ZUSCHRIFTEN

Ein Eisen(11)-Catechol-Komplex als
Pilzfarbstoff**

Franz von Nussbaum, Peter Spiteller, Matthias Riith,
Wolfgang Steglich,* Gerhard Wanner, Brandy
Gamblin, Lorenzo Stievano und Friedrich E. Wagner

Professor Heinrich Noth zum 70. Geburtstag gewidmet

Der Violette Schleierling [Cortinarius violaceus (L.: Fr.)
S. F. Gray] ist ein Blitterpilz, der durch seine dunkelblau-
violette Farbe und seinen Geruch nach Zedernholz auffillt.
Bereits FriesP! bezeichnete die Typusart der groBen Gattung
Cortinarius als ,,species nobilissima, pulcherrima®“. Bemiihun-
gen, die chemische Natur des violetten Farbstoffs zu ergriin-
den, scheiterten bisher an dessen Zersetzlichkeit und Polari-
tiat. Die tiefvioletten Wasserextrakte frischer oder gefrierge-
trockneter Pilze verfarben sich innerhalb weniger Minuten
schmutzig-braun. Diese Zersetzung laft sich unterdriicken,
wenn man die lyophilisierten Pilze vor der Extraktion mit
Wasser zunichst erschopfend mit Methanol extrahiert. Die so
erhaltene wilrige Losung wird gefriergetrocknet und die
gelosten Inhaltsstoffe nach Zusatz von 0.1proz. KOH an
Sephadex LH-20 mit Methanol/Wasser (1/1) chromatogra-
phisch aufgetrennt. Auf diese Weise gelingt eine Anreiche-
rung des hochempfindlichen Farbstoffs, der jedoch wegen
starker Signalverbreiterung keine aussagekriftigen NMR-
Spektren liefert. Hierfiir ist paramagnetisches Eisen verant-
wortlich, das sowohl im Extrakt als auch im Pilz nachgewiesen
werden kann. Da die Farbintensitit mit dem Eisengehalt
korreliert, sollte es sich bei dem violetten Farbstoff um einen
Eisenkomplex handeln.

Die Ergebnisse aus energiedisperser Rontgenspektrosko-
piel! (EDX), Atomabsorptionsspektroskopiel! (AAS) und
der Rhodanidprobe belegen, daB C. violaceus auf einzigartige
Weise Eisen anzureichern vermag. Der Eisengehalt des Pilzes
betridgt 4.5-75mgg~! Trockenmasse und ist damit etwa
hundertmal hoher als der fiir Basidiomyceten ermittelte
Durchschnittswert von 0.06 mgg=L5¢ Nach den MoéBbauer-
Spektren! (Abb. 1 und 2, Tabelle 1) liegt das Eisenion im
Farbstoff dreiwertig vor, und das ESR-Spektrum!®! deutet auf
einen High-spin-Eisen(ir)-Komplex hin.”! Die Spektren der
gefriergetrockneten Pilze und des Wasserextrakts sind iden-
tisch.
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Abb. 1. MoBbauer-Spektren bei Raumtemperatur. a) Gefriergetrockneter
C. violaceus; b) Wasserextrakt; c) synthetischer Eisen(i11)-3-Dopa-Kom-
plex (1:2) bei pH 6.2. T, =relative Transmission.
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Abb. 2. MoBbauer-Spektren bei 4.2 K. a) Gefriergetrockneter C. viola-
ceus; b) Wasserextrakt; c) synthetischer Eisen(i1)-S-Dopa-Komplex (1:2)
bei pH 6.2.

Nach Zugabe von Salzsdure zum angereicherten Farbstoff
kann (R)-3-Dopa (R)-3 als Komplexligand identifiziert wer-
den.'! Die Aminosdure 14Bt sich auch direkt aus dem
Methanolextrakt nach chromatographischer Reinigung und
Umkristallisieren analysenrein erhalten. Der Gehalt an (R)-3
betragt ca. 2% bezogen auf die Pilztrockenmasse. (R)-f-
Dopa ist ein Naturstoff, der préparativ bisher nur als
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Tabelle 1. ¥Fe-Mo6Bbauer-Parameter? fiir die Quadrupoldubletts bei Raum-
temperatur und bei 4.2 K. Quadrupolaufspaltung OS; Isomerieverschiebung

IS; Linienbreite LW.

Probe T os AR LW
K] [mms™!] [mms™'] [mms!] [%]

Flichel®

(a) gefriergetrockneter 42 0.80(1) 038(1) 0.45(1) 50(1)
C. violaceus 294 0.64(1) 039(1) 0.62(2) 100
(b) Wasserextrakt 42 0.74(1) 0.38(1) 0.53(1)  43(1)

294 064(1) 040(1) 0.51(1) 100
(c) synthetischer 1:2-Fe!!l- 42 0.89(1) 040(1) 0.33(1) 70(1)
p-Dopa-Komplex (pH 6) 294 0.94(2) 0.41(1) 0.85(3) 100

[a] Die Isomerieverschiebungen beziehen sich auf a-Fe. [b] In den bei 4.2 K
gemessenen Spektren existiert auSer dem Quadrupoldublett, dessen Flachen-
anteil hier angegeben ist, ein magnetisch aufgespaltener Anteil mit einer
Verteilung von Hyperfeinfeldern zwischen 52.5(2) und 13.5(3) T, einer effek-
tiven Quadrupolaufspaltung von QS =0.02(2) mms~! und einer Isomeriever-

schiebung von IS =0.38(2) mms~.

Racemat!'l erhalten wurde. Als Ausgangsverbindung fiir die
Synthese von (R)-3 verwendeten wir die nach Rodionov
et al.'”?l bequem zugingliche, racemische (R,S)-3-Amino-3-
(3,4-dimethoxyphenyl)propansiure 1, die sich als N-Phenyl-
acetyl-Derivat 2 mit Penicillin-Acylasel’¥ zur optisch reinen
Saure (R)-1 umsetzen lief (Schema 1). Die Etherspaltung mit
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Schema 1. Synthese von (R)-3. a)MeOH, kat. HCl, RiickfluB;
b) PhCH,COCIl, CH,Cl,, NEt;, kat. DMAP; c) LiOH, H,O/MeOH (1/1);
d) Penicillin-Acylase, pH 7.5, Phosphatpuffer, 25°C, 12 h; e) 48proz. HBr,
145°C, 4 h; f) Dowex 50 WX8. DMAP = 4-Dimethylaminopyridin.

48proz. HBr lieferte (R)-B-Dopa-Hydrobromid, das iiber
einen Kationenaustauscher in das Hydrochlorid {iiberfiihrt
wurde. Da ein Vergleich der spezifischen Drehungen von
Naturstoff und Syntheseprodukt wegen schwankender Dreh-
werte nicht zuverldssig erschien, wurden die absolute Kon-
figuration und optische Reinheit des natiirlichen Liganden
durch GC/MS!™ bestimmt. Dazu wurde das native -Dopa
mit Diazomethan O-methyliert und anschlieBend mit
Moshers (R)-Siaurechlorid™! acyliert. Die aus dem Naturstoff
und dem Syntheseprodukt erhaltenen Derivate erwiesen sich
als identisch;l') im Rahmen der MeBgenauigkeit ist der
Naturstoff enantiomerenrein.

Im UV/Vis-Spektrum des angereicherten Farbstoffs regist-
riert man bei pH 6.2, dem physiologischen pH-Wert des
Pilzes, die fiir Eisen(ii))-Catechol-Komplexe typische Li-
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gand —Metall-Charge-Transfer-Absorptionsbande bei A,,,, =
571 nm. Bei pH 9.0 ist 1,,,, hypsochrom zu 487 nm verscho-
ben. Die blauviolette Losung verfirbt sich dabei bordeauxrot
und zersetzt sich schnell. Durch Zugabe von KCN oder
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) wird die Losung ent-
farbt. Der Farbstoff verhilt sich somit wie andere Eisen(1)-
Catechol-Komplexe, bei denen das Kation-Ligand-Verhiltnis
vom pH-Wert abhingt. Mit steigendem pH-Wert dndert sich
die Farbe von Griin (pH 3, 1:1)["7 iiber Blauviolett (pH 6, 1:2)
nach Bordeauxrot (pH?9, 1:3) (Abb. 3). Die fiir Eisen(i)-
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Abb. 3. UV/Vis-Spektren des synthetischen Eisen-3-Dopa-Komplexes in
Wasser.

Dopamin-®1  und Eisen(i)-Catechol-Komplexel' 2! be-
schriebenen UV/Vis-Spektren fiir verschiedene pH-Werte
stimmen mit denen unseres Farbstoffs iiberein. Demnach ist
der Farbstoff des Violetten Schleierlings ein 1:2-Komplex. Ob
eine ein- oder zweikernige Spezies (4 oder 5, Schema 2)
vorliegt, kann nicht entschieden werden. Die bekannte
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Schema 2. Vorschlédge fiir die in Cortinarius violaceus bei pH 6.2 vorlie-
gende, blauviolette 1:2-Eisen(i11)-3-Dopa-Komplexspezies.

Struktur?!l eines 1:2-Eisen(tr)-Catechol-Komplexes im Kri-
stall ist zweikernig, und das MoBbauer-Spektrum dieser
VerbindungP! stimmt gut mit dem des Pilzfarbstoffs {iber-
ein.??l Weder durch massenspektrometrische Methoden noch
durch chiroptische Messungen konnten néhere Einblicke in
die Struktur des natiirlichen Komplexes erhalten werden. Die
Analogie des Farbstoffs zu einer Eisentinte ist uniibersehbar.
Farbstoffe dieses Typs wurden in der Natur bisher noch nicht
gefunden.? 24

Experimentelles

Isolierung von (R)-3: Pulverisierte, gefriergetrocknete Fruchtkorper
(12.7g) von C. violaceus (gesammelt im September 1996 in einem
Fichtenforst bei Gilching, Oberbayern) werden in CH,Cl, (200 mL) 2 d
entfettet und anschlieBend erschopfend mit MeOH extrahiert. Nach dem
Einengen der Extrakte wird der Riickstand (5.1 g) an einer Sephadex-LH-
20-Sdule (40 x 8 cm) mit MeOH chromatographisch aufgetrennt. Man
erhilt eine noch stark mit Zuckern verunreinigte Rohfraktion, aus der

0044-8249/98/11023-3484 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 23



ZUSCHRIFTEN

durch fraktionierende Umkristallisation aus wasserfreiem MeOH analy-
senreines (R)-3 gewonnen wird. Ausbeute: 41 mg (0.3% der Trok-
kenmasse).

Isolierung von (R)-3-HCI: Die MeOH-Extrakte (siche Isolierung von
(R)-3) werden auf eine Kationenaustauschersdule (Dowex 50 WX8, H*-
Form) gegeben. Man spiilt zundchst mit H,O (300 mL) und eluiert
anschlieBend den Liganden mit 4N HCI (100 mL). Feinreinigung an
Dowex 50 WX8 liefert (R)-3-HCI als beigefarbenen, hygroskopischen
Schaum. Ausbeute: 0.27 g (2% der Trockenmasse).

Anreicherung des blauvioletten Pilzfarbstoffs: Die nach der MeOH-
Extraktion verbleibenden Pilzriickstinde werden unter Argon 20 min bei
25°C mit H,O (200 mL) extrahiert. Die tiefblauviolette Losung wird
gefriergetrocknet, anschlieend in wenig H,O aufgenommen und mehrfach
an Sephadex LH-20 mit H,O/MeOH/0.1proz. KOH (25/25/1) chromato-
graphisch gereinigt. Ausb. 15 mg (0.1 % der Trockenmasse).

Eingegangen am 23. Juni 1998 [Z12032]

Stichworter: Aminosduren - Eisen - Farbstoffe - MoBbau-
er-Spektroskopie - Strukturaufkldarung
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