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134. Hans-Joachim Rielig: Die Farhstoffe der Sanddombeere.

{Aus d. Kaiser-Wilbelm-Institut { Mediztn. Forsehune. Heidelberg, Institut f. Chemie. ]
(Eingerangen am 9 Oktober 1944))

Aus den zinnoberroten Beeren dex Sanddorns (Hippophae rhamnoides)
sind bisher zwei Farbstoffe krvstallisiert erhalten worden: Von P. Bolley?)
ein als Quercetin bezeichnetes Flavonol und das Carotinoid Zeaxanthin
durch P. Karrer und H. Wehrli2). Wie A. Winterstein und U. Ehren-
berg?) gezeigt haben, liegt das Zeaxanthin teilweise mit Palmitinsiure ver-
estert als Physalien vor. Die Ausbeuten an Zeaxanthin werden zu 16.5 bis
33 mg, die an Physalien zu 40 mg je kg frische Beeren angegeben. ('ber die
isolierte Flavonolmenge ist nichts bekannt.

Im Hinblick auf die Bedeutung. welche der Sanddornbeere neuerdings
als Vitamin-C-Trager zukommt -— der /-Ascorbinsiuregehalt kann bei Voll-
reife bis zu 900 mg-%, betragen*)®)%)7) - hat es nicht an Versuchen gefehlt,
auch die Vorstufen des A-Vitamins in dieser I'rucht nachzuweisen. In keinem
Falle wurde jedoch bisher der exakte Beweis dafiir erbracht, daB Provitamine A
in der Sanddornbeere vorkommen. (. Griebel und G. Hess®) weisen auf
Grund der mikroskopischen Beobachtung getbroter Chromoplasten und deren
Blaufirbung mit konz. Schwefelsiure das Vorhandensein eines ,,carotinoid-
artigen Farbstoffes” nach. B. Hérmann?*) findet auf chromatographischem
Wege Carotin, ,,was auf Grund der orangeroten Farbe nahe lag*“. Dieser
Autor 1alt aber vollig unbeachtet die Anwesenheit des Zeaxanthins und macht
weder Angaben iiber Art und Aussehen seines Chromatogramms, noch iiber
die Reaktionen des von ihm nachgewiesenen Farbstoffs. F. Briibne’) hat
den ,,Vitamin-A*‘-Gehalt alkoholischer Lisungen von Sanddornbeersaft mit
Hilfe des von G. Kedvessy®) fiir Lebertran ausgearbeiteten Verfahrens
bestimmt: Titration mit Pikrinsaure bis zur Loschung der im UV-Licht
beobachtbaren, dem Vitamin A zugeschriebenen Fluorescenz. Wie alle bisher
untersuchten pflanzlichen Produkte enthilt aber auch die Sanddornbeere
keine Spur freien oder veresterten A-Vitamins. Uber eine Fluorescenz der
Provitamine A ist hingegen nichts bekannt.

Um zu ermitteln, ob iiber die bekannten Farbstoffe hinaus noch weitere
Pigmente in der Sanddornbeere vorkommen, haben wir diese erneut unter-
sucht. Hierbei wurde unter anderem folgendes festgestellt: 1) Das von
P. Bolley!) isolierte Flavonol hat nicht die Konstitution des Quercetins,
sondern stellt dessen 3’-Methyiither, das Isorhamnetin, dar. 2) Die
Carotinoidfraktion der Sanddornbeere enthilt zwei in krystallisierter Form
isolierte Provitamine A, namlich Kryptoxanthin und 8-Carotin. An
weiteren Polyenfarbstoffen wurden Lycopin und y-Carotin nachgewiesen.
3) Die Farbe der Beeren wird mitbestimmt durch ein Anthocyan, welches
mit dem violettroten Farbstoff der Pfingstrose, Pdaonin, identisch ist.

1) Dinglers polytechn. Journ. 162, 143 [1861].

%) Helv. chim. Acta 18. 1104 [1930].

*; Ztschr. physiol. Chem. 207, 25 [1932].

Y1 B. Hérmann. Dic Sanddornbecre, Verlag d. PHanzenwerke, Mimnchen 1941.

' M. Léhner, Dtsch. Apotheker-Ztg. 38, 582 [1941].

") U, Griebel u. G. Hess. Ztschr. Unters. Lebensmiittel 79, 469 [1940].

) Die deutsche Heilpflanze 9. Nr. 11 (1943].

*) Bero ung. pharmaz. Ges. funear.] 16, 642 [19411; C. 1942 11, 194,
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Als Ausgangsmaterial zur Isolierung und ldentifizierung der Farbstoffe
diente Sanddornbeerdicksaft?). Die quantitative Bestimmung der Carotinoide
geschah sowohl hierin als auch in frischen Beeren verschiedener Herkunft ).

1) Die Flavonolfraktion.

Neutralisiert man, wie im Versuchsteil naher beschrieben ist, frischen
Sanddornbeerdicksaft mit festem IKaliumcarbonat, wobei die Farbe von
Zinnoberrot nach Braun umschligt. und bringt man hierauf auf einen Gehalt
von 809, Methanol, so lassen sich die Carotinoid- und die Anthocyanfraktion
zusammen mit den festen Anteilen des Saftes leicht von der dunkelbraunen.
flavonolhaltigen Methanolphase abtrennen. Letztere scheidet bei eintigigem
Stehen ein hellgelbes Rohkrystallisat ab (30 g aus 2/ Saft), das aus zahlreichen
zu schonen Wirzchen vereinigten mikroskopischen Nadeln besteht.

Dieses Krystallisat enthalt zur Hauptmenge das saure Kaliumsalz der
l-A'pfelsiure, welche H. Erdmann') erstmals aus Sanddornbeeren als
Calciumsalz isoliert und identifiziert hat. Beim Umkrystallisieren aus ver-
diinntem Methanol haben wir aus 10 g Rohkrystallisat 6.2 g Kalium-
hydrogen-I-malat in farblosen Stabchen erhalten. welche in 10-proz.
wiBriger Losung die nach G. H. Schneider!?) berechnete optische Drehung
[a]p: —6.38° aufwiesen. Das nach den Angaben von E Fischer und F. Pass-
more'3) bereitete Bis-phenyvihydrazid schmolz ber 221--223° (korr.) und zeigte
mit demselben Derivat der [-Apfelsiure keine Schmelzpunktserniedrigung.

Die gelbe Farbe wird dem Rohkrystallisat durch die 5-proz. Beimischung
eines Flavonolglykosids erteilt. Erst nach dessen saurer Hydrolyse, wobei
sich das Aglykon in gelben Flocken quantitativ abscheidet (750 mg aus 2 [
Sanddornbeerdicksaft), fillt die Fehlingsche Reduktionsprobe positiv aus.
Das iiber die Tetraacetylverbindung (farblose Nadeln vom Schmp. 206°, korr.)
gereinigte ‘Aglykon krystallisierte aus Dioxan in gelben. rhombischen Plittchen
vom Schmp. 308-—309° (korr . Zers.) Ihe Mischproben mit synthetischem
3.5.7.4' - Tetraacetoxy -3'-methoxy -flavon  bzw  synthetischem Quercetin-
3"-methylither (Isorhamnetin)™) zeigten keine Schmelzpunktserniedrigung.
Im Einklang mit diesen Befunden verleiht das Isorhamnetin aus Sand-
dornbeeren, wie Hr. Dr. Moewus aus unserem Institut gepriift hat, den
Zwitterzellen der einzelligen Grunalge Chlamydomonas ebenso die Fihigkeit.
mit minnlichen Gameten zu kopuiieren. wie das von R Kuhn und 1. Low1)
aus Crocuspollen isolierte und wie svithetisches isorhamnetin. Bei der Spezi-
fitdt dieser Gynotermonwirkung'®) ist an der ldeatitat des Flavonols aus
Sanddornbeeren. mit Quercetin 3 methylather nicht zu zweifeln. Die
von P. Bolley') auf Grund einer falschien Bruttoformel ausgesprochene
Gleichheit mit Quercetin wird hierdurch wideriegt  Zu den Pflanzenfamilien.
in denen Isorhamnetin vorkomunt 1 trit dannt als weitere die der Eleagnaceen.

*) Wolfra, Gesellschatt tur caiui st Froucie corwertune. Munchen.

1) Die noch am Strauch haftendir Bionoo <tananten o dict ve esehiedenen oler-
bayrischen Sammelplatzen )

1) B. 32, 3351 |1nu4 2, ~~ B2 2734 [IRNY L

1) B. 77, 196 | 1944

15) R. Kuhn, F. M.« .

%) Vergl. M. Hadd - \ by C PHanzenanalyse
(Springer, Wicn 1932 B )
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Hier ist es erstmals eine Friucht  weiche den Farbstoff, und zwar fast aus-
schlieBlich in glvkosidischer Bindune cnvhalt Dall der von den Botanikern
gewithlte Beiname des Sanddorns  rhamnerdes auch chemisch zu Recht
besteht, ist jetzt durch die Isoherung von lsorhamnetin erwiesen.

yieBt man die zur Trockne verdampfte geihe Mutterlauge des sauren,
apfelsauren Kalinms in waBrger Losing auf eine _schwefelsaure Aluminium-
oxydsiaule??) auf, so wird diese von dem Isorhamnetinglykosid in einer scharfen,
hellgelben Zone leicht passiert. wihrend farblose Begleiter und etwas freies
Flavonol vom Adsorptionsmittel zuriickgehalten werden. Das auf diese Weise
angereicherte Glykosid zeigte indessen keime Neigung zu krystallisieren. Es
bildete in Dioxan einen vor der Quarzlampe intensiv griingelb fluorescierenden
Borsaure-(itronensitire- Komplex '*). was fiir jene Flavonole charakteristisch .
ist, deren 5-stindiges Hvdroxvl frei vorliegt. Unser gereinigtes Glykosid
macht, wie Hr. Dr. Moewus fand. die Gameten von Chlamydomonas unter
AbstoBung der GeiBeln unbeweglich. Es kann demnach mit dem Isorham-
netin-diglucosid-(3.4") identisch sein. welches R. Kuhn und I. Low)
erstmals aus dem Pollen von Crocus Sir John Bright isoliert haben und
das sich bei der Fluorescenzprobe und in der biologischen Wirkung gleich-
artig verhélt. s

Nach S. Rusznyak und A Benk6') wird unter den Flavonolen,
welche im Resistenztest an flavonarm ernahrten Meerschweinchen und Ratten
geprift wurden, die erniedrigte Capillarresistenz der Tiere auBer durch
Quercetin und Quercetin-rhamnosid-(3) (Quercitrin) auch durch 7-Methoxy-
quercetin (Rhamnetin) wieder normal gestaltet. Es ist damit zu rechnen,
daB auch dem mit Rhamnetin isomeren Isorhamnetin (3’-Methoxy-quercetin)
bzw. dessen Diglucosid eine permeabilititsvermindernde Wirkung zukommen
und daB die Sanddornbeere damit in die Reihe der Vitamin-P-Trager
einzuordnen sein wird.

2) Die Carotinoidfraktion.

Bei der Abtrennung des Isorhamnetin-diglykosids aus Sanddornbeer-
dicksaft hinterbleiben die Carotinoide in den festen. orangeroten Anteilen
des Fruchtmarkes. Sie lassen sich daraus zusammen mit Fetten, Lipoiden
und Sterinen durch Benzol extrahieren. Der Benzin-Benzol (10:1)-Auszug
des in alkoholischer Kalilauge Unverseifbaren ergibt bei der Chromatographie
an Aluminiumoxyd nach Entwickeln mit Benzol fiinf verschiedenfarbige
Zonen und ein orangerotes Filtrat. Wie im Versuchsteil beschrieben ist,
haben wir die drei Hauptcarotinoide aus den Eluaten der zerschnittenen
Séaule krystallisiert gewonnen.

Der in der obersten, tiefroten Schicht vorliegende Farbstoff ist das in
langgestreckten. gelben Blittchen krystallisierende Zeaxanthin (Schmp.
206° korr.). Die Ausbeute an reinem Pigment belief sich auf 280 mg fiir 2 {
Sanddornbeerdicksaft. Sie tibertrifft, auf frische Beeren berechnet (1 I Saft
~ 3.5 kg Beeren), diejenige, welche P. Karrer und H. Wehrli?) ohne
chromatographische Reinigung erhalten haben.

) Das ,,schwefelsaure’* Aluminiumoxyd wird entsprechend dem von T. Wieland,
Ztschr. physiol. Chem. 273, 24 [1942], benutzten ,,salzsauren‘* Aluminiumoxyd bereitet.

%) C. W. Wilson, Journ. Amer. chem. Soc. 61, 2303 [1939].

1) Klin. Wschr. 20, 1265 [1941].



AS | 1_12,]944] Die ]"rlrhx{n_[_fe der Neanddorihe s Y
W_—_

Aus der geibbraunen zweiten Zone erhielten wir 27 my Krevptosanthon,
das aus Benzol-Methanol in rechteckigen Tafelchen vom Sclonp. 1645 166 57
(korr.) krystallisierte und sich im Mischehromatogramm mit Kryptoxanthin
aus Physalis Franchetti?®) einheitlich verhielt. Wie wir sefunden haben,
lagsen sich Kryptoxanthin und das ihm spektral duBerst ahnliche #-.Carotin
viel sicherer als mit der Entmischungsprobe®), welche nur bei recht reinen
Praparaten eindeutig ausfillt, an der Muminiumosyvdsiule dadurch unter-
scheiden, daB B-Carotin beim Entwickeln mit Benzol-Benzin (2:1) rasch
quantitativ ins Filtrat geht. wihrend Kryvptoxanthin nur dulBerst langsam
wandert.

Das Filtrat der Adsorption der Sanddornbeercarotinoide enthalt dem-
gemil reines §-Carotin, welches sich nach Abtrennen farbloser Begleiter
aus Benzol-Methanol in beinahe quadratischen Tafeln. die bei 181--1839 (korr.)
schmelzen, abscheidet. Die Ausbeute betrug 23 mg je 2 / Sanddornbeersaft :
der Mischschmelzpunkt mit §-Carotin aus Mohren?!) zeigte keine Erniedrigung.

Die weiteren adsorbierten Carotinoide. welche mengenmillig stark
zuriicktreten, konnten nur durch ihr Spektrum charakterisiert werden (samt-
liche Messungen an Schwefelkohlenstoffiosungen?®). Es sind dies in der
Reihenfolge abnehmender Adsorption: a) Lycopin mit max. 7 546, 506,
474 myu (Lycopin aus Tomaten ®) max. A 548, 507.5. 477 my in ('S,). b) eine
vermutlich isomerisiertes Lycopin enthaltende Fraktion. die mit ihren
optischen Schwerpunkten (max. A 542, 302, 466 my) zwischen jener des
Lycopins und des von L. Zechmeister und A. Polgar? aufgefundenen
Neolycopins (max. A 536.3, 499, 466 my in ('S,) steht, ¢) hichstwahrscheinlich
y-Carotin mit max. A 334. 497, 461 my (y-Carotin aus Mohren®) max.
A 533.5, 496, 463 myu in CS,).

3) Quantitative Carotinoidanalyse.

Zum Vergleich der Sanddornbeere mit anderen provitamin-A-haltigen
Nahrungsmitteln haben wir frische Friichte verschiedenen Standortes!?) sowie
den zur Isolierung der Farbstoffe benutzten Sanddornbeerdicksaft?) quanti-
tativ auf die wichtigsten darin vorkommenden Carotinoide hin analysiert.
Die Ergebnisse, welche mit den im Versuchsteil angegebenen Methoden
erhalten wurden, sind in den Tafeln 1 und 2 zusammengestelit.

Aus Tafel 1 geht hervor, daB unter den Provitaminen A das Krypto-
xanthin das f-Carotin um beinahe das Doppelie iiberwiegt. Berechnet man
den Provitamin-A-Gehalt nach seiner Vitamin-A-Wirkung. wobei fiir -Carotin
0.6y =1 1. E. (internationale Vitamin-A-Einheit; ) und fir Kryptoxanthin
der halbe Wirkungswert®) (1.2 y =1 I. E.) einzusetzen sind, so kommt man
auf eine Zahl von 67 500 I. K. je kg Beeren. Anders ausgedriickt heiBt dies:
1 kg frische, reife Sanddornbeeren hat die Provitamin-A-Wirkung von 40.5 mg
p-Carotin. Die Sanddornbeere stimmt damit im Provitamin-A-Gehalt mit der
thr auch in der Vitamin-(-Menge nahestehenden Hagebutte iiberein.

#) R. Kuhn u. C. Grundmann. B, 66. 1746 19331

) H.-J. Bielig, B. 77, 431 [1944 .

%) GittermeB-Spektroskop nach Lowe ~chun g

=) R. Kuhn u. E. Lederer. B, 63, 637 Ju3z

#) L. Zechmeister u. A Poluasr. v 543 24~ lugo

) R. Kuhn u. Brockmunn. B. 6. 107 1033

#) C. Bomskov, Methodik der Voot oo b Phiorae s Leipriz 1933), 3. 63,
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Tafel 1. Gehalt von reifen sanddornbeeren'™) und Sanddornbeerdicksaft an
Provitaminen A 1 und sons<tigen Carotinoiden (1I).

(Mittelwerte aus je 3 bis 4 Bestimmungen.)

Mengen-

mg Farbstoff .
verhiltnis der

y “arbsto je kg Frise swich

Nr. Farbstoff ) rischgewicht Farbetoffe von

Beeren Saft Saft: Beeren

I Kryptoxanthin ......... 39 200, 144 - 189, 3.69+-279,

B-Carotin .............. 21+ 109, 59 - 11°, 2.74-+159%,

Zeaxanthin .......... .. 1221219, 423 189, 3.474289,

IT Lycopin ............... 4459, 11309, 2.754-509,

Oxydationsprodukte . ... 481180, 225 - 20°, 4.694+-199,

Mittelwerte 3.49+ 649,

Tafel 2. Gehalt von reifen Sanddornbeeren verschiedenen Standortes!®) an
Provitaminen A und Zeaxanthin.

(Mittelwerte aus je 2 bis 3 Bestimmungen.)

Farbstoff in mg-—°, des Frischgewichts
B-Carotin Kryptoxanthin Zeaxanthin

Ort der Herkunft

Kauferring, Oberbayern ........ 2.15+ 79, 3.3--16°, 13.04-189,

Hart a. d. Alz................. 2.1 -10°, 3.6+ 199, 10.5+209,
Unter-Emerting, Oberbayern . .. 20 - 9%, | 414219, 12.0+219,

Einen Vergleich mit verschiedenen vitamin-A- und provitamin-A-reichen
Nahrungsmitteln gibt Tafel 3.

Tafel 3. Vergleich der Vitamin-A-Wirksamkeit von Sanddornbeeren mit
anderen Nahrungsmitteln?).

(Durchschnittswerte chemischer Bestimmungen.)

Je kg frisches Nahrungsmittel ber. als

Nahrungsmittel
mg f-Carotin | mg Vitamin A I.E.
Sanddornbeere ................ 40.5 — 67 500
Sanddornbeerdicksaft .......... 131.5 j 219 000
Karotte ........... % i 83 i B - 100 ‘ 167 500
Spinat ............... 0.0 RO 136 500
Hagebutte .................. .. 50 - 83 500
Heilbuttlebertran . ... ...... .. .. 15 000 45 000 000
Handelslebertran .......... .. .. 300 900 000
Rinderleber ................. .. NH 255 000
Sommerbutter .............. .. 5 7 29 500
Winterbutter ............ . . ... 1.5 2 8 500

*7) Zusammengestellt nach: G. Lunde, Vitamine in frischen und konservierten
Nahrungsmitteln, Springer. Berlin 1940; H. Rudy, Vitamine u. Mangelkrankheiten,
Springer, Berlin 1943, und nach cigenen Messungen des Verfassers.
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I kg Sanddornbeeren hitte danach etwas weniger als die lulbe Wi ki -
keit von 1 kg Karotten und wiire etwa 24, kg guter Sommerbutter wirkung--
gleich. Sanddornbeerdicksaft wiirde anniahernd 1, der Vitwmin-\-Wirkung
derselben Menge Hanuelslebertran besitzen. Es mull aber nachdriieklich
betont werden, dal die wie iiblich in Tafel 3 zusammengestellten. anf chemi.
schem Wege bestimmten Werte biologisch nur dann vergleichbar si I, wenn
die durch die Darmwand aufgenommenen Wirkstoffmengen i allen Fillen
gleich und wenn die Umwandlungsquote von g-Carotin in Vitamin A jedesmal
dieselbe ist. Dies ist aber tatsichlich nicht der Fall.

Wie M. van Eekelen und W. Pannevis®) sowie A. I. Virtanen und
M. Kreula®) am Menschen und K. H. Wagner und Mitarbeiter®) an der
Ratte gezeigt haben. betrigt die Resorption von f-Carotin aus Mohren und
Spinat bei sonst normaler, fetthaltiger Diit im giinstigsten Fall nicht mehr als
209, der tatsich}ich vorhandenen Provitamin-A-Menge. Andererseits resorbiert
die Ratte in Ol gelostes f-Carotin zu 70-—95°,3!), das in natiirlichen Vitamin-
trigern, z. B. Lebertran und dessen Konzentraten. iiberwiegend verestert
vorliegende Vitamin A®) praktisch vollstindig3®). Dieser Unterschied wird
darauf zuriickgefithrt, dall die Zellwande des Pflanzenmaterials im Darm nur
schwer und unvollkommen aufgeschlossen werden, und daB der natiirliche
resorptionsfordernde Fettgehalt von Méhren und Spinat reclit wering ist
(0.28—0.31%3) bzw. 0.3-—0.5%,3%)). Beriicksichtigt man fernerhin. dal} dem
veresterten Vitamin A ein héherer Wirkungswert als dem freien Alkohol
zukommt ), so ist die tatsichliche Vitamin-A-Wirkung bei den pflanziichen
Produkten bedeutend niedriger, bei den tierischen Nahrungsmitteln aber
hoher als die Zahl der in Tafel 3 aufgefiihrten 1. E. angibt.

Die Sanddornbeere gehirt indessen zu jenen Friichten. deren Zellwinde
auBerst weich und die daher leicht zu Saft zerdriickbar sind. Die im Mark
lokalisierte Fettmenge betrigt zudem mit 29, des Frischgewichts) das rund
Siebenfache des Fettgehaits der Mohre: Aus 2 [ Sanddornbeerdicksaft ver-
mochten wir 152 g Fettsiuren abzutrennen. Rechnet man unter Beriick-
sichtigung dieser Verhiltnisse daher mit einer Resorption von 409, der vor-
handenen Provitamin-A-Mengen. und setzt man den tiglichen Provitamin-A-
Bedarf des gesunden Erwachsenen zu 3 myg -Carotin an3) — ein Wert, in
welchem die Umwandlungsquote in Vitamin A bereits enthalten ist —. so
diirften zur Deckung des taglichen Vitamin-A-Bedarfs allein aus
dieser Quelle 185 g Sanddornbeeren oder 57 g Nanddornbeerdicksaft erforderlich
sein. Dieselbe Wirkung wiirde man mit im Mittel » ¢ Handelslebertran. 62.5 g
Sommerbutter oder 150 g fein geriebenen Mohren erreichen.

*) Nature [London] 141, 203 | 193~

) Ztschr. physiol. Chem. 2700 141 144]

M K. H. Wagner, L. Gianther o Ho~ bt
142 [1943).

M) K.H. Waygner. L. Gunrh, I~ b \
[ 1941,

) K. Ritsert. Vitamine ung H. oo, 307 bwgl

) The Moll u. A Beid. Zi< i il ¥ figy B BTN AT {TRN

Hy MovoNchleinity, oo ! a2 g es IS L N4T.

wis Vitwmine und Hormone 4.

tave und Hormone 1, 455

¥y SoNerger. Pharn. s ol
WL Rutsehkain, O i S ERE RS L1110 3 ST
Y ROH. Wasner, Zte o

Berichte d.D. Chem. Gesellschat: 14,1 L al
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Unter den o~ aoe 0 v oo - erotanoaden der Sanddornbeere st
das Zeaxanthin L~ e veaterns by cgenide Wi aus Tafel 1 hervorgeht.
betréigt die Zeaxastho vie e renvach Tenan das l)()ppelte derjenigen
aller iibrigen Polventarbstofte snsamniec Irneben findet man reichliche
Mengen stark absorbiertarer nnembeninier O xviiationsprodukte. Be-

trachtet man da~ Mengenverhaltiis Jder cuizelnen Farbstoffe im Saft ver-
gleichend zu dem in den Beeren - Tatei 1 letzte Spulte). so fallt auf, daB diese
Oxydationsprodukte bei der Sattbereitung vor sHem awf Kosten des g-Carotin-
gehalts der Beeren zugenonunen haben  ihesem Provitamin-A-Verlust konnte
durch Anwendung mednger Temperaturen und AusschiuB von Luftsauerstoff
bei der Gewinnung lex Naftes entgegengewirkt werden. Die geringen Schwan-
kungen. welche Beeren verschiedemen Standorts im Carotinoidgehalt zeigen
(Tafel 2). liegen demgegeniiber innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung.

Wir haben schiieBlich noch den Phyvsaliengehalt im Sanddornbeer-
dicksaft mit dem im Versuchsteil angegebenen Verfahren bestimmt. Um-
gerechnet auf Beeren wurde in guter ("bereinstimmung mit der ven A. Winter-
stein und U. Ehrenberg?) tatsichlich isolierten Phrysalienmenge gefunden.
daB etwa 20°;, des vorhandenen Zeaxanthins als Physalien vorliegen (250 mg
in 2 ! Dicksaft).

4) Die Anthocvanfraktion.

Kocht man den von den C(arotinoiden befreiten, nunmehr gelbbraunen
Zellriickstand des Sanddornbeersaftes mehrmals mit Wasser aus und versetzt
dann die wiBrigen Ausziige mit dem gleichen Volumen Methanol, so erhilt
man einen tiefvioletten, anthocvanhaltigen Niederschlag (3.4 g aus 2 I/ Sand-
dornbeerdicksaft). Die nahe konstitutionelle Verwandtschaft des von uns
isolierten Isorhamnetins mit dem Anthocvanidin Paonidin, welches aus ersterem
bei der Reduktion mit Magnesium in alkoholischer Salzsiure entsteht, legte es
nahe, in der Anthocyanfraktion der Sanddornbeere ein Paonidinglucosid, das
Péonin, zu vermuten.

Wir haben daher versucht, das violette Rohprodukt in Anlehnung an
die von R. Willstatter und T.J. Nolan®) beschriebene Darstellung des
Paonins aus Pfingstrosenbliiten zu reinigen. Hierbei wurde zwar nicht der
reine Farbstoff. wohl aber ein daran stark angereichertes Produkt (640 mg
aus 2 ! Saft) erhalten, welches bei der Hydrolyse mit 20-proz. Salzsiure ein
noch uneinheitliches Krystallisat mit den Eigenschaften des Paonidins ab-
schied. Zur eindeutigen Identifizierung des Anthocyans haben wir uns
gemeinsam mit Hrn. Dr. Moewus eines neuartigen Testes an der bereits
mehrfach erwiahnten Griinalge Chlamydomonas bedient. :

Die fermentative Spaltung von Picrocrocin zu dem Androtermon 4-Oxy-
B-cyclocitral, dem sogenannten Oxyaldehyd. durch die minnlichen Gameten
von Chlamydomonas®) bedarf namlich zu jhrem Ablauf der Anwesenheit
eines Aktivators. Mutanten, welche den Aktivator nicht zu bilden vermaogen,
sind auch nicht befihigt. das Picrocrocin zu spalten. Wie Hr. Dr. Moewus
jetzt feststellen konnte, wird diesen Mutanten aber die picrocrocinspaltende
Fiahigkeit durch Zugabe eines Anthocvans verliehen. Unter den bisher
gepriiften Anthocyaninen und deren Agluconen erwies sich einzig das Di-
glucosid Paonin, welches wir nach R. Willstatter und T..J. Nolan3) aus

AL AN 136 1915 ) R, Kuhn uo T Low, BoT40 209 (1941
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Vorganee an Chlamydomonas som Crocin
hekannt st ¥,

Pa diax von uns ans Sanddornheersatt ancerercherte Nuthosvan dieselts
biolovische Wirkung wie anabvsenreines Paonmn hesitzt, zveifeln ware nielo
daran. dad der Hauptfarhstoff der Mthoevanfraktion der Sionddornbeere
Paonidin-diglhucosid (3544 st Unseren Selutzangen wach dorfte der
Paoningehalt allerdings hochstens die Hadfte des Isorhimnpetindiglucosid.
Gehalts der Beeren ausniachen.

Die Anregung zu vorliegender Arbeit ging aus von Untersuchnungen des
Heeres-Versnchsbetriebes fiir Nahrungsmittel aber Bedeutung und Finsats
der Sanddornbeere in der Erndhrung.  Fur die Bereitstellunyg des Materials
danke ich Hrn, Dr. M. Ott sowie Hrn. Apotheker M. Lohner. Minchen,
Hrm. Dr. F. Moewus gilt mein Dank fir die Ausfuhrung der biolgischen
Teste, Frl. H. Greiner fiir ihre Mithilfe bei der Ausfithrung der Versuche,
Der Firma Schmitz-Scholl. Milheim-Speldorf.  habe ich ebenfalls fur
Unterstiitzung zu danken.

Beschreibung der Versuche.
1) Isolierung von Isorhamnetin.

2 I kernloser Sanddornbeersaft *) werden mit 350 g festem Kalinmearbonat
in Anteilen verrithrt. wobei unter ('O,-Entwicklung das py auf 5 ansteigt.
Zu der jetzt braunroten Masse fiigt man 5 / Methanol. lalit unter gelegent-
lichem Umschiitteln 5 Stdn. stehen und gieBt dann die braungelbe Methanol-
losung ab. Die festen Anteile werden hierauf mit 2.5 ! warmem NO-proz.
Methanol 1| Stde. durchgeriihrt und dann durch Absaugen und Nachpressen
maoglichst vollstandig von der Methanolphase getrennt. Den Filterriickstand
stellt man zur Isolierung der Carotinoide im. Vakuumexsiccator iiber Calcium-
chlorid beiseite. Aus den vereinigten Methanolausziigen scheiden sich bei
Zimmertemp. 27.5 g. im Kiihlschrank weitere 2.5 g zu hellgeiben Drusen
vereinigte Nadelchen ab. Diese werden auf der Nutsche gesammelt (in fol.
gendem mit ..Rohkrystallisat™ bezeichnet)$?).

Hydrolyse: 10 g , Rohkrystallisat werden in 100 cem 2.0 Schwefel-
saure durch Erwirmen gerade gelost (nicht kochen'), von einer geringen ver-
bleibenden Triitbung rasch abfiltriert und das Filtrat einige Min. gekocht.
Hierbei scheidet sich Isorhamnetin quantitativ in gelben. unloslichen
Flocken ab. Man zentrifugiert. befreit das Zentrifugat durch wiederholtes
Waschen mit dest. Wasser von anhafteider Naure und trocknet im Vakuum-
exsiccator dber P,0;. Aush. 250 myg Rohprodukt.

Acetyvlierung: 100 my des Isorhuomnetin- Rohprodukts werden nit
10 cem Acetanhydrid po A amed 3 Tropfen Peridin ', Stde. unter Rickflul

¥ R, Kuhno F. Moewus u §r 0 b o BOTE E541 1930
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erhitzt. in Eis abgekithlt und mit 100 cem Eiswasser zersetzt. Die rohe Acetyl-
verbindung (83 mg) krystallisiert aus absol. Alkohol in farblosen, langen Nadeln
vom Schmp. 200° (korr.).  Mischschmp. mit synthet. Tetraacetylisorham-
netin (Schmp. 208 korr.}1) lag bei 207¢ (korr.). Zur Analyse wurde bei
110° 5 mm iber PO, getrocknet.
CoHyoOyp (484.2). Ber. € 39.45. H 4.17. CH,C0 35,54, Gef. C 59.72, H 4.15, CHCO 31.11.
Verseifung: 3 mg Tetraacetvlisorhamnetin werden mit 10 cem 20-proz. Salz-
saure 1 Stde. unter RickfluB gekocht. Das ausgeschiedene und im Zentrifugenglas
siurefrei gewaschene hellgelbe Isorhamnetin krystallisiert man aus Dioxan-Wasser um.
2% mg rhombische Pliattchen vom Schmp. und Mischschmp. mit synthet. Isorhamnetin!)
3053090 (korr.. Zers.) nach Briaunung ab 285°.

C1eH,40; (316.1). Ber. C 60.74, H 3.8%, OCH, 9.81. Gef. C 60.47, H 3.96, OCH, 10.53.

2) Versuche zur Reinigung des Flavonolglykosides.

10g ., Rohkrystallisat™ (vergl. unter 1) werden aus 175 ccm 80-proz. Methanol
umkrystallisiert: 6.2 g langgestreckte. farblose. sehr leicht wasserlGsliche
Stibchen von Kalium-hydrogen-/-malat, die sich bei >150% unter Gas-
entwicklung briunen und bei hoherer Temp. unter Aufblihen verkohlen.
Die waBr. Losung hat py 4.1. Mit 38-Naphthol in konz. Schwefelsiaure %) tritt
Olivgriinfarbung ein. die auf Wasserzusatz in Hellorange mit blaulicher
Fluorescenz iibergeht. Zur Analyse wurde bei 110%5 mm iiber P,0, getrocknet.

C,H;OK (172.14). Ber. C 27.88, H 2.93, K 22.71. Gef. C 27.53, H 3.18, K 23.05.
ap (300 mg Sbet. in 2.7 cem H,0): —1.71°40.03°.

Ber. [aj2: —(0.6325 X 0.05562 x q) = —6.35° (nach G. H. Schneider!®),
q = g Wasser in 100 g Losung = 90).

Gef. [al?: —(0.71 x100): (11.11 x 1) = —6.38°%.

Bis-phenylhydrazid!®}: 200 mg Sbet. in 2 com Wasser, 0.30 g Phenylhydrazin
und 0.70 g 50-proz. Essigsiure 3 Stdn. im Wasserbad erwarmen. Die beim Erkalten
abgeschiedenen blaBgelben Blittchen krystallisiert man aus verd. Alkohol um. Ausb.
80 mg vom Schmp. und Mischschmp. mit dem Bis-phenylhydrazid aus 1-Kpfelskure
bei raschem Erhitzen 221—223° (korr.). Trocknen bei 110°5 mm iber Py0;.

Chromatographie: Der Abdampfriickstand (Vak., sd. Wasserbad) der
gelben Mutterlauge des sauren ipfelsauren Kaliums wird in 50—75 com Wasser
gelost und auf eine mit wiBr. ..schwefelsaurem’ Aluminiumoxyd (Merck,
puriss.)1?) bereitete Siule (3x12 cm) aufgegossen. Entwickeln mit dest.
Wasser. Wihrend sich im oberen Drittel der Siule farblose, mit verd. Ammo-
niaklosung eluierbare Stoffe anhiufen, unterhalb deren eine geringe Menge
freies Isorhamnetin in gelber Schicht festgehalten wird, geht das Flavonol-
glvkosid in einer scharfen hellgelben Zone ins Filtrat.

Letzteres firbt sich mit einem Tropfen wabr. Eisen (k1I)-chlorids tief oliv-
griin und reduziert Fehlingsche Losung erst nach der sauren Hydrolyse,
wobei sich Isorhamnetin abscheidet. Der Abdampfriickstand des Filtrats
der Chormatcgraphie (200 myg) konnte nicht zur Krystallisation gebracht
werden. Einige myg der zihen Masse wurden mit 1 cem wasserfreiem Dioxan
erwiitrmt und nach C. W. Wilson'®) mit einer Acetonlésung von wasserfreier
Borsiure und wasserfreier (‘itronensiaure versetzt, wobei weitgehend Losunyg
unter Bildung des vor der Quarzlampe intensiv griingelb fluorescierenden
Jor-Citronensanrekomplexes eintrat (freies Hydroxyl in 5-Stellung)4).

Vb Fegriwe, Ztsehrs analvt, Cheme 89,121 {1932).
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Biologische Prifung : Dus chromatograpbiseh angerei-borte Flavonol.
glykosid aus Sanddornbeersaft macht wie da< ans den Pollen von Crocus
Sir John Bright von R. Kuhn und 1. Low 'y isolierte I<orhamnetin-
diglucosid-(3.4), die Gameten der einzelligen Criinalgs Chlamydomonas
unbeweglich (Priifung durch Hrn. Dr. F. Moewu< und ist moglicherweise
mit diesem identisch.

3) Isolierung von f-Carotin. Kryptoxanthin und Zeaxanthin.

Der im Vakuumexsiccator zunachst iiber wasserfreiem Caleiumechlorid.
dann iiber Phosphorpentoxyd getrocknete. dunkelorangerote Filtratriickstand
der Methanolbehandlung des Sanddornbeerdick-aftes (vergl unter 1) ist wegen
seines Fettgehaltes noch etwas schmierig. Man extrahiert daraus die Caro-
tinoide, indem man unter Einleiten von Stickstoff bei #0* 4.mal je !, Stde.
mit je 1! Benzol durchrithrt. Die vereinigten filtrierten Benzolansziige hinter-
lassen beim Abdampfen des Losungsmittels (Vak.. 6 Badtemp.) 156 g eines
tiefroten Ols. Dieses wird mit 100 cem konz. Kalilauge (w1 g KOH 1) und
350 ccm Alkohol in 3 Stdn. verseift (Badtemp. 64°. Stickstoffstm.;  Man list
die beim Erkalten erstarrte Verseifungslosung in 73 cem Wasser und schiittelt
4- bis 5-mal mit je 1 ! Ather-Benzol (2:1) erschopfend aus. Die <ich hierbei
ausbildenden schleimigen Zwischenschichten {aBt man uetrennt ab und
befreit sie durch Absaugen iiber eine 1--2 cm dicke Schicht von Kieselgur
(Merck) von anhaftender Flassigkeit, welche man in den Necheidetrichter
zuriickgibt #). Die vereinigten Ather-Benzol-Phasen werden 1-mal mit 2 /
Waaser, dann mit 17 5-proz. Kalilauge und zuletzt 3-mal mit jo 1.5 7 Wasser
gewaschen, iiber moglichst wenig wasserfreiem Natriumsulfat setrocknet und
filtriert.

Der tiefrote, halbfeste Abdampfriickstand dex Unverseifbaren (Vak..
50° Badtemp., Stickstoffatm.) betragt 6 g. Man lost ihn warm in 250 cem
eines Gemisches aus gleichen Anteilen Benzol und Benzin (Ndp. To-os0t),
kiihlt auf 0° und filtriert von ausgeschiedenen Sterinen. Das Filtrat gietht
man auf eine mit Benzin bereitete Saule (4 - 30 ¢m) von Auminiumoxvd
(nach Brockmann, Merck). Beim Entwickeln mit 1 J Renzal erbilt man
die Zonen I bis V und das Filtrat Vi:

" Hohe ‘ Farbe und Entmischunys-

Zone (cm) E probe ) Optizche Schwerpunkte i 0N,
f ;
I, oben | 05 ' braunrot. hypophasisch  51x. 454, 445 my (verwaschene Randeni;
: ! Oxvdationsprodukte
I. unten 5 1.5 rostrot, hypophasisch 5180483, 451 mp: Zeaxanthin
I L2s gelbbraun, S A RIS mu: Ky proxanthin
: vorwiegend epiphasisch
HI . 5 schwach rosa. epiphasisch 586, 504, 474 mpe: Lyveapin
o3 gelbrosa, epiphasisch M2D02, 468 mu bsomerisiertes
. I._\"‘ul)il\“)
\ 10 schwach beigerosa. O34 AT A8 g - Car atin
. epiphasisch
Vi Filtrat  orangerot, epiphisisch 3200 485, 438 w5 Cag tin

PP . . . ) .
. ) Nach Ansiuern der Verscifunssbouse mit halbkongz, Salz<anne Liecn e b odur b
Ausathern 152 ¢ eines Gemisches schon kenstallisicrender Fottaiauren wowm o,
45 O . -
) R. Kuhn u. H. Brockmann, Ztschr, phiv~iol, Chony 206, 11 {u3?



PELY Hul{g.‘ [J‘hg.?‘a'

e __ _________ __J]

Zove ' .unten Das Alkoholeluat liefert beim Einengen 190 mg Zea-
aanthin  tGelbe langrestreckte Blattchen aus Alkchol. Schmp. 204—208°
ikorr. Durch Zufugen: von Benzin zur Mutteriauge steigt die Ausbeute auf
s myg - 26¢, der colorimetrisch bestinmten Menge. P. Karrer und

H. Wehrli2. haben ohne Chromatographie je kg Sanddornbeeren im Mitted
25 my Zeaxanthin, entsprechend 175 mg aus 2 [ Sanddornbeersaft (1 / Saft

~ 3.5 ky Beeren; erhalten

Zone 11: Elution mit methanolhaltigem Benzin. Der Abdampiréckstand
(Vak.. ® Badtemp.. Stickstoff; wird durch wiederholtes Auskochen mit je
- J0—20 cem acetonfreie m Methanol verlustreich von farblosen Begleitern befreit.
Nach 2.maligem Umkrystallisieren aus 2 cem Benzol — 2 cem Methanol
scheiden sich 27 mg i - %.3°, der colorimetrisch ermittelten Menge) Krypto-
xanthin in rechteckigen Tafelchen vom Schmp. 164.5—-166.5° (korr.. eva-
kuiertes Rohrchen) ab. Das Mischchromatogramm mit Kryptoxanthin aus
Physalis Franchetti®) in Benzin an Calciumcarbonat (gefillt, reinst, Merck)
erwies sich als einheitlich. Im Mischchromatogramm mit -Carotin sus Benzin
an Aluminjumoxyd (nach Brockmann, Merck) geht $-Carotin mit Benzol-
Benzin (2:1) rasch quantitativ ins Filtrat. wihrend die braunrote Krypto-
santhinzone nur langsam wandert (gute Unterscheidungsmethode der beiden
spektral sehr ahnlicken Farbstoffe).

Filtrat VI: Wird im Vak. (50° Badtemp.. Stickstoff) zur Treckne ver-
dampft und im Zentrifugenglas unter Stickstoff 5- bis 6-mal mit je 5 com
acetonfreiem Methanol und einmal mit 5 ccm absol. Athanol ausgekocht.
Der tiefrote. kriimelige Riickstand krystallisiert aus Benzol-Methanol®) in
den charakteristischen, beinahe quadratischen Tafeln des g-Carotins. Ausb.
23 mg (= 19.5°, der colorimetrisch ermittelten Menge) vom Schmp. und Misch-
schmp. mit g-Carotin aus Mohren®) 182—183° (korr.. evakuiertes Rahrchen).

Zonen HI bis V: Die hier adsorbierten Farbetoffe konnten wegen des
ungiinstigen Mengenverhaltnisses von Farbetoff xu farblosen Begleitern nicht
zur Krystallisation gebracht werden. AuSer den im Schema der Saule (s. 0.)
angegebenen maximalen Abeorptionen in CS; wurden nach wiederholter
chromatographischer Reinigung weitere zur ldentifizierung gemessen:

Lyvcopin 318, 182, 440 myp in Chloroform*)
502, 471, i44]1) ms in Benzin®)

s.Carotin 503, 471, (443) mg in Chioroform*’)
493, 460.5, 430 mp in Benzin®).

4) Reiniguny und Charakterizierung der Anthocyanfraktion.

Der zur Isolicrung Jer Polvenfarbstoffe mit Renzol erschopfte Zell-
riickstand Jdes Sunddornbeersaftes wird auf dem Dampfbad im Vak. von
restlichen: Losungsmittel hefreit und das nun braune Material ¢-mal mit je
N300 cont Wassor ausgekocht Die leicht getriibten granvioletten Filtrate.
deren letztes wit uberschuss Methanol keine nennenswerte Fallung mehr geben
woll, verset7t 1noos it dens gleichen Vol Methanol und zentrifugiert den dunklen

LA N S PR ST A DRI TRCIIS SN A U (% O I3 % SUI R R
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Niederschlag ab: Nach mehrmaligem Waschen mit Methanol und Trochnen
uber Phosphorpentoxyd 3.4 g schwarzviolettes. korniges. anthocyanhaltiges
Rohprodukt.

Den rohen Farbstoff haben wir in Anlehnung an die Reindarstelling des
Paonins aus Pfingstrosenblitten %) mit 150 cem warmem 29, chlorwasserstoff-
haltigem Methanol behandelt. von harzigen Begleitern filtriert und den tief
rotvioletten Auszug mit dem doppelten Vol. Ather gefallt. Das ausgeschiedene
zahfliissige Ol wird bei mehrtiagigem Stehen in einem Gemisch von 10 cem
Eisessig mit 15 cem 2-proz. methylalkohol. Salzsaure zwar wieder kornig.
1aBt sich aber durch Auskochen mit methylalkohol. Salzsaure nicht weiter
von krystallisationsverhindernden Begleitstoffen reinigen. Beim Abdampfen
des Losungsmittels im Vak. hinterbleiben 640 mg eines violettroten. leicht
hvgroskopischen Stoffs. Siedende 0.5-proz. Salzsaure lat die Hauptmenge
ungelost. Aus dem rotvioletten Filtrat scheiden sich 45 mg Anthocyanin in
amorphen. trocken paprikaroten Flocken ab.

Biologische Priiffung: Mutanten der Grunalge Chlamydomonas,
welche kein Picrocrocin zu spalten vermogen. werden durch eine wiallr. Losung
des so gereinigten Anthocvanins hierzu ebenso veranlafit wie durch nach
R Willstitter und T.J. Nolan3®) aus Paonienbliiten isoliertes. anaiysen-
reines. spezifisch wirkendes Paonin (Paonidin-diglucosid-(3.5) ).

Hydrolyvse: Bei der Hydrolyse des gereinigten. amorphen Antho-
¢vanins mit 20-proz. Salzsiure (3 Min., Siedetemp.) fillt das Aglucon in unein-
heitlichen Krystallen aus. Diese geben die Reaktionen des Paonidins3®),44):
Uncharakteristische, blaBgriinliche Verfarbung mit Eisen (ITI)-chlorid in walr.
oder alkohol. Losung (Fehlen zweier benachbarter Hydroxylgruppen). Leichte
Loslichkeit in verd. Schwefelsiure: loslich in verd. Sodalésung mit zuerst
violetter. dann blauer Farbe (Unterschied von Pelargonidin und Syvringidin).

5) Bestimmung der Carotinoide in Sanddornbeeren.

Unverletzte frische Sanddornbeeren werden zur Neutralisation der Fruchtsiuren
mit festem. wasserfreiem Kaliumcarbonat im Morser zerrieben bis das py 7 betragt
(0.35—0.50 g K,CO, fiir 10 g Beeren). — 5 g der dann braunroten Masse erwarmt man im
Wasserbad (65°. Stickstoff) mit 50 ccm absol. Alkohol, 30 cem Benzol und 10 ccm warm
bereiteter Kalilauge (10 ¢ Kaliumhydroxyd auf 5 cem Wasser). Zur erkaltenden Probe
filgt man 160 cem 50-proz. Alkohol und schiittelt mit je 100 cem eines Benzin (Sdp. 70°
bis 80°)-Benzol-Gemisches (10:1) erschépfend aus, wozu 6—8 Ausziige erforderlich sind.
Die vereinigten Extrakte werden 2-mal mit je 250 cem Wasser, 1-mal mit 350 cem 5-proz.
Kalilauge und 3-mal mit je 350 ccm Wasser gewaschen und iber wenig wasserfreiem
Natriumsulfat im Faltenfilter getrocknet und filtriert. An das Natriumsulfat adsorbierten
Farbstoff 1ost man mit einigen ccm Benzol ab und figt dieses zur Hauptmenge. Der
beim Eindampfen im Vak. (60° Badtemp.. Stickstoff) hinterbiiebene olige Ruckstand des
Unverseifbaren wird in Benzin-Benzol (10: 1) gelost und im MeSkolben auf 25 cem auf
vefullt,

a) Bestimmung von g-Carotin: 10 ccm Farbstofflosung werden auf eine nit
trocknem Benzin (Sdp. 70 - 80%) bereitete Saule (1 - 20 cmy von Aluminiumoxyd inach
Brockmann. Merck) aufeecossen und das J-Carotin durch Nachwaschen mit Benzol-
Benzin (2:1) quantitativ ins Filtrat getriecben. Die ubricen Carotinonde bleiben an der

4 GoM. Robinson us B Rabinson. Biochemio, Journ. 25, 1687 a3l
o Prufung durch Hene Dro FO Mocwu~: vorcl Fubnote $1.
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Saale hanzen. Den Abdampfrackstand des Filtrats (Vak.. 60° Badtemp.) fullt man mit
Benzin osdp. 700 6% nm MeBkolben auf 10 com auf. Colorimetrie gegen den Azobenzol-
~tandard 1 Hellize-Colorimeter nach B Kuhn und H. Brockmann®) oder im
Pulfrich-Photometer nach HoWillstacdt und H. Behrnts-Jensen3!). Gesamt-
fehler der Bestimmung 5 109, 0 Beio der Berechnung ist die Menze des zur Beerenprobe
suvesetzten Kaliumearbonats (als K,O) zu berucksichtigen.,

b) Bestimmunyg von Zeaxanthin und Kryptoxanthin: 10 cem Farbstoff-
iosung gieBt man auf cine mit Benzin (Sdp. 70 80°) bereitete Saule (20 - 1 ¢m) von
(alciumecarbonat (reinst, Merck: bei 1502 getr.) und entwickelt mit trocknem Benzin
bis das Filtrat farblos ablauft. An der Saule von oben nach unten: Braungelbe Doppel-
zone von Oxydationsprodukten: gelbrote Zeaxanthinschicht. Im Filtrat: Kryptoxanthin
i Lycopin. ;-Carotin). fi-Carotin.

Nach Zerschneiden der Saule werden die Zonen der Oxydationsprodukte (ge-
meinsam) und die Zeaxanthinschicht mit Methanol eluiert und die Filtrate zur Trockne
verdampft (Vak., 60° Badtemp.). Man lost die Riickstande je in 15 ccm warmem Benzin
(Sdp. 70—80°), zentrifugiert von geringen, ungefarbten Schwebstoffen ab und fiillt beid-
HldllL im MeBkolben auf je 25 ccm auf. Colorimetrie gegen den Azobenzolstandard nach

K. Kuhn und H. Brockmann?). Gesamtfehler der Bestimmung 15—209,. Die Menge
der Oxykorper wird unter Zugrundelegung des Zeaxanthinfaktors berechnet. Bei der
Auswertung ist die Menge des zur Beerenprobe zugefigten Kaliumcarbonats (als Ky0)
zu beriicksichtigen.

Das Filtrat der Calciumcarbonatsaule wird eingedampft (Vak.. 60° Badtemp.), der
Ruckstand in 5 10 cem trocknem Benzin (Sdp. 70-—80°) aufgenommen und wie bei
der p-Carotinbestimmung beschrieben (vergl. 5a) an Aluminiumoxyd chromatographiert.
Ist das g-Carotin vollstindig ins Filtrat gegangen. so saugt man gerade trocken und trennt
die obere, braunrote Kryptoxanthinschicht von der rosafarbenen Lycopin- und y-Carotin-
haltigen Zone ab. Elution mit Benzol-Methanol (1:1). Nach Absaugen vom :\dsorptmn\»
mittel wird zur Trockne verdampft (Vak., 60° Badtemp.). in 15—20 cem Btnzin (Sdp.
70— 80°) gelost, zentrifugiert und das Kryptoxanthin im MeBkolben auf 20 oder 25 cem
aufgefullt. Colorimetrie gegen den Azobenzolstandard®®) unter Zugrundelegung des von
R. Kuhn und C. Grundmann?®) angegebenen Faktors. Cesamtfehler der Bestimmuny
15 209, Berechnung unter Beriicksichtigung des den Beeren zugefugten Kalium-
carbonats (als K,0).

6; Bestimmung der Carotinoide in Sanddornbeerdicksaft: 5 ¢ gut
durchgeschittelter Saft (dj' 1.060) werden in einer Krystallisierschale iber Phosphor-
pentoxyd im Vakuumexsiceator bei Zimmertemp. bis zur Gewichtskonstanz getroc ‘knet
(60.3 bis 60.7°. Trockensubstanz). Die Extraktion der Farbstoffe geschieht in der von
H.-J. Bielig?) fur die Ermittlung des Carotingehaltes von Mohre ‘n beschriebenen Weise.
Zur Extraktion benutzt man jedoch an Stelle von Benzin, in welchem Zeaxanthin nur
wenig loslich ist. Benzin (Sdp. 70—S0°)-Benzol (10:1).  Aufeefillt wird ebenfalls mit
Benzin-Benzol (10:1). und zwar auf 50 cem.

Den Gehalt an g-Carotin bestimmt man nach 5a (Auffillen zur Messung auf
10 cem). den an den ibrizen Farbstoffen nach 5b: Zeaxanthin (Auffullen auf 25 com),
Kryptoxanthin (Auffillen auf 20 oder 25 com). Lycopin (Auffallen auf 5 cem). Zur
Messung des Lycopins benutzt man den 10-fach konz. Azobenzolstandard ¥¥). Gesamt-
fehler der Bestimmung far A2-Carotin 5 100, fur Lycopin 20 250 fur die ubrizen
Farbstoffe 15 200

7) Bestimmuny des Physaliens im Sanddornbeerdicksaft: 5 com Naft
werden mit festem, trocknem Kalinmearbonat auf py 7 seébracht (Braunfarbung) und nach
. Kuhnund Ho-do Bielig®?) zur Zerlegune von Svinplexen 3 Stdn. im Zentrifugenglas
nit 5 ocem Handelszephirol (1. Go Farben) ceschuttelt. Man zentrifusiert (10 Min..
1000 Unidrehunzen). extrabiert dic uberstehende Losunge und den braunroten Ruckstand

Zi<chrs Vitawnmontorseh 90 S8 11939 R E S FUCNTRE KYE (U
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cetrennt erschopfend mit Benzol und dampft die vereinigten. gewaschenen und durch
Filtrier:  cotrockneten Benzolosungen zur Trockne cin (Vak., 60° Badtemp.). Der in
der ausrei aenden Menge warmen Benzins geloste Ruckstand wird nach den Angaben
von R, Kuhn und H. Brockmann®) gegen $-proz. Methanol entmischt und das ina
Methanol gegangeie freie Zexanthin durch Wasserszusatz in Benzin dbergefithrt. Diese
Benzinlésung engt man im Vak. (60° Badtemp.) ein und fiillt mit Benzin auf 25 cem im
MeBkolben auf.  Colorimetrie vegen  Azobenzoi®) als Zeaxanthin.,  Man zieht
diese Menge von der nach 6) ermittelten Zeaxanthinmenge ab und rechnet “den
Rest auf Physalien’®) um,

135. Ng. Ph. Buu-Hoi und Paul Cagniant: Uber Aminoderivate des
Chaulmoogradls.

{Aus d. Organ.-chem. Laborat. d. Ecole Polvtechnique. Paris.|
{Eingegangen am 18. Juli 1944.)

Im Laufe ihrer Untersuchungen iiber die Pharmakologie einer Reihe von Abkémm-
lingen des Chaulmoograsls konnten R. Adams und scine Mitarbeiter!) zeigen. daB man
bei dieser Kérpergruppe die chemische Konstitution weitgehend verandern kann. ohne
daB die durch Reagensglasversuche crmittelten _.leprociden Eigenschaften dabei voll-
kommen verloren gehen. Das ist besonders der Fall beim N..\NV-Diithyl-chanlmoogryl-
amin (VI), das diese Autoren durch Umsetzen von Chaulmoogryvibromid mit Diathyl-

/\.[(‘H,)...\'H, /"\.[CH,},,.NH,
. i i
I: =11, Il: n - 13.
HI: n= 12.
/N [CHy - NCyHgly 7N -[CHylys. N(CHy)y
P
i H
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amin hergestellt hatten. Das Molckulargewicht und die aligemeine Molekulstruktur
scheinen also fiir die Entfaltung von ..leprociden Eigenschaften wichtiger zu sein als
die Natur der chemischen funktionetlen Gruppen (Carboxyl- bzw. Saureestergruppe, u. a.).
Auch die neueren Erkenntnisse unseres Arbeitskreises?) sowie die Untersuchungen von
Burschkies®) iber Abkémmlinge der vom Chaulmaograd] sich ableitenden Alkohole
bestiatigen diese Ansicht.

Trotz der giinstigen Ergebnisse der Adamschen Reagensglasversuche liegen itber
die therapeutischen Wirkungen von Aminoderivaten des Chaulmoograisls noch keine
Angaben vor. Rein priparativ-chemisch ist bisher cine kleine Anzahl von Vertretern
dieser Kérpergruppe in verschiedenen Abhandlungen beschrichen worden.  AuBer der
Verbindung I beretteten J. Sacks und R, ANdams® das Chaulmoogrylamin mittels
des Gabrielschen Phthalimidverfabrens. Spater cewannen C. Naegeli und 6. Stefa-
nowitseh®) das Homohydnocarpabomin 1L el Curtius<chen Abbau des Chaul-
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