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Die Struktur von Mimulaxanthin

The Structure of Mimulaxanthin

Helfried Nitsche
Botanisches Institut der Rheinisch-Westfalischen Technischen Hochschule, Aachen

(Z. Naturforsch. 28 ¢, 481—487 [1973] ; eingegangen am 18. Juni/11. Juli 1973)

Diallenic carotenoid, allene-acetylene transformation

Mimulaxanthin, a xanthophyll from the petals of Mimulus guttatus (Monkey flower), has the
structure of a 6,7,6’,7’-tetradehydro-5,6,5,6"-tetrahydro,f,f-carotene-3,5,3’,5"-tetrol. This was con-
firmed by mass, nuclear magnetic resonance (NMR) and infrared (IR) spectra. The pigment yielded
a diacetate, diacetate-di (trimethylsilyl)-ether, and a diether with acidified methanol. The free or
acetylated pigment was transformed into the diacetylenic xanthophyll alloxanthin (7,8,7/,8"-tetra-
dehydro-f,5-carotene-3,3"-diol) or alloxanthin-diacetate with acidic acetone.

Das erste in seiner Struktur aufgekldrte alleni-
sche Carotinoid war Fucoxanthin aus Braunalgen
und Diatomeen!. Thm folgte Neoxanthin (Folia-
xanthin), ein bisher in den photosynthetisch aktiven
Organen aller hoheren Pflanzen, aber auch in vielen
Algen und Bliiten (hier als Ester), nachgewiesenes
Pigment > 3. Ein allenisches Keto-Carotinoid, wahr-
scheinlich enzymatisches Abbauprodukt mit der
Nahrung aufgenommenen Neoxanthins, wurde in
Romalea microptera gefunden. Das Pigment wird
von dem Insekt aus den vorderen Thorax-Stigmen
als brauner Saft ausgeschieden, wodurch Beutetiere
vertrieben werden %. Auch aus Seegurken (Paracen-
trotus lividus) konnte ein Carotinoid-Keton, Para-
centron, als im Laufe der Verdauung aus Fuco-
xanthin entstandenes Produkt isoliert werden. Seine
Struktur wurde durch Oppenauer-Oxidation und
Alkali-Hydrolyse von Fucoxanthin sichergestellt % 6.
Deepoxineoxanthin, das epoxidfreie Derivat von
Neoxanthin, ist, in veresterter Form, Bestandteil des
Xanthophyllgemisches der Bliiten von Mimulus gut-
tatus 7. Zwei weitere allenische Xanthophylle wurden
in den Blaualgen Nostoc, Calothrix und Anacystis
nachgewiesen, aber nicht niher untersucht®. In
Vaucheria- und Tribonema-Arten (Heterokontae)
schlieBlich wird ein Allen-Carotinoid synthetisiert,
das, wie Loroxanthin ? und Siphonaxanthin 1, eine
primire alkoholische Gruppe in der Kette trigt !l
Fiir Mimulaxanthin wurde auf Grund des IR-Spek-
trums, chemischer Reaktionen und chromatographi-
scher Analyse die monoallenische Struktur eines

Sonderdruckanforderungen an Dr. Helfried Nitsche, Serva
Technik GmbH, D-6900 Heidelberg, Friedrich Schott-
Str. 6.

6'.7’-Didehydro-5.6.5".6 -tetrahydro-f.f-carotin-3.5.
3".5-tetrols vorgeschlagen !2. Eine erneute Uberprii-
fung mittels Massen- und NMR-Spektren stand nicht
in Einklang mit der vorgeschlagenen Struktur. Uber
die neuen Ergebnisse soll hier berichtet werden.

Material und Methoden

Pigmentisolierung, chemische Reaktionen, Chro-
matografie und Aufnahme von Massen- und Infra-
rotspektren sind beschrieben 12714, NMR-Spektren
wurden auf einem Varian HR-SC 220 mit Kryo-
magneten bei 42 °C in Aceton-dg mit TMS als inter-
nem Standard aufgenommen. Mimulus guttatus
wurde im Gewéchshaus unter Dauerlicht gezogen.
Die durch das Abpfliicken der Bliiten, also mittels
Selbstbestdubung, gebildeten Samen wurden sofort
wieder ausgesdt und so 3 kg Bliiten bzw. nach dem
Extrahieren 250 g trockenes Bliitenmehl erhalten.
Aus diesem Material konnten 150 mg Mimulaxan-
hin, 680 mg Neoxanthin und 485 mg Deepoxineo-

xanthin gewonnen werden.

Ergebnisse und Diskussion

Das mehrmals aus Ather-Petrolither (40 — 60 °C)
auskristallisierte Pigment hat das in Abb. 1 gezeigte
Spektrum, das typisch ist fiir konjugierte Nonaene.
Das IR-Spektrum, Abb. 2, bringt Absorptionen bei
970 (CH=CH trans), 1040 (sec-OH), 1070 und
1935 (Allen), 1135 (CHR=CR,), 2920 (CH,),
2960 (CH;) und 3390 cm™! (OH ass.). Durch das
Massenspekirum wurde ein Molekulargewicht (MG)
von 600 (CyH;s0,4) ermittelt, Abb. 3, das damit
um 2 Protonen leichter ist, als dem urspriinglichen
Strukturvorschlag entsprechen wiirde. Bemerkens-
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Abb. 1. Absorptionsspektrum von Mimulaxanthin (oben) und
Mimulaxanthin, das mit 0,01 N HCI behandelt wurde (unten)
in Aceton.

wert ist das fast vollige Fehlen von Xylol (M-106)
und seinem um 18 drmeren Begleiter (M-124). Da-
gegen sind Toluol (M-92) und Toluol plus Wasser
(M-110) stark ausgebildet. Wie aus massenspektro-
skopischen Untersuchungen an Carotinoiden hervor-
geht, deren Methylgruppen von Cy3 nach Cy ver-
schoben und substituiert oder deren C; ,» bzw. Cy5 15
deuteriert waren 717, kommen {fiir die Bildung der
Toluol-Tonen nur die Bereiche zwischen C;y und
Cy9’ , der Xylol-Tonen die Abschnitte C; bis C;; bzw.
C, bis C;y in Frage. Bei Mimulaxanthin sind, wie
aus der Strukturformel ersichtlich, Abb. 4 A, die
Xylol-Bereiche durch die Allen-Bindungen blockiert.

Mimulaxanthin MG: 600

Abb. 2. IR-Spektrum von Mimulaxanthin in KBr.
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Abb. 4. Zuordnung einiger der in Abb. 3 und
Tab. I aufgezeichneten Fragmentionen. A. Mi-
mulaxanthin; B. Mimulaxanthin-diacetat; C.
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Tab. I. Massenspektren von Mimulaxanthin-diacetat (A), Mimulaxanthin-diacetat-disilanat (B) und Alloxanthin-diacetat, das
aus Mimulaxanthin-diacetat mittels saurem Aceton (0,01 N HCl) gewonnen wurde (C). Die Spektren wurden bei 210 °C und
70 eV aufgenommen.

M- 0 18 36
A

Relative

Intensitdt (R.1.) 12,6 22,4 100

M- 98 110 111 156
A

R.I. 8 11 12 13

M- 329 353 355 371
A

R.1. 13 18 21 21,6

M- 0 15 60 75 90
B

R.I1.59,7 2 3.2 2,3 100

M- 165 180 222 240
B

R.I 4,7 64,7 22,6 16

M- 362 365 377 381
B

R.1. 134 11,7 7,5 9,7

M- 0 15 44 59 60
C

R.I. 39 4,6 12 53,3 79

M- 135 150 164 191
C

R.I. 18,4 5,3 3 8

M- 283 293 319 331
C

R.1. 10 14,3 32,6 13,2

M- 120++ 384
C

R.1. 46,2 100

60 78 80 92 96
10 17,8 12 5 51
171 287 288 315 316
10 14,2 21 27 49
385 388 395 407 409
22,2 23,2 19,4 26,6 28
92 106 132 150 156
12 2,3 8,8 18,3 7
252 282 305 322 361
6,4 9,7 12,9 12 11
407 417 431 445 457
12,1 18,4 15,8 18 14,7
75 92 104 106 120
17,8 8,8 5 1,7 16,1
212 226 227 241 259
8,8 12,9 23,2 10 11,1
332 347 349 363 371
18,5 18,1 18,4 18,2 24

‘Von den 4 Hydroxilen sind 3 durch M-18, M-36
uad M-54 erfafit. Die Entwésserungsprodukte von
M-235 (M-253 und M-271) als auch von M-248
(M-266 und M-283) sollen erwahnt werden.

Die beiden sekunddren OH lassen sich acetylie-
ren. Das Diacetat hat MG 684 (CyHgOq), Tab.I
und Abb. 4 B. Die beiden nicht acetylierten tertiéiren
OH werden als M-18 und M-36, ein Acetat wird als
M-60 und mit 2 H,O als M-96 eliminiert. Das zweite
Acetat ist zusammen mit 2H,0 erfaflit (M-120,
M-156 = M-60-60-18-18), wobei auch ein um CHjg
armeres Bruchstiick auftaucht (M-171). M-92 und
M-110 = M-92-18 sind da, dagegen wieder nicht
M-106. Die beiden tertidren Hydroxile des Diacetats
werden durch Silanieren erfafit. Das entstandene
Produkt hat MG 828 (C5,H,40Si5), Tab.I und
Abb. 4 C. Ein Acetat wird als M-60 abgespalten, ein
Silylrest samt Proton als M-90. Dieses Ion ist der
Basispeak (BP). Dessen um Acetat drmerer Beglei-
ter (M-150), und der zweite Silylrest (M-180) samt
zweitem Acetat (M-240) sind auch nachweisbar.
M-132 ist der um 42 Masseneinheiten (m.u.) schwe-
rere Begleiter von M-90, M-222 der entsprechende

von M-180, wihrend M-282 der um 42 m.u. schwe-
rere Satellit von M-240 ist. Dieses Keten (42) kann
man sich nach dem in Abb. 4 C skizzierten Mecha-
nismus entstanden denken. Auch hier ist M-92 wie-
der stirker ausgeprégt als M-106.

Die zu den Allen-Bindungen allylstindigen tert.-
OH wurden durch saures Methanol verithert. Der
Dimethyldther hat MG 628 (CyHgo0,4), Abb. 5 und
Abb. 8 A. Die unter Abspaltung von Methanol
(M-32, M-64), Wasser (M-18, M-36) und kombi-
nierte Eliminierung (M-50 = M-32-18; M-64 =
M-32-32; M-82 = M-32-32-18 und M-100 = M-32-
32-18-18) gebildeten Ionen sind da. Wiederum sind
M-92 bzw. dessen um 32 und 64 m.u. schwereren
Begleiter (M-124 und M-156) hervorstechend, wih-
rend Xylol iiberhaupt fehlt und ein entsprechendes
Derivat (M-138 = M-106-32) kaum in Erschei-
nung tritt.

Behandelt man schliellich das freie Pigment oder
(zur Erhohung der Ausbeute) besser das Diacetat
mit saurem Aceton (0,01 N HCI), so entsteht nach
dem in Abb. 6 gezeigten Schema unter anderem das
entsprechende Acetylen-Derivat, Alloxanthin bzw.
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Abb. 6. Reaktionsschema fiir die Bildung von Alloxanthin aus
Mimulaxanthin mittels saurem Aceton (0,01 N HCI).

Alloxanthandiacetat MG: 648

m/e ———

Alloxanthin-Diacetat. Diese Umwandlung ist schon
mehrmals beschrieben worden. So bei der Uberfiih-
rung von Neoxanthin in Diadinochrom 8, von De-
epoxineoxanthin in Diatoxanthin 7, von Fucoxanthol
in Diadinochrom und Diatoxanthin? und schlieB-
lich von Mimulaxanthin in Monadoxanthin 2, Das
aus Mimulaxanthin-Diacetat erhaltene Produkt ist
auch im Massenspektrum qualitativ véllig identisch
mit Alloxanthin-Diacetat, Tab. I und Abb. 7. Seine
Reindarstellung gelang allerdings erst mittels wie-
derholter Diinnschichtchromatografie auf MgCOs-
Platten 2% 21, wobei die Produkte der Endo- und
Exoeliminationen schlielich entfernt werden konn-
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ten. Wie die Allen-Bindung, so sollte auch die Ace-
tylen-Bindung eine Xylol-Abspaltung weitgehend
verhindern. M-92 und seine Begleiter M-212 =
M-92-60-60 und M-227 = M-92-60-60-15 sind ent-
sprechend stark vertreten, wihrend M-106 beim
authentischen Alloxanthindiacetat iiberhaupt nicht,
beim Mimulaxanthin-Derivat kaum in Erscheinung
tritt. Das gilt analog auch fiir M-226 = M-106-60-60.
Nach Abb. 8B werden CHg; (M-15), CO, bzw.

/

.37 +H

+H 249
HO 0-CH,

44 15

O CtCHy |44

; H| +H CHy
59 299
CH—c-o"H

Abb. 8 Zuordnung einiger der in den Abbn. 5 und 7 aufge-
zeichneten Fragmentionen. A. Mimulaxanthin-dimethyldther;
B. Alloxanthin-diacetat.

CH; - C=0 (M-44) zusammen mit einem bzw. bei-
den Acetaten als M-60, M-75, M-104, M-120,
M-135, M-150 und M-164 abgespalten. Besonders
auffallend ist in beiden Spektren ein Ion hoher In-
tensitit zwischen m/e 264 und m/e 265. Es ist be-

“annt, daB Verbindungen, die leicht abspaltbare
n-Elektronen oder Elektronen in p-Bindungen ent-
halten, durch Elektronenstof8 stark angeregt werden
konnen, so daf} es zur Abspaltung von 2 Elektronen
kommt. Solche doppelt geladenen Ionen werden, da
die Ionenanzeige bei m/e erfolgt, bei m/2e, also bei
ihrer halben Masse registriert 22. Dieser Peak kann
demnach dem doppelt geladenen Fragmention m/e
5282* = (M-120)2* zugeordnet werden. Ein entspre-
chendes Ion wurde bei keinem anderen der unter-
suchten Pigmente gefunden. Es kann demnach durch
Elimination von Elektronen aus den Acetylen-Bin-
dungen entstanden sein.

Das NMR-Spektrum von Alloxanthin, das aus
Mimulaxanthin erhalten wurde, zeigte Methyl-Reso-
nanzen bei 1,18, 1,23, 1,92, 1,94 und 1,98 ppm,
wihrend natiirliches Alloxanthin aus Rhodomonas
entsprechende Peaks bei 1,17, 1,24, 1,90, 1,94 und
1,98 ppm vorwies. Es ist bekannt, dafl natiirliches
wie auch voll-synthetisches Alloxanthin bevorzugt in
einer 9.9"-di-cis-Konfiguration vorliegen. Hierfiir
wurden Werte bei 1,17, 1,24, 1,94, 1,94 und 1,98
ppm gefunden, wihrend trans-Alloxanthin 1,14,
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1,20, 1,90, 1,94 und 1,98 ppm hatte. Demnach
scheint auch das aus Mimulaxanthin zugéngliche
Derivat in der cis-Konfiguration vorzuliegen, was
durch véllige Ubereinstimmung des partial-syntheti-
sierten Pigments im R;Wert auf MgCO;-Diinn-
schichten, die eine einwandfreie Auftrennung cis-
trans isomerer Xanthophylle erlauben 2!, mit Allo-
xanthin aus Rhodomonas und synthetischem Allo-
xanthin erhirtet wird. Uberpriifung des Mimulaxan-
thin-Derivates im IR-Spektrum lie eine schwache
Absorption bei 2165 cm™?! erkennen. Diese Acetylen-
Bande war jedoch auch bei authentischem Alloxan-
thin schwach ausgepragt.

Das aus Mimulaxanthin gewonnene Alloxanthin
hatte, auch in der Feinstruktur, das gleiche Spek-
trum wie Alloxanthin aus Rhodomonas spec.: 480,
450 und 428 (s)nm (Aceton). Das galt auch fiir %
III/II = 36.

Ein Oxidationsansatz mit Mimulaxanthin mittels
p-Chloranil, um primére oder sekundédre Hydroxile
nachzuweisen, ergab ein unpolareres Folgeprodukt,
das 20 nm kurzwelliger (!) absorbierte. Behandlung
von Neoxanthin unter den gleichen Bedingungen lie-
ferte gleichfalls ein unpolareres Pigment, das auch
20 nm kurzwelliger absorbierte. Das Spektrum vom
,oxidierten® Mimulaxanthin blieb unter Siureein-
fluB unverandert, wiahrend ,,oxidiertes Neoxanthin
danach insgesamt um 40 nm kiirzer absorbierte,
Abb. 9. Hierzu wurden keine weiteren Untersuchun-
gen gemacht.
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Abb. 9. Spektren von Mimulaxanthin und Neoxanthin, die

mit p-Chloranil oxidiert wurden. a. ,oxidiertes* Mimulaxan-

thin; b. ,oxidiertes* Neoxanthin; c. ,oxidiertes* Neoxanthin,
das mit Sdure behandelt wurde.

Die fiir Mimulaxanthin vorgeschlagene Struktur
wird auch durch das NMR-Spektrum erhirtet,
Abb. 10. Wegen des sehr symmetrischen Aufbaues
sollten entsprechende Resonanzen, z.B. der Methyl-
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protonen, nur einmal da sein. Das ist der Fall. Me-
thylbanden sind bei 1,04, 1,29, 1,33, 1,84 und
1,95 ppm zu sehen. Thr Verhilinis betrdgt
1:1:1:1:1. Diese Werte stimmen gut mit denen von
Neoxanthin (Allen-Seite): 1,06, 1,33, 1,33, 1,79
und 1,94 ppm und Fucoxanthinol (Allen-Seite):
1,08, 1,35, 1,35, 1,82 und 1,98 ppm (diese Spek-
tren wurden bei 100 bzw. 60 MHz aufgenommen)
tiberein. Auch Mimulaxanthin-Diacetat (in CDCly)
hatte das gleiche Spektrum mit einer zusétzlichen
Bande bei 2,01 ppm (Acetyl-Protonen).

Mit Peridinin wurde kiirzlich der 9. Vertreter
natiirlicher Allen-Carotinoide in seiner Struktur ge-
klart 23, womit Mimulaxanthin als 10. allenisches
Xanthophyll anzusehen ist. Diese Verbindungsklasse
steht vielleicht in biosynthetischer Beziehung zu
einer Gruppe von Carotinoiden, die sich durch den
Besitz von Acetylen-Bindungen auszeichnen. Diese
Pigmentklasse, der unter anderen Diatoxanthin, Di-
adinoxanthin und Alloxanthin angehdren 24 25,
wurde bisher nur in Algen (Diatomeen, Chrysophy-
ceae, Cryptophyceae, EFuglena), das diacetylenische
Alloxanthin dariiber hinaus auch in Pecten maxi-
mus, Halocynthia papillosa und Mytilus edulis, wohl
als mit der Nahrung aufgenommenes Pigment nach-
gewiesen 26, In allen genannten Algengruppen ist
Neoxanthin mehr oder weniger stark vertreten 27
Andererseits wird Neoxanthin, wie eingangs er-
wihnt, auch bei hoheren Pflanzen angetroffen, bei
denen bisher noch keine Acetylen-Carotinoide nach-
zuweisen waren. In dunkel gezogener Euglena, der
Neoxanthin fehlte, wurde dieses Pigment bei Be-
lichtung gebildet und eine Synthese-Abhingigkeit
vom Antheraxanthin-Pool (jetzt als Diadinoxanthin
identifiziert ) beobachtet 2. Wenn man annimmt,

daB Xanthophylle !0, abfangen, so z.B. Chloro-

phyll vor Photooxidation schiitzen und fiir diese
Schutzwirkung mindestens 9 konjugierte Doppelbin-
dungen erforderlich sind 2% %0, so ist bei den alleni-
schen Xanthophyllen beides verwirklicht: Sie haben
9 konjugierte Doppelbindungen und sind hoher oxi-
diert. Tatsdchlich konnte man allenische Produkte
nach Belichtung und O,-Begasung mit Bengal-Rosa
als Sensibilisator von einfachen f-Jonon-Derivaten
erhalten 332, Die dabei gebildeten allenischen Hy-
droperoxide wurden mit NaBH, zu den entsprechen-
den Alkoholen reduziert. Bei den entstandenen Pro-
dukten stehen die Sauerstoffunktion und der alleni-
sche Wasserstoff an Cg jedoch trans zueinander,
wihrend die natiirlichen Allene cis-konfiguriem®
sind 3% 34, Damit ist ein enzymatischer Prozef}, der
zur Allen-Bindung fiihrt, wahrscheinlicher. Ob ande-
rerseits invivo die in der vorliegenden Arbeit ge-
schilderte in vitro Umwandlung allenischer Bindun-
gen in acetylenische ablauft, ist noch ein vollig of-
fenes Problem.

An dieser Stelle mochte ich besonders Herrn Dr.
D. J. Chapman (University of Chicago) fiir authen-
tisches Alloxanthin aus Rhodomonas danken, des-
gleichen Prof. Dr. B. C. L. Weedon (Queen Mary
College, England) fiir eine weitere Probe dieses
Pigments. Herrn Dr. D. Wendisch (Bayer A.G.,
Ingenieur-Bereich Angewandte Physik, Leverkusen)
danke ich fiir die 220 MHz NMR-Spektren und
deren Diskussionen. Vielen Dank auch Herrn Dr. R.
Maisch und Herrn R. Uhrich (Institut fiir Anorgani-
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