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A Further, Now Successful Search for 3’-Epilutein in Plants

The 3’-epilutein, an extremely rare carotenoid, found till now in only one plant, was detected in anthers of
flowers of several roses and in those of peonies.

Das 3’-Epilutein (1) ist im Pflanzenreich bisher erst in Bliiten von Caltha palustris
(Sumpfdotterblume) entdeckt worden [2] [3]. Es wird dort begleitet von 3’,0 -Didehydro-
lutein (2) und Lutein (3) [4], was darauf hinweist, dass seine Bildung auf einen Dehydrie-
rungs- und (nicht-stereospezifischen) Reduktionsprozess am allylischen OH—C(3) zu-
riickzufithren ist. Im Tierreich ist 1 erstmals im Goldfisch (Carassius auratus) aufgefun-
den worden [5]. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass 1 und weitere Stereoisomere
in Tieren weitverbreitet vorkommen [6].
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Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen iiber die Struktur und Zusammen-
setzung der Carotinoide in Rosenbliiten [7] interessierte uns auch eine Analyse der in
Antheren enthaltenen Carotinoide. Wir haben ndmlich vor kurzem zeigen kénnen, dass
erhebliche qualitative und quantitative Unterschiede unter den Carotinoiden der Petalen
und Antheren bestehen [8]. Unsere Wahl fiel zunédchst auf die klassische Rosa gallica
‘officinalis’ THORY?). Sie besitzt karminrote Petalen und ein auffilliges Biischel von
gelben Antheren. Die Petalen enthalten mit Ausnahme der gelblichen Basis (‘Nagel’)

1y 11. Mitt. iiber Rosenfarbstoffe; 10. Mitt., s. [1].

2) ‘Apothekerrose’, auch als ‘Red Rose of Lancaster’ bekannt, nachweislich seit dem 12. oder 13. Jahrhundert in
Frankreich in Kultur. Sie ist eine Kulturform oder Hybride der fiir die Entstehung der dlteren européischen
Gartenrosen so wichtigen R. gallica. Nihere Kennzeichnung der von uns verwendeten Rosenbliiten, s. Exper.
Teil.
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Fig.1. HPLC der Dihydroxycarotinoide aus Antheren von R. gallica ‘officinalis’, 1= Lutein, 2 = 3’-Epilutein,
3 = Zeaxanthin.

Tab. 1. Carotinoide in Antheren von R. gallica ‘officinalis’

Phytoin 4,5% 3’-Epilutein 3,8%
Phytofluin 1,5% Zeaxanthin 4,5%
{-Carotin <0,1% zwei (8R,5)-Mutatoxanthine 1,5%
B.w-Carotin <0,1% drei (8R,S5,8'R,S)-Auroxanthine 32%
B.p-Carotin 60 % (9Z)-Antheraxanthin 0,5%
o -Kryptoxanthin 14% zwei (8'R,S,9Z)-Luteoxanthine 1%

Rubixanthin 1% Rosafluin <0,1%
Lutein 2,4% zwei (8'R,S)-Neochrome 1,7%

keine Carotinoide. Thr Farbstoff ist praktisch reines Cyanin. Die Antheren hingegen sind
mit einem Gehalt von 0,09 % bezogen auf ihr Frischgewicht sehr reich an Carotinoiden’®).
Die genaue Analyse (s. Tab. 1) zeigt, dass die Kohlenwasserstoffe mit sehr viel §,8-Caro-
tin iberwiegen. Unter den Monohydroxycarotinoiden ist das relativ seltene o -Krypto-
xanthin (4) mit 14% Anteil am Gesamtgehait bemerkenswert. Die Dihydroxycarotinoide
(insgesamt 10,7%) erweisen sich im HPLC als Gemisch von Lutein, 3’-Epilutein und
Zeaxanthin; s. Fig. I. Der Gehalt der Antheren an Epoxiden ist mit 7,9 % unerwartet
gering?).

Unter den Kohlenwasserstoffen lésst sich Rosafluin [10] eindeutig, wenn auch nur in
Spuren, nachweisen. Die Identifizierung des 3’-Epiluteins erfolgt durch HPLC und Co-
chromatographie mit einem authentischen Pridparat [5] sowie durch das CD-Spektrum.
Dabei weisen 1 und 4 nahezu deckungsgleiche CD-Kurven auf (Fig. 2), wihrend Lutein
(3) im kurzwelligen Bereich davon deutlich abweicht. Das betrifft vor allem auch das

3% Bisher gefundener hichster Gehalt an Carotinoiden in Petalen gelber Rosen ist 0,15% beziiglich Trockenge-
wicht.
%) So enthalten beispiclsweise die Petalen der R. foetida insgesamt 87 % Epoxycarotinoide [9].
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Fig.2. CD (qual., RT., E,O/Isopentan/EtOH 5:5:2 (EPA)) von 3'-Epilutein (1; ——, Null-Linie links) wund
o-Kryptoxanthin (4; ———— , Null-Linie links) sowie von Lutein (3; - —-— , Null-Linie rechts)

Vorzeichen der Bande bei 330 nm°). Die insgesamt deutlichen Unterschiede bediirfen
eines kurzen Kommentars. Nach unserer Auffassung bringen sie den Einfluss der unter-
schiedlichen Konformationsgleichgewichte der ¢-Endgruppen in 1 und 3 deutlich zum
Ausdruck; denn in der trans-3,6-disubstituierten e-Endgruppe von 3 liegt bevorzugt ein
Halbsessel mit P-Helix und w-dquatorialem OH—C(3) und y-dquatorialer Polyen-Sei-
tenkette, im cis-3,6-disubstituierten Fall von 1 jedoch ein Halbsessel mit P-Helix und
w-dquatorialem OH—C(3) und y-axialer Seitenkette vor [11-13]. Dies hat zur Folge,
dass bei 3'-Epilutein eine wesentlich stirkere Uberlappung der z-Orbitale von der Dop-
pelbindung im Ring mit denjenigen der Polyen-Seitenkette eintritt; vgl. [14-17]. Uberra-
schend ist, dass sich diese Interaktion vor allem im UV-Bereich auswirkt.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Untersuchung der Carotinoide von R.
gallica ‘officinalis’ haben wir auch die Antheren einiger weiterer Bliitenpflanzen auf das
Vorkommen von 1 iiberpriift. Die Ergebnisse (s. Tab. 2) zeigen, dass die Wahrscheinlich-
keit, weitere Vorkommen von 3’-Epilutein zu entdecken, ziemlich gross ist und dass
ausser Rosen auch andere Bliitenpflanzen fahig sind, den eingangs erwihnten Redox-
Vorgang auszuiiben.

Es ist hier noch auf eine frithere, von englischen Autoren ausgefiihrte Analyse der
Carotinoide aus Antheren von R. canina und der Gartenhybriden ‘Aligold’, ‘Tradition’
und ‘Goldkrone’ hinzuweisen [18], die aber im Gegensatz zu unserer Untersuchung weder
die Anwesenheit von 3’-Epilutein noch von Lutein ergeben hat. Auch in anderer Hinsicht
stimmen unsere Resultate weder in qualitativer noch in quantitativer Hinsicht mit den
Ergebnissen von [18] iiberein.

Da die fritheren Untersuchungen an C. palustris [1-3] ohne Differenzierung zwischen
Petalen einerseits und Antheren andererseits ausgefiihrt worden sind, haben wir dies an
frischen Bliiten nachgeholt und dabei zu unserer Uberraschung festgestellt, dass sowohl
3’,0-Didehydrolutein (2) als auch 3’-Epilutein (1) in beiden Organen vorkommen und

3} In der friiher veroffentlichten CD-Kurve von 3 [5] ist die Bande um 330 nm sehr schwach positiv. Die
Abweichung von Fig. 2 ist vermutlich auf Mess-Ungenauigkeiten zuriickzufiihren.
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dass sich die Verhdltnisse kaum unterscheiden. Epilutein liegt in beiden Organen vor
allem als Ester vor. Das Verhiltnis 3/1 betrug vor der Verseifung 5:2 und nach der
Verseifung 3:5.

Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung fir die
finanzielle Unterstitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil
1. Aligemeines. S. [1] [8] [19]. HPLC-Laufmittel 4/B = 9:2, Fluss 1,5 ml/min.

2. R. gallica ‘officinalis’. Farbcharakteristik im CIELAB-Farbraum, Petaleninnenseite: L* 4246, a* 62--59,
b* —4 bis —5; Petalenaussenseite L* 55-61, a* 48-39, b* -7 bis —-8. Anthocyanine nach Extraktion mit MeOH/HCl
und HPLC analog [1]: praktisch reines Cyanin ( = Cy-3,5-di-O-Glc) + Spuren von Cy-3-0 -Glc und Cy-5-0-Glc;
Copigmente: Rutin, Quercitrin, Isoquercitrin und méglicherweise Spirdosid.

3. Extraktion. Frische Petalen wurden mit Aceton/MeOH 4:1 bei RT. extrahiert und der erhaltene Extrakt
nach Eindampfen mit 10% KOH/MeOH unter N, verseift, sofern das DC des Rohextrakts die Anwesenheit von
Estern erkennen liess. Der nach iblicher Aufarbeitung erhaltene Carotinoid-Rohextrakt wurde zunichst an
Kieselgelplatten Merck 0,25 oder 0,5 mm Schichtdicke mit Hexan/Aceton/MeOH 30:20:1 getrennt. Die erhaltenen
Hauptzonen wurden sodann im HPLC weiter getrennt und identifiziert.

3'- Epilutein (1): UV/VIS (im HPLC-Lsgm.): 420, 444, 472. CD (qual., EPA, RT.): 215 (0), 240 ( + ), 266 (0),
280 (—), 302 (0), 329 (+), 364 (0), 416 (+ ), 45 (+ ), 472 (+); s. Fig.2.

o-Kryptoxanthin (4): UV/VIS (HPLC-Lsgm.): 420, 444, 472. CD (qual., EPA, RT.): 215 (0), 240 ( + ), 266 (0),
280 (—),302(0), 330 (+),415(+),443(+),471 (+).
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