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40. Umwandlung eines Betacyans in ein Betaxanthin
Synthese von Indicaxanthin aus Betanin?)
von H. Wyler, M., E. Wilcox und André S. Dreiding
(13. 1. 65)

Vor kurzem haben PIaTeLLl, MINALE & PRoOTA [1] in einer schénen Arbeit die
Isolierung des Pigments Indicaxanthin®) aus der gelben Kaktusfrucht von Opuntia
Sicus indica MILL. beschrieben. Es gelang ihnen auch, durch Abbau und einen Ver-
gleich des Protonenresonanzspektrums mit demjenigen des Betanidins fir Indicaxan-
thin die Struktur I abzuleiten. Damit wurde zum ersten Male ein Vertreter jener gelben

1) Von A.S.D. im Rahmen von 2 Vortrigen an der Universitat Goéttingen und am «Symposium on
Recent Advances of Plant Phenolics» in New Delhi am 24. 9. und 5. 10. 64 bekannt gegeben.

%) Dieser fiir gewisse Kaktusarten charakteristische gelbe Farbstoif wurde bisher nur analytisch
erkannt [3] [4] [5] und nach seiner elektrophoretischen Wanderungstendenz als Betaxanthin-1,7
bezeichnet.
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Pigmentgruppe erfasst, die wir als Befaxanthine [2] [3] bezeichnet haben. Die Betaxan-
thine bestimmen bekanntlich [4] [5] [3] [2] neben den roten Betacyanen den chymo-
chromen Farbapparat der meisten Centrospermenfamilien?), in denen sie den Platz
der bei anderen Pflanzen iiblichen Anthocyane einnehmen.
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Interessanterweise besitzt das Indicaxanthin dasselbe 1, 7-Diaza-heptamethinium-
System#) wie Betanidin (II), der Grundkdrper der Betacyane [2] [3] [6]. Der Farb-
unterschied scheint hauptsdchlich an einem der beiden Auxochrome zu liegen, welche
am N-1 haften: Die Ersetzung des Dihydroxyphenylen-Restes durch (CH,), bringt
eine Farbverschiebung von rot nach gelb mit sich. Funktionell ausgedriickt unter-
scheidet sich das Indicaxanthin (I} von Betanidin (II) in der Natur des terminal ge-
bundenen Basenrestes, ndmlich S-Prolin (IV) in einem und 5,6-Dihydroxy-2,3-
dihydroindol-2S-carbonsdure (V) im anderen Falle.
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Wir haben gefunden, dass sich diese Basenreste tatsdchlich gegeneinander aus-
tauschen lassen; es ist nun moglich, Betacyane und Betaxanthine ineinander umzu-
wandeln: Bei der Behandlung von Betanin (III) mit einem grossen Uberschuss an
S-Prolin entstand Indicaxanthin (I). Das elektrophoretisch gereinigte und kristalli-
sierte, rot-orange Produkt zeigte Eigenschaften (siehe experimenteller Teil), welche
mit den fiir das Naturprodukt beschriebenen [1] im wesentlichen iibereinstimmen.

Die Basenaustausch-Reaktion liess sich auch in umgekehrter Richtung realisieren:
Das synthetische Indicaxanthin (I) wurde durch einen Uberschuss von 5,6-Dihy-
droxy-2, 3-dihydroindol-2S-carbonsiure (V)*) zu 909, in ein Gemisch von 85%, Beta-

3) Chenopodiaceen, Amarantaceen, Phytolaccaceen, Stegnospermaceen, Nyctaginaceen, Aizoaceen
Basellaceen, Portulaccaceen, Cactaceen, Didieraceen.

1) Nach einer umfassenden Nomenklatur fiir konjugierte Chromophore ncnnen wir eine Kette von
fiinf trigonalen Kohlenstoffen mit zwei halbpositiv geladenen trigonalen Stickstoffen an beiden
Enden ein 1,7-Diaza-heptamethinium-System. Der Nomenklaturvorschlag wird an anderer
Stelle genaucr beschrieben werden.

5) Wir schlagen vor, diese interessante Aminosidure V Cyclodopa zu nennen. Im Formelbild ist
sic dementsprechend mit «CydopNH» abgekiirzt.
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nidin (II) und 159, Isobetanidin zuriickverwandelt. Bei gleicher Behandlung eines
aus der Kaktusfeige isolierten Rohpridparates von Indicaxanthin konnten wir eben-
falls die Bildung von Betanidin nachweisen. In diesem Falle war 129, Isobetanidin
vorhanden. Es scheint, dass im Verlaufe des Austausches eine geringe Epimerisierung
am chiralen Zentrum des Dihydropyridinringes stattfand.
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Diese Experimente bestidtigen die von P1ATELLI, MINALE & ProOTA [1] abgeleitete
Struktur des Indicaxanthins (I).

Die hier verwendete Basenaustausch-Reaktion war an einfacheren 1,w-Diaza-
polymethinium-Systemen schon von ZINcKE & WURKER [7] beobachtet worden
(siehe auch KONIG & REGNER [8]). Neuerdings ist sie von MALHOTRA & WHITING [9]
wieder aufgegriffen und insbesondere von ScHEIBE & JuTz [10] mit Erfolg gebraucht
und genau diskutiert worden. Nach Ansicht der letztgenannten Autoren wird die
schwichere Base von der stirkeren verdrangt. Unsere Resultate zeigen, dass unter
Anwendung des Massenwirkungsgesetzes das Gleichgewicht auch in umgekehrter
Richtung verschoben werden kann.

Auch die alkalische Hydrolyse von 1,w-Diaza-polymethinium-Verbindungen zu
w-Aminopolyenalen (1-Oxa-m-aza-polymethin) kann als Basenaustausch angesehen
werden, wobei die Hydroxylgruppe ein Amin verdringt. Es ist nicht ausgeschlossen,
dass in unseren wisserig alkalischen Reaktionslgsungen auch diese Reaktion eine Rolle
spielt. Die als Zwischenprodukt vielleicht nur in ganz kleiner Konzentration auftre-
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tende Amino-aldehydo-dicarbonsiure VIII wiirde dann von {iiberschiissigem Amin
an der Aldehydcarbonylgruppe wieder angegriffen werden.

Dieser Aldehyd VIII ist bisher noch nicht isoliert worden. Wir halten es fiir mog-
lich, dass er in der Biogenese der Betacyane und Betaxanthine eine Schliisselfunktion
inne hat und dass er eigentlich der fiir die oben erwihnten Centrospermenfamilien
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charakteristische Koérper ist. Deshalb méchten wir fiir ihn den Trivialnamen « Betal-
aminsdure» vorschlagen. :

Da alle bisher aufgefundenen Bethaxanthine in ihren elektrophoretischen Wan-
derungseigenschaften und in ihren Elektronenspektren sehr dhnlich sind, liegt die
Annahme nahe, dass ihnen allen ein dhnliches chromophores System zugrunde liegt
und dass sie einfach Enaminiumsalze der Betalaminsdure (VIII) mit verschiedenen
Aminosduren darstellen. Tatsdchlich haben einige im MikromaBstab ausgcfithrte Aus-
tauschreaktionen von Betanin mit verschiedenen Aminosduren zu Betaxanthin-hn-
lichen Farbstoffen gefiithrt, welche elektrophoretisch charakterisiert wurden, deren
Existenz in der Natur jedoch noch eines Nachweises bedarf [11].

Im Zusammenhang mit der vermuteten [2] biochemischen Verkniipfung der
Betacyane und Betaxanthine mit den Anthocyanen wird die Aufkldrung der Bio-
synthese der Betalaminsdure (VIII) und seiner Enaminiumderivate, dem Betanidin
[6] [12] oder einem Betaxanthin, von besonderem Interesse sein.

Diese Arbeit wurde vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSEN-
SCHAFTLICHEN FORSCHUNG unterstiitzt. Wir danken auch der Firma F. HorFMaNN-L.A RocHE &
Co. AG, Basel, fiir cine Unterstiitzung, insbesondcre auch fiir die Isolierung des hier gcbrauchten
Betanins.

Experimenteller Teil®)

Indicaxanthin aus Betanin. Im Hochvakuum (0,007 Torr) wurden 10 ml durch Gefrieren und
Auftauen im Hochvakuum entgastes 0,6 x NH,OH zu 130 mg Betanin-pyridiniumsalz (ca. 0,19
mMol) und 400 mg r-Prolin (3,47 mMol) destilliert. Die tief violette Losung verfirbte sich bald
weinrot und spiter gelbbraun. Nach 1 Std. entfernte man das Losungsmittel im Hochvakuum,
16ste den braunen Riickstand in 10 ml 0,05M Pyridiniumformiat und brachte die Lésung auf eine
Elektrophoresesidule?) (2,6X 80 cm, ca. 100 g WnaTtmaN-Papicrpulver). Nach 14 Std. bei 1000 V
und 55 mA war die Front der gelben Indicaxanthin-Zone (14 cm) um 59,5 cm nach unten gegen die
Anode gewandert (Ep = 1,63)%). Ihr folgten die Betaninzone (9,5 cm, Ep = 1,0) 8), deren riick-
wartiger Teil von ciner gelben Zone iiberlagert war, und weiter hinten eine dritte, schwach gelbe
Zone (6 cm, Eg = 0,43)%). Die Indicaxanthin-Fraktion (72 ml Puffereluat) wurde durch eine Siule
von 5 ml Dowex 50 WX 2, H*-Form (0,7 X 13 cm) passiert und mit 180 ml Wasser nachgewaschen.
Im Rotationsverdampfer eingecdampft hinterliess diese Fraktion einen gelb-orangen Bclag.
Zugabe von 2 ml Alkohol und Kratzen mit dem Spatel fithrte von anfanglichen einzelnen Kristal-
lisationsstreifen aus zu allmihlich durchgehender Kristallisation. Das filtrierte und getrocknete
Matcrial wog 25 mg (ca.40%, d.Th.), Smp. z. T. bei1l53-167°, gelb zerfliessend, wobei dunkelbraune,
bis 250° unschmelzbare Partikel zuriickbleiben. Die Analysenproben, im Hochvakuum iiber
P,0, getrocknet, crlitten Gewichtsverluste von 2,27-2,679,.

C1aH 406N, Ber. C 54,54 H 5,23 N 9,09%
CraH 606N, + 0,214 H,0  Ber. ,, 53,86 ,, 532 ,, 8,98%
Gef. ,, 53,86 ,, 564 ,, 9,18%

Spezifisches Drehvermégen [al;, = +189,6° (¢ = 0,0422, Wasser). (Die Abweichung dieses
Wertes vom Literaturwert (4 394° {1]) diirfte zu einem Teil auf eine Epimcrisierung zuriickzu-

6) Allgemeine Bemerkungen iiber Smp., IR. und NMR. vgl. [13]. Die Elementaranalysen und
IR.-Spektren stammen aus dem Mikrolaboratorium dieses Institutes (Leitung H. FROHOFER).
7y Bei Gebrauch von frischemPapierpulver traten aus einem noch nicht naher erforschten Grunde
crhebliche Verluste an Produkt auf; diese liessen sich vermeiden, wenn die Sdule zuvor mit
ciner wiissrigen Lésung von Komplexon III (0,01M) und anschliessend mit Pufferlosung ge-
waschen worden war.
Ep = Wanderungsdistanz rel. zu Betanin; hier wurden die Abstinde der Zonenfronten ge-
messen. Diese Ep-Werte sind nicht ganz vergleichbar mit den Werten, welche durch Papier-
streifen-Elektrophorese erhalten wurden. In ciner fritheren analytischen Ubersicht [3] haben
wir den Eg-Wert dieses Pigmentes als etwa 1,7 angcgeben.

8
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tithren sein (siehe unten).) - UV. (Wasser): 4, 483 (62000), 296-298 (2640), 260 (7600) nm (g). ~
IR. (KBr):v, . 3322, 2933, 1724 (1709 infl.), 1629, 1524, 1410, 1359, 1328, 1212 (breit), 1170, 1085,
1024, 984, 964, 870 cm~1, - NMR. (CF,COOH)®) :8,61/D (J = 12,5), 1 Pr (H7); 6,63/S,1 Pr (H14);
6,33/D (J = 12,5), 1 Pr (H8); 5,05/M, 1 Pr (H5); 4,68/M, 1 Pr (H11); 3,97/M, 2 Pr (2X H5);
3,43|M, 2 Pr (2X H10); 2,53/M, 4 Pr (2Xx H3 und 2 X H4)19).

Papierclektrophorese pH 4,5 (0,05mM Pyridiniumformiat): Eg = 1,68 [3]. Papierchromato-
gramm pH 4,5 (0,05M Pyridiniumformiat): Ry = 1,09 [3].

Umwandlung von synthetischem Indicaxanthin in Betanidin. Eine Losung von 20 mg N-Acetyl-
5,6-diacetoxy-2, 3-dihydroindol-2S-carbonsiure-methylester11) in 0,5 ml Methanol und 3 ml konz.
HCI/H,O 1:1 wurde durch Gefrieren und Auftauen im Hochvakuum entgast, im geschlossenen
Rohr wihrend 5 Std. auf 98° erhitzt und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Zum Riickstand
fiigte man 1.94 mg Indicaxanthin und destillierte 3ml von im Hochvakuum entgastem 0,6 N NH,OH
hinzu. Nach 1 Std. bei Zimmertemperatur dampfte man die Losung im Hochvakuum zur Trockne
ein und unterwarf den Riickstand einer elektrophoretischen Kontrolle in 0,05 Pyridiniumformiat.
Nach 2 Std. bei 440 V auf WHATMAN-Nr. 1-Papier (6,6 28 cm) trennte sich das Material in eine
Betanidin- und eine langsamer wandernde Isobetanidin-Zone. Diese wurden ausgeschnitten, mit
Puffer eluiert und die Lésungen auf gleiche Volumina (5 ml) gebracht. Die OD-Werte der Eluate
bei 540 nm gaben das Mass der Anteile Betanidin und Isobetanidin im Gemisch:

Zone bei EB = 1,03 (Betanidin): OD = 0,448 85,29,
Zone bei EB = 0,93 (Isobetanidin): OD = 0,078 14,8%,

0,526  100%

Umwandlung von natiivlichem Indicaxanthin in Befanidin. Das Indicaxanthin wurde nach
PiarerLrr, PRoTA & MINALE [1] aus Kaktusfriichten isoliert und an einer Papierkolonne (83X
2,6 cm, 100 g WeHATMAN-Papierpulver ), 0,05M Pyridiniumformiat) durch Elektrophorese (1000 'V,
16 Std.) gereinigt. Von den zwei beobachteten gelben Zonen wurde die schneller zur Anode wan-
dernde, intensiver gefirbte durch Elution gesammelt und durch eine kleine Sdule Dowex 50 W X 2
passiert. Die eingedampfte Losung hinterliess einen orangegelben Riickstand, der beim Verreiben
mit Athylalkohol fein kristallisierte. Smp. unter dem Mikroskop: z.T. bei 168-175°, gelb zer-
fliessend, unter Zuriicklassung brauner, unschmelzbarer Partikel; im Smp.-Réhrchen beobachtet
man bei 165-170° Briunung und Ausbreitung des Materials nach oben (wie Aufschaumen), ohne
Schmelzen. Auf Grund unserer Beobachtung scheint der Smp. nicht charakteristisch fir die Rein-
heit der Substanz zu sein. [a]} = +209° (¢ = 0,0462, Wasser). UV.: 1. 483 (39810), 463 (Schul-
ter), 300 (1622), 260 (5012) nm (¢). — Papicrelektrophorese: 1 Fleck, Eg = 1,68 (0,05M Pyridinium-
formiat). Papierchromatogramm: 1 Fleck, Rg = 1,12 (0,05M Pyridiniumformiat).

Dem gleichen Ansatz folgend, wie beim synthetischen Indicaxanthin beschrieben, wurden
2 mg des Pigments mit 5, 6-Dihydroxy-2, 3-dihydroindol-2S-carbonsiure in 0,6~ NH,OH 11/, Std.
der Reaktion iiberlassen. Die anfangs gelbe Losung verfirbte sich blauviolett. Die Priifung des
Produktes durch Elektrophorese und Chromatographic auf Papierstreifen in Pyridiniumformiat-
puffer ergab eine Betanidin- (889) und eine schwache Isobetanidin-Zone (12%).

SUMMARY

When betanin (IIT) was treated with S-proline (IV), a base exchange took place
which produced éndicaxanthin (I). In this way this yellow pigment of the cactus fruit
was partially synthesized by a method which should be generally applicable for the
mutual interconversion of betacyanins and betaxanthins. For it was also possible to

9) Die Indizierung des Strukturskeletts des Indicaxanthins folgt dem Vorschlag von PIATELL1
et al. [1].

10y Neben diesen leicht identifizierbaren [1] Signalen besitzt das NMR.-Spektrum unseres Indi-
caxanthins noch eine Anzahl von kleineren «Satellitensignalen», die in einer spateren Veréffent-
lichung erwahnt werden sollen. )

11) Dargestellt aus L-Dopa (S-Dopa) durch eine Reaktionsfolge ohne Racemisierung. Diec Methode
wird in einer spateren Publikation bekannt gegeben.
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transform indicaxanthin into betanidin (II) by a base exchange with 5,6-dihydroxy-
2,3-dihydroindole-2S-carboxylic acid (V).

The functional fragment common to the betacyanins and the betaxanthins is
«betalamic acid» (VIII). An argument is presented for considering betalamic acid to
be of special biochemical significance in certain plants of the centrospermae group.

Organisch-chemisches Institut
der Universitat Ziirich
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41. Die Einwirkung von Chlor und Brom auf die
Oxymercurierungsprodukte des Norbornens

von Erich Tobler und Donald J. Foster
(12, X1I. 64)

Fiir die Oxymercurierung von cyclischen Olefinen standen seit einiger Zeit sowohl
cis- als auch trans-Addition an die Doppelbindung zur Diskussion. WriGHT und Mit-
arbeiter [1] haben auf Grund von Dipolmoment-Messungen eine trans-Konfiguration
fiir die Oxymercurierungsprodukte des Norbornens und eine ¢is-Konfiguration fiir die
Oxymercurierungsprodukte von Cyclohexen und Cyclopenten vorgeschlagen. Ander-
seits interpretierten TRAYLOR & BAKER [2] ihre Desoxymercurierungsresultate in
dem Sinne, dass die Oxymercurierung in den meisten Fillen zu trans-Addukten fiihrt,
mit Ausnahme des Norbornens, das exo-cis-Addukte (1) liefert. Die Analyse der Proto-
nenresonanz-Spektren [3] unterstiitzt die Theorie der frans-Addition an Cyclohexen
und der crs-Addition an Norbornen. In einer spiteren Arbeit haben TraYLOR &
Baxker [4] ihre fritheren Befunde bestitigt und ihre Resultate in frither vorgeschlagene
Mechanismen fiir elektrophile Additionen eingeordnet. Mit diesen Untersuchungen





