
1134 HELVETICA CHIMICA ACTA 

122. Stereochemie von Betanidin und Isobetanidinl) 

Zur Konstitution des Randenfarbstoffes Betanin 
von M. E. Wilcox, H. Wyler und Andre S .  Dreiding 

(15. V. 65) 

8. Mittcilung2) 

Bei der salzsauren Hydrolyse des Randenfarbstoffes Betanin in der Hitze stellten 
wir fest, dass nicht ein einheitliches Aglucon, sondern ein kristallines Gernisch zweier 
Isomeren gleichen Farbcharakters entstanden war [l]. Die beiden Aglucone konnten 
auf Grund eines wenn auch geringen Wanderungsunterschiedes in der Yapierchroma- 
tographie mit Pufferlosungen voneinander getrennt werden. Das schneller wandernde 
Pigment, welches in den erwahnten Hydrolysegemischen rnit einem Anteil von ca. 
70% uberwog, nannten wir Betanidin, das langsamer wandernde Minderheitsprodukt 
(ca. 30%) bezeichneten wir als Isobetanidin. 

Die Zueignung des Isomerieverhaltnisses wurde mit dem Verhalten der beiden 
Aglucone gegenuber Saure und Alkali begrundet. Eine Verlangerung der Reaktions- 
zeit bei der Behandlung rnit 18-proz. Salzsaure bei 87" bewirkte narnlich eine allrnah- 
liche Zunahme des Isobetanidins auf Kosten des Betanidins. Durch eine Milderung 
der Bcdingungen (konz. Salzsaure bei 25", wie sie SCHMIDT, HUBNER & BECHER [Z] 
fur die Zuckerabspaltung aus Betanin anwendeten) wurde hingegen eine Isomerisie- 
rung praktisch vermieden ; das unter diesen Bedingungen gewonnene Aglucon ent- 
hielt nach unseren Erfahrungen nur ca. 5% Isobetanidin. 

Das Ausmass der Isomerisierung in sauerstofffreien alkalischen Losungen studier- 
ten wir in Versuchen mit kleinen Substanzmengen : Aus chromatographisch reinem 
Betanidin, gelost in 0,4x Kalilauge, war bei Zimmertemperatur nach 1 Std. ein 
Gernisch von 47% Betanidin und 53% Isobetanidin, nach 2 Std. ein solches von 
33% Betanidin und 67% Isobetanidin entstanden. Langeres Verweilen in Lauge 
anderte das relative Gewicht der Anteile nur unwesentlich, bedingte aber wegen 
fortschreitenden Abbaus zunehmenden Materialverlust : Wahrend die Losung z. B. 
nach 2 Std. noch ca. 95% des ursprungliches Farbmaterials enthielt, waren es nach 
16 Std. nur noch 46%. Das durch eine solche alkalische Isornerisierung angereicherte 
und chromatographisch gereinigte Isobetanidin ergab hinwieder durch eine Behand- 
lung rnit 0 , 4 ~  Kalilauge in 2 Std. ein Gernisch von 72% Isobetanidin und 28% Beta- 
nidin. Die Einstellung eines Gleichgewichtszustandes ausgehend von jedem der beiden 
Aglucone dokumentiert hinreichend ihre Isomerie. 

Die Zuckerhydrolyse von anderen Betacyanproben, die einer reprasentativen 
Gruppe von Pflanzen aus allen in Betracht fallenden Centrospermenfamilien mit 
dieser Pigmentausstattung entstamrnten, fuhrte nach unserer Methode stets zu den 

1) Von A.S.D. im Rahmen von 2 Vortraigen an clcr Universitat Giittingen untl am cSymposium 
on Recent Advances of Plant Phenolics, in New Delhi am 24. 9% bzw. am 5. 10. 64 bekannt- 
gegcben. 

.. . 

8) 7. Mittrilung sichc [14]. 
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erwahnten Gemischen von Betanidin und Isobetanidin, so dass wir zur Annahme 
gelangten, die beiden Isomeren seien die Grundkorper aller Betacyane [3]. Die Exi- 
stenz von Isomerenpaaren liess sich tatsachlich auch unter den nativen Glycosiden 
feststellen. In Begleitung des in der roten Rube iiberwiegend vorhandenen Betanins 
( E B  = 1,0, RB = 1,03)) fanden wir in kleinen Mengen das isomere Isobetanin ( E B  = 

0,89, RB = 0,89) und als Trabanten des zu ca. 2% beteiligten Prabetanins ( E B  = 

1,4, RB = 1,Z) das isomere Isoprabetanin (EB = 1,3j [4]. 
Die isomeren Glucoside wanderten in der Papierelektrophorese (400 V) und Papier- 

chromatographie in Pyridiniumformiatpuffer pH 4,5 in charakteristischer Weise als 
hantelformiges Fleckenpaar wie die isomeren Betanidine. Die Korrelation des Gluco- 
sids Isobetanin mit dem entsprechenden Aglucon Isobetanidin wurde sowohl durch 
die Beobachtung einer Anreicherung von Isobetanin bei der Alkalibehandlung von 
Betanin (analog der Isomerisierung von Betanidin in Isobetanidin) als auch neuer- 
dings direkt durch milde salzsaure und enzymatische Hydrolyse von reinem natur- 
lichem Isobetanin4) zu Isobetanidin [5] gewahrleistet. 

Sowohl aus eigenen Untersuchungen [S] als auch aus den Befunden von PIATELLI 
& MINALE [5] [6] geht hervor, dass die naturlich vorkommenden Betacyane vorwie- 
gend aus Derivaten des Betanidins und nur in geringem Masse aus solchen des Iso- 
betanidins bestehen, so dass das Betanidin den eigentlichen biogenetischen Grund- 
korper der Betacyane darzustellen scheint. 

Die Art der Betanidin-Isobetanidin-Umwandlung weist im Prinzip entweder auf 
Strukturisomerie, auf cis-tram-Isomerie oder auf Epimerie hin. Die Tatsache, dass 
die UV.-, 1R.- und NMR.-Spektren von Betanidin und Isobetanidin praktisch dek- 
kungsgleich sind und dass die RONTGEN-Pulverdiagramme von reinem Betanidin- 
hydrochlorid und von verschiedenen Gemischen der beiden Hydrochloride dasselbe 
Muster aufweisen5), spricht dafur, dass die gegenseitige Lage der Atome in den beiden 
Isomeren nicht sehr stark verschieden ist. In der vorgeschlagenen Struktur [9] [lo] 
fur das Betanidin (I) bietet sich eine Epimerie als attraktive Moglichkeit an. Diese 
Annahme wird auch durch die Rotationsdispersionskurven von Betanidin und Iso- 
betanidin gestutzt [lo], welche multiple COTTON-Effekte mit spiegelbildlichem Cha- 
rakter in der Region der Hauptabsorptionsbande bei 540 nm aufweisen (Fig. 1, 
Kurven A und D). Wir sind nun in der Lage, die Epimerie von Betanidin und Iso- 
betanidin zu beweisen und somit die Struktur I fur Betanidin zu bestatigen. 

Aus der fur das Betanidin postulierten Konstitutionsformel I geht hervor, dass 
C2 und C15 als chirale Zentren ins Spiel treten konnen. Wir wissen bereits, dass das 
naturliche Betanidin am C2 die S-Konfiguration besitzt, da bei der Alkalispaltung 

s, EB & RB = relatives Wanderungsbcstreben der Substanz in bezug auf Bctanin, bei tier Papier- 
elektrophorcsc (E) und bei der Papierchromatographie (R). 

4) PIATELLI & MINALE [5] [6] haben zur Isolierung des Isobetanins erfolgreich die schon von 
SCHMIDT & SCHONLEBEN [7] beniitzte Methode der Chromatographie an Polyamid angewendet. 
Durch Polyamidchromatographie konnten sie auch solche Betacyane in Isomerenpaare auf- 
trennen, die in der Papierclektrophorese und Papierchromatographie bisher einheitlich schienen 
(z. B. Amarantin - Isoamarantin). 

5, Unveroffentlichte Arbeiten. Die Linien der RbNTGEN-Pulverdiagramme von Betanidin-lso- 
betanidin-hydrochlorid-Gemischen sind lediglich etwas unscharfer als diejenigen des reinen 
Betanidin-hydrochlorids. 
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S-Cyclodopa (L-Cyclodopa6)) (11) entsteht [lo]. Isobetanidin weist am C2 dieselbe 
Konfiguration auf, da sowohl Betanidin als auch Isobetanidin bei der Behandlung 
mit Diazomethan in dasselbe optisch aktive methylierte Dehydrierungsprodukt IV 
(Di-0-methyl-2.’-neobetanidin-trimethylester) umgewandelt werden ‘). Im Falle einer 
Epimerie konnen sich die isomeren Betanidine nur in der Konfiguration am C15 
unterscheiden, d. h. als absolute Konfiguration von Betanidin oder Isobetanidin 

Ko$z Jrgurationsschema 

nativc Isomere 

1 (S-S) 3 
2JS-R) 

synthetische Isomere 

9 
6 3(R-S)  

2) 4(R-R) 

6, Cyclodopa ist  der von uns gewahlte Ausdruck fiir 5,6-Uihvdroxy-2,3-dihydroindoI-2-carl~on- 

?) Die expcrimenteilen Angaben diescr in einer vorlaufigen Mitteilung crwahnten Urnwandlung [lo] 
skure (I1 und 111) [ll]. 

sind hicr im experimentellcn Teil nirdcrgelcgt. 
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kommen die im Konfigurationsschema angedeuteten Moglichkeiten S-S (1) oder 
S-R (2) in Frage8). 

Durch die Anwendung des Basenaustauschprinzips, wie wir es fur die Synthese 
von Indicaxanthin gebrauchten [ll], ist es moglich, selektiv die Konfiguration an 
C2 umzukehren, indem das im nativen Betanidin bzw. Isobetanidin eingebaute S- 
Cyclodopa (11) durch R-Cyclodopa (111) ersetzt wird (vgl. Konfigurationsschema). 
Wir durfen envarten, dass bei dieser Operation das native S-S-Isomere in die R-S- 
Verbindung umgewandelt wird, welche enantiomer mit dem anderen nativen S-R- 
Isomeren ist. Dieselbe Operation am nativen S- R-Isomeren sollte zur R-R-Verbin- 
dung fuhren, welche ihrerseits das Enantiomere der nativen S-S-Verbindung dar- 
stellt. Mit anderen Worten : Aus naturlichem Betanidin sollte das cenantio-Isobeta- 
nidin D und aus naturlichem Isobetanidin das (( enarttio-Betartidirt )) entstehen. 

t -  
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Kotationsdispersion der epimeren Aglucone 
.4 Betanidin (VII) : (S-S) (nativ) ; B enantio-Betanidin : (R-R) (synthetisch) : C enantio-Iso- 
betanidin: (R-S) (synthetisch) : D Isobetanidin (IX) : (S-R) (nativ) : E Betanidin (aus nativem 

Indicaxanthin synthetisiert) ; F Elektronenspektrum von Betanidin. 
Die Rotationsdispersionskurven -4-E sind als Ausmittelung der Originalmessungen wiedergegeben. 
Im Gebiet des Hauptabsorptionsmaximums (540 nm) war eine Messung wegcn allzu schwacher 
Durchliissigkeit nicht moglich : der wahrscheinliche Kurvenverlauf ist gestrichclt angedeutet. 
Losungsmittel: fur A, D und F Kaliumacetat-Essigsaure-Puffer, pH 4,5; fur B, Cund E Wasser. 

Skala der spezifischen Drehung [XI" : 1 Teilstrich = 1000". 

8) Bei der fiir die Konfigurationsbezcichnung gewahlten Abkiirzung bezieht sich der erste Buch- 
stabe auf das Zentrum C2 und dcr zwcitc auf CX5 (fiir die Numerierung s. Formel I ) ;  z.B. 
S-R = 2.5-15R odcr R-S = 2R-15s. 

72 
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Diesen Erwartungen entsprechend ergibt das Experiment, dass bei der Behand- 
lung von Betanidin mit R-Cyclodopa in verd. Ammoniak unter Sauerstoffausschluss 
fast ausschliesslich ein Isobetanidin gebildet wird, dessen Rotationsdispersionskurve 
(Fig., Kurve C) ein Spiegelbild derjenigen des natiirlichen Isobetanidins (Fig., Kurve D) 
ist, und dass bei der entsprechenden Behandlung des natiirlichen Isobetanidins mit R- 
Cyclodopa mehrheitlich Betanidin entsteht, dessen Rotationsdispersionskurve (s. Fig., 
KurveB) ihrerseits ein Spiegelbild derjenigendesnaturlichen Betanidins (Fig., Kurve A) 
darstellt. 

Es ist damit erwiesen, dass in Betanidin neben C2 rtoch ein, und nuuy noch ein 
chirales Zentrum vorhanden ist und dass Isobetanidin sich von Betanidin in der 
Konfiguration dieses zweiten chiralen Zentrums unterscheidet. Die bisher angenom- 
mene Strukturformel I verlangt ein zweites solches chirales Zentrum, namlich C15, 
so dass die bisher nur auf NMR.-spektroskopischen Erwagungen beruhende [9] Par- 
tialstruktur um C15 eine Bestatigung findet. Somit sind Betanidin urtd Isobetartidin 
epimeuy am C15. 4--5 

6(+ l..-H 
xf8'Coo- 

16 I 16 I 
H V H VI 

VII R =  H 
VIII R = Gluc 

H 
I X R = H  
X R = Gluc 

Um die Zuordnung der absoluten Konfiguration von Betanidin und Isobetanidin 
zu ermoglichen, verbleibt einzig noch die Bestimmung der absoluten Konfiguration 
des C15-Zentrums. SCHMIDT, BECHER & HUBNER [Z] haben durch Ozon-Abbau und 
Peressigsaure-Oxydation von Betanidin 22% L-Asparaginsaure erhalten (als kristal- 
lines Benzoat charakterisiert). Dieses Produkt konnte sehr wohl ein Fragment des 
Dihydropyridinringes darstellen, in dem die Zentren 13, 14, 15, 16 und 19 (Formel I) 
erfasst sind ; wir finden aber, dass auch aus S-Cyclodopa-methylester bei Anwendung 
von Peressigsaure und nachfolgender salzsaurer Hydrolyse etwa 10% Asparagin- 
saure entsteht, so dass eine sichere Schlussfolgerung iiber die Konfiguration von C15 
nicht moglich ist. Ein weiteres wertvolles Studienobjekt bietet daher das von PIA- 
TELLI, MINALE & PROTA [12] isolierte Indicaxanthin (V), welches wir kurzlich durch 
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einen Austausch der terminalen Base S-Prolin gegen S-Cyclodopa in Betanidin um- 
wandelten [ll]. PIATELLI et al. haben Indicaxanthin ebenfalls mit Persaure oxydiert 
und konnten im MikromaBstab L(S)-Asparaginsaure nachweisen [12]. Wir haben uns 
durch Persaureoxydation von S-Prolin davon uberzeugt, dass aus diesem Teil keine 
Asparaginsaure entstehen kann, so dass die Herkunft der Asparaginsaure aus Indica- 
anthin eindeutig auf die Zentren 9, 10, 11, 12 und 15 (Formel V) beschrankt bleibt. 
Da wir Betanidin direkt mit Indicaxanthin verkniipft haben [ll], ohne die Konfi- 
guration des chiralen Zentrums im Dihydropyridinring zu andern, muss Betanidin 
am C15 dieselbe, namlich die S-Konfigwation besitzen wie Indicaxanthin am C11. 
Somit kommen dem Betanidin die vollstandige Struktur VII, dem Isobetanidin die 
Struktur IX, dem Glucosid Betanin [13] [14] dementsprechend VIII und dem Iso- 
betanin X zu. Die im Konfigurationsschema aufgezeichneten Formelskizzen ent- 
sprechen daher : 1 dem Betanidin, 2 dem Isobetanidin, 3 dem enantio-Isobetanidin 
und 4 dem enantio-Betanidin. 

Die hier beschriebenen Schlussfolgerungen verlangen, dass die Alkali-Behandlung 
von Betanidin vorwiegend eine Epimerisierung am C15 herbeifuhrt . Ein kleiner Teil 
des gebildeten Isobetanidins konnte auch durch Epimerisierung am C2 entstanden 
sein, in welchem Falle das durch Alkali-Umlagerung hergestellte Isobetanidin optisch 
nicht rein ware. Die Moglichkeit einer Epimerisierung am C2 fallt aber aus folgendem 
Grunde ausser Betracht : Der Triacetyl-methylester des beim Alkali-Abbau von 
Betanidin unter starker basischen Bedingungen abgespaltenen S-Cyclodopa [lo] [15] 
war optisch rein9). 

Bei den drei Austauschversuchen von Betacyanen mit Cyclodopag) (siehe Tab. 1, 
Nr. 2 )  l a s t  sich eine nur geringfugige, wenn uberhaupt eine Epimerisierung feststellen. 
Wie auch in einem besonderen Versuch bekraftigt wurde, sind wasserige Ammoniak- 
losungen nicht fahig, Betanidin in Isobetanidin umzuwandeln. 

Wahrenddem eine Epimerisierung von Betanidin nur mit Alkalilosungen zustande 
kommt, mussen wir aus folgenden Beobachtungen schliessen, dass Indicaxanthin 

Tahelle 1. A ustauschversuche nzit S- Prolin und S-Cyclodopa 

Nr. Ausgangsmaterial Indicaxanthin id Produkte 

Gemisch 
F [a1 D E 8  

(Zusammensetzung) % .z w 2  
Betanin Isobetanin “0 2 “0 Betanidin Isobetanidin 

1 > 9 8 %  ( 2 %  ~ + +lago [ll] -+ 85% 15% 
2 >98% ( 2 %  ----+ a) 94% 6% 

b) 92% 8% 
c) 93% 7% 

24% 

1 
3 75% 25% d 0’ (f 60’) 76% 

Retanidin Isobetanidin 
4 13% 87% -+ -610’ - 20% 80 % 

+209’ [ll] -+ 88% 12% 

5 natives Produkt aus 
Opuntia f icus  indzca 

9, Die optische Reinheit des Triacetyl-R- oder -S-cyclodopa-methylesters wurde sichergestellt ; 
eine erhebliche Racemisierung wahrend der der Austauschreaktion vorangehenden sauren 
Hydrolyse wurde ebenfalls ansgeschlossen. 
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schon unter milderen Bedingungen epimerisiert werden kann : Das durch eine Aus- 
tauschreaktion von Betanin rnit S-Prolin synthetisierte Indicaxanthin [ll] zeigte 
eine optische Drehung von nur [aID = + 189"lO) und lieferte nach einer Austausch- 
reaktion mit S-Cyclodopa neben 85% Betanidin noch 15% Isobetanidin (siehe Tab. 1, 
Nr. 1). Ein anderes synthetisches Praparat von Indicaxanthin wurde aus einem Ge- 
.+ch von 75% Betanin und 25% Isobetanin hergestellt; es zeigte eine optische 
Drehung von [.In = 0" (& 60") und fuhrte nach einem Ruckaustausch rnit S-Cyclo- 
dopa zu 76% Betanidin und 24% Isobetanidin (Tab. 1, Nr. 3 ) .  Weiterhin hatte ein 
von uns aus Kaktusfeigen isoliertes und elektrophoretisch gereinigtes Indicaxanthin 
eine Drehung von nur [@ID = + 209O1O) und ergab nach einer Austauschreaktion rnit 
S-Cyclodopa 88% Betanidin und 12% Isobetanidin [ll] (siehe Tab. 1, Nr. 5) .  Da wir 
bei der Austauschreaktion rnit Cyclodopa keine Epimerisierung erwarten (s. oben) , 
mussen wir schliessen, dass sowohl unser synthetisches wie auch unser natives Indi- 
caxanthin gewisse Mengen von Isoindicaxanthin VI  enthalten. Diese Indicaxanthin- 
praparate waren jedoch chromatographisch und elektrophoretisch einheitlich ; es 
scheint demnach, dass sich das Isoindicaxanthin mit den von uns angewandten 
Methoden nicht vom Indicaxanthin trennen lasst. 

Um dies zu prufen, synthetisierten wir ein angereichertes Isoindicaxanthin durch 
eine Austauschreaktion eines Gemisches von 13% Betanidin und 87% Isobetanidin 
mit S-Prolin. Dieses wies tatsachlich die gleichen elektrophoretischen und chromato- 
graphischen Wanderungswerte und naturlich auch das gleiche UV.- und ein fast 
gleiches IR.-Spektrum wie das oben envahnte Indicaxanthinpraparat auf. Seine 
optische Drehung, [a],, = - 610", zeigte jedoch eindeutig, dass dieses Praparat haupt- 
sachlich aus einem Epimeren des Indicaxanthins bestand. Eine Ruckaustausch- 
reaktion rnit S-Cyclodopa ergab ZOyo Betanidin und 80% Isobetanidin (+ 5%) 
(siehe Tab. 1, Nr. 4). 

Wieder unter der Annahme, dass bei den Austauschreaktionen rnit S-Cyclodopa 
keine Epimerisierung auftritt (s. oben) und dass deshalb das nach dem Austausch 
beobachtete Betanidin/Isobetanidin-Verhaltnis ein direktes Mass fur das Indica- 
xanthin/Isoindicaxanthin-Verhaltnis ist, konnen wir jetzt eine Kurve aufzeichnen, 
welche dieses Verhaltnis rnit der optischen Drehung korreliert (siehe Tab. 1). Tat- 
sachlich erhalt man eine Gerade, welche sich auf der einen Seite auf die Drehung von 
reinem Indicaxanthin, [.ID = + 400°, in guter Ubereinstimmung rnit dem veroffent- 
lichten WertlO), und auf der andern Seite auf die Drehung von reinem Isoindica- 
xanthin, [aID = - 850°, extrapolieren lasst. Diese Resultate stimmen gut uberein rnit 
der Annahme, dass die Epimerisierung im Indicaxanthin ausschliesslich an C11 
(Formel V) stattfindet. Ein separates Experiment ergab zudem, dass S-Prolin unter 
den Austauschbedingungen nicht racemisiert wurde. 

Eine Erklarung fur die Tatsache, dass a) das chirale Zentrum im Dihydropyridin- 
ring (C11 im Indicaxanthin und C15 im Betanidin) wesentlich leichter epimerisiert 
wird als C2 und dass b) diese Epimerisierung im Indicaxanthin schneller vor sich geht 
als im Betanidin, ist vorlaufig noch nicht offensichtlich. 

Die Arbeit wurde vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR I 'ORDERUNG DEK WISSEN- 

SCHAFTLICHEN FORSCHUNG unterstutzt. Wir danken auch der Firma F. HOFFMANN-LA ROCHE,  

Basel, fur eine LJnterstutzung, insbesondere fiir die Isolierung des hier gebrauchten Betanins. 

lo) PIATELLI et aE. 1121 geben fiir das native Produkt [a],, = t 394" an .  
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Experimenteller Teil'l) 
A. Darstellung von Betanidin VII und Isobetanidin IX 

1 .  Untersuchung des Isomerasierungsgleichgewichts. - a) Chromatographische Bestimmung der 
Zusammensetzung van Betanidin-Isobetanidingemischen irn Mikromapstab: Eine kleinc Lasungs- 
probe dcs Farbmaterials in 0 , 0 5 ~  Pyridiniumformiat (ca. 0, l  mg in 0,2 ml) wurde als Zone auf 
cincm Streifen WHATMAN-Papier Nr. 1 (7 x 36 cm) aufgetragen und, nach gleichmassiger Bc- 
feuchtung des Streifens von bciden Seiten gegen die Zone, 6 Std. im absteigenden Durchlaufver- 
fahren chromatographicrt. Die nach dieser Zeit deutlich voneinander getrennten Zonen (Betanidin 
wandert schncllcr als Isobctanidin) wurden ausgeschnitten, mit R'asser eluiert und die Eluate auf 
gleiche Volumen gebracht (3-5 ml). Aus den Drehungswerten bei 540 nm wurden die prozentualen 
Antcilc dcr bciden Pigmcnte berechnet. 

b) Isomerisierung von Betanidin und Isobetanidin in 0 . 4 ~  KOH:  In  einen der bciden abwarts 
weisenden Schenkel eines (ih))-formigen Glassystems wurdc 0,40 ml 0 , 4 3 ~  KOH, in den andern 
0,2 ml 1 , 0 ~  H,SO, eingefiillt. Nach dcm Einfrieren mit fliissiger Luft licss man die Losungen im 
Hochvakuum (0,005 Torr) auftaucn, wobei die gelosten Gase entwichen. Nach zweimal wieder- 
holtcm Gcfricren, Evakuicrcn und Auftauen wurde die Betanidinprobe (1 mg) in den Schenkel mit 
der gefrorenen Lauge eingeworfen; clas System wurdc cvakuiert und zugeschmolzen. Beim Auf- 
tauen entstand eine griine Losung; nach beendeter Reaktionszeit (s. Kolonne 1, Tab. 2) wurde 
clurch Kippen des Systems angesauert, wobei die Farbe nach Rotviolett umschlug und ein Teil des 
Produktes ausfiel. Die Fallung wurde abfiltriert, getrocknet und ihre Zusammensetzung nach der 
obcn beschriebenen Methode bestimmt (s. Kolonne 3 und 4, Tab. 2). 

Tabelle 2. fsomerisierung von Betanidin Isobetanidin in 0 , 4 ~  KOH 

Keaktionszeit : 
Stcl. 

Farbstoffausbeute : Zusammensetzung des 
in % des Ausgangsmaterialslz) ausgefallten Materials 

Betanidin Isobetanidin 

Awgangsmaterial: Betanidin 
1 
1 
2 
2 
4 
8 

16 
16 

89% 

679% 
46 % 

A usgangsmuterial: Isobeta  idin in 
2 

c) Entstehung von Isonaerengemischen bei der salzsauren Hydrolyse von Betanin in der Hitze: 
Proben von je 100 mg eines Betanin-Rohpraparates (ca. 70% Farbstoffgehalt der Zusammen- 
sctzung 83% Betanin (VIII)  und 17% Isobetanin (X), wurden im evakuierten (0,005 Torr), ge- 
schlossenen Rohr mit 10 ml l8-proz. Salzsaure (HCI konz./Wasser 4 5 )  verschieden lang auf 87" 
erhitzt. Ilas Aglucon kristallisierte beim Kiihlen in pfeilformig abgewinkelten, dichroitischen 
Blattchen; es wurde abfiltricrt, mit 0,5 N HCl gewaschen und im Vakuum iiber KOH getrocknet. 
Die Produktc hatten die in Tab. 3 angegcbene Zusammensetzung : 

11) Allgemcinc Rcinerkungen iibcr 1R. und NMR. vgl. 1141. 
12) Die Bestimmung des gcsamten Aglucongehaltes erfolgte spektroskopisrh in Verdunnungs- 

probcn von Faillung uncl Mutterlauge. Als Grundlage wurde die friiher bestimmtc Extinktion 
(P = 49400 bei 542-546 nm) von reinem Betanidin-hydrochlorid gcbraucht. Die Losung des 
ausgefallten Materials wurde anschliessend im Rotationsverdampfer eingeengt und chromato- 
grayhisch analysicrt. 

13) Zusammensetzung der Mutterlauge in dicscm Versuch . 62,2% Betanidin, 37,8% Isobetanidin. 



1142 HELVETICA CHIMICA ACTA 

Tabelle 3. Isomerksierung des Aglucons bea salzsaurev Hydrolyse vor2 Betanin 

Reaktionszeit Ausbeute 
Min. mg (Yo) 

Zusammensetzung 
Betanidin Isobetanidin 
% % 

7 
15 
30 

25 (46) 
29 (54) 
19 (35) 

71,7 
61,6 
48,5 

28,3 
38,4 
51,5 

Praparativer Ansatz: Eine Suspension von 250 mg reinem Betanin-Kaliumsalz in 15 ml Wasser 
wurtlc mit 12 ml konz. HCl versetzt und unter Umschwcnken im Vakuum (bei 11 Torr geschlosse- 
nes Gefass) 10 Min. auf 85" erhitzt. Beim Abkiihlen auf Zimmertempcratur kristallisierte das 
Aglucongemisch als Hydrochlorid, wurde abfiltriert, mit 3 ml konz. HC1/Wrasser 4 : 5 gewaschen 
und im Vakuum iiber KOH getrocknet: Ausbeute 102 mg (5876). Das Produkt setzte sich aus 
H3,4% Rctanidin und 16,6% Isobetanidin zusammen. 

d)  Anreicherung van Isobetanin durch Alkaliisomeriszeru~ag: 200 mg Bctanin-Kohpraparat 
(7076 Reinheit; 83% Betanin VII I ,  17% Isobetanin X) wurden im Hochvakuum in 5,0 m l O , 4 1 ~  
KOH gelost (vgl. A 1 b).  Nach 3/4 Std. wurde mit 2,30 ml 0 , 8 9 ~  H,SO, angesauert. Die braunrote, 
triibe Losung wurde filtriert. Einc Probe davon zeigte in der chromatographischen Analyse (vgl. 
-4 1 a) ein Gemisch von 64% Betanin und 36% Isobetanin. 

Die Losung wurde auf 5 ml eingeengt, mit 4 ml konz. HC1 versetzt und 7 Min. auf 87" erhitzt. 
Das beim Kiihlen kristallisierende Aglucon-hydrochlorid (18,6 mg, 17%) enthielt 48% Bctanidin 
und 52% Isobetanidin. 

2 .  Darstellung von Retanidin-hydrochlorid 14). 454 mg reines Betanin-Kaliumsalz und 120 ml 
konz. HC1 wurden im geschlosscnen, cvaltuierten Gefass (11 Torr) 4l/, Std. auf 35" crwarmt. Das 
beim Xbkiihlen in feincn Nadeln kristallisiercnde Material wurde abfiltriert, rnit 2 ml 0 , 5 ~  HC1 
gewaschen und im Vakuum iiber KOH und CaC1, gctrocknct: Ausbeute 140 mg (42%) Betanidin- 
hydrochlorid, welches nur Spurcn von Isobetanidin enthielt. Eine zweite Ernte von 124 mg (37",) 
kristallisierte beim Einengen der Mutterlauge auf ca. 15--20 ml. Dieses Material sctzte sich aus 
920/6 Betanidin und 8% Isobetanidin zusammen. 

3. Darstellung zion Isobetanidin. In zwei durch ein d h r-formiges Rohrsystem verbundene 100 ml 
Kundkolben (A und B) fiillte man einerseits (Kolben A, in der verlangerten Vertikalen) 119 mg 
Betanidin-hydrochlorid und 20 ml Wasser, andererseits (Kolben B) 7,s ml 0 , 8 9 ~  H,SO,. Die Ein- 
fiilloffnung (vertikal iiber Kolben A) wurde durch einen Rundkolben (C) rnit seitlichem Hahn ver- 
schlossen (Dichtung mit Apiezonfett M).  Beide T,osungen wurden gefroren und durch dreimaliges 
Auftauen und Wiedereinfrieren im Hochvakuum (0,005 Torr) entliiftet. Unter voriibergehender 
Wegnahme des Kolbens C wurden 350 mg festes KOH (ca. 87-proz.) zur gefrorenen Losung in A 
eingeworfen und das System wieder auf Hochvakuum evakuiert ; beim Auftauen entstand eine 
dunkelgrune Losung. Nach 5 Std. liess man Saure- und Laugeteil durch Umkehren des Systems in 
den Kolben C zusammenlaufen, wobei die Farbc nach Dunkelweinrot umschlug und ein grosser 
Teil des Produktes als feiner Niederschlag anfiel. Dieser wurdc abzentrifugiert und in 15 ml Ka- 
liumacetat-Essigsaure-Puffer pH 4.5 15) durch Zusatz von 0,5 N KOH unter pH-Kontrolle gelost 
(pH 5,7). Zur Vorreinigung filtrierte man diese Losung durch eine kleiue, nass gefiillte Saule von 
20 g WHATMAN-I'apierpulver und chromatographierte anschliessend auf einer durch Stromungs- 
sedimentation von 1 kg Papierpulver in 10 1 desselben Puffers vorberciteten Saule (200x5 cm). 
In der Elution folgten die knapp, aber deutlich vonrinander getrennten violetten Zonen des Betani- 
dins (10 cm) und Isobetanidins (13 cm) cincr vorangehenden gelb bis orangen Bande (9 cm). Im 
Anschluss an die Isobetanidinzone beobachtete man noch eine rosarote Zone (35 cm). Die Betani- 
dinfraktion (225 ml) wurde im Vakuum auf 5 ml eingeengt, mit 18-proz. HC1 sorgfaltig auf p H  4 
angesaucrt und auf 0" gekiihlt. Das kristallisiertc Betanidin-Kaliumsalz wurde abfiltriert, mit 
wenig Wasser gewaschen und getrocknet; Ausbeute 26 mg ( 2 2 % ) .  Nach einigen Ubergangs- 

14) Nach rincr Vorschrift von SCHMIDT et al. [Z]. 
15) Each SCHMIDT et al. [7] 3,s ml Eiscssig und 5 g Kaliumacetat/l. 
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fraktionen (72 ml), die gem& papierclektrophoretischer Priifung ( 0 , 0 5 ~  Pyridiniumformiat, vgl. 
A 1 a) Gemische von Betanidin und Isobetanidin in verschiedenen Verhaltnissen enthielten, wurde 
die Isobetanidinfraktion gesammelt (375 ml), auf 5 ml eingeengt, mit 18-proz. HCl auf pH 4 ge- 
bracht und gekuhlt. Das kristallisierte Isobetanidin-Kaliumsalz wurde abfiltriert, mit wenig 
Wasser gewaschen und getrocknet; Ausbeute 36 mg (30%). Das Produkt erwies sich in Papier- 
elektrophorese (EB = 0,89) und Papierchromatographie (RB = 0,67) in 0,OS M Pyridiniumformiat 
als einheitlich. NMR.-Spektrum : 30 mg Isobetanidin-Kaliumsalz wurden im Hochvakuum in 
frisch destillierter Trifluoressigsaure (0,5 ml) geldst und im NMR.-Probenrohrchen eingeschmolzen. 
Das im VARIAN A 60 registrierte Spektrum war praktisch deckungsgleich mit demjenigen von 
Betanidin [9]. NMR. (CF,COOH) : 8,70/0 ( J  = 12),  1 Pr (H11) : 7,36/S, 1 Pr und 7,0S/S, 1 Pr (H4 
oder H7) ; 6,70/S, 1 Pr (H18) : 6 ,39 /0  (1 = 12), 1 Pr (H12) ; 5,55/M,  1 Pr (H2) ; 4,70/M, 1 Pr (H5) ; 
3,66/bM, 4 Pr (2H3 und 2H4). 

Darstellung des Isobetanidin-hydrochlorads: Die NMR.-Probelosung des gesamten oben er- 
wahnten Isobetanidin-Kaliumsalzes in Trifluoressigsaure wurde in 2 m l 1 ~  HC1 gegossen. Die aus- 
geschiedenen Kristalle von Isobetanidin-hydrochlorid wurden abfiltriert und im Vakuum iiber 
KOH getrocknet; Ausbeute 23 mg (77%). Das Material erwies sich bei der Priifung in Papier- 
chromatogramm und -elektrophorese immer noch als reines Isobetanidin, so dass man eine Epimeri- 
sierung des Isobetanidins in der NMR.-Probelosung ausschliessen kann. (Dasselbe wurde auch im 
Falle des reinen Betanidins festgestellt.) Zur Analyse") wurde 24 Std. im Hochvakuum iiber P,O, 
getrocknet (Fenchtigkeitsverlust 8.75 yo). 

C,,H,,O,N,Cl Ber. C 50,88 H 4,03y0 Gef. C 51.84 H 4,26y0 

B. Identitat der Konfiguration von Betanidin und Isobetanidin am C2 

1. Darstellung von Di-0-methyl-neobetanidin-trimethylester I V [Q] aus Betanidin und aus 
Isobetanidin; Die Losungen von 9,0 mg Betanidin-hydrochlorid VII bzw. 7,8 mg Isobetanidin- 
hydrochlorid I X  in je 2 ml 1~ HC1-Methanol wurden in zwei Rohrchen im Hochvakuum einge- 
schmolzen, 12 Std. auf 50" erwarmt und eingedampft. Zu den beiden Losungen der Produkte in je 
10 ml Methanol dcstillierte man separat Diazomethan in grossem Uberschuss (ca. 0,Ol Mol) und 
dampfte sie dann ein. Die gelben Reaktionsprodukte wurden in Methylenchlorid aufgenommen. 
Diese Losungen filtrierte man durch 250 mg sauregewaschenes Aluminiumoxid (Akt. 2, 3% H,O) 
[16], wobei 5 mg bzw. 3 mg (52 und 36%) Di-0-methyl-neobetanidin-trimethylester (IV) eluiert 
wurden, die beim Bespritzen mit Methanol in feinen gelben Nadeln kristallisierten. Nach zwei- 
maligem Umkristallisieren schmolzen sowohl das Methylierungsprodukt aus Betanidin als auch 
das aus Isobetanidin bei 254-255" nach Sintern bei 248-250". Der Smp. eines innigen 1:l-Ge- 
misches der beiden Substanzen zeigte keine Depression. UV. (Methanol) : Produkt aus Betanidin : 
Max. bei 406 (33100). 317 (8200), 268 (15000) nm ( E ) ;  Produkt aus 1sob;etanidin: Max. bei 404 
(36800), 317 (SSOO),  268 (17300) nm (6). 

Tabelle 4. Rotationsdispersion von methyliertem Betanidin bzw. Isobetanidin 

2 nm Methylierungsprodukt 
aus Betanidin [a]' 

Methylierungsprodukt 
aus Isobetanidin [E]O 

500 
500 
500-350 
350 
340 
330 
320 
310-314 
300 
290 

- 113" 
-,,3.) 60" 

starke Absorption (keine Messung moglich) 

- 1920" 
- 1070" 

+ 2150 
+ 1190 

& 600" 
- 19500 I 
+ 1180" 
+ 770" 

16) I m  Mikrolabor des Institutes (Leitung H. FROHOFER) ausgefuhrt. 
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2 .  Kotationsdispersion der Methylierungsprodukte (aufgenonimen 17) bci ca. 25-30") : Benutzte 
Losungen : 0,623 mg des Methylierungsproduktes aus Retanidin gelost in 3 Tropfen Methylcn- 
chlorid (0,014 ml) und 2,OO ml Methanol (c = 0,031) ; 0.595 mg des Methylicrungsproduktes aus 
Isobetanidin gelost in 2 , O O  ml Methanol unter Erwarmen (c = 0,0297). 

Die Kurven beider Produkte (Auswertung s. Tab. 4) waren praktisch identisch uncl wiesen 
einen negativen COTTON-Effckt beim Ncbenmaximum (ca. 310-314 nm) auf. 

C. Darstellung von enantio- Betanidin und enantio-Isobetanidin 
1. Allgemsines zur Versuchsanordnung: Eine Losung von Triacetyl-R-(od. S)-cyclodopa- 

methylcsterp) (ca. 25 mg) in 1~ HC1-Methanol (3 ml) wurdc gefroren und im Hochvakuum 
(0,005 Torr) aufgetaut. Nach erneutem Gefricren und Evakuieren wurdc im zugeschmolzenen 
Gefass 5 Std. auf 80" erhitzt. Die Losung clcs Methanolyscprodukts, R-(od. S)-Cyclodopa-methyl- 
ester, wurde im Vakuum zur Trockene cingeclampft. Zum Ruckstand fiigte man die Farbstoffprobe 
(1-3 mg Betanidin oder Isobetanidin, s. unten Abschnitte C 5 und C 6). Im Hochvakuum wurde 
sauerstofffreies 0 , 6 ~  NH,OH (ca. 3 ml) hinzu dcstilliert und nach bccndeter Umsetzung (1 Std.) auf 
demselben Wege wiedcr cntftrnt. Das Gemisch, in wenig0,05 M Pyridiniumformiat gelost, wurde als 
Zone auf WHATMAN-Papier 3 MM aufgetragen. Auf vollstandig benetztem Streifen (vgl. A 1 a) 
wurde mit demselben Puffer wahrend 5 4  Std. absteigend chromatographicrt, wobei cine Tren- 
nung in die Betanidin- und Isobetanidinzone crfolgte. Die Hauptzone wurde mit 2-2,5 ml Wasser 
ausgcwaschen und die Farbstoffkonzentration dieser Losung nach angemessener Verdiinnung 
eines hliquots spektroskopisch bestimmt. 

2 .  Nachweis der Erhaltung der optaschen Heinheit von Cyclodopa-methylester unter den Hydrolyse- 
bedingungen: Im Hochvakuum eingeschmolzene Losungen von je 10 mg Triacetyl-S-cyclodopa- 
methylestcr in 5 ml 1~ HC1-Methanol wurden in separaten Versuchen 5 bzw. 20 Stcl. auf 80' cr- 
hitzt. Der darauffolgende Basenaustausch rnit reinem Bctanin (vgl. C 1) in verdiinntem Ammoniak 
und die chromatographische Analyse dcs Produktes (vgl. A 1 a) ergab Gemische von 92% Betanidin 
uncl 8% Isobetanidin im erstcn, 93% Betanidin und 774 Isobetanidin im andern Fall. 

3. Behandlung des Betanidins und Betanins mit 0 , 6 ~  Amnmniumhydroxid unter Sauerstoffaus- 
schluss. Das Produkt der Einwirkung von 1,5 ml 0 , 6 ~  NH,OH auf 2 mg reines Betanidin-hydro- 
chlorid unter dcn erwahnten Austauschbedingungen (vgl. C 1) zeigte wie das Ausgangsmaterial im 
Papierchromatogramm nur spektroskopisch nicht erfassbare Spuren von Isobetanidin. 

Heines Betanin (1,6 me) nach 5 Std. in O , ~ N  NH,OH (0,5 ml) im Hochvakuum blicb ebenfalls 
unverandert. 

4. Retanidin aus Betanin. Aus 2,90 mg Betanin (praktisch frci von Isobetanin) und dem Hydro- 
lyseprodukt von 20 mg Triacctyl-S-cyclodopa-mcthylester entstand untcr den in C 1 geschildertcn 
Austauschbedingungcn in 1 Std. ein Gemisch von 94% Betanidin und 6% Isobetaniclin (ca. SO% 
Ausbeute). 

5. cnantio-Betanidin. Dic Umsetzung von 3,35 mg Isobetanidin IX (cnthaltend 13% Betanidin) 
mit den1 Hydrolyseprodukt aus 42 mg Triacetyl-R-cyclodopa-methylestcr crgab ein Rohprodukt, 
wclches hauptsachlich aus Betanidin bestand (Isobctanidin-Gehalt von Augc abgeschatzt etwa 
15-20%). Die chromatographische Reinigung lieferte reines Betanidin, dessen Liisung in 2,0 ml 
Wasser spcktroskopisch 2,43 mMol/l Farbstoff enthielt (57% Ausbeutel2)), Bei der Auswertung 
der Rotationsdispersiopskurve (c = 0,102 ber. fur Betanidinhydrochlorid) wurden die in Tab. 5, 
Kolonnc 4 aufgcfuhrten Drehwerte erhalten (s. auch Fig. 1, Kurve B). 

6. endntio-zsobetanidzn. 2 mg Betanidin-hydrochlorid (VII) (enthaltend 5 yo Isobetanidin) rnit 
dem Hydrolyseprodukt aus 25 mg Triacetyl-R-cyclodopa-methylester umgesctzt crgaben ein Roll- 
produkt, welches von Auge abgeschatzt aus etwa 95% Isobetdnidin und .5y0 Betanidin bestancl. 
Dic Idsung der chromatographisch reinen Isobetanidin-Zonc in 2,2 ml Wasscr enthielt spelrtro- 
skopisch gemessen 2.40 mMol/l Farbstoff (69% Ausbeute12)). Bei der Auswertung der Rotations- 
tlispersionskurvo (c = 0,101 bcr. fiir lsobctaniclin-hytlroclilorid) wurdcn die in  Tab. 5 ,  Iiolonne 5 
aufgefiihrten r)rehwrto rrhalten (s. auch Fig., Iiurve C).  
1 7 )  1 )ie Messung erfolgte auf einein automatischon Spcktra.lyola.riiiictcr nach I~albscliattenprinsip 

untcr Verwendung ciner Xenonlampc in eincr Zelle von 1 cm Schichtclicke im Laboratoriuni 
fur physikalische Chemie der ETH durch die Hcrrcn P. KASER, P. GRABER und Dr. TH. BDRER. 
Einen Teil dcr Messungen besorgte Dr. F. BURKHARDT in Firma F. HOFFMANN-LA ROCHE & Co. 
AG, Basel. 

-~ 
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Tabelle 5. Auswertung der Kotationsdispersionsk.uruen 

1 Bctanidin Isobetanidin enantio- enantio- Betanidin aus 
Betanidin Isobctanidin Indicaxanthin 

1145 

nm [a1 " La1 ial [a1 [El O 

700 + 460 - 820 - 330 + 160 + 250 
680 + 560 - 910 + 346 
650 - 488 + 415 + 440 
600 + 1250 - 970 - 580 + 690 + 780 
475 + 550 
470 - 870 
4.50 + 725 - 1630 
440 - 1310 + 1550 - 620 - 1600 
425 + 780 
420 - 1170 
410 - 400 
400 - 770 + 1210 + 975 - 1030 
3s0 - 1280 + 890 - 318 - 1300 
375 + 1690 
360 - 1850 + 550 - 276 - 1630 
350 - 2020 + 320 + 2240 
340 - 2380 + 90 + 2460 - 138 - 1800 
333 0 
330 - 2780 + 60 + 25.50 0 
320 - 3250 + 520 - 2'JO - 2010 
31 5 - 3490 
310 - 3300 + 850 

Konz. c = 0,0294 c = 0,0288 c = 0,102 c = 0,101 c = 0,0032 

D. Oxydationen mit Peressigsaure 
1. Oxydation vun S-Cyclodopa-methylester. 35 mg Triacctyl-S-cpclodopa-methylcster wurden in 

9 ml 1x HCI-Methanol5 Std. im Hochvakuum auf 80' erhitzt. Der erhaltene S-Cyclodopa-methyl- 
cster, gelost in 8 ml Mcthanol-Eiscssigl : 1 und0,4 ml30-proz. Perhydrol blieb 40 Std. bei 37' stehen 
unti wurdc abschlicsscnd 10 Min. unter Riickfluss erhitzt. Die zur Trockene gebrachten Oxy- 
dationsprodukte wurden in 2~ HC1 3 Std. im Vakuum auf 100" erhitzt. 

Ein Papierchromatogramm des Produkts in Butanol-Eisessig-Wasser 4:  1 : 1 (Rf = 0.34) uncl 
I'apierelektrophorese bei pH 4,5 (Kaliumacetat-Essigsaure-Puffer : EB = 1,33 ;, , Pyridinium- 
formiat Puffer: EB = 1.54) ergab Fleckcn, die sowohl in ihrcn Wanderungseigenschaften wie auch 
im Ninhydrintest mit denjenigen authentischer Asparaginsaure identisch waren. Die Ausbeute 
war etwa lo%, bestimmt mit Hilfc der Ninhydrinkomplex-Methode nach Eluierung vom Elektro- 
pherogramm [17]. 

2. Versuche ZUY Oxydation von Prolin. 20 mg S-Prolin in 5 ml Eisessig-Methanol 4:1, niit 
0,s ml 30-proz. Perhydro140 Std. auf 37" erwarmt und 10 Min. unter Ruckfluss erhitzt, ergabcn 
bei cler Priifung im Papierchromatogramm und in der Papierclcktrophorcse kcinc Spur von 
:\sparapinsiiurc odcr anrlcren Ninhydriii-positivcn Substanzcn ausscr Prolin. 

E. Zur Bildung von Isoindicaxanthin 
1. Allgemeines: Die lndicaxanthinpraparate wurden durch Behandlung von Betanin- oder 

Betanidinpraparaten mit S-Prolin in verd. *4mmoniak dargestellt [ l l] .  Proben der gereinigtcn 
gelben Produkte u-urden nach Messung des optischen Drehvcrmogens gemass der im Abschnitt C 
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beschricbcnen Methode durch Behandlung mit S-Cyclodopa in 0,6 N NH,OH in ein violettes Bctani- 
din-Isobctanidin-Gcmisch zurucltverwandclt, dcssen Zusammensctzung nach A 1 a quantitativ 
crmittelt wurde. 

2. Reinheztspriifung von S-Prol in:  ~<ommerzielk?s S-E'rolin (L-prolin FLUKA; [ a ] D  = - 85" 
(c = 5, H,O) nach Angabcn cler Firma) wurde zweimal aus Alkohol umkristallisiert, worauf der 
Drehwert von [ R I D  = -85' (c = 0,599, Wasser) auf [ x ] ~  = -86" (c = 0,477, Wasscr) gesticgen 
war (Literaturwcrt: - 86,l"; [18]). 

3. Optische Stabilitat von S-Prolin in verd. A mmoniak I Die spezifische Drehung ciner wasserigen 
Losung von S-Prolin (FLUKA) (c = 1,16) in verd. Ammoniak wurdc 1 Std. und 2 Std. nach der 
crsten Mcssung wicder gemessen. hlle drei Messungcn erga.ben tlensclbcn Wcrt von [E]D = - 85,l". 

4. Darstellung von angereichertem Isoindicaxanthin : Aus 64 mg Isobctanidin und 200 mg 
S-Prolin in 5 ml 0 . 6 ~  NH,OH wurden nach Reinigung durch Elcktrophorese, Ionenaustausch und 
schliesslich Chromatographie an Polyamid 6 mg oranges Isoindicaxanthin gewonnen, wclches 
jedoch nochetwa20% Intiicaxanthincnthiclt (s. unten). [x];; = - 610" 50' (c = 0,039, Wasser). 
Es  = 1,68, RB = 1 , l O .  IJV. (Wasser): Max. 483 ( j l O O O ) ,  296--298 (2110), 260 (6100) nm ( E ) .  IR. 
dcckungsgleich mit demjcnigcn von Indicaxanthin [ll]. Ruckreaktion von 1 mg diesci Substanz 
mit S-Cyclodopa aus 20 mg Triacctyl-S-cyclodopa-methylester ergab cin violettes Gcmisch von 
19.5% Retanidin und 80,5y0 Isobetanidin. 

5 .  Davstellung eines Indieaxanthin-fsoindicaxal.ithingemisches: A4us Betanin-Rohpraparat 
(150 mg, 72% rein; Verhaltnis Betanin: lsobetanin = 3 : l )  wurden 25 mg mikrokristallines 
lndicaxanthin gewonnen; [ a ] ~  = 0' & 60" (c = 0,043, Wasser). Ruckreaktion (ausgcfuhrt mit 
1 mg) mit S-Cyclodopa-methylester aus 20 mg Triacctyl-S-cyclodopa-methylester ergab 76% 
Betanidin und 240/:, Isobetanidin. 

SUMMARY 

The base exchange of betanidin and isobetanidin with 5,6-dihydroxy-2,3- 
dihydroindole-2X-carboxylic acid (named R-Cyclodopa, 111) led to the formation of 
enantio-isobetanidin and enantio-betanidin, respectively. The enantiomers exhibited 
rotatory dispersion curves which were the mirror images of those of betanidin and 
isobetanidin. Thus it is shown that, in agreement with our proposed structure for 
betanidin, there exists in the molecule another, and only one other, asymmetric centre 
in addition to that present at C2, and furthermore, that isobetanidin differs from 
betanidin only in its configuration at this second centre ((35). 

A similar base exchange of natural indicaxanthine (which possesses the S-con- 
figuration at C11) with S-cyclodopa yielded betanidin, showing that the natural 
aglucone and hence its glucoside, betanin, possess the S-configuration at C15 ; con- 
versely, isobetanidin must possess the R-configuration at  this position. 

Other experiments have shown that synthetic indicaxanthine consists of varying 
mixtures of indicaxanthine and isoindicaxanthine. In order to confirm that the two 
isomers have identical chromatographic and electrophoretic properties, a sample 
of enriched isoindicaxanthine has been prepared by treating isobetanidin with S- 
proline. Isoindicaxanthin can be distinguished from indicaxanthine by its optical 
rotation ([a](]"," = - 610'). It is concluded that, under the conditions of the base ex- 
change reaction, epimerisation takes place far more readily at C11 in indicaxanthinc 
than at C15 in betanidin. 

Organisch-Chemisches Institut , 
Universitat Zurich 
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123. uber die Herkunft der C-Atome 2 und 8 der HarnsHure 
bei Drosophila melanogaster 

von 0. Brenner-Holzach und F. Leuthardt 
(15 .  V. 6.5) 

Wir haben in einer friiheren Arbeit [l] mitgeteilt, dass bei Verfutterung von 
C-1- bzw. C-6-markierter Glucose an Larven von Drosoplzila melarcogaster mit Glu- 
c0se-[6-~~C] eine hoher aktive Harnsaure erhalten wird als mit Gl~cose-[l-~~C]. (Ahn- 
liche Beobachtungen haben auch WEYGAND und Mitarb. [2] bei der Untersuchung 
der Biosynthese von Leukopterin beim Kohlweissling gemacht : Das C-Atom 2 des 
Pteridinskeletts zeigte nach Injektion von Glu~ose-[l-~~C] eine wesentlich geringere 
Radioaktivitat als nach Verfutterung von Gl~cose-[6-~~C].) Wir vermuteten auf Grund 
dieser Beobachtungen, dass das C-6 der Glucose in spezifischer Weise fur die Synthese 
der Harnsaure venvendet wird und zwar auf dem Weg Glucose-6-phosphat + Triose- 
phosphat + Glycerinsaure += Hydroxypyruvat + Serin + aktiviertes Formiat. Um 
diese Annahme weiter zu stutzen, untersuchten wir die Verteilung der Radioaktivitat 
im Puringeriist der Harnsaure nach Verfiitterung von Serin-[l-14C] und Serin-[3-14C] 
an Droso@ziZa-Larven. Wir bauten die aus den frisch geschliipften Fliegen isolierte 
Harnsaure nach der Methode von BRANDENEERGER [3] ab, bei welcher die Aktivitat 
des C-8 der Harnsaure als Differenz der spezifischen Aktivitaten von Harnsaure und 
Alloxan berechnet werden kann. Wir nahmen dabei an, dass die spezifische Aktivitat 
in den beiden Ureid-C-Atomen C-2 und C-8 gleich ist. Die Resultate unserer Ver- 
suche sind in Fig. 1 zusamrnengefasst. Man kann daraus schliessen, dass das C-Atom 
3 des Serins die hauptsachlichste Quelle fur das fur die Purinsynthese benotigte akti- 
vierte Formiat ist. 




