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122. Uber die Phytoxanthine der Lowenzahnbliiten. Flavoxanthin
von P. Karrer und J. Rutsehmann.
(23. VII. 42.)

Die Carotinoide der Lowenzahnbliiten (Taraxacum officinale)
sind schon wiederholt untersucht worden. Palmerl) wics darin spek-
troskopisch neben Carotin mindestens drei Phytoxanthine nach, von
denen eines in alkoholischer Losung mit Salzsfure Blaufirbung
zeigte. Vermutlich dieser letztere Hinweis bewog Zechmeister?) zu der
Annahme, dass unter diesen Phytoxanthinen auch Viclaxanthin ent-
halten ist, das sich bekanntlich in konz. wisseriger Salzsdure blau
farbt. Die Isolierung eines Phytoxanthins aus den Bliiten gelang
erstmals 19303); es war Xanthophyll, mit dem Carotinoid aus griinen
Bliattern identisch. Durch Anwendung des chromatographischen
Reinigungsverfahrens erhielten E. Kuhn und Lederer?) spiter aus
dem rohen Carotinoidgemisch neben Xanthophyll einen zweiten
Farbstoff, das Taraxanthin, dem die Formel C,,H;,0, zukommdt.

In der Absicht, das letztgenannte Pigment herzustellen, haben
wir 103000 Lowenzahnbliiten, Ernte 1942, verarbeitet. Die Bliiten
wurden in der Ndhe von Ziirich und im Kanton Aargau gesammelt
und frisch extrahiert. Zu unserer Uberraschung konnten wir aber
in diesem Material keine nachweisbare Menge Taraxanthin fest-
stellen, dagegen neben Xanthophyll relativ viel Flavoxanthin.
Man wird daher annehmen miissen, dass unsere Léwenzahnbliiten
einer anderen Varietit von Taraxzacum entstammen als die von
Kuhn und Lederer untersuchten oder dass die Umweltsbedingungen
der Pflanzen verschiedene Einfliisse auf die Zusammensetzung des
Carotinoidgemisches ausiibten. Nach dieser Feststellung ist voraus-
zusehen, dass Natur und Mischungsverhiltnis von Carotinoiden auch
in anderen Pflanzen gelegentlich variieren werden.

Flavoxanthin ist erstmals in den Bliiten des scharfen Hahnen-
fusses (Ranunculus acer) aufgefunden worden®); nach qualitativen
Versuchen soll es auch im Frithlingskreuzkraut (Senecio vernalis)
auftreten, sonst aber wenig verbreitet sein. Es scheint aber, dass es
doeh hiufiger vorkommt als man bisher glaubte, denn wir konnten
es nicht nur aus Lowenzahnbliiten, sondern auch aus gelben Stief-
miitterchen (Viola tricolor) isolieren.

1) L. S. Palmer, Carotinoids and related Pigments, New York 1922, S.70.

2y L. Zechmeister, Carotinoide, Berlin 1934, S. 208.

*y P. Karrer und Selomon, Helv. 13, 1063 (1930).
)
)

%) Z. physiol. Ch. 200, 108 (1931).
%) Kuln und Bmcknzann, Z. physiol. Ch. 213, 192 (1932)
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Das Flavoxanthinpriparat aus Lowenzahn stimmt in allen
wesentlichen Eigenschaften mit den Angaben iiberein, die iiber Flavo-
xanthin aus Ranunculus acer vorliegen. Nur beziiglich des Methanol-
gehaltes der aus Methylalkohol umkrystallisierten Priparate besteht
eine Abweichung, indem es uns ohne Miihe gelang, die Priaparate
durch 1%5-stiindiges Trocknen im Hochvakuum bei 100° von allem
Methanol zu befreien, wihrend Kuhn und Lederer nach dem Trocknen
immer noch einen kleinen Methoxylgehalt fanden.

Flavoxanthin enthilt nach Kuhkn und Lederer 3 Hydroxyl-
gruppen und 11 Doppelbindungen; demnach sind 2 Kohlenstoff-
ringe vorhanden. Diese Angaben kiénnen wir bestitigen.

Um weiteren Einblick in die Konstitution der Verbindung zu er-
halten, haben wir sie in Pyridin mit Essigsdure-anhydrid bei 95° acety-
liert. Dabei bildete sich das gut krystallisierte Diacetat (Smp. 1579).
Ein Hydroxyl im Flavoxanthin ist somit nicht acetylierbar und
diirfte daher tertidren Charakter besitzen.

Zu einem oxydativen Abbau des Flavoxanthins reichte die uns
bisher zur Verfiigung stehende Menge nicht aus. Da die Verbindung
aber 2 Kohlenstoffringe enthilt, darf wohl mit grosser Wahrschein-
lichkeit angenommen werden, dass sie der Carotinreihe angehort. Die
langwelligen Absorptionsbanden (in Schwefelkohlenstoff 479, 449,
420 my) sind nur mit einer Konjugation von 9 Doppelbindungen in
Einklang zu bringen (bei 11 konjugierten Athylenbindungen in der
Carotinmolekel liegt die langwelligste Bande in Schwefelkohlenstofi-
losung bei 521 my, bei 10 konjugierten Doppelbindungen bei 499 bis
500 my). Von den im Flavoxanthin nachgewiesenen 11 Doppelbin-
dungen miissen daher 2 ausserhalb der Konjugation der iibrigen lie-
gen. Auf Grund unserer bisherigen Kenntnisse von der Konstitution
von Carotinoiden erscheint die wahrscheinlichste Verteilung von 9
konjugierten und 2 isolierten Doppelbindungen im Kohlenwasser-
stoff, der dem Flavoxanthin zu Grunde liegt, folgende:
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Beziiglich der moglichen Stellungen der Hydroxyle im Flavo-
xanthin kann man folgende Uberlegungen machen: 2 besitzen nicht
tertidren Charakter; es diirfte am wahrscheinlichsten sein, dass sie
dieselbe Stellung in der Molekel einnehmen wie diejenigen im Xan-
thophyll, Zeaxanthin und die Oxogruppen im Rhodoxanthin, d. h.
die Stellungen 3 und 3’. Fiir die Plazierung des dritten tertifiren
Hydroxyls des Flavoxanthins steht in der vorstehenden Formel ein
einziges tertiires C-Atom zur Verfiigung, ndmlich Stellung 6 (bzw. 6).
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Die tertiiiren C-Atome in der aliphatischen Kette kommen als Sitz
einer Hydroxylgruppe nicht in Betracht, weil sonst Flavoxanthin
Enol-Eigenschaften haben miisste. Man kann daher fiir Flavoxanthin
das Strukturbild IV in Betracht ziehen, das natiirlich noch durch
weitere Abbauversuche gestiitzt werden muss.

Uber die Bildung des Flavoxanthins konnte man sich auf Grund
der Formel IV folgende Vorstellung machen: Das Pigment tritt in
der Pflanze zusammen mit Xanthophyll (II) auf. Wenn letzteres
an der g-Jonon-Kohlenstoff-Doppelbindung oxydiert wird, kann
eine Tetraoxyverbindung I1T entstehen, welche durch Verlust von
Wasser (tertidgres Hydroxyl!)in das Trioxyderivat IV (Flavoxanthin ?)
iibergeht. Es ist durch zahlreiche Versuche an «-Carotin und Xan-
thophyll bewiesen, dass die Oxydation dieser Verbindungen vor-
zugsweise am f-Jononkohlenstoffring, nicht am «-Jononring ein-
setzt, wie dies auch in unserer Hypothese der Flavoxanthinbildung
der Fall ist:
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Die vorstehende hypothetische Flavoxanthinformel konnte
alle bis jetzt bekannten Eigenschaften dieser Verbindung erkliren.
Sie soll nach Beschaffung von neuem Material weiter gepriift werden.

Flavoxanthin gibt mit 25-proz. wisseriger Siure eine wenn auch
nicht sehr lange bestindige Blaufirbung?!). Die von Palmer?) an den
Carotinoiden aus Lowenzahnbliiten beobachtete blaue Farbreaktion
mit Salzsdure wird daher vermutlich auf den Flavoxanthingehalt
zuriickzufiihren sein und nicht auf Violaxanthin, fiir dessen Vor-
kommen in diesen Bliiten bisher keine Anhaltspunkte vorliegen.

1) Z. physiol. Ch. 200, 108 (1931).
2y Le.
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Experimenteller Teil.
Extraktion der Farbstoffe.

Die abgeschnittenen gelben Kronblitter der frisch gepfliickten
Lowenzahnbliiten wurden getrocknet und nachher zerrieben. 1,5 kg
dieses Bliitenmehls tibergossen wir mit 8 Liter einer Mischung von
Petrolither und Aceton (1:1) und liessen die Masse 3 Tage unter
Kohlendioxyd in verschlossener Flasche stehen. Hierauf wurde die
dunkelgelbe Liosung abgenutscht, der Riickstand ein zweites Mal in
gleicher Weise extrahiert. Dann erfolgte Entmischung der Ausziige
durch Wasserzusatz; durch mehrmaliges Ausschiitteln der Petrol-
atherschicht mit Wasser liess sich diese von Aceton befreien.

Da das pflanzliche Material nach dieser Behandlung noch bedeu-
tende Mengen von Farbstoff zu enthalten schien, haben wir es im
Extraktionsapparat mit Petrolidther erschopfend extrahiert. Einem
zweiten Ansatz von 1,5 kg Lowenzahnbliiten wurden hierauf die
Carotinoide durch 20-stlindige Petroldther-Extraktion direkt ent-
zogen. Die so gewonnenen Ausziige wurden zusammen auf 8 Liter
eingeengt und mit 1200 c¢m? 12-proz. alkoholischer Kalilauge bei
Zimmertemperatur verseift. Die Einwirkung der Lauge dauerte
16 Stunden. Bei der Entmischung mit Wasser ging der grosste Teil
der Farbstoffe in die Alkoholschicht. Diese engten wir hierauf im
Vakuum so weit ein, als es das starke Schiumen zuliess. Hierauf
wurden sie ausgeithert, der Atherauszug mit Wasser alkalifrei ge-
waschen und der Ather abdestilliert. Es blieb ein dunkelrotes Harz
zuriick, das sich durch zweimaliges Abdampfen mit Benzol von Al-
kohol vollstindig befreien liess.

Das so gewonnene Rohprodukt wurde in Benzol gelost und an
zwel Siulen von Aluminiumoxyd adsorbiert (Durchmesser der Ad-
sorptionsschicht 4 em, Hohe 40 ¢m). Fiir die Entwicklung des Chro-
matogramms wurden zundchst je 2 Liter Benzol, hierauf 2 Liter
einer Mischung von Benzol und Ather (1:1) verwendet. Nach der
Entwicklung enthielten die Adsorptionssiulen eine ca. 25 cm lange,
von oben nach unten an Farbstirke zunehmende gelbe Zone, die
ohne Trennung mit heissem Methanol eluiert wurde. Beim starken
Einengen der Methanolextrakte krystallisierte das rohe Farbstoff-
gemisch aus. Die Mutterlaugen, aus denen eine weitere Krystallisa-
tion nicht mehr zu erzielen war, haben wir eingedampft und die
Riickstiande aus Benzol-Lésung in analoger Weise in einer Aluminium-
oxyd-Siule gereinigt. Nach mehrmaligen Wiederholungen dieser
Operation hatten wir 860 mg krystallisierten Farbstoff in Hénden,
der hauptsichlich aus Xanthophyll und Flavoxanthin bestand.

Trennung der Carotinoide.
Die Trennung des Carotinoid-Gemisches in seine Bestandteile
geschah in folgender Weise:
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Durch Krystallisation aus Methanol wurde eine Fraktion er-
halten, die zum grossten Teil aus Xanthophyll bestand, wihrend
die Mutterlauge, wie der Spektralbefund zeigte, hauptsichlich
Flavoxanthin enthielt. Die Mutterlauge wurde daher eingedampft,
der Riickstand in Benzol gelost und diese Losung in einer Zink-
carbonat-Siule chromatographiert. Flavoxanthin wird von Zink-
carbonat etwas stirker absorbiert als Xanthophyll. Die oberen Ad-
sorptionsschichten des Chromatogramms erwiesen sich daher nach
der Elution und Krystallisation spektroskopisch als reines Flavo-
xanthin, Aber auch aus den krystallisierten Xanthophyll-Fraktionen
konnte durch Chromatographierung an Zinkcarbonat (Benzol-Lo-
sung) eine weitere Menge Flavoxanthin aus den oberen Adsorptions-
schichten abgetrennt werden. Rohausbeute an Methanol-haltigem
krystallisiertem Flavoxanthin: ca. 160 mg.

Dieser Farbstoff wurde hierauf in Benzol gelost, die Benzollosung
mit destilliertem Wasser mehrmals ausgeschiittelt, hierauf im Vakuum
zur Trockene verdampft und der Riickstand nochmals aus Methanol
krystallisiert. Nach dem Trocknen bei 100° im Vakuum von 0,02 mm
betrug die Ausbeute an Methanol-freiem reinstem Flavoxanthin
80 mg.

Smp. im evakuierten Rohrchen 178° (unkorr.).

CyH,;0, Ber. C 82,14 H 9,62 akt. H. 0,519
Gef. ,, 82,22 ,, 981 ,, ,, 0,489%
Das Priparat war methoxylfrei.

Die Absorptionsbanden in Schwefelkohlenstoff lagen bei 479,
449 und 420 my, in Petrolither und Methanol bei 450 und 421 my.
Der Farbstoff zeigte beim Schiitteln der &dtherischen Losung mit
25-proz. wisseriger Salzsdure blaue Firbung, die indessen weniger
intensiv als diejenige des Violaxanthins ist.

Bei der Mikrohydrierung unseres Flavoxanthin-Priparates wur-
den etwas mehr als 11 Mol Wasserstoff aufgenommen.

Diacetyl-flavoxanthin.

25 mg Flavoxanthin wurden in 1,5 cm3 reinstem Pyridin gelost
und mit 200 mg Essigsdure-anhydrid wihrend 45 Minuten auf dem
Wasserbad erhitzt. Dann verdinnte man die Lésung mit 10 cm3
Ather und schiittelte die Atherschicht mehrmals mit Wasser aus.
Nach dem Verdampfen des Loésungsmittels des dtherischen Auszuges
wurde das gebildete Diacetyl-flavoxanthin zweimal aus Methanol
umkrystallisiert und hernach unter 0,02 mm bei 100° getrocknet.
Es bildet glinzende orange-rote Blittchen, die im evakuierten Rohr-
chen bei 157° (unkorr.) schmolzen. Ausbeute 12 mg.

O H;0s Ber. C 78,98 H 9,049
Gef. ,, 78,89 ,, 9,189,
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Fiir Flavoxanthin-monoacetat berechnen sich: C 80,45, H 9,33 9.
Fiir Flavoxanthin-triacetat wiren die entsprechenden Werte: C 77,62,
H 8,329%.

Die Analyse spricht somit eindeutig fiir das Vorliegen des Di-
acetats. Eine zweite Acetylierung von Flavoxanthin ergab ein Diace-
tat, das nach Eigenschaften und Analyse genau mit der Verbindung
der ersten Herstellung iibereinstimmte. '

Dass das Acetylierungsprodukt des Flavoxanthins ein freies
Hydroxyl enthilt, geht weiterhin aus dem positiven Ausfall der
Zerewitinoff-Bestimmung hervor und ferner aus dem Verteilungs-
quotienten der Substanz im Methanol-Petrolither-Gemisch. Verteilt
man die Verbindung zwischen Petroldther und 90-proz. Methanol,
so werden beide Schichten annahernd gleich stark angefarbt.

Zirich, Chemisches Institut der Universitit.

128. Weitere Versuche iiber die Einwirkung von Fermenten
auf «, ¢'-Imino-dicarbonséiuren
von P. Karrer und R. Appenzeller.
(25. VII. 42.)

In Fortfithrung fritherer Versuche!) haben wir weitere «,«’-Imino-
dicarbonsduren hergestellt und ihr Verhalten gegen die d-Aminoséiure-
oxydase und {-Aminosiure-oxydase aus frischemy Leber- und Nieren-
brei untersucht. Die betreffenden Verbindungen sind die folgenden:

1) Racemischea, «’'-Imino-isocapronsiure-propionsau-
re (Formel I), dargestellt aus d,{-Leucin und d,{-«-Brompropionsiure,
entsprechend folgender Reaktionsgleichung:

H,C CH, H,C CH,
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2) (+) o, a’-Imino-Il-capronsiure-propionsiure (Formel
I), erhalten aus (—){-Leucin und [l-«-Brompropionsdure. In dieser
Verbindung ist die Konfiguration des asymmetrischen C-Atoms, das
dem Propionsiurerest angehort, unbekannt.

3) «,’-Imino-l-capronsidure-propionsiure (Formel I) er-
halten aus ( —) l-Leucin und d-«-Brompropionsdure. Diese Siure liess

1) P. Karrer und R. Appenzeller, Helv. 25, 595 (1942),





