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Bei dcr Remethylierung von 388 mg Pentamethyldigilanidobiose (aus Strophanthobiose) in 
3,60 ml Dimethylformamid mit 1,43 ml Mcthyljodid und 1,315 g Silberoxyd entstand wiederum 
einheitliches P-Methyl-penta-0-methyl-digilanidobiosid (11). Aus Athcr-Pentan 305 mg Kristalle 
vom Smp. 76-84" (Misch-Smp. ohne Depression); [a]$ = +3.9" (c = 0,825 in Wasser), [a]$ = 
+ 11,4" (c = 0,907 in Chloroform). 1R.-Spektrum siehe Fig. 3. 

ZU SAMMENFAS SUNG 

Durch Spaltung der methylierten Digilanidobiose-Derivate I1 und VI zu 2,3,4,6- 
Tetra-0-methyl-D-glucose und Cymarose bzw. Cymaronsaurelacton konnte fur Digi- 
lanidobiose die Struktur I bewiesen werden. Fur Acetyldigilanidobiose wurde ent- 
sprechend die Konstitution X abgeleitet. Strophanthobiose (XI) unterscheidet sich 
von der Digilanidobiose (I) nur durch die 0-Methylgruppe an C-3 des Desoxyzuckers, 
da sich aus beiden Biosen identische Methylderivate (11 und 111) gewinnen lassen. 

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium SANDOZ, Base1 

30. Phytolaccanin, der Farbstoff der Kermesbeere 
(Phytolacca decandra L.) l) 

1. Mitteilung zur Kenntnis der Betacyane 
von H. Wyler und A ,  S . Dreiding 

(7. XII. 60) 

Die reifen Fruchte der Phytolacca decandra (anzericana) L., genannt Kermes- 
beeren2), enthalten einen prachtvoll rot-violetten Saft, dessen farbende Eigenschaften 
man verschiedentlich anzuwenden trachtete. 

Die Pflanze und deren Verwandtschaft waren urspriinglich nur auf dem amerikanischen 
Kontinent heimisch (Virginian pokeweed, indianisch: Pocan4). Es wird uberliefert*), dass dcr 
Gouverneur von Jamestown (Virg.) um 1607 grossc Mengen der uPokeberriesw von der indiani- 
schen Bevolkerung abliefern liess und zur Priifung als mogliche Textilfarbstoffquclle nach Europa 
versandtc. Bei dicser Gelegenheit wurde die Pflanze dort angesiedelt und verbreitete sich rasch 
vor allem im Mittelmeergebiet. Die in sie gesetzten Erwartungen wurden jedoch enttauscht. 
Jahrhunderte spater diente der Saft dieser Beere in siidlichen Landern zum Farben von Wein 
und anderen Lebensmittelns) 5, 6 ) .  Dieser Gebrauch wurde schliesslich untersagts), da der Beeren- 

1) Zum Tcil aus einem Vortrag von A. S. DREIDING am ccSymposium of the Plant Phenolics 
Groups im Shoreditch College (22. April) und am chemischen Kolloquium der Universitat 
Oxford (26. April 1960). 

2) Der Begriff Kermesbeeren (Kermeskorner, Scharlachbeeren. Grana Chermes) wurde nach 
HEISE~) auch fur die getrockneten Weibchen der Kermesschildlaus, Lecanium ilicis L., 
welche an den Zweigen der Kermeseiche (Qwevcus coccijevu) lebt, angewandt. Die mit Wein 
oder Essig befeuchtcten, ursprunglich violett-schwarzen Tiere wurden an der Sonne getrock- 
net und verfarbten sich rot-braun. Dieses Pigment, bekannt als Kermessaure, welches einst 
in der Textilftirberei Venvendung fand, hat nichts mit dem Farbstoff dcr Phytolacca zu tun. 

s, R. HEISE, Arbeiten kaiserl. Gesundheitsamt 77, 513 (1895). 
4, C. D. MELL, Textile Colorist 52, 191, 682 (1930); 64, 76 (1942). 
5, H. C. SORBY, Quart. J. microscopic Sci., New Ser. 9, 368 (1869). 
6) LACOUR EYMARD, J. Pharmac. Chim. 27, 243 (1890). 
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saft ausser dem Farbstoff noch ein schadliches Prinzip?) enthalten SOIL Auch in neuerer Zeit 
wurde wieder ein Vcrsuch zur Anwendung des Farbsaftes in der Te~tilfarberci~) unternommen, 
anscheinend ohne nachhaltigen Erfolg. Vor einigen Jahrcn wurde dagegen auf die Verwend- 
barkeit zur Farbung von Kollagen in Gewebeschnitten hingewiesenlO). 

Der Farbstoff, den wir Phytolaccaniw nennen, gehort zu einer speziellen Gruppe 
von wasserloslichen roten Pigmenten, genannt Betacyane 11), welche in den meisten 
Centrospermen-Pflanzen vorkommen. Trotz friihem Interesse am Phytolacca-Farb- 
stoff, besonders von seiten der Lebensmittelchemie, hat man bis jetzt noch keinen 
naheren Einblick in dessen Natur erhalten. Wir werden zeigen, dass das Phytolaccanin 
mit Betanin, dem Farbstoff der roten Rube (Beta vulgaris, va7. rubra L.) identisch ist. 

Zur Identifikation des Phytolacca-Farbstoffes und anderer damals ublicher Wein- 
farbemittel12) schlug H. C. SORBY 1869 die Verwendung des Spektroskopes vor5). Er 
beobachtete, so wie spater auch BISCHOFF~~), HAsTERLIK'~), HAVERLAND~) und 
HEISE~),  im verdunnten Phytolacca-Saft zwei Absorptionsbanden : eine lag etwa */3 
zwischen den FRAUNHOFER'SChen Linien E und D (ca. 538 mp) und eine schwachere 
bei Linie F (ca. 486 mp). Es ist jetzt bekannt, dass nur das Absorptionsmaximum bei 
538 mp fur das Phytolaccanin (Spektrum s. Fig. 1) sowie auch fur andere Betacyane 
charakteristisch ist. Die nicht immer in gleicher Intensitat 3, vorgefundenen Maxima 

7) Vcrschicdentlich wurde auf die physiologischc Wirkung und friihere medizinische Vcrwendung 
dcs Phytolacca-Beerensaftes hingewiesen 8, 4, e, 8 ) .  uber dessen Schadlichkeit bestehen z. T. 
auseinandergehende Ansichten. Seine Eigenschaften werden als bitter, emetisch4) und pur 
gativ6) geschildert. Folgende Bcgleitstoffe sind bisher genannt worden (vgl. 0. WHEMER, Die 
Pflanzenfarbstoffe, ferner *)): Phytolaccasaure odcr Phytolaccinsaure, Phytolaccin (aus 
Wurzeln und Samen), ein saponinartiges, bitteres Glykosid. Gewisse schaumbildende Inhalts- 
stoffe werden in der Phytolaccaceen-Pamilie allgemcin verbreitct angetroffen. Die ein- 
heimische Bevolkerung bediente sich mancher Phytolaccaceen-Art als Quelle eines Wasch- 
mittels~bstitutes~). Genauere Kenntnisse iibcr die chcmische Natur und Physiologie der 
erwahnten Substanzen fehlen anscheinend bis hcutc. 

*) F. HAVERLAND, Beitragc zur Kenntnis der in den Friichten der Phytolucca decandra enthal- 
tenen Bestandteile, 1naug.-Diss. Erlangen 1892. 

9, G. K. HAUSER, Mem. Inst. chem. Technol. Acad. Sci. Ukrain. SSK. 3, 3 (1937); Chem. Abstr. 
31, 6883 (1937). 

lo) A. NOVELLI, Experientia 9, 224 (1453). 
11) li. WYLER & A. S. DREIDING, Experientia, im Druck. 
12) SORBY 5 ,  erwahnt : ((According to PAYEN'S interesting work (PrCcis des substances alimentaires, 

p. 455) logwood and brazilwood were a t  all events employed a few years ago for this purpose; 
and rhatany root and the berries of the so called Virginian Poke (Phytolacca decandra) are 
sometimes used. o - Spater werden im Buche von H. W. VOGEL, Praktische Spcktralanalyse 
irdischcr Stoffe, als Weinfarbemittel weiter aufgezahlt : Heidelbeer-, Malven-, Flieder-, Rain- 
weidebeeren- und Randenfarbstoff, Fuchsin. Rubin, Carmin, Indigoschwefelsaure, Campeche- 
farbstoffc, Orcanettefarbstoffe (Alkannin). LACOUR EYMARD~)  bcrichtet, dass in Weinbergen 
in Spanien und Portugal stcts cine kleine Ecke fur den Anbau von PhytoEacca und Hollundcr 
zu l'arbczwecken reserviert blieb. 

la) H. BISCHOFF, Uas Caryophyllinenroth, 1naug.-Uiss. Tiibingen 1876; A. HILGER, Die land- 
wirtschaftl. Versuchsstationen 23, 456 (1879). 

14) A. HASTERLIK, Mitt. a. d. pharm. Institute d. Univ. Erlangen, von A. HILGER, Heft 2, ti4 

15) BISCHOFF schreibt u. a. : (S. 4) tNicht zu gewagt schien daher die Folgcrung, dass jene pracht- 
vollen rothen Farbstoffe, welche in verschiedcnen Familien der Caryophyllinen (alter Name 
fiir Centrospermen) und bei dicscn wieder in zahlreichen Arten, 'ibartcn nnd Varietatcn aut- 
treten, sich chemisch nahestehend, ja identisch sein mogen. )) 

(1889). 
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bei 486 mp gehoren zu den Betaxanthinenll), welche oft in verschiedenen Mengen 
neben den Betacyanen vorkommen. 

Im Jahre 1876 entdeckte H. BISCH0FFl3) auf Grund spektroskopischer Vergleiche 
und Farbreaktionen, dass der Phytolacca-Farbstoff mit demjenigen der roten Rube 
(Beta vulgaris), des Fuchsschwanzes (Amarantus), des Brandschopfs (Celosia), der 
Melde (Chertopodizcm) und der Portulakrose (Portulaca) sehr nahe verwandt ist. BI- 
SCHOFF glaubte sogar, dass diese Pflanzen alle denselben Farbstoff enthielten, welchen 
er das cCaryophyllinenroth )P) nannte. Heute wissen wir, dass BISCHOFF'S Teste nur 
allgemein charakteristisch fur Betacyane sind, aber zwischen den einzelnen Mit- 
gliedern dieser Gruppe nicht unterscheiden konnen. Mit der Anwendung dieser Teste 
zur Erkennung des Plzytolacca-Farbstoffes in Lebensmitteln haben sich HILGER und 
MitarbeiteP) 14) la), MACAGNO17) und HEISE 3, befasst. Ahnliche Teste wurden spater 
von WEIGERT~~) ,  GERTZl') und ROBINSON zo) angewandt und bestatigten die Verwandt- 
schaft des PlzytoZacca-Farbstoffes mit denjenigen vieler anderer Centrospermen- 
Pflanzen. 

BISCHOFF~~) war unseres Wissens der erste, der eine Anreicherungsmethode fur den 
Farbstoff der Phytolacca beschrieb. Er f a t e  das Pigment aus einer 10-proz. alkoho- 
lischen Extraktlosung der Beeren mit Blei(I1)-acetat und zersetzte die Fallung mit 
alkoholischer Schwefelsaure. Ein durch mehrmaliges Wiederholen dieser Prozedur 
erhaltenes, in Alkohol losliches, violettes Rohfarbstoffpraparat enthielt nach einem 
q ualitativen Test S tickst of f . 

In einer sorgfaltigen Arbeit uber die Inhaltstoffe der Phyzytolacca-Beeren isolierte 
auch HaverZands) einen violetten Farbstoff durch Fallung aus einer alkoholischen 
Extraktlosung mit Ather und anschliessend mehrmals wiederholten Ausfallungen aus 
konzentrierten wasserigen Losungen mit Alkohol. Seine angereicherten, in Alkohol 
unloslichen Praparate enthielten 49,6349,85% C, 6,43-6,61% H und 7,02-7,05% N 
sowie auch Asche. Bei der sauren Hydrolyse erhielt HAVERLAND einen Zucker, dessen 
Osazon bei 192" schmolz. 

Nach unserer heutigen Kenntnis ist es verstkndlich, dass BISCHOFF den in Alkohol loslichen, 
HAVERLAND jedoch den unloslichen Teil zur naheren Untersuchung heranzog : Zweifellos war in 
beiden Fallen die Aufmerksamkeit auf den grdssten Teil des Farbstoffmaterials gerichtet worden, 
und BISCHOFF hatte, nach seiner Isoliermethode zu urteilen, die in Alkohol losliche Kation-Form 
des Phytolaccanins in Handen, wahrend HAVERLAND die in Alkohol unlosliche Anion-Form 
ausftillte. Diese Interpretation erkliirt auch die Asche in HAVERLAND'S Analysen. 

Schon LACOUR EYMARU 6) hatte versucht, aus einem Trockenkonzentrat des 
Phytolacca-Saftes den Farbstoff durch seine Loslichkeitseigenschaften in wasserigem 
Alkohol von verschiedener Konzentration abzutrennen. Er gab seine Bemuhungen 
auf, als er bemerkte, dass die Begleitstoffe sehr ahnliche Loslichkeitseigenschaften 

16) A. HILGER & C. MAI, Forschungsberichte iiber Lebensmittel und ihre Beziehung zur Hygiene 
2, 343 (1895); Chem. Zbl. 1895, 11, 1083. 
MACAGNO, Atti della R. Stazione chimico-agraria sperimentale die Palermo 1881-84, S. 58. 
L. WEIGERT, Jahresberichte und Programm d. k. k. ono1.-pomol. Lehranstalt in Kloster- 
neuburg, Wien 1894. 

19) 0. GERTZ, Studier ofver Anthocyan, Diss. Lund 1906. 
w, W. J. C. LAWRENCE, J. R. PRICE, G. M. ROBINSON & R. ROBINSON, Philos. Transactions 

230B, 149 (1939-41); G. M. ROBINSON & R. ROBINSON, Biochem. J. 25, 1687 (1931). 
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besassen. Auch HARMSz1) beschritt den gleichen Weg wie LACOUR EYMARD. Er be- 
handelte das im Vakuum erhaltene Trockenkonzentrat des Phytolacca-Saftes rnit 
75-proz. Alkohol und beschrieb den in Losung gegangenen Anteil nach dem Ein- 
trocknen durch ein paar Farbreaktionen und Fallungen. Ein Versuch, die Rlei(I1)- 
acetat-Fallung des Farbstoffs rnit Schwefelwasserstoff zu zerlegen, fiihrte nach HAKMS 
zur Zerstorung. HEISE 3) brauchte fur die Entwicklung seiner Nachweisreaktionen ein 
Farbstoffkonzentrat, welches durch partielle Fallungen mit Alkohol aus wasserigen 
Estraktlosungen anfiel. Vor einigen Jahren 22) wurde auch eine Anreicherung des 
Phytolacca-Pigmentes mittels Ionenaustauscher versucht. 

Es ist zu vermuten, dass die oben beschriebenen Verfahren nicht zu sehr stark angereicherten 
Farbstoffpraparaten fiihrten. Die wirksamste Abtrennung scheint nach unsercn Erfahrungcn die 
von BISCHOFF gebrauchte Blei(I1)-salz-Fallung zu sein. 

Der Phytolacca-Farbstoff wurde in letzter Zeit wieder mehrmals in analytisch 
kleinen Mengen untersucht, und zwar im Zusammenhang mit der Klassifikation der 
roten Farbstoffe der meisten Centrospermen-Pflanzen 11) 23) ") als Betacyanell) : Ob- 
schon REZNIK'S erste Chromatographieresultate %$) eher auf einen Unterschied zwi- 
schcn den Hauptfarbstoffkomponenten der Beta vulgavis, var. rzcbra und der Phyto- 
Zacca decandra deuten (BuOH: HOAc: H20 4 :  1 :5; Beta-Hauptfarbstoff Rf = 0,06, 
Phyzytolacca-Hauptfarbstoff Rf = 0,03), scheinen seine Elektrophoreseresultate 24) eine 
Ahnlichkeit dieser zwei Pigmente vermuten zu lassen (Ionenmobilitat in WALPOLE 
Puffer, pH 4,6 bei 120 Volt, 3,93 V/cm und 20": Beta-Hauptfarbstoff = + 4,5 . 

cm2 V-l s-l; Phytolacca-Hauptfarbstoff = + 4,58 * cm2 V-l s-l). Unsere 
Resultate hingegen zeigten eine grosse Ahnlichkeit aller roten Pigmente der 
Pkytolacca rnit denjenigen der Betall). So fanden wir im Phytolacca-Saft vier Farb- 
stoffkomponenten, welche sich durch Papierelektrophorese bei pH 4,5 (0,05 nf Pyri- 
diniumformiat) vollstandig auftrennen liessen ( E B  = 1,34, 1,21, 7,OO und 0,88 25)), und 
welche sich wie die Betacyane der Beta, namlich Prabetanin, Isoprabetanin, Betanin 
und Isobetanina6) verhielten. (Das Betanin macht iiber 95% der roten Farbe aus.) 

Um den Wert dieser papieranalytischen Methode zu prufen und damit auch einen 
genauercn Einblick in die Natur der Betacyane der Phytolacca decandra zu gewinnen, 
haben wir das Hauptpigment, das Phytolaccanin (E, und RB = 1,OO) 11) 25) naher 
untersucht. Dies ist von besonderem Interesse im Zusammenhang mit biogenetischen 
Erwagungen iiber Betacyane, da die Phytolaccaceen in Botanikerkreisen allgemein 
als primitivste der Centrospermen-Familien angesehen werden 27). 

Es ist uns gelungen, das Phytolaccanin nach dem fur den Randenfarbstoff 
Betanin entwickelten 28) Verfahren zu isolieren und aus Pyridiniumformiat-Losung 

21) H. IIARMS, Amer. J. Pharmacy, Vol. 65, 4th Ser., Vol. 23, 1-3 (1893). 
22) C. H. ICE, T. B. G?LGE & S. H. WENI-JER, Roc. Oklahama h a d .  Sci. 32, 101 (19-51). 
23) H. REZNIK, 2 .  Bot. 43, 499 (1955). 
24) H. REZNIK, Planta 49, 406 (1957). 
25) Als E,- bzw. RB-U7erte dcfinieren wir die relativ zu Betanin zuriickgelegten Wanderungs- 

distanzen der Fleckschwcrpunkte in der Papicrelektrophorese bzw. im Papierchromatogramm 
(vgl. 11)). 

z6) 11. WYLER, G .  VINCENTI, M. MERCIER, G. SASSIJ & A.  S. DREIDING, Helv. 42, 1696 (1959). 
27) F. RUXBAUM, Biologie der Pflanzen 35, Heft 3 ,  im Druck; H. CH. FRIEDRICH, Phyton (Graz) 

**) H. WYLER & A. S. DRBIDING, Helv. 40, 191 (1957). 
6, 220 (1956) ; dort findet sich eine Zusammenstellung der friiheren Litcratur. 
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durch Ansauern zu kristallisieren. Elementaranalyse und Titration 29) zeigen, dass 
dieses Kristallisat, wie das unter analogen Bedingungen gewonnene Retanin 28), offen- 
bar als ein partielles Pyridiniumsalz mit einer unstochiometrischen Menge Pyridin 26) 

anzusehen ist. Die Absorptionsbanden des Phytolaccanins im ultravioletten, sicht- 
baren (Fig. 1) und infraroten Bereich (Fig. 2)  sind vollkommen identisch mit den- 
jenigen des Betanins. Die beiden Farbstoffe besitzen gleiche E,- und R,-Wertel1) 25) 

Fig. 1. 

J 
200 300 400 500 600 m p  

Elektronenspektren des kristallisierten Phytolaccanin-pyridiniumsalzes und des kristalli- 
sierten Phytolaccanidin-hydrochlorids (in H,O) . 

a) Phytolaccanin-pyridiniumsalz; b) Phytolaccanidin-hydrochlorid. 

L 
3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1  1 2 1 3 ! 4  

Fig. 2. If?-Spektren dev kristallisierten Hauptfiigmente der Phytolacca decandra und der Beta 
vulgaris, var. rubra (in KBr). 

a) Betanin-pyridiniumsalz (0,5 dquivalent Pyridin) ; b) Phytolaccanin-pyridiniumsalz 

in den untersuchten Losungsmitteln und zeigen die gleichen, in beiden Fallen 
schwach ausgebildeten und diffusen Linien in den RONTGEN-Pulverdiagrammen 30). 

Eine saure Hydrolyse des Phytolaccanins aus der Mutterlauge der Kristallisation 
lieferte auf papierchromatographischem Wege identifizierte Glucose als einzigen 
Zucker und ein kristallisiertes Agluconhydrochlorid, welches mit einem direkt aus der 
Hydrolyse des Betanins kristallisierten Rohbetanidin-hydr~chlorid~l) verglichen 
wurde. Die folgenden Eigenschaften sind identisch in den beiden Praparaten: 1) Die 
Kristallform30), 2)  die Absorptionsspektren im UV., sichtbaren (Fig. 1) und IR. 

Die Mikrotitrationen wurden im Labor von Dr. H. SIMON im organisch-chemischen Institut 
der ETH ausgefuhrt. 

30) Die GUINIER-Aufnahmen und deren Intcrpretationen verdanken wir den Herren Prof. Dr. 
F. LAVES, Dr. W. FLORKE und R. GUBSER vom Institut fur Kristallographie. und Pctrographie 
der ETH. 

sl) H.  WYLER & A. S. DREIDING, Helv. 42, 1699 (1959). 
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(Fig. 3),  3) die papierchromatographisch feststellbare Zusammensetzung aus Betanidin- 
(ca. 70%) und Isobetanidin-hydrochlorid (ca. 30%), und 4) die deutlich ausgebildeten 
Linien in den RONTGEN-Pulverdiagrammen (Fig. 4) so). 

AUS allen den hier angegebenen Befunden konnen wir schliessen, dass das Phyto- 
laccanin mit Betanin identisch ist. Es ist wahrscheinlich, dass die roten Nebenfarb- 
stoffe der Phytolacca decandra (weniger als 5% des gesamten roten Farbstoffgehaltes) 
dem Prabetanin, Isobetanin und Isoprabetanin entsprechen. 

3 4 5 6 7 a 9 10 11 12 13 1 4 ~  

Fig. 3.  IR.-Spektren dev kvistallisierten Aglucon-hydvochloride aus dev Phytolacca decandra und 
der Beta vulgaris, var. rubra (in KBr). 

a) Betanidin-Isobetanidin-hydrochlorid (7 : 3 )  ; h) Phytolaccanidin-hydrochlorid. 

a 

b 

C 

Fig. 4. RoNTGEN-PzCEverdiu~gramme der lzrzstallisierten Agkcoia-hydrochloride aus der Phytolacca 
decandra und der Beta vulgaris, var. rubra. 

(GuINIER-Aufnahme mit streng monochromatischer Cu-Strahlung) 
a) kristallisiertes Gemisch von 48% Betanidin- und 52% Isobetanidin-hydrochlorid ; 
b) kristallisiertes Gemisch von 72 % Betanidin- und ZSyo Isobetanidin-hydrochlorid ; 
c) kristallisiertes Aglucon-hydrochlorid aus Phytolaccanin. 

Wir danken der Firma F. HOFFMANN-LA ROCHE & Co. fur die grossziigige Unterstutzung 
diescr Arbeit. Die Anschaffung von spcziellen Apparaturen wurde durch einen Kredit des JUBI- 

LAUMSFONDS DER UNIVERSITAT ZURICH ermoglicht. 

Experimenteller Teils2) 
Isolierung von Phytolaccanin a m  Phyfoluccn decundra-Beeren. - 62 g tief violett- 

rote Becren (in der Nahe von Ascona gesammelt) wurden in 75 rnl Wasser zerquetscht und der 
erhaltene Saft durch ein Kolicrtuch gepresst; ein zwcitcr Extrakt mit 3.5 ml Wasser enthielt n u r  
noch relativ wenig Farbrnaterial. Die vereinigten Extraktlosurigen von total 110 ml wurden unter 
Umriihren mit 6.7 ml einer 23-proz. Blei(I1)-acetat-Losung versetzt bis fast aller Fararbstoff aus- 
gefallt war; die Annaherung an den Endpunkt liess sich dabei durch regelmassig entnommene 
Tupfproben auf Filterpapier beobachten, wobei auf die Farbabnahme der von der Fa1 lung ab- 
fliessenden Fliissigkeit geachtet wurde. Der feine, rotbraune Niederschlag des Bleisalzes wurde 

32) Die Elementaranalysen und 1R.-Spektren stammen aus  dem Mikrolabor dieses Institu tcs 
~- 

(Leitung H. FROHOFER). 
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abzentrifugiert und durch abwechselndes Suspendieren und Zentrifugieren mit 25 ml Wasser und 
vier 20-ml-Portionen von 99-proz. Alkohol gewaschen. Die Fallung wurde dann su 
einigen Portionen von salzsaurem Alkohol (100 ml 99-proz. Alkohol + 2 ml konz. 
hiert. Ein Vorextrakt mit einem Gemisch von 20 ml dieses salzsauren Alkohols und 10 ml Alkohol 
enthielt nur wenig Farbstoff und wurde verworfen. Die nachsten vier Extrakte rnit je 10 ml des 
salzsauren Atkohots wurden filtriert und in je 150 mt abs. pcroxydfreien Ather33) gegossen. Die 
erhaltenen Fallungen wurdeu zentrifugiert und ergaben nach dem Trocknen zusammen 84,7 rng 
angereichertes Farbmaterial. Proben dieser Fallungen in wasserigen Losungen zeigten Extink- 
tionen (E::m) von 514, 468 und 380 amHauptabsorptionsmaximum bei 536-538 mp (z. Vgl. 

Betanin: EFk = 1100 bei 536-538 mp). 
Reinigung durch  Elektrophorese. - Die oben erhaltenen, vereinigten Ather-Fiillungen 

wurden in 3 mlO,05 M Pyridiniumformiat und 3 Tropfen 2 M Pyridin gelost, von wenig Riickstand 
durch Zentrifugieren befreit und auf eine wassergekiihlte Saule (1,6 x 54 cm)34). enthaltend 22 g 
WHATMAN-PapierpUlVer in 0,05 M Pyridiniumformiat, aufgetragen. Nach einer Elektrophorese- 
dauer von 9 Std. 20 Min. bei 1200 Volt (30-37 Milliampere) hatte die Front der Hauptfarbstoff- 
zone eine Distanz von 30 cm zuriickgelegt. Die Papiersaule wurde ausgestossen und in 3 Zonen 
zerlegt : A) schwach rotviolette Vorzone (ca. 2% des Farbmaterials), B) Hauptfarbstoffzone (ca. 
10 cm lang, 93% des Farbmaterials), C) hinterer Auslaufer dcr Hauptzone (ca. 5% des Farb- 
materials). 

Zone B: Die Farbstofflosung der Hauptzone wurde rnit ca. 50 ml Wasser eluiert, filtriert und 
am Rotationsverdampfer auf 1,7 ml eingeengt. Das Konzentrat, welches einen pH-Wert von 3,s 
aufwies, wurde unter Riihren und Eiskiihlung langsam rnit 0,lG ml 1 N Salzsaure versetzt, worauf 
bei pH 2,95 der Farbstoff in mikroskopisch feinen Nadeln auszukristallisieren begann. Die I<n- 
stallisierlosung blicb noch Std. bei - 5" stehen und wurde im Kiihlraum abfiltriert. Der Kristall- 
kuchen wurde zwcimal mit je 0 , l  ml Eiswasser gewaschen, scharf abgesaugt und im Vakuum- 
exsikkator iiber KOH und P,05 getrocknet; Ausbcute 11.3 mg. Dieses Praparat war ein Pyridi- 
niumsalz, welches eine nicht stochiometrische Menge Pyridin (in diesem Fall etwa 0,5 Aquivalent) 
enthielt. Dieses Phanomen wurde schon friiher beim Riibenfarbstoff Betanin26) bemerkt. 

Die Analysenproben wurden im Schweinchen eingewogcn und 48 Std. im Hochvakuum iiber 
Pz05 bei Zimmertemperatur getrocknet (es ist sehr schwer, dieses ausserst hygroskopische Pra- 
parat vollkommen trocken zu erhalten) , 

Wquivalent-Gewicht 
1.+2. 3. Stufe 

% C % H N Stufc 
C25H28013N2, (CSH5N)0,5 Ber. 54,68 5,09 5,80 302 GO4 
C25H26013N2, (C5H5N)0 5 Ber. 54,86 4,77 5,82 301 602 
CzsHzs0,,N2, (C5H5N),,5, (H20)l,5 Ber. 52,34 5,35 5,S5 315 631 
C2,H2,01,N2, (CsH5N)0,s, (H20)l,5 Ber. 52,50 5,05 5,57 314 629 

Gef. 52,23 4,64 5,88 300 526 
304 520 

Die UV.. und IR.-Spektren dieses Praparates (Fig. 1 und 2) sind identisch mit den entsprc- 
chenden Spektren eines Betanin-Pyridiniumsalzes rnit einem Salzaquivalent von etwa 0,5. Ein 
RONTGEN-Pulverdiagramm nach dem GUINIER-VerfahrenSo) wcist dieselben schwach ausgebil- 
cieten und diffusen Linien auf wie dasjenige des entsprechenden Retanin-Pyridiniurnsalzes. 

Zonen A und C: Die Eluate dieser Zonen wurdcn auf ca. 0,5 ml eingeengt und nur papier- 
elektrophoretisch und papierchromatographisch analysiert (siehe unten). 

Analyse der  Fraktionen durch  Papierelektrophorese und Papierchromatographie. 
- Allgemeines. - Die Papaerelektvofihorese (PE) wurde auf WHATMAN-Papierstreifen Nr. I 
(7 x 36 cm, Faserrichtung quer) in eincr Apparatur nach DURRUM bei 480 Volt (freie Lange dcs 
Streifens 34 crn; Spannungsgefalle 14 Vjcm) in folgenden Pufferlosungen durchgefuhrt : 

s3) Nach G. W. PUCHER, H. B. VICKERY & 4. J.  WAKEMANN, Ind. & Engng. Chem., analyt. Ed. 

84) Eine Beschreibung der Elektrophoreseapparatur, welche hier gebraucht wurde, wird im 
6, 140 (1934). 

Zusammeuhang rnit der Isolierung des Randenfarbstoffes veroffentlicht werden. 
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PE (Pf4,5) = Papicrelektrophorese in 0,05 M Pyridiniumformiat (pH 4,,5), Laufzeit ca. 11/, Std. 
PE (F2,4) = Papicrelektrophorese in 0,l M Ameisensaure (pH 2.4) Laufzeit 2 Std. 

Die Auswertung der Papierelektrophorese erfolgtc in EB-WertenZ5). 
Die Papierchrornatografihie (PC) erfolgte auf vollstandig benetzten W ~ ~ ~ ~ a ~ - P a p i e r s t r e i f e n  

Nr. 1 (7 x 47 cm, Faserrichtung quer) im absteigenden Durchlaufverfahren wahrcnd einer Lauf- 
zeit von 211, Std. Als Losungsmittel dientc 0 , l ~  Amcisenskure (F, ,). Die Kesultate wurden in 
KB-Zahlen ausgewerteta5). 

ResuZtate. - Die Zone A (ca. 2% des Gesamtfarbstoffes) trennte sich in dcr PE (Pf4,j) in 3 rote 
Flecke: Einen Hauptfleck bei E, 1.0 (Betanin, Anteil ca. 0,65) und zwei Nebenflccke bci EB 1.21 
(Isoprabetanin, Anteil ca. 0,20) und E, 1,34 (Prabetanin, Antcil ca. 0,15). In der P E  (F2,4) sah 
man nur zwei Flecke bei E, 1,0 (Betanin, Anteil ca. 0,65) und einen schwachen, langlichen bei 
E, 1.78 (Prabetanin und Isoprabetanin, Anteil ca. 0,35). In  der Papierchromatographie rcsultier- 
ten ebcnfalls nur zwei Flccke: R, 1,0 und R, 1,23 (hnteile 0,65 resp. 0,35). 

Die Zone B, welche ca. 93% des gesamten rotcn Farhstoffes ausmachte, zeigte in allcn drei 
Untcrsuchungsmethoden nur je einen Fleck, E, = R, = 1,0 in der PE (Pf4,6) und der PC (F2,4); 
diescr entsprach in seinen Eigenschaften dem Betanin. 

Die Zone C enthielt noch ca. 5% des Gesamtfarbstoffes. Sic setzte sich nach der PE (Pf,,,) 
aus zwei Komponenten zusammen: E, 1.0 (Betanin, Anteil ca. 0,4) und E, 0,88 (Isobetanin, 
Anteil ca. 0,G). In der PE (F,,,) trennen sich diese beidcn Substanzen nicht in der iiblichen Lauf- 
zeit von 2 Stunden. Erwartungsgemass fand man deshalb nur einen Fleck bei E, 1,O. Daneben 
waren Spuren einer Substanz bei E, 0.26 bemcrkbar. In  dcr PC (F2,4) sah man nur einen Fleck 

Pigment-Inventar der roten Farbstoffe der Phytolacca decandra- Beere 

1 (Prabetanin) 1,34 1,78 1,23 ca. 0,3% 
I1 (Isoprabetanin) 1,21 1,78 1,23 ca. 0.4% 

EB ''(). 

Substanz EB (pf4.5) EB ('2.4) (F2.4) 

111 (Phytolaccanin = Betanin) 1,0 1,o 1 .o 97,3% 
IV (Isobetanin) 0,88 1,o 1,o 2,0% 
1' ? 0 ,ZG ? (Spuren) 

Darstellung des Aglucons, Phytolaccanidin-hydrochlorid. - Die Mutterlauge der 
Kristallisation dcs Phytolaccanins aus der Hauptfarbstoffzone B wurde zur Trocknc cingedampft, 
der Ruckstand in 0,5 ml22-proz. HC1 aufgenommcn und 5 Min. auf 82-85" erhitzt. Schon nach 
drei bis vier Min. begann das Aglucon-hydrochlorid in rechteckigen Plattchcn (Grosse ca. 0,Ol x 
0,027 mm) auszukristallisieren. Nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur wurde das Produkt 
abfiltricrt, mit 2 Tropfen 22-proz. HC1 gewaschen und im Vakuum iiber KOH und P,O, getrock- 
net; Ausbcute 4,6 mg Phytolaccanidinhydrochlorid. Zur Analyse wurde im Schweinchen ein- 
gcwogen und im Hochvakuum iiber P,05 wahrend 24 Std. gctrocknet (Gewichtsverlust 6,85% ; 
es ist sehr schwer, dieses ausserst hygroskopische Praparat vollkommen trocken zu erhalten) . 

Cl,H,9O,N,Cl Ber. C 52,OO H 4,3Gy0 
Cl,HlgO,N,Cl, (H,0)o,56 Ber. ,, 50,83 ,, 4,52% Gcf. C 50.81 H 4,00:& 
C,,Hl,0,N2CL (Hz0)0,56 Ber. ,, 51,06 ,, 4.09% 

Das IR-Spcktrum dieses Praparates in KBr war identisch mit demjenigen des kristallinen 
Gemisches von Betanidin (70%-  und Isobetanidin (30%)-hydrochlorid (Fig. 3). Dcr Vergleich 
derselben beiden Substanzen in RONTGEN-Pulverdiagammen nach dem G u ~ ~ ~ ~ ~ - V e r f a h r e n ~ ~ )  
zeigte in Intensitat und Lage ubereinstimmende Linien (Fig. 4). 

Die PE (Pf,.,) dieses Phytolaccanidin-Praparates ergab 2 Flecke E, 1,03 und E, 0,87 im 
Intensitatsverhaltnis von 7 : 3 (geschatzt). Dies entsprach vollkommen dem als Vergleich mit- 
laufenden kristallinen Betanidin-Isobetanidin-Gemisch. In cier P E  (F2,4) sah man nur einen 
Fleck bei E, 0,64, an derslben Stelle wie denjenigen des Betanidin-Isobetanidin-Gemisches. In 
dcr PC (F2,4) zeigte sich ein Hauptfleck bei R, 0,54 in gleicher Weise wie dies auch beim mit- 
laufenden Betanidin-Isobetanidin-Gernisch der Fall war. In der PE (F2,4) und dcr PC (F2,4) licgen 
die E,- und R,-Werte von Betanidin und Isobetanidin so nahe beieinander, dass sie sich in der 
Laufzcit von zwei Stunden nicht auftrennen. 

Analyse des Zuckers. - Die Mutterlaugc der Kristallisation des Phytolaccanidins aus der 
salzsauren Hydrolyse wurde zur Trockne eingedampft, in 2 rnl Wasser aufgenommen, auf eine 
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Saule von 9 ml Dowex 2 (OH-Form) gegeben und mit 15 ml Wasser durchgewaschen. Das zur 
Trockne eingedampfte farblose Eluat wurde in 10 Tropfen Wasser gelost; 12 Auftrage dieser 
Losung auf eine Fleckgrosse von 4 mm Durchmesser auf WHATMmN-Papier 47 x 7 cm erwiesen 
sich als geniigende Konzentration fur eine eindeutige Identifikation. Im absteigenden Chromato- 
gramm rnit frisch angesetztem Butanol-Eisessig-Wasser 4 : 1 : 5 zeigte sich nach einer Laufzeit 
von 14 Stunden nur ein Fleck Rf = 0,20 (entwickelt rnit Anilinphtalat), welcher mit einem solchen 
von gleichzeitig wandernder Glucose identisch war. 

SUMMARY 
The major red-violet pigment of Phytolacca decandra L. (pokeberry), called phyto- 

laccanin, has been isolated and crystallized. The elementary analysis, the UV.-, 
visible and 1R.-spectra and the electrophoretic as well as the chromatographic 
behaviour on paper indicated its identity with betanin, the pigment of the red beet. 

This conclusion was confirmed by the acid hydrolysis of phytolaccanin which 
yielded a crystalline aglucone, identified as a mixture of betanidin and isobetanidin 
hydrochlorides by its spectra, its x-ray powder diagram and other analyses. 

Besides betanin, which accounts for more than 95% of the red pigment, the poke- 
berry was found to contain small amounts of three other pigments which are probably 
isobetanin, prebetanin and isoprebetanin. 

Zurich, Organisch-Chemisches Institut der Universitat 

31. Sur une d-lactono-dpimdrase I l). 
Prbparation et propridtCs 

par Th. Posternak e t  P. Waegell 
(7 XI1 60) 

I1 y a quelques annCes, POSTERNAK & REYMOND~) montrkrent qu’dcefobacter szcb- 
oxydans, souche KLUYVER & DE LEEUW, contient un ferment en prbence duquel 
s’effectue la rCaction suivante : la trihydroxy-2,3/4-cyclohexanone (II), formbe sous 
l’action du microorganisme par dCshydrogCnation du cyclohexanetbtrol-2,3/1,4 
(dihydroconduritol) (I), est CpimCrisCe d’une manikre rbversible en trihydroxy-3/2,4- 
cyclohexanone (111). Ce ferment (CpimCrase) a 6tC retrouvb dans deux autres souches 
d’A . suboxydans, qui diffgrent d’ailleurs considkrablement de la premi&re souche par 
leur capacitC de dkshydrogCnation des cyclitols. L’enzyme passe assez facilement en 
solution ; il est present dans les extraits acellulaires des microorganismes. 

I I1 I11 ‘ 
Les trihydroxycyclohexanones I1 et 111 n’Ctant pas des substances naturelles, il 

Ctait probable que les rCactions observges rksultaient d’un dCfaut de spbcificitk de 
Communication prkliminaire: IV. Congr. Int. Biochim. ; resumes des communications, 52 
(1958). 

2, TH. POSTERNAK & D. REYMOND, Helv. 38, 195 (1955). 

17 




