiten es als
eine Lycopinabart auf. In der Tat besteht eine recht groBe, aber
nur duBere Ahnlichkeit zwischen den beiden farbstarken Pigmenten.

Nach neueren Versuchen ist das sog. ,,Capsicumrot‘‘ nicht ein-
heitlich, sondern es nimmt gerade wegen der groBlen Anzahl seiner
Bestandteile einen besonderen Platz unter den Polyenpigmenten
ein. Der Hauptfarbstoff Capsanthin wird von recht viel B-Carotin
und Zeaxanthin begleitet, ferner von etwas krystallisierbarem
Xanthophyll (Lutein) und Kryptoxanthin, endlich von mehreren,
chromatographisch nachgewiesenen Nebenfarbstoffen, unter denen
Capsorubin, ein Verwandter des Capsanthins vorkommt und kry-
stallisierbar ist. Das Mengenverhiltnis dieser Komponenten ist
je nach der Droge schwankend, in 1kg getrockneter Fruchthaut
sind bis zu 2 g Capsanthin und 0,5g Carotin enthalten, in der
Handelsware nur ein Bruchteil davon. Die schone, tiefrote Farbe
von Extrakten riihrt, was die Farbkraft anbetrifft, iberwiegend
von Capsanthin her.

Zustand 1m Gewebe. Capsanthin und seine Begleiter liegen nicht
frei, sondern verestert im Gewebe vor (Abb. 68, S.295). Bei der
Entmischungsprobe zwischen Benzin und 95proz. Methanol geht
der gesamte Farbstoff in die obere Phase, ist aber der Ex-
trakt vorher alkalisch behandelt worden, so werden die O-haltigen
Polyene in der Unterschicht vorgefunden. Die durch Verseifen
von krystallisierten Esterpréparaten gewonnene saure Komponente
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erwies sich als ein Gemisch von verschiedenen Siuren. Der Polyen-
ester der Capsicumfrucht ist also nicht im Sinne einer Einzelverbin-
dung aufzufassen, sondern als ein Farbwachs, sozusagen im chemisch-
technischen Sinme. An Spaltprodukten wurden bisher festgestellt:

Alkoholische Komponenten: Saure Komponenten:

(alle mit paaren C-Atomen) (alle mit paaren C-Atomen)
Capsanthin Myristinsdure
Capsorubin Palmitinsaure
Zeaxanthin Stearinsiure
Xanthophyll (Lutein) Carnaubasiiure
Kryptoxanthin Olsaure

Zu ihnen gesellt sich f-Carotin, als unverestertes Lipochrom; nach
KARRER und ScHLIENTZ (1) liegen auch Spuren des a-Isomeren vor.

Die Zusammensetzung des reichlich anwesenden farblosen
Lipoids ist, was die Sduren betrifft, dem Farbwachs sehr dhnlich.

Nachweis. 1. Mikrochemisch. Mit Hilfe der Kalimethode (S. 79)
kénnen Farbstoffkrystalle nur unter besonderen Bedingungen
beobachtet werden. Der Befund van WisseringHs 148t die Un-
einheitlichkeit des Pigments auch auf diesem Wege erkennen:
,»,In den Zellen der Fruchtwand von Capsicum annuum findet man
nach einer Einwirkung des Moriscaschen Reagenses (S. 79) wih-
rend zweier Monate bei der gewohnlichen Temperatur viele orange-
farbige Kugeln, aber von einer krystallinischen Ausscheidung
kann man nur wenig bemerken. Wenn die Einwirkung einige Tage
durch Erwirmung unterstiitzt wird, sind die orangefarbigen Kugeln
verschwunden, und man beobachtet in den Zellen Krystallaggregate
und einzelne Krystalle verschiedener Form und Farbe; man sieht
rote, orangerote und orangefarbige Krystalle.”” Die blasseren
Krystallisationen diirften vorzugsweise von Carotin, Zeaxanthin
(nebst anderen Xanthophyllen), die farbstérkeren von Capsanthin,
vielleicht auch von Capsorubin herriihren.

2. Makrochemischer Nachweis. Capsicumrot wird von Ather,
Petroldther, Schwefelkohlenstoff herausgeldst, schwieriger von
Alkoholen und Aceton. Zum Nachweis kénnen drei Proben dienen:
a) man unterschichtet den, mit methylalkoholischem Kali einige
Stunden vorbehandelten Atherauszug vorsichtig mit rauchender
Salzsdure, wobei eine griinlich-dunkelblaue Zone auftritt; b) ein
petrolatherischer Extrakt wird im verkorkten Reagensglas 1 Tag
lang, mit 30proz. methylalkoholischem Kali unterschichtet, ruhig
stehen gelassen; es erscheinen dunkelrote, meist gebogene Nadeln
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(Abb. 62, S.294); c) der dtherische Auszug wird wie unter b) ver-
seift, der alkalifrei gewaschene Auszug verdampft und der Riick-
stand zwischen Benzin und 90proz. Methanol entmischt. Man
versetzt die abgelassene alkoholische Phase mit CS, und viel
Wasser und untersucht den Schwefelkohlenstoff im Spektroskop:
starke, verschwommene Beschattung, die bereits bei etwa 545 bis
550 up beginnt (Unterschied von den Blattcarotinoiden).

Zur Colorimetrie: S.234.

Zusammensetzung des Capsanthins. Die bis vor kurzem giiltige
Formel CyH;O; wurde in C,H,30; (+H,) abgedndert, nidmlich
auf Grund der Beobachtung, daBl aus den auf alkalischem Wege
gewonnenen und chromatographisch einheitlich scheinenden Pri-
paraten noch kleine Mengen Fremdfarbstoffe sich entfernen lassen,
wenn das Capsanthin verestert und neuerlich der Adsorptions-
analyse unterworfen wird. Dadurch steigt der C-Gehalt um etwa
1%. Verseift man einen analysenreinen Ester, so wird das Capsan-
thin wieder etwas uneinheitlich, was auf eine gewisse, wenn auch
méafige Alkaliempfindlichkeit zuriickzufiihren ist.

Isolierung von krystallisiertem Paprika - Farbwachspriparat.
@) 4 kg Fruchthautmehl wurden dreimal in je 81 60proz. Aceton
eingelegt und jedesmal 4 Tage stehen gelassen. Die dunkelbraunen
Extrakte waren frei von Farbstoff. Nun hat man die Droge 2 Tage
unter 81 absolutem Methylalkohol aufbewahrt und das bei 35°
getrocknete Material (2 kg) mit 6 1 Petrolather perkoliert. Sodann
wurde das Losungsmittel im Vakuum moglichst verdampft, der
olige Riickstand in 11 Benzol aufgenommen und mit 5 Vol. abso-
lutem Alkohol gefallt. Der mit Weingeist gewaschene Niederschlag
lieB sich aus Benzol + Holzgeist umscheiden (5—12 g): in Warzen
gruppierte rote Nadeln (Abb. 68, S. 295) oder verfilzte Nadelchen.
Bei der Entmischung mit Petrolither + Ather und 90proz.
Methanol geht nichts in die Unterschicht; die Léslichkeit steht
derjenigen von farblosen Fetten sehr nahe.

Zieht man den in der Droge noch verbliebenen Farbstoffrest
mit Benzol aus, so liefert die eingeengte Losung beim Versetzen
mit Holzgeist eine dunkelrote, mikrokrystallinische Féllung, in
dem Zeaxanthinester weitgehend angereichert sind.

b) Das frische, fleischige Ausgangsmaterial wurde in CO,-
Atmosphédre, unter Alkohol mehrere Tage lang entwissert, bei
40° getrocknet, vermahlen und das Pulver (20g) mit 500 cm3
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Benzin (Siedep. 70—80°) bei 50° erschopft. Der Rohextrakt
konnte, auf drei Rohre verteilt, ohne weiteres auf Calciumcarbonat
(*/4 fein) verarbeitet werden. Nachdem man reichlich mit Benzin
nachwusch, sah man im Chromatogramm 14 Farbringe. Die Haupt-
zonen wurden einzeln mit alkoholhaltigem Petrolather eluiert
und der letztere (nach Wegwaschen des Sprits) verdampft. Aus
der breitesten Scheibe lieB sich ein krystallisiertes Capsanthinester-
gemasch erhalten.

Die Zusammensetzung solcher Farbwachspréiparate ist je nach
Herkunft und Qualitét der Droge schwankend. Lost man sie in
Benzin und filtriert durch eine Saule von Calciumcarbonat, so
werden verschiedene Schichten erhalten, eine zufriedenstellende
Scheidung der Pigmentkomponenten gelingt aber nicht immer, da
die mit ungesattigten Sauren gebildeten Ester storen konnen. Zur
Kontrolle werden daher die einzelnen Farbzonen eluiert, in Ather
verseift und nach Uberfiihrung in CS, erneut der chromatographi-
schen Behandlung auf CaCO; unterworfen.

¢) Man kann auch verseifte Rohpréparate mit einer einheit-
lichen Séaure verestern, zwecks Vornahme der Adsorptionsanalyse.

Direkte Abscheidung von freiem Capsanthin aus der Droge. Das
Verfahren beruht darauf, daf reines Capsanthin fast unlgslich in
Petrolither ist und nur durch Esterbildung, sowie durch reichliche
Anwesenheit von farblosen Lipoiden in den Auszug gelangt. Sobald
das Polyenwachs zerlegt worden ist, kommt die Unloslichkeit des
Farbstoffes zur Geltung.

Man befreit die Schoten von Gehéuse und Samen und trocknet
sie bei 35—409. Das Mahlgut ist braunstichiger als Handels-
paprika. 1 kg wird mit 3/, 1 Petrolither (Siedep. bis 60°) in 3/, Stun-
den perkoliert und der tiefrote, mit Ather dreifach verdiinnte
Auszug in einer breiten 51-Flasche tiber 100 cm?® 30proz. absolut
methylalkoholischem Kali unter Stickstoff ruhig stehen gelassen.
Die Hydrolyse erfordert je nach der Raumtemperatur 1—2 Tage.
Ihr vollstindiger Verlauf mufBl kontrolliert werden: 25—50 cm3
der oberen Schicht werden am Wasserbade auf 5 cm? eingeengt,
mit ebensoviel Petrolither vermischt, sodann das Abdampfen
wiederholt und 5—6 Vol. Petroldther zugefiigt. Spitestens beim
Abkiihlen auf Zimmertemperatur mufl reichlich rohes Capsanthin
auskrystallisieren, das meist in der Mutterlauge schwimmt. Fallt
die Kontrolle zufriedenstellend aus, so wird die Flissigkeit, nach-
dem die Lauge abgelassen worden, durch wiederholtes, vorsichtiges
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Waschen von der alkalischen Reaktion befreit ! und der im Laufe
dieser Operationen verloren gegangene Ather zeitweise ersetzt. -

Nun trocknet man die Lésung mit Natriumsulfat, dampft sie
bis 0,3—0,41 ab (Vakuum, CO,), wiederholt das Einengen nach
Zusatz von 0,51 Petrolither, konzentriert erneut bis zu 0,31 und
versetzt mit 11 Petrolather. Auf diese Weise wird Capsanthin
(noch vermengt mit anderen Farbstoffen) in ein petrolitherreiches
Medium iibergefiihrt, in dem es schwerloslich ist. Bei guten Ver-
suchen erfillt eine Suspension von sandig-kornigem, oft bereits
glinzendem Farbstoff die Fliissigkeit, was bei der Verarbeitung
einer minderwertigen Droge nicht der Fall ist. Nach eintdgigem
Stehen im Eisschrank saugt man ab und wischt mit Petrolither
nach. Rohausbeute 1,2—2,0 g; zwelmal aus CS, umkrystallisiert:
0,8—1,6g.

Ein so erhaltenes Praparat enthélt auler dem Hauptfarbstoff
viel Zeaxanthin, nebst kleinen Mengen von anderen Polyenen.
Zur Scheidung fiihrt die fraktionierte Krystallisation nicht zum
Ziel, im Gegenteil kann sie die Anreicherung des Zeaxanthins
veranlassen, das von allen Pigmentkomponenten des Capsicum-
rots am schwersten l6slich ist. Man nimmt daher am besten eine
chromatographische Trennung auf Calciumcarbonat in Schwefel-
kohlenstoff vor, und zwar mit je 50 mg Substanz in 100 cm® und
wischt mit etwa 1/, 1 CS, nach (MaBle der Siule 16 X 5,5 cm).
Die in den einzelnen Schichten befindlichen Farbstoffe werden
mit Methanol eluiert, dann mit Ather und viel Wasser versetzt.
Nach dem Wegwaschen des Alkohols und Trocknen der Ather-
l6sung dampft man ab und krystallisiert den Riickstand um. Aus
der Hauptschicht des Chromatogrammes gewinnt man auf diesem
Wege das Capsanthin, wiederholt, wenn nétig die fraktionierte
Adsorption bis zur Homogenitdt, und krystallisiert einmal aus
Schwefelkohlenstoff bzw. CS, 4 Petrolither oder Benzin um.

Ist die zuverlissige Ausschaltung der letzten Spuren von Asche
wichtig (Analyse), so wird eine Benzollsung wiederholt mit doppelt

1 Zu Beginn des Auswaschens darf nur milde geschwenkt und nicht
geschiittelt werden, da sonst lastige Emulsionen entstehen. Nicht selten
triibt sich dabei die Oberschicht und scheidet Capsanthin ab. Man versuche
nicht, dasselbe mit Hilfe von ubermaﬁlg v1e1 Ather in Lﬁsung zu bringen,
sondern lasse das Wasser ab und warte !/, Stunde. Der in der Spltze des
Scheidetrichters angesammelte Krystallbrel wird dann abgezapft, in Ather
gelost und zur Hauptlésung gefiigt. Erfolgt eine Ansammlung nicht, so filtriert
man die feine Suspension und behandelt Niederschlag samt Filter mit Ather.
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Tabelle 44. Beispiel fiir die Chromatographie von krystallisierten
Rohcapsanthin-Praparaten in CS,, auf CaCO,. (Farbzonen von oben
nach unten.)

Dicke des Schwerpunkte
Nr.| Ringes | Farbe in C8, Diagnose
(mm) (V7]
1 7 rétlichbraun verschwommen | Autoxydationsprodukte
2 3 rot (539), (501) wahrscheinlich Autoxy-
dationsprodukte
3 2 dunkelviolett 541, 502, 469 | Capsorubin?
4 3 kanariengelb 508, 475 unbekannt
5 28 rotlichviolett 544, 504 Capsanthin
6 1 gelb unbekannt
7 1 violett unbekannt
8 1 dunkelviolett unbekannt
9 4 citronengelb 505, 472 unbekannt
10 5 dunkelorange (517), (483) Zeaxanthin + Lutein 2
11 3 hellrosa unbekannt

destilliertem Wasser gewaschen, schlieBlich abgedampft und der
Rest aus Benzin umkrystallisiert.

Beschreibung. Capsanthin bildet glinzende Krystalle von
dunkelcarminroter bis leuchtend ziegelroter Farbe, je nach der
Verteilung ; 1—2 mm lange Krystalle verleihen dem Préiparat einen
blauschwarzen Glanz. Das mikroskopische Bild ist sehr formen-
reich (Abb. 62—67, S. 294, farbige Wiedergabe bei KARrRER und
WEenRLI 2). Das aus Petrolither ausgeschiedene Rohprodukt
(stark mit Zeaxanthin verunreinigt) besteht aus gebogenen, ver-
filzten, oft sternférmig gruppierten Nadeln, aus Schwefelkohlenstoff
(oder CS,-Petrolither) erhilt man Spiee mit meist abgebogenen
Enden, teils facherartig angeordnet. Langsames Auskrystallisieren
aus Schwefelkohlenstoff fithrt zu tannenzweigéhnlichen, zer-
kliifteten bzw. verzwillingten Gebilden. Auch die Krystallform
aus Methylalkohol ist typisch, dem Blattxanthophyll aber nur
sehr selten &hnlich. Unter dem Mikroskop erscheint Capsanthin
carminrot bis orangerot, in sehr diinner Schicht orange, nie griinlich.
Der Schmelzpunkt (175—176°, korr.) ist gegen Verunreinigungen
empfindlich.

1 Aus Zone Nr. 3 lieB sich der neue Farbstoff durch Elution mit Methanol,
Uberfithrung in Ather, Verdampfen und Umscheiden aus CS, oder Benzin
in schénen Krystallen gewinnen (Beschreibung: S.238). Ebenso werden
die anderen Zonen verarbeitet.

2 Aus Nr. 10 konnten chromatographisch reines Zeazanthin sowie Lutein
gewonnen werden, das letztere in kleiner Ausbeute.
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Bei Zimmertemperatur ist Capsanthin leicht 16slich in Aceton,
recht leicht in Chloroform, Bromoform, Veratrol, Alkohol, Holz-
geist, weniger gut in Benzol, Ather, schwer in Schwefelkohlenstoff,
fast gar nicht in Benzin, viel reichlicher in der Siedehitze. Capsanthin
148t sich unschwer von Carotin unterscheiden, das viel leichter
von Schwefelkohlenstoff, sehr viel leichter von Petrolither, aber
nur diirftig von Alkohol aufgenommen wird und dabei etwa
zwolfmal farbschwécher ist. Bei der Entmischung wandert Capsan-
thin, wie Xanthophyll, in die Unterschicht. Schiittelt man eine
dther-petrolatherische Losung (1:1) mit wéBrigem Holzgeist, so
wird ein dem Fucoxanthin &hnliches Verhalten beobachtet (vgl.
S. 92, 218).

Die atherische Losung ist braunstichig gelb, in der Néhe der
Sattigung erscheint sie in der Durchsicht weinrot und tingiert
braunlich orangefarbig. Niedere Alkohole nehmen Capsanthin mit
weinroter, in stirkerer Verdiinnung mit braunlichgelber Farbe auf;
starke Losungen sind im durchfallenden Lichte rotweinidhnlich,
die entsprechende Benzinlosung sieht daneben strohgelb aus. Die
Tinktion in Chloroform ist rotbraun (Unterschied von Bixin, das
braunlichgelb tingiert). Schwefelkohlenstoff 16st Capsanthin mit
blaulich-rosenroter Farbe; bei héheren Konzentrationen tingiert
die Fliissigkeit violettstichig rot. Die Ldsungen fluorescieren nicht.
Auf Filtrierpapier hinterlassen verdiinnte &therische und CS,-
Lésungen einen rosenroten Fleck (Unterschied von Carotin, Xantho-
phyll und Lycopin), der jedoch braunstichiger ist als derjenige
des Capsorubins,

Fiir Losungen in Ather bzw. Petrolither (etwa 5:10° molar)
gilt angendhert das colorimetrische Verhéltnis: Carotin : Xantho-
phyll : Fucoxanthin : Capsanthin = etwa 1:0,7:1,6:12.

Capsanthin ist rechtsdrehend, [a]oqg = + 36° (in Chloroform).

Adsorptionsverhalten. In der CaCO,-Siule wird Capsanthin aus
CS, oder Benzin leicht festgehalten und nimmt in bezug auf seine
Adsorptionsaffinitit einen Platz oberhalb des Violaxanthins ein
(s. auch 8.95). Fiir die priparative Trennung arbeitet man am
vorteilhaftesten in Schwefelkohlenstoff, aus dem ein violetter Farb-
ring erhalten wird, wihrend die entsprechende Zone aus Benzin
rotlichbraun ist. Zur Elution dienen Methyl- oder Athylalkohol
bzw. methanolhaltiger Petroldther.

Spektrum. Das sichtbare Spektrum enthélt Bénder in Griin
bzw. in Blau, deren Abstand mit der Breite des ersten Bandes
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vergleichbar ist. Beim Capsanthin liegt das beschattete Gebiet
dem Rot bedeutend néher als bei den Blattcarotinoiden. Optische

Schwerpunkte:
In Schwefelkohlenstoff. . . . . . . . 543 503,5 uu
,» Benzin . . . . . . ... L. 505 475 pp
, Benzol . . . . . . . ... ... 519 486 u
,» Alkohol . . . . . sehr verschwommen (515—459 upu).
»x
20-10% /A\
NS
g 550 500 450 400 Aper)

Abb. 33. Absorptionskurve des Capsanthins in Benzol (KUHN, unveroff.).

Tabelle 45. Farbenreaktionen des Capsanthins.

2 mg Farbstoff in 1—2 cm? Chloro-
form gelost, mit 1 cm? konzen-
trierter Schwefelsiure unter-
schichtet

2 mg in 1-—2 cm? Chloroform, mit
einigen Tropfen Acetanhydrid
versetzt und mit konzentrierter
Schwefelsaure unterschichtet

1—2 mg in 1—2 cm?® Chloroform
+ 1 Tropfen rauchender Sal-
petersaure

1—2 mg Krystalle in 2 cm? 95proz.
Ameisensidure

Geschmolzene Chloressigsaure
Dichloressigsaure

Geschmolzene Trichloressigsédure

Trichloressigsaure (0,3 g), gelost
in 1—2 e¢m?® Chloroform, dazu
1—2 mg Substanz

Konzentrierte methylalkoholi-
sche Salzsidure
Phosphortrichlorid

beim Unterschichten CHCI, rot, H,SO,
himmelblau; umgeschwenkt: CHCI,
farblos, Saure tief-ultramarinblau (be-
standig)

Chloroform violett (abschwichend),
Saure schén dunkelblau

blau, dann sehr rasch grin und fast
farblos. Bei fiinffacher Verdiinnung
der CHCl,-Losung: ohne blaue Phase

kalt: etwas loslich (braunstichig rosa-
farbige Tinktion); erwirmt: wenig
Anderung, dann farbschwach wund
schmutzig-braunlich

16st kirschrot, dann briaunlich und viel
farbarmer

16st kirschrot (kalt bestindig); erwirmt:
braunlich, schlieBlich blau

168t sofort mit dunkelblauer Farbe

kalt: blaulichrot, tingiert wie der Saft
roter Rilben; warm: zunichst wenig
verandert, dann violettstichig und
ohne Tinktion

kein Farbumschlag

geldst griin, dann graublau, spiter tiefer
dunkelblau P
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Tabelle 45 (Fortsetzung).

Arsentrichlorid kalt mit prachtvoll purpurroter Farbe
loslich, die in Blauviolett iibergeht
Antimontrichlorid (geschmolzen) | 16st dunkelblau; in starker Verdiinnung
himmelblau
Antimontrichlorid in Chloroform | sofort dunkelblau; bei grofier Verdiin-
+ Capsanthin (in CHCl, gelost) nung im ersten Moment violett
Stannichlorid (geschmolzen) dunkelblau

Umwandlungen und Derivate. Capsanthin besitzt keinen sauren
Charakter: schiittelt man seine &therische Losung mit wilriger
Lauge, so wird die Oberschicht nicht entfirbt (Unterschied von
Bixin). Schwach basische Eigenschaften, hoéchstens von der
GroBenordnung der Fucoxanthin-Basizitdt werden beobachtet, denn
nicht nur konzentrierte Schwefelsdure, sondern bereits 25—30proz.
Salzsdure ruft eine griinstichig blaue Farbe hervor (vgl. unter
,,Nachweis®, S. 229).

Autoxydation. Krystallisiertes Capsanthin oxydiert sich all-
méhlich an der Luft, rascher in Sauerstoff und ist meist in einigen
Tagen ausgebleicht. Die Gewichtszunahme erreichte z.B. in
1 Monat ihren Endwert (29%, entsprechend etwa 10 O-Atomen);
die Unléslichkeit in Petroldther geht dabei nicht verloren. Viel
bestdndiger ist das Farbwachs des Capsanthins an der Luft.

Die Sauerstoffaddition mit Benzopersiure in Chloroform (nach
PumMERER und REBMANN 1) zeigt den Verbrauch von 8 O-Atomen
an. — Versetzt man die Farbstofflosung (in Chloroform) mit Brom,
schiittelt mit Thiosulfat und titriert zuriick, so laf3t sich die Addition
von 16 Br-Atomen feststellen (Unterschied von Bixin). — Durch
Einwirkung von Jod in Schwefelkohlenstoff wird krystallisiertes
Capsanthindijodid CyoH;404J, abgeschieden. Mattschwarze Spiele
und Nadeln, Schmelzp. unscharf zwischen 170—180%. — Die
Hydrierung mit Platin in Eisessig zeigt die Anwesenheit von
10 C-Doppelbindungen an; Perhydro-capsanthin ist ein dickes,
viskoses Ol, viel leichter 16slich als der Farbstoff. — Thermische
Zersetzung. Erhitzt man Capsanthin auf 200° und steigert die
Temperatur allméhlich bis 3009, so entweicht in einigen Stunden
m-Xylol; dasselbe Resultat hat vax Hasserr schon frither mit
Bixin erhalten.

Synthetische Ester des Capsanthins. Die Ester stehen in ihren Eigen-
schaften dem natiirlichen Farbwachs nahe. Die Schmelzpunkte fallen
in der Fettsiurereihe mit zunehmender Lénge der Kohlenstoffkette. Der
Olséureester ist weich und niedrig schmelzend, ansonsten sieht man sichel-
oder garbenartig gruppierte, teils verwachsene, zuweilen zigarrenférmige,
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rote Krystalle. Bei raschem Umfillen erscheinen in Warzen gruppierte
Nidelchen, dhnlich dem Farbwachs. Zur Darstellung der Ester wird Capsanthin
in Pyridin mit dem S#&urechlorid versetzt, stehen gelassen, der Ester durch
Zusatz von absolutem Methylalkohol abgeschieden und aus Schwefelkohlen-
stoff .4 Athylalkohol bzw. Holzgeist umkrystallisiert. Die Ester lassen sich
auf CaCO; aus Benzin chromatographisch reinigen. Dargestellt wurden:
Diacetat, Dipropionat, Dicaprinat, Dimyristat, Dipalmitat, Distearat und
Dioleat. Monoester sind noch nicht bekannt. Die Ester drehen sehr schwach;;
von Salzsdure werden sie nicht gefarbt. Spektrum wie S. 235. Capsanthin-
diacetat CyHg,O;, aus absolutem Methanol glinzende Téfelchen, Schmelzp.
146,5° (korr.). Capsanthin-dicaprinat CgHyO; aus Benzol + Methanol
groBe, flache Tafeln mit typischen Einwélbungen, Schmelzp. 109° (korr.).
Capsanthin-dipalmitat C,3H,,,0; bildet aus Benzol + Methanol derbe, zu-
sammengewachsene Tafeln, die bei 92° schmelzen (korr.).

Zur Konstitution. Die Struktur des Capsanthinmolekiils ist

in einzelnen Ziigen geklirt.

Die Anzahl der Kohlenstoffdoppelbindungen betriagt 10, ferner
sind 5 als Essigsdure fafbare Methylseitenketten zugegen (KumN
und L’Orsa 1). Das Ergebnis der thermischen Zersetzung beweist
die Anwesenheit der Gruppierung:

.. .=C——CH=CH—CH=(|}—CH=. ..
(J>H3 CH,

Eine wichtige Frage betrifft die Funktion des Sauerstoffes. Von
den drei O-Atomen liegen zwei in Hydroxylgruppen vor, nur diese
lassen sich verestern oder nach ZEREWITINOFF nachweisen; hin-
gegen ist die Funktion des dritten ganz andersartig. Direkte
Versuche zum Nachweis eines Carbonyles fiihrten nicht zum Ziel,
auch unter den besonderen Bedingungen, die bei dem Rhodo-
xanthin beschrieben sind. Allerdings kann eine Kondensation mit
Hydroxylamin auch in Anwesenheit von >C=O ausbleiben; so
gibt das Diketon Semi-f-carotinon von KuvaN und BROCKMANN
(11), das dem Capsanthin spektroskopisch sehr &hnlich ist, nur
ein Monoxim. SchlieBlich wurde die Ketongruppe durch Ver-
esterung des durchreduzierten Farbstoffes nachgewiesen, der nicht
wie sonst zwei, sondern drei Acetyle aufnimmt. Das Capsanthin
ist also ein Dioxy-keton, das in Gegenwart von stark wirkenden
Katalysatoren nach Kuax und MOLLER hydriert, 11 H, bindet.
Mit Riicksicht auf die grofie Farbkraft und auf die Verschiedenheit
der Farbe in Alkohol bzw. in Benzin (S.67) mufl das Carbonyl
an die 10 C-Doppelbindungen des Capsanthins unmittelbar ange-
schlossen sein.
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Die biologische Unwirksamkeit des Paprikahauptfarbstoffes
macht es unwahrscheinlich, daB er unsubstituierte §-Jononringe
enthilt. Vermutlich nehmen die Hydroxyle dhnliche Stellungen
ein wie in Zeaxanthin, das gemeinsam mit Capsanthin in der
Fruchthaut vorkommt.

Bei dem Abbau des Capsanthins mit Permanganat erhielten
KarrER, HELFENSTEIN, WEHRLI, PIEPER und MoRF ax-Dimethyl-
bernsteinsdure und Dimethylmalonséure.

13. Capsorubin.
(Bruttoformel C,,H;;O, + H,, Konstitutionsformel unbekannt.)

Dieses rotviolette Carotinoid kommt als Begleiter des Capsan-
thins in den reifen Paprikaschoten vor (Capsicum annwum; ZECH-
MEISTER und CHOLNOKY 7) und ist mit dem Hauptfarbstoff nahe
verwandt.

Zur Isolierung wird das frische, mit 90proz. Alkohol vorbe-
handelte Drogenpulver bei 50° mit Benzin (Siedep. 70—809) extra-
hiert und dann eine Chromatographie auf CaCO; vorgenommen.
Oberhalb der breiten Capsanthinzone sieht man einen schmaéleren,
violetten Ring, dessen Farbstoffinhalt mit Methanol eluiert, in
Ather ibergefiihrt, verseift, durch Verdampfen gewonnen und aus
Benzol + Benzin umkrystallisiert wird (Abb. 69—70, S. 296).

Beschreibung. Aus heiem Benzol + Benzin (1 : 5): verzweigte,
violettrote Nadeln; aus Schwefelkohlenstoff: rhombische Tafeln;
aus Benzin: sichelartige Gebilde. Schmelzp. 198° (korr.). Die
Farbe der alkoholischen Losung ist weinrot, der benzinischen gelb.
Unterschichtet man die Lésung in Ather mit rauchender Salz-
sdure, so tritt in der unteren Phase eine blaue Farbe auf, die spéter
in Rosa umschlagt. Charakteristisch ist das Spektrum in Schwefel-
kohlenstoff: die beiden ersten Schwerpunkte 543, 503,5 yuu stehen
denjenigen des Capsanthins sehr nahe, es tritt hier aber noch ein
drittes Absorptionsmaximum auf, ndmlich bei 470 uu. Das
Spektrum ist schon und scharf begrenzt. In Benzin: 507, 474,
444 yu. Bei der Verteilung zwischen Ather + Petrolither und
90proz. Methanol verhilt sich das Capsorubin rein hypophasisch ;
mit 80proz. wird es nur teilweise in die Unterschicht gefiihrt.

Capsorubin ist wahrscheinlich ein Dioxy-diketon, dessen Carbo-
nyle das chromophore System beiderseitig einschlieen.

Das Acetat des Capsorubins krystallisiert in Wiirfeln (aus Methylalkohol).
Schmelzp. 169° (korr.). HCI-Reaktion negativ, wéihrend eine &therische
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Losung des freien Capsorubins von konzentrierter Salzsiure entfirbt wird,
unter Blaufirbung der unteren Schicht. Das Spektrum ist mit den obigen
Angaben identisch. Bei der Entmischungsprobe verteilt sich das Acetat
ungefahr gleichmaBig zwischen Ather - Petrolither bzw. 90proz. Holzgeist.

Sechstes Kapitel.

Carotinoide mit weniger als 40 Kohlenstoffatomen.
Polyen-carbonsiuren: Bixin, Crocetin und Azafrin.

1. Bixin.
(Bruttoformel CysHz,0,, und zwar CH,00CC,,H,,COOH,
Konstitutionsformel S. 247.)

Die Epidermis der Samenschale eines in den Tropen verbreiteten
Strauches, des sog. Rocoubaumes (Biza orellana, Bixaceae) enthilt
den altbekannten roten Farbstoff Bixin, das meist in Form einer
Droge (,,Orlean®, ,,Annatto’) in den Handel kommt. Sie dient
zur Farbung von Nahrungsmitteln sowie von Wachs und spielt
in der Seiden- und Baumwollfirberei eine beschrinkte Rolle. Der
,,Orlean enthédlt nur einige Prozente Bixin, nebst zersetztem
Farbstoff. Zur technischen Gewinnung der Droge werden Mark
und Samen mit Wasser geknetet und sich selbst iiberlassen, wobei
Gérung und Sedimentierung stattfindet. Das abgesetzte Material
wird getrocknet und vermahlen. Andere Betriebe arbeiten statt
Schlaimmen mit Eindampfen (vgl. bei KuvaN und EHMANN).

Die histochemischen Kenntnisse hat Moriscr (1, dort S. 273)
zusammengefallt. Die frischen Samen sind von einer rotorangen,
breiigen Masse umgeben, welche die Hauptmenge des Farbstoffes
enthilt und eingetrocknet, die Samen mit einer braunroten Kruste
umgibt (Abb. 71, S.296). Das gleiche Pigment kommt auch in
vegetativen Organen, und zwar scharf lokalisiert vor, so in den
Sekretzellen der Laubblitter, die an der Unterseite zahlreiche
braune Piinktchen besitzen.

Nachweis und Bestimmung. Der mikrochemische Nachweis
gelingt am zuverlissigsten, wenn man den Farbstoff mit Chloro-
form aus der Samenschale herauslost, das Bixin durch Verdunsten
am Deckglasrande in recht reiner Form abscheidet und dann
z. B. Schwefelsdure zusetzt: Dunkelblaufairbung (Moriscr 1).
Weitere Farbenreaktionen des krystallisierten Farbstoffes: S. 243.
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Zwecks einer orientierenden Schatzung des Farbstoffgehaltes erschopft
man die Droge mit siedendem Chloroform, fiigt zu einem aliquoten Teile
des Auszuges 1 Vol. Essigester, verdiinnt mit einem Chloroform-Essigester-
gemisch (1:1) bis zur ungefahren Farbstirke des 0,2proz. Kaliumbichromats
und vergleicht im Colorimeter. Die Gleichwertigkeit zeigt rund 10 mg
im Liter an. Die Zahl besitzt nur einen relativen Wert, da auch andere
farbige Stoffe im Orlean vorkommen.

Genauere Mikrobestimmung und Tremnung von Carotinoiden
ohne Sdurecharakter (KvEN und BrockMANN 3); S.90 und 102.

Isolierung. @) Aus kduflichem Orlean. Mehrere Vorschriften
(die von KvaN und ErmManN kritisch besprochen werden) gehen
von der Handelsdroge aus und liefern, namentlich aus harzarmem
Material, recht gute Ergebnisse. Nach Zwick sowie MARCHLEWSKI
und MaTEIRKO, HEIDUSCHEA und PANzZER (1) usw. liBt sich Bixin
durch Ausziehen mit Chloroform gewinnen. ZweckmaBiger ist die
Vorschrift von Hassert (2), die eine Vorextraktion mit Aceton
empfiehlt und (etwas abgeéndert) auch bei HErzic und Farris (1)
nachgelesen werden kann. Die Methode fithrt sicher zum Ziel,
allerdings mit groBen Verlusten an Farbstoff. Der Orlean wird
zusammen mit ziemlich viel Aceton in einer Kugelmiihle vermahlen,
oder man mahlt trocken und schiittelt mit Aceton an der Maschine
aus. Der dunkelrote Extrakt wird nach mehrtigigem Stehen
abgegossen, die gereinigte Droge koliert und an der Luft getrocknet.
Nun zieht man tagelang im Soxhlet mit Chloroform aus. Bald
erscheinen die ersten dunkelvioletten Krystalle. Zur Reinigung
dient Umkrystallisieren aus Chloroform, Essigester oder Eisessig.

b) Das giinstigste Ausgangsmaterial fiir die Isolierung von
Bixin ist ,,pdte de rocou’, die in luftdichten Blechbiichsen in den
Handel kommt. Man riihrt den roten Teig nach KuvaN und WINTER-
STEIN (8) mit Methanol an und bringt das Bixin durch Zusatz der
eben erforderlichen Menge an konzentriertem Ammoniak als NH,-
Salz in Losung. Aus dem Filtrat fillt das Rohprodukt auf Zusatz
von Eisessig als rotes Pulver, das genutscht und mit Methylalkohol
gewaschen wird. Zur Reinigung zieht man es in einem Extraktions-
apparat mit einem Gemisch von Chloroform +4 Alkohol (1:1) aus.
Reinertrag: 500 g Bixin aus 25 kg ,,pate de rocou‘.

¢) Isolierung von Bixin aus den Bixasamen (grains de rocow)
nach KvaN und EoMANN bzw. nach ForBAT. Man verarbeitet
Bixasamen, die in der Regel 1,0—2,5% Farbstoff enthalten; in
einer Probe aus Zentralafrika sind sogar 13% gefunden worden.
Prinzip: es 1afBit sich eine gereinigte Droge durch Schlimmen und
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Zentrifugieren bereiten; Ammoniak entzieht dem Zentrifugat den

Farbstoff, der dann aus seinem Ammoniumsalz freigelegt wird.

Ausfithrung: In einem 201-Emailtopf 148t man 5kg Samen mit 51
Wasser 3 Stunden lang stehen und wirbelt dann mit einem breiten Propeller-
rithrer kraftig. Nach 1 Stunde wird durch ein Sieb gegossen (Maschenweite
1 mm), durchgeschaufelt und mit 11 Wasser nachgewaschen. Die nun
braunschwarzen, glinzenden Korner enthalten fast keinen Farbstoff mehr.
Das Schlaimmwasser, in dem das Bixin suspendiert ist, gie8t man in grofe
Perkolatoren, wo sich iiber Nacht zwei Schichten bilden: oben eine blaBrote,
milchig getriibte Fliissigkeit, unten ein dicker, dunkelroter Schlamm. Die
obere Schicht wird abgehebert, die untere bei 3000 Touren in der Minute
1/, Stunde zentrifugiert. Das zerbrickelte Zentrifugat wird an der Luft,
dann im Vakuum iiber Calciumchlorid getrocknet, aber nur so weit, daB
die Masse beim Schlagen mit dem Hammer gerade noch gequetscht wird
und nicht schon sprode splittert. Man mahlt jetzt in einer Kugelmiihle zu
einem braunroten Pulver. Ausbeute: 4,8—6 kg gereinigte Droge aus 100 kg
Samen (Guadaloupe, 1927). Bixingehalt: 15—30%.

In Anteilen von 200 g wird sofort mit 21 96proz. Alkohol iibergossen
und auf dem Dampfbad, unter Umrithren auf 60—65° erhitzt. Aus einer
Bombe leitet man langsam Ammoniakgas ein, bis der Farbumschlag beendet
und Ammoniakgeruch deutlich wahrnehmbar ist. Dann 148t man 20 Minuten
stehen und filtriert noch warm, méglichst rasch durch eine grofe Nutsche.
Den Riickstand rithrt man nochmals mit 11 des Alkohols an, leitet in der
Wirme Ammoniak ein und filtriert nach 1 Stunde. Die vereinigten Filtrate,
die beim Erkalten oft schon Ammoniumbixinat abscheiden, werden in groBen
Filtrierstutzen stark turbiniert, wobei am Riihrer und an der Glaswand
dunkelrote, harzige Produkte erscheinen. Auf je 11 Fliissigkeit gibt man
1 cm® Eisessig zu und vervollstindigt die Harzabscheidung durch Stehen-
lassen iiber Nacht. Nach dem AbgieBen wird unter stetem Riihren durch
Zutropfen von Eisessig das Bixin gefillt, nach 3 Stunden auf Hartfiltern
abgesaugt und im Vakuum iiber NaOH und CaCl, getrocknet.

Die Ausbeute an rohem Bixin (Farbstoffgehalt 70—85%)
betragt 180—200 g aus 1 kg Zentrifugat (100 kg Samen). Das
Bixin wird aus 18 Teilen siedendem Eisessig umkrystallisiert,
auf der Nutsche mit wenig kaltem Eisessig abgedeckt, mit Athyl-
acetat gewaschen und iiber NaOH und CaCl, getrocknet. Rein-
ausbeute: 65—80 % des Rohproduktes, Schmelzp. 198° (korr.,
BEerr-Block, wenn das Rohrchen bei 185° eingebracht wird).

Zusammensetzung. Selten ist in der organischen Chemie eine
so lang dauernde, auf ein halbes Jahrhundert ausgedehnte Dis-
kussion iiber die empirische Formel einer krystallisierten Ver-
bindung gefiihrt worden, wie auf dem Gebiete des Bixins. Als
Ursache zieht man gewohnlich die schwere Verbrennbarkeit heran,
doch miissen auBerdem den verschiedenen Autoren Priparate von
ungleichem Reinheitsgrad vorgelegen haben, die zu abweichenden

Zechmeister, Carotinoide. 16
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Analysenzahlen fiihrten (zusammengestellt bei KARRER, HELFEN-
STEIN, WIDMER und VAN ITArnie). Bei Anwendung der mikro-
analytischen Arbeitsweise von PREGL treten keinerlei Schwierig-
keiten auf (KuBN und Enmany). Nachdem iltere Ausdriicke
aufgegeben wurden, kamen nur mehr zwei Formeln in Betracht:
CysHg0, (aufgestellt von HrerpuscakA und Panzer 1; vgl. auch
KunxN und WINTERSTEIN 2), ferner CogH;,0, (HERZIG und FarTIS 1).
Obzwar FaLTIS und VIEBOCK an dem kohlenstoffreicheren Symbol
festhielten, kann die Formel C,;H4,0, nach Untersuchungen von
KARRER, HELFENSTEIN, WIDMER und VAN ITALLIE sowie von
KueN und EEMANN als sichergestellt gelten.

Beschreibung. Bixin ist ein schwach metallisch glinzender,
violettroter Farbstoff und bildet pleochroitische Krystalle, teils
des triklinen Systems. Neben Carotin und Xanthophyll erscheinen
Bixinpraparate satter und violetter. Aus Chloroform erhdlt man
Nadeln, teils zu Biischeln gruppiert, aus Eisessig tief violette, oft
verzwillingte Prismen mit stahlblau-granatrotem Dichroismus, aus
Athylacetat charakteristische, groBe, rotviolette, flache Rhomben
(Abb. 72—75, S.297; farbig bei KARRER und WEHRLI 2). Schmelzp.
198° (korr., vgl. KurN, WINTERSTEIN und WIEcAND). Die Kry-
stalle neigen nicht zur Autoxydation (Unterschied von den meisten
Carotinoiden), wohl aber gewisse Losungen (KunN und MEYER).

Bixin zeichnet sich durch seine Schwerléslichkeit aus, besonders
in der Kilte. In heilem Eisessig, Essigester und Chloroform ist
die Loslichkeit betriachtlich (4g in 11 siedendem Athylacetat,
Herzic und Favris 1). Bei der Entmischung zwischen Ather -
Petroliather und verdiinntem Methanol geht der Farbstoff groBten-
teils in die Unterschicht und kann durch Erneuerung des Methyl-
alkohols vollends in diesen iibergefithrt werden. Sehr verdiinnte
Lésungen in Essigester sind gelb, stirkere orangefarbig und tingieren
griinlich-braungelb. Ahnlich sieht die heiB bereitete Losung in
Chloroform oder Eisessig aus (Tinktion braunstichiger). In Schwefel-
kohlenstoff ist die Loslichkeit so begrenzt, daf die violettstichige
Tinktion nur wenig zur Geltung kommt.

Spektrum. Schon MARCHLEWSKI und MATEJRO ist es auf-
gefallen, daB das Bixinspektrum an Carotinoide erinnert (Ab-
bildungen im Original). Neuere Messungen enthilt Tabelle 46,
S. 249. Absorptionsmaxima in Chloroform: 502, 470 und 439 uu
(EvLEr, KARRER, KLUssMANN und MoORF) bzw. 503, 469,5 uu
(Kuvey und WINTERSTEIN 7).
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Farbenreaktionen. Vergleich mit anderen Pigmenten. Die Sdure-
natur des Bixins geht schon aus folgendem Reagensglasversuch
hervor: schiittelt man die dtherische Losung mit wéfBiriger Lauge,
so wird die Oberschicht rasch und vollkommen entfirbt und das
Bixin wandert nach unten; an der Grenzfliche beginnt bald das
orangefarbige Alkalisalz auszukrystallisieren. Der Versuch mif-
lingt mit Capsanthin, Carotin oder Xanthophyll usw. Mit den
gelben Blattfarbstoffen ist iibrigens eine Verwechslung gar nicht
moglich, im Hinblick auf die auBerordentliche Farbkraft des
Orleanpigments, selbst in groBer Verdimnung. Leicht ist auch die
Unterscheidung von Azafrin (Naheres Tabelle 50, S.266), dessen
prachtvolle Reaktionen mit Ameisensdure oder Chloroform -+
Chlorwasserstoff beim Bixin versagen (vgl. S.264). Die Farben-
reaktionen des Bixins haben KunN, WINTERSTEIN und WIEGAND
beschrieben und mit denjenigen des Crocetins verglichen:

a) Konzentrierte Schwefelsiure (je 1 mg Substanz in 2 cm3):

Bixin: blau, weniger rotstichig und viel bestdndiger als Crocetin.

Crocetin: blau, nach kurzer Zeit iiber Violett nach Braunrot umschlagend.

b) Konzentrierte Schwefelsiure + Chloroform (1 cm?® geséttigte Chloro-
formlosung + 0,3 cm3 Schwefelsdure):

Bixin: Chloroformlésung farblos, Schwefelsiure blau, weniger rotstichig
und viel besténdiger als Crocetin.

Crocetin : Chloroformlésung farblos, Schwefelsdure blau — violett —
weinrot — braunrot.

¢) Konzentrierte Schwefelsiure 4 Chloroform +- Essigsiureanhydrid (2cm?
gesittigte Chloroformlésung + 3 Tropfen Anhydrid + 10 Tropfen Schwefel-
séure):

Bixin: Chloroform farblos, Schwefelsdure tiefblau, sehr bestindig.

Crocetin: Chloroform farblos, Grenzschicht blauviolett, Schwefelsiure
nach Umschiitteln blauviolett — schmutzig braunviolett.

d) Rauchende Salpetersiure + Chloroform (je 1 cm?® gesittigte Chloro-
formlésung + 1 Tropfen Salpetersiure, d = 1,52):

Bixin: blau — griin - rot — farblos (sehr rasch).

Crocetin: blau —> rot —> farblos (sehr rasch).

e) Ameisensiure (je 3 mg Substanz mit 2 cm® 99proz. Saure):

Bixin: nach kurzem Erwirmen tiefgriin, sehr bestindig.

Crocetin: in der Kalte keine Reaktion, nach 5 Minuten langem Kochen
und einigem Stehen gelbstichig griine Losung (sehr besténdig).

1) Trichloressigsiure + Chloroform (je 2mg Substanz 4 0,3 g Saure
-+ 0,5 cm?® Chloroform):

Bixin: braunrot (sehr stark tingierend) — nahezu farblos — tiefblau
(stark tingierend).

Crocetin : braunorange — olivbraun —> olivgrin — dunkelgrin —
blau — violett = schmutzigbraun.

16*
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g) Dichloressigsiure (je 2 mg Substanz mit 0,5 cm® Siure erwirmt):

Bixin: griin (bestindig).

Crocetin: orange — braunoliv — olivgriin — rein griin (bestandig).

(Diese Erscheinungen sind charakteristisch. Man erhitze anfangs gelinde,
unterbreche aber das Erwirmen, um keine Phase zu iibersehen.)

Salze. Die Alkalisalze des Bixins sind u. a. bei vax HASSELT (2)
beschrieben. Zur Darstellung des charakteristischen Bixinkaliums
CH;00C—C,,H,—COOK erhitzt man eine Losung von 1 g Farb-
stoff in 50 cm3 Methylalkohol, unter Zusatz von 1 cm?® 20proz.
Kalilauge bis zum Sieden und erhélt beim Erkalten schéne, dunkel-
violette Nadeln des Bixinats (0,8 g).

Chemisches Verhalten des Bixins. Das Bixin ist luftbesténdig,
seine ungeséttigte Natur verrit sich jedoch durch das Verhalten
gegen angeregten Wasserstoff. Schon LIEBERMANN und MUHLE
haben qualitativ bewiesen, dal man das Bixin zu einem farblosen
Korper katalytisch hydrieren kann; Herzie und Favris (3) er-
mitteln dann die Anwesenheit von 9 Doppelbindungen auf diesem
Wege (vgl. auch bei KuaN, WINTERSTEIN und WIEGAND; KUHN,
WiINTERSTEIN und KaRLoviTz; Fartis und VIEBOCK; KARRER,
HEeLrENSTEIN, WIDMER und VAN ITariie; KueN und EEMANN).
Das Perhydro-bixin CyH,g0, ist ein farbloses, im Hochvakuum
destillierbares, optisch inaktives Ol. Durch Hydrolyse geht es
in Methylalkohol und Perhydro-norbixin C,,H,,0, iiber, das von
KARRER, BENZ, MorF, RAUDNITZ, STOLL und TAKAHASHI auch
auf synthetischem Wege bereitet wurde (S. 246).

Partielle Hydrierung: Schon bei der Aufnahme von 1 Molekiil
Wasserstoff hellt sich die Farbe des Bixins stark auf und die
Substanz wird luftempfindlich.

Literatur iiber das Dihydrobizin: vaAN HasseLT (2, 3), KvEN und WINTER-
STEIN (7); KARRER, HELFENSTEIN, WIDMER und VAN Itariie erhielten
mit Hilfe von TiCl; vorziiglich krystallisierte Priparate.

Alle 9 Doppelbindungen des Bixins werden nur von Wasser-
stoff erfaBt, wihrend Chlorjod oder Benzopersidure nur auf 6,
Dirhodan nur auf 3 solche Bindungen ansprechen (PUMMERER
und REBMANN 1; PuMMERER, REBMANN und REINDEL 1). Der
Bromverbrauch betrégt in Chloroform gegen 5 Mole (vax HASSELT 2).
Die Oxydation mit Chromséure zeigt 4 C-Methyle an. Thermische
Zersetzung: S.64. Oxydation mit Manganiacetat und Abbau
des Perhydrokorpers mit Bleitetraacetat: VIEBOOK.

Die Funktion und Stellung der Sauerstoffatome ist der Gegen-
stand mehrerer Untersuchungen gewesen. Schon vaAN HASSELT (2)
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weist in einer frithzeitigen, inhaltsreichen Arbeit nach, daB eine
HO- und eine CH;0-Gruppe im Molekiil enthalten sind, und zwar
ungleichwertig gestellt; dall aber diese Radikale Carboxylen an-
gehoren, ist erst von HErzic und Faumis (3) erkannt worden.
Der Naturfarbstoff Bixin ist also der Monomethylester einer Di-
carbonsdure, welcher mit seinen nichsten Abkémmlingen, Norbixin
und Methylbixin (auf Grund der heute giiltigen empirischen
Formeln) in dem folgenden Verhiltnis steht:

Methylierung Methylierung
HOOC—CyH,e—COOH —————— CH;00C—C,,H,e—COOH ———>
Norbixin Hydrolyse Hydrolyse

Bixin
(Norbixin-methylester)
CH;00C—C,,H,—COOCH,

Methyl-bixin

(Norbixin-dimethylester).

Konstitution. Das altbekannte Bixin nahm lange Zeit hindurch
eine Sonderstellung in der Systematik ein; erst Kuvay und WINTER-
STEIN (2, vgl. auch dieselben mit WIEGAND bzw. mit KarLOVITZ)
erkennen die Verwandtschaft des Bixafarbstoffs mit den Caroti-
noiden und sprechen das Bixin als einen, von dehydrierten Isopren-
resten aufgebauten, rein aliphatischen Korper an, dessen Doppel-
bindungen durchgehend konjugiert sind. Die von ihnen zunéichst
aufgestellte Strukturformel, welche eine Reihe fritherer Befunde
erklart! (vaxn Hasserr 1—3, RINKES und van Hassert 1—3,
RingEs 1—4), besitzt eine unsymmetrische Gestalt und trigt der
an sich richtigen Angabe der &lteren Literatur Rechnung, daB die
beiden Carboxyle nicht gleichwertig gestellt sind (S. 247).

Nachdem man aber neuerdings erkannt hat, dafl die Ursache
der Ungleichwertigkeit der beiden Molekiilenden eine stereo-
chemische ist (KARRER, HELFENSTEIN, WIDMER und VAN ITALLIE,
vgl. auch KvaN und Emmanwy, Niheres S. 246), konnte das
erwahnte Argument fiir die Unsymmetrie des Kohlenstoffskelettes
entfallen. Die auf S.247 stehende, symmetrische Strukturformel
fir das Bixin ist von KvEN und WINTERSTEIN (7) als naheliegend
bezeichnet worden, der Beweis fiir ihre Richtigkeit wurde aber erst

1 Besonders wichtig ist das Auftreten von §-Acetyl-acrylsiure-methylester
(nach vanx HassgrLr) bei dem Ozonabbau, offenbar einem.Molekiilende ent-
stammend :

CH,00C—CH=CH—C=0

CH,
B-Acetyl-acrylsdure-methylester.
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von KARRER, BENz, MORF, RAUDNITZ, STOLL und TARAHASHI (1, 2)
erbracht, ndmlich durch die Synthese des Perhydro-norbizins, das
mit dem Reduktionsprodukt des verseiften Naturfarbstoffes sich als
identisch erwies.
Der Aufbau nahm den folgenden Verlauf: Das Glykol der a«-Dimethyl-
pimelinséure wurde in das Dibromid
BrCH,—CH—CH,—CH,—CH,—CH—CH,Br

CH, H,

verwandelt, das letztere mit 2 Mol. Malonester kondensiert, die erhaltene
Tetracarbonsdure in den Ester der 4,8-Dimethyl-undecan-disiure-(1,11)
umgesetzt:

C,H,000—CH,—CH,—CH—CH,—CH,—CH,—CH—CH,—CH,—COOC,H,

CH, H,
und der Halbester desselben als Na-Salz elektrolysiert. Das Endprodukt
erwies sich mit durchreduziertem Norbixin-diéthylester als identisch (Formel:
S. 247).

Ferner ist es gelungen, das Perhydronorbixin aus Perhydro-
crocetin kiinstlich aufzubauen, wodurch das Kohlenstoffgeriist des
Safranfarbstoffes in dasjenige des Bixafarbstoffes iibergefiihrt
wurde (KArRrErR und BNz 1).

Die S. 247 verzeichnete, symmetrische Formulierung des Bixins
verrdt einen nahen Zusammenhang mit dem Tomatenfarbstoff: das
Bixin ist das Mittelstiick der von KARRER, HELFENSTEIN, WEHRLI
und WETTSTEIN aufgestellten Lycopinformel (S.162) und in der
Tat gelang es KvaN und GRUNDMANN (2), das Lycopin iiber
Lycopinal zum Bixin-dialdehyd O=CH—C,,H,,—CH=0 abzubauen,
der schliefllich durch die Zwischenstufen des Oxims und des
Nitrils das stabile Norbixin ergab (Ndhere Angaben auf S.160).
Hierdurch ist die weitgehende Verwandtschaft des Tomaten- und
Bixafarbstoffes experimentell festgelegt.

Stereochemische Verhiltnisse (s. auch S.12). Uber Modifika-
tionen von Bixin und Bixinderivaten liegen zahlreiche, einander
teils widersprechende Angaben vor, die nicht alle erwidhnt werden
kénnen. Es geniigt, wenn auf jene hingewiesen wird, welche zur
Klarung der ,Zusammenhinge wesentlich beigetragen haben.
HEerzie und Favtris (3) erhielten bei der Verarbeitung von Orlean
einmal zuféllig nicht das gewo6hnliche Bixin, sondern ein Isomeres,
mit deutlich verschiedenen Eigenschaften (,,-Bixin““). In welchem
Verhiltnis das Préparat zu dem nativen Pigment steht, war damals
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unklar, erst KARRER, HELFEN-
STEIN, WIDMER und VAN ITALLIE
nehmen an, daB geometrische Iso-
merte vorliegt. Bei der Darstellung
des Kunstproduktes konnten sie
den Zufall ausschliefen und neh-
men die Verwandlung des gewohn-
lichen Bixins mit Hilfe von Jod
vor, das bekanntlich den Uber-
gang von der Malein- in die Fumar-
sdurereihe vermittelt. Nach KunN
und WINTERSTEIN (7) geniigt auch
im besprochenen Falle eine kleine
Menge des katalytisch wirksamen
Halogens.

Demgemifl mufl das native
Bixinmolekiil mindestens eine cis-
Bindung dort besitzen, wo in dem
sog. f-Bixin trans-Konfiguration
besteht. Die Anzahl und Lage
dieser raumlich differierenden Stel-
len ist allerdings noch unbekannt,
es kann aber auf Grund der zitier-
ten Literatur, sowie der Ausfiih-
rungen von KuHN und EHMANN,
KARRER und TaraHASHI (1) u. a.
als sichergestellt gelten, daf} es zwe:
Verbindungsreihen mit den folgen-
den Stammsubstanzen gibt:

a) Das gewohnliche Bixin =
labile, niedriger schmelzende Form
(korr. Schmelzp. 198%) = cis-Bixin
= Bixin IIL

b) Das daraus durch Umlage-
rung erhéltliche, stabile, hoher
schmelzende Bixin (Schmelzp. 220°)
= trans-Bixin = Bixin I. Dieses
Praparat ist identisch mit dem ,,8-
Bixin“ von HErzié und Favuris (3)
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Bixin (symmetrisch formuliert).

247

b,

m,

Perhydro-norbixin-diithylester (Ester der 4,8,13,17-Tetramethyl-eikosan-disdure-1,20).

CH,

C,H,00C~CH,— CH,~ CH- CH,—CH,~CH,~CH—-CH,~CH,~ CH,— CH,~CH—CH,~ CH,~CH,~CH~CH,—~CH,-COOC,Hj
ln,
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und wurde auch ,,Isobixin‘“! genannt (KARRER, HELFENSTEIN,
WIDMER und VAN ITALLIE).

Lagert man 2 H-Atome an irgendeines der beiden Bixine an,
so entsteht die ndmliche Dihydroverbindung, was auf Grund geo-
metrischer Betrachtungen verstindlich ist (KvEN und WINTER-
STEIN 7); der Dihydrokérper 148t sich durch Luftsauerstoff in
Gegenwart von Piperidin in das stabile Bixin verwandeln, wodurch
die Reaktionsfolge

labile Form — Dihydrokorper — stabile Form

verwirklicht ist (KuvaN und DrumMm, Dieselben mit HoFFER und
MorLEr). Uberginge aus der labilen in die stabile Reihe sind
nicht auf den Naturfarbstoff beschrinkt, sondern sie sind mehrfach
an Bixinderivaten beobachtet worden. So entsteht nach Herzia
und Fauvris (3) bei der Veresterung des Norbixins mit methyl-
4lkoholischer Salzsdure nicht das gewohnliche Methylbixin, sondern
es findet gleichzeitig eine Umlagerung in die stabile Reihe statt,
was aber mit Diazomethan oder Dimethylsulfat ausbleibt.

Einige der bisher aufgedeckten Ubergénge sind aus dem nach-
folgenden Schema ersichtlich:

Diazomefthon.

Labile Reihe: ot Korbivin——— ot v Lszometnon oy Me/b}’/é/k/h
(atrsirtstaf) Pmety'sutiet /

Methana! + HCT

Zn+Lisessiy

Jod
§
QU
N
1
Jod

sttob. Bixin LEmML. stoh Methylbixin
(Hritter, f-Bixin)

Diazomethon

Stabite Reite: stab Norbixin

Kurze Beschreibung der wichtigsten Bixinderivate.

Bixin (labiles Bixin, gewoéhnliches Bixin oder Bixin II)
CH;00C—C,,H,,—COOH s. S.242.

1 Ein weiteres, von VAN HASSELT (1, 2) beschriebenes ,,Isobizin‘‘ konnte
weder von KuaN und WINTERSTEIN (8), noch von KARRER und TARAHASHI (1)
erhalten werden und ist wohl aus der Literatur zu streichen.
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Stabiles Bixin CH;00C—C,,H,e—COOH (= ,,8-Bixin‘“ von
Herzi¢ und Favrrs 3 = ,,Isobixin“ von KARRER, HELFENSTEIN,
WipMER und VAN ITALLIE, nicht identisch mit einem ,,Isobixin®-
Priparat van Hasserrs 1, 2). Es ist noch fraglich, ob diese trans-
Form in der Natur vorkommt.

Zur Darstellung wird das aus dem Orlean isolierte Bixin (1 g) in 250 cm?
Chloroform gelost und nach dem Zufiigen von Jod (0,65 g) iiber Nacht
stehen gelassen. Man fillt die filtrierte Losung mit Petrolither (11) und
krystallisiert aus Aceton um (KARRER, HELFENSTEIN, WIDMER und VAN
Itariie). Die folgende Arbeitsweise von KueN und WINTERSTEIN (7)
beweist die katalytische Rolle des Halogens: Eine Aufschlimmung von 5 g
feinstpulverisiertem Bixin in 75 cm? Athylacetat wird mit 0,1 g Jod versetzt
und 1 Stunde gekocht (oder 5 Tage in der Kilte geschiittelt); man nutscht
ab und wiéscht mit Essigester nach. Ausbeute 4 g.

Das stabile Bixin bildet gelbe, rhombische Téfelchen ; es schmilzt
hoher (215—220°, korr.) als der natiirliche Farbsteff (198°) und
zeigt in den meisten Losungsmitteln eine bedeutend spérlichere
Loslichkeit. Das Pyridinsalz ist im Gegensatz zu dem der labilen
Form recht schwer l6slich und krystallisiert in dunkelbraunen,
glinzenden Blattchen. Die Unterschiede in der Lichtabsorption
zwischen den wichtigsten Vertretern der beiden sterischen Reihen
sind aus Tabelle 46 ersichtlich.

Tabelle 46. Optische Schwerpunkte in der labilen und stabilen
Bixinreihe (Gitterspektroskop, Kupferoxydammoniak-Filter)
(KveN und WINTERSTEIN 7).

Praparat In Schwef;lpliohlenstoﬂ In Ch‘ll;z'oform
Labiles Norbixin . . | 527 491 458 503 469,56 440
’s Bixin . . 523,56 489 457 503 469,56 439
ys Methylblxm 519,5 485,56 454 503 470 441
Stabiles Norbixin . . | 527,56 492 457,5 509 474,5 442
ys Bixin . . 526,5 491 457 509,6 475 443
ys Methylblxm 525,5 490 456,5 509,5 475,56 444

Die Norbixine HOOC—C,,H,,—COOH. Sowohl Bixin als auch
das Methylbixin lassen sich zur freien Dicarbonsidure verseifen;
ob dabei das labile Norbixin erhalten wird, oder ein gleichzeitiger
Ubergang in die trans-Reihe erfolgt, hingt von den Versuchs-
bedingungen ab (KARRER, HELFENSTEIN, WIDMER und VAN
Itavuig, dort auch éltere Literatur). Wird die Hydrolyse durch
1-tégiges Schiitteln von 3 g Bixin mit 210 cm?® 10proz. methyl-
alkoholischem Kali vorgenommen, die Fliissigkeit mit 1 Vol. Wasser



250 Carotinoide mit weniger als 40 Kohlenstoffatomen.

versetzt, die Hauptmenge des Alkohols im Vakuum abgesaugt
und der Rest angeséuert, so krystallisiert ein Rohprodukt aus, das
im wesentlichen aus dem labilen (gewShnlichen) Norbixin besteht.
Zur Reinigung extrahiert man zunichst mit zu wenig kochendem
Eisessig, der Begleitstoffe mitnimmt und krystallisiert den Riick-
stand aus KEisessig um; Ausbeute 1,5g. Breite, schéne Nadeln,
Schmelzp. 250—255°. Leicht 1oslich in walrigem Alkali, betracht-
lich in heiBem Athyl- und Methylalkohol, schwer in Essigester,
Chloroform, besonders in Ather. Spektrum: S.249.

Die Umlagerung in das stabile Norbixin (hoher schmelzend, iber 300°)
scheint noch nicht direkt ausgefithrt zu sein. Man erhilt diese trans-Form
durch Verseifen des Bixins mit kochender, alkoholisch-wifiriger Kalilauge
oder durch Hydrolyse des stabilen Bixins. Prachtvoll glinzende Blittchen,
die viel sparlicher 16slich sind als das gewShnliche Norbixin. Besonders kenn-
zeichnend ist die Schwerloslichkeit der Alkalibixinate: das Natriumsalz ist
in Wasser unléslich, so daB die Flissigkeit nicht einmal angefirbt wird.

Literatur iiber Perhydronorbizin bzw. partiellhydrierte Norbixinpraparate :
vaN Hasserr (2, 3), Herzie und Farris (3), KARRER, HELFENSTEIN,
WipMER und vAN ITArnie, KueN und EEMANN usw. Das Perhydronorbixin
148t sich zum entsprechenden Diamin abbauen (NAGELI und LENDORFF).

Die Methylbixine H;COOC—C,,H,—COOCH,; (Norbixin-dime-
thylester) sind, wie die Norbixine, in der Natur bis jetzt nicht
aufgefunden worden.

Aus Bixin entsteht bei der Methylierung das gewdhnliche (labile) Methyl-
bixin (Schmelzp. 163—164°), wihrend die Methylierung des Norbixins nur
mit Diazomethan oder Dimethylsulfat so verliuft; methylalkoholische Salz-
sgure fithrt nach HErz16 und FarTis (3) zum stabilen Methylbixin (Schmelzp.
205—206°, korr.). Sehr leicht gelingt die Umlagerung labiles — stabiles
Methylbixin in Essigester, mit Hilfe von Jod (KARRER, HELFENSTEIN,
WipMER und vAN ITaLLIE), dabei geniigen schon kleine Mengen des Halogens
(vgl. KuBN und WINTERSTEIN 7).

Eigenschaften. Labiles Methylbixin: Prachtvolle, rhombische
Tafeln aus Chloroform - Alkohol, Schmelzp. 163—164° (unkorr.).
Stabiles Methylbixin : Violette Nadelchen (aus Essigester), Schmelzp.
205—206° (korr.); schwerer loslich als die labile Form. Unter-
schiede im Spektrum: Tabelle 46, S.249.

Krystallographische und réntgenometrische Untersuchung: WALDMANN
und BRANDENBERGER.

In der oben angezogenen Literatur findet man mehrfach Angaben iiber
vollstindig oder teilweise hydrierte Methylbixine.

Der Grundkohlenwasserstoff des Bizins, das Bizan CyHj, (KvaN und
EnMANN) ist eine farblose Fliissigkeit, die nach der heutigen Bixinformel
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die folgende Struktur besitzen muB (vgl. KARRER, BENZ, MORF, RAUDNITZ,
StorL und TaxamAsHI 2) und dem Crocetan C,H,, (S. 262) nahesteht:

CH,—CH,—CH,—CH—CH,CH,—CH,—CH—CH,—CH,— . . . .

CH, H,
1/, Bixan (4,8,13,17-Tetramethyl-eikosan).

2. Crocetin und Crocin.

(Bruttoformel fiir Crocetin Cy9Hy404, und zwar HOOC—C,gH,,—COOH, fiir
Crocin CyHg,0,,; die beiden Konstitutionsformeln 8. 252.)

Vorkommen und Bestandteile des Safranpigments. Crocetin
(frither: ,,a-Crocetin‘‘) und Crocin sind Safranfarbstoffe. Bekanntlich
ist der Safran eine in der Medizin und im Haushalte (zum Firben
von Nahrungsmitteln) gebriuchliche Droge (wiirzig riechendes,
rotgelbes Pulver), welche aus den getrockneten Narben des Crocus
sativus (Iridaceae) bereitet wird, namentlich in Osterreich, Spanien,
Frankreich, Kleinasien usw. 1 kg Safran entspricht z. B. 75000 Blii-
ten. Die Narben bilden 2—3 ecm lange Rdohren, die getrocknet
braunrot erscheinen und ein Gemisch von glucosidischem und etwas
zuckerfreiem Farbstoff enthalten (vgl. Morisca 1, dort S.274).
Ein Teil des Pigments ist im Zellsaft der frischen Narben gelost
und 148t sich aus der Droge mit Wasser extrahieren; auBerdem
enthalten aber die Chromatophoren einen mit Wasser nicht aus-
ziehbaren Farbstoff (Tscurrcu 2, 3). Die Colorimetrie kann zur
Wertbestimmung der Droge dienen (Kata). Es sei bemerkt, dafl
in geringen Mengen f- und y-Carotin, Lycopin, Zeaxanthin darin
vorkommen, ferner das Pikrocrocin, ein farbloses Glucosid (Safran-
bitter; WINTERSTEIN und TELECZKY). Das letztere steht mit dem
Hauptfarbstoff in naher Beziehung: primér diirfte ein Carotinoid
im engeren Sinne (mit C,y) in den Narben auftreten, welches dann
Oxydation erleidet und in 1 Mol. Crocetin (Cy)-glucosid und
2 Mol. Safranal (C,,H,,0, Aglykon des Pikrocrocins) zerfallt (KveEn
und WINTERSTEIN 11, 13; Naheres S. 21).

Die von EMpE angenommene Zwischenstufe der Biosynthese (Lévulin-
sdure) ist weniger wahrscheinlich.

Uber die chemische Zusammensetzung des eigentlichen Safran-
farbstoffes liegen zahlreiche #ltere und neuere Angaben vor
(DECKER), aber erst KARRER und Saromon (1—3, 5) haben die
Natur des Pigments grundlegend geklart: es besteht aus dem
Crocetin-glucosid Crocin, daneben kommt auch ein wenig freies
Crocetin vor. Die angefiihrte Bruttoformel wurde von Kuvax und
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L’0Orsa (1) empfohlen, bis vor kurzem galt der um CH, #drmere
Ausdruck (C,yH,,0,) als richtig (vgl. bei KvEN, WINTERSTEIN und
WiecaND ; KARRER und SAromoN 3, sowie KARRER und HELFEN-
STEIN 3).

Crocetin  CyoH,,0, ist eine schon krystallisierte, siebenfach
ungesittigte, aliphatische Dicarbonsdure. Sie bildet den wasser-
unléslichen, geringeren Anteil des Farbstoffes (KARRER und SaLo-
MoN 1—3). KARRER, BENz, MorF, RAUDNITZ, STOLL und TAKA-
HASHI stellten auf Grund von Abbaureaktionen die folgende
Konstitutionsformel auf, welche, wie diejenige von Bixin, Lycopin
und B-Carotin eine symmetrische Struktur besitzt:

HOOC-C=CH-CH=CH-C=CH-CH=CH-CH=C—CH=CH-CH=C—COOH
CH, CH, &H,, «JJH3

Crocetin.

Crocin C,Hg,0,,, gleichfalls krystallinisch, ist der Haupt-
bestandteil des Safranpigments. Es ist der wasserlosliche Di-
gentiobiose-ester des Crocetins (KARRER und Mik1; KARRER und
SavomoN 4, 5):

H(EOOC—C=CH—CH=CH—C=CH-CH=CH—CH=C——CH=CH—CH=C—COOCH

| | |
O (CHOH); CH, CH, éHg CH, (éHOH)3(l)
H r o . Crocin. I,-——O—-——-, CH J
|
CH,0-CH—(CHOH),—-CH-CH,0H HOCHZ—CH—(CHOH)a—CH—OéHz

Die Zuckerreste des Crocins werden durch Alkali auBerordent-
lich rasch abgespalten. Arbeitet man in wiBrigem Medium, so
entsteht quantitativ Crocetin, ist aber Methylalkohol zugegen, so
findet eine iiberraschend glatte, momentane Umesterung statt,
indem CHj- an Stelle des Zuckerrestes tritt. Neben Crocetin erhilt
man dann auch dessen Monomethylester, das friihere ,,5-Crocetin‘
CH,00C—C,gH,,—COOH und den entsprechenden Dimethylester
CH,00C—C;H,,—COOCH; (,,y-Crocetin‘). Bevor diese Erschei-
nung bekannt war, wurde die Anwesenheit aller drei zuckerfreien
Farbstoffe im Safran angenommen. Nach KArRrEr und HELFEN-
sTEIN (3) sind jedoch ,,8“- und ,,y““-Crocetin Kunstprodukte. Die
griechischen Buchstaben sind also entbehrlich (im Hinblick auf
die nun folgenden Uberlegungen auch irrefiihrend) und es geniigen
die Bezeichnungen: Crocetin bzw. Crocetin-methylester (Methyl-
crocetin) und Crocetin-dimethylester (Dimethyl-crocetin).
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Weiteres Vorkommen des Crocetins. Nach KunaN, WINTERSTEIN und
WikeanD ist das Vorkommen von Crocetin nicht auf den ,,Safran‘ be-
schrankt; es ist nicht nur in Narben, sondern auch in Bliitenblattern
von Iridaceen, z. B. von Crocus sativus enthalten und konnte auch in den
Narben des violetten Crocus (Crocus neapolitanus) nachgewiesen werden.
Ferner ist das Pigment der ,,Wongsky‘‘-Friichte (chinesische Gelbschote,
Gardenia grandiflora, Rubiaceae), welches als ,,Gardenidin‘‘ bekannt war,
mit Crocetin identisch und liegt gleichfalls als Glucosid im Gewebe vor
(vgl. auch Muxgsapa). Weiters ist auch der Farbstoff des indischen
Mahagonibaumes (Cedrela toona Roxs., Meliaceae), der schon von PERKIN
isoliert und mit dem Nyctanthin von Hir und Sixrar (Blitenpigment
aus Nyctanthes arbor tristis, Oleaceae) identifiziert wurde, nichts anderes
als Crocetin (KUEN und WINTERSTEIN 3). Aus dem in den Koénigskerzen-
bliiten (Flores verbasci) enthaltenen Glucosid haben ScEmip und KorTerR
Crocetin abgeschieden.

Stereoisomere Crocetine (s. auch S.14). Bei der Verarbeitung
des Safrans haben KuaN und WINTERSTEIN (10, 13) neben dem
bishin bekannten Crocetin-dimethylester (Schmelzp. 2229 noch
ein zweites, niedriger schmelzendes Isomere (Schmelzp. 1419) auf-
gefunden, welches die merkwiirdige Eigenschaft besitzt, leicht,
schon bei der Belichtung sich in den stabilen, héher schmelzenden
Dimethylester umzulagern. Es liegt hier offenbar ein Fall von
cis-trans-Isomerie vor, wobei der hoher schmelzende Ester die
trans-Form sein muf. Die Anzahl und die Lage der cis-Bindungen
sind unbekannt. MengenmaBig tritt das labile, empfindliche Crocetin
in dem Safran nach den bisherigen Beobachtungen stark zuriick;
vielleicht enthalten aber die Narben bedeutend mehr davon als
derzeit angenommen wird, denn es kénnte, wihrend sich die Bliiten
offnen, eine photochemische Umlagerung des Pigmentglucosides
eintreten.

Nach der von KuaN und WINTERSTEIN (10) im Einverstéindnis
mit KARRER vorgeschlagenen Nomenklatur werden die friiher
gebriauchlichen griechischen Buchstaben fallen gelassen. Man
unterscheidet zwei raumisomere Reihen:

a) Stabiles Crocetin, das gewohnliche Crocetin (frither: ,,o-Cro-
cetin®), trans-Form, hoher schmelzend (2859, korr.) (= Crocetin I).
Sein Ester ist das altbekannte Dimethyl-crocetin (frither: ,,y-Cro-
cetin®, hoher schmelzend, bei 2229).

b) Labiles Crocetin (derzeit frei unbekannt), cis-Form, niedriger
schmelzend (= Crocetin IT). Sein Ester ist der neuentdeckte,
lichtempfindliche Stoff, namlich das labile Dimethyl-crocetin
(niedriger schmelzend, bei 141°9).
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Der nachfolgende Text bezieht sich zunichst, falls nichts
anderes vermerkt wird, auf die stabile Reihe.

Nachweis im Safran. a) Mikrochemisch. Nach MoriscH (1, dort
S. 275) 148t man die zerbréckelte Narbe (Handelsware) in einem
Wassertrépfchen 5—10 Minuten liegen, bis eine stark gelbe Lésung
gebildet ist und fiigt rasch einen groBen Tropfen konzentrierter
Schwefelsdure zu. Sofort tritt die blau- bis blauviolette Farbung
auf. Nach TUNMANN eignet sich am besten die Uberfiihrung in
Anilin-crocetin zum Nachweis: Safranpulver wird unter dem Deck-
glas in Anilin bis zur Blasenbildung 2—3 Minuten erwérmt; in
10—12 Stunden entstehen zahlreiche dunkelrote, in Rotbraun
polarisierende, bis 70 lange Sphirite, die sich in Alkohol oder
Glycerin langsam auflosen. Auch die Darstellung von Coniin-
crocetin kann diagnostisch brauchbar sein: man streut das Safran-
pulver auf einen Tropfen Wasser, setzt eine 0,lproz. wéiBrige
Coniinlésung zu und erwdrmt. Schon wihrend des Eintrocknens
erscheinen tiefgelbe, einzeln liegende, bis 70 & lange, prismatische
Nadeln von gerader Ausléschung. Endlich 146t sich der Nachweis
durch Benzoylieren oder durch Umwandlung in das Kaliumsalz
fithren (TUNMANN).

Mikromethode zur Abtrennung und Bestimmung von Crocetin
nach Kvex und Brockmanx (3): S. 102.

b) Spektroskopischer Nachweis (TscHircH 3). Man bereitet
hierzu einen Extrakt in Alkohol oder auch in Benzin (Spektrum
vgl. 8.259). — Die mit konzentrierter Schwefelsiure erhaltene
Losung zeigt ein Band gegen 493—518 uu und bei der Erhéhung
der Schichtdicke ein schwaches Band zwischen 600—625 pu.

Crocin (KARRER und SaLomMON 2). Isolierung. 260 g bei 90°
getrockneter und zuerst mit Ather erschépfter Safran werden
einmal mit 21 70proz. Alkohol extrahiert, ebensoviel 95proz.
Alkohol zugefiigt und 24 Stunden stehen gelassen. Die klare
Loésung wird dann von dem an den GeféBwandungen anhaftenden
Ol abgegossen, hierauf mit 700 cm3 Ather versetzt und 24 Stunden
stehen gelassen. Es hat sich wiederum etwas Ol abgeschieden, von
dem dekantiert werden kann. (Diese beiden ersten Féllungen
bestehen fast ausschlieBSlich aus harzigen Nebenprodukten.)

Die alkoholisch-étherische Losung wird jetzt mit 1 Vol. Ather
versetzt, wobei eine starke Triibung entsteht. Man iiberlaft die
Fliissigkeit wihrend einer Woche sich selbst. Die Losung ist dann
wieder klar geworden ; am Boden des Gefdes hat sich eine reichliche
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Menge schwarzbraunen Oles abgeschieden und auch an den Wan-
dungen haftet etwas, schon mit festen Anteilen durchsetztes Ol.
Die Losung wird abgegossen; aus ihr scheidet sich nach wochen-
langem Stehen noch eine kleine Menge mikrokrystallines, fest an
den Wandungen haftendes Crocin ab, das nach einmaligem Um-
krystallisieren aus 80proz. Alkohol rein ist. Die Hauptmenge
aber findet sich in der 6ligen Abscheidung, die mit 100 cm? sieden-
dem 80proz. Alkohol ausgekocht wird. Sie geht groBtenteils in
Losung; vom Ungelosten giet man heil ab. Die Losung scheidet
beim Abkiihlen wieder ein Ol aus (harzige Nebenprodukte), von
welchem man die Mutterlauge abtrennt.

Die alkoholische Losung gibt beim lingeren Stehen (Zimmer-
temperatur) manchmal noch eine geringe Menge Ol, aber gewohnlich
beobachtet man, daB sich bald feste Substanz abzuscheiden beginnt.
Die Fliissigkeit wird dann nochmals abgegossen, eventuell mit
Crocin geimpft und 1 Woche bei Raumtemperatur aufbewahrt.
Die Krystallisation des Crocins, selbst reiner Praparate, verlduft
sehr langsam. Nach Ablauf der ersten Woche trennt man die
Mutterlauge erneut von den Krystalldrusen und bewahrt sie eine
weitere Woche bei 0° auf, wodurch man ein zweites Krystallisat
gewinnt. Dasselbe wird noch zweimal aus 80proz. Alkohol um-
krystallisiert und ist dann rein. (Die erste Fraktion enthilt einen
schwerer loslichen Begleitstoff.)

Zur Gewinnung des Crocins siehe auch bei Kuvany und WINTER-
STEIN (13).

Eigenschaften des Crocins. Schmelzp. 186°. In kaltem Wasser
langsam, mit rotgelber Farbe 16slich, leicht in heilem Wasser,
fast gar nicht in absolutem Alkohol und Ather. Es enthalt Krystall-
wasser, das erst beim anhaltenden Trocknen im Vakuum, bei
100° langsam abgegeben wird (KARRER und SavomoN 5). Die
saure Hydrolyse ergibt Glucose, die vorsichtige Spaltung mit
alkoholischem Ammoniak Gentiobiose (KARRER und MIki).

Isolierung von Crocetin und Dimethyl-crocetin. @) Einfacher
als Crocin, kann Crocetin aus Safran isoliert werden, auf Grund der
Beobachtung, dafBl sich der Zucker in wenigen Sekunden mit
lproz. Kaliumhydroxyd abspalten laB8t (KARRER und SALOMON,
KARRER und HELFENSTEIN 3).

Eaxtraktion. 500 g Safran wurden bei 80—90° 4—5 Stunden
getrocknet, pulverisiert und im Soxhlet mit 1 1 Ather etwa 24 Stun-
den lang ausgezogen. Dabei gehen Fette, dtherische Ole und
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Pikrocrocin in Losung. Der Riickstand wird an der Luft getrocknet,
in einem Glasstutzen mit 3,51 70proz. Alkohol iibergossen und
unter héufigem Umriihren stehen gelassen. Die dunkelrotbraune
Fliissigkeit 148t sich gut abnutschen. Man konzentriert das Filtrat
im Vakuum bei 60° auf etwa 1,51 und filtriert es noch hei3. Der
abdestillierte Alkohol wird wieder auf 70 Vol.-% gebracht und zur
nochmaligen Extraktion des auf der Nutsche verbliebenen Riick-
standes verwendet. Der zweite Auszug ist bereits heller; eine
dritte Extraktion eriibrigt sich, wenn man die Safranriickstinde
auf der Nutsche mit 70proz. Alkohol wischt und gut abpreBt.

Hydrolyse. Die vereinigten, konzentrierten Ausziige verdiinnt
man mit Wasser auf 2,51 und versetzt die Fliissigkeit unter Um-
rithren mit einer Losung von 30 g KOH in 500 cm3® Wasser. Die
klare, tiefrotbraune Losung triibt sich bei der Zugabe des Alkalis
und in wenigen Minuten ist die Fliissigkeit mit gelben, glitzernden
Teilchen durchsetzt, die langsam zu Boden sinken und haupt-
sichlich aus Athylestern des Crocetins bestehen. Man 1iBt, vor
Licht und Luft geschiitzt, iiber Nacht stehen und siuert die alkali-
sche Fliissigkeit mit Salzsdure an. Hierauf nutscht man den dicken,
gelbroten Niederschlag, wéischt ihn mit Wasser gut aus, trocknet
auf Ton und kocht ihn mit 200 cm3 10proz. alkoholischem Kali
1 Stunde. Dadurch werden die Crocetinester verseift; das in
Alkohol unldsliche Kaliumsalz des Crocetins bleibt als gelbrotes,
koérniges Pulver ungelost. Es wird nach dem Erkalten genutscht
und mit 200 cm? Eisessig aufgekocht, wobei das Kaliumsalz zer-
legt wird. Nach dem Erkalten saugt man das rohe Crocetin ab
und krystallisiert es aus Pyridin um.

b) Isolierung von Crocetin aus den Blitenbldttern von Crocus
luteus (KumN, WINTERSTEIN und WIEGAND). 50g getrocknete,
gemahlene Bliitenblitter wurden mit 100 cm® 70proz. Aceton
24 Stunden geschiittelt, abgesaugt und mit derselben Menge des
gleichen Losungsmittels nachgewaschen. Das Aceton wurde im
Vakuum abdestilliert und die 40° warme Losung mit Lauge alkalisch
gemacht (1% freies NaOH). Nach !/, Stunde sduert man mit
Eisessig schwach an. Beim Durchschiitteln mit 10 cm3 Ather
erscheinen feine Flocken des Farbstoffs in der Grenzschicht der
beiden Losungsmittel. Die wafrige Phase wird abgelassen und das
Crocetin auf einem Nagel abgesaugt. Nach raschem Umkrystalli-
sieren aus Essigsdureanhydrid lagen 35 mg (0,07 %) reines Crocetin
vor.
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¢) Direkte Verarbeitung des Safrans auf Crocetin-dimethylester
(KaRRER und HELFENSTEIN 3). 220 g mit Ather entfettetes, ge-
trocknetes Safranpulver wird 3 Stunden mit 1,51 70proz. Methanol
kalt ausgezogen. Man nutscht ab und versetzt den Extrakt mit
so viel konzentriertem KOH, daf die Losung 1% Lauge enthalte.
Der rasch erscheinende, gelbe Niederschlag (Hauptmenge: Di-
methylester) wird am néchsten Tage abgesaugt und noch feucht
mit 0,51 Chloroform extrahiert, wobei der grofite Teil in Ldsung
geht. Im filtrierten, getrockneten und auf 100 cm?® eingeengten
warmen Auszug erscheinen nach Zusatz von 120 cm® warmem
Methanol die flimmernden Blattchen des reinen Crocetin-dimethyl-
esters, die innerhalb 3—5 Minuten (noch warm) genutscht werden
sollen.

Beschreibung des Crocetins und seiner Methylester. Crocetin
(veraltete Bezeichnung: «-Crocetin; KARRER und SarLomMoN 1—3),
HOOC—C,H,,—COOH (Abb. 76—77, S. 298, farbige Aufnahme
bei KARRER und WEHRLI 2). Die bei 100° im Vakuum getrocknete
Substanz schmilzt bei 275—276° (unkorr.) bzw. 285° (korr.). Er-
hitzt man rasch, so kann der Schmelzpunkt héher liegen. In Wasser
und in den meisten organischen Solventien ist Crocetin unlés-
lich, mit Ausnahme von Pyridin, aus dem es sich in prachtvoll
scharlachrot glinzenden Blittern krystallisieren 148t und dann
Krystallpyridin enthdlt. Das letztere entweicht bei 100° im
Vakuum, wobei die Krystalle undurchsichtig, weniger glinzend
und blaustichig rot werden. Die Farbe des Crocetins ist von der
des Diphenyl-tetradeca-heptaens kaum abweichend (KunN und
WINTERSTEIN 4).

Von verdiinnter Natronlauge wird der Farbstoff leicht auf-
genommen, auch Soda 16st etwas. Die Salze sind rein gelb gefirbt.
Leitet man in die klare Losung des Alkalisalzes Kohlendioxyd,
so tritt bald Triibung und Abscheidung von freiem Crocetin ein.
Zusatz von Ammoncarbonat zur alkalischen Losung bewirkt
ebenfalls momentane Ausfillung des Crocetins (nicht des Am-
moniumsalzes).

Crocetin-monomethylester CH;00C—C, H,,—COOH (frither: ,,3-
Crocetin‘‘) schmilzt, aus Crocetin gewonnen, bei 218°. Er krystalli-
siert aus Chloroform in linglichen, rechteckigen Bldttchen und ist
in der Farbe dem Dimethylester dhnlich (KARRER und HELFEN-
STEIN 3).

Zechmeister, Carotinoide. 17
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Crocetin-dimethylester (stabiler Dimethylester, frither: ,,y-Cro-
cetin® genannt) CH;00C—C, H,,—COOCH, kann entweder direkt
aus dem Safran gewonnen werden (s. oben) oder man behandelt
eine Chloroform-Suspension des Crocetins mit #dtherischem Diazo-
methan, wobei die Substanz allméhlich in Losung geht. Die fil-
trierte und konzentrierte Losung wird langsam mit Alkohol ver-
setzt: der Dimethylester krystallisiert aus. Ein so dargestelltes
Priparat bildet rhomboedrisch erscheinende, in Wahrheit sechs-
seitige Platten; aus warmem Chloroform -+ Holzgeist erbdlt man
nahezu reguldre Sechsecke (Abb.79—80, S.299). Die Krystalle
sind rotgelb bis ziegelrot, je nach der Grofle, die Losungen rein
rotgelb. Der Dimethylester ist in Aceton, Benzol, Essigester,
besonders in Chloroform betriachtlich 16slich, sehr schwer in Holz-
geist (KARRER uns SaromoN 2, 3; KARRER und HELFENSTEIN 3).

Die optischen Schwerpunkte sind auf S.259 wiedergegeben,
das Ultraviolettspektrum wurde von Kawaramr (1) gemessen.
Vergleich der Farbreaktionen mit Bixin S. 266, mit Azafrin S. 243. —
Die Verseifung zum Crocetin-Alkalisalz erfolgt leicht (KARRER und
SaLoMoN 2). — Bei der thermischen Zersetzung wurden 2,6-Dimethyl-
naphtalin bzw. Toluol, m-Xylol und 1,4,8-Trimethyl-octatetraen-
1,8-dicarbonsédure-dimethylester gefat (KvaN und WINTERSTEIN
8, 9, 12; Néheres S. 65).

Labiler Crocetin-dimethylester (Kuvax und WinTERSTEIN 10, 13).
50 g fein gemahlener Safran wurde mit warmem 80proz. Methanol
(etwa 125 cm?®) ausgezogen, der Extrakt mit n-Natronlauge (10 cm?)
vermengt und iiber Nacht stehen gelassen. Nun hat man mit
Wasser verdiinnt und die Losung dreimal mit je 100 cm3 Ather
ausgeschiittelt. Der gesamte labile Farbstoff befand sich in der
orangegelben &dtherischen Losung, die konzentriert, iiber Nacht
mit Na,SO, getrocknet, nahezu vollstindig abgedampft, mit viel
Petrolather (Siedep. 30—50°) versetzt und von etwas Nieder-
schlag abfiltriert wurde. Nach einigem Stehen krystallisierte
(neben etwas stabilem Crocetin-dimethylester) der labile Ester aus
(20 mg), der durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Benzin
(Siedep. 70—80°%) sowie aus Methylalkohol gereinigt werden kann.
Eigenschaften: Tabelle 47 (S. 259).

Nach KvaN und WINTERSTEIN (13) betrigt die Ausbeute an
cis-Crocetin-dimethylester etwa 1g pro kg trockenem Safran.

Die Umwandlung des labilen Dimethylesters in die stabile trans-
Form kann z. B. durch lingeres Erhitzen auf den Schmelzpunkt,
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Tabelle 47. Vergleich von stabilem und labilem Crocetin-dimethyl-
ester (KueN und WINTERSTEIN 10).

Stabiler Crocetin- Labiler Crocetin-
dimethylester (trans) dimethylester (cis)
Formel . . . . .. . .. CooH,50, CpH,0,
Krystallform . . . . . . . sechseckige Blattchen | rechteckige, lang-
gestreckte Téfelchen
Krystallfarbe (mikroskopisch) orangerot rein gelb
Schmelzpunkt (korr.) . . . 2220 1410
In Ather. . . . . . . .. schwerer 16slich leichter 16slich
Loslichkeit in Methanol (20°) 1 : 100000 1 : 5900
Optische Schwerpunkte:
inBenzin (Siedep. 70—80°) 450,56 424,5 pu 445 422 up
in Chloroform . . . . . 463  434,5 pu? 458 432,5 pu
Gegen Licht . . . . . . . wenig empfindlich sehr empfindlich,
{ wird umgelagert

oder durch Versetzen der Benzinlosung mit einer Spur Jod (wie
in der Bixinreihe) bewirkt werden, am auffilligsten aber durch
Belichtung des gelosten Farbstoffes. Unter den, im Original ange-
fithrten Bedingungen betrigt die Halbwertszeit der Lichtreaktion
6 (+ 2) Minuten und ist von dem Ldsungsmittel kaum abhéingig.
Wirksam ist vor allem blaues und violettes Licht; der Anteil von
ultraviolettem Licht ist nicht maBgebend. Der Ubergang cis —
trans kann auch durch Vermittlung des Dihydrokorpers verwirk-
licht werden (KvaN und WINTERSTEIN 10):

Kocht man den labilen Crocetin-dimethylester mit Zinkstaub und Pyridin,
unter Zusatz von etwas Fisessig, so entsteht die schwefelgelbe Dihydro-
verbindung, die frither auf anderem Wege bereits erhalten wurde (KARRER
und HELFENSTEIN 3). Fiigt man etwas Natronlauge zu, so nimmt die Fliissig-
keit eine tiefgriinblaue Farbe an (Enolisierung nach Kven, DrumM, HOFFER
und MOLLER), beim Schiitteln an der Luft schligt die Farbe sofort in Orange
um und nun kann aus dem Reaktionsgemisch stabiler Crocetin-dimethylester
(Schmelzp. 222°) isoliert werden.

DaB beide Raumformen die gleiche Dihydroverbindung liefern,
ist auf Grund geometrischer Uberlegungen verstindlich (Kuax
und WINTERSTEIN 7).

Einige Umwandlungen des Crocetins (bzw. Crocetin-dimethyl-
esters). Der Safranfarbstoff ist, wie Bixin, auffallend Iuftbestindig,
was auf der schiitzenden Wirkung der endstindigen Carboxyle
beruht. Viel leichter tritt Autoxydation ein, wenn das Pigment
in Natronlauge gel6st ist. Der Vorgang wird von Hédmin kata-
lysiert (KveN und MEYER).

1 Nach EULER, KARRER, KLUssMANN und Mor¥: 464, 437 uu.
17*
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Thermische Zersetzung: S. 65.

Katalytische Hydrierung. Nach KARRER und Savomox (2, 3)
verlduft die Anlagerung glatt bei Anwendung von 2 g Crocetin-
dimethylester in 400 cm?® Eisessig (warm gelost) und 1g Platin.
Die rotgelbe Farbe der Losung war selbst nach Aufnahme von
%/10 des Wasserstoffes noch nicht merklich abgeblaBt und ging erst
am Schlusse der Reduktion verloren. Gesamtverbrauch: 14 H, ent-
sprechend 7 Doppelbindungen. Durch Verdiinnen mit Wasser und
Ausathern wurde der Perhydro-crocetindimethylester CyoH 1,0, in Form
eines farb- und geruchlosen, optisch inaktiven Oles isoliert (Siedep.
im Hochvakuum 198—200°). Dihydrocrocetin-dimethylester S. 259.

Dihydro-crocetin CyyHoqO,. KARRER, HELFENSTEIN und WIDMER
ist es gelungen, die partielle Reduktion des Safranfarbstoffes mit
Titanchlorid durchzufiihren. Das erste Wasserstoffmolekiil wird
leicht aufgenommen, und zwar sehr wahrscheinlich an den Enden
des konjugierten Systems. Der Dihydrokérper (Schmelzp. 192 bis
1939) ist krystallisiert; er besitzt nur mehr eine hell-schwefelgelbe
Farbe (zwischen Diphenyl-hexatrien und -octatetraen liegend,
KuvaN und WINTERSTEIN 4, 10) und ist auBerordentlich leicht
autoxydabel, da nun das Doppelbindungssystem nicht mehr mit
den Carboxylen benachbart ist:

HOOC—?H—CH:CH—CH:?—CH:CH— R
CH, CH,
% Dihydro-crocetin.

Tabelle 48 zeigt, wie sich die Farbreaktionen bei der stufen-
weisen Wasserstoffanlagerung dndern (KARRER, HELFENSTEIN und
WIDMER).

Tabelle 48. Einige Farbenreaktionen des Crocetins und seiner

Hydrierungsprodukte.
Hexahydro-
Crocetin Dihydro-crocetin crocetin
(uneinheitlich)
Konzentrierte H,S0, violettblau  |blaustichig weinrot|  braunrot
Konzentrierte HNO;. | blutrot, ver- orange, Ver- braunrot,
blassend blassend verblassend
SnCl, (zur Lésung in
wenig Eisessig) . . tiefviolett iiber Violett nach | iber Violett
Rotorange nach Braun
umschlagend umschlagend
Ameisensdure (95proz.,
kalt) . . . . .. — hellgriin

Brom in Chloroform séttigt 3—4 Doppelbindungen des Crocetins.
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Abbau und Konstitution des Crocetins.

Die Polyennatur des Safranpigments ist, wie erwidhnt, von
KARRER und SaromoN (2) im Wege der katalytischen Hydrierung
erkannt worden. Sie sprachen den Perhydrokérper als eine ge-
sittigte, rein aliphatische Dicarbonsdure an. Ferner haben sie auf
Grund der starken Lichtabsorption im Ultraviolett, sowie der
reichlichen Glyoxalbildung bei dem Ozonabbau auf die Konjugation
der Doppelbindungen des Naturfarbstoffs geschlossen. Da auch
Methylseitenketten postuliert wurden, waren die wesentlichsten
Ziige der Konstitution schon damals festgelegt. Immerhin haben
die Ansichten iiber die Zusammensetzung und Struktur dieses
einfachst gebauten Carotinoides mehrere Wandlungen erfahren.
Nachdem Formeln wie C;,H;,0, und C,,H,4O; verlassen wurden,
galt bis vor kurzem der Ausdruck C,,H,,0, als richtig (Kunn,
WINTERSTEIN und WIEGAND; KARRER und SaromMoN 3, KARRER
und HELFENSTEIN 3). Die heute sichergestellte, um 1 Methylen
reichere Formel C, H,,0, stammt von KuvaN und L’Omrsa (1)
und konnte in bezug auf die Molekiilgroe auch auf réntgeno-
graphischem Wege gestiitzt werden (HENGSTENBERG, s. KunN
und I’Orsa 1). Der Abbau mit Chromséure zeigt 4 Methylseiten-
ketten an, die in Form von Essigsdure erscheinen, wodurch die
Rolle von 4 C-Atomen (Nebenketten) festgelegt ist; zwei weitere
miissen nach dem Ergebnis der Titration Carboxylen angehéren
und die tibrigen 14 sind zur Ausbildung der 7 konjugierten Doppel-
bindungen erforderlich. Die von Kun~N und L’Orsa (1) zunéchst
als wahrscheinlich angenommene, unsymmetrisch gebaute Struktur-
formel des Crocetins wurde von KARRER, BENz, MorF, RAUDNITZ.
Storn und TakazasHI (1, 2) in das nachstehende, symmetrische
Symbol abgedndert, womit das Problem endgiiltig gelost sein diirfte:
HOO0C-C=CH-CH=CH-C=CH-CH=CH-CH=C-CH=CH-CH=C-COOH

a, s, m, o

Crocetin (nach KARRER, BENZ, MORF, RAUDNITZ, STOLL und TAKAHASHI).

Diese Formulierung stiitzt sich u. a. auf die folgenden Tatsachen :

a) Das Perhydro-crocetin wurde durch a«-Bromierung, Ersatz
der Halogene mit OH und Abreagieren mit GRIGNARDscher Losung
in ein Diglykol iibergefiihrt, das mit Bleitetraacetat, nach der
Methode von CriecrE (1, 2, S.59) ein Diketon liefert (Aldehyd-
reaktionen fielen negativ aus). Nach dem Gange dieser Reaktions-
folge miissen im Perhydro-crocetin (also auch in dem nativen
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Farbstoff) beiderseitig Methylgruppen in o-Stellung zu den Carbo-
xylen stehen, wodurch eine andere Formulierung fiir das Crocetin

entfallt:
HOOC—CH—CHZ—CHz—CHz—CH—CHz—CH2—0H2—CHz—(l}H-CHz—CHz—CHz-CH—COOH
H, H, CH, H,

Perhydro-crocetin.

0=C—CH,-CH,~CH,-CH~CH,~CH,-CH,~ CH,~CH~CH,~ CH,~CH,-C=0

H, CH, H, H,
Diketon (aus Perhydro-crocetin).

b) Vollends sichergestellt ist die Crocetinformel durch die von

KArrRER, BENz und StoLL ausgefiihrte Synthese des Perhydro-

crocetins, welche ausgehend von 2,6-Dimethyl-heptandiol-(1,7),

HOH,C—CH—CH,—CH,—CH,—CH—CH,0H

|
CH, CH,
2,6-Dimethyl-heptandiol-(1,7).

tiber 7 Zwischenstufen ein Priparat geliefert hat, das mit dem
Reduktionsprodukt des Safranfarbstoffes in jeder Hinsicht identisch
ist. Es sei noch bemerkt, dal aus dem Perhydro-crocetin nach
KARRER und BENZ (1) Perhydro-norbixin synthetisiert werden kann,
dessen Abbau zum Perhydro-crocetin zuriickgefiihrt hat (RauDpNITZ
und PESCHEL).

Auf Grund dieser Arbeiten ist der von KARRER und GorLDE dargestellte

Grundkohlenwasserstoff des Crocetins, das Crocetan (Bruttoformel CyoH,,;
vgl. Kvex und I’Orsa 1) folgend konstituiert:

CH,—CH—CH,—CH,—CH,—CH—CH,—CH,— ....

H, CH,

1, Crocetan (2,6,11,15-Tetramethyl-hexadecan;
vgl. KARRER, BENZ, MORF, RAUDNITZ, STOLL und TAKAHASHI 2).

3. Azafrin.
(Bruttoformel C,;Hg0,, Konstitutionsformel S. 268.)

Diese, dem Bixin und Crocetin nahestehende Polyencarbonséiure
ist von LIEBERMANN entdeckt und gemeinsam mit SCHILLER sowie
mit MUHLE untersucht worden. Ihrer unvollendet gebliebenen
Arbeit schlieBen sich neue Untersuchungen von KuvaN, WINTER-
sTEIN und RorH, ferner von KuaN und WINTERSTEIN (8) an,
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welche in der Abhandlung von KvexN und DrutscH (2) zur Auf-
stellung der Strukturformel fithrten. Man kann sagen, daf das
vor kurzem noch ungeklédrte Azafrin heute zu den bestuntersuchten
Carotinoiden gehort.

YVorkommen. Azafrin bildet einen Bestandteil der Wurzel von
Escobedia scabrifolia und E. linearis ScHL. (Scrophulariaceen). Die
Pflanze wichst im tropischen Amerika und wird in Paraguay als
,»Azafran‘ oder ,,Azafranillo zum Farben von Fetten gebraucht.
Die Wurzeln zeigen fleckenweise lebhaft orangefarbige Aus-
blithungen, dasselbe Pigment ist in geringeren Mengen auch in
dem Holze der Wurzel und des Stengels enthalten; eine gute Droge
lieferte z. B. 1% Azafrin, die Ausblihungen enthalten 3—15%.

Nach der Hypothese von KuaN und WINTERSTEIN (7) wird
im Gewebe der Escobedia erst ein Polyen der C,-Reihe gebildet,
welches unter oxydativem Verlust von 13 C-Atomen in Azafrin
itbergeht. ’

Mikrobestimmung und Trennung von anderen Carotinoiden nach
Kvex und BrocEmMaNN (3): S.102.

Isolierung. a) Man extrahiert das zerklopfte oder pulverisierte
Material im Soxhlet mit Benzol und erhélt durch Abdampfen ein
gutes Rohprodukt. Oder es wird in Portionen zu 50 g mit Chloro-
form extrahiert. Die Ausziige von 10 Chargen (insgesamt 1,51)
wurden auf 100 cm3 eingeengt; bei 24stiindigem Stehen im Eis-
schrank schied sich der gréfte Teil des Azafrins (vermengt mit
etwas Harz) in kugeligen Aggregaten ab. Zur Reinigung wird der
Farbstoff in 0,1 n-alkoholischem Kali gelost, von einer grauen
Masse filtriert, mit Essigsdure geféillt und aus Toluol umkrystallisiert.
Reinausbeute z. B. 7,5g aus 3 kg Droge (KunN, WINTERSTEIN
und RortH).

b) Die lufttrockenen Wurzeln wurden grob gemahlen und die
harten Wurzelstocke in einer Kugelmiihle gut pulverisiert. Man
vermengt das feine Pulver mit den grobgemahlenen Wurzeln und
erschopft die Droge in 2 kg-Portionen mit 31 Aceton in einem
Extraktionsapparat, innerhalb 8 Stunden. Die iiber Nacht ge-
standene Fliissigkeit wird von einer braunen, gallertartigen Masse
filtriert und das Aceton bis auf etwa 100 cm?® verdampft, wobei
alles zu einem Krystallbrei erstarrt. Man saugt nach Zusatz von
200 cm?® Toluol ab und wéscht mit Toluol. Rohausbeute: 250 g
90proz. Farbstoff aus 15kg Droge. Zur Reinigung wird aus
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Aceton + Toluol umkrystallisiert, zur Analyse noch zweimal aus
Toluol (Kven und WINTERSTEIN 8).

Man kann die aus Aceton + Toluol gewonnenen Priparate
auch chromatographisch reinigen, wobei farblose, neutrale Be-
gleitstoffe (die sich iibrigens von der alkalischen Azafrinlésung mit
Benzin extrahieren lassen) in das Filtrat gelangen. Als Adsorbens
ist Calciumcarbonat geeignet, das den Farbstoff aus Benzin + Benzol
in breiter Schicht festhilt, die beim Nachwaschen mit Benzol
langsam tiefer vordringt. Zur Elution verwendet man Gemische
von Methanol mit Benzol oder Pyridin.

Beschreibung. Der Azafranillofarbstoff bildet feine, langge-
streckte, orangerote Prismen, die viel weniger tiefrot als Crocetin
oder gar Bixin erscheinen (Abb. 81, S.299; farbige Aufnahmen:
Karrer und WEHRLI 2). Schone Krystallisationen werden z. B.
aus Aceton + Toluol erhalten. Schmelzp. 212° (korr.). Azafrin
ist gut loslich in Benzol, Alkohol, Eisessig, Chloroform, auch in
geschmolzenem CocosnuBfett, wenig in Ather, nicht in Wasser.
Da es eine Carbonsiure ist, wird es (unter Aufhellung, mit gelber
Farbe) auch von Alkalien aufgenommen und bei dem Ansiuern
unverindert abgeschieden. Azafrin ist linksdrehend : []&) = — 75°
(in absolutem Alkohol). Durch Zusatz von Borsdure adndert sich
sein Drehvermogen praktisch nicht. Das Spektrum des Azafranillo-
farbstoffes zeigt eine groBe Ahnlichkeit zu Crocetin (Tabelle 49).

Tabelle 49. Spektroskopischer Vergleich von Azafrin und Crocetin
(KuvaN, WINTERSTEIN und RotH).

Azafrin Crocetin
up up
Schwerpunkte in Chloroform. . . . . { igg’g igg’g
Pyridin 458,0 464,0
s ’ yrdam ... . 428,0 436,0
»s ,» Natriumhydroxyd. . { ﬁ;’g igg’g

Farbreaktionen. Azafrin zeichnet sich durch eine Reihe schoner
Farbreaktionen aus und iibertrifft diesbeziiglich alle anderen
Carotinoide. AuBer der Blaufirbung mit Schwefelsdure reagiert
es mit fast allen starken Mineralsiuren, sowie mit Ameisen-, Oxal-
und Trichloressigsidure. a) Die Schwefelsdureprobe gelingt schon,
wenn man die konzentrierte, orangegelbe Eisessiglosung mit einigen
Tropfen 15proz. Schwefelsiure versetzt und kurze Zeit kocht,
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(Violettfarbung). b) Bei der gleichen Arbeitsweise mit Salzsiure:
Violettfarbung. Diese Reaktionen treten nach mehreren Stunden
auch in der Kailte ein. c¢) Leitet man Chlorwasserstoff in die kalt
gesittigte Chloroformlésung, so entsteht eine kornblumenéhnliche
Férbung. d) Eine prachtvolle Violettfarbung zeigt sich beim
Aufkochen mit wasserfreier Ameisensdure. Durch Verdiinnen mit
Wasser wird eine permanganatrote Farbe hervorgerufen. e) Mit
Antimontrichlorid entsteht eine smaragdgriine Losung, die spiter
rein blau wird. f) Azafrin bildet ein sehr schén krystallisiertes
Perchlorat.

Die Farbreaktionen des Azafrins deuten eine betréchtliche
,,Basizitdt“ an, von der Art des Violaxanthins, Fucoxanthins und
Capsanthins (Beziehungen zum Braunalgenfarbstoff Fucoxanthin
sind bereits von LIEBERMANN und MUHLE vermutet worden).
,,Es ist offenbar, dafl die an das Polyensystem unmittelbar an-
grenzende tertidire Hydroxylgruppe (S. 267) derjenigen des Tri-
phenylcarbinols vergleichbar, diese Eigenschaften mitbestimmt.
Das Azafrinon (8. 268), in dem diese Hydroxylgruppe fehlt,
laBt eine Anzahl charakteristischer Farbreaktionen nicht mehr
erkennen. So 16st 100proz. Ameisensdure Methylazafrin in der
Kilte olivbraun, in der Wiarme blauviolett, wihrend Methylaza-
frinon auch in der Hitze, wie von einem indifferenten Losungs-
mittel, orange aufgenommen wird. Schiittelt man eine Losung von
Methylazafrin in Ather mit 25proz. Salzsiure, so geht es als violett-
rotes Farbsalz in die untere Schicht, im Gegensatz zu Methyl-
azafrinon, von dem nur sehr wenig mit gelber Farbe aufgenommen
wird“ (KueN und DEvuTscH 2).

Die Farbreaktionen der Methylester von Azafrin, Crocetin und
Isonorbixin werden in Tabelle 50 (S. 266) verglichen.

Chemisches Verhalten und Konstitution. Das Azafrin zeigt bei
der katalytischen Hydrierung (Platin oder Platinoxyd in Eisessig),
wie Crocetin, 7 Doppelbindungen an; Perhydro-azafrin C,,H;,0,
ist ein zéiihes, farb- und geruchloses Ol, das im Hochvakuum un-
verdndert tibergeht. Mit Brom in Chloroform werden nur 4 Doppel-
bindungen des Azafranillofarbstoffes gesattigt. Mit Jod in Benzol
entsteht ein grinlichschwarzes, krystallisiertes Jodid, das sich
in Chloroform mit konigsblauer Farbe 1ost.

Thermische Zersetzung des Azafrins: S.64; Abbau zu Geron-
sdure: S. 268.
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Die Funktion der vier Sauerstoffatome ist von Kunny und Mit-
arbeitern ermittelt worden. Nachdem sich der Farbstoff mit Thymol-
blau (in Alkohol) als einbasische Sédure titrieren liel, miissen
2 O-Atome in einem Carboxyl vorliegen, was durch die Titrier-
barkeit des Perhydro-azafrins auf Phenolphtalein noch bestétigt
wird. Auf Grund der ZEREWITINOFF-Bestimmung, die 3 aktive
H-Atome anzeigt, liegen auBerdem zwe: Hydroxyle vor, die sich
bisher nicht verestern lieBen. Die Art und relative Lage dieser
alkoholischen Gruppen ist von Kuex und DrurscH (2) geklért
worden: Tetradecahydro-azafrin verbraucht nach dem Verfahren
von CRIEGEE (1, 2, S. 59) 1 Mol. Bleitetraacetat und das ent-
standene Produkt (Perhydro-azafrinon) zeigt keinerlei Aldehyd-
reaktionen. Demgemi8 ist das Azafrin ein ditertidres o-Glykol,
d. h. zwei tertidre Hydroxyle werden von benachbarten C-Atomen
getragen.

Interessante Resultate ergab auch die vorsichtige Oxzydation
mit Chromsdure. Hierbei werden die erwihnten OH-Gruppen unter
Ringsprengung in Carbonyle verwandelt und es entsteht eine
krystallisierte Diketo-carbonsiure, das Azafrinon Cp,Hy0,. Da es
optisch inaktiv ist, muB das Drehvermdgen des natiirlichen Farb-
stoffes ausschlieBlich von den alkoholischen Hydroxylen bedingt
sein und nachdem das Diketon langwelliger absorbiert als Azafrin
selbst, muB sich ein —OH an das konjugierte C-Doppelbindungs-
system anschlieBen, so daf ein »C=O des Azafrinons optisch
in das Polyensystem einbezogen wird.

Das Azafrinon liBt sich nach Kuany und BrocrMaNN (12) in
Dehydro-azafrinonamid Cp,H,;0,N iiberfithren, das auch durch
stufenweisen Abbau des f-Carotins erhalten werden kann und
wahrscheinlich ein Cyclopentenderivat ist. Der analoge Bau wvon
p-Carotin und Azafrin wurde hierdurch bewiesen.

CH, CH,

N/

C

AN
CH, 'C-CH=CH-C= CHCHCHCCHCHCHCHCCHCHC/
NR ct o

CH, H, H,
CH,~C— \
CH3 Dehydro-azafrinonamid.

Durch diese Gedankenginge ist das nachstehende Symbol
erwiesen worden. ,,Das Azafrin steht dieser Formel gemé 8 zwischen
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den Xanthophyllen, in denen die Polyenkette durch zwei hydroxyl-
haltige, hydroaromatische Ringsysteme abgegrenzt wird und den
Farbstoffen der Bixinreihe, bei denen die Kette konjugierter
Doppelbindungen beiderseits durch eine Carboxylgruppe ab-
geschlossen wird.” Die Formel wird auch dem Abbau zu Geronsdure
(nebst ax-Dimethylglutarsiure) sowie dem Auftreten von 3,5 Mol.
Essigsdure bei der durchgreifenden Oxydation gerecht (KuaN und
DrutscE 2) und steht mit dem Verhalten bei dem thermischen
Zerfall in Einklang (S. 64; KvaN und WINTERSTEIN 8).

CH, CH,
N/
C
yay / OH
CH, (~——CH=CH-C=CH-CH=CH-C=CH-CH=CH-CH=C-CH=CH-COOH

| |
CH, C—CH, CH, CH, J}H3

Azafrin (KUHEN und DEUTSCH 2).

N\
(H, 0-CH=CH—C=CH-CH=CH-C=CH-CH=CH—CH=C—CH=CH-COOH
7 |
0 éHs CH, éHs

CH, C=0
N\
CH, CH, Azafrinon (KUHN und DEUTSCH 2).

Was die sterische Anordnung des Azafrins betrifft, so ist zu
erwihnen: a) alle Doppelbindungen diirften trans-konfiguriert sein,
denn man gewinnt den Methylester aus seinem Jodadditions-
produkt unverdndert zuriick (KuaN und WINTERSTEIN 10; vgl.
S.247); b) sind auch die Hydroxyle wahrscheinlich ¢rans-stindig,
da das Drehverméogen von Borsdure nicht beeinflufit wird (Kuax
und DEUTSCH 2).

Permanganatabbau des Azafrins zu GQeronsiure (KuEN und DEUTSCH 2).
In die Lésung von 5 g Farbstoff in 20 cm? n-Soda und 20 cm?® Wasser wurden
unter Eiskiihlung 1200 cm3 4proz. Kaliumpermanganatlésung eingetropft
und die Flissigkeit anfangs unter Kiihlung, dann unter 6fterem Durch-
schiitteln bei Raumtemperatur, insgesamt 58 Stunden stehen gelassen. Nach
Zusatz von 3 g feinpulverigem Permanganat hat man weitere 10 Stunden
geschiittelt, dann mit Phosphorséure (d = 1,7) kongosauer gemacht, den
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Braunstein durch Perhydrol zerstért und mit 5 X 100cm3 Ather extrahiert.
Man schiittelt den Auszug mit 5 X 10 cm® Bicarbonatldsung, sduert an
(Phosphorsaure, Kongo) und schiittelt wieder mit Ather (4 X 25 cm?). Der
Ather hinterla8t beim Verdampfen ein gelbliches Ol, das in 20 cm® Wasser
gelost und mit 2 g Kupferacetat (in 30 cm® Wasser) versetzt wird. Man
nutscht das ausgeschiedene Cu-Salz nach halbstiindigem Kochen unter
Riickflul ab, zerlegt mit n-Schwefelsiure, &thert aus und gewinnt 183 mg
rohe oao-Dimethylglutarsiure. Aus dem Filtrat der Kupfersalze wurde die
Qeronsiure durch Ausithern als O] enthalten, das man in 5 cm3 Wasser 16st
und durch Zusatz von 1g Semibarbazid-chlorhydrat + 2 g Natriumacetat
(in 6 cm® Wasser) in das krystallisierte Semicarbazon iberfithrt. Aus Wasser
und' dann aus Essigester umkrystallisiert: 30 mg, Schmelzp. 163° (korr.).

Azafrinderivate.

Azafrin-methylester (HO),CoH,,—COOCH,, kurz Methylazafrin
genannt. Zur Kennzeichnung des Escobediafarbstoffes ist vor allem
der vorziglich krystallisierende Methylester geeignet, mit dem
Azafrin in demselben Verhdiltnis steht wie Crocetin zu Methyl-
crocetin oder wie Bixin zu Methylbixin. Zwecks Darstellung 16st
man Azafrin in 0,1 n-Natron, versetzt abwechselnd mit Dimethyl-
sulfat und n-Lauge, so dafl die Reaktion dauernd schwach alkalisch
bleibt. Sobald sich der feinkrystallinische Niederschlag nicht mehr
vermehrt (nach etwa 3—4 Stunden) wird abgenutscht und aus
Methylalkohol umkrystallisiert. Groéffere Mengen 16st man in
Methanol 4- Ather und verjagt den letzteren.

Der Methylester bildet glinzende Blattchen (aus Methanol,
Schmelzp. 193°, korr.) oder wetzsteinformige Krystalle (aus Eis-
essig). Unloslich in Alkali, 16slich in den meisten Solventien, mit
Ausnahme von Ligroin, sehr leicht in Chloroform. Bei der Ent-
mischung zwischen Ather + Petrolither (1 : 1) und 80proz. Methanol

Tabelle 51. Optische Schwerpunkte (uu) der Methylester von
Polyen-carbonsduren (Kvay, WINTERSTEIN und Rotm).

. . Azafrin- Crocetin- Bixin-
Losungsmittel methylester dimethylester dimethylester
Benzin (Siedep.70—809) 447 450,56 490
422,5 424 458
429,5
Chloroform . . . . . 458 464 509,56
428 436 476
411 4445
Schwefelkohlenstoff . . 476 478,5 526
445.5 448 490,5
419 421 457
429
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geht der Methylester zum groBen Teil in die Unterschicht. Die
optischen Schwerpunkte liegen, wie erwartet kurzwelliger, als
bei dem Crocetin- oder Bixinderivat (Tabelle 51, S. 269).
Azafrinmethylester ist linksdrehend : [«]&3 = — 32° (in Chloro-
form) bzw. — 73° (in absolutem Alkohol), — 210° (in Pyridin).
Adsorptionsverhalten: Der Ester wird an CaCO; nur schwach
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Abb. 34. Absorptionskurven von Methylazafrin (ausgezogen) und Methylazafrinon
(gestrichelt), nach KUHN und DEUTSCH.

adsorbiert, dagegen gut an Al,O;; er 148t sich mit Benzol ,ent-
wickeln“ und schlieSlich ganz auswaschen. Zur Elution dient
Benzol 4 Methanol.

Methylazafrin gibt schone Farbenreaktionen. Charakteristisch
ist das Verhalten gegen Salzsiure in &therischer Lésung: mit
20proz. Saure keine Reaktion, mit 25proz. gelb, dann violettrot.
Dieses Verhalten erinnert an Fucoxanthin und Violaxanthin, nicht
an Dimethylcrocetin oder Methylbixin. Weitere Farbenreaktionen
s. bei KunN, WINTERSTEIN und RoTH, sowie in Tabelle 50, S. 266.

Die chemischen Verwandlungen des Methylazafrins sind die
erwarteten: Bei der Perhydrierung liefert es den entsprechenden
Tetradecahydrokorper, CogH;404; zdhes, farbloses, im Hochvakuum
destillierbares Ol, das sich zu Perhydro-azafrin C,,H;,0, verseifen
laBt. Durch Oxydation von Methylazafrin mit Chromséure in
Eisessig kann das Diketon Methyl-azafrinon C,gH330, gewonnen
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werden, bei dessen alkalischer Hydrolyse Azafrinon entsteht
(s. unten).

Azafrin-dthylester (HO)yCoqHa;—COOC,H; krystallisiert aus Alkohol in
kurzen, roten Prismen, Schmelzp. 182° (korr.).

Azafrinon C,,H;O, (Strukturformel S. 268, Nédheres bei KuaN
und DrvuTscH 2).

Zur Darstellung geht man entweder von dem entsprechenden Methylester
aus (s. unten), oder man oxydiert den Azafranillofarbstoff (100 mg) in 70 cm3
Eisessig + 70 cm® Benzol gelost, unter starkem Riithren mit etwa 4,6 cm?®
0,1 n-Chromséure, wobei die orangerote Fliissigkeit viel tiefer rot wird.
Durch wiederholtes Auswaschen mit Wasser 148t sich die Benzollgsung
entsduern. Nach kurzem Trocknen (Na,SO,) wird auf 40 cm?® eingeengt,
mit 60 cm® Benzin (Siedep. 70—80°) verdiinnt, chromatographisch gereinigt
und aus Aceton oder Benzol umkrystallisiert. Ausbeute 20%.

Azafrinon bildet orangerote, regelmiflige Téfelchen, aus ver-
diinnter Lésung sternformig gruppierte Nadeln. Schmelzp. 1910
(korr.). Optisch inaktiv. Das Spektrum stimmt mit dem des
Methylesters iiberein (s. unten), im Adsorptionsverhalten ist
Azafrinon dem Azafrin sehr dhnlich. Mit Hydroxylamin reagiert
nur eine Ketogruppe; das Monoxim bildet Blattchen und schmilzt
bei 1949 (korr.).

Azafrinon-methylester (Methyl-azafrinon) CygHpgO, wird durch Abbau des
Methylazafrins oder durch Einwirkung von Diazomethan in Ather auf
Azafrinon erhalten. Er krystallisiert aus Benzin in roten Nadeln, die oft
zu Rosetten vereinigt sind. Schmelzp. 1109 (korr.). Im Adsorptionsverhalten
dem Methylazafrin &hnlich. Optische Schwerpunkte: in Schwefelkohlen-
stoff: 483, 452, in Chloroform: 472, 440, in Benzin: 454, 429 uu (Gitter-MeB-
spektroskop, Kupferoxydammoniak-Filter). Die Pyridinlésung wird durch
Zinkstaub unter Zusatz von etwas Eisessig leicht zum hellgelben Dihydro-
azafrinon-methylester reduziert, der mit alkoholischem Kali eine purpurrote,
duBerst sauerstoff-empfindliche Losung gibt. Bei Luftzutritt beobachtet
man eine momentane Farbaufhellung (Riickbildung von Azafrinon-methyl-
ester).

Der Aldehyd des Azafrinons CyHyzO; entsteht bei dem Chromsiure-
abbau des 8-Oxycarotins (S. 144, KuaN und BROCKMANN, unverdffentlicht).



B. Tiercarotinoide.

Siebentes Kapitel.

Fortschritte auf dem Gebiete der tierischen
Polyenfarbstoffe.

Einleitung. Wie andere lebenswichtige Stoffe, sind auch die
Carotinoide sowohl in der Pflanzen- als auch in der Tierwelt ver-
breitet, und zwar erstreckt sich ihr Vorkommen von den hochst-
differenziierten bis zu den einfachsten Organismen. Die restlose
chemische Klirung der tierischen Pigmentierungen wire von
bedeutendem zoologischen und entwicklungsgeschichtlichem Inter-
esse und wohl deshalb setzte hier die Forschung friihzeitig ein.
In der 1922 erschienenen, mit einem Literaturverzeichnis aus-
gestatteten Monographie von PALMER (1) sind 74 Seiten dem ani-
malischen Lipochrom gewidmet, dessen Vorliegen in Séugetieren,
Vogeln, Fischen, Amphibien, Reptilien, Insekten erértert wird.
Aber dieses wertvolle Referat fillt in einen Zeitabschnitt, in dem
der chemische Bau auch der leichter zugénglichen Pflanzenpolyene
noch vollig verschleiert war.

Das vorliegende Kapitel bezweckt nicht, die Zusammen-
stellung von ParLmEeRr lickenlos fortzusetzen, sondern es sollen
einige neuere Gesichtspunkte und Tatsachen in Zusammenhang
besprochen werden. Nimmt dies verhéltnismafig wenig Raum
in Anspruch, so wird dadurch nicht etwa die Unwichtigkeit des.
Gebietes wiederspiegelt, sondern der heutige Stand unserer Kennt-
nisse. Die meisten Angaben iiber tierische Carotinoide beziehen
sich auf das aullerordentlich haufige, man kann sagen, allgemeine
Vorkommen von Verbindungen der C,-Reihe, welche von' der
Pflanzenchemie her bekannt sind, wihrend die mit modernen
Hilfsmitteln und unter Verwertung der neuen strukturchemischen
Erfahrungen durchzufiihrende Erforschung der speziellen Tier-
polyene erst eben begonnen hat. Es stehen hier dem Experimen-
tator noch zahlreiche Wege offen und ebenso dem Biochemiker,
der sich mit dem Schicksal der Pflanzenfarbstoffe im Tierkérper
beschéftigen will.
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Yorkommen. Tierische Organe zeigen héufig eine gelbe bis
rote Pigmentierung und enthalten Polyen, das extrahiert und
spektroskopisch oder mit Hilfe der Carr-PricE-Reaktion (SbCl,,
S.82) bzw. der Schwefelsdureprobe nachgewiesen wird. Sind
gleichzeitig mehrere Carotinoide zugegen, was meist der Fall ist,
so fithren (eventuell nach vorangegangener Hydrolyse) Ent-
mischungsmethoden und namentlich chromatographische Adsorp-
tionsversuche zum Ziel (TswrTT, vgl. S. 94).

Es kommen aber tierische Polyene sehr oft auch dort vor, wo
dies von der Farbe zundchst nicht verraten wird. So wie das
Blattgelb von dem Blattgriin, werden auch manche Carotinoide
des Tierkérpers von fremden Pigmenten iiberdeckt. Ohne Zweifel
besteht das sog. ,,Tiergrin‘ in vielen Fillen nicht aus Chlorophyll;
PrziBraM und LEDERER finden z. B., daB die griine Farbe mancher
Heuschrecken (Phyllium pulchrifolium, Dixippus morosus, Spho-
dromantis bioculata) von der Anwesenheit eines gelben Carotinoides
und eines blauen, wasserloslichen Pigments herrihrt. Wahr-
scheinlich liegen die Verhéltnisse bei gewissen Raupen und Froschen
dhnlich. Haut, Leber, Ovarien der Rana temporaria enthalten
Carotin (DIETEL; vgl. auch die Arbeiten von LONNBERG).

Von medizinischem Interesse ist das Vorkommen von Polyenen
in den Leberdlen, namentlich von Fischen. Wihrend die meisten
Lebertrane kaum gefirbt sind, wurden in den letzten Jahren einige
kraftig pigmentierte Trane beschrieben, deren Farbstoff sich
krystallisieren laBt und von dem verwandten A-Vitamin begleitet
wird (s. z. B. bei ScHMIDT-NIELSEN, SORENSEN und TRUMPY 1, 2).
Auch in dem Rogen verschiedener Fische haben EULER, GARD und
HerrstrOM Carotin nachgewiesen (Solea vulgaris, Gadus calarias,
Hippoglossus hippoglossus, Lota vulgaris, Esox lucius); in Gadus
wurde daneben ein alkoholldslicher gelbroter Farbstoff festgestellt,
in anderen Fallen Xanthophyll (Lota und Esox) bzw. Xanthophyll
und Zeaxanthin (Hippoglossus). Auch die Spermatozoen des
Esox luctus fiihren Carotinoide (vgl. LONNBERG 1—10).

Betreffend carotinoide Farbstoffe im Gefieder der Vogel sei
auf das Referat von PALMER (1) hingewiesen; eine neue, wihrend
der Drucklegung erschienene Arbeit stammt von BROCKMANN und
VOLKER.

Im Koérper der Sdugetiere und des Menschen sind so hiufig
Carotinoide der C,-Reihe nachgewiesen worden, daB eine Literatur-
zusammenstellung nicht moglich ist. Carotin selbst ist ein normaler

Zechmeister, Carotinoide. 18
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Bestandteil des menschlichen Blutserums und kann auf colori-
metrischem Wege darin bestimmt werden, z. B. nach EULER und
Virein oder nach Conxor (2); vgl. auch die ausfiihrliche Arbeit
von v. D. BERGH, MULLER und BROEKMEYER.

Aus dem Corpus lutewm der Kuh gelang es EscHER (2) schon
frithzeitig, schén krystallisiertes Carotin zu gewinnen; dieses
Priparat besteht, wie auch dasjenige aus dem Corpus rubrum, fast
ausschlieBlich aus B-Carotin. Die Corpora rubra gehéren zu den
polyenreichsten Sédugetierorganen, sie enthalten ndmlich 0,12%
Farbstoff, also etwa 20mal soviel wie die Gelbkérper (KvrN und
LEDERER 4, KUuHN und BROCKMANN 3).

Demgegeniiber iiberwiegen in der menschlichen Placenta die
Xanthophylle; der Quotient Carotin/Xanthophyll scheint in den
von KUnN und BROCKMANN (3) untersuchten Fillen mit fort-
schreitender Entwicklung des Foetus abzunehmen. Die von EULER,
ZonpEK und KrussmanN gepriiften Placenten enthielten je nach
der Nahrungszufuhr Carotin und Xanthophyll, in der Leber
menschlicher Foeten (2—T7 Monate alt) wurde hingegen kein Carotin,
aber reichlich A-Vitamin nachgewiesen (s. auch EULER und KLuUss-
MANN 4).

Aus 1kg frischen Nebennieren haben BaiLLy und NETTER
0,3 g krystallisiertes Carotin isoliert, das sowohl in der Rinde als
auch im Mark vorkommt (vgl. EULER, GARD und HELLSTROM).

NETTER beschéftigt sich mit den endokrinen Driisen von Boviden
und erhielt aus Hodenextrakten Carotinkrystallisate. Derselbe
Farbstoff wurde in der Hypophyse nachgewiesen (vgl. auch EULER,
ZoNDEK und KLUssMANN), wihrend er in der Schilddriise und im
Thymus fehlte. Im Kalbsthymus finden aber EULER, GARD und
HerrstrOM Carotin, in der Rindermilz nur ganz wenig.

Die Retina enthilt nach EuLer und HELLSTROM (3) etwas
Carotin.

Die Isolierung von krystallisiertem Lipochrom aus dem Feti-
gewebe hoherer Tiere ist neuerdings, unter Zuhilfenahme der Chro-
matographie, in den folgenden Féllen ausgefiihrt worden, in welchen
der Quotient Lipochrom/Lipoid in der GréBenordnung 1/100000
bis 1/300000 liegt:

a) Aus 2 kg Hiihnerfett, das in 1 kg 5 mg (groitenteils veresterte)
Xanthophylle enthielt und so gut wie frei von Carotin war: iso-
liert 4 mg analysenreines Xanthophyll (Lutein).
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b) Aus 2 kg Pferdefett, in welchem 6 mg Polyen-kohlenwasser-
stoffe pro kg colorimetrisch bestimmt wurden: 3 mg reines Ca-
rotin (hauptsichlich 8, daneben ).

¢) Aus 1kg Kuhfett (11 mg Carotin enthaltend ; wie das Pferde-
fett, frei von Polyen-alkoholen): 2,2 mg Carotin (vorwiegend f).

d) Auch aus menschlichem Fett, in dem das Verhaltnis Carotine/
Xanthophylle groBen individuellen Schwankungen unterworfen ist,
lieB sich ein krystallisiertes Polyen abscheiden.

Beispiel fiir die Arbeitsweise:

Isolierung von Carotin aus Pferdefett. 2 kg wurden in eine Lésung von
500 g KOH in 3 1 96proz. Alkohol eingelegt und 15 Minuten auf 50° erwidrmt.
Man versetzt die entstandene, klare, noch warme Losung mit 8 1 Ather und
dann anteilsweise vorsichtig mit Wasser, gerade bis sich die Schichten
trennen. Die abgelassene untere Phase wird behutsam mit Ather extrahiert
und der Auszug zur dtherischen Hauptlosung gefiigt, worauf man dieselbe
1 Tag iiber 30proz. methylalkoholischem Kali stehen liBt. Nun wurde
das Pigment mit Hilfe von Wasser wieder in Ather getrieben, der letztere
alkalifrei gewaschen, getrocknet und verdampft. Man verteilt den Riick-
stand zwischen Petrolather (Siedep. 30—60°) und ebensoviel 90proz. Methyl-
alkohol, wobei die Hauptmenge die obere Phase aufsucht. Die gewaschene
und getrocknete Losung wurde nun auf Calciumhydroxyd chromatogra-
phiert. In dem oberen Teil der Saule hiufen sich farblose Begleiter an;
der Farbstoff driangt bei dem Nachwaschen mit Benzin nach unten vor
und beginnt, nachdem die Mitte der Sdule passiert war, in eine breitere
und eine schmilere Zone zu zerfallen (8- bzw. a-Carotin). Man eluiert die
Hauptmenge mit methanolhaltigem Ather, dampft ein und krystallisiert
den Riickstand aus 0,3 cm® Benzol und einigen cm® Methanol um. Glinzende
Tafelchen, Ausbeute 3 mg = 25% der colorimetrisch bestimmten Menge.
Analysenrein (ZEcHMEISTER und Tuzsox 10, 12).

Es bestatigt sich also auch auf praparativem Wege die schon
frither, namentlich von PALMER und Mitarbeitern gemachte Beob-
achtung, dafl gewisse hohere Tierarten ein ausgeprdgt selektives
Speicherungsvermégen gegeniiber den einzelnen Lipochromtypen
besitzen: von Pferd und Kuh werden die Kohlenwasserstoffe,
von dem Gefliigel die Polyenalkohole sowie deren Ester be-
vorzugt.

Biologische Beziehungen zwischen pflanzlichen und tierischen
Carotinoiden.

Schon die allgemeine Verbreitung der gleichen Polyene (mit
Cy) im Pflanzen- und Tierreich weist auf einen wichtigen biologi-
schen Zusammenhang hin.

18*
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Wiéhrend man die natiirliche Synthese von Pflanzencarotinoiden
aus ihrer farblosen Vorstufe nicht selten von Tag zu Tag mit dem
Auge verfolgen kann (z. B. wihrend der Reife von Friichten),
liegen die Verhéltnisse in der Tierwelt grundsétzlich anders. Die
verschiedensten Tierarten fiihren ihrem Koérper regelméfig pflanz-
liche Nahrung zu, die carotinoide Farbstoffe enthilt und sogar den
Raubtieren kommen jene Polyene zugute, die von ihren Opfern
aus vegetabilischer Quelle bezogen wurden. Fischen und anderen
Seetieren steht auch das lipochromhaltige Crustaceen- bzw. Phyto-
plankton zur Verfiigung.

Nach unseren derzeitigen Kenntnissen ist der animalische
Polyenvorrat direkt oder indirekt pflanzlichen Ursprungs und es
konnte bisher kein Fall der Zoosynthese aus farblosen Materialien
in vollig iberzeugender Weise bewiesen werden. Allerdings diirfte
dies in der Zukunft noch geschehen, und zwar — aus entwicklungs-
geschichtlichen Griinden — eher in bezug auf niedere Tiere. In
der Tat deuten die Versuche von ABELOOS und FIscHER, ferner
von VERNE und von LworF auf eine endogene Bildung gewisser
Tierpolyene hin. Dadurch wird aber die allgemeine Erkenntnis
nicht berithrt, dall die jahrlich in der Natur in riesigen Mengen
entstehenden Carotinoide der Hauptsache nach im Pflanzen-
gewebe aufgebaut und von der Tierwelt teils iibernommen werden.

Hieraus folgt, dafl man die animalischen Polyene durch eine
entsprechende Variation der Didt in hohem MaBe beeinflussen und
ihre Zusammensetzung abdndern kann, wogegen die Pflanzen-
farbstoffe in weiten Grenzen von dem Erdboden unabhéngig sind.
Man denke nur an die anndhernde Konstanz des Quotienten
Chlorophyll a/Chlorophyll b/Carotin/Xanthophyll im griinen Laub.

Die leicht erfolgende EinfluBnahme auf das Pigment zeigt sich
z.B. an den Schwankungen des Polyen- und A-Vitamingehaltes
der Milch und der Butter, in Abhéngigkeit von der Sommer- und
Winternahrung (BaumanNN und StEENBOCK 1; Bootr, Kon,
Daxx und Moore; SHREWSBURY und KrayBiiL; EvurLer und
Vircin; WatsoN, DrummonD, HEILBRON und MoRrTON; vgl. auch
Paimer 1—4, Parmer und Eckies 1, 2).

Noch eindrucksvoller lassen sich diese Verhiltnisse an Vogel-
etern demonstrieren, die, zufolge ihrer rdumlichen Abgeschlossen-
heit, ein beliebtes Versuchsobjekt bilden. Auch das gelbe Dotter-
pigment ist kein typisch animalisches Stoffwechselprodukt, sondern
ein Farbstoff pflanzlichen Ursprungs. Nach PALMER und KEMPSTER
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sowie PALMER (1, 2) legt die Henne (fast) farblose, entwicklungs-
fahige Eier, wenn sie dauernd mit polyenfreier Nahrung gefiittert
wird. Ist aber einmal das normale Eigelb gebildet, so verdndert
sich sein Bestand wahrend der Brutzeit fast gar nicht (EULER und
HELLSTROM 2).

Wie auf S.178 erwdhnt, haben WILLSTATTER und EscHER (2)
ein schén krystallisiertes Xanthophyllpraparat aus Hihnereiern
gewonnen, welches sich nach KunN, WINTERSTEIN und LEDERER
auf chromatographischem Wege in etwa ?/; Lutein (Hauptbestand-
teil des Blattxanthophylls C,gH;;0,) und in !/; Zeaxanthin C,,H,,0,
(Maisfarbstoff von KARRER, SaLoMoN und WEHRLI) zerlegen laGt.
Das angegebene Mengenverhéltnis der Isomeren ist aber ein rein
zufélliges, denn durch eine entsprechende Wahl des Futters lassen
sich Dotter erzeugen, die fast ausschliefllich Zeaxanthin oder vor-
wiegend Lutein enthalten. In einigen Gegenden Ungarns reicht
man der Henne Paprika, um stark colorierte Eier zu erzeugen, hier
gelangt also das besonders farbkriftige Capsanthin in das Eigelb!.

Aus dem Obigen darf indessen nicht gefolgert werden, dafl
die Henne ein jedes Polyen unverindert an das Ei weitergibt,
denn merkwiirdigerweise erreicht kaum etwas Carotin das Dotter
(PALMER 2; EULER und KLUsSMANN 7) 2 und &hnlich steht die Sache
mit den Farbwachsen. Nach der Verfiitterung von natiirlichem
Zeaxanthin-dipalmitat (Physalien) haben KunN und Brock-
MANN (3) freies Zeaxanthin im Ei vorgefunden. Hier hat also der
Tierkorper eine enzymatische Spaltung verwirklicht, die in vitro
bisher nicht gelungen ist.

Schicksal der Pflanzencarotinoide im Sdugetier. Sieht man von
Polyenvorriaten ab, die sich gerade in Zirkulation befinden (Blut),
so stehen fiir ein, mit der Nahrung aufgenommenes Carotinoid
drei Moglichkeiten offen:

a) es wird wieder ausgeschieden, oder

b) es wird gespeichert, oder schliellich

c¢) chemisch verdndert, ndmlich in andere lebenswichtige Stoffe
itbergefiihrt bzw. ganz oder teilweise verbrannt.

@) Der Wiederausscheidungsvorgang erfafit in der Regel den
groflten Teil des Farbstoffes, wobei ein noch véllig unbekannter

! Auch Federpigmente, z. B. von Kanarienvigeln, lassen sich, wie alt-
bekannt, auf diesem Wege verschénern (Referat: PaLmERr 1, s. die wihrend
der Drucklegung erschienene Arbeit von BROCKMANN u. VOLKER).

% Die gegenteilige Angabe von DRIGALSKI trifft nicht zu.
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Reguliermechanismus mitzuwirken scheint, der zu Notzeiten eine
bessere Ausniitzung des verfiigbaren Pigments veranlaft.

Das Abstoflen von groflen Polyenmengen unter normalen
physiologischen Bedingungen héngt wohl auch mit der schweren
Resorbierbarkeit zusammen, auf Grund der folgenden Versuche:
Nach EvLER und K1UssMANN (7) werden die Carotinoide von gallen-
sauren Salzen langsam in echte Losungen gebracht, was durch die
Anwesenheit von Aminosduren und anderen Substanzen geférdert
wird. Der Farbstoff diffundiert dann durch Schweinedarm in
schwach alkalische Medien hinein, sobald aber py = 7—7,5 unter-
schritten oder das Cholat von anderen Stoffen verdringt wird,
macht sich das Carotinoid wieder frei. Es ist klar, daB ein der-
artiger Vorgang, auch wenn er sich in vivo etwas anders abspielen
sollte, immerhin Zeit erfordert, wihrend der die Hauptmenge des
Materials zusammen mit den Faeces den Korper verlassen kann.

Polyenfarbstoffe werden vom Séugetier auffallend schwer oxy-
diert, was in einem merkwiirdigem Gegensatz zur Autoxydation an
der Luft steht. Offenbar wird dieses Verhalten auch von den Me-
thylseitenketten beeinflullit (Modellversuche von KuaN und Livapa).

Immerhin ist es, auch wenn man die dargelegten Verhéltnisse
erwagt, iiberraschend, dall hochungesittigte Verbindungen die
Wege eines komplizierten Organismus passieren koénnen, ohne
eine tiefergehende Anderung zu erleiden, ja ohne EinbuBle an
Krystallisationskraft. Aus Schaf- und Kuhkot! sind wohlkrystalli-
sierte Carotin- und Xanthophyllprdparate gewonnen worden
(H. FiscaeEr; KARRER und HELFENSTEIN 2) und analoge Beob-
achtungen liegen auch bei niederen Tieren vor. So hat Oxvu (1—3)
aus der Rohseidenfaser von japanischen Cocons krystallisierte
Carotinoide isoliert, die biologisch den Maulbeerblittern ent-
stammen (vgl. auch BARBERA).

b) Fir die Speicherung von Carotinoiden kommt, zufolge der
Lipoidloslichkeit, vor allem das Fettgewebe in Betracht, was in
zahllosen Fiéllen in der Kolorierung von festen oder fliissigen Tier-
fetten zum Ausdruck kommt. Inwiefern ein solches Depot in den
Lipoidstoffwechsel noch eingreift, ist nicht mit Sicherheit ent-
schieden.

Auch die Farbe der tierischen Fette wird von der Art der Er-
nihrung beeinfluBt und da Polyene in Fett groBle Farbintensititen

1 Auch Pferdemist enthalt viel krystallisierbares Polyen u.w. Carotin
und Xanthophyll (unveréffentlicht).
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zeigen, geniigen schon kleine Carotinoid-Konzentrationen zur Er-
zeugung einer lebhaften Nuance (vgl. S. 274). Allgemein neigen
dltere, abgehdrmte Boviden zur Farbstoffstapelung im Fett, was
in Schlachthdusern regelmifBig beobachtet wird. Aber auch die
Art des Tieres ist hierauf von groBem Einflul: Gefliigelfette sind
in vielen Fillen gelblich, wihrend das Schwein unter normalen
Bedingungen nicht dazu neigt, einen geférbten Speck zu erzeugen.
Pathologische Ablagerungen von Polyen treten im Sédugetier
ofters auf, hierher gehoren Rindergallensteine, aus welchen F1scHER
und ROSE krystallisiertes Carotin isolierten. Eine véllig andere
Art von anormalen Depots sammelt sich im Fettgewebe der mensch-
lichen Haut an, nadmlich nach dauernd iibermafigem Karotten-
oder Kiirbisgenufl. Die Haut zeigt dann eine gelbe Farbe, in
einem Falle waren die Extremitéten der Patientin sogar rot, nach-
dem sie aullerordentlich grole Quantitdten von Paprika verzehrte
(ToraY; SveinoME und UrNo; Sammelreferate: RoTHMAN und
ScHAAF; HERNANDO).
¢) Von den biochemischen Umwandlungen des Carotins ist der
auf S.30—38 besprochene Ubergang in das A-Vitamin hervor-
zuheben. Die dort erérterte KarrErsche Formel fiir den fett-
loslichen Wachstumsfaktor
CH, CH,
NS
C
AN
CH, (—CH=CH—C=CH—CH=CH—C =CH—CH,0H

c[:H2 (g——CH,, C[1H3 H,
N/
CH,
Vitamin A (KARRER, MORF und ScHOPP)

zeigt deutlich, dal es sich um eine einfache hydrolytische Zwei-
teilung des Carotins handelt, was allem Anscheine nach in der
Leber, und zwar auf enzymatischem Wege erfolgt. Verabreicht
man der Ratte f-Carotin, so wird nur ein kleiner Teil, z. B. 8%
in A-Vitamin umgesetzt (BROCKMANN und TECKLENBURG), bei
manchen anderen Tieren ist der Nutzeffekt noch viel niedriger
(vgl. z. B. AHMAD und MALIK).

In bezug auf die bereits sehr ausgedehnte Literatur sei auf das
Literaturverzeichnis, ferner auf die zusammenfassenden Referate
verwiesen (KARRER und WEHRLI 2; WINTERSTEIN und FUNK;
KARRER 5; ZECHMEISTER 3).
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Wihrend die Provitaminrolle des Carotins bereits gesichert
ist, erscheint die Funktion des Xanthophylls noch nicht als end-
giiltig gekldrt, es mufl aber angenommen werden, dafl auch den
sauerstoffhaltigen Carotinoiden, die in der Leber namentlich von
Végeln und Siilwasserfischen sich nachweisen lieen (EULER und
VIRGIN), eine Bedeutung zukommt. Es ist merkwiirdig, dafl sich
das Xanthophyll, welches von dem Gefligel bevorzugt und selektiv
gespeichert wird, als A-Provitamin nicht nur an der Ratte, sondern
auch im Vogelorganismus wirkungslos ist (KARRER, EULER und
RypBom; EurerR, KARRER und RypBom; KUHN, BROCKMANN,
ScHEUNERT und ScHIEBLICH). Andererseits ist die Leber der
Kiichlein in den ersten Lebenstagen frei von Carotin, aber xantho-
phyllhaltig (EvLER und Krussmanwy 5; vgl. VireiN und Kruss-
MANN). Es ist zu hoffen, daB der Sachverhalt sich bald besser
klaren wird. Vielleicht ergeben sich Beziehungen zum weiblichen
Sexualhormon (PALMER 2; VIRGIN und KrussmanN; EULER und
KLussMaNN 4, 5).

Spezielle animalische Carotinoide. TUnter diese Bezeichnung
fallen jene Polyene, die ausschlieflich oder vorwiegend im Tier-
kérper vorgefunden werden und die aus dem Materialbestand der
Pflanze ganz oder fast ganz fehlen. Auch fiir diese Pigmente
kommen in der Regel vegetabilische Carotinoide als Bezugsquellen
in Betracht, nur wird der Farbstoff im Organismus des Tieres
in einer Weise verdndert bzw. abgebaut, wie dies im Pflanzen-
gewebe meist nicht erfolgen kann.

Nachstehend sei als Beispiel eines chemisch definierten Ver-
treters dieser Farbstoffklasse das mit Eiweif3 gepaarte Astacin
beschrieben; einige weniger gut studierte, verwandte Polyene
schlieffen sich an.

Astaein.
(Bruttoformel s. S. 284 —285, Konstitutionsformel unbekannt.)

Die Literatur tiber die Pigmente der Crustaceen reicht ein halbes
Jahrhundert zuriick und das grundlegend Neue gegeniiber den
Carotinoiden héherer Pflanzen, ndmlich die chemische Paarung des
Polyens mit Eiweif3 zu einem wasserloslichen, tiefgefarbten, griin-
bis schwarzblauen Chromoproteid, ist wiederholt beobachtet worden
(VERNE; CHATTON, LWOFF und PARAT u.a.). Nach VERNE liegt
in dem bldulichschwarzen, nativen Farbstoff des Hummerpanzers
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(aus Frankreich) das Proteid einer wohlkrystallisierten Carotinart
CyH; vor. Die meisten Forscher (neuestens auch WILLSTAEDT)
hatten lediglich Losungen in Hénden, nur von PoUcHET ist das
Astacin (oder ein nahes Derivat) bereits 1876 zur Krystallisation
gebracht worden. Die Vertreter dieser Klasse erhielten in der
Folgezeit verschiedene Namen wie Crustaceorubin, Vitellorubin,
Tetronerythrin, Zoonerythrin, Astroviridin usw., woriiber PALMER
(1) ausfihrlich referiert. Neuere Angaben stammen von LONNBERG
und HELLSTROM.

Vor kurzem haben KunN und LEDERER (7), in deren Arbeit die
altere Literatur gleichfalls besprochen wird, eine chemische Unter-
suchung tiber die Farbstoffe des Hummers (4stacus gammarus L.)
verdffentlicht und fiir das zugrunde liegende Polyen die Bezeichnung
»Astacin® eingefiihrt. Das gleiche Astacin kann aus den Eiern
der Seespinne (Maja squinado) isoliert werden (KUHN, LEDERER
und DEUTSCH), ferner aus der Languste (Palinurus vulgaris), aus
Leander serratus, Portunus puber, Cancer pagurus, Nephrops und
aus dem FluBkrebs (Potamobius astacus), es kommt also auch in
SiiBwassertieren vor (FABRE und LEDERER 1, 2; MACWALTER
und DrRoumMMOND). KARRER und BENz (2) haben aus dem Seestern
Ophidiaster ophidianus Astacin gewonnen.

DaBl die Grenzlinie zwischen dem Materialvorrat von Pflanze
und Tier auch auf diesem Gebiete keine scharfe ist, wird durch
das gelegentliche Vorkommen eines astacin-dhnlichen Farbstoffs
in einer roten Hefe (Torula rubra) illustriert (LEDERER 3) und
andererseits durch das Auftreten von Carotin neben Astacin in
mehreren Tieren.

Zustand im Tierkorper. Sowohl der Panzer und die Hypodermis
als auch die Eier des Hummers sind stark pigmentiert. Der Panzer
enthilt ein blauschwarzes, das Ei ein grines Chromolipoid, die
beide wasserloslich sind, nur wird die Extraktion aus dem Panzer
durch Inkrusten erschwert. Unter der Einwirkung von heillem
Wasser oder von verdiinnter Salzsidure bzw. Aceton und Alkohol
zerfallen die Eiweilverbindungen, wobei das Protein gerinnt und
die Farbe nach rot umschligt. Das Pigment der Hypodermis ist
frei von Eiweil und demgemifB unloslich in Wasser, léslich in
Aceton.

Auch nachdem man das Protein abgespalten hat, liegt der
eigentliche Farbstoff Astacin nicht frei, sondern in Form von
Estern vor. Die aus den Eiern erhiltlichen sog. ,,Ovoester wandern
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bei der Entmischung zwischen Benzin und 90proz. Methylalkohol
nach unten (hypophasisches Verhalten), wahrend Priparate aus
dem Panzer oder der Hypodermis epiphasisch sind und die ent-
gegengesetzte Erscheinung zeigen. Alkalisch hydrolysiert, gehen
alle diese Ester in das ndmliche Astacin iiber, es bestehen also die
in der Tabelle 52 verzeichneten Beziehungen.

Tabelle 52. Farbstoffe des Hummers (aus Norwegen) nach Kvax
und LEDERER (7).

(Die Ausbeuten beziehen sich auf je ein Tier von 500 g Gewicht.)

Panzer Hypodermis Eier
Braunschwarzes Chromo- Rotes Lipochrom Griines Chromoproteid
proteid (unléslich in Wasser) (16slich in Wasser)
H Acet .
Ol | *Aecton Extrahiert mit Aceton: Aceton
Roter Astacin-ester Roter Astacin-ester | Roter Astacin-ovoester
(epiphasisch) (epiphasisch) (hypophasisch)
NaOH NaOH NaOH
Astacin (3—4 mg) Astacin (7—8 mg) Astacin (2—3 mg)

Die roten Eier der Maja squinado (Seespinne) enthalten nach
Mavy zwei Farbstoffe: Vitellorubin und Vitellolutein. Das letztere
ist nach KunN, LEDERER und DEUTSCH identisch mit g-Carotin,
wahrend das jiingst auch krystallinisch erhaltene Vitellorubin zu
den hypophasischen Ovoestern zéhlt und bei der Hydrolyse Astacin
liefert.

In den von FABRE und LEDERER (1, 2) untersuchten Fillen
(S. 281) liegen gleichfalls mit Eiweill gepaarte Astacinester vor.

Darstellung von krystallisiertem Ovoester aus Astacus gammarus
(Kvan und Leperer 7). Ein mit Eiern gefilltes Ovarium
(nach Extraktion und Trocknen 5 g) wurde mit 50 cm?® Aceton
zerrieben, wobei die griine Farbe nach rot umschlug und das
Pigment in Losung ging. Nach einer Stunde wurde abgegossen
und der Farbstoff durch noch zweimalige Extraktion mit je 50 cm?
Aceton vollkommen in Losung gebracht. Nach Zusatz von 20 cm3
Benzin und Wasser hat man die Oberschicht, die allen Farbstoff
enthielt, gewaschen und mit 20 cm?® 90proz. Methanol ausgezogen
(es bleibt etwas Carotin im Benzin), sodann die dunkelrote, untere
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Phase mit frischem Benzin iiberschichtet und die Ovoester durch
vorsichtigen Zusatz von Wasser in der Grenzschicht quantitativ
gefillt. Das violett-metallisch glanzende Rohprodukt wird nach
kurzem Stehen genutscht, mit etwas heilem Methanol gewaschen
und durch Auflésen in Pyridin und Zusatz von wenig Wasser
umgeschieden. Ausbeute 2,5 mg.

Rhomboeder, die oft schwalbenschwanz-férmige Zwillinge bilden,
Schmelzp. 245—2489. Gut 16slich in Pyridin, Dioxan, Chloroform,
sehr schwer in anderen organischen Loésungsmitteln. Bei der Ent-
mischung verhilt sich das Prédparat hypophasisch, durch Verdiinnen
mit wafrigem Alkali 1aBt » |
es sich in Benzin iibertreiben %7
(Unterschied von Astacin,
in das die Ovoester bei der
Verseifung iibergehen). / \

7

Darstellung von Astacin \

aus dem Panzer des Hummers
(die Isolierung aus der Hypo-
dermis verlduft im Prinzip
dhnlich). Der Panzer eines

N

PR A1 B

oL L L1 L TR SR
. : . 600 500 %00 Al
frisch getdteten Tieres und Abb. 35. Absorptionskurve des Astacins
die iibrigen verkalkten Teile (in Pyridin).

(Scheren, Beine usw.) wur-

den in 0,2 n-Salzsdure gelegt, wodurch sie nach einiger Zeit rote
Farbe erlangten (Trockengewicht 75 g), dann mit Wasser abgespiilt
und von anhaftenden Teilen der Hypodermis befreit. Zur Extrak-
tion des Farbstoffes 148t man dreimal unter Aceton je 1—2 Stunden
stehen und schiittelt die vereinigten und mit Wasser verdiinnten
Extrakte mit Benzin aus. Die Benzinlosung wurde mit Wasser
gewaschen und dreimal mit 90proz. Methanol durchgeschiittelt
(etwas nach unten gewanderter Farbstoff laft sich mit Benzin auf-
nehmen und zur Hauptmenge fiigen).

Man versetzt die tiefrote Benzinlosung (50 cm3) mit 3 em3
21n-NaOH und mit soviel absolutem Athylalkohol als nétig ist,
um eine homogene Losung zu erhalten. Nach 5stiindigem Stehen
im Dunkeln wird durch Wasserzusatz entmischt (Oberschicht
schwach gefarbt, Unterschicht tiefrot), die alkalische Astacin-
16sung mit wenig frischem Benzin iiberschichtet, der Farbstoff
durch vorsichtiges EingieBen von Essigsiure gefillt, abgesaugt,
mit heiBem Wasser gewaschen, in 4 cm® reinstem Pyridin kalt
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gelost und durch Zusatz einiger Tropfen Wasser zur Krystallisation
gebracht.

Aus 29 Tieren (lebend 12,8 kg) konnten 0,265 g reines, dreimal
umkrystallisiertes Astacin gewonnen werden.

Beschreibung des Astacins (Abb. 35, S.283). Aus Pyridin und
Wasser (s. oben): metallisch glinzende, violette Nédelchen, die
zwischen gekreuzten Nicols gerade Ausloschung zeigen, oder feine,
sichelformige Gebilde. Die Farbe ist mit Bixin vergleichbar.
Astacin ist unloslich in Wasser oder verdiinnter Natronlauge,
nahezu unléslich in Ather, Petroldther, Methanol und Schwefel-
kohlenstoff, merklich 16slich in Benzol, Essigester, Eisessig, gut
in Pyridin, Chloroform und Dioxan. Die Farbe einer starken
Pyridinlésung ist blutrot, verdiinnt orangerot. Das Spektrum
1aBt nur ern Band erkennen (Unterschied von Pflanzencarotinoiden ;
Maximum bei 500 yu). Bei der Verteilung zwischen Benzin und
90proz. Methanol geht fast alles Astacin in die obere Schicht, fiigt
man aber einen Tropfen Lauge zu, so wandert der gesamte Farb-
stoff nach unten und kann durch Zusatz von viel Wasser nicht in
das Benzin zuriickgetrieben werden. Beim Ansduern nimmt das
Benzin wieder allen Farbstoff auf.

Der Schmelzpunkt ist von der Art des Erhitzens abhingig:
240—243° (im BErL-Block, Vakuum, kurzes Thermometer) bzw.
265—267° (am Objekttrager nach KLEIN).

Zur Konstitution des Astacins (KueN, LEDERER 7, Dieselben
mit DeuTscH; KARRER und BENz 2, KARRER und LOEWE).

Das Resultat der Analyse (C,,H;,0;)' sowie der Verbrauch
von 11 Molekiilen Wasserstoff bei der Hydrierung deuten auf eine,
im wesentlichen aliphatische Struktur, wihrend der Chromséure-
abbau 5 Methylseitenketten anzeigt. Von den Sauerstoffatomen
des Astacins liegt eine in einer Hydroxylgruppe: man erhilt ein
wohlkrystallinisches Acetat und ferner, nach ZEREWITINOFF gegen
1 Mol. Methan.

Das bereits beschriebene Verhalten wiirde eigentlich auf einen
sauren Charakter hinweisen, demgegeniiber werden wichtige Unter-
schiede von den natiirlichen Polyencarbonsiuren beobachtet:
1. Astacin reagiert nicht mit Diazomethan und kann nur unter

1 Karrer und Bexnz (2) finden um 1% héhere C-Werte; vgl. S. 285.
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der Einwirkung von Dimethylsulfat und Alkali verestert werden,
2. 1aBt es sich bei der Verteilungsprobe durch 0,1 n-Soda nicht
(wie durch sehr verdiinnte Natronlauge) in der Unterschicht halten
und 3. wird es von Calciumcarbonat kaum fixiert und zeigt all-
gemein das Adsorptionsverhalten seiner Ester.

Nach der Meinung von KurN, LEDERER und DEUTSCH sind die
Alkalisalze Salze einer Carbonsiure, das Astacin selbst ist aber als
ein Lacton, und zwar Oxylacton aufzufassen. Demgegeniiber finden
KarrER und BeNz (2), da die Saureeigenschaften des Astacins
durch Perhydrierung aufgehoben werden und diskutieren die
Moglichkeit, dafl die Salzbildung durch die Enolnatur eines Hydr-
oxyls im Astacin bedingt ist und nicht durch Offnung einer Lacton-
gruppe. Der Permangatabbau ergibt Dimethylmalonséiure.

Nach neuen Versuchen von KarrRER und LOEWE besitzt
Astacin 13 leicht hydrierbare Doppelbindungen und die Zusammen-
setzung C,H,;O0,. Von den 4 O-Atomen zeigen zwei Carbonyl-
und zwei Enolfunktion. Diese 4 Carbonyle sind paarweise be-
nachbart (Di-phenazinderivat mit o-Phenylendiamin).

Das Acetyl-astacin wird durch Behandlung mit Essigsdureanhydrid und
Pyridin bei Raumtemperatur in 16 Stunden erhalten und bildet, dreimal
aus Pyridin + Wasser umkrystallisiert, schwarzviolette Nadeln. Schmelzp.
2359 (unkorr., Zersetzung). Das Acetat zeigt die Eigenschaften der natirlichen
,»,Ovoester* und geht auch in Gegenwart von etwas Lauge aus Methanol
in Benzin iiber, wenn mit Wasser verdiinnt wird. Adsorptionsverhalten
und Spektrum wie Astacin. Nach ZEREWITINOFF ist kein aktives H-Atom
nachweisbar. — Astacin-dioxim C,H;,0,N,: KARRER und LOEWE.

Weitere, dem Astacin zum Teil nahestehende Pigmente, deren Zusam-
mensetzung meist noch fraglich ist:

a) Salmensiure. Aus dem intensiv roten Muskelfleisch des Lachses
(Salmo salar) isolierten EvLEr, HELLSTROM und MaLMBERG zur Frithjahrs-
zeit eine hochrote Substanz, die in Eisessig 16slich, mit Lauge fillbar ist
und in schwarzvioletten Krystallen erhalten werden kann. In Pyridin
zeigt sich ein breites, unsymmetrisches Band, mit einem Maximum bei
485 yp und die Andeutung eines Schwerpunktes gegen 525 uu. Von diesen
Zahlen wird das Extinktionsmaximum des Astacins gerade eingeschlossen,
eine Identitidt der beiden Farbstoffe besteht aber nicht.

Die Salmensaure wird in dem Muskel von Xanthophyll und etwas Carotin
begleitet und kommt — neben Carotin — auch im Rogen des Lachses vor.

b) Krystallisierte Lipochrome von ScHMIDT-NIELSEN, SORENSEN und
Trumpy (1, 2). Diese Forscher haben aus den nachfolgenden Ausgangs-
materialien zwei Carotinoidpriparate gewonnen, die offenbar mit keinem
Pflanzenpolyen identisch sind, in Bipyramiden krystallisieren und, wie
Astacin, nur ein Maximum besitzen, nimlich bei 505 (4 5) pu (in Schwefel-
kohlenstoff): Regalecus glesné (Heringskonig, Leber), Balaenoptera musculus
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(Blauwal aus den Sandwich-Inseln, Speck und Knochen rot), Cyclopterus
lumpus (der rotgefarbte Tran aus der im Friihling roten Leber). Moglicher-
weise liegt hier Identitdt mit Salmensédure vor, jedenfalls eine nahe Ver-
wandtschaft.

¢) LONNBERG (1—10, auch mit HELLsSTROM) hat in miihevollen Unter-
suchungen eine Reihe von Tieren (meist Fische und marine Evertebrate)
auf Lipochrome gepriift und konnte fast iiberall spektroskopisch und nach
Carr-Price Carotinoide nachweisen. Das Pigment ist in vielen Fillen
mit Wasser extrahierbar, also wahrscheinlich mit Eiweill gepaart.

d) Das Qlycymerin wurde von LEDERER (1) in Form von braunvioletten
Krystallen aus der Muschel Pectunculus glycymeris isoliert. Der Farbstoff
besitzt denselben optischen Schwerpunkt wie Astacin (500 uu), zeigt aber
gegeniiber Petroldther 4 NaOH ein abweichendes Verhalten und keine sauren
Eigenschaften. Er wurde auch im Mytilus edulis spektroskopisch nach-
gewiesen (vgl. auch FABRE und LEDERER 2).

e) Die von LEDERER (2) in der Actinia equina aufgefundenen Polyen-
ester ,,Actinioerythrin‘‘ miissen auf Grund ihres dreibindigen Spektrums
(574, 533, 495 up, CS,) wohl in eine andere Farbstoffklasse verwiesen werden.
Feine Nadelrosetten; die zugrunde liegende, farbkriftige Sdure ist unbe-
stindig (FABRE und LEDERER 2).

/) Der Farbstoff der Geschlechtsdriisen der Muschel Pecten maximus,
,, Pectenozanthin®, steht den Xanthophyllen nahe. Absorptionsbénder fast
wie Zeaxanthin (518, 488, 454 uu in CS,), Schmelzp. 185° (korr.). Lang-
gestreckte, braunrote Prismen aus Pyridin + Wasser. Wahrscheinlichste
Formel C,H;,0; (LEDERER 4).

g) In der Leber des Lophius piscatorus kommt nach LovERN und MorTON
ein rotliches Pigment vor; vgl. auch SORENSEN.

h) Asterinsiure (EULER und HELLSTROM 5). In der Riickenhaut des
Seesternes Asterias rubens kommt ein wasserloslicher, blauer Farbstoff vor,
der nach dem Mahlen mit Wasser extrahierbar ist. Durch Aussalzen und
Zentrifugieren gewinnt man eine blaue Substanz, die schon unter der Ein-
wirkung von Weingeist in eine hochmolekulare Komponente und in ein
Carotinoid zerlegt wird. Das letztere (,,Asterinsiure‘’) 1aBt sich in Ather
iiberfithren, worauf man den Trockenriickstand in Petrolither aufnimmt,
durch Schiitteln mit 90proz. Methanol reinigt und das Polyen aus dem
letzteren auf einem &hnlichen Wege isoliert. Ausbeute: 5 mg aus 200 Exem-
plaren, Schmelzp. 185°. Violettschwarzes Pulver, Zusammensetzung un-
gefahr CygH,00,.

t) Roter Fettfarbstoff des Meerschwammes Microciona prolifera: BERG-
MANN und JOHNSON.
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Butter 276.

Butterblume 75, 201.

Cadmium-licht 65.

Calceolaria scabiosifolia 93.

Calendula officinalis 72, 73, 93, 151,
205.

Caltha palustris 4.

Cancer pagurus 281.

Capillaranalyse 93.

Capsaicin 228.

Capsanthin 227—238, 294, 295.

Sachverzeichnis.

Capsanthin-diacetat 237.

Capsanthin-dicaprinat 237.

Capsanthin-dipalmitat 237.

Capsanthin-ester 237, 295.

Capsanthin, Vork. 77.

Capsicum annuum 25, 39, 72, 74, 75,
77, 93, 147, 185, 227, 238, 288,
294, 295.

Capsicum frutescens japonicum 72, 77,
228.

Capsicumrot, 229.

Capsorubin 238—239, 296.

Capsorubin-acetat 238.

Capsorubin, Vork. 77.

Carboxyl, Bestimmung 61.

Carica papaya 73, 75, 163, 204.

Caricaxanthin 73.

Carnaubasiure 40, 229.

Caroten 112.

Carotin 112—149, 287.

a-Carotin 129, 131—142, 287.

p-Carotin 129, 131—142, 287, 288.

p-Carotin 129, 132—143.

§-Carotin 147.

Carotinarten, seltenere 147.

Carotinase 32.

Carotin des Handels 131.

Carotin-dijodid 128.

Carotine, Abbau 136. .

Carotin, iso- 35, 147, 288.

Carotin-jodide 147.

Carotin, kolloidales 27, 124.

B-Carotin-monoxyd 144.

Carotinoid-carbonsiduren 19.

Carotinoide 1.

Carotinoide im engeren Sinne 2.

Carotinoide, tierische 272.

p-Carotinon 37, 67, 141, 146.

p-Carotinon-aldehyd 142.

f-Carotinon-dioxim 147.

p-Carotinon-oxim 67.

Carotin-tetrajodid 128.

Carotin-trijodid 128.

Carotin, Vork. 72.

a-Caroton 143.

Carr-Price-Reaktion 82.

Castanea vulgaris 23.

Cedrela toona 77, 253.

Cheiranthus Sennoneri 76, 184.
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Chillies 228.

Chinesische Gelbschote 77, 253.

Chinesische Laterne 193.

Chlorjod 49.

Chlorophyll 18, 22, 41, 42, 79.

Chloroplasten 70.

Chromatographie 94.

Chromatographische Adsorption 94.

Chromatophoren 70.

Chromolipoid 1.

Chromoplasten 70.

Chromoproteid 280, 282.

Chromséure-oxydation 51.

Chrysophyll 113.

Cineol 16.

Cis-trans-Isomerie 12, 253.

Citrus auwrantium 72, 204.

Citrus madurensis 72, 205.

Citrus poonensis 72, 73, 76, 164, 204.

C.L.O.-Einheit 83, 84.

C-Methylbestimmung 51, 52.

Cocastrauch 73, 151.

Colorimetrie 88, 152.

Colorimetrische Hydrierkurve 44, 46.

Coniin-crocetin 254.

Convallaria majalis 72, 73, 74, 122,
129, 151.

Corpus luteum 274.

Corpus rubrum 274.

Criegeesche Methode 59, 208, 261,
267.

Crustaceenfarbstoff 280.

Crocetan 262.

Crocetin 21, 251—262, 298.

a-Crocetin 252.

B-Crocetin 252.

y-Crocetin 252.

Crocetin-digentiobiosid 252.

Crocetin-dimethylester 257, 258, 266.

Crocetin-dimethylester, cis 298.

Crocetin-dimethylester, labiler 258.

Crocetin-dimethylester, stabiler 258.

Crocetin-dimethylester, trans 299.

Crocetin-glucosid 251.

Crocetin, labiles 253.

Crocetin-methylester 252, 257.

Crocetin, stabiles 253.

Crocetin, Vork. 77.

Crocin 21, 251—262.
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Crocus luteus 77, 256.

Crocus neapolitanus 77, 253.

Crocus sativus 72, 73, 75, 717, 130, 251,
253.

Crocus, violetter 77, 253.

Crustaceorubin 281.

Cucumis citrullus 72, 73, 122, 151.

Cucurbita maxima 72, 75, 122, 147,
183, 204.

Cucurbitaxanthin 183.

Cucurbiten 72, 147.

Cupressus Naitnocki 222.

Cyanwasserstoff 110.

Cyclisierung 28, 34, 63, 65.

Cyclopterus lumpus 286.

Cystosira 212.

Daucus carota 22,71, 72,93, 113, 147.
Decatetraensidure 14.
Dehydrierung 15, 17, 25.
Dehydro-azafrinonamid 267.
Delaginella 222.
Depotfett 274, 278.
Dibenzyl-octatetraen 11.
Dicarbonsgure C,,H;;0, 64.
Dicaroten 150.
Dichlor-essigsédure 82.
Dictyota 212, 213.
Dihydro-azafrinon-methylester 271.
Dihydro-bixin 12, 244.
Dihydro-carotin 127, 141, 143.
Dihydro-crocetin 259, 260.
Dihydro-crocetin-dimethylester 260.
Dihydro-lycopin 158.
Dihydro-phytylbromid 18.
Dihydro-rhodoxanthin 67, 68, 226,
2217.
Dihydro-rhodoxanthin-dioxim 227.
Dihydro-rhodoxanthin-oxim 67.
Diketon aus Perhydro-crocetin 262.
ao-Dimethyl-§-acetyl-valeriansiure
62, 138.
yy-Dimethyl-d-acetyl-valeriansiure
63, 142.
aox-Dimethyl-bernsteinsaure 58, 61,
138, 189, 191.
oa-Dimethyl-glutarsiure 58, 61, 138,
191, 268, 269.
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2,6-Dimethyl-heptandiol (1,7) 262.
Dimethyl-malonséure 58, 61, 138,
191, 221.
1,6-Dimethyl-naphtalin 34.
2,6-Dimethyl-naphtalin 64.
ao-Dimethyl-pimelinsiure 246.
4,8-Dimethyl-undecandiséure (1,11)
246.
Dimorphoteca aurantiaca 73, 151.
Diospyros Kaki 73, 75, 151.
Diphenyl-dthylen 7, 82.
Diphenyl-butadien 7, 82.
Diphenyl-decapentaen 7, 13, 82.
Diphenyl-dodecahexaen 7, 82.
Diphenyl-hexadecaoctaen 7, 82.
Diphenyl-hexatrien 7, 12, 82.
Diphenyl-octatetraen 7, 11, 12, 82.
Diphenyl-polyene 6, 12.
Diphenyl-tetradecaheptaen 7, 82.
Disterin (aus Helianthus) 300.
Dixippus morosus 273.
Doppelbindungen 5, 43, 50.
Doronicum Pardalianches 76, 184.
Dotterblume 74.
Dotterpigment 180, 276.
Drehvermégen 65.
Driisen, endokrine 274.

Eibe 73, 76, 222.

Eidotter-farbstoff 99, 178, 180, 188,
271.

Eigelb 277.

Eiweill 41, 280.

Endgruppen 62, 160.

Endokrine Driisen 274.

Entmischung 90, 92.

Erythrophyll 113.

Erythroxylon novogranatense 73, 151.

Escobedia linearis 77, 263.

Escobedia scabrifolia 77, 263.

Esox lucius 273.

Ester des Capsanthins 237, 295.

Ester des Xanthophylls 175.

Ester des Zeaxanthins 190.

Etiolierte Blatter 22.

Etiolin 113.

Eujonon 14.

i Evonymus europaeus 41, 75, 78, 93,

185.
Extinctionsmaxima 86.

Fagus silvatica 23.

Farbreaktionen 81, 126, 165, 168,
170, 199, 202, 204, 210, 224, 235,
238, 243, 260, 264, 266.

Farblose Begleiter 300.

Farbwachse 38, 41, 195, 229, 295.

Farbwerte 90.

Farnesol 29.

Federpigmente 273, 277.

Ferrichlorid-reaktion 170.

Fettgewebe 274.

Fett (Huhn) 274.

Fett (Kuh) 275.

Fett (menschliches) 275.

Fett (Pferd) 275.

Fettpigmente 1.

Fischlebersle 32.

Flavine 42.

Flavoxanthin 201—204.

Flavoxanthin, Vork. 75.

Flores verbasci 77, 253.

FluBkrebs 281.

 Foetus 274.

Frosch-farbstoff 273.

Fructus Alkekengi 193.
Friichte 24, 78.

Fucoxanthin 211—221, 293.
Fucoxanthin-chlorhydrat 220.
Fucoxanthin-jodid 220.
Fucoxanthin, Vork. 76.
Fucus vesiculosus 212, 216.
Fucus virsoides 212.
Fullererde 132.

Funktion des Xanthophylls 280.

Gadus calarias 273.

Gardenia grandiflora 77, 253, 298.
Gardenidin 253.

Gefieder 273, 277.

Gelbschote, chinesische 253.
Gemswurzkreuzkraut 75.
Gentiobiose 252.

Geraniol 16.
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Geronsiure 62, 138, 139, 191, 268,
269.

(eronsiure-semicarbazon 141, 269,

Gesamt-carotin 112, 138.

Gesamt-chlorophyll 115, 169.

Geschichte 4.

Gingko biloba 23.

Glucoside 70.

Glycymerin 286.

Gnetum 222,

Grains de rocou 240.

Gras 74, 179.

Goldregen 75.

Gonocaryum pyriforme 72, 129, 130,
133, 147.

Hagebutte 72—76, 130, 151, 166.

Hahnenfu3 74—76, 201.

Handelscarotin 131.

Héamin 110, 259.

Hefe, rote 73, 77, 113, 281.

Helenien 184.

Helenien, Vork. 76.

Helenium autumnale 74, 76, 179, 184.

Helenium grandicephalum 76, 184.

Helianthus annuus 74, 76, 179, 208,
293, 300.

Heliopsis scabrae cinniaeflorae 76,
184.

Heliopsis scabrae major 76.

Helmkolben 116.

Hemerocallis fulva 80.

Hentriakontan 154, 300.

Heracleum 72, 74, 117.

Herbstliche Bliatter 23.

Herbst-xanthophyll 23.

Heringskonig 285.

Heuschrecke 273.

Hexahydro-crocetin 260.

Hippoglossus hippoglossus 32, 273.

Hippophae rhamnoides 75, 76, 185,
193.

Hodenextrakte 274.

Huflattich 76, 208.

Hummer 280, 281.

Hiihnerei 277.

Hiihnerfett 274.

Hydrierkurve 44, 46.

Hydrierung, katal. 43, 44, 126.
Hydrolyse von Farbwachs 200.
Hydroxylgruppe, Bestimmung 54.
Hydroxylgruppe, Lage 58.
Hydroxyl, verestert 60.
Hypodermis 281.

Hypophyse 274.

Indischer Mahagonibaum 77, 253.
Impatiens noli me tangere 76, 208, 209.
Iso-bixin 248, 249.

Iso-carotin 35, 147, 288.
Iso-geronsiure 63, 142.
Iso-geronsdure-semicarbazid 142.
Isopren 7, 15, 16.
Isopropylidengruppe 53.

Jonon 7, 28, 35, 61, 138.
a-Jonon 29, 142.

f-Jonon 35, 61, 138.
Judenkirsche 39, 73, 75, 76.
Juniperus virginica 222.

Kakifriichte 73, 75, 151.
Kalimethode 79.
Kaliumbichromat-standard 89.
Kalium-bixinat 244.
Kalorhodin 211.
Kastanienblatter 181.
Katalysatoren 48.

-Katalytische Hydrierung 43, 44, 126.

Kautschuk 19.
Ketongruppe 60.
Kettenverkiirzung 65.
Kieselgel-katalysator 48.
Klasseneinteilung 3.

Klee 181.

Kolloidales Carotin 27, 124.
Konstitutionsformel 8.
Konstitutionsforschung 43.
Konigskerzenbliite 77, 253.
Kryptoxanthin 163—166, 290.
Kryptoxanthin-acetat 166.
Kryptoxanthin, Vork. 73.
Kuhfett 275.
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Labiles Bixin 247, 249.

Labiles Crocetin 253.

Laburnum 75, 204.

Lachs 285.

Lactoflavin 43.

Languste 281.

Laminaria 212, 213.

Lamium album 177,

Léavulinaldehyd 160.

Lavulinsiure 16.

Leander serratus 281.

Lebensbaum 222.

Lebersle 32, 273.

Leontodon autumnalis 76, 208.

Lichtblatt, Farbstoff 115.

Lichtelektrische Photometrie 86.

Lipochrom 1, 274.

Lipoidarten 40.

Lipoide, Beziehung 38.

Literatur 4.

Literaturverzeichnis 301 —328.

Lokalisation des Pigments 79.

Lophius piscatorus 286.

Lota vulgaris 273.

Lovibond-Einheiten 83.

Lovibonds Tintometer 83.

Lowenzahn 39, 74, 76, 208.

Lutein 179—183, 277, 291.

Lutein-dipalmitat 184.

Lutein, Vork. 74.

Luzerne 74, 179.

Lycium barbaratum 76, 193.

Lycium carolinianum 93.

Lycium halimifolium 39, 75, 76, 78,
185, 193,. 196, 292.

Lycopersicum ceraciformae 93.

Lycopersicum esculentum 25, 72, 73,
93, 150.

Lyeopin 25, 150—163, 288, 289.

Lycopinal 20, 67, 161, 162.

Lycopinal-oxim 67.

Lycopin-jodid 158.

Lycopinoide 150.

Lycopin, Vork. 73.

Lyochrom 42.

Mahagonibaum, indischer 77, 253.

Maiglockchen 72, 73, 74, 129, 151.

Mais 74, 75, 164, 179, 184, 185, 291.
Maja squinado 281, 282.
Mandarine 72, 204.
Mangifera indica 73.
Mangofrucht 73.
Medicago sativa 74, 177, 179.
Mengenverhéltnis (Carotine) 130.
Menschliches Fett 275.
Methoden der Konstitutions-
forschung 43.
Methode von Criegee 59, 61, 208, 261.
Methyl-azafrin 269.
Methyl-azafrinon 270.
Methyl-bixin 245, 297.
Methyl-bixin, labiles 250.
Methyl-bixin, stabiles 250.
Methyl-crotonaldehyd 15.
Methyl-heptenon 19, 161.
Methyl-seitenketten 7, 51.
Methoxylgruppe 60.
Microciona prolifera 286.
Mikrochemischer Nachweis 78.
Mikro-colorimetrie 89.
Mikro-hydrierung 46.
Mikro-photographien 287—300.
Mikroskopie 111.
Mikro-trennung 102.
Milch 276.
Mohrriibe 71, 72, 113, 118, 300.
Molekulargewicht 69.
Molekiilbau und Vitaminwirkung 34.
Myristinsdure 39, 229.
Moytilus edulis 286.
Myxorhodin 211.

Nachweis, mikrochemischer 78.
Naphtolphtalein 61.

Narcissus poeticus T1.

Narcissus pseudonarcissus 77, 184.
Nebennieren 274.

Nephrops 281.

Nomenklatur (Xanthophylle) 180.
Norbixin 245, 249.
Norbixin-dimethylester 245, 266.
Norbixin-methylester 245.
Nyctanthin 253.

Nyctanthes arbor tristis 77, 253.
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Olsaure 40, 229.
Ophidiaster ophidianus 281.
Optische Schwerpunkte 86.
Orange 72, 204.

Orlean 239.

Ovoester 281, 282.
Oxoniumsalz 219.
a-Oxy-carotin 143.
f-Oxy-carotin 144, 271.
Oxydation 126.
Ozonisierung 54, 62.

Palinurus vulgaris 281.
Palladiumoxyd 45.
Palme 73, 151.
Palmitinsidure 39, 200, 229.
Palmol 73, 117.
Panzer 280.
Paprika 72, 119, 228.
Paprika-farbwachs 230, 295.
Pite de rocou 240.
Pathologische Ablagerung 279.
Pecten maximus 286.
Pectenoxanthin 286.
Pectunculus glycymeris 286.
Perhydro-azafrin 59, 265.
Perhydro-bixin 15, 244.
Perhydro-carotin 127, 143.
Perhydro-capsanthin 236.
Perhydro-crocetin 15, 261.
Perhydro-crocetin-dimethylester 260.
Perhydro-lycopin 15, 19.
Perhydro-methylazafrin 270.
Perhydro-norbixin 246, 250.
Perhydro-norbixin-didthylester 247.
Perhydro-physalien 199.
Perhydro-rhodoxanthin 225.
Perhydro-violaxanthin 207.
Perhydro-vitamin A 33.
Perhydro-xanthophyll 174.
Perhydro-zeaxanthin 189.
Perhydro-zeaxanthin-dipalmitat
199.
Peridinin 211.
Permanganat-abbau 61, 139.
Pferdefett 275.
Pferdemist 278.
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Phosphortribromid 176.

Photometrie 86.

Phyllium pulchrifolium 273.

Phyllorhodin 178, 211, 222.

Phylloxanthin 178, 204, 211.

Physalien 39, 186, 193—201, 277, 292.

Physalien-jodid 199.

Physalien, Vork. 76.

Physalis Alkekengi und Physalis
Franchetti 25, 39, 71, 73, 75, 76,
93, 163, 185, 193, 292.

Physalisbeere 196.

Physalis, Kelchblatt 195.

Phytol 17, 41.

Phytoxanthine 3, 163, 176, 180.

Pikrocrocin 21, 251.

Pilz-polyene 70.

Piment 228.

Placenta 274.

Plantago 1717.

Platanus acerifolia 115.

Platinmohr 44.

Platinoxyd 45.

Polarimetrie 65.

Polyen-alkohole 3.

Polyen-carbonséuren 4, 239.

Polyen-carbonylverbindungen 67.

Polyene, tierische 272.

| Polyen-farbstoffe 6.

. Polyen-ketone 4, 67, 221, 237, 238.

Polyen-kohlenwasserstoffe 3, 112.
Polyen-struktur 6.

Populus tremula 23.

Portunus puber 281.

Potamobius astacus 281.
Potamogeton natans 222.
Proto-crocetin 21.

Proto-phytol 18, 19.

Provitamin A 31.
Provitamin-wirkung 38.

Prunus armeniaca 72, 73, 129, 151.

i Prunus cerasus 23.

Ptychosperma elegans 73, 151.
Purée di pomidoro 153.
Pyronring 220.

Quercitrin 204, 205.
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Rana temporaria 273.

Ranunculus acer 74—176, 201, 204.

Ranunculus arvensis 74.

Rheum officinale 23.

Rattenversuche 32.

Reaktion von Carr und Price 82.

Red pepper 228.

Regalecus glesné 285.

Reinheitsgrad, Kontrolle 108.

Resorbierbarkeit 278.

Resorzinmethode 81.

Retina 274.

Retinispora plumosa 222.

Rhodan-addition 50.

Rhodoxanthin 67, 68, 221 —227.

Rhodoxanthin-dioxim 225, 226.

Rhodoxanthin-oxim 67.

Rhodoxanthin, Vork. 76.

Riesenkiirbis 72, 75, 147, 183.

Ringelblume 72, 73.

Rocoubaum 239.

Rogen 273.

Rolle in der Pflanze 26.

Roéntgen-untersuchung 13, 69, 123,
155, 183, 250.

Rosa canina 72—76, 93, 151, 168.

Rosa damascena 72, 75—176, 168.

Rosa rubiginosa 72, 74—176, 130, 166.

RoBkastanie 74, 75, 130, 179.

Rotationsdispersion 134.

Rote Hefe 73, 77, 113, 281.

Rotes Xanthophyll 221.

Rubixanthin 166—168, 169, 289.

Rubixanthin, Vork. 74.

Rudbecchia Neumannii 74, 179.

Safran 21, 72, 78, 75, 77, 251, 298.
Safranal 21, 251.

Safranbitter 251.

Salixz 23.

Salmensdure 285.

Salmo salar 285.
Salpetersdure-reaktion 82.
Salzsdure-farbreaktion 82, 204, 219.
Sambucus nigra 115.
Samenfarbstoffe 78, 296.
Sanddornbeere 75, 76, 185.

Sauerstoff-addition 50.
Sauerstoffatome, Funktion 3.
Sauerstoffbedarf 24.
Séure-empfindlichkeit 1, 111.
Saure-methode 81.

Schafkot 278.

Schattenblatt, Farbstoff 115.
Schilddriise 274.

Schiittelbirne 46.
Schmerwurzbeere 73.
Schwefelsédure-reaktion 81.
Schwerpunkte, optische 86.
Scombresox saurus 32.
Seespinne 281, 282.

Seestern 281, 286.
Seidencocons 278.
Semi-f-carotinon 37, 67, 141, 144.
Semi-f-carotinon-oxim 67, 146.
Senecio doronicum 75, 185.
Sexualhormon 280.

Silphium perfoliatum 77, 184.
Sinapis officinalis 75, 204.
Sitosterin 300.

Solanorubin 150.

Solanum Balbisit 93, 151.
Solanum dulcamara 73, 78, 93, 151.
Solanum Hendersonii 76, 193.
Solanum pseudocapsicum 93.
Solea vulgaris 273.
Sonnenblume 76, 208.

Sorbus aucuparia 72, 93, 121, 130.
Spanischer Pfeffer 228.
Spargelbeere 76.

Speicherung im Fett 274, 278.
Spektroskopie 66, 84.
Spektrum und Struktur 66.
Spermatozoen 273.
Sphodromantis bioculata 273.
Spinacia glabra 74, 179.
Spinat 74, 179.

Spindelbaum 75, 185.
Springkraut 76, 208, 209.
Squalen 15, 30.

Stabiles Bixin 247, 249.
Stabiles Crocetin 253.
Stearinsiure 39, 229.
Steckriibe 151.

Stereochemie 12, 246, 253.
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Steinzeugnutsche 119.

Sterine, Beziehung 30.
Sterin-glucosid 300.
Stiefmiitterchen 39, 75, 204.
Strémungsdoppelbrechung 124.
Struktur und biologische Daten 69.
Struktur und Farbe 11.

Struktur und Spektrum 66.
Synthesen 14, 197.

Tagetes aurea 77, 184.

Tagetes erecta 74, 179, 181.

Tagetes grandiflora 74, 179, 181.

Tagetes nana 74, 77, 179, 181, 184.

Tagetes patula 74, 77, 93, 179, 181,
184, 291.

Tamus communis 25, 73, 151, 289.

Tarazacum officinale 39, 74, 76, 208.

Taraxanthin 208—211, 293.

Taraxanthin, Vork. 76.

Taxus baccata 73, 76, 94, 222.

Teebliatter 72, 74.

Temperatureinflisse 25.

Terpene, Beziehung 19, 27.

Terpineol 16.

Tetronerythrin 281.

Thermische Zersetzung 63.

Thuja orientalis 24, 222.

Thymolblau 61.

Thymus 274.

Tiergrin 273.

Tierische Carotinoide 272—286.

Tinctura capsici 228.

Tintometer 83, 84.

Toluol 64.

Toluylsédure (meta-) 64.

Tomate 72, 73, 150, 288.

Torula rubra 73, 77, 113, 147, 281.

Tragopogon pratensis 74, 75, 204.
Trane 273.

Trennung (Mikro-) 102.
Trichlor-essigséure 82.
Tricyclo-crocetin 64, 65.
Trifolium pratense 74, 179.
Trollblume 74.

Trollius europaeus 4.

Tropaeolum majus 23, 77, 94, 184.

T'swettsche Methode 94.
Tussilago farfara 76, 208.

Ulmus campestris 23.

Umkrystallisier-apparat 110.

Umstellung der Isoprenreste 16, 17,
29, 160.

Uneinheitlichkeit (Carotin) 128.

Uneinheitlichkeit (Xanthophyll) 176.

Urtica 117.

Urtica dioica 74, 179.

Urtica urens 72, 4.

Vergilben 23.
Vergleichslésungen 89.
Vicia faba 80.

Viola tricolor 39, 75, 204.
Violaxanthin 204—208, 293.
Violaxanthin, Vork. 75.
Violetter Crocus 253.
Vitamin A 30, 125, 279.
Vitamin A, cyclisiertes 34.
Vitamin A-Priparate 32.
Vitamin B, 43.

Vitamin C 30, 228.
Vitamin D 30.
Vitaminwirkung und Molekiilbau 34.
Vitellorubin 281, 282.
Vogelbeere 72, 121, 130.
Vogeleier 276.
Vogelgefieder 273, 277.

Wachstumsfaktor A 32.
Wachstumswirkung 28, 31.
Wassermelone 72, 73, 122, 151.
Wiederausscheidung 277.
Wiesenklee 74, 179.
Wongsky-friichte 253.

Xanthocarotin 113.
Xanthophyll 169—179, 290.
a-Xanthophyll 177.
p-Xanthophyll 177, 201.
Xanthophyll-bromid 175.
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Xanthophyll-dijodid 175.

Xanthophyll-di-p-nitrobenzoat 176.

Xanthophylle 3, 163.
Xanthophyll-ester 175.

Xanthophyll-monomethylather 176.

Xanthophyll, rotes 221.
Xanthophyll, Vork. 74.
Xylol (meta-) 63, 64.

Zaunriibe 73, 151.
Zea mays 74, 75, 164, 179.

Zeaxanthin 184—193, 277, 291, 292.
Zeaxanthin-dipalmitat 193.
Zeaxanthin-ester 190.
Zeaxanthin-methylidther 190.
Zeaxanthin-monopalmitat 190, 292.
Zeaxanthin, Vork. 75.
Zerewitinoffsche Methode 55.
Zersetzungsprodukte, Nachweis 108.
Zersetzung, thermische 63.
Zoonerythrin 281.

Zoosynthese 276.

Zustand im Gewebe 70.
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Leiter des Biolog. Laboratoriums Oppau der 1. G. Farbenindustrie A.-G.,
Ludwigshafen a. Rh., ord. Honorarprofessor an der Universitit Heidelberg.
In vier Bénden.

Erster Band: Allgemeine Methoden der Pflanzenanalyse. XII,
627 Seiten. Mit 323 Abbildungen. 1931. RM 66.—; gebunden RM 69.—
Zweiter Band: Spezielle Analyse I: Anorganische Stoffe.
Organische Stoffe I. XI, 973 Seiten. Mit 164 Abbildungen. 1932.
RM 96.—, gebunden RM 99.—
Dritter Band: Spezielle Analyse Il: Organische Stoffe Il
In zwei Teilen. Zusammen XIX, 1613 Seiten. Mit 67 Abbildungen. 1932.
RM 162.—; gebunden RM 168.—
Vierter Band: Spezielle Analyse Ill: Organische Stoffe IIL
Besondere Methoden. Tabellen. In zwei Teilen. Zusammen XVIII,
1868 Seiten. Mit 121 Abbildungen. 1933. RM 190.—; gebunden RM 198.—

Das Handbudb wird fortgesetzt in den , Fortsdbritten der Pflanzenanalyse”, von denen etwa
alle zwei Jabre ein Band ersdbeinen wird.

.. . . Der Begriff der Pflanzenanalyse ist weit gefaBt, das Theoretische ist mit dem Methodisch=
Praktischen einheitlich verarbeitet, so daBl der Grundforderung eines Handbuches nach Vollstan~
digkeit hier weitgehend entsprochen ist. War es urspriinglich, seinem Titel nach, als ein Hand~
buch der Pflanzenanalyse gedacht, so beredhtigten die Fortsetzungen dazu, es als ein Handbudh
der Pflanzenstoffe zu bezeichnen. Dieser Titel gebiihrt ihm auch jetzt nach Abschiuf des
gesamten Werkes, das als soldhes in gleicher Weise fiir Studium, Forschung und Unterricht das
Pflanzenhandbuch der nichsten Zeit bleiben wird. ,Die Naturwissensdbafien”

Farbstoffe der Pflanzen- und der Tierwelt.
(,Biochemisches Handlexikon’/, Band VI.) VI, 390 Seiten. 1911.
RM 35.50,; gebunden RM 38.—*
Pflanzenfarbstoffe. A. Chlorophyll. Von Professor Dr. R. Willstatter, Ziirich.
B. Ubrige Pflanzenfarbstoffe. Von Professor Dr. H. Rupe, Basel, und Dr. phil. H. Alten~
burg, Basel. — Tierische Farbstoffe. A. Blutfarbstoffe. B. Gallenfarbstoffe. Von Privat=
dozent Dr. B. v. Reinbold, Kolozsvir. C. Melanine und tbrige Farbstoffe der Tierwelt.
Von Privatdozent Dr. Franz Samuely, Freiburg i.B.

Methodik der wissenschaftlichen Biologie. Unter Mit-
arbeit zahlreicher Fadgelehrter herausgegeben von Professor Dr. T. Péterfi,
Berlin.

Zwei Biande. Zusammen RM 188.—; gebunden RM 198.—*
Band I: Aligemeine Morphologie. Mit 493 Abbildungen und einer
farbigen Tafel. XIV, 1425 Seiten, 1928.

Band1l: Allgemeine Physiologie. Mit 358 Abbildungen. X, 1219 Seiten.
1928,

* Auf die Preise der vor dem 1. Juli 1931 ersdbienenen Bidber des Verlages fulius Springer,
Berlin wird ein Notnadbla von 10 % gewdbrt. @ Verlag von Julius Springer, Wien.
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Fortschritte der Botanik. Unter Zusammenarbeit mit mehreren
Fadhgenossen herausgegeben von Fritz von Wettstein, Miindhen.
Erster Band: Bericht liber das Jahr 1931. Mit 16 Abbildungen. VI,

263 Seiten. 1932. RM 18.80
Zweiter Band: Bericht iiber das Jahr 1932. Mit 37 Abbildungen. 1V,
302 Seiten. 1933. RM 24.—

Dritter Band: Bericht iiber das Jahr 1933. Mit 53 Abbildungen. 1V,
257 Seiten. 1934, RM 22.—

LehrbuchderPflanzenphysiologie.vonD:.S.Kostytschew,
ord. Mitglied der Russischen Akademie der Wissenschaften, Professor der
Universitat Leningrad.

Erster Band: Chemische Physiologie. Mit 44 Textabbildungen. VII,
567 Seiten. 1926. RM 27.—; gebunden RM 28.50 %
Zweiter Band: Stoffaufnahme, Stoffwanderung, Wachstum und
Bewegungen. Unter Mitwirkung von Dr. F. A. F. C. Went, Professor
der Universitdt Utrecht. Mit 72 Textabbildungen. VI, 459 Seiten. 1931.
RM 28.—, gebunden RM 29.80

Pflanzenthermodynamik. von Dr. Kurt Stern, Frankfurt a. M.
(Band 30 der , Monographien aus dem Gesamtgebiet der Physiologie der
Pflanzen und der Tiere”.) Mit 20 Abbildungen. XI, 412 Seiten. 1933.

RM 32.—; gebunden RM 33.20

Pflanzenatmung. Von Dr. S. Kostytschew, ord. Mitglied der Rus-
sischen Akademie der Wissenschaften, Professor der Universitit Leningrad.
(Band 8 der ,Monographien aus dem Gesamtgebiet der Physiologie der
Pflanzen und der Tiere’.) Mit 10 Abbildungen. VI, 152 Seiten. 112924. .

M 6.60

Untersuchungen iiber die Assimilation der Kohlen-

S&dUre. Sieben Abhandlungen aus dem chemischen Laboratorium der Aka=

demie der Wissenschaften in Miindien. Von Richard Willstatter und

Arthur Stoll. Mit 16 Textfiguren und einer Tafel. VIII, 448 Seiltlelsi 1918#;
20.—

Wundkompensation, Transplantation und Chiméaren

bei Pflanzen. Von Professor N. P. Krenke, Leiter der Abteilung
fir Phytomorphogenese am Timiriaseff-Institut, Moskau. Ubersetzt von Dr.
N. Busch, Kiel. Redigiert von Dr. O. Moritz, Privatdozent am Botani~
schen Institut der Universitit Kiel. (Band 29 der , Monographien aus dem
Gesamtgebiet der Physiologie der Pflanzen und der Tiere”.) Mit 201 Abbil=
dungen im Text und auf zwei farbigen Tafeln. XVI, 934 Seiten. 1933.
RM. 88.—, gebunden RM 89.80

Die hochmolekularen organischen Verbindungen.
Kautschuk und Cellulose. Von Dr. phil. Hermann Staudinger,
o. Professor, Direktor des Chemischen Laboratoriums der Universitit Frei~
burg i. Br. Mit 113 Abbildungen. XV, 540 Seiten. 1932.

o " RM 49.60, gebunden RM 52.—

* Auf die Preise der vor dem 1. Juli 1931 ersdbienenen Bicber wirdein Notnadblafi von 10%, gewdibrt.





