Volumen xLvi, Fasciculus vi (1963) — No. 265 2411

265. Beitrige zur -Chemie der pflanzlichen Plastiden
3. Mitteilung?)

Uber das Vorkommen von Lutein-3-linolenat in gelben Herbstblittern
von Acer platanoides (L.)
von W, Eichenberger und E. C. Grob
(26. VIIL. 63)

Die Carotinoide gelber Herbstblitter von Acer platanoides bestehen zum gréssten
Teil aus Estern von Xanthophyllen, insbesondere solchen des Luteins (Xantho-
phyll)1)2). Wir wir kiirzlich zeigen konnten, liegt dieses als Mono-, wic auch als Diester
vor?). Bei den Luteinmonoestern sind, da ein «- und ein f-Iononring vorhanden ist,
prinzipiell 2 isomere Monoester méglich. Der eine, Lutein-3-ester, besitzt eine freie
allylstindige Hydroxylgruppe, wihrend der Lutein-3’-ester eine freie, nicht allyl-
stindige Hydroxylgruppe enthilt. Am Monoester, den wir auf Grund seiner Lage im
Diinnschichtchromatogramm als Zone 8 bezeichneten, haben wir die Sdurekompo-
nente niher untersucht. Ihre Stellung am Lutein wurde indirekt aus derjenigen der
noch freien Hydroxylgruppe bestimmt. Da diese allylstdndig sein konnte, wurde zu
ihrer Charakterisierung eine kiirzlich von GrRos & PFLUGSHAUPT?) gefundene Reak-
tion herangezogen. Bei dieser werden allylstindige freie Hydroxylgruppen durch
HCl-haltige Alkohole verdthert, wihrend nicht allylstindige nicht reagieren. Da die
Veritherung eine betriichtliche Verminderung der Polaritat zur Folge hat, kann sie
leicht im Diinnschichtchromatogramm verfolgt werden.
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Fig. 1. Luteinmonoester (Zone 8) aus Acer platanoides und seine Veritherungs- und
Verseifungsprodukte

Diinnschichtchromatogramm auf Kiesclgel G mit Petroldther-Benzol-Athanol 10:2:1

1y 2. Mitteilung: W. EICHENBERGER & E. C. GroB, Helv. 45, 1556 (1962).
2) W. EicHENBERGER & E. C. Gros, Helv. 45, 974 (1962).
3) E.C.GroB & R. P. PFrLuGsHAUPT, Helv. 45, 1592 (1962).
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1. Stellung der Estergruppe. Bei der Behandlung von Zone 8 mit HCl-haltigem
Athanol entstand bereits nach kurzer Zeit in guter Ausbeute ein einheitliches Pro-
dukt. Wie Figur 1 zeigt, verhilt es sich im Diinnschichtchromatogramm wie ein
Carotinoid ohne freie Hydroxylgruppe. Diese Umwandlung ist nur moglich, wenn die
freie Hydroxylgruppe von Zone 8 allylstindig ist. Fur die Estergruppe kommt des-
halb nur noch die 3-Stellung (am §-Iononring) in Frage.

Die Reaktionsméglichkeiten der Luteinmonoester sind in einem Schema veran-
schaulicht. Darin sind die Verseifungsreaktionen in waagrechter und die Verdthe-
rungsreaktionen in senkrechter Richtung dargestellt. Die Veratherung des Lutein-3-
esters (I) fithrt zu IV, das keine freie Hydroxylgruppe mehr besitzt und deshalb im
Chromatogramm nahe der Front laufen muss. Durch Verseifung von IV gelangt man
zu V, dem Lutein-3'-dthyldther. Dabei muss die neu freigesetzte Hydroxylgruppe
eine Verringerung des Rf-Wertes zur Folge haben. Wenn diese Gruppe am f-Ionon-
ring sitzt (nicht allylstindig), kann V nicht in VII, den Lutein-3,3’-didthyldther,
iibergefithrt werden. Auch sollte infolge der Bestindigkeit der schon bestehenden
Athergruppe V nicht mehr in II riickfiihrbar sein.

Die Experimente haben die Richtigkeit dieser Uberlegungen voll bestiitigt. Da die
Veriatherung von Lutein (IT) zum Lutein-3'-4thyldther (V) leicht gelingt?3), haben wir
diesen nach der Reaktionsfolge I - IT — V hergestellt und mit dem Endprodukt aus
der Reaktionsfolge I > IV >V verglichen. Wie Figur 2 zeigt, stimmen die IR.-
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Fig. 2. IR.-Absorptionsspektven von Lutein-3'-dthylither in CSy, o = 1 mm
a) aus Lutein-3-ester durch Veritherung und nachfolgende Verseifung; b) aus Lutein durch
Veratherung
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Absorptionsspektren vollkommen iiberein und beweisen damit die Identitdt der bei-
den Produkte.

Wie Tabelle 1 zeigt, dndert sich die Lage der Absorptionsmaxima wihrend dieser
Reaktionen praktisch nicht, was darauf hinweist, dass das Doppelbindungssystem
des Luteins nicht beeintrichtigt wird. Der kristallin erhaltene Lutein-3'-dthyliather
enthilt esne Athoxylgruppe (nach ZEISEL bestimmt).

Tabelle 1. Absovptionsmaxima des Luteinmonoesters (Zone 8) aus Acer platanoides
und seinev Vevithevungs- und Verseifungsprodukte

Zone § Zone 8 Zone 8 Zone 8
verseift veridthert verathert und verseift
I 1T v A%
Absorptions- 473,5 475 474,5 472
maxima {mg) 445 446 445,5 444
in Athanol 422 423,5 423

Damit ist der Beweis erbracht, dass es sich beim untersuchten Herbstcarotinoid
um ein am B-Tononring verestertes Lutein (Lutein-3-ester) handelt.

Im Chromatogramm der Herbstpigmente lduft hinter Zone 8 die Zone 7, die
wahrscheinlich einen Lutein-3’-ester enthilt. Im Vergleich mit Zone 8 ist sie ca.
viermal weniger intensiv. Trotz der etwas rotlicheren Farbung liegt die Absorption,
wie Tab. 2 zeigt, nur wenig lingerwellig.

Tabelle 2. Absorptionsmaxima von Zone 7 und thven Vevseifungsprodukten

Zone 7 Zomne 7, verscift

Reaktionsprodukt unverseifter Riickstand

111 11
Absorptions-
maxima (mgu) 475,5 474 476
in Athanol 449,5 446 449,5

Bei der Verseifung bildet sich Lutein, doch bleibt ein Riickstand, der durch eine
Nachverseifung nicht weiter verdndert wird. Die Absorptionskurve des Riickstandes,
verglichen mit der des Ausgangsproduktes, besitzt zwar nur wenig lingerwellige
Maxima, aber eine andere Gestalt. Dies deutet darauf hin, dass Zone 7 nicht einheit-
lich ist. Da bei Behandlung mit HCl-haltigem Athanol keine Verinderung eintritt,
sind freie allylstindige Hydroxylgruppen abwesend. Diese Eigenschaft und das chro-
matographische Verhalten entsprechen den mutmasslichen Eigenschaften eines Lu-
tein-3’-esters. Die Verseifung verlduft allerdings langsamer als beim Lutein-3-ester,
was mit der Allylstellung der Estergruppe in Zusammenhang zu stehen scheint. Zur
Orientierung wurde Luteindiester, der aus Herbstbldttern gewonnen wurde, verseift
und dabei die Menge der als Zwischenprodukte anfallenden Monoester beobachtet.
Dabei tiberwog die Menge des nicht verdtherbaren Produkts (Lutein-3'-ester), was
auf eine erhéhte Bestidndigkeit der allylstindigen Estergruppe hindeutet und mit den
Beobachtungen an Zone 7 iibereinstimmt. Wir sind im Begriffe, diese Befunde an
synthetischen Diestern noch zu {iberpriifen.

2. Art der Siuvekomponente. Die Verdtherung der freien Hydroxylgruppe des
Lutein-3-esters verdndert spezifisch seine chromatographischen Eigenschaften und
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erleichtert damit seine Abtrennung von den Begleitstoffen. Deshalb wurde der durch
chromatographische Trennung erhaltene Lutein-3-ester zuerst mit HCl-haltigem
Athanol verithert und dann erneut chromatographiert. Der Anteil des Farbstoff-
alkohols im Trockenriickstand der Hauptzone betrug ungefihr die Héilfte. Diese
Bestimmung war in guter Niherung photometrisch méglich, da sich die spez. Extink-
tion des Luteins bei der Veresterung nicht wesentlich dndert.

Anschliessend wurde die Sdaurekomponente durch Umesterung abgespalten. Der
Ablauf dieser Reaktion wurde im Diinnschichtchromatogramm verfolgt. Dabei ver-
schwand der Fleck des Lutein-3-ester-3’-dthylathers sehr rasch unter gleichzeitiger
Entstehung der typischen Zone des Lutein-3’-dthyldthers. Nach fast volligem Ver-
schwinden des Ausgangsproduktes wurde das Gemisch chromatographiert. Die
Methylester der Fettsduren wurden durchgespiilt und gaschromatographisch unter-
sucht. Vergleicht man das entsprechende Chromatogramm (Fig. 3b) mit dem eines
Testgemisches (Fig. 3a), so ist sofort ersichtlich, dass das unbekannte Gemisch zur
Hauptsache Linolensdure enthilt, neben geringeren Mengen einer nicht identifi-
zierten Sdure S und Palmitinsdure. Die Spuren der {ibrigen, nicht identifizierten
Sauren stammen vermutlich aus noch vorhandenen Verunreinigungen. Durch Plani-
metrierung der Kurven ldsst sich in erster Ndherung das Verhiltnis der einzelnen
Komponenten zueinander bestimmen (s. Tab. 3).

Tabelle 3. Awnteile dev einzelnen Haupthomponenten im Gewmisch dev
Fettsduremethylester aus dem Farbstoff aus Zone 8

Sidure Linolensdure Saure S Palmitinsdure

Menge mg (%) 13,2 (63%) 5,3 (25%). 1,4 (7%)

Um abzukldren, welche dieser Sduren tatsichlich den Farbstoff der Zone 8 bildet,
wurde die zur einseitigen Veresterung des Luteins theoretisch nétige Sduremenge
berechnet und mit der Menge der einzelnen Komponenten verglichen. Es zeigte sich,
dass einzig Linolensdure in geniigender Menge vorhanden ist, um den isolierten
Monoester zu bilden. Darauf hin weist auch, dass mit steigendem Reinheitsgrad der
Anteil an Linolensdure zunimmt.

Aus diesen Ergebnissen diirfen wir schliessen, dass das untersuchte Herbstcaro-
tinoid aus Acer platanoides aus Lutein-3-linolenat besteht. Die Sdurekomponente des
vermuteten Lutein-3'-esters ist noch nicht ndher untersucht.

Das Vorkommen von Lutein-3-linolenat als Naturprodukt ist in verschiedener
Hinsicht interessant. Der Nachweis der Fettsiure zeigt von neuem eindriicklich, dass
in den Herbstblittern Xanthophylle mit Fettsduren verkniipft vorliegen. Die Ver-
esterung kann dabei auch eine partielle sein und, wie im Fall des Luteins, zu Mono-
estern fithren. Die Luteinester, z. B. deren bekanntester Vertreter, das Dipalmitat
(Helenien) 4), enthalten zumeist gesdttigte Fettsduren. Ungesittigte, wie sie etwa im
Capsanthindioleat %) auftreten, scheinen in Luteinestern bisher nicht gefunden worden
zu sein. Da nach neueren Arbeiten die Linolensdure in den Lipiden der Chloroplasten
allgemein reichlich vertreten ist®), wird zu priifen sein, ob dies auch fiir unsere Ver-
4) R. KUunN & A. WINTERSTEIN, Naturwiss. 78, 754 (1930).

% L. ZECHMEISTER & L. CHOLNOKY, Liebigs Ann. Chem. 457, 197 (1931).

¢) H. DeBuUCH, Z. Naturforsch. 76b, 246, 561 (1961); F. T. WorF, J. G. CoNigL1o & J. T. Davis,
Plant Physicl. 37, 83 (1962).
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suchspflanze, Acer platanoides, zutrifft. Uberdies stelit sich die Frage, ob die Linolen-
siure unseres Farbstoffes aus den Chloroplasten stammt, oder ob sie bei der Umwand-
lung derselben in Herbstchromoplasten neu gebildet wird. Méglicherweise besteht
zwischen dem Auftreten der Linolensiure und der seit langem bekannten Bildung
grosser Mengen fett- und wachsartiger Substanzen in Herbstblittern ein Zusammen-
hang.
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Fig. 3. Gas-Chromatogramme dev Fettsauremethylestey
a) Testgemisch von Palmitin-, Stearin-, Ol-, Linol- und Linolensiure-ester (PERKIN-ELMER);
b) Fettsiuremethylester ans dem Farbstoff; c¢) Mischung von a) und b)

Experimentelles. — a) Aureicherung des Lutein-3-linolenats: Frisch gepfliickte, gelbe Blitter
von Acer platanoides wurden nacheinander mit Alkohol, Aceton und Ather extrahiert. Die ver-
einigten Extrakte wurden in Petrolither iibergefiihrt und an Aluminiumoxid (desaktiviert) mit
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Petrolither-Ather-Gemischen (bis zum Verhiltnis 5:1) chromatographiert. Die gebildeten Zonen
wurden mit Aceton eluiert und im Diinnschichtchromatogramm untersucht.

b}y Verdtherung: Das Eluat der Hauptzone wurde im Vakuum eingedampft und nach Ver-
drangen der Luft durch Stickstoff mit 30 ml N/100 HCI in Athanol versctzt. Der Verlauf der
Reaktion wurde im Diinnschichtchromatogramm verfolgt. Nach 3 Std. wurden zur Abstumpfung
der Salzsdure 50 ml einer 2-proz. Kaliumcarbonatlésung zugesetzt, dann der Farbstoff mit Ather
ausgeschiittelt, in Petrolither iibergefiihrt und mit Petroldther-Ather 50:1 an Aluminiumoxid
chromatographiert. Die Hauptzonc crgab nach Eluieren mit Aceton und Eindampfen einen Riick-
stand von 59 mg, der laut photometrischer Bestimmung (£19, fiir Lutein = 25407) 23 mg Lutein
cnthielt. Die Verdtherung des Luteins erfolgte in gleicher Weise. Zum Chromatographieren wurde
das Petrolather-Ather-Verhdltnis auf 1:1 gesteigert. Der Lutein-3’-dthylather konnte aus Benzol-
Methanol kristallisiert wurden.

c) Verseifung des Lutein-3-ester-3'-dthylithers zum Lutein-3'~dthyldther: 46 mg Farbstoff wur-
den in 30 ml Ather gelsst und mit 5 ml einer Lésung von 5 g Natrium in 100 ml Methanol versetzt.
Nach 2 Std. Stehen bei Raumtemperatur war die Reaktion beendet. Die Base wurde mit Wasser
ausgeschiittelt. Die Atherphase ergab einen Riickstand von 61 mg. Zur Gewinnung der bei der
Umesterung allfillig entstandenen ireien Sauren wurde die wésserige Phase mit 58 H,SO, ange-
sducrt und dreimal mit Ather ausgeschiittelt. Der Riickstand aus der Atherlosung betrug 2 mg.
Der Farbstoff wurde an Aluminiumoxid mit Petroldther mit Atherzusitzen bis zum Verhiltnis
1:1 chromatographiert. Aus dem schwach gelb gefirbten Durchlauf wurden 21 mg Riickstand
erhalten. Durch Eluieren mit Aceton wurden anschliessend aus der Siule 29 mg Farbstoff erhalten,
der aus Benzol-Methanol umkristallisiert wurde.

d) Gas-Chromatographie der Fettsaure-methylesier: Gas-Chromatograph: PyE-ARrRcoN. Siule:
Celit 100/120 mesh (PvE) mit 59, Polyithylenglycoladipat (Pve). T = 200°. Stromungsge-
schwindigkeit: 10 ml Argon in 20,7 s. Detektorspannung 1500 V. Papiervortrieb 45 inch/h. Test-
gemisch: PERxIN-ELMER Nr. 1, bestehend aus gleichen Teilen von Palmitin-, Stearin-, Ol-,
Linol- und Linolensdure-methylester. 35 mg Gemisch wurden mit 80 ul Benzol p. a. « MERCK»
verdiinnt und davon 0,1 ul auf die Sdule gegeben. Methylester der unbekannten Fettsiuren:
21 mg Trockenriickstand wurden in 150 ul Benzol p. a. «MERCK» gel6st und davon 0,1 ul chroma-
tographiert. Die Fliche unter der Kurve wurde gravimetrisch bestimmt.

e) Absorptionsspektren: Im Sichtbaren aufgenommen mit BECkMAN Spektrophotometer D K-
2A; im IR. aufgenommen mit PERKIN-ELMER Infracord.

f) Diinnschichtchromatographie: Auf Kieselgel G-Schichten, Entwicklung mit Petrolather-
Renzol-Athanol 10:2:1.

g) Bestimmung der Athoxygruppe: Apparatur und Ausfithrung nach ZEIsEL. Der Lutein-3’-
athylather wurde vorgingig 5 Std. im Hochvakuum getrocknet. Zwei Bestimmungen mit Ein-
waagen von 14,9 und 23,5 mg ergaben 0,98 und 0,83 Athoxygruppen pro Molekel.

ZUSAMMENFASSUNG

Unter den Carotinoiden gelber Herbstblatter von Acer platanoides wurde Lutein-
3-linolenat gefunden. Die Stellung der Estergruppe wurde durch Veridtherung der
noch freien allylstindigen Hydroxylgruppe nach GrRop & PFLUGSHAUPT?) bestimmt.
Die Sdurekomponente wurde in Form des Methylesters gas-chromatographisch iden-
tifiziert. Es bestehen gute Hinweise dafiir, dass in diesen Herbstblidttern auch ein
Lutein-3'-ester zugegen ist, dessen Fettsdurekomponente allerdings noch nicht be-
kannt ist.

Diese Arbeit wurde durch den SCHWEIz. NATIONALFONDS unterstiitzt. Ausserdem danken wir
der Firma F. HorFManN-La RocHE in Basel fiir ihre stets bereitwillige Mitwirkung. Herrn Dr.
ArM vom Institut fiir organischc Chemie danken wir fiir seine Mithilfe bei der Gas-chromatogra-
phie. Frau I. FrRe! danken wir fiir die Aufnahme der Absorptionsspektren.

Institut fur organische Chemie der Universitdt Bern

Bd. III, S. 273, Springer-Verlag, Berlin 1955.
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