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Les théories actuelles de 1'élasticité du caoutchouc montrent 'impor-
tance de cette étude.

Aprés avoir mis de c6té deux effets diis & la cristallisation du
caoutchouc qui peuvent géner l’expérimentateur, nous avons montré
en étudiant optiquement l'orientation temporaire d’un colorant de
poids moléculaire élevé dissous dans une lamelle de caoutchouc que
I'on étend brusquement, que la constante de diffusion de ce corps
au sein du caoutchouc dépend fortement du parcours sur lequel la
molécule diffuse.

En combinant ce fait et les résultats antérieurement acquis sur
la diffusion des substances étrangeéres dissoutes dans le caoutchouc,
nous sommes arrivés & la eonclusion que la viscosité du caoutchouce
doit varier selon la grandeur du domaine que ’on y envisage.

Nous avons rattaché ce fait aux théories actuelles de I’élasticité
du caoutchouec.

Ce travail a été fait en 1943—44 & 'Institut de Chimie-Physique de I'Université
de Bale. Je tiens & remercier ici M. le Prof. W. Kuhr de I'hospitalité qu’il m’a accordée,
des conseils qu’il m’a prodigués et de I'intérét constant qu’il a porté & mon travail, ainsi
que M. le Dr, F. Griin, avec qui les différents points expérimentaux et théoriques ont été
longuement discutés, et & qui je suis redevable de nombreuses suggestions.

Institut de chimie physique de 1’Université de Baile.

197. Uber Violaxanthin, Auroxanthin und andere Pigmente
der Bliiten von Viola tricolor
von P. Karrer und J. Rutschmann.
(20. X. 44.)

In den Bliiten des gelben Stiefmiitterchens (Viola tricolor) hatten
wir neben dem von E. Kuhn und 4. Winterstein!) darin entdeckten
Violaxanthin noch zwei weitere Carotinoide aufgefunden?): Auro-
xanthin C,(H;,0, und Flavoxanthin C,H;;0;. Nunmehr konnte ein
viertes Pigment daraus isoliert werden, das nach Analyse, Schmelz-
punkt, Loslichkeit, Krystallform and Absorptionsspektrum (in Alko-
hol) mit Blattxanthophyll C,H,,0, identisch ist. Wahrscheinlich
kommt anch Zeaxanthin in kleiner Menge in den Bliiten vor (vgl.
weiter unten).

Der eine von uns hatte frither mit U. Solmssen3) durch Hydrie-
rungsversuche wahrscheinlich gemacht, dass Violaxanthin 10 Mol

1) B. 64, 326 (1931). 2) Helv. 25, 1624 (1942).
3} P. Karrer und U. Solmssen, Helv. 19, 1024 (1936).
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Wasserstoff aufnimmt. Diese Hydrierungszahl-Bestimmungen wur-
den jetzt nachgepriift. Die neuen Versuchsergebunisse decken sich
mit den fritheren. Ebenfalls neu bestitigt haben wir die frithere?)
Angabe, dass Perhydro-violaxanthin von Bleitetra-acetat in Eisessig
nicht oxydiert wird, somit keine vicinalen Hydroxylgruppen enthiilt.
Zum Vergleich fiihrten wir eine Oxydation von Perhydro-azafrin mit
Bleitetra-acetat aus, das nach R. Kuhn und Deutsch?) durch dieses
Reagens oxydativ aufgespalten wird. In Ubereinstimmung damit
fanden wir einen Verbrauch von 0,92 Atomen aktivem Sauerstoff
pro Mol Perhydro-azafrin.

Violaxanthin besitzt 4 Sauerstoffatome?), von denen sich héch-
stens 2—3 bei der Zerewitinoff-Bestimmung als Hydroxylgruppen
angehorend zu erkennen gaben?®). Um nédheren Einblick in die Natur
dieser OH-Gruppen zu erhalten, veresterten wir den Farbstoff mit
Benzoylchlorid und p-Nitrobenzoylehlorid und erhielten ein schén
krystallisiertes Dibenzoat und ein ebenso gut krystallisiertes Di-p-
nitrobenzoat des Violaxanthins. (Die Acetylierung des Farbstoffs
verliuft wenig einheitlich.) Die beiden Violaxanthin-Ester besitzen
im sichtbaren Gebiet die gleichen Absorptionsbanden wie Viola-
xanthin selbst. Bei der Verteilung zwischen Petrolither und Metha-
nol verhalten sie sich vorwiegend epiphasisch und geben mit konz.
wisseriger Salzsiure keine Blaufirbung. RE. Kuhn und 4. Winter-
stein hatten angegeben, dass auch die in den Stiefmiitterchenbliiten
vorhandenen Ester des Violaxanthing, im Gegensatz zum Viola-
xanthin selbst, die blaue Farbreaktion mit konz. wisseriger Salz-
sdure nicht zeigen.

Im Violaxanthin-dibenzoat haben wir die noch vorhandenen
aktiven H-Atome nach Zerewitinoff nachzuweisen versucht. Hierbei
konnte kein aktiver Wasserstoff festgestellt werden. Zum Vergleich
wurden entsprechende Messungen mit Azafrin-methylester CyH,,0,
vorgenommen, der bekanntlich zwei tertiire OH-Gruppen enthiilt.
Gefunden: 0,59% aktiver Wasserstoff (bei Zimmertemperatur). Fiir 2 aktive H-Atome
berechnet: 0,45%,.

Violaxanthin-dibenzoat enthilt somit keine mittels der Methode
von Zerewitinoff nachweisharen Hydroxylgruppen. Eine Nachpriifung
der mit derselben Methode im Violaxanthin selbst erkennbaren OH-
Gruppen ergab zu wiederholten Malen etwa 2,5-—2,6.

Aus diesen Ergebnissen miissen wir folgern, dass im Viola-
xanthin eines, wahrscheinlich aber beide in ihrer Funktion noch nicht
erkannten Sauerstoffatome nicht Hydroxylgruppen angehoéren. Der
vorwiegend epiphasische Charakter des Dibenzoats bei der Verteilungs-
probe schliesst 2 freie OH-Gruppen sicher aus.

1) P. Karrer, 4. Zubrys, R. Morf, Helv. 16, 977 (1933).

%) B. 66, 883 (1933). 3) B. 64, 326 (1931).
1) P. Karrer, R. Morf, Helv. 14, 1044 (1931).



— 1686 —

Die Beurteilung der Funktion der Sauerstoffatome ist um so
schwieriger, als Violaxanthin eine auch fiir einen Carotinoidfarbstoff
ungewdhnliche Labilitdit und Zersetzlichkeit zeigt. Schon durch
chromatographische Adsorption wird stets ein Teil der Verbindung
zerstort; die weitgehende Zersetzung bei der Acetylierung in Pyridin
mit Essigsjure-anhydrid wurde oben erwihnt. Als man Hydroxyl-
amin bei Zimmertemperatur auf Violaxanthin einwirken liess, um
eine allenfalls vorhandene Carbonylgruppe nachzuweisen, musste
man auch bei dieser Reaktion eine weitgehende Verinderung fest-
stellen; eine geringe Menge Violaxanthin konnte zuriickgewonnen
werden, der Hauptteil des Umsetzungsproduktes war eine nicht zur
Krystallisation zu bringende Substanz mit 0,79, Stickstoffgehalt.
(Fir ein Monoxim des Violaxanthins berechnen sich 2,39, N.) Der
Versuch gibt daher keinen sicheren Aufschluss iiber An- oder Ab-
wesenheit einer Carbonylgruppe. Ein Oximierungsversuch in der
Hitze hatte ein dhnliches Ergebnis, nur war hier das gesamte Viola-
xanthin in das amorphe, ca. 0,79, Stickstoff enthaltende Umwand-
lungsprodukt tibergegangen.

Sehr eigentiimlich und bemerkenswert ist das Verhalten des
Violaxanthins gegen verdiinnte Mineralsiuren. Wenn man zur
Losung des Farbstoffs in Methanol so viel wisserige Salzsidure setzt,
dass die Tlissigkeit ca. 0,29, HCl enthilt, tritt momentan Farb-
umschlag nach Grin ein; giesst man dann nach einer Minute in iiber-
schiissige Natronlauge, so wird die Farbe der Lésung wieder gelb.
Diese Lsung enthilt indessen kein Violaxanthin mehr, sondern drei
verschiedene andere Pigmente, die sich chromatographisch trennen
und durch Krystallisation rein gewinnen lassen. Das in der Adsorp-
tionssiule zuoberst liegende Pigment ist Auroxanthin C,,H;,0,,
dann folgt ein bisher unbekanntes Carotinoid C,H;,O,;, dem wir den
Namen Mutatoxanthin?!) geben, und schliesslich beobachteten wir
regelmiissig in der dritten Farbzone etwas (sehr wenig) Zeaxanthin.

Es ist selbstverstindlich, dass wir fiir diese Versuche, die etwa
ein Dutzend mal mit dem gleichen Resultat wiederholt wurden, nur
chromatographisch gut gereinigtes Violaxanthin verwendeten, welches
ein sehr scharfes Absorptionsspektrum besass und ausdem sich beim
Chromatographieren keine Begleitpigmente mehr abtrennen liessen.
Wir glauben daher, dass der mégliche Einwand, die nach der Siure-
einwirkung auf Violaxanthin erhaltenen Farbstoffe konnten im Viola-
xanthinpriparat vorher enthalten gewesen sein, wenigstens beziiglich
des Auroxanthins und Mutatoxanthins wenig Wahrscheinlichkeit fur
sich hat. Dagegen sprechen auch die relativ grossen Ausbeuten an
den beiden Pigmenten: aus 100 mg chromatographiertem Viola-
xanthin isolierten wir nach der Siureeinwirkung jeweilen ca. 5—-10 mg

1) Von mutare abgeleitet, im Hinblick darauf, dass es anscheinend Umwandlungs-
produkt des Violaxanthins ist.
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krystallisiertes Auroxanthin und ca. 10 mg krystallisiertes Mutato-
xanthin; da durch die chromatographische Reinigung und durch das
Umkrystallisieren mindestens 50 9, Verluste eintreten, kann man die
tatsichlich entstandenen Mengen von Auroxanthin und Mutato-
xanthin mindestens auf das Doppelte der angegebenen Ausbeuten
veranschlagen. Etwas anders liegen die Verhiltnisse beziiglich des
ebenfalls, aber nur in sehr kleinen Mengen auftretenden Zeaxanthins;
hier konnen wir die Moglichkeit nicht ausschliessen, dass es sich in
diesen geringen Quantititen im chromatographierten Violaxanthin
erhalten hatte und aus irgendwelchen Griinden von diesem nicht
hatte trennen lassen. Wir konnten Zeaxanthin bei der chromato-
graphischen Reinigung des Violaxanthins aus Viola tricolor bisher
nie nachweisen.

Die Entstehung von Auroxanthin, Mitatoxanthin und vielleicht
Zeaxanthin bei der Einwirkung sehr verdiinnter Mineralsiure (statt
Salzsiure kann mit demselben Erfolg z. B. auch Perchlorsdure
beniitzt werden) ist eine so eigenartige Reaktion, dass wir auch die
Moglichkeit noch ins Auge fassen, dass im Violaxanthin irgend eine
Verbindung der zwei oder evtl. drei nach der Sdureeinwirkung auf-
tretenden Pigmente vorliegt, die erst durch die Sdure aufgespalten
wird ; wahrscheinlich erscheint uns diese Hypothese allerdings nicht.

Mit Bestimmtheit kénnen wir sagen, dass krystallisiertes Viola-
xanthin aus Viola tricolor, aus dem wir beim Chromatographieren
keine anderen Farbstoffe mehr abtrennen konnten und welches alle
in der Literatur fiir dieses Pigment beschriebenen Eigenschaften
besass, bei der Einwirkung 0,2-proz. methanolischer wisseriger Salz-
saure oder anderer Mineralsiuren zerstort wird und dass sich hierauf
drei neue Carotinoide isolieren lassen: Auroxanthin, Mutatoxanthin
und (sehr wenig) Zeaxanthin.

Da weder die Konstitution des Violaxanthins noch diejenige des
Auroxanthins oder Mutatoxanthins heute bekannt ist, fehlt z. Z. die
Moglichkeit, den Ubergang des Violaxanthins in die anderen Farb-
stoffe konstitutionschemisch zu diskutieren und zu verstehen. Wir
haben aber versucht, zur Konstitutionsaufklirung des Auroxanthins
und Mutatoxanthins, soweit es die kleinen zur Verfiigung stehenden
Mengen erlaubten, weitere experimentelle Befunde beizubringen.

Im Auroxanthin C, H,,0, lassen sich nur 2 Sauerstoffatome mit
der Methode von Zerewitinoff als Hydroxylgruppen nachweisen. Ver-
esterungen des Farbstoffs verlaufen wenig glatt. Uber die Natur der
restlichen zwei Sauerstoffatome des Auroxanthins kann man noch
nichts aussagen.

Wir haben frither!) mitgeteilt, dass Auroxanthin bei der kata-
lytischen Reduktion 9 Mol H, aufnimmt. Ob daraus die Schlussfol-

1) Helv. 27, 320 (1944).
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gerung gezogen werden darf, dass Auroxanthin 9 Athylendoppelbin-
dungen enthilt, ist indessen nicht sicher, denn der eine von uns hat
zusammen mit E. Jucker neuerdings festgestellt, dass auch &thylen-
oxydische Gruppen in Carotinoiden unter Aufnahme von 1 Mol H,
hydriert werden. Falls Auroxanthin — worilber nichts bekannt ist —
eine solche #thylenoxydische Gruppe enthalten sollte, wiirde durch
diese 1 Mol H, bei der Hydrierung verbraucht.

Das neue Carotinoid Mutatoxanthin C,,H;;0; hat dieselbe Brutto-
formel wie Flavoxanthin, dem es auch im Aussehen und in den
Léslichkeitsverhiltnissen sehr dhnlich ist. Zwischen beiden Pigmenten
besteht aber ein nicht unbetrichtlicher Unterschied im Absorptions-
spektrum ; Mutatoxanthin absorbiert lingerwellig.

Mutatoxanthin | Flavoxanthin

Absorpt.-max. in Schwefelkohlenstoff. .| 488 459 431 mu | 478 447,5420mu

” » » Athylalkohol . . . .| 457 427 mu 450 42l mp
’ »» s Benzol . . . . . .. 468 439 mu 458,5 430 mpu
- ,» s Petrolither . . . . . 456 426 mpy 450 421mp
» » 5 Chloroform . . . . . 468 43T mu 458 429,5mpu
» 5 5 Pyridin . . ... L. 473 443 myu — —

Mutatoxanthin schmilzt bei 1779 Es krystallisiert in zu Drusen
vereinigten kleinen Nadeln. Die Verbindung enthilt mindestens
2 Sauerstoffatome als Hydroxylgruppen, die sich nach Zerewdtinoff
nachweisen lassen; gefunden wurden 2,3 aktive H-Atome. Bei der
Mikrohydrierung nimmt Mutatoxanthin 10 Mol H, auf.

Die Ergebnisse der Einwirkung sehr verdiinnter Siure auf
Violaxanthin scheinen uns auch in anderer Hinsicht von Interesse.
In einer grosseren Abhandlung ,,Cis-trans Isomerization and Stereo-
chemistry of Carotenoids and Diphenylpolyens‘ gibt L. Zechmeister?)
eine Zusammenfassung {iber Untersuchungen, welche die Darstellung
cis-trans-isomerer Carotinoide betreffen. Durch Erhitzen oder Be-
lichten oder Einwirkung von Jod oder Einwirkung von Siuren soll
die Mehrzahl der bekannten, natiirlichen, stabilen Carotinoidfarb-
stoffe in zahlreiche labile cis-trans-isomere Formen verwandelt wer-
den konnen. Diese weitgehenden Schlussfolgerungen werden gezogen,
obwohl die zahlreichen neuen Isomeren in den seltensten Fillen iso-
liert, und beziiglich ihrer Konstitution nicht untersucht worden sind.
Was sich bei einem Carotinoid unter der Wirkung von S&uren in
Wirklichkeit abspielen kann, lehrt das Beispiel des Violaxanthins.
Unseres Erachtens kann die Existenz der zahlreichen ,,neuen Stereo-
isomeren‘‘ der Carotinoide erst anerkannt werden, wenn jede einzelne

1) Chem. Reviews 34, 267 (1944).
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dieser Verbindungen rein, krystallisiert, analysiert und beziiglich der
Konstitution untersucht vorliegt.

Der Stiftung fiir wissenschaftliche Forschung an der Universitat Zirich danken wir
verbindlichst fiir die Unterstiitzung dieser Untersuchung.

Experimentecller Teil.
Violaxanthin-di-p-nitrobenzoat.

50 mg Violaxanthin werden in 5 ¢m? trockenem Pyridin mit 50 mg p-Nitrobenzoyl-
chlorid 12 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Zersetzung durch wisserige
Natriumbicarbonatlésung und Krystallisation des ausgefallenen Esters aus Benzol. Smp.
208° unter Zersetzung (unkorr., im evakuierten Rohrchen).

Cs Hg, 011N, Ber. C 72,12 H 6,95 N 3,129,
C;,Hg 041N, Ber. ,, 71,96 ,, 7,16 ,, 3,11°%,
Gef. ,, 72,35 ,, 7,21 ,, 3,13%

Violaxanthin-di-benzoat.

Darstellung analog der vorbeschriebenen Verbindung. Krystallisation aus Benzol-
Methanol-Gemisch. Smp. 217° (unkorr., im evakuierten Rohrchen).
C;4Hg, 04 Ber. C 80,14 H 7,91%
C;,H604 Ber. ,, 79,94 ,, 8,209,
Gef. ,, 79,73 ,, 8,05%
Nach der Methode von Zerewifinoff liess sich kein aktiver Wasserstoff nachweisen.

Einwirkung von Siure auf Violaxanthin.

Wenn man eine L&sung von etwas Violaxanthin in Methanol mit einer kleinen
Menge starker Salzsidure versetzt, schlagt die Farbe sofort von Orange nach Blaugriin um.
Die entstandene Verbindung, wahrscheinlich ein Carbeniumsalz, lisst sich durch Zusatz
von Lauge nicht mehr in Violaxanthin zuriickverwandeln. Die Lésung, jetzt hellgelb ge-
farbt, zeigt ein ziemlich scharfes Spektrum mit Absorptionsmaxima bei 453 und 424 my
(Schwefellkkohlenstoff). Sowohl die Bildung des Sdureadduktes als auch die Hydrolyse,
bzw. die entsprechenden Farbumschlige, erfolgen momentan. Die Einwirkungszeit der
Saure kann von 1 Sekunde bis zu 24 Stunden variiert werden, ohne dass sich im Spektrum
der erhaltenen Losung wesentliche Unterschiede feststellen lassen. Verwendet man statt
Salzsiure 70-proz. Perchlorsiure, so ergibt sich ein ldngerwelliges, weniger scharfes Spek-
trum mit Absorptionsmaxima bei 487 und 438 my (Schwefelkohlenstoff).

Auf Grund dieser Vorversuche haben wir zahlreiche Ansitze von je 100 mg Viola-
xanthin mit Salzsdure und weitere 100 mg mit Perchlorsiure behandelt und die Reaktions-
produkte nach der Alkalibehandlung chromatographisch getrennt. Das verwendete Viola-
xanthin war durch Adsorption an Zinkcarbonat aus Benzolldsung gereinigt. Es zeigte
sich, dass sich nach der Behandlung mit beiden Sauren 3 Farbstoffe gewinnen liessen,
von denen der eine mit Auroxanthin und der zweite mit Zeaxanthin identisch war, wih-
rend im dritten ein bisher unbekannter Kérper der Bruttoformel C,gH;,0; und den Ab-
sorptionsmaxima 488, 459 my (in Schwefelkohlenstoff) vorlag (Mutatoxanthin).

Ausfiithrung der Versuche:

100 mg Violaxanthin wurden in 70 cm?® reinem Methanol gelost und bei Zimmer-
temperatur mit 1 ecm?® 20-proz. wisseriger Salzsiure versetzt. Die Lésung farbte sich
sofort tiefgriin und wurde nach 1 Minute mit i{iberschiissiger methanolischer Kalilauge
unter starkem Umschwenken alkalisch gemacht, und zwar so, dass der Farbumschlag
nach Gelb in der ganzen Losung moglichst gleichzeitig erfolgte. Hierauf hat man mit
Ather verdiinnt und wiederholt mit Wasser gewaschen. Die Atherlésung wurde im Vakuum
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zur Trockene verdampft, der harzige Riickstand in Benzol aufgenommen und unter
Stickstoff an einer Siule von Zinkcarbonat (3 x15 c¢m) adsorbiert. Nach langerem Ent-
wickeln mit Benzol erhielt man folgende gut getrennte Zomen:

1. 2—3 cm, hellgelb, nach unten scharf durch einen braunlichen Rand begrenzt,
ohne scharfe Absorptionsbanden

2. 3—4 cm, hellgelb, Absorptionsmaxima in CS, 453, 423 my;

3. 1—2 cm, orange, Absorptionsmaxima in CS; 488, 559 my;

4, 1 cm, hellrot, Absorptionsmaxima in CS, 518, 488 my;

Eine hellgelbe und eine hellrote Zone, beide sehr schwach und ohne scharfes Absorptions-
spektrum, wurden durchgewaschen.

. Die Schichten 2, 3 und ¢4 haben wir einzeln mit Methanol-Ather 1:10 eluiert, den
Ather mit Wasser wiederholt gewaschen und im Vakuum zur Trockene verdampft.

Der Eindampfungsriickstand von Schicht 2 wurde in wenig 90-proz. Methanol ge-
16st und die Lésung auf wenige cm3 eingeengt. Den beim Stehen im Eisschrank auskry-
stallisierten Farbstoff haben wir abgenutscht und aus Methanol umkrystallisiert. Aus-
beute 5—10 mg pro Ansatz. Das Produkt schmilzt bei 191—192° (unkorr., i. V.) und lasst
sich im Mischchromatogramm nicht von Auroxanthin trennen. Es krystallisiert wie dieses
aus Methanol in feinen gelben Nadeln und verhilt sich gegen verdiinnte Salzsdure gleich.

CpH;0,  Ber. C 7994 H 9,41
CoH;0, Ber. ,, 79,70 ,, 9,729,
Gef. ,, 79,49 ,, 9,37°%

Schicht 3 wurde wie oben aufgearbeitet und lieferte das gut krystallisierende Mutato-
xanthin vom Smp. 177° Ausbeute: ca. 10 mg.
C,Hy0,  Ber. C 82,05 H 9,65%
Gef. ,, 82,22; 81,98 ,, 9,88; 9,79%

Die Bestimmung des aktiven Wasserstoffs nach Zerewitinoff ergab 2,3 akt. Wasserstoff-
Atome (0,39%,).

Bei der Mikrohydrierung nahmen 3,87 mg bei 16° und 725 mm 1,63 em® Wasser-
stoff auf, was 10,0 Doppelbindungen entspricht.

Eine Lésung des Farbstoffes in Ather gibt mit 25-proz. Salzsiure nach einigen
Minuten eine schwache Blaufdrbung.

Schicht 4 lieferte 2 bis 3 mg Zeaxanthin, Smp. 206°.

CioHyO,  Ber. C 84,43 H 9,959,
Gef. ,, 83,95 ,, 9,86

Die hier angegebenen Ausbeuten an reinen Farbstoffen sind viel kleiner als die
wirklich entstehenden Mengen, da besonders beim Auroxanthin die Verluste beim Chro-
matographieren und Krystallisieren sehr gross werden. Insgesamt dirften etwa 509, des
Violaxanthins in Auroxanthin und den neuen Farbstoff umgewandelt werden. Der Rest,
der grosstenteils in der Schicht 1 des Chromatogramms festgehalten wird, konnte nicht
in identifizierbarer Form isoliert werden.

Chemisches Institut der Universitit Ziirich.




