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3473 [6158] Reflexe mit F > po(F) (p = 3 [4]) zur Strukturldsung (Direkte

Methoden) und -verfeinerung (368 [434] Parameter) verwendet, Nicht-Wasser-

stoffatome anisotrop, H-Atome mit cinem ,.riding"-Modell verfeinert; R =

0.067 [0.062] (R, = 0.068 [0.071], w™ ' = a2 (F) + g F2, g = 0.0008 [0.0001]).

Bei 4 wurde eine Extinktionskorrektur, bei 2 eine empirische Absorptionskor-

rektur mit dem Programm DIFABS durchgefiihrt. In 2 ist eine p-rers-Butyl-

gruppe fehigeordnet (5.0.f.c31.caz2.c35 = 0.62(1)). In 4 ist ein Toluolmolekiil
iber ein Inversionszentrum fehlgeordnet. Weitere Einzelheiten zur Kristall-

strukturuntersuchung kénnen beim Fachinformationszentrum Karlsruhe, D-

76344 Eggenstein-Leopoldshafen, unter Angabe der Hinterlegungsnummer

CSD-58059 angefordert werden. b) N. Walker, D. Stuart, deta Crystallogr.

Sect. A 1993, 39, 158-166.

a) Multiple Bonding and Low Coordination in Phosphorus Chemissry (Hrsg.: M.

Regitz, O. J. Scherer), Thieme, Stuttgart, 1990; b) H. Heydt in [9a], S. 375—

390; c) E. Niecke, D. Gudat in [9a], S.392-403; d) G. Bertrand in [9a],

S.443-454.

[10] Das in der endo/endo-Form vorliegende, 7u 6 isoelektronische Bis(imi-
no)phosphoran, R—P(=NR)=NSiMe, (R = 2,4,6-rBu,C4H,) zeigt eine >'P-
Verschiebung von § = 66 [6].

{11] S. O. Grim in Phosphorus-31-NMR-Spectroscopy in Sterecchemical Analysis
(Hrsg.: J. G. Verkade, L. D. Quin), VCH, Deerfield Beach, FL, 1987, S. 645—
664,

[12] H. Schmidbaur, O. Gasser, M. Sakhawat Hussain, Chem. Ber. 1977, 110,
3501-3507.

[13] 6'3C (99, 'J, =157.9 (CP,), 143.4 (CP,) Hz); 63'P (272 (B,). 3.1 (Py)
?Jop =120.8 Hz). M. Soleithavoup, A. Baceiredo, O. Treutler, R, Ahlrichs, M.
Nieger, G. Bertrand, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 10959-10961.
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Zusammensetzung von Protocyanin, einem
selbstorganisierten supramolekularen Pigment
aus der Kornblume Centaurea cyanus**

Tadao Kondo*, Minoru Ueda, Hirotoshi Tamura,
Kumi Yoshida, Minoru I[sobe und Toshio Gotof

Aus der blauen Kornblume, Centaurea cyanus, gewannen
Willstétter et al. anfang dieses Jahrhunderts das Cyanin*-2L.
1958 isolierten Bayer et al. aus der gleichen Pflanze ein blaues
Pigment, das Protocyanin® ), das Hayashi et al.*? und Asen et
al.l® =31 spiter kristallin erhielten. Diese drei Arbeitsgruppen
schlugen fiir Protocyanin Metallkomplexstrukturen vor; die Be-
richte Gber Teilstrukturen widersprachen jedoch einander, was
angesichts der komplexen Eigenschaften von Protocyanin und
dem damaligen Stand der Technik nicht verwundert. Protocy-
anin wurde analog einem weiteren blauen Pigment, dem Com-
melinin'®), als ein Metalloanthocyanin formuliert. Es ist nicht
dialysierbar, wandert bei der Elektrophorese zur Anode, disso-
ziiert bei Verdiinnung mit Wasser und entfirbt sich dabei rasch.
Die Struktur von Commelinin haben wir vollstindig aufkléren
koénnen™?!; zur Strukturbestimmung geeignetes, reines Proto-
cyanin konnte aus den Bliitenbldttern der Kornblume nicht er-
halten werden, da es weit weniger stabil als Commelinin ist. Die
saure Dissoziation von rohem Protocyanin ergab als Bausteine
das Anthocyanin Succinylcyanin 1 (Sucy) und das Malonylfla-
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von 2 (Mafl)['!l, Wir berichten nun iiber die Synthese des
blauen Pigments der Kornblume aus diesen Bausteinen unter
Zusatz von Metall-Tonen sowie {iber seine genaue Zusammen-
setzung.

Protocyanin wurde sorgfiltig aus dem Extrakt aus blauen
Bliitenblittern der Kornblume durch Fillung und Gelperme-
ationschromatographie (GPC) isoliert. Das Pigment ist in Puf-
ferldsungen bei pH 5 blau!?!, so wie es auch unter den physiolo-
gischen Bedingungen im Bliitenblatt gefunden wird, und hat
einen groBen negativen Cotton-Effekt im Bereich des sichbaren
Lichts (Abb. 1)!31, Die Bausteine des Pigments wurden durch
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Abb. 1. UV/VIS- und CD-Spektren von natiirlichem (—-), rekonstituiertem (-——)
und Fe,-Protoeyanin (——) (5 x 107 % M in 0.1m Acetatpuffer (pH 5.0)).

HPLC, Rontgenfluoreszenz-Spektroskopie und ICP-Messun-
gen (ICP = Anregung mit induktiv gekoppeltem Plasma) unter-
sucht. 1 und 2 sowie Eisen- und Magnesium-Ionen wurden stets
gefunden, wobei nur das Verhiltnis von 1 zu 2 mit 1:1 anna-
hernd konstant war. Um reines Protocyanin zu erhalten und
dessen genaue Zusammensetzung zu bestimmen, versuchten wir
es aus dem Anthocyanin- und den Flavonbaustein in Gegenwart
von Metall-lonen zu rekonstituieren. Zu der Lsung eines dqui-
molaren Gemisches von 1 und 2 wurden 10 Aquivalente Mg?*
gegeben: Die Farbe der Losung war purpur und unterschied
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sich somit von der einer Protocyaninldsung. Die Zugabe von
1/6 Aquivalent Mohrschem Salz (NH,),[Fe(SO,),] zu der pur-
purnen Loésung fiihrte zu einem Farbumschlag nach blau, der
Farbe des Naturstoffs. Das rekonstituierte Pigment gab die glei-
chen UV/VIS- und CD-Spektren wie das natiirliche Protocy-
anin und bewegte sich bei der Elektrophorese gleichweit in Rich-
tung Anode. Ein UberschuB des Fisen(i)-Salzes (> 1/6 Aquiv.)
fithrte zu einem dunkelblauen Pigment!*, das auch durch Mi-
schen von 1, 2 und Eisen(i)-Tonen erhalten wurde. Die Rekon-
stitution ohne 2 ergab ein weiteres blaues Pigment!'’!. Mit Ei-
sen(1)-alaun wurde das gleiche Pigment wie mit Mohrschem
Salz gebildet. Die vier Bausteine sind dementsprechend notwen-
dig und hinreichend fiir Protocyanin; makromolekulare Bau-
steine sind nicht beteiligt. Protocyanin, das unter Zusatz von
Eisen(ir) rekonstituiert worden war, gab im ESR-Spektrum (X-
Band, 77 K) ein Signal bei g = 4.26, was auf Eisen(im)-lonen im
High-spin-Zustand (S = 5/2) in einer rhombischen Umgebung
deutet!¢}; dieser Befund wurde durch Mdfbauer-Spektrosko-
pie bestatigt.

Das gereinigte rekonstituierte Protocyanin wurde in einer
10 proz. Lasung von Trifluoressigsdure (TFA) in D,O dissoziiert
und 'H-NMR-spektroskopisch vermessen. Das Verhiltnis von
1zu2 wurde zu 1:1 bestimmt, was durch HPLC bestatigt wurde.
Die Metall-Ionen wurden durch Atomabsorptions- und ICP-
Messungen analysiert!*”!, Das Verhiltnis von Eisen(1)- zu
Magnesium-lonen betrug 1:1. Quantitative HPLC ergab ein
Verhiltnis von Eisen(mm)-Ionen zu 1 von 1:6 bis 1:8. Die Bestim-
mung der genauen relativen Molekiilmasse von Protocyanin
gelang uns durch Elektrospray-Ionisierungs-Massenspektrome-
trie (ESI-MS) im Negativ-Ionen-Modus, die sich schon beim
Commelinin als sehr leistungsfihig erwiesen hatte!'®! (Abb. 2).
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Abb. 2. a) ESI-Massenspektrum von Protocyanin (1 mg in 50 yL H,O/EtOH
(1/1)).  API-III-PE-Sciex-Triple-Quadrupol-Massenspektrometer in Negativ-
Tonen-Modus; Potential des Interface-Sprayers —105V; FlieBgeschwindigkeit
3 uLmin~!, Die Zahlen in Klammern bezeichnen die Ladung. b) Spektrum nach
Uberlagerung der um die Ladung bereinigten Pcakgruppen aus a).
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Nach Uberlagerung der um die Ladung bereinigten Peakgrup-
pen (deconvotution) wurde der Molekiilpeak bei m/z 8508, eine
Serie von Peaks im Abstand von 22 Masseneinheiten zwischen
m/z 8500 und 8600 gefunden. Letzteres deutet darauf hin, daB3
die Carboxylatgruppen im Protocyanin Na*-Ionen gebunden
haben. Die genaue Zusammensetzung von Protocyanin ergibt
sich danach zu [Sucy,Mafl,Fe®* Mg?*] (Cy66H34.0,.5FeMg,
M_= 8511}, d.h. Protocyanin ist ein metallkomplexiertes An-
thocyanin. Je sechs Molekiile 1 und 2 sowie je ein Eisen(ti)- und
ein Magnesium-Ton setzen sich selbstorganisierend zu einem
stochiometrischen Supramolekiil zusammen. Die Struktur soll-
te der des Commelinins dhneln.

Experimentelles

Isolierung von Protocyanin: Frische blaue Bliitenblitter von Centaurea cyanus
(3.7 kg) wurden in flissigem N, gefroren, pulverisiert und mit Wasser (1.1 L) extra-
hiert. Die blaue Lésung wurde sofort in EtOH filtriert und der gebildete Nieder-
schlag abzentrifugicrt. Er wurde zwei weitere Male in Wasser gelost und in EtOH
ausgefillt. Das Pigment (544 mg) wurde durch Hochleistungs-GPC (MCI-Gel,
CQS-10, 700 x 7.0 mm, 0.1 m widBrige NaClO,) und iiber eine Sephadex-G-10-Sdule
gereinigt. Die blaue Fraktion wurde im Vakuum eingeengt und getrocknet, wobei
e¢in blaues Pulver zuriickblieb (43 mg). — UV/VIS (0.1 M Acetatpuffer, pH 5.0): A,
(8) = 676 (4.31 x 10%), 569 (1.60 x 10°), 315 (8.16 x 10*), 262 (1.08 x 10°), Schultern
bei 615 (8.85x10%), 598 (1.37x10%), 524 (6.00x 10*) nm; CD: A (Ag) = 636
(— 85.3), 597 (+124.6), 558 (—13.2) nm.

Rekonstitution von Protocyanin: 1-TFA (20 mg, 25 pmotl) und 2-TFA (20 mg,
30 pmol) wurden in Wasser geldst und mit verdiinnter Ammoniaklosung neutrali-
siert. Die Losung wurde eingeengt und der Riickstand in 250 pL 0.1 M Acetatpuffer
(pH 5.0) geldst. Zu der purpurfarbenen Losung wurden 250 pL einer 0.5M wiillrigen
Mg(OAc),-Losung (250 pmol) und dann 40 pL ciner 0.1 M wilrigen Losung des
Mohrschen Salzes (4 pmol) gegeben. Zu der nun blauen Ldsung wurde EtOH
(1.5 mL) zugefiigt. Nach 30 min bei — 30 °C wurde zentrifugiert. Der Niederschlag
wurde abfiltriert und chromatographisch an einer Sephadex-G-10-Siulc gereinigt.
Man erhielt 23 mg Protocyanin. — UV/VIS (0.1m Acetatpuffer, pH 5.0): 2,
(£) = 676 (4.57 x 10%), 569 (1.63 x 10°), 315(9.34 x 10%), 262 (1.28 x 10%), Schultern
bei 615 (9.39x10%), 598 (1.39x 10°%), 524 (6.45x10*) nm; CD: 4 (Ae) = 640
(— 85.5), 597 (+133.1), 558 (—15.8) nm.
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