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312. Richard Kuhn und Nils  Andreas Sorensen: uber Astaxanthin 
und Ovoverdin. 

[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fur medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fur Chemie : 
vorgetragen in d. Fachgruppe fur Organ. Chemie auf d. 51. Hauptversammlung d. Vereins 

Deutscher Chemiker in Bayreuth am 9. Juni 1938*).] 
(Eingegangen am 28. Juli 1938.) 

Das grune Chromoproteid, das in den Eiern des Hummers (Astacw 
gummarus) in erstaunlich grol3en Mengen vorkommt, wird durch Alkohol, 
Aceton, verd. Sauren sowie durch Erhitzen leicht zerstort, wobei die Farbe 
nach Rot umschlagt. Die rote Farbstoffkornponente ist von R. K u h n  
und E.  Lederer l )  in violetten, metallisch glanzenden Tiifelchen, die oft 
schwalbenschwanzartige Zwillinge bilden, erhalten worden. Sie bezeichneten 
diesen Farbstoff als ,,Ovoester", weil es h e n  gelang, aus ihm durch Ein- 
wirkung von alkohol. Natronlauge das auch aus dem Panzer und der Hypo- 
dermis von Hummern krystallisiert erhaltene Astac in  zu gewinnen. Den 
,,Ovoester" konnten R. Kuhn ,  E. Lederer  und -4. Deutschz) ferner aus 
den Eiern der Seespinne (Muju squinado) isolieren. Die Elementaranalyse 
ergab 80.75% C und 8.75% H. Durch alkohol. Kalilauge erfolgte auch in 
diesem Falle Umwandlung in Astacin. P. K a r r e r  und H. Hiibner3), welche 
die Eier von gekochten Hummern verarbeitet haben, fanden fur den ,,Ovo- 
ester" etwas niedrigere Kohlenstoffwerte (C = 79.91, 80.24; H = 8.82, 8.61) 
und bernerkten, da13 diese ungefahr mit denjenigen ubereinstimmen, die den 
Mono-estern des Astacins mit Capronsaure, Oenanthsaure und Caprylsaure 
zukommen. Sie zogen auch ungesattigte Carbonsauren in Betracht und gaben 
an, daB beim Verseifen des Ovoesters sich ein eigentumlicher ,,traniger 
Geruch" bemerkbar mache. Nicht erklarbar blieb, wieso ein Mono-ester des 
Astacins, das ja 2 saure Gruppen besitzt, aus Methanol auch auf Zusatz von 
verd. Natronlauge in Benzin ubergetrieben werden kann, wie dies nach 
R. K u h n  und E. Lederer l )  fur den ,,Ovoester" zutrifft. Diese Unstimmig- 
keiten waren aber nicht ausschlaggebend fur die Neubearbeitung, zu der wir 
uns entschlossen haben. 

Die interessanteste, noch ungeloste Frage war vielmehr : Wi e kommt 
es, daR d ie  Vereinigung eines  roten Carot inoids  m i t  e iner  farb-  
losen EiweiR komponente  zu einem tief blaugriinen Chromo- 
p ro te id  f u h r t  ? Bei der Bindung von farbigen prosthetischen Gruppen an' 
Proteine sind Farbanderungen bekannt. Diese Anderungen sind aber meist 
nicht groBer als diejenigen, die auch die freie Farbstoffkomponente erkennen 
lafit, wenn man sie z. B. der Salzbildung mit Alkalien unterwirft. Im gelben 
Ferment der Hefe z. B. befindet sich die Farbstoffkomponente, wie die 
Verschiebung der Absorption nach langen Wellen und das Fehlen von 
Fluorescenz zeigen, in einem ganz ahnlichen Zustande wie das Lactoflavin 
als Anion in seinem Natriumsalz. Fur die grune Farbe des Ovoverdins kam 
aber eine derartige Erklarung nicht in Betracht. Denn die Alkalisalze des 
Astacins unterscheiden sich von diesem in ihrer roten Farbe nur wenig, 
und auch die synthetisch gewonnenen Ester des Astacins, wie das Diacetat 2),  

zeigen in dieser Hinsicht gar keine auffallenden Eigenschaften. 
______________ 

*) Angew. Chem. Z l ,  465 [1938'. 
2, Ztschr. physiol. Chem. 920, 229 '19333. 
5 )  Helv. chim. Acta 19, 479 [1936]. 

1) B. 66, 488 [1933]. 
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W-ir haben nun gefunden, daB der aus Hummereiern isolierte ,,Ovoester" - 
entgegen seinem bisherigen Namen - gar kein Ester ist. Es liegt vielmehr 
ein hydroxylha l t iges  Carot inoid mi t  40 C-Atomen vor, also ein 
Xanthophyll, dessen Bruttoformel c4&&,,04 lautet, und das von nun an als 
A s t a s a n t h i n bezeichnet werden soll. Das Astaxanthin unterscheidet sich 
vom Astacin, C4oH4@4, durch einen Mehrgehalt von 4 H-Atomen. Dies 
zeigen die Elementaranalysen an. Beweisend ist die Feststellung, da13 
A s t a x a n t h i n  i n  a lka l i scher  Losung genau  2 Mol. Sauers tof f  
v e r b r a u c h t ,  wobei es glatt in Astacin ubergeht: C40H5204 + 202+C,H4,04 
+ 2H,O,. Bei peinlichem AusschluB von Sauerstoff bildet sich keine Spur 
Astacin. Es handelt sich also bei dem bisher als Verseifung angesprochenen 
Vorgang in Wirklichkeit um eine Autoxydation. Die Geschwindigkeit der 
0,-Aufnahme, die manometrisch gemessen wurde, ist aus Abbild. 1 
ersichtlich. 

' 

Sbbild. 1. 0,-Verbrauch des Astaxanthins in alkal. Losung. 

Ausgehend von der Formel des Tetraketo-P-carotins, die P. Kar re r ,  
L. Loewe und H. Hubner4)  fur das Astacin wahrscheinlich gemacht haben, 
laRt sich uber die Kons t i t u t ion  des As taxan th ins  folgendes aussagen: 
An Stelle der 4 Ketogruppen liegen 2 Ketogruppen und 2 sekundare Hydroxyle 
vor. Es handelt sich um ein doppel tes  a-Ketol .  Die Hydroxyle des 
Astaxanthins lassen sich unschwer durch Veres te rung  nachweisen. Im 
Versuchsteil werden das Diace ta t ,  D icap ry la t  und Dipa lmi t a t  be- 
schrieben. Die Darstellung von Tetraestern, die wir wiederholt versucht haben, 
gelang noch nicht : die Ketogruppen sind also unter den beim Astacin ausreichen- 
den Bedingungen nicht enolisierbar 5). I n  mereinstimmung damit steht es, da13 
Astaxanthin mit Methylmagnesiumjodid nur 2 Mol. Methan entwickelt und sein 
Diacetat bei 20° keine aktiven H-Atome erkennen ld3t. Die 2 aktiven H-Atome 
des Astacins entsprechen der doppelten Anordnung -CH,. CO--, beim Asta- 
xanthin dagegen t r e t e n  nu r  d ie  2 alkohol ischen Hydroxy le  be i  der  
Zerewit inoff-Best immung u n d  der  Es t e rb i ldung  i n  Erscheinung.  
Die Vorstellung, daB an die beiden Ketogruppen des Astaxanthins keine 

4, Helv. chim. Acta 18, 96 [1935]. 
j) Die Aciditat alicyclischer a-Ketole ist yon konstitutiven Einfliissen stark ab- 

hangig. Nach A. K o t z ,  K. Blendermann, R. Rosenbusch u. E. Sirringhaus, A. 
400, 55 [1913], gibt a-Oxy-cyclo-heptanon (Oxysuberon) schon mit Pottasche das. 
Kaliumsalz, a-Oxy-cyclo-hexanon (Cyclohexanolon) dagegen nicht. 
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Methylengruppen grenzen, erklart ohne weiteres, warum im Gegensatz zum 
Astacin verd. Natronlauge ohne EinfluB auf die Verteilung zwischen Benzin 
und wasserhaltigem Methanol ist 3. Die angefiihrten Tatsachen machen es 
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A s  tax  a n t  hin- Es t e r (11). 

sehr wahrscheinlich, daB die 2 Carbonyle  i n  Kon juga t ion  zur  Polyen- 
k e t t e  stehen. Fiir das Astaxanthin ergibt sich daraus die Formel eines 

0 
R = CH, (Essigslure) : hypophasisch. 
R = C,,H,, (Palmitinsaure) : epiphasisch. 

5.5’- D i  ox y -4.4'- d ike  t 0- p - 
ca ro t in s  (I). 

Eine weitere Uberlegung, 
die zugunsten der angegebe- 
nen Stellung der Hydroxyle 
spricht, ist folgende: Bei der 
Zerlegung der Dienolate 
(vergl. 111) kann for  me11 
sowohl eine 5.5’-Dioxy-4.4’- 
diketo- als auch eine 4.4’-Di- 
oxy - 5.5’- diketo-Verbindung 
entstehen. Aus energe- 
ti  s c h e n  Griinden wird aber 
j ene Anordnung bevorzugt 
werden, in der die Doppel- 
bindungen der Carbonyle 
einander konjugiert sind, 
d. h. Formel I, so daB die 
Hydroxyle dieselben Stel- 
lungen wie im Zeaxanthin 
einnehmen. 

ImGegensatz zu Astacin, 
das nur 1 homogene Absorp- 
tionsbande zeigt, 1assenAsta- 
xanthin und dessen Ester 
(Abbild. 2) deutlich 3Maxima 
im Sichtbaren erkennen. 

- ASTAXANTHIN- DIACETAT 
-A STA XA N THI N 
-ASTAXA N THIN- DIPALMI TAT 

Liisungsmittd: PYRlOIN 
Abbild. 2. Lichtelektrisch gemessene 

Absorptionsspektren. 

Die Au toxyaa t ion  des Astaxanthins in alkalischer Wsung steht in 
Parallele zum Verhalten vieler anderer a-Ketole. Besonders eingehend unter- 
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sucht ist der Ubergang von Benzoin in Benzil. Die mit Sauerstoff reagie- 
rende Verbindung ist in diesem Falle nach den kinetischen Untersuchungen 
von A. WeiBberger, H. Manz und E. S t rassera)  zusammengesetzt aus 
1 Mol. Benzoin und 1 Mol. Alkali, also entweder das Alkoholat des Benzoins 
oder das Mono-alkalisalz des Stilbendiols. Die letztere, wahrscheinlichere, 
Annahme entspricht der Erklarung von W. Manchot7) fur die Autoxydation 
des Dihydro-phenanthren-chinons und verwandter Verbindungen. Ali- 
cyclische a-Ketole, die dem Astaxanthin naher stehen als das Benzoin, nehmen 
bei Gegenwart von Alkali gleichfalls Sauerstoff auf, z. B. das 2-Oxy- 
t e t r a l o n -  (1) *), das unter Aromatisierung in Naphthalinsaure iibergeht. 
Beim Carotinoid wird die Ausbildung aromatischer. Ringe durch die gem- 
Dimethylgruppen verhindert. 

Bei strengexii AusschluB von 0, gibt Astaxanthin tief b laue  Alkal i -  
salze. Ld3t man Luft zutreten, so erfolgt augenblicklich Farbumschlag 
nach Rot, und es bildet sich unter Dehydrierung Astacin. Die Erschei- 
nungerinnert an die von G. Scheuing  und A. Hensleg)  aufgefundene 
Bildung des orangefarbigen Stilbendiolkaliums aus Benzoin und Kalium- 
alkoholat. Das Stilbendiolkalium reagiert nach H. S taudinger  und 
A. BinkertlO) sowie nach H. Scheibler  und F. Emdenl l )  leicht mit Sauer- 
stoff. Tieffarbige, auSerst luftempfindliche Alkdisalze sind auch schon bei 
Carotinoiden bekannt und als Dienola te  formuliert worden. Nach R. Kuhn ,  
P. J. D r u m m ,  M. Hoffer  und E. F. Moller12) gibt Dihydro-crocet in-  
d ime thy le s t e r  tief blaue, Dihydro-b ix in-d imethyles te r  tief griine 
Alkalisalze, die bei Zutritt von 0, sofort zu trans-Crocetin-dimethylester bzw. 
trans-Bixin-methylester dehydriert werden. Im Hinblick auf diese Parallelen 
ist es sehr wahrscheinlich, da13 die blauen Alkalisalze des Astaxanthins sich 
unter doppel te r  Enol i s ie rung  bilden und der Formel 111 entsprechen. 
Zur Elementaranalyse konnten diese Salze noch nicht gebracht werden. 
Es lie13 sich aber feststellen, da13 sie bei der Zerlegung durch  verd.  
Sch w ef e l saur  e im Hochvakuum ausschlieSlich Astaxanthin zuriickliefern. 
Diese Tatsache ist fur die angegebene Formulierung von Bedeutung, weil 
im Falle des Benzoins neben dem orangeroten Stilbendiolkalium auch violette, 
luftempfindliche Alkalisalze bekannt sind, deren Oxydationsstufe in der Mitte 
zwischen jener des Benzoins und des Benzils steht, namlich Ketyle13) bzw. 
Chinhydr  onsalze14). Waren die blauen Salze des Astaxanthins solche 
,,Zwischenstufen", so sollte die Zerlegung durch verd. Sauren ein Gemisch 
von 1 Mol. Astaxanthin + 1 Mol. Astacin liefern, wobei das letztere durch 
die alkalische Phasenprobe leicht nachweisbar sein m u t e .  

Es  ist anzunehmen, da13 auch das Ovoverdin ein Analogon des  
S t i lbendio lka l iums darstellt. Wir erteilen daher dein naturlichen Chromo- 
proteid die Formel IV, welche die blaugrune Farbe erklart. An die Stelle 

6 )  B. 62, 1942 [1929]; 66 1815 [1932]. 
7)  ,,Uber die freiwillige Oxydation", Leipzig 1900, S. 25. 
8 )  F. S t r a u s ,  0. Bernoul ly  11. P. M a u t n e r ,  4 .  444, 165 [1925]. 
9 A. 440, 72 [1924]. 

1 1 )  A. 434, 265 u. zw. 270 119231. 
13) W. Schlenk  u. A. T h a l ,  B. 46, 2840 [1913]. 
14) H. S t a u d i n g e r  u. A. R i n k e r t ,  Helr. chim. Acta 6, 703 [1922]; \-ergl. auch 

J .  U. Nef ,  A. 308, 286 [1899] u. besonders E. Muller  u. W. W i e s e m a n n ,  A. 532, 116 
[1937]. 

lo) Helv. chim. Acta 5 ,  703 [1922]. 
12) 8 .  65, 1785 [1932]. 
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der Alkalimetalle treten basische Gruppen des EiweiBkorpers. Ein ketyl- 
artiger bzw. chinhydron-ahnlicher Zustand der Farbstoffkomponente ist auch 
hier auszuschlieBen. Denn die Zerlegung des Chromoproteids mit verd. Saure 
liefert ausschlieBlich Astaxanthin, ohne Beimengung von Astacin. Auffallend 
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H,C\ ,CH, 
H3\ C/CHs H H  H H H  H H H H  H H H  H H  /\?HZ 
H,C/ \ C . C : C . C : C . C : C . C : C . C : C . C : C . C : C . C : C . C :  C.C 

' 1  dH, CH, CH, CH, / /  I I I 

AC/ C \CH, H, dC\ cAe 
,,., ..@ -As.. ,.l.-ll"' -Q 
. ,  

Prbtein++ O v o v e r d i n :  b lau-gr i in  (IV). PrZin++ 

bleibt, da13 Ovoverdin im Gegensatz zu den blauen Alkalisalzen nicht autoxy- 
dabel ist, zumal bei streng ionogenem Bau die Natur des Kations ohne erheb- 
lichen Einfld3 auf die Reaktionsfahigkeit des Carotinoids sein sollte. Wir 
fuhren das darauf zuruck, daB die Bindung an die EiweiBkomponente nicht 
nur salzartig ist, sondern daI3 uberdies, wie bei der Bildung der Flavo-proteine 
und Flavo-phospho-proteine, Krafte im Spiele sind, welche eine spezifische, 
verhaltnismaaig feste ,,Verankerung" (, ,Einbettung") der Farbstoff-Kom- 
ponente am Protein nach Art einer ,,Molekiilverbindung" bzw. ekes 
,,Symplexes" bewirken. Die wahre Natur dieser Krafte, die sich in den 
Chromoproteiden und anderen zusammengesetzten EiweiBkorpern betatigen, 
ist uns aber noch verborgen. Die vorgeschlagene Ovoverdinformel deutet sie 
durch punktierte I,inien an, doch beschrankt sie sich im ubrigen darauf, die 
optischen Eigenschaften auf die doppelte Enolisierung und den salzartigen 
Zustand der Bindung Farbstoff-EiweiB zuruckzufiihren. Da13 das Wort 
Protein++ in Formel IV doppelt vorkommt, ist schreibtechnisch bedingt und 
will nicht besagen, daB 2 voneinander unabhangige Proteine an der Bindung 
der Farbstoffkomponente beteiligt sind. Man wird wohl besser 1 Protein mit 
2 getrennten, spezifischen Haftstellen annehmen. 

Die niihere chemische Kennzeichnung der EiweiB komponente  setzt 
die Reindarstellung des Ovoverdins voraus. An kaum gereinigten Losungen 
aus den Eiern von H m r u s  amerimnus, die von K. G. S t e r n  und K. Sa-  
lomon15) untersucht wurden, fand R. w. G. Wyckoff16) in der Ultra- 
zentrifuge fur Ovoverdin die Sedimentationskonstante s,, = 10.3 x cm- 
sec -l dyn -l (korr. 1 0 . 8 ~  10-13), was ein Teilchengewicht (Molekular- 
gewicht) von etwa 300000 anzeigt. K.G. S t e r n  und K. Salomon be- 
merken dazu: ,,According to  rough calculations one molecule of the pigment 
appears t o  contain one molecule of astacene ester." Uns kam es darauf an, 
festzustellen, ob das chemisch ermittelte Verhaltnis Astaxanthin : Protein 

Is) Science 86, 310 [1937]. 1 6 )  Science 86, 311 [1937]. 
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mit zunehmender Reinigung dem Werte 1 : 500 zustrebt, den das Mo1.-Gew. 
300000 verlangt 17). 

Ausgangsmaterial waren frische Eier von Nordsee-Hummern. Der Asta- 
xanthingehalt wurde nach Zerlegung der Proteid-Fraktionen durch Pyridin 
colorimetrisch am Stufenphotometer (C. Z eis s) abgelesen. Den Proteingehalt 
bestimmten wir nach dem Verfahren von A. Roche und F. Marquetl*) 
durch Fallung mit Tannin und Analyse des N-Gehalts der Niederschlage 
nach Kje ldahl .  Zur Umrechnung auf Protein wurde die gefundene N-Menge 
rnit 6.2 multipliziert. Die Reinigung des Ovoverdins erfolgte durch fraktio- 
nierende Adsorption an Aluminiumhydroxyd und fraktionierende Elution 
rnit Dinatriurnphosphat oder Ammonsulfat von 40 % Sattigunglg), wobei 
alle Operationen im Kiihlraum unter Stickstoff ausgefiihrt wurden. Wir 
gelangten so zu Praparaten rnit einem Quotienten Q = Astaxan th in  : 
Pro te in  = 1 : 242, der sich durch Wiederholung der genannten Mafinahmen 
nicht weiter verandern lie13 (Tafel 1). Die Belegzahlen finden sich im Ver- 
suchsteil. Die vorletzte Spalte (mg Astaxanthin insgesamt vorhanden) gibt 
ein Ma13 fur die Ausbeuten nach jeder Elution an. Das Absorptions-Spektrum 
hatte sich im I,aufe der Reinigungsoperationen nicht verandert (Abbild. 3). 

Tafe l  1. 
Q = Protein : Astaxanthin in Ovoverdin-Losungen steigenden Reinheitsgrades. 

Das chemisch ermittelte Molekulargewicht des Ovoverdins ist also rund 
144000. Es p d t  gut zu demjenigen des Serumglobulins vom Pferd und des 
dissoziierten Phycocyans aus Ceramium, deren Mo1.-Gew. nach T. Sved-  
berg20) das 8-fache der Einheit von 17600 ist (8x17600 = 140800). Es ist 
doppelt so go13 wie dasjenige des gelben Ferments aus Hefe, fiir das mit 
I,. Birkoferzl) nach dem von uns angewandten Verfahren, ohne Hinzu- 
ziehung anderer Reinigungsoperationen, der von H. Theor  ell”) angegebene 
Wert 70000 bestatigt gefunden wurde. Beim gelben Ferment stimmt diese 
Zahl rnit dem in der Ultrazentrifuge von R. A. Kekwick und K. 0. Pe-  
de r  s enZ3) gefundenen Wert (80000) einigerma13en iiberein. Beim Ovoverdin 
ist dagegen das von uns gefundene chemische Molekulargewicht nur halb so 
gro13 wie das von R. W. G. Wyckoff in der Ultrazentrifuge ermittelte. Zur 

~~ 

17) Das Mo1.-Gew. des Astaxanthins (596.5) betragt rund 600. 
18) Bull. SOC. Chim. biol. 17, 1630 [1935]; 19, 613 [1937]; R. K u h n  u. P. Desnuel le ,  

Is) Zu diesem Verfahren vergl. R. K u h n  u. N. A. S o r e n s e n ,  Sngew. Chem. 51, 

20)  Nature 189, 1051 [1937]; T. W. J .  T a y l o r ,  Annu. Rep. Progr. Chem. for 1937 

22) Biochem. Ztschr. 272, 155 [1935]; 278, 263 [1935]. 
23) Biochem. Journ. 30, 2201 [1937]. 

B. 70, 1907 [1937]. 

465 [1938]. 

London 1938, S. 302. 21) Unveroffentlicht. 



Nr. 9/1938] Uber Astaxanthin und Ovoverdin. 1885 

Klarung der Diskrepanz liegen 2 verschiedene Annahmen nahe: a) 1 3101. 
Ovoverdin enthalt, entgegen der Angabe von K. G. S t e rn  und K. Sa lomon,  
2 Mol. Carotinoid; b) die griinen Farbstoffe aus den Eiern von Honiarus 
am>ericanua und von Aetacus gammrua sind verschieden. 

Abbild. 3. Stufenphotometrisch bestimmtes Absorptionsspektrum von Ovover d i n .  
x-  - - x  im, rohen und 0-0 im reinen Zustand; roh: 31a, rein: 31e. Schwerpunkte 
der Filter: 430, 450, 470, 500, 530, 610 und 720 mp. Ordinaten : Relative Farbstarken, 

auf gleiche Astaxanthinmengen bezogen. 

In  der roten Hypodermis  des Hummers finden sich epiphasische Farb- 
stoffe, die bisher fur Ester des Astacins gehalten wurdenl). Wie wir ge- 
funden haben, handelt es sich aber um E s t e r  des  Astaxanth ins .  Denn 
man erhalt, wenn man die Verseifung unter volligem AusschluB von Sauer- 
stoff vornimmt, die charakteristischen tieffarbigen Enolsalze, die erst bei 
Zutritt von Luft schlagartig zum Tetraketon dehydriert werden. Weitere 
Versuche haben gezeigt, daB auch die Ch'romoproteide des  Panze r s  bei 
der Zerlegung durch Hitze oder durch verd. Saure das doppelte a-Ketol 
liefern. Der  Farbs tof f  des  gekochten  Hummers  i s t  a lso Asta.- 
x a n t h i n  (nicht Astacin). Dies wird vermutlich bei allen Crustaceen so sein, 
sofern nicht durch Faulnis oder andere Einfliisse alkalische Reaktion zu- 
standekommt, die beim Kochen die Autoxydation zum Tetraketon ermog- 
licht. Im Laufe der letzten Jahre ist Astacin bereits aus sehr zahlreichen 
Lebewesen in krystallisierter Form isoliert wordenZ4). Die Durchsicht des 
Schrifttums ergibt, daB in jedem Falle in Anlehnung an die Vorschrift von 
R. K u h n  und E. Lederer') ohne AusschluS von Luftsauerstoff alkalisch 
verseift worden ist. Bis zum Beweis des Gegenteils wird man daher das 
Astacin aus der Liste der Naturfarbstoffe zu streichen haben. 

24) vergl. neben I,. Zechmeister,  ,,Carotinoide", Berlin 1934, J. Springer, 
S. 280ff.,  besonders E. Lederer,  Bull. SOC. Chim. biol. 20, 554, 567, 611 [1938]. Die 
meisten Crustaceen werden, auch in ganz frischem Zustande, beim Kochen schwach 
alkalisch, da allmahlich etwas Ammoniak und Methylamin abgespalten werden. Nach 
D. B. Di l l  und P. B. Clark, Ind. engin. Chem. 18, 560 j19261, werden dabei pH-Werte 
ron  7.5 bis 8.5 erreicht. 

Dcrichte d. n .  Chrm. Gesellschaft. Jahrg. L X X I .  121 
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G. Wald") hat aus der N e t z h a u t  von Wgeh Astacin isoliert: Wenn, 
wie wir vermuten, auch hier urspriinglich Astaxanthin vorkommt, so wird 
fiir diese Komponente  des  Sehpurpur s  eine Bihdung an EiweiB, die fiir 
die physiologische Funktion von Bedeutung sein kann, besonders gut moglich 
erscheinen. 

Beschreibung der Vetsuche. 
As t a x a n t h i n. 

2.5 kg Hummere ier ,  die in Norwegen unter gesattigter Ammonsulfat- 
liisung gesammelt worden waren, wurden im Porzellanmorser unter Zugabe 
yon etwas Aceton und Kohlensaureschnee zerdriickt. Der erhaltene 
Brei wurde abgenutscht und auf der Nutsche mit stark gekiihltem Acetqn 
ausgezogen, bis dieses farblos ablief. Den tiefrot gefarbten Aceton-Auszug 
versetzten wir mit 1/5 Vol. Pe t ro l a the r  (Sdp. bis SO0)  und gaben vor- 
sichtig 1 Vol. dest. Wasser zu. Die Hauptmenge des Farbstoffs schied sich 
sofort in schonen glitzernden Tafelchen aus, die sich nach einiger Zeit in 
der Grenzschicht ansammelten. Es wurde abgesaugt, die Petrolatherschicht 
mit 90-proz. Methanol ausgeschiittelt, die Methanol-Losung mit Petrolather 
iiberschichtet und durch vorsichtigen Zusatz von Wasser eine weitere Kry- 
stallisation erzielt. Das rohe Astaxanthin haben wir 2-ma1 aus Pyridin- 
Wasser nach der Vorschrift von R. K u h n  und E. Lederer l )  umkrystallisiert. 
Ausb. 750 mg. Schmp. 215.5-216O (Zers.). Getrocknet wurde iiber KOH 
und P,O, (0.01 mm). 

3.475 mg Sbst.: 10.24 mg:COg, 2.70 mg H,O. 

l u f  die Fonnel C,,,HH,,O, stirnmen auch die von R. K u h n .  E. Lederer  und 
-4. Deutscha)  sowie von P. K a r r e r  und H. Hubner*)  bereits ausgefuhrten Elementar- 
analysen des ,,Ovoesters", deren Mittelmert C 80.52 und H 8.72 ergibt. 

Aktire H-Atome nach Zerewit inoff-Rothes) .  4.900 mg Sbst. in Pyridin bei 
200: 0.38 ccm CH,; bei 95O: 0.53 ccm CH, (Oo, 760 mm). 

C,JXH,,0,. Ber. C 80.48, H 8.79. Gef. C 80.36. H 8.69. 

Gef.: 2.06 Mol. (ZOO) und 2.88 Mol. (95O) Methan. 

Gef.: 1.04 Mol. (21O) und 1.98 Mol. (95O) Methan. 

analysiert. 

5.512 mgSbst. in Pyridin bei 21O: 0.215 ccm CH,; bei 95O: 0.46 ccm CH, ( O O ,  760 mm). 

Als a-Ketol wurde zum Vergleich R e  n zoin (,,fur calorimetrische Untersuchungen") 

4.277 mg Sbst.: 0.58 ccm (240) und 0.56 ccm CH, (95O). 

7.099 mg Sbst.: 0.847 ccm (20O) und 0.847 ccm CH, (950). 

Benzoin reagiert also mit Methylmagnesiumjodid als einwertiger Alkohol und nicht 
als Stilbendiol. Die fiir Astaxanthin gefundenen Werte stehen daher mit der Formu- 
lierung als doppeltes a-Ketol in Einklang. 

P o l a r i m e t r i s c h e  Pr i i fung:  7.22 mg Astaxanthin in 10 ccm Pyridin, 1 = 2 dm. 
j\ = 672.5 my, o( = 10.03O. Das Drehungsvermogen kann danach nur sehr gering sein 
([a] : &ZOO). Sehr mahrscheiqich ist der Farbstoff optisch inaktir. 

K a t a l y t i s c h e  M i k r o h y d r i e r ~ n g ~ ' ) :  1.243 mg Astaxanthin in 2.00 ccm Eis- 
rssig rnit 20.3 mg Platin-Kieselsaure (17% Pt).  Nach 2 Stdn. Endmert 656 cmm H, 

Gef.: 1.28 Mol. (24O) und 1.24 Mol. (957 Methan. 

Gef.: 1.13 Mol. (ZOO) und 1.13 Mol. (95O) Methan. 

2 5 )  Nature 140, 197 [1937]. 
26)  F. Pregl -H.  R o t h ,  ,,Quant. organ. Mikroanalyse", 4. Aufl., Berlin 1935. 

?;) Sach R. K u h n  u.  E. F. Moller ,  Angen- .Chem. 47, 14.5 [1934]. 
J .  S p r i n g e r ,  S .  192. 
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760 mm) = 14.1 hlol. Wasserstoff. - 1.310 mg Astaxanthin in 2.00 ccm Eisessig 
21.6 mg Platin-Kieselsaure (704, Pt). Nach l'i, Stdn. Rndwert 6% cmm H, (00, 
mm) = 14.15 Mol. Wasserstoff. 
0 , -Aufnahme in  Gegenaart  von Alkal i :  Die Mesungen erfolgten mikro- 

manometrisch in der zur katalytischen Hydrierung iiblichen Apparatur. Der Reaktions- 
verlauf ist aus Abbild. 1 ersichtlich. 

2.996 mg Astaxanthin in 0.40 ccrn Pyridin; im Anhang: 1.10 ccm Pyridin + 0.50 ccm 
2-n. butylalkohol. Kalilauge. Sach 7 Stdn. 223 cmm (OO, 760 mm) = 2.13 3101. 0,. 

2.871 mg Astaxanthin in 0.40 ccm Pyridin; im Anhang: 0.80 ccm Pyridin + 0.80 ccm 
2-n. butylalkohol. Kalilauge. Fach 6 Min. 209 crnm (OO,  760 mm) = 1.95 Mol. 0,. nach 
14 Stdn. 248 crnm (OO, 760 mm) = 2.30 Mol. 0,. 

Astaxan th in -d iace t a t .  
49.6 mg A s t a s a n t  h in  wurden in 5 ccm Pyridin gelost, mit 2 ccm 

Ess igsaureanhydr id  rersetzt und 48 Stdn. bei etwa Z O O  unter Luft- 
abschlulj stehengelassen. Auf vorsichtigen Zusatz von Wasser krystallisierte 
die Diacetyl-Verbindung in derben, tief blauschwarzen Nadeln aus. Zur 
Reinigung wurde 2-ma1 ails Pyridin-Wasser umkrystallisiert. Ausb. 39 mg 
und weitere 7mg  aus der Mutterlauge. Schmp. 203-205° (Berl ,  evak. 
Rohrchen, unkorr.). 

3.735, 3.545 mg Sbst.: 10.575, 10.08 mg CO,, 2.71, 2.59 mg H,O. 

8 341 mg Sbst. in Pyridin bei ZOO: 0.036 ccm CH,, bei 95O: 0.216 ccm CH, (OD, 
760 mtn). Gef. 0.13 Mol. (ZOO) und 0.79 Mol. (95O) Methan. In der Kalte findet praktisch 
keine Gasentwicklung statt. 

Bei der Verteilungsprobe zwischen Benzin und 90-proz. Methanol geht 
die Diacetylverbindung wie das freie Astaxanthin in die untere Schicht. Das 
Absorptionsspektrum ist in Abbild. 2 wiedergegeben. 

C,,H,,O,. Ber. C 77.59, H 8.29. Gef. C 77.22. 77.55, H 8.12, 8.17. 

As t a s a  n t h in  - d i  cap  r y 1 a t  . 
16.4 mg As taxan th in  wurden in 3 ccm Pyridin gelost und mit 0.15 ccm 

Caprylsaurechlor id  versetzt. Wir hielten das Reaktionsgemisch 1 Stde. 
unter reinem Stickstoff bei 50-60° und gaben dann 25 ccm k h e r  zu. Nun 
wurde vorsichtig mit 25 ccm Wasser, 3-ma1 mit 25 ccm verd. Essigsaure, 
nochmals mit Wasser, 2-ma1 rnit je 50 ccm n/,-Natriumcarbonat und 
schlieBlich wieder 2-ma1 rnit Wasser gut ausgeschiittelt . Die getrocknete 
Atherlosung wurde unter CO, verdampft, der Riickstand in Petrolather auf- 
genommen und an Calciumcarbonat chrornatogrAphiert. Wir erhielten oben 
einen violettstichigen Farbring, auf den eine breite rote Zone und unter 
dieser ein wenig scharfer braunroter Farbring folgten. Die mittlere Zone 
wurde mit Petrolather-Benzol eluiert, verdampft, in wenig Petrolbenzin 
gelost und mit etwas Methanol versetzt, worauf sich im Eisschrank der Di- 
caprylsaure-ester in dunkelroten krystallinen Kornern abschied. Schmp. 
nicht sehr scharf 121-124O (Berl, evak. Rohrchen). 

Das Astaxanthin-dicaprylat nimmt bei der Phasenprobe eine interessante 
Mittelstellung zwischen dem Diacetat und Dipalmitat ein. Aus der Benzin- 
losung laljt .sich durch 90-proz. Methanol nur ganz wenig ausschiitteln. Mit 
95-proz. Methanol bleibt noch mehr als die Halfte im Benzin, mit 97-proz. 
Methanol geht aber die Hauptmenge des Farbstoffs in die untere Schicht. 

121* 
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Astasan th in -d ipa lmi t a t .  
35.9 mg A s t a s a n t h i n  wurden in 5.5 ccni Ppridin gelost und tropfen- 

weise mit 0.30 ccm Paln i i t insaurechlor id  versetzt. Wir erwarmten 1 Stde. 
unter reinem Stickstoff auf etwa 50° und fiigten nach dem Erkalten 40 ccni 
Methanol zu. Im Eisschrank fie1 allniahlich ein roter Niederschlag aus, der 
aus Petrolather niit hlethanol umgefallt wurde. C,H-Bestimniungen zeigten, 
daW dieses Produkt noch vie1 Methylpalmitat enthielt. Es wurde daher in 
Petrolather durch eine Saule von Calciumcarbonat filtriert, das Chroniato- 
gramm mit Be-nzol : Petrolather = 1 : 9 entwickelt und mit Benzol : Petrol- 
ather = 1 : 1 eluiert. Durch langsames Krystallisieren aus Pyridin-Nethanol- 
Wasser kann man die Substanz in flachen, zugespitzten Nadeln von violett- 
roter Farbe erhalten. Schnip. 71.5-72.5O. 

3.305, 3.205 mg Sbst.: 9.71, 9.44 mg CO,, 3.12, 2.93 mg H,O. 

Das Astasanthin-dipalmitat ist auch gegeniiber 05-proz. Methanol rein 
epiphasisch. 

Re in igung  des  Ovoverd ins  du rch  wiederhol te  Adsorp t ionen  a n  
Aluminium h y d r  o sy d. 

C,,H,,,O,. Ber. C 80.53, H 10.52. Ged. C 80.13, 80.33, H 10..56, 10.23. 

Die der Tafel 1 zugrunde liegenden -4nalysen lauten: 
F r a k t i o n  I (h-r. 31a, vorgereinigter Auszug). - Farbstoff: A = 500 my, D (0.1 cm) 

= 20.4, x = 0.690, c = (2.30 x 0.690 x 4 x 592) : (0.1 x 208 x l o3 )  = 181 y Astaxanthin/ 
ccrn. Je 0.10 ccm verbr. nach K j e l d a h l  2.94 und 3.04 ccrn n/,,,-HCI. 

3.98 x 0.14 x 6.2 x 10 x 2 = 51.7 mg Protein/ccm. 
3.04 x 0.14 x 6.2 x 10 x 2 = 52.7 mg Protein/ccm. 

F r a k t i o n  I1 (Nr. 31b, Albumin-Fraktion). Farbstoff: A = .TOO rn!p. D (0.1 cm) = 
22.6, x = 0.646, c = (2.30 x 0.646 x 4 x 592) : (0.1 x 205 x 1 08) = 169 -; .istasanthin/ccm. 
J e  0.10 ccm verbr. nach K j e l d a h l  2.65 und 2.75 ccm n/,,,-HCl. 

2.65 x 0.14 x 6.2 x 10 x 2 = 46.0 mg Protein/ccm. 
2.75 x 0.14 x 6.2 x 10 x 2 = 47.7 mg Proteinjccni. 

F r a k t i o n  I11 (Nr. 31c.  1. Elution mit Na,HPO,). Farbstoff: A = 500 nip, D 
(0.5 cm) = 48.2, x = 0.317, c = (2.3 xO.317 x 4 x 592) : (0.5 x 208 x lo3) = 16.6 -' 
Astaxanthin/ccm. Je 1 ccrn nach K j e l d a h l  verbr. 2.43 nnd 2.46 ccm ~Z;~,,,,-HCI, 

2.43 x 0.14 x 6.2 x 2 = 4.22 mg Protein/ccm. 
2.46 x 0.14 x 6.2 x 2 = 4127 mg Protein/ccm. 

F r a k t i o n  I V  (Nr. 31d, 2. Elution mit Na,HPO,). Farbstoff: 1, = 500 mp, D 
(0.5 cm) = 41.1, x = 0.386, c = (2.3 x 0.386 x 4 x  592) : (0.5 x 208 x 103) = 20.2 -: 
Astaxanthin/ccm. Je 1 ccm verbr. nach K j e l d a h l  2.76 und 2.85 ccni n/,,,-HCl. 

2.76 x 0.14 x 6.2 x 2 = 4.79 mg Protein/ccm. 
2.85 x 0.14 x 6.2 x 2 = 4.95 mg Protein/ccm. 

F r a k t i o n  V (Nr. 31e, 3. Elution mit Na,HPO,). Farbstoff: A = 500 rnp, I) 

(0.5 cm) = 40.36, x = 0.396, c = (2.3 x 0.396 x 4 x 592) : (0.5 x 208 x lo3) = 20.8 -( 
Astaxanthin/ccm. Je  1 ccm nach K j e l d a h l  verbr. 2.94 und 2.8.5 ccm n/loo-HCl. 

2.04 x 0.14 x 6.2 x 2 = 5.10 mg Protein/ccm. 
2.85 x 0.14 x 6.2 x 2 = 4.95 mg Protein/ccm. 

F r a k t i o n  V I  (Xr. 31f. Elution mit (NH4),SO4). Farbstoff: A = 500 mp, I) 

(0.5 cm) = 26.2, x = 0.582, c = (2.3 x 0.582 x 4 x 592) : (0.5 x 208 x lo3) = 30.5 5: 

Astaxanthin/ccm. Je  1 ccm nach K j e l d a h l  verbr. 4.18 und 4.24 ccm IZ,~,,~-HCI. 
4.18 x 0.14 x 6.2 x 2 = 7.26 mg Protein/ccm. 
4.24 x 0.14 x 6.2 x 2 = 7.36 mg Protein/ccm. 

Die in der vorletzten Spalte ron Tafel 1 verzeichneten Ausheuteri gehen an, mieviel 
Astaxanthin als Proteid noch vorhanden gewesen n-%re. menn man nichts fiir Fnrbstoff- 
und N-Restimmung nacli jeder Adsorption und Illution wexgenomnien hatte. 




