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Abstract. From the yellow petals of rape (Bras sica napus), five major carotenoids have been
isolated, Based on UVNIS, CD, 400-MHz IH-NMR, and mass spectra, they were identified
as (9'Z)-neoxanthin, (all-E)- and {9Z)-vio]axanthin, and (8'R)- and (8'S)-luteoxanthin,

Isolierung und Charakterisierung
der Hauptcarotinoide aus
BliitenbUittern von Brassica napus

FORSCHUNG

IH-(300 MHz,CDCI3)Und 13C-NMR (75 MHz, CDCI3):
vgl. Tuhel/e.

Generierllllg lind Ahfangen VOII Tricyclo-
{3.2./.02.4jocta-2(4),6-dien (12). In einem aus-
geheizten 25-ml-Dreihals-Rundkolben mit Septum,
Thcrmometer und Inertgas-Uberleitung werden 200
mg (0,76 mmol) 15a und 205 mg (0,76 mmol) DPIBF
in 5 ml THF gelost und wiihrend 15 min mittels Spritze
bei _80° bis -75° 0,53 ml einer 1,4M t-BuLi Lsg. in
Pentan (0,74 mmol) zugetropft. Nach jedem Tropfen
verflirbt sich die gelbe Lsg. braun. Die gelbbraune Lsg.
wird wHhrend 30 min bei -50°, dann I h bei RT. geriihrt.
Zur Elimination von evtl. libcrschlissigem DPIBF wird
mit cu. 200 mg (ca. 2,0 mmo!) MaleinsHure-anhydrid
versetzt und 15 min weitergerlihrt. Das Gemisch wird
mit 50 ml Et20 verdlinnt, im Scheidetrichter 2 x mit 2N
NaOH, I x mit H20 und I x mit ges. NaCI-Lsg. gewa-
schen, getrocknet (MgS04) und i.RV. bei RT. ein-
rotiert. Das olige Rohprodukt wird in 2 Teilen dureh
priip. Schichtchromatographie gereinigt (Merck Art.
57/7 PSC-Fcrtigplatten Kieselgel 60 F254, Schicht-
dicke: 2 mm, Elutionsmittel Pentan!Et20 20: I, zwei-
fachc Elution). Die Zone mit einem Rr-Wert von 0,61
wird gcsammelt und mit Et20extrahiert, das Eluat i.RV.
bei RT. eingedampft: 119,8 mg (42%) weisse Kristalle
von 16, die laut IH-NMR nur Spuren von Verunr-
einigungen enthalten. Schmp. 172-173° (Pentan). IH-
(300 MHz, CDCI3) und 13C-NMR (75 MHz, CDCI3):
vgl. Tabel/e. MS: 374 (81, M+), 307 (100).

2 -B romo-4 -( Irimethy/sily/)-endo-tricyclo-
[3.2.J.02.4jocl-6-en (ISb). In einem ausgeheizten 25-
ml-Dreihals-Rundkolben mit Septum, Thermometer
und Inertgas-Uberleitung wird eine Lsg. von 500 mg
(1,42 mmol) 1.1 ,2-Tribromo-2-(trimelhy/silyl)cyclo-
propan (13) [10] in 5 ml THF auf-80° abgeklihlt. Man
tropft mittels Spritze wUhrend 15 min 1,0 I ml einer
I,4M I-BuLi Lsg. in PClllan (1,41 mmol) zu. Dabei tritt
eine deutliche FarbverUnderung von violett iiber griin-
gelb bis braun ein. Innerhalb von 30 min wird unter
Rlihren von -80° auf _50°, sodann innert 10 min von
_50° auf RT. erwlirmt und rasch mit ciner Lsg. von
0,116 ml (93 mg, 1,41 mmol) Cyclopentadien in I ml

Einleitung

Raps (8rassica nap us) ist im gemassigten
Klimabereich del' ni:irdlichen Hemisphare
die wirtschaft]ich wichtigste 0]- und
Eiweissptlanze. Genutzt werden in erster
Linie die Samen, die bis zu 45% Rohfett
enthalten, wovon 80-90% a]s 01 gewonnen
werden kann, welches als Speisei:il in den
Hande] kommt. A]s Nebenprodukte fallen

THF versetzt. Das braune Gemisch wird weitere 4,5 h
bei RT. gerlihrt, mit 50 ml Et20 verdiinnt, im
Scheidetrichter mit H20 und ges. NaCI-Lsg. gewa-
schen, getrocknet (MgS04) lind i. RV. bei -20°/0,2
Torr eingeengt: 253,7 mg (69%) NMR-reines Roh-
produkt 15h als gelbliches (ll. Chromatographie liber
15 g Kieselgel mit Pentan liefert 166,8 mg (46%) 15b
als farbloseFllissigkeit.IH- (300 MHz, CDCI3) und 13C_
NMR (75 MHz, CDCl3): vgl. Tabel/e.
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ein geringwertiges Stroh, sowie die als
'Olkuchen' gehandelten Pressri.icksHinde als
wertvolles, da eiweissreiches Kraftfutter an
[1]. Del' Anbau von Raps hat in letzter Zeit
weltweit an Bedeutung gewonnen. So WUf-

de die Produktion von Rapsi:il in den ]etzten
18 Jahren ungefahr verdreifacht [2], Dies ist
auch insbesondere den Zi.ichtungserfolgen
von OO-Sorten (erucasaurefrei, d.h, max. 2%
Erucasaure im Gesamtfettsauregehalt des
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Sameni:ils und glucosinolata11l1, d.h. max. 30
f.lmol Glucosinolale jc g cnlfcttctcs Samcn-
meh]) zu verdanken,

Raps gehi:irtwie Ri.ibscn, aile Kohlarten,
brauneI' Senf usw. in die Familie del'
Kreuzbli.itler (Brassicaceae) und ist dic
Stammfo11l1del' Kohlri.ibe 13]. Ocr im Fri.ih-
jahr beim Bli.ihen stark verzweigtc Haupt-
stengel tragt grosse, intcnsiv gelbe Bli.iten-
traubcn, aus denen sich die zweiHichrigcn
Schoten mit zahlreichen Samen entwickeln,
Diesel' Hauplstengel ist sehr regcnerations-
kraftig, Die Bli.itezeit erstreckt sich i.iber
mehrere Wochen, wobei ein nul' schr klcincr
Teil del' Bli.itenanlagen zur Schotenbildung
kommt. Bli.ihende Rapsfelder sind auch be-
Iiebte Bienenweiden,

Generell sind fUrdie gelbe bis rote Farbe
von B li.itenblattern neben Flavonolgly-

. kosiden (z,E. Quercetin und Kampferol),
Betaxanthine (z.B. Indicaxanthin) und
Anthocyanine sehr oft Carotinoide verant-
wortlich, beispielsweise in Narzissen [4]
und Rosen, Die Farbstoffe von Rosenb1i.iten
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Fig. 1. Isolierschema 4

5

Fr. 4 und 5 (grosstenteils Epoxide) ergaben
tiber 90% des Gesamtcarotinoidgehaltes.

Zur Strukturbestimmung wurden im fol-
genden aus diesen beiden Fraktionen flinf
Hauptkomponenten mittels halbprap. HPLC
isoliert (s. Expel'. Teil) und mit Hilfe von
UVNIS-, CD-, 400-MHz-1H-NMR- und
Massenspektren eindeutig identifiziert. Auf
Grund der spektroskopisehen Daten konnen
diesen Verbindungen die im folgenden an-
gegebenen Strukturen zugeordnet werden.
Aus der Zone 5 wurde (9'Z)-Neoxanthin
«9'Z,3S ,5R ,6R ,3'S,5 'R,6 'S)-5' ,6'-Epox y-6,7-
didehydro- 5,6,5',6' -tetrahydro- {3,{3-carotin-
3,5,3'-triol, 1) isoliert, wahrend aus
Zone 4 (all-E)- Violaxanthin «all-E,35,-
5R ,6S,3 'S ,5'R ,6'S)-5 ,6,5' ,6'-Diepoxy-
5,6,5' ,6'-tetrahydro- f3,f3-carotin-3,3'-diol, 2),
(92)- Violaxanthin «9Z,3S,5R,6S,3'S,5'R, -
6'S)-5 ,6,5' ,6'-Diepoxy- 5,6,5' ,6'-tetrahydro-
{3,{3-earotin-3,3'-diol,3), (8'R)-Luteoxanthin
«(3S ,5R ,6S ,3'S ,5'R,8 'R)- 5,6,5' ,8'- Diepox y-
5,6,5' ,8'-tetrahydro-{3,{3-carotin-3,3 '-diol, 4)
und (8'S)-Luteoxanthin «3S,5R,6S,3'S,5'R,-
8'S)-5 ,6,5' ,8'-Diepoxy-5,6,5' ,8' -tetrahydro-
{3,{3-carotin-3,3'-diol, 5) isoliert wurde.

Die aus den Petal en von Raps bisher
isolierten Carotinoide sind bereits frtiher in
verschiedenen anderen Organismen gefun-
den worden. Neben (92)-Neoxanthin (1)
konnte auch das (all-E)-Isomere nachge-
wiesen werden, doch konnte dieses nieht in
vollig reiner Form isoliert werden;
mengenmassig tiberwog bemerkenswerter-
weise das (Z)-Isomere. Die Daten der 400-

1.51
1.76

1.17

1.17

1.63
p~1.26

1.33

OH
1.26

Resultate und Diskussion

tiber die Hauptearotinoide aus den Petalen
von Winterraps [14].

Aus 68,5 g getrockneten BltitenbHitter
der Sorte 'Bienvenue' liessen sieh naeh
Extraktion, Verseifung und Vortrennung des
Rohextraktes an Al203 IIIn mit Gra-
dientenelution total 626 mg etherlOsliehe
Carotinoide in 5 Hauptfraktionen gewinnen
(s. Fig. 1 und Tab. 1). Auffallend ist, in
Analogie zu den Rosenbltiten, der hohe
Anteil von Di- resp. Polyhydroxy-epoxiden;

1.96

_ 6.63:-.. ~
6.37 _ 6.24 - 6.63

1.95

1.B

1.33

Fig. 3. lH-NMR-Daten (400-MHz, CDCI3) von (8'R)-Luteoxanthin

Fig. 2. lH-NMR-Daten (400-MHz, CDCl3) von (97)-Neoxanthin

sind eingehend von Eugster und Mitarbei-
tern untersueht worden [5-8]. So wurden
aus den gel ben Petalen von Rosa foetida
HERRM.35 verschiedene Carotinoide isoliert
und ihre Struktur bestimmt [9]. Auffallend
ist dabei der hohe Gehalt an Carotinoid-'
epoxiden, der ca. 87% betragt. Der Haupt-
teil dieser Verbindungen ist auf Anthera-
xanthin und Violaxanthin zurtiekzufiihren,
was auf das Vorliegen eines defekten Viola-
xanthin-Zyklus hinweist. In neueren Arbei-
ten [10-13] ist zudet:n aueh die Isolierung
von versehiedenen Apo- und Diapo-
carotinoiden beschrieben worden.

In der vorliegenden Arbeit berichten wir
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Experimentelles

a) Die aus UV/VIS-Messungen abgesch1itztenGehaltsan-
gabcn beziehen sieh auf m g des verseiften Extraktes.

I Kohlenwasserstoffe 18 2,9

2 Caroniodaldehyde und -ketone 20 3,1

3 Mono- und Dihydroxycarotinoide 18 2,8

4 Dihydroxyepoxycarotinoide 496 79,2

5 Polyhydroxycarotinoide 75 12,0
Total 627

I. Aligemeines. Samtliche Operationen wurden
unter Ar und unter Lichtausschluss durchgefiihrt. Die
verwendeten Lsgm. waren von p.a.-Qualitat oder
wurdennaeh den iibliehen Methoden [8] vorgereinigt
und vor Gebrauch frisch destilliert. Das Einengen der
Lsgm. am RV. erfolgte bei 25°. Die Gehaltsbestimmung
fiir Gemische oder fiir Carotinoide mit unbekannter
quantitativer Extinktion wurdeaus E';,,-Werten mit2500
als Standard am Hauptmaximum berechnet. HPLC:
HPLC-Analysen erfolgten analytiseh (20 11m) an
Spherisorh 5 ODS-2 (4,6 x 250 mm) oder semiprap.
(I 00 11m)an Nucleosil5 C tB( IOx250mm), (Macherey-
Nagel, Diiren, BRD). Pumpen Altex J 10 A mit Mikro-
prozessor Altex 420. Aufnahme der Chromatogramme
und der UV/VIS-Spektren mit Kontron Ul'ikon LCD
725-Detektorund SpektropholOmeter Perkin-Elmer 554
oder Photodiodenarray Waters 990 Detector mit NEC
APC IV-Computer (Power Mate 2), NEC Pinwriter CP
6 und Waters 990 Plotter. Angabe von A.max in nm. Aile
Lsgm. (Romi! Chemicals, Kolliken) fUr die
Chromatographie waren HPLC-Qualitat und wurden
vor Gebrauch durch Glass-Microfibre-Filter GF/F
(Whatman, Maidstone, GB, $ 2,5 cm) gefiltert. Als
Spritzenfilter dienten AI/tech HPLC-Filter der Serie
6'000 (Nylon 66 (0,4511)). CD-Spektren: Modifizierter
Diehrograph II (Johin-Yl'ol1), Angaben in nm (LIe);
aufgenommen bei RT. in EtOH. IH-NMR-Spektren: 400
MHz Bruker Speklrospin AM 400 WB mit Dual-Kopf,
L~gm. CDC)3' 8in ppm beziiglich TMS (=Oppm).J in
Hz. MS: MS9(AE,Manchester,GB)mitZAB-Konsole
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MS: 600 (M+), 582 (lM - I1q+), 566, 542 (1M - 51q+),
502 ([M - 18 - 80]+),221,43.

5.2. (all-E)-Viola.l'amhin (2). UV/VIS: 470, 440,
416 (EtOH), a/{J = 0,83. CD: 478,7 (19,38), 450, I
(14,41),421,1 (11,59),397,1 (9,98),327,4(9,79).264,0
(-28,40),227,9 (17,60), 204,0 (-3,21). IH-NMR (400
MHz, CDCI3): Signallagen in Obereinstimmung mit
[17].

5.3. (9Z)-Vio/a.l'lImhin (3). 1H-NMR (400 MHz,
CDCI3), Signallagen in Obereinstimmung mit [9]. ZlI-
stitzlich: 2,39 (dq, Heq-C( 4/4')); 6,20 (d, H-C( 10)); 6,25
(111, H-C(14/14')); 6,29(d, H-C( 12'));6,37(d, H-C( 12));
6,60 (dd, H-C( I I)); 6,63 (m, H-C( 15/15')).

5.4. (8'R)-Lllleoxamhin(4). UVNIS:448,421, 398
(Hexan); a/f3 = 0,98. CD: 462,9 (3,01),444,6 (13,23),
4]5,6 (11,25), 392,9 (8,69), 372,7 (5,83). 310.1
(-6,06), 298,3 (-4,83), 288,3 (-2,64), 267,9 (-0,34),
243,7(4,1 1),216,2(0,82). IH-NMR(400MHz,CDCI3),
Signallagen in Obereinstimmung mit [9], 7.ustilzlich:
1,26 (m, Hax-C(2»); 1,51 (111,' Heq-C(2')); 1,63 (m,
Heq-C(2); 1,64 (m,Hax-C(4)); I ,76(m,Hax-C(2')); 1.99
(m, Heq-C(4')); 2, 13(m, Hax-C(4)); 2,39(m, He,I-C(4));
6,19 (d, H-C(IO')); 6,24 (m, H-C(14/14')); 6,32 (d,
H-C( 12')); 6,37 (d,H-C( (2)); 6,49 (dd, H-C( II ')); 6,63
(m, H-C(l5/15')). MS: 600 (M+), 520 (1M - 80t+), 40
([M - 80 - 80]+), 340, 299, 221, 181,43.

5.5. (8'S)-Lweo.l'anthin (5). UVIVIS:448,421. 398
(Hexan); al{J = 0,98. CD: 456,7 (14,11),429,8 (8,34),
403,0 (6, 12), 386, I (5,01),362, I (2,85),329,8 (--D,08), .
315,2 (0,76), 303,6 (0,39), 249,1 (-14,81), 229,7
(-3,93),199,2 (-12,32). IH-NMR (400 MHz, CDCIJ):
Signallagen in Obereinstimmung mit [9], zusUtzlich:
1,26 (m, Hax-C(2); 2,12 (m, Hax-C(4)); 2,38 (111,

Heq-C(4)); 6,19 (d, H-C( 10')): 6,24 (m, H-C(14/14'));
6,32 (d, H-C(l2'»); 6,37 (d, H-C(12»); 6,51 (del,
H-C(II')); 6,63 (m, H-C(15/15')). MS: 600 (M+), 520
[M - 80]+, 440 [M - 80 - 80]+,340,299,221. 181.43.

(VG, Altrincham, GB). Datensystem SS 300 (Finnigan
MAT, Bremen, BRD). Probenzufiihrung auf der Spitze
eines Glassttibchens ($ I mm). 1m N2-Strom zur
Troekene eingedampft und iiber eine Vakuumschleuse
direkt in der lonenquelle bei -260° verdampft.
lonisierungsenergie 70eV. DC: Fertigplatten,Kieselgel
60 F254 (20 x 20 em, Merck). SC: AI203 ((neutral,
Camag, Muttenz). AI203 (1II neutral) wurde durch
Zugabe von 6% H20 zu AI203 (I neutral) und 12 h
Riihren erhalten. Rapsbliitenbltitter der Sorte
'Bienvenue' wurden zu Beginn der Bliitezeit anfangs
Mai 1988 wahrend zweier Wochen bei H. Huber in
Kiesen/BE zusammengetragen.

2. Ausgangsmaterial und Extraktion. TOlal1400 g
BIUtenbl1itter von Brassica napus wurden sofort nach
dem Plliicken bei _18° tiefgefroren, dann portionen-
weise in einem Ilachen, grossen Dewar mit fliissigem
N2 ausgefroren, gemorsert, in Lyophilisierungskolben
gefUllt und mehrere Tage an der Gefriertrock-
nungsanlage belassen. Bis zur weiteren Verwendung
wurde das so aufgeschlossene Pflanzenmaterial (200 g)
im Tiefkiihlfach gelagert. Die getrocknete Petalen (68,5
g) wurden in.ein Aceton!Et20 I: 1 Gemisch eingelegt
und mit einem Hochleistungs-Dispergiergertit
(Polytronic) zu einem feinen Brei zerkleinert und
mehrmals mit frisehen Portionen Lsgm. extrahiert. Dies
ergab eine quantitative Extraktion der Farbstoffe
(Riickstand annahemd farblos). Die gelbe Lsg. wurde
nachjedem Extraktionssehritt sofort am RV. eingeengt.
Der honigartige Extrakt wurde dann zwischen H20 und
Et20 verteilt und die aus der Et20-Phase gewonnenen
Anteile (16 g) mit 300 ml 10% KOH/MeOH bei RT.
wtihrend 14 h verseift und erneut zwischen H20 und
EI20 verteilt. Durch Ausfrieren bci _180 konnten, nach
Filtration iiber Celite, aus dem etherloslichen Extrakt
farblose Substanzen entfernt werden.

3.Siiulenchromatographie. Die Grobtrennung in 5
Zonen erfo]gte mittels Gradientelution mit je 2,5 g
Extrakt an AI203 IIln (500 g, Saule: $ 5 x 30 cm, nass
geftillt) in folgender Reihenfolge: Petrolether(fo]uol
I: I ~ Toluol!Et20 3: 1 ~ Et20 ~ AcOEt ~ MeOH.
Der Extrakt wurde in Petrolether(foluol I: 1 aufgezo-
gen und die Elution erfolgte mit steigender Polaritiit.
Der Wechsel der Eluiermittel geschah jeweilen erst,
nachdem eine Zone gesammelt wurde. Die
resultierenden Mengen der ftinf gelben Zonen nach
dem Einengen am RV. und der Troeknung am HV. sind
in der Tahelle ersichtlich.

4. HPLe. Die semiprap. HPLC- Trennung der Zone
5 geschah mit Eluent I: 15% B in A+B, 3 ml/min Fluss,
wobei A: 90 T MeOH, 10 T H20, 1 T Et3N und B: 20
T AcOEt, 80 T MeOH, 1T Et3N. Die Retentionszeiten
waren fUr (all-E)-Neoxanthin: 12,5 min, fiir (9'2)-
Neoxanthin: 14 min, womit eine Grundlinientrennung
gelang und beide Carotinoide einzeln aufgefangen
werden konnten. Die Trennung der Zone 4 geschah mit
Eluent 2: 80% C in A+C, 2,3 ml/min Fluss, wobei C:
MeCN. Die Retentionszeitenwaren fUr (all-E)-
Violaxanthin: II ,7 min, fiir(8'R)-Luteoxanthin: 12,5 min
und fiir (8'S)-Luteoxanthin: 13, I min. Fiir (all-E)-
Violaxanthin gelang damit eine Grundlinientrennung
und wurde rein aufgefangen. Die Trennung von (8'S)-
Luteoxanthin und einem (8'R)-Luteoxanthin/(9Z)-
Violaxanthin-Gemisch mit Eluent 3: 97% D in C+D,
2,3 ml/min Fluss, wobei: 0: 90 T i-PrOH, 10 T H20, I
T Et3N. tR fiir das (8'R)-Luteoxanthin/(9Z)-
Violaxanthin-Gemisch: 17,3 min und fUr (8'S)-Luteo-
xanthin: 18,3 min, womit eine Grundlinientrennung
gelang und (8'S)-Luteoxanthin aufgefangen wurde. Die
Trennung von (8'R)-Luteoxanthin und (9Z)-
Violaxanthin gelang mit 30% B in A+B, 2,5 ml/min
Fluss. tR fUr(8'R)-Luteoxanthin: 17,3 min und fLir(9Z)-
Violaxanthin: ]8,2 min, womit eine Grundlinien-
trennung gelang und beide Carotinoide einzeln gesam-
melt werden konnten. Die Reinheit der einzeln aufge-
fangenen Komponenten wurde zlls1itzlieh dureh wie-
derholtes Auftragen auf die Saule mit unterschiedli-
chen Fliessmittel bestatigt.

5. Charakterisierung der Carotinoide. 5.1. (9Z)-
Neoxanthin (1). UV/VIS: 464, 435, 412, 327 (Hexan);
a/f3 = 0,83. CD: 471,3 (11,59),265,5 (4,87), 256,6
(3,45), 227,8 (-7,80), 204,3 (-3.30). IH-NMR (400
MHz, CDCl3, Fig.5): Signallagen in Obereinstimmung
mit []5), zustitzlich: ],63 (m, Heq-C(2/2')); 1,66 (m,
Hax-C(4/4')); 2,26 (m, Heq-C(4)); 2,41 (m, Heq-C(4')).

in%Menge [mg]

MHz-IH-NMR-Spektren von 1 sind mit
denjenigen welche ki.irzlich von Miirki-Fi-
scher und Eugster [15] veri:iffentlicht wur-
den in Einklang und sind in Fig. 2 gezeigt.
(all-E)- Vio]axanthin 2, als auch des sen (9Z)-
Isomeres 3 wurden fri.iher aus R. foetida
isoliert [8], ebenfalls die beiden Luteo-
xanthine 4 (400-MHz-IH-NMR-Daten s.
Fig. 3) und 5.

Neben del' Strukturaufkli:irung del'
Hauptcarotinoide wurden die Resultate un-
serer Voruntersuchungen insofern bestiitigt,
dass eine grosse Anzahl von verschiedenen
Carotinoiden in den BlUtenbUittern von Raps
vorhanden ist. Nach einer DC-Analyse
konnten im verse iften Gesamtextrakt 20
Komponenten festgestellt werden. Die
HPLC-Analyse jedoch zeigte, dass das
Gesamtcarotinoidspektrum wesentlich vie]-
faltiger ist. So kann die Anzahl del' Caro-
tinoide in den gelben Bli.itenbli:itternauf libel'
50 gesch1itzt werden. Die Arbeiten zur
StrukturaufkIarung del'weiteren Carotinoide,
sowie deren quantitative Zusammensetzung
sind zur Zeit im Gang.

Zone

Tabelle. Menge und Zusammensetzung der
Carotinoide WIS B.napus nach Trennung an
A120] 11/" a)


