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ALFRED WINTERSTEIN *), ANDRB STUDER und RUDOLF RUEGG 

Neuere Ergebnisse der Carotinoidforschung 
Aus der Forschungsabteilung der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG, Basel 

(Eingegangen am 18. Juli 1960) 

Herrn Professor Dr. R. Kuhn zum 60. Geburtstag gewidmet 

Eine ganze Reihe von Carotinoid-Aldehyden mit 20-40 C-Atomen wurden in 
Naturprodukten aufgefunden, dazu Mono- und Bisdehydrolycopin. 

R. KUHN und Mitarbeiterl) haben sich schon in der Friihzeit der exakten Caro- 
tinoidforschung mit dem oxydativen Abbau von P-Carotin und Lycopin befaBt und 
sind dabei zu Abbauprodukten, wie z. B. dem Apo-6'4ycopinal (C32)2) gelangt, die 
sowohl fur Probleme der Konstitutionsaufklarng als auch fur gewisse Betrachtungen 
uber die Biogenese der Carotinoide von Interesse waren. 

Der eine von uns machte damals im Zusammenhang mit Erorterungen uber das 
Vorkommen von Carotinoiden3) die Bemerkung : ,,es ist wohl moglich, daB Caroti- 
noide, wie sie R. KUHN und Mitarbeiter beim oxydativen Abbau des Carotins erhalten 
haben, auch in der Natur vorkommen". Es sollte damit zum Ausdruck gebracht 
werden, da8 neben Azafrin (C27), Bixin (C25) und Crocetin (C~O), die nach R. K U H N ~ )  
durch oxydative Spaltung von Carotinoiden mit 40 C-Atomen entstehen, noch 
weitere derartige Abbauprodukte in der Natur vorkommen konnten. In diesem Sinne 
PuBerten sich dann auch L. ZECHMEISTER und P. TUZSON~) sowie H. WILLSTADT und 
T. LINDQUIST~). 

25 Jahre spater sollten sich diese Vermutungen in weitestem Ausmak bestatigen: 
die moderne Carotinoidforschung fiihrt zur Erkenn tnis, daJ die Natur nach vollendeter 
Synthese des C~-Skele t tes  [etzteres in einer Art Spielerei in eine bis jetzt noch nicht 
ganz zu iibersehende Zahl von Derivaten und Abbauprodukten urnwandelf. 

* )  Herr Dr. A. WINTERSTEIN ist am 16. September 1960 nach kurzer schwerer Krankheit 
gestorben. 

1) R. KUHN und H. BROCKMANN, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 894 [1932], 66, 1319 [19331, 
67, 885 [1934]; R. KUHN und CH. GRUNDMANN, ebenda 65, 900 [1932]. 

2) Betr. Nomenklatur siehe R. RUEGG, H. LINDLAR, M. MONTAVON, G. SAUCY, S. F. 
SCHAEREN, U. SCHWIETER und 0. ISLER, Helv. chim. Acta 42, 847 [1959]; die dort angegebene 
Numerierung des Carotingeriistes mu0 gemaD IUPAC Cornptes rendus de la 14ikme con- 
fkrence, Londres 1947, s. 143, durch die folgende ersetzt werden: ,81 

3 )  A. WINTERSTEIN, Angew. Chem. 47, 315 (19341. 
4)  J. SOC. chem. Ind. 52, 981 [1933]. 
5 )  Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 1878 [1936]. 
6) Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 240, 10 [1936]. 
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Fur das Auffinden von etwa einem Dutzend bisher unbekannter Carotinoide in der 
Natur waren folgende Momente von entscheidender Bedeutung : zunachst die Bei- 
behaltung der klassischen Methodik der Carotinoidforschung, wie sie durch die 
Schulen von KUHN, KARRER und ZECHMEISTER gegeben worden sind - wobei z. B. 
die Verwendung des Spektroskopes aus verschiedenen Griinden nach wie vor einen 
wichtigen Platz einnimmt -, dariiber hinaus der Einsatz der heute leicht zuganglichen 
synthetischen Vergleichssubstanzen7) sowie der ebenfalls unentbehrlichen Dunn- 
schichtchromatographie nach E. STAHL*). 

Es 1aBt sich heute, wie wir an anderen Orten im einzelnen zeigeng), unschwer eine 
Art Systematik der Carotinoide erstellen, wobei sich die bis jetzt bekanntgewordenen 
75 Pigmente dieser Klasse von a-, p- bzw. von y-Carotin sowie von Lycopin ableiten 
lassen. 

Als Beispiel fur die groBen Fortschritte, die in den letzten Jahren in der Erfor- 
schung der natiirlichen Carotinoide erzielt worden sind, sei die Gruppe der Caro- 
tinoid-Kohlenwasserstoffe angefuhrt. 

Naturliche Carotinoid-Kohlenwasserstoffe 
. ... ~ _ _ _ _ _ _  .. ~ ~. -. . . ~ .. . .- .. . . . 

Name 
Zahl der konjug. 
Doppelbindungen 

aliphat. Ring 
Entdeckt 1. Absorpt.-Bande 

in CSz 

r-Carotin 
9-Carotin 
y-Carotin 
Lyco p i n 
Torulin 
Monodehydrol ycopin 
Bisdehydrolycopin 
Isoreniareten 
Reniareten 

1931 
1831 
1933 
1873 

193311959 
1959 
1959 
1957 
1957 

. . . - - 

510 rnp 
520 rnp 
533 rnp 
548 rng 
563 mp 
574 rnp 
601 mp 
520 mp 
532 mp 

- __ __ 
1 9 

9 L 2 
10 1 
11 
12 i I 
13 
15  
9 6 

10 - 3 ?  

L 

Die Mannigfaltigkeit der Carotinoid-Kohlenwasserstoffe ist wesentlich groBer, als 
man bis vor kurzem angenommen hatte. Die Gruppe der drei Carotine und des 
Lycopins ist zunachst zu erweitern durch das von japanischen Forschernlo) aus 
Reniera japonica, einem gelben Schwamm, isolierte Reniareten und das Isoreniareten. 

Der von M. C. KHOSLA und P. K A R R E R ~ ~ )  fur das Isoreniareten erbrachte Kon- 
stitutionsbeweis zeigt, daB in diesem Kohlenwasserstoff die beiden hydroaromatischen 
Ringe des p-Carotins vollstandig aromatisiert sind und daB somit in der Natur auch 
Verbindungen vorkommen, deren chromophores System identisch ist rnit demjenigen 
der synthetisch gewonnenen Diphenyl-polyene 12). 

Torulin, das bis jetzt als Dimethoxyderivat eines Carotinoids angesprochen worden 
war, leitet sich biogenetisch offenbar vom y-Carotin ab, aus dem es durch Elimination 

7) 0. ISLER und M. MONTAVON, Chimia [Zurich] 12, 1 [1958]. 
8 )  Chemiker-Ztg. 82, 323 119581. 
9) A. WINTERSTEIN, Angew. Chem. 72, [1960] (Festheft zum 60. Geburtstag von R. KUHN). 

10) M. YAMAGUCHI, Bull. chem. SOC. Japan 31, 51, 739 [1958]. 

11) R. KUHN und A. WINTERSTEIN, Helv. chim. Acta 11, 87 119281. 
Helv. chirn. Acta 43, 453 [1960]. 
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von 2 H-Atomen entstehen kann. Das von uns aus einem Mikroorganismusl3) kri- 
stallisiert erhaltene Torulin stimmt in seinen Eigenschaften mit einem synthetisch 
gewonnenen Praparat uberein 14). 

Monodehydrolycopin fanden wir in einem Mikroorganismus, Bisdehydrolycopin 
in spanischen Orangen. Die Identikierung der beiden Carotinoide erfolgte durch Ver- 
gleich mit den synthetisch gewonnenen Verbindungen. Durch den Nachweis dieser 
beiden Kohlenwasserstoffe in der Natur erfahren unsere Vorstellungen iiber die 
Biogenese der Carotin-Kohlenwasserstoffe Is), wobei Dehydrierungsreaktionen offenbar 
von entscheidender Bedeutung sind, eine wertvolle Erganzung. Die Annahme, daB 
sich das C40-Kohlenstoffgeriist der Carotinoide durch Dimerisierung von zwei 
Geranylgeranylpyrophosphat-(C20)-Einheiten zu einern ungefarbten, aliphatischen 
Tetraterpen, dem Lycopersen (C40) bildet, ist sehr naheliegend. Ausgehend vom Lyco- 
persen (C,), das 8 nicht-konjugierte Doppelbindungen enthalt, gelangen wir durch 
stufenweise Dehydrierung uber das Lycopin (V) mit 1 1 konjugierten und 2 nicht-konju- 
gierten Doppelbindungen sowie uber das Monodehydrolycopin (VI) zum Bisdehydro- 
lycopin (VII), das mit seinen 15 konjugierten Doppelbindungen das ungesattigtste 
aller naturlichen Carotinoide darstellt 16). 

Die Annahme solcher Dehydrierungsreaktionen erlaubt es nun, das Vorkommen 
einer ganzen Reihe von Carotinoiden in der Natur zwanglos zu erklaren. 

Wie aus den Formeln S. 2954 hervorgeht, laBt sich der Dehydrierung des y-Carotins 
(I), die zum Torulin (11) fuhrt, diejenige des Rubixanthins (Ill), das in Celaxanthin17) 
(IV) ubergehen kann, an die Seite stellen. 

Oxydation einer endstandigen Methylgruppe am aliphatischen Teil des Torulins 
fiihrt zu dem von uns in Mikroorganismen nachgewiesenen 3'.4'-Dehydro- 17'-OXO- 
y-carotin ( C ~ O ;  VIII), welches offenbar die Vorstufe fur das Torularhodin ( X )  dar- 
stellt. Mit dem Nachweis des C4o-Aldehydes wird die Biogenese des Torularhodins 
verstandlich. Letzteres besteht. wie wir unlangst zeigen konnten is), aus einem Skelett 
von 40 und nicht aus einem solchen von 37 C-Atomen, wie bisher angenommen wurde, 
und bildet sich offenbar durch Oxydation der Carbonylgruppe aus dem C40-Aldehyd. 

Ein aus 37 C-Atomen aufgebautes Carotinoid, das 9-Apo-2'-carotinal (IX), fanden 
wir in Citrusfruchten, es IaBt sich zwanglos vorn Torulin durch Oxydation der end- 
standigen aliphatischen Doppelbindung ableiten. 

' 3 )  Fur die Untersuchung der von Mikroorganismen produzierten Carotinoide standen 
uns chromatographisch vorgereinigte Konzentrate zur Verfugung, die wir Herrn Dr. TABENKIN, 
Hoffmann-La Roche Inc., Nutley, USA, verdanken. Ausfiihrliche Beschreibung erfolgt an 
anderen Orten. 

j 4 )  Synthese nach R. RUECG und Mitarbb. (noch nicht publiziert). 
I s )  Siehe hierzu E. C. GROB, Ciba Foundation Symposium on Biosynthesis of Terpenes 

Synthetisch wurde in unseren Laboratorien (0. ISLER und Mitarbb., Verhandlg. Schweiz. 
Naturf. Ges. Basel, 1956, 101) Decapreno-9-carotin (CSO) mit 15 konjugierten Doppelbin- 
dungen, neuerdings auch das entsprechende Lycopinanaloge mit insgesamt 17 Doppelbin- 
dungen dargestellt. 

17) Die Konstitutionsformel fur Celaxanthin ist noch nicht streng bewiesen. Die von 
A. L. LEROSEN und L. ZECHMEISTER, Arch. Biochemistry 1, 17 [1943], vorgeschlagene Formel 
erhalt durch diese biogenetische Betrachtung eine weitere Stiitze. 

A. WINTERSTEIN, Helv. chim. Acta 42, 864 [1959]. 

and Sterols, 1959, 267; A. WINTERSTElN9). 

' * )  0. ISLER, w. GUEX, R. RUEGG, G. RYSER, G .  SAUCY, U. SCHWIETEK, M. WALTER und 
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Es liegen Anhaltspunkte dafur vor, daD die Reihe der naturlichen Carotinoide mit 
noch intaktem C4o-Skelett durch 2 Epoxyde zu erweitern ist, namlich durch das 
Lycoxanthin- und das Lycopinmonoepoxyd. Diese Epoxyde glauben wir in Tomaten 
nachgewiesen zu haben, sie wurden sich an die Seite der Epoxyde des Carotins bzw. 
der Xanthophylle stellen lassen. 

G r o k r  noch als die Zahl der neu aufgefundenen Carotinoide mit noch intaktem 
C&kelett ist diejenige der oxydativ gebildeten Abbauprodukte. Abgesehen von 
einer Carotinoidcarbonsaure, welche wir in Citrusarten nachweisen konnten und die 
moglicherweise die dem p-Citraurin (C~O)  entsprechende Saure mit 30 C-Atomen dar- 
stellt, konnten die in Tab. 1 aufgefiihrten Carbonylverbindungen als Naturprodukte 
nachgewiesen werden. Einschliejlich des p-Citraurins urnfajt die Gruppe der natiirlichen 
Carotinoid-Aldehyde insgesarnt .nunrnehr 10 Vertreter. 

Tab. I .  Natiirliche Carotinoid-Aldehyde 
_ _ _ . ~ . ~ -  

Name 
Zahl der I. Absovt.- 

Bande 
in C S ~  (mp) 

3’.4’-Dehydro-l7’-oxo-y-carotin 
P-Apo-2’-carotinal 
Apo-6’-lycopinal 
Apo-8‘-lycopinal 
Carbonylverbindung unbek. 

Konstitution 
P-Apo-8’-carotinal 

P-Apo- 10-carotinal 
Azafrinaldehyd 
Retinen 

40 
31 
32 
30 
? 

30 

21 
21 
20 

594 
519 
569 
546 
541 

5 26 

505 
489 

Vorkommen 

Mi kroorganismen 
Citrusfriichte 
Tomaten 
Tomaten 
Citrusfruchte, Spinat, Griinkohl 

Citrusfruchte, griine Gemlise, Gras, 
Hagebutte, Leber, Darmmucosa 
wie P-Apo-l’-carotinal 
Azafranwurzel 
wie @-Apo-l’-carotinal 

Sehr forderlich fur den Fortgang der Arbeiten war die Ausnutzung der Carbonyl- 
funktion zur Identifizierung der Aldehyde. Dabei erwies sich, wie wir an anderen 
Orten im einzelnen darlegenlg), die Verwendung von Rhodanin zum Nachweis des 
Retinens als b o n d e r s  wertvoll. Das Vorhandensein von Spuren p-Apo-S’arotinal 
in der Darmschleimhaut von Pferd und Rind konnte nur unter Verwendung dieses 
Reagenzes bewiesen werden. 

Irn ubrigen erwies sich, wie folgendes Beispiel zeigt, die Umsetzung von Caro- 
tinoidkonzentraten mit Hydroxylamin fur den Aldehydnachweis als sehr gut brauch- 
bar : ein in ublicher Weise durch Saulenchromatographie gewonnenes Konzentrat aus 
Spinat, welches wir als ,,Aldehydfraktion“ bezeichnen, liefert im Dunnschicht- 
chromatogramm 10 deutlich voneinander zu unterscheidende Flecken, von denen 
4 nach der Behandlung mit Hydroxylamin verschwinden. Durch Zusatz der syntheti- 
schen Vergleichssubstanzen wie P-Apo-8’-, B-Apo-10‘-carotinal und Retinen zur 
oximierten Fraktion gelingt der Nachweis der vorgenannten Aldehyde ohne wesent- 
liche Schwierigkeiten. Auf diese Weise war es auch moglich, festzustellen, daB eine 
Carbonylverbindung, deren I. Absorptionsbande in CS2 bei 541 mp. liegt (Pigment 5411, 
nicht etwa ein Gemisch von 2 Aldehyden dargestellt, sondern eine Verbindung, fur 

19)  Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem., Festheft zum 60. Geburtstag von R. KUHN, im Druck. 
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welche keine synthetische Vergleichssubstanz vorliegt und deren Konstitution noch 
unbekannt ist20). Bei der Uberfuhrung dieser Verbindung in das Oxirn tritt eine Farb- 
aufhellung urn ca. 20my (CS2) ein; dieses Verhalten erlaubt die Annahrne, daB ein 
Aldehyd vorliegt. 

Wahrend der Nachweis der Apocarotinale, deren kleinen Mengen wegen, in den 
verschiedenen Naturprodukten gelegentlich nicht unerhebliche Schwierigkeiten be- 
reitet, ist der Nachweis der beiden Apolycopinale in Tornaten besonders einfach. 
Nach Abtrennung der Hauptmenge des Lycopins durch Kristallisation 21) liefern die 
Mutterlaugen in den obersten Schichten des Saulenchromatograrnrnes 5 gut ausgeprag- 
te Zonen, von denen wir 2 orange gefarbte dem Lycopinepoxyd, bzw. dem Lycoxan- 
thinepoxyd zuschreiben mochten, wahrend die 2 rotviolett gefarbten Apo-6‘- und 
Apo-8’-lycopinal (C32 bzw. C30) enthalten. 

Recht eingehend haben wir uns mit den Carotinoiden der Citrusfruchte (Citrus 
aurantium, Citrus madurensis, von letzterer die tiefrotorange gefarbte Varietat, die als 
,,Ckmentine“ bezeichnet wird) befaRt. 

Da nach den Befunden von L. ZECHMEISTER und P. T U Z S O N ~ ~ )  in Citrusfruchten 
offenbar ein Fermentsystern vorliegt, welches einen recht betrachtlichen Anteil ge- 
wisser Carotinoide rnit 40 C-Atornen (Zeaxanthin, Rubixanthin, Kryptoxanthin etc.) 
zum 3-Hydroxy-P-apo-8’-carotinal (C30 ; p-Citraurin) abzubauen vermag, war es 
naheliegend, auch nach der nichthydroxylierten Verbindung, d. h. dern P-Apo-8‘- 
carotinal zu fahnden. Wie schon die beiden vorgenannten Autoren gezeigt haben, 
hangt der 9-Citrauringehalt der Citrusfruchte stark von deren Varietat bzw. auch dern 
Reifezustand ab. Diesen Schwankungen folgt auch das P-Apo-8’-carotinal. Am rnei- 
sten, narnlich 100-200 y/kg fanden wir in Clementinen, sehr wenig in den hellorange 
gefarbten sizilianischen Orangen der Januarernte. Wir haben zunachst 1500 kg 
Orangen verschiedener Provenienz verarbeitet, wobei uns der Nachweis einiger 
Carotinoid-Aldehyde rnittels der Oxirne, des Adsorptionsverhaltens sowie der Ab- 
sorptionsbanden gelang. Den strengen Beweis fur das Vorkomrnen des P-Apo-8’- 
carotinals in der Natur lieferten wir durch Verwendung des IT-rnarkierten Sernicarb- 
azids sowie durch den rontgenographischen Vergleich der Sernicarbazone von 
synthetisch gewonnenern P-Apo-8’-carotinal mit dem aus Citrusfruchten isolierten 23). 

Aus 400 kg bezuglich Farbe der Schalen ausgesuchter Orangen erhielten wir 12 rng 
reines 14C-rnarkiertes Semicarbazon des P-Apo-8’-carotinals, das in allen Eigenschaften 
rnit dern synthetischen Produkt identisch war. 

Wie eingangs erwahnt, hat sich die Dunnschichtchrornatographie nach E. STAHL 
fur  den Nachweis der Spurencarotinoide als unentbehrlich erwiesen. 

In rnanchen Fallen gelang die Darstellung chromatographisch einheitlicher Caro- 
tinoidfraktionen nur durch Einsatz der Dunnschichtchrornatographie in rnikro- 
praparativem MaBstabe. Unter anderem wurde auf diese Weise auch der oben be- 

20) Mit @-Carotinon (R. KUHN und H. BHOTKMANN, Ber. dtsch. chern. Ges. 65, 894 
[1932]), das ahnliche Absorptionsbanden aufweist, ist Pigment 541 nicht identisch. 

2 ’ )  Das so gewonnene Rohlycopin enthalt stets noch kleine Mengen Lycopinale. 
2*) Ber. dtsch. chern. Ges. 70, 1966 [1937]. 
23) Herrn Dr. C. VON PLANTA und Herrn Dr. J .  WURSCH danken wir fur die Durchfihrung 

dieser Untersuchungen. 



1960 Neuere Ergebnisse der Carotinoidforschung 2957 

schriebene, durch eine bei 541 m$ (CS2) liegende Absorptionsbande charakterisierte 
Aldehyd (das sog. Pigment 541) chromatographisch einheitlich erhalten. 

Beim Arbeiten rnit Carotinoid-Aldehyden ist deren eigentumliches Adsorptions- 
verhalten im Dunnschichtchromatogramm zu beriicksichtigen : ihre Adsorptions- 
affinitaten folgen auf der Kieselgelplatte nicht, wie bei anderen homologen Reihen 
von Pol yenen der Zahl der Doppelbindungen, sie hangen vielmehr von anderen kon- 
stitutiven Eigenschaften (Enolisierung der Aldehydgruppe?) ab. Auf der Kieselgel- 
platte wird z. B. der VitaminAI-Aldehyd (C20) starker adsorbiert als das urn 10 
C-Atorne bzw. 3 Doppelbindungen reichere @-Apo-S’-carotinal. Auf einer mit Paraffin 
impragnierten Kieselgelplatte dagegen steigen die RF-Werte der Carotinoid-Aldehyde 
- den theoretischen Erwartungen entsprechend - von 0.28 (fur Ca-Aldehyd) all- 
mahlich auf 0.855 (fur C2o-Aldehyd) an. 

In den Wurzeln von Escobedia scabrifolia konnten wir neben Azafrin zwei weitere 
Carotinoide nachweisen, welche fur die Deutung der Biogenese des Azafrins von 
Interesse sind. Aukr P-Carotin, das offenbar die Muttersubstanz des Azafrins dar- 
stellt, konnten kleine Mengen P-Carotinepoxyd sowie ein Aldehyd nachgewiesen 
werden, der rnit dem Azafrinaldehyd (C27) identisch sein diirfte. In diesem Falle er- 
wies sich die Verwendung von Rhodanin zum Aldehydnachweis als sehr niitzlich. 

Im Zusammenhang rnit der Frage, auf welchem Wege p-Carotin im Organismus in 
Vitamin A umgewandelt wird, sind von verschiedenen Forschern 24) entsprechende 
Versuche in vitro durchgefuhrt worden, wobei stets mehr oder weniger g r o k  Mengen 
Vitamin Al-Aldehyd (C~C,) erhalten wurden. 

Es schien von Interesse, zu untersuchen, ob p-Carotin in vitro, ebenso wie in vivo 
nicht auch zu hoheren Aldehyden abgebaut wird. Dies ist tatsachlich der Fall. Bei der 
Oxydation von @-Carotin rnit Mn02 unter LuftausschluB erhielten wir - bezogen auf 
eingesetzte Gewichtsmenge Carotin - etwa 10% Retinen, 2 % P-Apo-10-carotinal 
sowie etwas @-Apo-8’-carotinal und einen weiteren gefarbten noch nicht nlher 
charakterisierten Aldehyd. Unter den gleichen Versuchsbedingungen lieferte Lycopin 
eine kleine Menge Apo-8’-lycopinal. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  
Vorbernerkungen 

I .  Bei samtlichen Operationen wurden Temperaturen uber 50’ sowie Luftzutritt vermieden. 
Das Eindampfen kleinerer Mengen Lasungsmittel erfolgte in einem Laboratoriums-Rota- 
tionsverdampfer i. Vak. Das verwendete A1203, Marke Giulini, wurde rnit 10% H 2 0  inakti- 
viert. Petrolather, wo nicht anders vermerkt, Sdp. 80-105”. Der verwendete Ather war stets 
peroxydfrei. 

2. Diinnschichtrhromutogruphie: Fur den Nachweis der Carotinoide und deren Derivate 
verwendeten wir stets 2 Sorten von Platten, die im Prinzip nach der Vorschrift von E. STAHL 8 )  

hergestellt wurden. Die eine Sorte wurde unter Verwendung von 5 g Kieselgel G 2 5 )  4- 20 g 
Ca(OH)2 bereitet. Als Ladmittel wurde in der Regel ein Gemisch von PetrolLther/Benzol (I : 1) 
verwendet, fur besondere Falle wurde der Benzolgehalt erhoht oder erniedrigt, gelegentlich 
erwies sich ein Zusatz von 1 % Methanol zum Benzol/Petrolathergemisch als niitzlich. Eine 

24) Siehe hierzu T. MOORE, Vitamin A, Elsevier Publishing Co., Amsterdam 1957. 
2 5 )  E. Merck & Co., Darmstadt. 
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zweite Sorte von Platten gewannen wir durch lmpragnieren der Kieselgelschicht mit Paraffin 
(Kieselgel in ublicher Weise auftragen, trocknen, die Platte 2 Min. flach in eine Losung von 
5 % Paraffin01 in Petrolather einlegen, in horizontaler Lage in Trockenschrank von 120" ver- 
bringen und 10 Min. dort belassen; Entwicklungsflussigkeit: mit Paraffin61 getranktes Metha- 
nol). 

A d  der rnit Paraffin01 impragnierten Kieselgelplatte (Entwicklungsflussigkeit : rnit Paraffin 
gesattigtes Methanol) wurden fiir die Carotinoid-Aldehyde folgende RpWerte ermittelt: 

c4U c 3 7  c35 C3t c 3 0  c 2 7  c 2 5  CZO 
0.28 0.34 0.377 0.473 0.488 0 . 6 3 3  0.588 0.855 

Auf der nicht-impragnierten Platte lassen sich deutlich 2 Reihen unterscheiden : die C40-, 

C35-, C30- und Czs-Aldehyde einerseits, die C37-, C3z- und Cz~Aldehyde andererseits. Jedc 
dieser isoprenologen Reihen liefert fur sich betrachtet RF-Werte, die den theoretischen Er- 
wartungen entsprechen. 

In manchen Fallen gelang die Abtrennung einheitlicher Carotinoidfraktionen nur auf mikro- 
pflparativem Wege. Zu diesem Zwecke wurden auf einer Platte ublicher GroBe (20 x 20 cm) 
insgesamt 3 0  Substanzproben aufgetragen, von denen jede 0.1 - 0 . 3  y Carotinoid enthielt. 
Nach dem Entwickeln lieBen sich die einzelnen Zonen mit dem Seziermesser leicht isolieren. 
Die Extraktion der Carotinoide erfolgte unter Verwendung von Ather in kleinen Zentrifugen- 
glischen und Zentrifugation. Bei Einsatz von 10-20 Platten erhielten wir meist ausreichend 
Substanz, urn die Carotinoide identifizieren zu konnen. 

3. Die Identifizierung der Spurencarotinoide erfolgte, wo nicht anders bemerkt, unter Ver- 
wendung reinster synthetischer Vergleichssubstanzen, wobei die Absorptionsbanden im 
Spektroskop nach LOWE-SCHUMM vergleichend betrachtet wurden, ebenso wie das Adsorp- 
tionsvcrhalten auf den 2 verschiedenen Platten. Im Falle der Carotinoid-Aldehyde wurden auch 
die Oxime und Semicarbazone, sowie die Rhodaninverbindungen fur den Vergleich herange- 
zogen26). Die Oxime und Semicarbazone wurden durch 6 0  Min. langes Erhitzen (50") der in 
Pyridin gelasten Aldehydfraktion mit den entsprechenden Reagenzien gewonnen und nach 
sorgfaltiger Entfernung des Pyridins weiter untersucht. 

Caroiirioide der Citrusfriichie 
Es wurden insgesamt 2000 kg Citrusfruchte in Chargen von je 100 kg im Prinzip nach dem 

im folgenden beschriebenen Verfahren aufgearbeitet. Der Nachweis von 4 verschiedenen 
Aldehyden in ein und derselben Charge gelang nur ausnahmsweise, z. B. bci Verwendung 
rotorange gefarbter Paterno-Orangen. 

100 kg Apfelsinen (Paterno Ernte Mai 1959) wurden geschalt und die erhaltenen 10 kg 
Schalen im Fleischwolf feinst gemahlen. Man ruhrte mit 15  1 Methanol an, lieD uber Nacht 
stehen und saugte ab. Der Methanolextrakt wurde verworfen. Der Ruckstand wurde zuerst 
24 Stdn. mit 30 1 Aceton stehengelassen und anschlieBend noch zweimal mit je 10 1 Aceton 
extrahiert. Nach dem Verjagen des Acetons i. Vak. wurde der Ruckstand in 3 1 Ather auf- 
genommen, der Ather verdampft, der Ruckstand (Lipoide) in Petrolather aufgenommen, von 
etwas Unloslichem abgetrennt und die Lipoide nach dem Verdampfen des Petrolathers in 
I 1  Ather + 100ccm 10-proz. methanolischer Lauge uber Nacht stehengelassen. Man 
wusch die ather. Losung 8mal mit je 500 ccrn Wasser alkalifrei, verdampfte zur Trockne und 
nahm den Ruckstand in 5 0 0  ccm Petrolather auf. Nun wurde in ublicher Weise 12mal mit je 
50 ccm 90-proz. Methanol entmischt. Der hypophasische Anteil enthielt den groRten Teil des 
8-Citraurins. Der epiphasische Anteil wurde aus Petrolitherlosung an 3.5 kg  Alz03 ((c der 
Slule -- 1 I cm, Lange 70 cm) chrumatographiert, wobei zunachst mit 5 1 Petrolather, hier- 

2 6 )  Siehe hierzu A. WINTERSTEIN und B. H E G E D ~ s ~ ~ ) .  
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auf mit einem Gemisch Benzol/Petrolather (1 : 9) so lange entwickelt wurde, bis a- und p- 
Carotin ins Filtrat iibergegangen waren ( I .  Zone). In den obersten 25 cm der Saule waren 
deutlich 7 Zonen zu erkennen, wobei die 4., gelegentlich auch die 5 . ,  durch ihre rotviolette 
Farbe auffielen. In diesen Zonen waren Apo-8’- und Apo-10’-carotinal angereichert, wahrend 
sich Retinen eher in Zone 3 und das Pigment 541 eher in Zone 5 vorfanden. Wir haben gele- 
gentlich beobachtet, daB Retinen in verhaltnismaBig tief liegenden Zonen des Chromato- 
gramms angereichert war, es kam auch vor, daB wir - in der Meinung, die Apo-8’-carotinal- 
Zone vor uns zu haben - auf das Pigment 541 stieBen. 

Bei der Aufarbeitung der dritten gelb gefarbten Zone auf Retinen fanden wir Mutatochrom 
(Absorpt. 489, 455 m p  in CS2, HCl-Reaktion positiv), sowie ein zweites Carotinoid (Ab- 
sorpt. 506, 475, 442 m p  in CS2), das wir nicht identifizieren konnten. Dieses Pigment besitzt 
sehr ahnliche Adsorptionseigenschaften wie p-Apo-8’-carotinal und vermag in den meisten 
Fallen die Absorptionsbanden des letzteren zu verdecken, auch dann noch, wenn sich der 
Aldehyd im Saulenchromatogramm schon durch seine violette Farbe zu erkennen gibt. Zur 
Entscheidung, ob in solchen Fallen Aldehyde vorhanden sind, wird ein kleiner Teil der zu 
untersuchenden Fraktion, z. B. enthaltend ca. 20y Carotinoide, mit Hydroxylamin behandelt 
und analysiert: auf der nicht-impragnierten Platte bleiben die Oxime unten hangen, auf der 
impragnierteq laufen sie rascher als die Aldehyde. Neben der Oximierung ist auch die Ver- 
wendung von Rhodanin zum Aldehydnachweis wegleitend fur die Untersuchungen. Bei der 
Aufarbeitung der 100 kg Paterno-Orangen erhielten wir in der 5 .  Zone chromatographisch 
fast einheitliches Pigment 541 ; nach zweimaliger Wiederholung der Saulenchromatographie 
ergab die Kontrolle auf der Platte die Einheitlichkeit dieser Carbonylverbindung (Tab. 2). 

Tab. 2. Charakteristische Absorpt.-Banden (in mp) der Carbonylverbindung unbekannter 
Konstitution (Pigment 541) 

cs2 54 1 500 455 
Benzol 515 487 
Petrolather 502 414 

Oxim cs2 523 489 
Semicarbazon cs2 5 3 3  499 463 

In den meisten anderen Fallen muBte dieser Aldehyd durch mikropraparative Platten- 
chromatographie gereinigt werden. 

Das im Saulenchromatogramm zwischen Pigment 541 und dem p-Apo-8’-carotinal liegende 
~-Apo-lO’-carorinal27) (Tab. 3) hatten wir anfinglich iibersehen; unter Verwendung von 
Rhodanin spater jedoch - fast stets vergesellschaftet mit $-Apo-8’-carotinal - eindeutig 
nachweisen konnen. Die Rhodaninverbindung des p-Apo-10’-carotinals liBt sich auf der 
Platte leicht von derjenigen des p-Apo-8’-carotinals differenzieren. 

Tab. 3. Charakteristische Absorpt.-Banden (in mp) des P-Apo-lO’-carotinals 
cs2 505 469 
Benzol 487 453 
Petrolather 472 438 

Oxim cs2 481 453 
Rhodaninderivat cs2 60 1 554 501 

Benzol 575 5 30 
Petrolather 560 514 

27) Wir hatten das $-Apo-10-carotinal in unserer ersten Veroffentlichung (R. RUEGG 
et al., Helv. chim. Acta 42, 854 [1959]) als olig beschrieben. Es ist nun gelungen, diesen Alde- 
hyd aus Petrolathe: in groben, roten Nadeln zu erhalten, die bei 97 -98“ schmelzen. Absorpt.- 
Max. 437 mp, E = 2550 (in Petrolather). 
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Nachweis des B-Apo-CI'-carotina/s: Zur lsolierung des 9-Apo-8'-carotinals in Form des 
"C-markierten Semicarbazons haben wir gemaD dem oben beschriebenen Verfahren 400 kg 
bezuglich Farbe der Schale besonders ausgesuchte Orangen aufgearbeitet. Die ,,Aldehyd- 
fraktion" war meist durch ihre rotviolette Farbe schon im Saulenchromatogramm zu erkennen. 
Zur Aufarbeitung auf $Apo-8'-carotinal wurden zunachst verhlltnismlflig breite Zonen aus 
den Saulenchromatogrammen abgetrennt und die Saulenchromatographie - stets kontrol- 
liert durch Diinnschichtchromatogramme - so oft wiederholt, bis die in Tab. 4 angege- 
benen Absorptionsbanden im Spektroskop deutlich zu sehen waren. 

Tab. 4. Absorpt.-Banden (in my) der an F-Apo-8'-carotinal angereicherten ,,Aldehydfraktion" 

cs2 526 488 
Benzol 504 470 
Petrolather 492 459 

Oxim CS? 506 473 
Semicarbazon cs2 522 488 458 

Benzol 504 469 437 
Petroliither 490 458 430 

Rhodaninderivat CS2 625 5 74 527 

Wir erhielten schlieDlich 1.5 g eines dickfliissigen Ols, in welchem - kolorimetrisch im 
Vergleich zu reinem synthet. P-Apo-8'-carotinal bestimmt - 22 mg des letzteren vorhanden 
waren. 

Das '4C-markierte Semicarbazon wurde folgendermaBen dargestellt : die 1 .5  g schwere 
,3-Apo-8'-carotinal-Fraktion wurde in 45 ccm absol. Pyridin gelost und die Liisung zu 14 mg 
radioaktivem Semicarbazid-hydrochlorid gegeben. Bei 1 stdg. Erwarnien auf 50" und gele- 
gentlichem Schiitteln ging das Reagenz allmlhlich in Losung. Kun wurden 66nig  nicht 
radioaktives, feinpulverisiertes Semicarbazid-hydrochlorid zugegeben und nochmals 5 Stdn. 
auf 50' erwarnit. Nach dem Abkiihlen wurde niit 250 ccm Ather versetzt und zunachst 6mal 
rnit je 250 ccm Wasser, hierauf 5mal mit je 200 ccm n H2S04 und schlieDlich lOmal rnit je 
200 ccm Wasser gewaschen. Die beim Waschen eintretenden Verluste an Ather wurden er- 
setzt. Nach dem Verjagen des Athers wurden Spuren Wasser zunlchst durch Zusatz von 
absol. Athanol und Verdampfen i. Vak. und schlienlich durch Zusatz von Petrolather und 
Verdampfen des letzteren i. Vak. vollstandig entfernt. Der olige Riickstand wurde in 20 ccm 
neiBem Petrolather gelost und rnit einer Spur synthet. Semicarbazon des $Apo-l'-carotinals 
angeimpft. Nach 4 tlgigem Aufbewahren bei t-2O wurde das auskristallisierte radioaktive 
Semicarbazon abzentrifugiert, 3mal mit je 5 ccm Petrolather und 3mal rnit je 5 ccm tiefsieden- 
dem Petrolather gewaschen. Ausb. 14 mg. Aus den Mutterlaugen konnten durch Chromato- 
graphie noch weitere 1.7 mg Semicarbazon erhalten werden. Nach einrnaligem Umkristalli- 
sieren aus Benzol/Petrolather schmolz das Praparat bei 204 - -  207" (Zers.) ; das synthet. 
8-Apo-R'-carotina/-semicarbazon schmolz bei 201 - 210' (Zers.). 

Fur die Rontgenographie und Radioaktivitatsbestirnmung wurden 9 mg des reinen 14C- 

markierten ?-Apo-8'-carotinaI-semicarbazons mit 1 1 mg nicht markiertem synthet. Produkt 
in einem Zentrifugenglas rnit 20 ccm Benzol auf 70" erwarmt und von einer Spur unloslicher 
Anteile in einer auf 80' vorgewarmten Zentrifuge getrennt. Die klare Benzollosung wurde 
abgehebert und in 8 ccm 75" warmen Petrolather, der sich in einem Zentrifugenglas befand, 
einlaufen gelassen. Man lien langsam erkalten und gewann das in einheitlichen Kristallen 
anfallende Semicarbazon durch Zentrifugation und anschlienendes Waschen rnit tiefsie- 
dendem Petrolather. Es wurden I I .4 mg Kristallisat erhalten, das fur die rontgenographische 
Untersuchung diente. Unter genau den gleichen Bedingungen wurde das Semicarbazon des 
synthet. P-Apo-8'-carotinals dargestellt. Der Vergleich der Rontgenbeugungsdiagramme der 
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beiden Semicarbazone lieR auf ldentitat der Kristallgitter und damit ihrer chemischen Struk- 
tur schlieRen. 

Zur Radioaktivitatsbestimmung wurde die Hauptfraktion und samtliche aus Mutterlaugen 
isolierten radioaktiven Semicarbazonfraktionen vereinigt, wobei 26 mg Substanz erhalten 
wurden. Es wurde 4mal BUS einem Gemisch Benzol/PetrolBther ( 2  : 1) umkristallisiert, von den 
Kristallisationen 2 -4 wurde die Radioaktivitat bestimmt : zu diesern Zweck wurden je 3 
MeRproben zu ca. 20y im Tracerlab CE-I Liquid Scintillation Counter ausgezahlt. Die im 
folgenden angegebenen Werte sind Mittelwerte aus den 3 MeRpraparaten, reduziert auf 2 0 . 0 ~ .  

Kristallisat 
Imp./Min. 

2 3 4 
17403 17355 18 140 

Die gefundenen Werte sind, wenn man die Fehler in der Probenzubereitung und der Akti- 
vitatsmessung beriicksichtigt, als annlhernd konstant anzusehen. Der etwas hohere Wert 
nach der 4. Kristallisation weist darauf hin, daO noch Spuren einer schwer zu entfernenden 
radioaktiven Beimengung anwesend sind. Trotzdem darf der ldentitatsbeweis als erbracht 
gelten. 

Nachweis von p-Apo-2’-carorinal (C37) in Cirrus madurensis: 80 kg Mandarinen mit oran- 
gerot gefiirbter Schale (sog. Clementinen) wurden in oben angegebener Weise auf Aldehyd- 
fraktion verarbeitet. Schon im ersten Saulenchromatogramm war iiber der sog. Aldehydzone 
eine zweite ebenfalls deutlich violett gefarbte Zone erkennbar. Nqch zweimaliger Wieder- 
holung der Saulenchromatographie erwies sich diese Zone beziiglich Carotinoidgehalt als 
praktisch einheitlich. Das Carotinoid lieR sich leicht als Aldehyd identifizieren, der durch seine 
im langwelligen Bereich des Spektrums liegenden Absorptionsbanden charakterisiert ist 
(Tab. 5). 

Tab. 5. Charakteristische Absorpt.-Banden (in mp) des P-Apo-2’-carotinals 
cs2 579 544 505 
Benzol 556 515 
Petrolather 540 504 470 

Oxim cs2 5 60 5 20 488 
Semicarbazon cs2 571 53 1 497 

P-Apo-2’-carotinal laBt sich auf der mit Paraffin impragnierten Platte besser nachweisen 
als auf der iiblichen Kieselgelplatte, wo es eine Tendenz zur Schweifbildung zeigt. Der kolori- 
metrische Vergleich der aus 80 kg Mandarinen erhaltenen P-Apo-2’-carotinal-Fraktion mit 
dem synthet. Produkt ergab einen Gehalt von 40y. Unter Beriicksichtigung der unvermeid- 
lichen Verluste schatzen wir den Gehalt der Mandarinen an p-Apo-2’-carotinal auf 2-4y/kg. 

In einer Charge von 100 kg Paterno-Orangen konnten wir diesen Aldehyd ebenfalls ein- 
wandfrei nachweisen. 

Nach weis von Carorinoid-Aldehyden in Spinal 

Die Aufarbeitung von frischem Spinat auf Aldehydfraktion erfolgt nach A. WINTERSTEIN 
und B. HEGEDUS~~). 

Die dort beschriebene, iiber der Retinenzone liegende, die haheren Aldehyde enthaltende 
Zone des Saulenchromatogramms wird mit Ather eluiert und zunachst im Diinnschicht- 
chromatograrnm analysiert. Dieses weist verschiedene, teils ineinander iibergehende Zonen 
auf, wobei nur die zuunterst liegende violettrosa gefarbte die Anwesenheit eines Aldehyds ver- 
muten IaRt. Nath der Behandlung eines kleinen Teils dieser Aldehydfraktion mit Hydroxyl- 
amin und erneuter Plattenchromatographie laRt sich an 4 neu auftretenden weiRen Flecken im 
Chromatogramm unschwer erkennen, daR die untersuchte Fraktion 4 Aldehyde enthalt, 
die als Rerinen, p-Apo-IO‘-carotinal, B-Apo-B’-carotinal sowie Pigment 541 identifiziert werden 
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konnten. Zu diesem Zweck wurde die Aldehydfraktion nochmals an A1203 chromatogra- 
phiert (pi der Saule = 6 cm, Hohe = 60 cm) und die 3 dabei erhaltenen Hauptzonen - jede 
fur sich - noch ein- bis zweimal der Chromatographie an A1203 unterworfen. 
In einer oberen, violett gefarbten Zone fand sich Pigment 541, das durch mikropraparative 

Dunnschichtchromatographie von einem anderen, gelb gefarbten Carotinoid abgetrennt 
wurde (Absorpt.-Banden in CS2: 541,499 mp, des Oxims in CS2: 522,487 mp). In der darunter 
liegenden Zwischenzone lie0 sich noch eine Spur Pigment 541, daneben etwas P-Apo-8’-caro- 
tinal nachweisen. Die Hauptmenge des letzteren rand sich in der darunter liegenden rotorange 
gefarbten Zone. 

Absorpt.-Banden (mp) in cs2 Petrolather 
P-Apo-8’-carotinal 526, 496, 455 494, 461 
Oxim 506,473 

In frischem Spinat, Ernte Januar 1960 fanden wir ca. IOy /?-Apo-B’-carotinaI pro kg. 
P-Apo-10‘-carotinal liegt im Saulenchromatogramm nur wenig, aber deutlich unterhalb 

dem p-Apo-8’-carotinal. Die beiden Aldehyde werden am zweckmlfiigsten im mikroprapara- 
tiven MaBstabe auf der Platte getrennt (Absorpt.-Banden in CS2: 504,466 my, in Benzol: 486, 
455 mp;  des Rhodaninderivates in CS2: 598, 554, 501 mp, in Benzol: 575, 530 mp). 

In einem Ende Marz 1960 geernteten Spinat fanden wir gegenuber dem im Januar geernte- 
ten deutlich mehr P-Apo-10’-carotinal als P-Apo-8’-carotinal, das in diesem Falle nur recht 
schwer nachweisbar war (vermutlich weniger als 3y/kg). 

Nachweis von Carotinoid-Aldehyden in Gras, Klee, Griinkohl, Ackersalat, Kresse 

Die vorgenannten grunen Pflanzen wurden in Mengen von 20-50 kg verarbeitet und zwar 
in genau der gleichen Weise wie fur Spinat beschrieben. 

In Gras und Klee fanden wir neben ca. 2Oy Retinenlkg und Spuren B-Apo-b’-carotinal, 
besonders leicht nachweisbar das /3-Apo-lO’-carorinal. Pigment 541 konnte nicht nachge- 
wiesen werden, dagegen in Spuren ein weiterer Aldehyd (Oximierung !), der nicht identifi- 
ziert werden konnte. 

In Ackersalat lieB sich neben ca. 1Oy Retinen pro kg /I-Apo-B‘- und auch B-Apo-10‘-carotinal 
nachweisen. In Griinkohl fanden wir neben Retinen - verhaltnismll3ig gut fal3bar - B-Apo- 
IO’-carofinul sowie Spuren des Pigmentes 541, wahrend wir $-Apo-l‘-carotinal nicht mit 
absoluter Sicherheit identifizieren konnten. Oximierungsversuche lieBen darauf schliefien, 
daB noch eine weitere unbekannte Carbonylverbindung vorhanden war. 

Bei der Aufarbeitung von 20 kg Kresse, in welcher wir neben Retinen B-Apo-B’-, b-Apo-fO’- 
carofinal sowie Pigmenr 541 auffanden, stellten wir fest, dal3 sich aus unbekannten Grunden 
das 3-Apo-10‘-carotinal weit oberhalb und auch weit unterhalb der erwarteten Zone im 
Saulenchromatogramm vorfand. Mit diesem ,,Verschmieren“ des Chromatogramms, das 
z. B. beim Arbeiten mit Lycopin gelegentlich beobachtet wird, mu8 auch im Falle der Caroti- 
noid-Aldehyde gerechnet werden. 

Nach weis von p- Apo-B‘-carotinol in der Darmmucosa 

Es sind mehrere 100 kg Darme aufgearbeitet worden, bis es schliel3lich gelang, die Anwesen- 
heit von p-Apo-8’-carotinal einwandfrei zu beweisen. Die Darmmucosa wurde durch Aus- 
pressen unter Verwendungeines Metallstabes gewonnen (10 kg D a m e  liefern ca. 2 kg Mucosa) 
und in der oben angegebenen Weise auf Aldehydfraktion verarbeitet. Obsthon sich nach 
mehrfacher Saulenchromatographie an der erwarteten Stelle eine schwach aber deutlich rot- 
violett gefarbte Zone zeigte, gelang es mit den iiblichen Methoden nicht, das gesuchte Caro- 
tinoid zu fassen. Im Diinnschichtchromatogramm konnten schlieBlich unter Verwendung 
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von Rhodanin in 4 kg Darmmucosa des Pferdes einige y ,!?-Apo-B'-carofinal nachgewiesen 
werden. Zur Abtrennung von Begleitstoffen wurde die Rhodaninverbindung an A1203 
($3 des Rohres 1.5 cm, H6he 12 cm) chromatographiert. Das Rhodaninderivat des 9-Apo-8'- 
carotinals bleibt bei Verwendung von Petrolather als Entwicklungsfliissigkeit in der obersten 
Zone des Chromatogrammes hangen (Absorpt.-Banden in CS2: 625, 576, 529 my). 

Carotinoide der Tomate 

2 kg Tomatenpiiree (Martorano, Parma) werden in 20 I Aceton 30 Min. geruhrt, abge- 
saugt und der Riickstand noch 3 ma1 mit je 8 I Aceton extrahiert. Nach dem Verdampfen 
des Acetons i. Vak. wird in 4 I k h e r  + 400 ccm 10-proz. methanol. Kalilauge aufgenommen 
und iiber Nacht stehengelassen. Man wascht 6mal mit je 2 I HzO alkalifrei und konzentriert 
auf 100 ccm, wobei Lycopin auskristallisiert, das abgetrennt wird (das so gewonnene bei 
160- 165" schmelzende Lycopin enthllt kleine Mengen Lycopinale). Nach dem Verjagen des 
Athers wird in iiblicher Weise im System Petrolather/90-proz. Methanol 6mal entmischt. 
Der epiphasische Anteil wird an A1203 (2 Rohre 0 11 cm, HBhe 70 cm) chromatographiert, 
wobei ein Gemisch von Benzol/Petrolather (1 : 9) als Entwicklungsfliissigkeit dient. Das 
Lycopin geht rasch ins Filtrat iiber, im oberen Teil des Rohres sind deutlich 5 Zonen zu er- 
kennen, von denen sich 2 durch rotviolette Farbe auszeichnen. Diese beiden Zonen werden 
durch zweimalige Chromatographie an A1203 weiter gereinigt, wobei ohne Schwierigkeiten 
zwei Fraktionen erhalten werden, in denen sich Apo-B'-lycopinal ( C ~ O )  sowie Apo-6'-lycopinnl 
(C32) nachweisen lassen. 

Benzol Petrolather Absorpt.-Banden (mp) in csz 
Apo-8'-lycopinal 546, 508,473 518,487 507,476 
Oxim 524,491,458 

Wir schatzen den Gehalt des Tornatenpiirees an diesem Aldehyd auf etwa 5 mg/kg. 

Absorpt.-Banden (my) in cs2 Benzol Petrolather 
Apo-6'-lycopinal 569, 525,494 540, 502 527,493,460 
Oxim 545,496 
Semicarbazon 554, 512,482 

Uber den zwei rotviolett gefarbten Zonen fanden sich je eine gelb gefarbte, aus denen sich 
ohne Schwierigkeiten zwei chromatographisch einheitliche Carotinoide abtrennen lieoen, die 
beide dieselben Absorptionsbanden aufweisen: 

cs2 Benzol Petrolather 
my 526,489 505,471 492,458 

Absorptionsbanden und Adsorptionsverhalten im Verein mit der Tatsache, da8 die Tomate 
vorzugsweise Verbindungen vom Lycopintypus synthetisiert, lassen die Vermutung zu, da8 
es sich um zwei noch nicht bekannte Mono-epoxyde des Lycopins bzw. des Lycoxanthins 
handelt. Versuche. diese Mono-epoxyde durch 0-Addition aus Lycopin synthetisch zu be- 
reiten, schlugen fehl. 

Nachweis von Bisdehydrolycopin in spanischen Orangen 

Bei der Verarbeitung von 100 kg Valencia-Blutorangen beobachteten wir in den obersten 
Schichten des Saulenchromatogrammes eine violette Zone, die wir zunachst als P-Apo-2'- 
carotinal ansprachen. Bei der Behandlung mit Hydroxylamin trat jedoch keine Veranderung 
ein ; im Diinnschichtchromatogramm bleibt das Pigment in den untersten Zonen hangen. 

Chemischc Bcrichte Jahrp. 93 190 
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€in Vergleich rnit synthetisch gewonnenem Bisdehydrolycopin ergab die Identitat rnit letzte- 
rem : 

cs2 Benzol Pyridin 
m? 601, 558, 519 544, 504,474 575, 536,496 

In den 100 kg Orangen waren schatzungsweise 50 y Bisdehydrolycopin enthalten. 

Nochweis von Torulin, Monodehydrolycopin und 3'.4'-Del1ydro-17'-oxo-^/-carotin ( C ~ O )  
in Mikroorganismen 13) 

Fur die Untersuchung der durch gewisse Mikroorganismen produzierten Carotinoide 
standen uns eine groBere Zahl von Konzentraten zur Verfiigung, die in iiblicher Weise durch 
Chromatographie an A1203 vorgereinigt waren. Die 3 oben angefuhrten Carotinoide (epi- 
phasischer Anteil) fanden sich in den obersten Schichten der Saule, die wir als Torulin-, 
Monodehydrolycopin- und Aldehydzone bezeichnen. 

a) Torulin: In der dickfliissigen Losung, die aus der Torulinzone erhalten worden war, 
hatten sich 3 mg violette Kristalle abgeschieden, die nach Umkristallisieren aus Benzol/ 
Athanol bei 183 - 184" schmolzen und die durch die folgenden Absorptionsbanden charak- 
terisiert werden konnten: 

-2 Benzol CHClj Petrolather 
my 563, 525, 491 541, 503, 470 537, 501, 467 525,491,459 

Das Produkt stimmt nach Schrnp., Mischprobe, Spektrum und Adsorptionsverhalten rnit 
dern synthetischen Carotinoid 14) uberein. 

b) Monodehydrolycopin fand sich in einer uber der Torulinzone liegenden Schicht des 
Chromatogramms, die sich durch ihre violette Farbe zu erkennen gab. Es ist durch folgende 
Absorptionsbanden charakterisiert : 

-2 Benzol Petrolather 
ni+ 574, 536, 501 551, 514,481 535, 500,468 

Das aus Mikroorganismen isolierte Pigment stirnmte in Adsorptions- und Absorptions- 
verhalten rnit dem auf folgeiidem Wege gewonnenen Monodehydrolycopin uberein 2 8 ) .  

5 g Lycopin wurden in 500 ccm CCI4 gelost, rnit I .75 g Bromsucrinirnid versetzt und unter 
Ruhren 2 Stdn. zum Sieden erhitzt. Nach dem Waschen mit NaHCO3-LGsung und Wasser 
wurde die Losung zur Trockne gebracht und der Riickstand an 10 kg A1203 (2 Saulen 0 1 1 cm, 
Hohe 70 cni) aus einer Losung Benzol/Petrolather ( I  : I )  chromatographiert. Entwickeln mit 
Petrollther, Petrolather -! 3 %  Ather, zurn SchluB rnit CH2C12, bis der gesamte Farbstoff 
ins Filtrat iibergegangen war. Es wurden 1.4 g unverandertes Lycopin zuruckerhalten. Die 
Fraktionen rnit Absorpt.-Banden 574, 536 rnp (CS2) wurden vereinigt und nochmals an A1203 
chromatographiert. Die hierbei erhaltcnen 0.55 g Substanz wurden aus 50ccm Benzol + 50 
ccm Petrolather umkristallisiert, wobei 250 mg Carotinoid vom Schmp. 185- 196" erhalten 
wurden. Nach nochmaliger Chromatographie an A1203 und zweimaligem Umkristallisieren 
aus Benzol/Petrolather wurde das Monodehydrolycopin in tiefvioletten feinen Nidelchen 
(75 mg) voni Schmp. 196" erhalten. Absorpt.-Max. 497 my, E ;Frn = 2823 (in Petrolather). 
h i  Diinnschichtchromatogramni lie8 sich trotz der vielfdchen Reinigungsoperationen noch 
ca. I 04 einer Beimengung nachweisen. 

c) 3'.4'-Dehydro-l7'-oxo-y-carorin (c40)  : Eine Carotinoidfraktion enthaltend 54 mg Pig- 
ment (als Carotin bestimmt), die aus einer iiber dem Torulin liegenden Zone des Saulen- 
chromatograrnms stamrnte, wurde an A1203 chromatographiert (55 der Saule 6 cm, Hohe 
40cm), wobei sich heim Entwickeln mit Petrolather 7 Zonen ausbildeten. In der untersten 
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Zone war noch etwas Torulin enthalten, die 3. Zone erschien deutlich violett, wahrend die 
dariiber liegenden 4. bis 7. Zonen gelb bis orangefarben waren. 

Die 3. Zone lieferte nach zweimaliger Wiederholung der Saulenchromatogrdphie eine 
bczuglich Carotinoide praktisch einheitliche Zone, die durch ihr langwelliges Absorptions- 
spektrum gekennzeichnet war. Das Carotinoid konnte irn Vergleich rnit dem synthetischen 
Aldehyd unschwer als 3’.4’-Dehydro-l7’-oxo-y-carotin identifiziert werden. 

cs2 Benzol Petrolather 
mv  594, 555,524,491 562,525,491 548, 514,480 
Oxim 514, 533, 493 548,513,482 533,495 

Bei der Aufarbeitung der iiber der C4o-Aldehyd-Zone liegenden gelben Schicht stieBen wir 
auf ein Carotinoid, das seinen Adsorptions- und Absorptionseigenschaften nach vermutlich 
Kryptoxanthin darstellte, uber diesem fand sich in einer schwach rotviolett gefarbten Zone 
ein weiteres Carotinoid, das moglicherweise mit Celaxanthin identisch ist. Wir fanden die 
Absorptionsbanden etwas hoher liegend als von A. L. LEROSEN und L. ZECHMEISTER 17) ange- 
geben, d. h. bei 566, 525,490 rn? (CSz). sehr ahnlich denjenigen des Torulins. 

Begleitcarotino ide des A za f r  ins 

Der im Rohazafrin enthaltene Neutralteil ergab bei der Chromatographie an A1203 (Petrol- 
ather) vier deutlich voneinander getrennte Zonen. Die 1. Zone bestand aus p-Carotin, die 
2., hellgelbe Zone aus P-Carotinmonoepoxyd (Absorpt.-Banden in CS2 : 5 10, 479, 447 mp), 
in der 3. und 4. Zone konnte mittels Rhodanins und durch Oximierung ein Aldehyd nachge- 
wiesen werden. Dieser wurde durch nochmaliges Chromatographieren an AI2O3 und mikro- 
praparative Trennung auf 20 Platten weiter gereinigt (AbsorpL-Banden in CSz: 489, 457 mp). 
Die Ausbeute betrug weniger als 1 mg/kg Wurzel. 

Ein aus Azafrin-methylester durch Reduktion rnit LiAIH4 und anschlieDende Oxydation 
rnit MnOz bereitetes Aldehydpraparat besaB dieselben Absorpt.-Banden wie das Natur- 
produkt, dem somit die Konstitution des Azafrinaldehyds ( C Z ~ )  zukommen diirfte. 

Oxydation von ,!I-Carotin und Lycopin rnit Mn02 

1 g p-Carotin wurde in 2.5 I Ather gelost und rnit 10 g MnO2 3 Stdn. unter LuftausschluD 
geschiittelt. Die vom Mangandioxyd befreite Losung wurde rnit verd. Kaliurnjodid-Losung 
und Wasser gewaschen und i. Vak. auf 100 ccm eingeengt. Das auskristallisierte p-Carotin 
(0.4 g) wurde abgetrennt, die Losung zur Trockne gebracht und der Ruckstand rnit Petrol- 
ather an A1203 chromatographiert, bis alles Carotin eluiert war. Durch Entwickeln rnit 
Benzol/Petrolather (1 :9) bildeten sich im oberen Teil der Saule zwei Zonen pus, die auf Grund 
des Dunnschichtchromatogramms 5-6 Carotinoide enthielten. Durch weiteres Chromato- 
graphieren konnten Retinen, P-Apo-10‘- und P-Apo-8’-carotinal abgetrennt und als Rhodanin- 
derivate identifiziert werden. 

Die analog durchgefiihrte Oxydation von Lycopin ergab Apo-8’-lycopinal neben weiteren, 
nicht naher charakterisierten Aldehyden. 

28) Analog der Darstellung des Bisdehydrolycopins nach P. KARRER und J. RUTSCHMAVN, 
Helv. chim. Acta 28, 793 [1945]. 
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