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198. Beitrag zur Kenntnis der Carotinoide aus Osecillatoria rubescens
von P, Karrer und J. Rutsechmann.
(20. X, 44.)

Aus der Alge Oscillatoria rubescens haben J. Heilbron und
Lythgoe') zwei Carotinoidfarbstoffe, Myxoxanthin und Myxoxantho-
phyll isoliert. Fiir ersteres fanden sie die Zusammensetzung C,,H;,0
und stellten die Konstitutionsformel I auf, die sich auf verschiedene
Untersuchungsergebnisse stiitzt. Myxoxanthophyll entspricht nach
der Arbeit der genannten Forscher der Zusammensetzung C,,H;.0;;
weiter reicht die Kenntnis dieses Pigments zur Zeit nicht.

Wir haben die Farbstoffe von Oscillatoria rubescens ebenfalls
einer Untersuchung unterworfen und kénnen beziiglich Myxoxanthin
und Myxoxanthophyll die Befunde von Heilbron und Lythgoe be-
stitigen. Das schon krystallisierte Myxoxanthin gab Analysen-
werte, die am besten mit der vorgeschlagenen Formel C,H;,O iiber-
einstimmen. Beim Abbau mit Ozon fanden wir kein Aceton, was mit
der angenommenen Konstitution I harmoniert. Bei diesem Abbau
mit Ozon liessen sich indessen auch kein Isobuttersiure-aldehyd und
keine Isobuttersiure nachweisen, wodurch die Struktur I wieder in
Frage gestellt wird. Wir haben daher auch an die bicyelische Formel 1T
fir Myxoxanthin gedacht, die 2 Wasserstoffatome weniger aufweist;
die Analysen der Verbindung stimmen allerdings etwas besser auf
die wasserstoffreichere Bruttoformel, wenn auch die Differenzen nicht
gross sind.
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Die Analysen des Myxoxanthophylls stimmen auf die Formel
CygoH 340, oder C, H,O,, zwischen welchen eine sichere Entscheidung
nicht moglich ist. Der Schmelzpunkt dieses Pigments liess sich auf
182°¢ (unkorr.) erhdhen. Bei der Mikrohydrierung nahm Myxoxantho-
phyll 11 Mole H, auf. Es enthilt 4 durch Essigsiure-anhydrid ver-
esterbare Hydroxylgruppen, die somit sekundiren oder priméiren
Charakter haben werden. Das Tetra-acetat besitzt noch 2 nach
Zerewitinoff nachweisbare OH-Gruppen, die wahrscheinlich, da sie
der Veresterung widerstanden, tertiliren Charakter haben. Uber das
siebente Sauerstoffatom des Myxoxanthophylls besteht noch keine
Klarheit. Nach dem langwelligen Spektrum des Farbstoffs zu
schliessen, konnte dieser eine mit den Kohlenstoffdoppelbindungen
in Konjugation stehende Carbonylgruppe enthalten. Durch Alumi-
niumisopropylat-Isopropylalkohol liess er sich indessen nicht redu-
zieren und die Frage, ob sich ein Oxim darstellen lisst, konnte infolge
Materialmangel noch nicht eindeutig entschieden werden.

Neben Myxoxanthophyll und Myxoxanthin enthilt das von uns
bearbeitete Oscillatoria rubescens-Material Zeaxanthin (Heilbron
und Lythgoe hatten Xanthophyll gefunden), ferner §-Carotin und
schliesslich einen sauren Carotinfarbstoff, welcher der Beobachtung
bisher entging und dem wir die Bezeichnung Oscillaxanthin geben
wollen. Diese Verbindung ist in so geringen Mengen in den Algen ent-
halten und so schwer von den Begleitstoffen zu trennen, dass es uns
bisher nicht gelang, sie rein darzustellen. Trotzdem kann man zu
ihrer Charakterisierung heute schon einige Eigenschaften angeben.

Oscillaxanthin ist in Ather, Benzol, Schwefelkohlenstoff und
Petroldther praktisch unléslich, leicht 16slich dagegen in Alkoholen,
Pyridin und Aceton. In dem vorliegenden Reinheitsgrad 1ost es sich
in Essigester relativ schwer, in Chloroform noch schwerer. Ester des
Farbstoffs werden von Ather, Benzol, Pyridin und Chloroform leicht
aufgenommen, kaum dagegen von Alkohol.

Wie bereits erwihnt, ist der Farbstoff sauer und in Alkalien
16slich. Die SbCl;-Reaktion ist blaugriin, konz. Schwefelsiure und
Perchlorsdure bewirken Blaufirbung, konz. Salzsdure ruft eine sehr
unbestidndige Blaufirbung hervor.

Die Absorptionsbanden des Oscillaxanthins liegen langwellig.
Folgende Maxima wurden beobachtet:

in Schwefelkohlenstoff 568 528 494 mu
in Methanol . . . . 531 496 464 my
in Pyridin . . . . . 532 514 483 mpu

Das Spektrum in Schwefelkohlenstoff wurde an einer Losung
gemessen, die durch Verdiinnen eines Tropfens der alkoholischen
Losung mit viel Schwefelkohlenstoff erhalten worden war.

Durch die hier genannten Eigenschaften unterscheidet sich
Oscillaxanthin von allen bisher bekannten Carotinoiden.
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Der Stiftung fiir wissenschaftliche Forschung an der Universitit Ziirich danken wir
verbindlichst fiir die Unterstiitzung dieser Untersuchung.

Ferner danken wir den Beamten und Angestellten des Wasserwerkes der Stadt
Ziirich fiir die Hilfe bei der Beschaffung des Algenmaterials.

Experimenteller Teil.

Extraktion des Myxzoxanthins und Myxoxanthophylls.

Als Ausgangsmaterial diente im Mirz gesammelter Kliarschlamm aus den Filter-
anlagen der Stadt Ziirich, der sehr reich an Oscillatoria rubescens war. Durch Zentri-
fugieren befreite man die Algen vom Hauptteil des Wassers, legte sie hierauf in Alkohol,
zentrifugierte neuerdings ab und trocknete das Material im Vakuum bei 60°. 900 g dieser
Trockensubstanz wurden hierauf mit 4 1 Methanol und anschliessend dreimal mit je 4 1
Ather kurz aufgekocht, die vereinigten Extrakte auf 1 1 eingeengt und mit wasseriger
Kalilauge wihrend 4 Stunden auf dem Wasserbad verseift. Dann zog man die alkalische
Lésung mit viel Ather aus und verdunstete die Atherlssung im Vakuum zur Trockene.

Dieses Rohprodukt haben wir nun zwischen 1 1 Petrolather und 1 1 95-proz. Methanol
verteilt und so die epiphasischen von den hypophasischen Farbstoffen getrennt.

Die Petroliatherschicht wurde auf 200 cm? eingeengt. Nach mehrstiindigem Stehen
krystallisierte eine betrichtliche Menge Carotin aus. Die von diesen Krystallen abge-
trennte Losung wurde jetzt an einer Aluminiumoxydsaule (2 3 cm, Hohe 40 cm) adsor-
biert und das Chromatogramm mit Petrolither entwickelt. Das Nachwaschen wurde so
lange fortgesetzt, bis die Carotin-Zone durch die Adsorptionssiule hindurchgespiilt war
Aus diesem Durchlauf wurden 150 mg f-Carotin isoliert. Die in der Siule zuriickgeblie-
bene violettbraune Myxoxanthinschicht wurde mit einer Mischung von Benzol-Methanol
eluiert und nach dem Verdampfen des Losungsmittels der Riickstand aus einer Mischung
von Pyridin und Methanol krystallisiert. So erhielt man 30 mg Myxoxanthin vom Smp.
1681699,

Die hypophasische Methanolschicht haben wir stark eingeengt, mit Wasser ver-
setzt und ausgedthert. Ein Teil des dabei auftretenden hellroten Niederschlags ging nicht
in Losung und wurde abgenutscht. Es gelang jedoch nicht, das spektroskopisch darin
nachgewiesene Myxoxanthophyll direkt zu krystallisieren. Deshalb haben wir den Nieder-
schlag und den Eindampfungsriickstand der Atherlésung in Chloroform aufgenommen
und auf Zinkcarbonat chromatographiert (Siule & 3 cm, Hohe 20 cm). Myxoxantho-
phyll fand sich in der violettroten Zone; ein weiterer Farbstoff (Zeaxanthin) wurde durch
die Sdule hindurchgewaschen. Das in der Absorptionssiule festgehaltene Myxoxantho-
phyll liess sich durch Methanol eluieren und wurde hierauf aus Pyridin durch Zusatz von
Benzin und Benzol ausgefillt. Nach mehrmaligem Krystallisieren aus Aceton mit Ligroin-
zusatz und schliesslich aus Aceton allein haben wir die Verbindung in roten Nadeln er-
halten, die den Smp. von 182° (unkorr.) besassen.

Die durch die Absorptionssiule durchgewaschene Chloroformlésung wurde ein-
gedampft und der Riickstand mehrmals mit Benzol ausgekocht. Aus den Benzollésungen
schied sich beim Erkalten der Farbstoff in glitzernden Drusen aus; aus Methanol wurde
er in hellen, gelben Blittchen erhalten. Nach Aussehen, Absorptionsspektrum (in CS,
Absorpt.-max. bei 518 und 487 mu) und nach dem Smp. (204°, unkorr.) lag Zeaxanthin vor.

Untersuchung des Myxoxanthins und Myxoxanthophylls.
a) Myxoxanthin.
CyH, O  Ber. C 87,19 H 9,88%
Gef. ,, 86,68; 86,94 ,, 9,85; 9,91%
Bei der Acetonbestimmung durch Abbau!) mit Ozon bildeten sich nur Spuren von
Aceton bezw. eine Verbindung, die mit Jod Jodoform liefert (weniger als /,, Mol pro
Mol Myxoxanthin). Die Priifung auf Aceton muss daher als negativ bezeichnet werden.

1) Vgl. z. B. Pregl-Roth: Die quantitative organische Mikroanalyse.
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Es ist auch nicht gelungen, Isobuttersiure oder Isobutyraldehyd oder eine andere
mittlere Fettsdure beim Abbau mit Ozon nachzuweisen.

b) Myxoxanthophyll.
CyHs0,; Ber. C 74,01 H 8,71%
CyoH;50, ,, 73,78 ,, 8,98Y%
Gef. ,, 73,76 ,, 8,939%

Mikrohydrierung: 3,25 mg Myxoxanthophyll nahmen bei 27° und 724 mm 1,415 c¢cm?
Wasserstoff auf, was einem Verbrauch von 10,9 Molen entspricht. Die ersten 10 Mole
wurden innerhalb 8 Minuten, das 11. innerhalb 30 Minuten aufgenommen.

Myxoxanthophyll-acetat: 25 mg Myxoxanthophyll wurden in 5 ¢m?® Pyridin mit
200 mg Essigsiure-anhydrid 24 Stunden stehen gelassen. Nach dem Verdiinnten mit
Wasser zog man mit Ather aus und krystallisierte nach dem Verdampfen des Athers den
Riickstand aus Methanol. Das so erhaltene Myxoxanthophyll-acetat bildet glinzende
violette Blattchen. Smp. 131—1320.
C,oH5;0,(COCH,),  Ber. C 70,53 H 7,90%
C,,H;,0;(COCH,), ., 70,37 . 8,129
Gef. ,, 70,55; 70,76 ,, 8,42; 8,529,

Die Zerewitinoff-Bestimmung ergab 0,225%, akt. H entsprechend 1,8 akt. H-Atomen.
Myxoxanthophyll besitzt demnach 4 durch Essigsaure-anhydrid veresterbare und 2 mit
Essigsiure-anhydrid nicht reagierende, offenbar tertiire, Hydroxylgruppen.

Das Acetat ist bei der Verteilung zwischen Benzin und Methanol hypophasisch
und besitzt in Schwefelkohlenstoff die Absorpt.-max. 544, 508, 479 mu.

Myxoxanthophyll-benzoat (dargestellt durch Einwirkung von Benzoylchlorid auf
den in Pyridin gel6sten Farbstoff) haben wir nicht krystallisiert und daher nicht ganz
rein erhalten, Die Bestimmung des akt. H in dem Benzoat ergab 1,8 akt. H-Atome pro
Mol. Auch das Benzoat scheint demnach 4 Estergruppen und 2 unveresterte Hydroxyle
zu enthalten.

Ein Versuch, Myxoxanthophyll durch 10-stiindiges Kochen mit Isopropylalkohol
und Aluminiumisopropylat zu reduzieren, ergab keine Anderung des Spektrums.

Der saure Farbstoff aus Oscillatoria rubescens.

Bei der vorstehend beschriebenen Isolierung der Carotinoide aus Oscillatoria rube-
scens ist die evtl. Anwesenheit von sauer reagierenden Pigmenten nicht beriicksichtigt.
Es hat sich gezeigt, dass in der alkalischen, wisserig-methanolischen, verseiften Losung
der Algenextrakte noch mindestens ein saures Carotinoid vorhanden ist. Versuche, dieses
zu isolieren, haben wir in mannigfacher Abanderung ausgefiihrt. Im folgenden wird nur
ein Weg beschrieben, der sich am besten bewahrte. Da die Menge des vorhandenen sauren
Farbstoffs sehr gering ist, ist eine Reindarstellung bisher nicht gegliickt.

Die Algen wurden durch Zentrifugieren vom Hauptteil des Wassers abgetrennt
und mit Alkohol zu einem diinnen Brei verriihrt. Nach dem Abzentrifugieren des Alko-
hols hat man das Pflanzenmaterial in frischen Alkohol eingelegt, 4—5 Tage darin liegen
lassen und dann abgenutscht. Der gut abgepresste Kuchen wurde durch Zerrreiben mit
den Hénden moglichst fein verteilt, bei 50° getrocknet und gemahlen. Hierauf haben wir
das Algenpulver (1750 g) zweimal durch einstiindiges Kochen mit der doppelten Menge
Methanol extrahiert, diese Extrakte und den Alkohol, der zum Entwissern der Algen
diente, stark eingeengt und durch vierstiindiges Kochen mit wasseriger Kalilauge ver-
seift. Die verseifte Losung wurde nach dem Verdiinnen mit Wasser mehrmals mit viel
Ather ausgezogen, die wisserige Phase durch Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure fast
auf den Neutralpunkt gebracht und hierauf im Vakuum so lange eingeengt, bis die Fliissig-
keit frei von Methanol war. (Die Entfernung des Methanols darf erst nach dem alkalischen
Auséthern erfolgen, da Myxoxanthophyll nur bei Gegenwart von Methanol durch Ather
extrahiert wird.) Die auf diese Weise erhaltenen wisserigen Losungen, die gréssere Mengen
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eines schwarzen, harzigen Niederschiags enthielten, wurden mit verdiinnter Schwefel-
sdure schwach angesauert (pg = 4-—5) und erneut mit Ather ausgezogen. So liess sich
ein grosser Teil der Verseifungsprodukte des Chlorophylls abtrennen. Schliesslich haben
wir den sauren Carotinoidfarbstoff, noch mit Chlorophyll verunreinigt, mit Essigester
extrahiert. Die Essigesterlosungen sahen braun, in diinner Schicht orange aus. Sie wurden
eingedampft, der Riickstand getrocknet, 5mal mit je 100 cm?® Aceton ausgekocht, und
diese Losungen, die den Farbstoff enthielten, auf 100 cm?® eingeengt. Diese Lésung haben
wir in einer Zinkcarbonatsdule chromatographiert und das Chromatogramm durch Nach-
spiilen mit einer Aceton-Methanol-Mischung (20:1) entwickelt. Es zeigten sich folgende,
durch farblose Schichten getrennte Zonen:

1. 5 cm griinlich-braun

2. 10 cm rot-violett

3. 1 cm orange (Myxoxanthophyll).

Die Zone 2 enthilt den sauren Carotinoidfarbstoff. Sie wurde mit Methanol-Eis-
essig (100:1) eluiert, die Lésung auf ein Viertel eingeengt, mit Essigester verdiinnt und
mit Wasser siurefrei gewaschen. Hierauf engten wir die Essigesterlosung auf wenige
em3 ein und setzten Ather hinzu. Dabei schied sich ein dunkelrotes, schnell erstarrendes
Harz ab, das von der Gefisswandung abgekratzt und abgenutscht werden konnte.

In diesem Praparat ist der saure Carotinoidfarbstoff in angereicherter Form ent-
halten. Versuche zur weiteren Reinigung itber das Natriumsalz, durch Benzoylierung,
durch Herstellung eines Nitrobenzoats u. s. w. fiihrten nicht zum Erfolg. Wenn man zur
Essigesterlosung des rohen Farbstoffs Jod hinzusetzt, fillt ein schwarzes Perjodid der
Verbindung aus. Dessen Menge ist aber sehr gering. Daraus geht hervor, dass unsere
rohen Farbstoff-Priparate noch sehr viele Begleitsubstanzen enthalten und dass der
neue saure Carotinoidfarbstoff nicht mehr als etwa 10-—20% des Gesamtpraparates aus-
macht.

Uber die Loslichkeiten des Farbstoffs finden sich Angaben in der Einleitung zu
dieser Abhandlung.

Kiirzeres Kochen mit Eisessig zerstort den Farbstoff nicht. Zinkstaub in Pyridin-
Essigsiure bewirkt keine Verinderung des Spektrums, bei lingerer Einwirkung des Re-
duktionsmittels wird der Farbstoff zerstért. Er scheint in der Alge in der beschriebenen
Form vorzukommen, da ein aus unverseiftem Algenextrakt gewonnenes Priparat die
gleichen Eigenschaften wie die aus Verseifungslésungen erhaltenen Produkte zeigte.

Chemisches Institut der Universitit Zirich.

199. Vorlidufige Mitteilung iliber ein neues Carotinoid
aus Orangenschalen: Citroxanthin

von P. Karrer und E. Jucker.
(20. X, 44.)

Bei der Isolierung des Kryptoxanthins aus Orangenschalen?)
fanden wir in den Mutterlaugen der Umkrystallisation des Krypto-
xanthins in kleiner Menge ein Carotinoid, das eine dhnliche oder nm
2 Wasserstoff-Atome reichere empirische Formel als Kryptoxanthin
besitzt, aber bedeutend kurzwelliger absorbiert (vgl. das Absorptions-
spektrum Fig. 1).

Y L. Zechmeister und P. Tuzson, B. 69, 1878 (1936).



