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59. Prabetanin, ein Schwefelsaure-halbester des Betanins. 
Ein Beitrag zur Kenntnis der Betacyane 

von H. Wyler l), H. Rosler, M. Mercier und Andre S .  Dreiding 
(13. I. 67) 

Allgemeines uber Betacyane. - Bisherige Versuche zur Strukturaufklarung der 
vielen in Centrospermen-Pflanzen festgestellten [l-51 Betacyane und Isobetacyane2) 
machen es wahrscheinlich, dass sie alle sauerstoffgebundene Derivate der zwei 15- 
epimeren Chromogene, Betanidin (1) bzw. Isobetanidin (2 )  darstellen [Z] [4] [7-lo]. 
Die offenbar sehr wandlungsfahigen Konjugat-Reste konnen theoretisch sowohl an 
den zwei phenolischen Hydroxylgruppen wie auch an den drei Carboxylgruppen haf- 
ten. Mit Ausnahme des Mesembrianthemum-Pigmentes (Betanidin) [2] handelt es sich 
bei den bisher in dieser Richtung untersuchten Betacyanen um 5-0-Zuckerderivate. 
So ist das Betanin (3) 3, ein 8-D-Glucopyranosid und das Amarantin4) ein 2'-O-(p-i>- 
Glucopyranosy1uronsaure)-8-D-glucopyranosid [8]. Vor kurzem siad noch ein Malon- 
saurederivat des Betanins (Phyllocactin 5 ) ) ,  ein 3-Hydroxy-3-methyl-glutarsaure- 
derivat (Iresinin-I ") und einige Mono-, Di- und Trihydroxyzimtsaurederivate 
(Celosianin '), Iresinin-111 6, und Iresinin-IV ") des Amarantins beschrieben worden 

In der Rande (Rote Riibe = Beta vulgaris, var. rubra) und auch in der Kermes- 
beere (Phytolacca decandra) kommt neben dem Hauptpigment Betarcin (3) noch das 
Priibetanin im Ausmass von etwa 0,3-3% vor [4] [7] [13]. Beide sind von geringen 
Mengen der entsprechenden Isobetacyane begleitet [13]. Wir werden zeigen, dass das 
Prabetanin (5 )  ein Schwefelsaure-halbester (Sulfat) des Betanins ist und somit eine 
neue Variante unter den Betacyanen darstellt. 

Analytische Methoden. - Zur Mikrocharakterisierung der (stark sauren und 
amphoteren) Betacyane leisten die Papierchromatographie und die von SCHMIDT & 
SCHONLEBEN eingefuhrte [14] Papierelektrophorese in sauren Medien gute Dienste 
[l] [Z] [3]. Die (( fleckenanalytischen B Wanderungstendenzen konnen im Vergleich zum 
Verhalten des Betanins (3) zahlenmassig ausgedriickt werden. Fur die in der vorlie- 
genden Arbeit angetroffenen Betacyane sind diese Werte in Tabelle 1 zusammenge- 

1) Gegenwartige Adresse : Laboratoire de Chimie Organique, Universit6 de Lausanne, 1000 Lau- 
sanne. 

2 )  Wir wollen die Derivate des Isobetanidins Isobetacyane nennen; in der Pflanze erscheinen sie 
oft als geringfiigige Begleitstoffe der Betacyane. Ein Isobetacyan ist also das 15R-Epimere des 
entsprechenden (15s)-Betacyans [6]. Die Frage. ob die Isobetacyane vom pflanzlichen Enzym- 
apparat synthetisiert werden, oder ob sie durch thermodynamisch kontrollierte Epimerisierung 
aus den Betacyanen entstehen, ist noch nicht abgeklart. 
Isoliert aus Rande (Rote Rube) [ll] [12], Kermesbeere [7] und zwei Kaktusarten [9]. 

P O I .  

4, Isoliert aus A meranthus tricolor [8]. 
6 )  Isoliert aus Phyllocactus hybridus HORT. [lo]. 
6 )  Isoliert aus Iresine herbstii HOOK [lo]. 
7) Isoliert aus Celosia cristata L. [lo]. 
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fasst : 'Man sieht, dass Papier die Isobetacyane etwas starker als die entsprechenden 
Betacyane8) adsorbiert. Der Effekt ist klein, so dass sich die Epimeren erst nach lan- 
gerem Laufen trennen; er ist markanter in den weniger sauren Medien und zeigt sich 
am deutlichsten bei den Agluconen Betanidin (1) und Isobetanidin (2). Das Prabetanin 
zeichnet sich durch seine posse elektrophoretische Mobilitat aus ". Im Vergleich zu 
Betanin ist diese ausgepragter in den starker sauren Medien (z. B. verdunnte Ameisen- 
saure) . 

H H 
1 R = H, Betanidin 2 R = H, Isobetanidin 5 
3 R = C,H,,O,, Betanin 4 R = C,H,,O,, Isobetanin 

Auch die Polycaprolactam-Dunnschichtchromatographie eignet sich hervorragend 
zur Charakterisierung von Betacyanenlo). Die fur den Erfolg der Plattenbeschichtung 
wichtige, vorgangige Umfallung des Polycaprolactams 11) aus konzentrierter Salz- 
saure, verdunnt mit Methanol oder Athanol, zur Erreichung einer gleichmassigen 
Feinkornigkeit wurde nach einem von ROSLER, WAGNER & HORHAMMER [16] ausge- 
arbeiteten Verfahren adaptiert 12). Die bevorzugten Laufmittel sind ebenfalls saure 
Medien, in denen Betacyane Iangliche, aber relativ scharf umrissene Flecke bilden 
(s. Tabelle 1) : Besonders hier haften die Isobetacyane starker am Adsorbens als die 
entsprechenden Betacyane, insbesondere wiederum in den weniger sauren Laufmit- 
teln. Das Priibetanin jedoch fallt durch seine starke Adsorption, speziell in den sau- 
reren Medien, auf. 

Die ct fleckenanalytische )) Verfolgung der sauren Hydrolyse und Methanolyse kann 
ebenfalls zur Charakterisierung von Betacyanen herangezogen werden, wobei die An- 

8) Dieser Unterschied in der Adsorption, wie iibrigens auch in der Stabilitat, der beiden (215- 
Epimeren ist noch nicht genau erklarbar. Die zwei chiralen Zentren sind relativ weit voneinan- 
der entfernt und miissen sich durch eine (oder mehrere) spezifische Konformation(en) des 
konjugierten Systems gegenseitig beeinflussen. 

9, Auch wenn nur in kleiner Konzentration vorhanden, ist es in der Elektrophorese sofort sicht- 
bar, da es schon nach kurzer Zeit dem Betanin vorauseilt. Der Name sollte diese Beobachtung 
ausdriicken [El .  

lo) Die Polyamid-Saulenchromatographie wurde von SCHMIDT & SCHONLEBEN [12] auf diesem 
Gebiet eingefuhrt und spater auch von PIATELLI & MINALE [4] gebraucht. 

11) Das Polycaprolactam (DURETHAN BK 40 F) wurde uns freundlicherweise von der Hersteller- 
firma BAYER, Leverkusen, zur Verfiigung gestellt. 

l2) Die damals auf Flavonoide angewandte und auch von ENDRES [17] wiedergegebene Methode 
ist hier verbessert worden. 
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wesenheit hydrolysierbarer Derivatreste und veresterbarer Carboxylgruppen zusam- 
men mit der Epimerisierbarkeit des Zentrums C15 ins Spiel treten konnen. Wenn 
man im Laufe einer dieser Reaktionen regelmassig Proben entnimmt, diese nebenein- 
ander auf das Tragermaterial auftupft und anschliessend elektrophoretisch oder chro- 
matographisch zum Wandern bringt, dann entwickelt sich ein Muster von Flecken, 
deren Verteilung, Grossen, Formen, Farbtone und -intensitaten fur das betreffende 
Betacyan charakteristisch sind. So erlauben z. B. die ((chromatographkchen Hydro- 
lysemuster H und speziell auch die ccelektrophoretischen Methanolysemuster)) zunachst 
rein phanomenologisch zwischen Betanin, Betanidin, Amarantin, Bougainvillein und 
auch Prabetanin zu unterscheiden [lS] (siehe unten). 

Isolierung und Struktur des Priibetanins. - Im Hydrolysemuster einer im 
MikromaBstab (pug-Mengen) gereinigten Probe von Prabetanin hatten wir schon friiher 
[13] Betanin (3), Betanidin (l), Isobetanidin (2 )  und Glucose nachweisen konnen. Die 
damals in Betracht gezogene Betanidin-diglucosid-Struktur erschien aber zweifel- 
haft, als sich Prabetanin gegenuber Emulsin als resistent erwies (s. Exper. Teil). Das 
Problem wurde deshalb wieder aufgegriffen, nachdem wir eine geniigende Menge Pra- 
betanin zur Verfiigung hatten. 

Die bei der praparativ elektrophoretischen Reinigung des Randenfarbstoffes an- 
fallenden Prabetanin-Fraktionen wurden gefroren aufbewahrt, bis sich Material aus 
achtzehn etwa 500-mg-Ansatzen gesammelt hatte. Eine weitere saulenelektrophoreti- 
sche Reinigung lieferte nach dem Ansauern auf pH 0,6 ein Prabetanin-Praparat als 
amorphe Fallung 13). 

Das Verhaltnis der C1- und N-Analysenwerte ergab (unter Annahme von N, per 
Molekel, wie im Betanin), dass dieses Praparat einem Semihydrochlorid (Cl,, 5) ent- 
sprach. Die im Vergleich zum Betanin auffallend tiefen C- und N-Analysenwerte 
liessen einerseits auf eine nicht weit von der Zahl der C-Atome des Betanins (C24) ent- 
fernte Kohlenstoffzahl schliessen, deuteten aber andererseits auf eine gegeniiber dem 
Betanin (O,,) ungewohnlich hohe Zahl von Sauerstoffatomen (018-19) oder dann auf 
die Gegenwart mindestens eines weiteren Heteroatoms hin. Tatsachlich fanden wir 
Schwefel in diesem Praparat, so dass sich eine Deutung der vorhandenen elementar- 
analytischen Werte mit einer Zusammensetzung von Betanin + SO, + 1/,HCl 
(C,4H2601,N2S(HC1),,,) anbot. Dies wurde auch durch die Integration des NMR.- 
Spektrums (Fig. 1) gestiitzt, welches sich in der Zahl der sichtbaren Protonen nicht 
vom Spektrum des Betanins unterschied. 

Die Hypothese, dass es sich beim Prabetanin um ein Sulfat des Betanins handle, 
bestatigte sich durch die saure Hydrolyse, welche Sulfat-Ionen und (wie friiher [13]) 
Betanin (3) lieferte (siehe auch unten). 

Die Sulfatgruppe am Betanin stellt eine neue, stark saure Funktion in der Molekel 
dar ; &ese ist fur die gesteigerte elektrophoretische Mobilitat des Prabetanins verant- 
wortlich. Sowohl Aquivalentgewicht (189) wie auch pKa,-Wert (3,12) der ersten 
Titrationsstufe dieses Praparates sprechen fur die Formel C,,H,40,N2+C10, S(COOH),- 
(S0,H)o,5(S0,-)o,5 (die Titration des freien Betanins bei pKa, = 3,4 wies auf C2,HZ4- 
O7N2+(COOH),(CO0-) hin [13]). 

13) Betanin kristallisiert nach den gleichen Operationen schon gegen pH 3 als partielles Salz mit 
dem Puffer-Kation [13]. 
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Die nachste Frage betrifft die Veresterungsstelle. Zwei Beobachtungen schliessen 
die phenolische OH-Gruppe aus : 1) Die zweite Titrationsstufe (Aqu.-Gew. 639 bei 
pKa, 8 4 ,  die iibrigens auch die Grossenordnung des Molekulargewichts bestatigt, ist 
derjenigen des Betanins [13] sehr ahnlich. (Eine Verseifung wahrend der Titration ist 
ausgeschlossen, da Prabetanin auch aus einer 0 , 6 ~  NH,OH-Losung zuruckgewonnen 
werden kann.) 2) Das acetylierte Prabetanin, hergestellt nach der fur das Betanin be- 
schriebenen Methode [19], zeigt die NMR.-Signale einer aromatischen (6 = 2,48) 
neben mehreren aliphatischen Acetoxygruppen (6 = 2,28), wie es auch beim acety- 
lierten Betanin (6 = 2,43 und 2,28) der Fall ist [19]. 

Die Schwefelsaure muss also mit einer der vier Zuckerhydroxylgruppen (an CZ', 
C3', C4' oder C6') verestert sein; dafur spricht auch die Resistenz gegen Emulsin. Die 
Grunde fur die Bevorzugung der C6'-Hydroxylgruppe stammen aus einem Vergleich 
(s. Tab. 2) der NMR.-Spektren von Prabetanin (5) (Fig. 1) und Betanin (3) in CF,- 
COOH14). Unter der Annahme, dass die Eichungen gegenseitig um etwa 0,03 ppm 
verschoben sind (Betanin aufwarts oder Prabetanin abwarts auf der 6-Skala), kann 
man erkennen, dass sich die im ubrigen fast gleichen Spektren in folgenden drei Aspek- 
ten unterscheiden: 1) Das Aromatenprotonensignal be1 7,31 in Betanin (H4) ist so- 
weit gegen das tiefere Feld verschoben, dass es im Prabetanin mit demjenigen des 
anderen Aromatenprotons (H7) zu einem verbreiterten Singlett 6 = 7,37 zusammen- 

Tabelle 2. Vergleich der N M  R.-Signale von Betanin (3) und Prabetanin (5) in Trijluoressigsaure 
(Chemische Verschiebungen in 8-Werten, Kopplungskonstanten in Hz)")~)  

Betanin 5,58 5,27 4,80 
M D / J = 5  M 

M D / J = 5  M 

................ 
Prabetanin 5,52 5'21 : 4,70 

......................... 

H18 H 12 

6,74 6,42 

Zuordnung und H11 H7 
Intensitat ") 

Betanin 8,75 7,41 
Dl J = 12,5 

6,39 
DlJ = 12,5 

1;:; 1 :,69 

DlJ = 12,5 S 

Prabetanm 8,73 7,37 
DlJ = 12,5 S S 

Zuordnung und H2 H 1' H15 H2',H3' 2 x H 3  
Intensitat c, H4', H5' 2 x H14 

. . . . . . . . .  

i 4.23 4.23 3,69 
i M  M M 

. . . . . . . . . . . . . . . . .  

4,70 4,19 3,67 
M M M 

14) Das NMR.-Spektrum von Betanin (3) ist in [19] abgebildet. Siehe auch Abschnitt uber 
Protonenresonanzspektren im experimentellen Teil dieser Arbeit, sowie Fussnote 6 in [19]. 
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fallt. 2)  Das Signal bei 4,80, das im Betanin nur einem Proton entspricht, ist im Pra- 
betanin auf etwa 3 Protonen angestiegen (bei 4,70), wahrend 3) gleichzeitig das 6-Pro- 
tonensignal (Glucose-Wasserstoffatome) bei 4,23 zu einem 4-Protonensignal (bei 4,19) 
abgesunken ist. Aus 2) und 3) kann man schliessen, dass die Einfiihrung der Sulfat- 
gruppe zwei Glucose-Wasserstoffsignale um etwa 0,5 ppm feldabwarts verschoben 
hat. Zwei auf gleiche Weise beeinflussbare Wasserstoffatome sind aber nur am C6’ 
vorhanden ; es ist somit sehr wahrscheinlich, dass die Schwefelsaure mit der Hydroxyl- 
gruppe am C6’ verestert ist. Damit ist auch der Unterschied 1) nicht in Widerspruch, 
denn ein mit 06’ verbundener Substituent kann in gewissen Konformationen recht 
nahe an H4 (und l~ur  an H4) herankommen. Die sonstige Gleichheit der NMR.-Spek- 
tren bestatigt, dass das Prabetanin ein einfaches Derivat des Betanins ist, d. h. dass 
bei der Hydrolyse keine Umlagerung stattgefunden hat und dass die D-Glucose auch 
im Pr abetanin p-pyranosidisch verkniipft ist. 

Das 1R.-Spektrum des Prabetanins (5) ist in Fig. 2 abgebildet und mit demjenigen 
des Betanins (3) verglichen. 

I 
I I 1 1 

8 7 6 5 4 3 2 1 

Fig. 1. Protonenresonanzspektrum uon Prabetanin (5)  in Trafluoressigsaure (Skala in 6- Werten) 
Das Originalspektrum wurde wegen des ungiinstigen Signal-Rausch-Verhaltnisses dreimal auf dem 
gleichen Papier iibereinander geschrieben. Die hier wiedergegebene Kurve stellt die sich ergebende 

Ausmittelung (Spur der dichtesten Farbe) dar. 

3 4 5 6 7 B 9 10 I1  12 1 3 p  

Fig. 2. IR.-Spektren uon Prabetanin (5) - und Betanin (3) .-.--.*. in KBr 

Interpretation des Hydrolyse- und Methanolyse-Musters von Prlbetanin. - 
Fig. 3 zeigt das diinnschichtchromatographische Hydrolysemuster von Prabetanin 
im Vergleich mit dem des Betanins. Die Zuordnung der Zonen erfolgte auf Grund 
der Farbtonung und der D,-Werte im Vergleich zu authentischen Substanzen (s. 
Tab. 1). Das Muster von Betanin zeigt, dass die Epimerisierung wesentlich langsamer 
vor sich geht als die Glucosidspaltung. Im Muster des Prabetanins fallt auf, dass Be- 
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Fig. 3.  a Hydrolysemuster n von Betanin (3) und Priibetanin (5) auf Diinnschichtplatten 

Betanin 

bei 20' 
in 1'6 N HCI-MQOH 

5 Min 

20 Min. 

40 Min. 

Popierelektrophorese in 
405 M Pyridiniumformiat pH 4,5 (0,05 Pf) 91 M Ameisensaure pH 2,4(0J F) 

Zone 111 I1 I Ill I l l  

d? 00 
6 0 0,s 1,O 5 -0J 0,7 1,0 

Probetonin 
in 1 , 6 ~  HCI-MeOH 
bei 20" 

5 0 0,5 1,O 1,4 -ql 0,7 1,0 2) 

Reihenfolge abnehmender lntensitdt der Flecke: @ @ 0 

Fig. 4 .  6 Methanolysemuster I) von Betanin (3) und Priibetanin (5) auf Papie?elektrophorese-Streifen 
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tanin im Vergleich zu Betanidin auch im fruhen Hydrolysestadium nur in geringer 
Menge erscheint . Offenbar spaltet sich unter diesen Bedingungen die Glucosidbindung 
schneller als die Sulfatbindung, ein Effekt, der auch bei Polysaccharidsulfaten beob- 
achtet worden ist [20] [21]. Das Prabetanin-Hydrolysemuster spiegelt also die fol- 
gende Serie von Reaktionen wieder : 

a 
Prabetanin v Betanidin 

Betanin 

c “‘I 
Isobetanin 

C 

Isoprabetanin Isobetanidin 
a 

a = Glucosidspaltung, b = Sulfatspaltnng und c = Epimerisierungl5) 

In Fig. 4 sind einander je zwei elektrophoretische Methanolysemuster von Prabe- 
tanin und Betanin gegeniibergestellt. Beide Betanin-Muster zeigen drei Zonen, welche 
zwei aufeinanderfolgende Veresterungsstufen darstellen (Betanin + Betanin-mono- 
ester -+ Betanin-diester). Die dritte Veresterungsstufe wird von der Glucosidspaltung 
uberschattet und fuhrt somit zum Betanidin-triester [22]. Da sie unter diesen 
Bedingungen ( 1 , 6 ~  HC1-MeOH bei Zimmertemperatur) erst nach einigen Stunden 
sichtbar wird, ist sie in allen hier aufgefiihrten Methanolyseschemata nicht angegeben. 
(Es ist noch nicht bekannt, welche der drei Carboxylgruppen zuerst verestert wird, 
oder ob nicht sogar zwei isomere, in der Elektrophorese nicht unterscheidbare Mono- 
ester gleichzeitig gebildet werden ; auch in der Bildung der zwei moglichen Diester 
besteht diese Unsicherheit .) 

Beide Prabetanin-Methanolysemuster sind durch vier Zonen charakterisiert (zwei 
sehr schwache Zonen, welche im 0,lF Muster bei E ,  = 1,3 und 1,9 erscheinen, sind 
hier vernachlassigt). Gestiitzt auf die Ahnlichkeit der Zonen 11, I11 und I V  mit dem 
Methanolysemuster des Betanins in beiden Losungen wurde man auf den ersten Blick 
einfach eine schnelle Abspaltung des Sulfatrestes und eine folgende Veresterung des 
gebildeten Betanins vermuten. Bei naherer Betrachtung der Zonen I und I1 sieht man 
jedoch, dass die Intensitatsverhaltnisse in den beiden Elektrolyten gerade umgekehrt 
sind. Eine genauere Analyse ergab, dass auch der Prabetanin-monoester gebildet 
wird und dass er in 0,05Pf zusammen mit dem Betanin in Zone 11, und in 0 , l F  zu- 
sammen mit dem Prabetanin in Zone I wandert. Die Analyse bestand aus der Isolie- 

15) Die Dicke der Pfeile sol1 ungefahr die Grossenordnung der Geschwindigkeitskonstanten 
andeuten. 
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rung des 0,05Pf-Zone-II-Materials, welches sich bei der 0,lF-Elektrophorese in zwei 
Substanzen mit E,  = 1,0 und 2,l auftrennte und welches bei der schwach alkalischen 
Verseifung16) Betanin und Prabetanin ergab. Auch die 0,05Pf-Zone-III wurde iso- 
liert; sie war in der 0,lF-Elektrophorese einheitlich ( E ,  = 0,7) und lieferte nach der 
Verseifung nur Betanin. 

Das im folgenden dargestellte Reaktionsschema zeigt, dass der Schwefelsaure- 
halbester in der Methanolyse schneller gespalten wird als die Glucosidbindung, wie 
es auch bei Polysaccharidsulfaten bemerkt wurde [ZO] [26]. 

Betanin 

Prabetanin 
C ___, Betanin- Betanin. 

monoester diester 

Prabetanin- 
monoester 

a = Sulfatspaltung, b = erste Veresterungsstufe, c = zweite Veresterungsstufels) 
(der Grad der Epimerisierung lasst sich mit dieser Methode nicht feststellen) 

Synthese des Prabetanins (5) aus Betanin (3). - Da die Gegenwart von Schwe- 
fel und von Sulfat-Ionen im Prabetanin nur qualitativ festgestellt werden konnte, 
schien uns zu seiner endgiiltigen Strukturaufklarung noch eine Synthese notig. 
Schwefelsaure-halbester von Zuckern oder Zuckerderivaten werden u. a. mittels 
Chlorsulfonsaure, bisher meistens in Pyridinlosung, hergestellt [24] [27], wobei die 
primare Hydroxylgruppe oft schneller reagiert als die sekundaren [Z]  . 

Betanin reagierte in Trifluoressigsaurelosung mit Chlorsulf onsaure zu einem 
orange-gelben Komplex, der sich in verdiinnter Salzsaure in ein prabetaninfarbenes 
Produkt oder Produktgemisch verwandelte. Dieses wanderte in der Elektrophorese 
sehr schnell, in der Polycaprolactam-Diinnschichtchromatographie aber ausserst 
langsam. Wir mochten es als ((Polysulfat o des Betanins ansprechen. Polysulfate von 
Zuckern sollen schneller hydrolysiert werden als Monosulfate [28], und die sekundaren 
Sulfatgruppen schneller als die primaren [Zl]. Tatsachlich wurde das (( Polysulfat D 
des Betanins in 1~ Salzsaure langsam hydrolysiert, wobei zuerst nebeneinander Prabe- 
tanin und ein neues Produkt, genannt Sulfobetanin A ,  entstanden ; spater bildeten 
sich auch Betanin (3) und Betanidin (1). 

Nach Reinigung auf einer Polycaprolactamsaule im MikromaBstab verhielt sich 
das so synthetisierte Praparat in jeder Hinsicht, inklusive Hydrolyse- und Methano- 
lyse-Muster, wie Prabetanin. 

16) Unter den hier angewandten Bedingungen ( O , ~ N  NH,OH [6]) war wohl eine Verseifung von 
Carbomethoxygruppen, nicht aber eine Spaltung der Glucosidbindung [6] [23] und auch keine 
Abspaltung der Sulfatgruppe [24] [25] zu erwarten. In einem Kontrollversuch wurde Prabetanin 
aus einer solchen Losung unverandert zuriickgewonnen. 
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Das Sulfobetanin A zeigte ein dem Betanin sehr ahnliches Elektronenspektrum 
und ahnliche elektrophoretische sowie diinnschichtchromatographische Wanderungs- 
tendenzen, welche zwischen denjenigen des (t Polysulfates)) und des Prabetanins lagen 
(s. Tab. 1). Es konnte sich um ein dem Prabetanin isomeres Monosulfat oder urn ein 
Disulfat des Betanins handeln. 

Diese Arbeit wurde vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFOND ZUR F~RDERUNG DER WISSEN- 

SCHAFTLICHEN FORSCHUNG unterstiitzt. Wir danken auch der Firma F. HOFFMANN-LA ROCHE & 
Co. AG, Basel, fur eine Unterstiitzung, insbesondere fBr die Isolierung des hier gebrauchten 
Kandenfarbstoffes. Die Anschaffung gewisser Apparaturen verdanken wir der JUBIL~UMSSPENDE 

FUR DIE UNIVERSITAT ZURICH. 

Experimenteller Teil 
Elementaranalysen : Die Wasserbestimmung erfolgte durch 24stdg. Trocknen der Praparate 

iiber KOH und P,O, bei 0,Ol Torr und Zimmertemperatur; die Analysen, sowie die 1R.-Spektren 
(siehe unten) stammen aus dem Mikrolaboratorium dieses Institutes (Leitung H. FROHOFER). 

Spektroskopie: Die spektroskopischen Daten sind in der folgenden Weise beschrieben: Elek- 
tronenspektren = U V .  (Losungsmittel) : Max. oder Min. in nm ( E  oder Infrarotspektren = 

IR .  (Verdiinnungsmittel) : K (Kaiser = cm-l). Die den Zahlen nachgestellten Symbole bedeuten 
s = starke, m = mittlere Absorption, b = breite Bande, i = Inflektion (Schulter). 

Protonenresonanzspektren : Von den betreffenden Praparaten konnten nur sehr verdiinnte 
Losungen in Trifluoressigsaure hergestellt werden. Die damit im V~~1~~-A6O-Spekt rometer  auf- 
genommenen Spektren wiesen ein ungiinstiges Signal : Rausch-Verhaltnis auf ; daher wurden die 
Spektren je drei- bis viermal iibereinander geschrieben, was ein ausgemitteltes Spektrum ergab. 
Mit grosserer Unsicherheit war die Auswertung der Integration behaftet, obschon auch die Integral- 
kurven mehrere Male nacheinander geschrieben und arithmetisch ausgemittelt wurden.- Notierung : 
NMR. (Losungsmittel) : 8-Wert in ppm/Multiplizitat (Aufspaltung in Hz), Anzahl der Protonen Pr  
(Zuordnung). Die 6-Werte beziehen sich au f  internes Tetramethylsilan (6 = 0) .  Im Falle eines 
Multipletts ist der 8-Wert des arithmetischen Mittelpunktes (scheinbare chemische Verschiebung) 
angegeben; die Multiplizitat wird durch folgende Symbole ausgedriickt : S = Singlett, D = Dublett, 
T = Triplett, M = Multiplett: ein dem Symbol vorangehendes b bedeutet, dass das entsprechende 
Signal aus verbreiterten Linien besteht. 

Papierelektrophorese : Die gelosten Proben, sowie die Vergleichssubstanzen Betanin und 
Glucose, wurden als Tupfen auf einer Startlinie in 1,2 cm Entfernung von der Mittellinie des 
WHATMAN-Nr. 1-Streifens (6,6 x 28 cm) auf der kathodischen Seite aufgetragen. Nach Befeuch- 
tung der Streifen von heiden Seiten gegen die Startlinie mit den entsprechenden Pufferlosungen 
( 0 , 0 5 ~  Pyridiniumformiat pH 4.5 (0,05Pf) oder 0 . 1 ~  Ameisensaure pH 2,4 (0,lF)) wurden sie in 
der vereinfachten DURRUM-Apparatur nach WUNDERLY [29] 1-2 Std. der Elektrophorese bei 
440 V unterworfen. Die Abstande der Fleckschwerpunkte von einer auf der Hohe der Glucose- 
flecke (entwickelt nach PARTRIDGE [30] mit Anilinphtalat) gezogenen Querlinie wurden als Werte 
relativ zur ebenso bestimmten Wanderungsdistanz des Betaninflecks (= EB-Werte) ausgedriickt 
(s. Tabelle 1). Auch wenn diese Werte (besonders die sehr hohen) durch unterschiedliche apparative 
Anordnungen gewissen Schwankungen unterworfen sind (bis zu 10% bei EB-Werten iiber 1,7), 
konnen sie durch paralleles Mitlaufen von schnell wandernden Substanzen dennoch zur Identifi- 
zierung herangezogen werden. Gewisse Abweichungen (bis 15 yo) konnen auch in Abhangigkeit von 
den Proben beigemengten Verunreinigungen (besonders Sauren oder Salze) auftreten. In  diesen 
Fallen muss das Praparat durch eine adaquate Operation vorgereinigt werden. 

Pupierchronzutographie: Mit den gleichen Pufferlosungen (0,05 Pf und 0,lF) als Laufmittel 
und auf gleiche Weise befeuchtet wie bei der Elektrophorese wurden die von den Farbflecken der 
Zielsubstanzen und des Betanins auf einem 7 x 47 cm Papierstreifen zuriickgelegten Wanderungs- 
strecken bei durchlaufend absteigender Chromatographietechnik miteinander verglichen. Diese 
Wanderungscharakteristiken der Substanzen sind in Tabelle 1 als Relativwerte bezogen auf 
Betanin (RB-Werte) angegeben. 

Dunnschichtchromatogruphae : Die Wanderungseigenschaften der Substanzen in Diinnschichten 
von Polycaprolactam (siehe unten) mit den Laufmitteln 0,33 M Pyridiniumformiat (0,33 Pf), 
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1 N  Salzsaure (1 HCl) und 0 . 2 ~  athanolischer Salzsaure (0,2HCl/Et) sind als relative Werte beziig- 
lich auf mitlaufendes Betanin (DB-Werte, s. Tabelle 1) angegeben. Bei letzterem Laufmittel 
zeichnet sich neben der eigentlichen Front noch eine uinnere a Front ab, welche die Grenze zwischen 
salzsaurehaltigem und salzsaurefreiem Athanol markiert. 

Reinheitsprufungen: Die in Wasser gelosten Substanzproben wurden auf 6,6 x 28 cm WHATMAN- 
Papierstreifen 3MM als Zonen aufgetragen und der Elektrophorese in 0,l F unterworfen. Nach 
erreichter Trennung (ca. 1 Std. bei 400 V) wurden die farbigen Zonen des feuchten Papiers ausge- 
schnitten, rnit Wasser eluiert und die Eluate, nach Verdiinnung mit H,O auf gleiche Volumina, 
im Spektrometer beim Absorptionsmaximum ausgemessen. Die prozentuale Zusammensetzung 
wurde auf Grund folgender Ei;m-Werte berechnet: Betanin (3) E,,, = 1100, Prabetanin (5) 
E,,* = 960; Diacetylbetanidin E524 = 1010, Monoacetylbetanidin E520 = 1110, Pentaacetyl- 
betanin E,,, = 815 und Tetraacetylprabetanin E,,, = 780; Betanidin (1) Esa0 = 1270. Die er- 
wahnten Farbstoffe erleiden in 0 , lF  nach einer Stunde Ausbleichung annahernd im gleichen Grad 
(ca. 10%). so dass eine Korrektur sich in erster Naherung eriibrigt. 

Zubeveitung van Palycapvolactam fur die Dunnsc~ichtchromatographie. In  einem mit KPG- 
Riihrer und Ruckflusskiihler versehenen 1-1-Dreihalskolben wurden 500 ml 1 0 ~  HCI und 250 ml 
Wasser auf die Temperatur des siedenden Wasserbades gebracht. Unter heftigem Riihren trug- 
man 225 g DURETHAN BK 40 Fl1)l7) durch einen weitlumigen Trichter langsam doch kontinuierlich 
ein, wobei die Trichteroffnung wenn notig mit einem Glasstab durchgestossen wurde. Das Riihren 
und Erhitzen wurde bis zur vollstandigen Auflosung und dann noch weitere 5 Minuten fortgesetzt. 
Diese Operation dauerte gewohnlich insgesamt 35 bis 60 Min. Die dabei in kleinem Ausmass ein- 
tretende Oligomerisierung kann in der analytischen Diinnschichtchromatographie in Kauf ge- 
nommen werden. Die sirupose Losung wurde nun in Eiswasser gekiihlt, in einen 12-l-Filtrier- 
stutzen umgeleert und rnit 800 bis 1200 ml eisgekiihltem, technischem Athanol unter Ausspiilen 
des Kolbens verdunnt. Aus der mit einem kraftigen Propellerruhrstab durchgeniischten Losung 
fallte man das Polyamid rnit einem auf den drehenden Wellenkamm gerichteten kraftigen Strahl 
von Leitungswasser. Nach einer viermal (bis zur Neutralitat) ausgefiihrten Folge von Absitzen- 
lassen der weissen Fallung (60-90 Min.), Abhebern der iiberstehenden Fliissigkeit und Auf- 
schlammen rnit etwa 1.5 1 Leitungswasser wurde die Fallung auf einer 20-cm-Nutsche bei ca. 500 
Torr abgesaugt und jeweils gerade bis zum Erscheinen der Filterkuchenoberflache der Reihe nach 
rnit 1-2 1 destilliertem Wasser, 500 ml Alkohol, 200-300 ml Essigester und 200-300 ml leichtem 
Petrolather gewaschen. Erst nach diesen zur Vermeidung von Filterverstopfung und Rissbildung 
im Filterkuchen sorgfaltig durchgefiihrten Waschoperationen wurde scharf abgesaugt und das 
Polycaprolactam an der Luft getrocknet. Ausbeute 200 g. 

Zur Beschichtung von zwanzig 100-cm2-Platten benotigte man 20 g trockenes Polycaprolactam 
(etwa 50 ml Schiittvolumen), welche mit Essigester zu einer Suspension von total 80 ml aufge- 
schlammt worden waren. Auf jede Glasplatte goss man 4 ml der frisch durchgeschuttelten Suspen- 
sion und verteilte sie durch vorsichtiges aber ziigiges Hin- und Herneigen gleichmassig auf der 
ganzen Oberflache. Ein letzter Ausgleich der Schichtdicke wurde durch flaches Auffallenlassen der 
noch feuchten Platte auf die horizontale Tischflache erreicht. Diese Platteu sind sofort nach dem 
Abdunsten des Essigesters brauchbar ; ihr Trennvermogen wird jedoch durch 24stdg. Lufttrocknen 
bei Zimmertemperatur merklich verbessert. 

In  einer anderen, fur den Laborbedarf einfacheren und billigeren Variante wurde der oben 
erwahnte Filterkuchen nur rnit Wasser gewaschen, noch feucht rnit einem Loffel in ein weit- 
halsiges, gut verschliessbares Gefass von 0,5 1 iibergefiihrt und so aufbewahrt. Die fur eine Be- 
schichtung unmittelbar benotigte kleinere Menge (ca. 10-15 ml) wurde auf eine Nutsche gebracht, 
nacheinander rnit Alkohol und Essigester gut gewaschen und ohne Trockensaugen sofort in etwa 
30-50 ml Essigester suspendiert. Das Beschichten der 15-20 Platten fand dann ebenfalls nach dem 
oben beschriebenen Verfahren statt, nachdem die genaue Dicke der Suspensionsschicht durch 
Ausprobieren an 2 bis 3 Probeplatten eingestellt worden war. 

17)  Da Polycaprolactam in seinen Eigenschaften je nach Charge wechseln kann, ist die Reprodu- 
zierbarkeit der hier beschriebenen Vorschrift nicht absolut gewahrleistet. Insbesondere sollte 
die zur Losung benotigte Erwarmungsdauer (zwischen 35 und 60 Min.) und die vor der Fallung 
zuzugebende Menge von technischem Athanol (zwischen 800 und 1200 ml) in Vorversuchen 
rnit kleineren Mengen ermittelt werden. 
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Zubereitung von Polycaprolactam fur die Saulenchromatographie. 225 g DURETHAN BK 40 Fll) 
wurden wie oben fur die Diinnschichtchromatographie beschrieben, aber bei nur 50°, in 750 ml 
1 0 ~  HCl gelost, was 2,5 bis 3 Stunden benotigte. (Hier wird eine tiefere Temperatur gewahlt um 
die Chancen der Depolymerisierung etwas zu verringern.) Nach Durchmischen mit 2 1 Alkohol in 
einem 12-1-Stutzen wurde solange mit 30-proz. Athanol versetzt, bis die Fallung als vollstandig 
angesehen werden konnte (etwa 2,5 1 in 5-10 Min.); anschliessend fiillte man mit Wasser voll auf. 
Die sehr voluminose Fallung wurde in 2 Portionen auf einer Nutsche von 20 cm Durchmesscr rnit 
Wasser (je 5 1) gewaschen und dann in einem 3-I-Kolben unter kraftigem Riihren 1 Std. mit 2 1 
Wasser gekocht. Auf diese Weise wird mono- oder oligomeres Material herausgewaschen, welches 
in der praparativen Chromatographie storen kann. Nach dem heiss Absaugen und Nachwaschen 
rnit etwa 2 1 kochendem und dann 2 1 kaltem destillierten Wasser bewahrte man das feuchte 
Polycaprolactam (etwa 2 1) in einem gut schliessenden, weithalsigen Gefass auf. Die fur die 
Chromatographie benotigte Menge dieses Breis wurde wahrend 5 Min. rnit der ungefahr gleichen 
Menge destilliertem Wasser aufgeruhrt und dann in die Saule eingelecrt. Zur Trennung der hier 
untersuchten Betacyane wurde das Wasser in der iiblichen Weise durch O , ~ N  HC1 verdrangt. 

Isolierung von Prubetanin. Wir gingen von einem angereicherten Betaninpraparat aus, das in 
unserem nach PUCHER, CURTIS & VICKERY [31] modifizierten Verfahren (zweimal wiederholte 
Fallung als Bleisalz) aus Randen (Roten Ruben) gewonnen worden war. Dieses wurde, in erster 
Link zur Gewinnung reinen Betanins, in Ansatzen von j e  400600 mg an einer gekiihlten 2,6 x 84 
cm Papierpulversaule in schwach sauren Pufferlosungenls) bei ca. 1000 V und 50 mA der Elektro- 
phorese unterworfen. Die schneller wandernde schmale Prabetaninzone, welche unter den ange- 
gebenen Bedingungen nur knapp von der breiten Betaninzone abgetrennt war, wurde beim an- 
schliessenden Eluieren aus der Saule mit Pufferlosung wieder rnit etwas Betanin vermengt. Da sie 
jeweils nur geringe Farbstoffmengen enthielt, wurde sie sofort gefroren und bei - 20" aufbewahrt, 
bis sich aus 18 Ansatzen (d. h. von insgesamt 9 g (Rohbetanin))) genugend Material zur nachfolgend 
beschriebenen Reinigung angesammelt hatte. Die vereinigten Prabetaninfraktionen (200 ml) wur- 
den zunachst zur Entsalzung durch 5 ml Dowex (H-Form) filtriert und im Rotationsverdampfer 
zur Trockene eingedampft. Der Riickstand, in 20 ml 0,05 M Pyridiniumformiat aufgenommen, 
wurde in einer gekiihlten 2,6 x 86 cm Saule mit 100 g WHATMAN-Papierpulver wahrend 20 Std. 
einer Elektrophorese bei 1000 V und 50 mA unterworfen. Im Laufe der Wanderung breitete sich 
die rotviolette Farbstoffzone um 45 cm nach vorne aus, zeigte aber keine deutliche Trennung in 
eine Prabetanin- und eine Betanin-20ne1~). Der intensiv rotvioletten Front voran wanderten vier 
j e  ca. 1 cm breite schwach gefarbte Zonen, deren Farben in der Reihenfolge zunehmender Wande- 
rungsdistanz 1. gelb, 2. dunkelrot, 3. hellrot und 4. hellgelb waren. (UV. des Gemisches von 1 4 :  
Max. 529, 419, 343 nm). Die vordersten ca. 30 cm der intensiv farbigen Zone, welche offensichtlich 
die Hauptmenge des Farbstoffes enthielten, wurden bei der Eluierung rnit Puffer in 154 ml Losung 
aufgefangen; diese Fraktion enthielt gemass einer papierelektrophoretischen Priifung in 0,l F 
ausser Prabetanin nur Spuren von Betanin, wahrend der anschliessend eluierte Auslaufer ein 
Gemisch von ca. 75% Prabetanin und 25% Betanin enthielt und nicht weiter verarbeitet wurde. 
Das Haupteluat (154 ml) wurde auf 6 ml eingeengt und tropfenweise mit 18-proz. HC1 (0,39 ml) 
auf pH 0,3 gebracht, wobei der Farbstoff bei pH 0,6 auszufallen begann. Die mikroskopisch fein- 
kdrnige Fallung wurde abgesaugt, mit 25 Tropfen 0 , 5 ~  HC1 gewaschen und uber KOH im Vakuum 
getrocknet; Ausbeute 57 mg eines nicht ganz reinen (siehe unten) Prabetanin-Praparates, das 
etwa zur  Halfte aus Prabetanin-hydrochlorid bestand (der Anteil an Isoprabetanin ist unbekannt). 
Die Analyse wurde mit einem luftgetrockneten Praparat ausgefiihrt, dessen Gewichtsverlust beim 
Vakuumtrocknen 162% betrug. Die gefundenen Werte sind hier also mit einer Korrektur fur 
16,2% H,O aufgefuhrt: 

C2,H2,0,sN2S(HCI),,, Ber. C 44,42 H 4,12 N 4,32 C1 2,73% 
(648,77) Gef. ,, 45,04; 43,25 , I  427;  4,36 ,, 4,08 ,, 2,67y0 

18) 0,05 M Pyridiniumformiat ; Ammoniumacetat (3,85 g/l) - Eisessig (4,66 ml/l) ; Kaliumacetat 
(5 g/l) - Eisessig (3,5 g/l). 

18) Die (( Verschmierung 0 der Zonen ist wahrscheinlich einer ungenugenden Entsalzung zuzu- 
schreiben. In einem kleineren Ansatz mit der annahernd sechsfachen Menge Dowex fiihrte die 
anschliessende Elektrophorese zur vollstandigen Trennung der Prabetanin- von der Betanin- 
Zone. 
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Die potentiometrische Titration unter einer N,-Atmosphare zeigte zwei Stufen: 1. pKal = 
3,12 und 2. pKa, = 8,8. Die Aquivalentgewichte beider Stufen, A, und A,, wurden aus der Ein- 
waage einer luftgetrockneten Probe abgeleitet und sind deshalb ebenfalls fur 16,2% H,O korrigiert. 

U V .  (H,O), lufttrockenes Praparat, korrigiert fur 16.2% H,O: Max. 536 (63400), 269 (8700), 
Infl. 293 (7300); Min. 380 (770), 240 (6000) nm ( E ) .  - ZR. (KBr): 1730 (s), 1623 (s), 1515 (sb) ,  
1460 (m), 1370 (sb), 1317 (sb), 1261 (si). 1212 (sb), 1190 (sb), 1070 (sb), 1060 (sb), 1015 ( s ) ,  995 (s), 
936 (s), 866 (sb) K. - NMR. (CF,COOH) 20) : 8,73/D ( J  = 12,5) 1 Pr  (H11) : 7,37/bS, 2 Pr (H4 und 
H7); 6,69/S, -1 FT (HIS); 6,39/0 (J  = 12,5) 1 Pr  (H12); 5,52/bM, 1 F'r (H2); 5,21/D ( J  = -5) 
(HI'); 4,71/bM, 3 Pr (H15 und 2 x H6'); 4,19/bM, 4 Pr  (HZ', H3', H4' und H5'); 3,67/bM, 
4 Pr (2 x H 3  und 2 x H14) 13 Hz. (Ein schwaches Singlett bei 7,04 ist wahrscheinlich der Gegen- 
wart von ein wenig Betanidin zuzuschreiben.) Die Reinheitsprufung (siehe oben) zeigte, dass das 
aus der NMR.-Losung zuriickgewonnene Praparat ein Gemisch von 86% Prabetanin, 10% 
Betanin und 4 %  Betanidin darstellezl). 

In einem anderen, auf ahnliche Weise ausgefiihrten Isolierungsversuch fie1 ein Prabetanin- 
Praparat aus, das kein Hydrochlorid enthielt. Gewichtsverlust beim Trocknen 12,3 yo. 

A,, Aqu.-Gew.: Ber. 185; Gef. 189 A,, Aqu.-Gew.: Ber. 649; Gef. 639 

C,4H,6016N,S (630,54) Ber. C 45,70 H 4,12% Gef. C 45,73 H 4,53% 
Durch Natrium-Aufschluss und Nachweis des dabei gebildeten H,S, durch Hydrolyse in 

starker Salzsaure und Ausfallung der Sulfat-Ionen als BaSO, nach vorangehender Entfarbung mit 
Aktivkohle, sowie durch mikroanalytische Schwefelbestimmung nach SCHONIGER & WAGNER [32] 
wurde die Gegenwart von Schwefel in Form von Sulfat im Prabetanin sichergestellt. Die quantita- 
tiven Resultate (gef. 2,14% und 7,15% S; ber. 5,07% S fur dieses Praparat) sind der kleinen 
Substanzmengen wegen offenbar nicht verlasslich. 

Nachweis im Mikromapstab der Bildung von Betanin durch partielle salzsaure Hydrolyse von 
Prubetanin. Eine Losung von 1,5 mg elektrophoretisch reinem Prabetanin (es enthielt nur etwas 
Isoprabetanin, aber kein.Betanin) in ca. 1 ml 5N HC1 wurde 4 Min. auf 85" erhitzt und dann im 
Vakuum abgedampft. Der dunkelviolette Ruckstand wurde in wenig Wasser aufgenommen und 
als Zone auf einen 7 x 47 cm WHATMAN-Nr. 1-Papierstreifen aufgetragen. Nach 5 Std. absteigen- 
der Chromatographie rnit 0,05Pf als Laufmittel ergab sich folgendes Muster: Zone I, rotviolett 
(wie Betanin), breit, R, = 1; Zone 11, violett (wie Betanidin), R, = 0,7; Zone 111, violett 
(schwacher als 11), R, = 0,6. Die Zonen wurden aus dem noch feuchten Papier ausgeschnitten, 
wobei man die Zone I in zwei etwa gleich farbstarke Halften, eine frontale I a und eine ruckwartige 
I b, aufteilte. Die wasserigen Eluate der Zonenausschnitte wurden auf ein kleines Volumen einge- 
engt und mittels Tupfproben in der Papierelektrophorese und im Papierchromatogramm im Ver- 
gleich mit Betanin mit folgendem Resultat gepriift : Zone I a, hauptsachlich Prabetanin und wenig 
Isoprabetanin; Zone I b, Prabetanin, wenig Isoprabetanin und mehr Betanin; Zone 11, Betanidin; 
Zone 111, Isobetanidin. (Die beobachteten Wanderungswerte sind diejenigen, welche in der Tabelle 
angegeben sind.) Die von Auge abgeschatzten relativen Intensitaten von Prabetanin : Isopra- 
betanin: Betanin: Betanidin: Isobetanidin waren etwa 40: 5 : 10: 35 : 10. 

Nachweis im Mikromapstab der Bildung von Glucose durch salzsaure Hydrolyse von Prabetanin. 
Eine Losung von 3 mg Prabetanin in 5 m15 N HC1 wurde 6 Min. auf 84" erhitzt und dann im Vakuum 
abgedampft. Der dunkle Ruckstand wurde in Wasser aufgenommen und durch 5 ml Dowex 
(OH-Form) filtriert, wobei die gefarbten Produkte zuruckblieben. Proben des konzentrierten 
Eluates wurden papierchromatographisch in Essigester-Wasser-Pyridin (2 : 2 : 1) und Butanol- 
Eisessig-Wasser (4: 1 : 5) gepriift und nach PATRIDGE [30] rnit Anilinphtalat entwickelt. Der 
Hauptfleck wanderte in beiden Fallen gleich wie vergleichsweise mitlaufende Glucose. Ein Neben- 
produkt wurde als ein im UV. nicht fluoreszierender Fleck (RG = 1,16 im erstgenannten, R, = 
1,40 im zweiten Laufmittel) in sehr kleiner Menge beobachtet. 

Versuch einer enzymatischen Hydrolyse von Prabetanin. Eine Losung von 1 mg elektrophoretisch 
gereinigtem Prabetanin in 1 ml Natriumacetat-Essigsaure-Puffer (pH 4,9) wurde bei 38" rnit 
Emulsin inkubiert. Die im Verlauf einer Stunde entnommenen Proben zeigten weder in der Papier- 

,O) Fur die Zuordnung der Signale siehe Formel 5. 
,l) Moglicherweise fand in der stark sauren NMR.-Losung durch das Kristallwasser eine teilweise 

Hydrolyse statt. Die Isobetacyane wurden nicht separat abgeschatzt. 
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elektrophorese noch im Papierchromatogramm (bcide in 0,lF) irgend eine andere farbige Substanz 
ausscr dem Ausgangsmaterial, wahrend eine parallel dam inkubierte Betaninprobe nach 1 Std. 
schon zu 95% in Betanidin umgewandelt war (Laufwerte: vgl. Tabelle 1). 

Methanolyse uon Pyabetanin. Eine Losung von ca. 1 mg Prabetanin (Analysenpraparat) in ca. 
0,5 ml 1 , 6 ~  methanolischer HC1 wurde auf 45" erwarmt und in gewissen Zeitabstanden durch 
Tupfproben auf 6,6 x 28 cm WHATMAN-Papierstreifen in 0,05 Pf und 0 , lF  elektrophoretisch unter- 
sucht. Dabei beobachtete man im Verlauf von 40 Min. das langsaine Verschwinden der Eduktzone 
(Zone I) und das sukzessive Entstehen von drei Esterzonen (Zonen 11, 111 und IV) (Methanolyse- 
muster) mit folgenden elektrophoretischen Eigenschaften: 

EB-Werte der Zonen 

Elektrophorese-Losung I I1 111 IV 
~~ 

0,05 Pf 
0, lF 

In  dieser Methanolyse entstehen noch einige Nebenprodukte in kleinen Mengen (unter 5%), 
welche hier nicht beschrieben werden. Erstaunlicherweise aber waren die relativen Intensitaten 
der Zonen I und I1 der zwei Elektrophoreselosungen im gleichen Methanolysestadium gerade um- 
gekehrt. Deshalb wurden die Zonen durch mikropraparative 0,05 Pf-Elektrophorese auf einem 
SCHLEICHER & SCHWELL-N~. 2727-Karton voneinander getrennt, und das aus Zonen I1 und I11 
mit Wasser eluierte Farbmaterial in der 0 , lF  Elektrophorese untersucht. Das Farbmaterial aus 
der 0,05Pf-Zone I1 trennte sich hier in zwei Flecke mit E ,  0, lF  = 2,l (etwa 20%) und E ,  0, lF  = 
1,0 (etwa 80%) auf, wahrend das Farbmaterial aus der 0,05Pf-Zone I11 in der 0 , lF  Elektro- 
phorese cinheitlich blieb, E, 0 , l F  = 0,7. Zur Identifizierung der beiden Substanzen in der 0,05 Pf- 
Zone I1 wurde deren Farbmaterial unter Sauerstoffausschluss mit verdunntem Ammoniak ver- 
seiftZ2), wobei ein Gemisch von etwa 80% Betanin (EB = 1,O) mit 20% Prabetanin (EB 0,05Pf = 
1,4; E ,  0, lF = 2, l )  entstand. Daraus leiten wir die folgende Zusammensetzung fur die vier Zonen 
in den zwei Losungen (0,05Pf und 0,lF) ab: 

Zone 0,05 Pf 0 , lF  

I Prabetanin Prabetanin + 

I1 Betanin (80%) + Prabetanin- Betanin 

I11 Betanin-monomethylester Betanin-monomethylester 
IV Betanin-dimethylester (mit ein wenig Betanin-dimethylester (mit ein wenig 

Betanidin-dimeth ylester) Betanidin-dimethylester) 

Prabetanin-monometh ylester 

monomethylester (20%) 

Bei dieser Methanolyse bildet sich offenbar hauptsachlich zuerst Betanin, das nachtraglich 
verestert wird. 

Tetraacetyl-prubetanin. - Bei der Zugabe von 0,4 ml Acetylchlorid zu einer Losung von 30 mg 
Prabetanin-hydrochlorid (das hochstens 10% Betanin enthielt) in 2 ml CF,COOH wechselte die 
Farbe in wenigen Minuten gegen rotviolett. Nach ca. 7 Min. dampfte man im Vakuum ein. Zum 
Abtreiben von Acetylchlorid und Essigsaure wurde der Ruckstand zweimal in 0,5 ml CF,COOH 
gelost und die Losung wieder eingedampft. Der Ruckstand wurde in 0,5 ml CF,COOH zur Auf- 
nahme des NMR.-Spektrums gelost. 

N M R .  (CF,COOH) 20) : Dic Integrationen sind nicht zuverlassig; sie wurden auf- odcr abge- 
rundet: 8,80/bD ( J  = 12,5) 1 Pr (H11); 7,53/bS, 2 P r  (H4 und H7) ;  6,75/S, 1 Pr  (H18); 6,43/bD 
( J  = 12,5), 1 Pr  (H12); 5,58/bS, 5-6 Pr  (H2, H1' und 3-4 Glucose-H); 4,81/bM, 1 Pr (H15); 
4,49/bM, 3-2 Pr  (3-2 Glucose-H) ; 3,75/bM, 4 Pr (2 x H3 und 2 x H 14) ; 2,48/S, 3 P r  (1 aromati- 

22) Die Methode ist in [6] ,  S. 1144, beschrieben. 
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sches CH,COO-) ; 2,28/S, -9 Pr  (3 aliphatische CH,COO-) (weitere Signale sind bemerkbar bei 
7.73 und 7'40, welche wahrscheinlich zu H7 und H 4  von beigemengtem Di-0-acetylbetanidin gc- 
horen). Nach dem Eindampfen der NMR.-Losung ergab die Reinheitspriifung (siehe oben) : 66% 
Tetraacetylprabetanin, 18 yo Diacetylbetanidin, 12 yo Monoacetylbetanidin, nur Spuren Betanin 
(3) und 4% Betanidin (1). Das Tetraacetylprabetanin-Praparat wurde wahrend einer Stunde 
unter vollkommenem Sauerstoffausschluss mit 0,6 N NH,OH 22) behandelt. Die Reinheitspriifung 
(siehe oben) ergab danach die folgende Zusammensetzung : 72% Prabetanin (5) und 28% Betanidin 
(1).  Ein auf gleiche Weisc rnit 0 , 6 ~  NH,OH behandeltes reines Prabetanin-Praparat zeigte keine 
Veranderung. 

Synthese zlon Prubetunin (5) aus Betanin (3). Als Reaktionsgefass diente ein 5-ml-Kolbchen (A), 
an dessen 12 cm langem Hals in halber Hohe ein Seitenarm rnit endstandigem Kolbchen (B) spitz- 
winklig angeschmolzen war. Eine Losung von 10 mg Betanin-Pyridiniumsalz (elektrophoretisch 
gereinigt und kristallin) in 1 ml CF,COOH in Kolbchen A und eine solche von 10 Tropfen Chlor- 
sulfonsaure in 1 ml CF,COOH in Kolbchen B wurden mittels fliissiger Luft gefroren und durch 
wiederholtes Evakuieren, Auftauen und nochmaliges Gefrieren entgast. Durch vorsichtiges Neigen 
des im Hochvakuum geschlossenen GefaDsystems wurde die Losung in B in kleinen Portionen zur 
Losung in A gegeben (beide bei etwa - lo"), wobei an der Mischstelle jeweils eine gelb-orange 
Fallung haften blieb. Diese Zugabe erfolgte so lange, bis die violette Farbe des Betanins verschwun- 
den war. Die fliichtigen Komponenten in den beiden Kolbchen wurden im Hochvakuum bei 
Zimmertemperatur abdestilliert und der gelbbraune Riickstand im Kolbchen A in 5 ml 1~ HC1 
unter Entwicklung einer tief violetten Farbe gelost. Die in dieser Losung bei 63-65" stattfindende 
partielle Hydrolyse wnrde durch Diinnschichtchromatographie kleiner Tupfproben auf Polycapro- 
lactam in 0,33Pf, in lHCl und in 0,2HCl/Et verfolgt: Am Anfang zeigte sich nur ein einziger roter 
Fleck, der in allen drei Laufmitteln am Start stehen blieb; es handelt sich hier vielleicht um ein 
Polysulfat oder ein Gemisch von Polysulfaten. Nach etwa 1 Std. erschienen zwei neue, etwa gleich 
intensive Flecke, von denen der eine den DB-Wert und die Farbe des Prabetanins (s. Tabelle 1) 
aufwies, wahrend der andere im jeweiligen Laufmittel gleich gefarbt war, aber nur etwa halb so 
schnell wanderte. Die diesem letzteren Fleck entsprechende Substanz, die wir Sulfobetanin A be- 
nennen, wird weiter unten etwas naher beschrieben. Manchmal waren auch noch zwei oder drei 
noch langsamer wandernde gleichfarbige Substanzen bemerkbar. Nach ungefahr 3 Std. waren 
auch die Flecke des Betanins und des Betanidins (s. Tabelle 1) sichtbar gcworden. Die weitere 
Hydrolyse brachte keinen Zuwachs an Prabetanin mehr, da dieses unter den gegebenen Bedingun- 
gen offenbar cbenso schnell hydrolysiert als gebildet wurde. Auf einer Polycaprolactamsaule liess 
sich die dem Prabetanin entsprechende, d. h. die zweite rotviolette Zone (die erste enthielt Betanin 
und etwas Betanidin) mit 1~ HC1 als Laufmittel abtrennen. Die Losung wurde eingedampft und 
das zuriickgebliebene Produkt spektroskopisch und mittels Papierelektrophorese, Papier- und 
Diinnschichtchromatographie analysiert : U V .  (H,O, qualitativ) : Max. 534 (0,92), 268 (0,22), 
Infl. 300 (0,14); Min. 375 (0,04), 244 (0,17) nm (O.D.). Die Wanderungsdistanzen in allen unter- 
suchten Laufmitteln entsprachen denjenigen des Prabetanins (s. Tabelle 1), was jeweils auch durch 
direkten Vergleich mit parallel laufenden authentischen Proben bekraftigt wurde. Diese Analysen 
zeigten auch, dass das so gereinigte halbsynthctische Prabetanin nur von kaum wahrnehmbaren 
Spuren von Betanin und Sulfobetanin A begleitet war. 

Auch die dem Sulfobetanin A entsprechende Bande wurde von der Polycaprolactamsaule 
eluiert und eingedampft. Das Sulfobetanin A zeigte dann das folgende Spektrum: U V .  (H,O, 
qualitativ) : Max. 534 (0,72), 265 (0,18), Infl. 294 (0,14); Min. 380 (0,04), 242 (0,16) nm (O.D.). und 
die in der Tabelle angegebenen Wanderungseigenschaften. Dementsprechend konnte das Sulfo- 
betanin A ein isomeres Betanin-sulfat oder danu ein Bctanin-disulfat sein. 

Hydrolyse- und Methanolyse-Muster des halbsynthetischen Prabetanins. Eine LSsung von etwa 
0,2 mg des Riickstandes der oben crwahnten Zone des halbsynthetischen Prabetanins in 0 , l  ml 
3 N HC1 wurde auf 87" erwarmt. Diinnschichtchromatographische Analyse laufend entnommener 
Proben auf Polycaprolactam in allen drei Laufmitteln (s. Tabelle 1) zeigte ein Hydrolysemuster 
von Prabetanin, Betanin, Betanidin und Isobetanidin, das dem eines rnit natilrlichem Prabetanin 
ausgefiihrten Parallelversuches in jeder Beziehung entsprach (s. Fig. 3). Nach 3 Min. bestand das 
Hydrolyseprodukt aus -70% Prabetanin, 15 yo Betanin und -15% eines Betanidin-Isobetanidin- 
Gemisches. 
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Auch die Methanolysenprodukte von etwa 0,2 mg des halbsynthetischen Prabetanins zeigten 
in Papierelektrophorese-Tupfproben dasselbe Muster von Prabetanin-monomethylester, Betanin, 
Betanin-monomethylester und Betanin-dimethylester (s. Tabelle 1 und Fig. 4) wie es ausgehendvon 
natijrlichem Prabetanin beobachtet wurde. 

SUMMARY 

Prebetanin, a minor companion of betanin in the red beet, was isolated and found 
to be the 6’-sulfuric acid half-ester of betanin. The arguments are based on elemental 
analyses, partial hydrolysis and methanolysis, and on comparison of the NMR- 
spectra of prebetanin and betanin, and of their derivatives. 

A brief treatment of betanin with chlorosulfonic acid in trifluoroacetic acid, 
followed by partial acid hydrolysis, yielded a mixture from which prebetanin and a 
new compound, called sulfobetanin A, were isolated in microquantities. 

A new ((spot-analytical)) method for betacyanins, i. e. thin-layer chromatography 
with polycaprolactam, is introduced. The properties of prebetanin in this system, in 
paper chromatography, and in paper electrophoresis are compared with those of 
betanin, betanidin, and some of their derivatives. 

The use of ((hydrolysis- D and ccmethanolysis-patterns H for the characterization of 
betacyanins is described, and the patterns of betanin and prebetanin are interpreted. 

Organisch-Chemisches Institut 
Universitat Zurich 
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60. Thermische Umlagerungen der Caryophyllene 
von G. Ohloff, G. Uhde und K .  H. Schulte-Elte 

(13. I. 67) 

(-)-Caryophyllen (1) [l] neigt ebenso wie (-)-iso-Caryophyllen (2) bereits beim Er- 
hitzen auf Temperaturen oberhalb 240" zu verschiedenartigen intramolekularen Um- 
lagerungen. 

Im Temperaturbereich bis 260" entsteht aus 1 sowohl in kondensierter als auch in 
gasformiger Phase als erstes Isomerisierungsprodukt das bisher unbekannte Bicyclo- 
[5.2.0]nonan-Derivat 3, das jedoch schon unter Bildungsbedingungen in einer rever- 
siblen Folgereaktion zum (-)-iso-Caryophyllen (2) [Z] umgelagert wird. 2 isomensiert 
sich dann seinerseits in einer weiteren, ebenfalls reversibel ablaufenden Reaktion zu 

FJ 
5 

dem diastereomeren Bicyclo[5.2.O]nonan-Derivat 4. Die Gleichgewichte dieser Se- 
kundarreaktionen stellen sich in diesem Temperaturbereich bei 82% iso-Caryophyllen 
(2), 10% Bicyclo[5.2.0]nonan-Derivat 3 und 8% seines Diastereomeren 4 ein. Eine 
Riickbildung der Ausgangsverbindung 1 konnte nicht beobachtet werden. 
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