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Vor Beginn einer Versuchsreihe wurde der Katalysator griindlich an der laufenden Hg- 
Pumpe ausgeheizt, in der Regel fiir etwa 48 Stdn. bei 350 bis 400". D i m  Behandlung wurde 
vor jedem neuen Versuch fiir einige Stunden wiederholt. 

5. Ausgangsprodukte 

Die reinen Gase Propin und Propadien wurden durch Hydrolyse des Magnesiumcarbids, 
Mg&, gewonnen12). Mit Hilfe einer Podbielniak-Kolonne konnte die Trennung so weit ge- 
trieben werden, daI3 die jeweils unerwiinschte Komponente IR-spektroskopisch nicht mehr 
nachzuweisen war. 

'2) J. F.CORDES und K. WINTERSBERGER, z. Naturforsch. 12b, 136 [1957]. 

ERNST BAYER 
Uber Anthocyankomplexe, I1 

Farbstoffe der roten, violetten und blauen Lupinenbluten 

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Karlsruhe 
(Eingegangen am 29. Dezember 1958) 

Die Farbstoffe der verschiedenfarbigen Bltiten der Staudenlupine wurden isoliert 
und die Anthocyankomponenten identikiert. In den blauen Lupinen kommt 
ein nicht dialysierbarer Anthocyankomplex mit Delphinidin-glykosid als Antho- 
cyankomponente vor. Die roten Lupinen enthalten Pelargonidin-glykoside, 
welche keine blauen Metallkomplexe im sauren Medium ausbilden. Violette 
Bliiten enthalten Mischungen des blauen Anthocyankomplexes und der Pelar- 
gonidin-glykoside. - Da Pelargonidin-glykoside keine Aluminium- und Eisen- 
komplexe im pH-Bereich der Zells2fte ( 4 4 )  bilden, wird verstitndlich, &I3 die 

nur Pelargonidinderivate enthaltenden Bliiten nicht tiefblau sind. 

In einer vorausgegangenen Mitteilung1);ist im Zusammenhang mit der Isolierung 
des Farbstoffes der blauen Kornblume die Komplexbildung des Cyanins mit ver- 
schiedenen Metallen untersucht worden. In hxeinstimmung mit Befunden am Farb- 
stoff der Kornblume sind Aluminium- und Eisenionen als die Metallionen erkannt 
worden, welche im khwach sauren m-Bereich (3 -7) stabile Komplexsalze ergeben. 

Nach diesen Untersuchungen lag es nahe, die Unterschiede zwischen tiefblauen und 
roten Bliiten ganz allgemein auf das Vorliegen von Metallkomplexen bei blauen 
Bliiten zuriickzufiien. 

Ein hier interessierendes Wechselspiel zwischen blaDroten, violetten und blauen 
sowie dazwischen liegenden Farbtonen bieten die Bliiten der Staudenlupinen (Lupinus 
polyphemus). 

1) I. Mitteil.: E. BAYER, Chem. Ber. 91, 1115 [1958]. 
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PROTOANTHOCYANE DER LUPINEN 

In der im Versuchsteil dieser Arbeit beschriebenen Weise wurden die PreMfte aus 
den verschiedenen Varietaten der Lupinen gewonnen. Da am Beispiel der Kornblume 
dargelegt worden ist, daD verdunnte Mineralsiiuren sowohl zu einer Abspaltung der 
Metallionen als auch evtl. vorhandener makromolekularer Tragersubstanzen, also 
ZUT Zerstorung des nuriven ProtoanthocyMs fiihren, wurden durchweg PreBafte als 
Ausgangsmaterial fd  die Untersuchung angewandt. 

Die PreDsafte wurden dialysiert, um festzustellen, ob auch bei Lupinen eine Bin- 
dung der Anthocyane an hohermolekulare Substanzen vorliegt. Hierbei traten die 
roten PreDsiifte aus roten Lupinen innerhalb von 30-60 Min. durch die permeable 
Membran des Dialysierschlauches (KALE & Co) und entfiirbten sich. Im Gegensatz 
hierzu blieb der Farbstoff &r blauen Lupine im Schlauch ZUrIick und shied sich nach 
sechsstiindiger Dialyse gegen ofter ausgewechseltes dest. Wasser als Niederschlag ab. 
Die PreBs&fte der violetten Lupinem m d e n  bei der Dialyse innerhalb einer Stunde 
blau und schieden nach weiterer Dialyse ebenfalls einen Niedewhlag ab. 

Der Farbstoff der roten Lupine ist demnach keine blaugefkbte Metallkomplex- 
verbindung und ist auch nicht mit einer makromolekularen Tragersubstanz verkniipft. 
Es muD sich um das Oxoniumsalz eines Anthocyans handeln. Die blauen Lupinen 
hingegen enthalten einen Anthocyankomplex hohemnolekularen Aufbaus. Von einiger 
allgemeinerer Bedeutung fiir das Zustandekommen der violetten Blutenfarben er- 
scheinen die Ergebnisse an den violetten Lupinen, in denen ein Gemisch eines roten 
Anthocyans nit einem nicht dialysierbaren bluuen Anthocyankomplex vorliegt. Dieser 
Anthocyankomplex UDt sich auch elektrophoretisch in blauen und violetten, nicht 
dagegen in roten Bliiten nachweisen (vgl. Abbild. 1). Spater wird noch gezeigt werden, 
daB in violetten Lupinen tatsachlich sowohl die Anthocyane der blauen als auch der 
roten Lupine vorkommen. 

Abbild. 1 
Elektrophoretische 
Abtrennung von 

Protolupinin aus blauen (a) 
und violetten (b) 

Blilten (Elphor, 110 V; 
Laufieit 6 Stdn. 20 Min.) 
in Acetatpuffer PH = 4.62 

Es ist anzunehmen, daD diese Entstehung von violetten Farbtonen durch Mischung 
von blauen, hohermolekularen Anthocyankomplexen (hotoanthocyanen) und nor- 
malen roten Anthocyansalzen in der Natur weiter verbreitet ist. Nachgewiesen haben 
wir dies z. B. auch fur die violette, blaue und rosafarbige Akelei (Aquilegiu) 2). Bei 
Dialyse des PreBsaftes &r violetten Akelei filrbt sich die Llisung im Dialysierschlauch 

2) E. BAYER und A. FINK, unverbffentlicht. 
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ebenfalls innerhalb einer Stun& blau. Auch bei Astern (Callistephus chinensis) trifft 
Ahnliches zu 2). 

Aus den PreDsaften von blauen Lupinen konnten 116 mg des auDerst stabilen blauen 
Farbstoffes durch Methanollkher-Fallung, Elektrophorese und Dialyse gewonnen 
werden. Die weitere Bearbeitung des Aufbaus diesex von uns als Protolupinin be- 
zeichneten Verbindung soll jedoch in vorliegender Mitteilung nicht beschrieben wer- 
den. Hier soll vielmehr aufgezeigt werden, wie die Vorstellung des Vorliegens von 
Metallkoordinationsverbindungen, vornehmlich des Aluminiums und Eisens, mit 
Anthocyanen eine zwanglose Deutung der verschiedenen Farben der Lupinenbliiten 
erlaubt, ohne daD noch weitere Hilfshypothesen angef& werden miinten. 

Das Vorliegen eines metallfreien roten Anthocyansalzes in den roten Lupinen 
kann nun einmal dadurch erklart werden, daD in den Bluten nicht genugend freie 
Al- bzw. Fe-Ionen zur Komplexbildung zur Verfugung stehen. Eine andere Moglich- 
keit wiire, da0 das Anthocyan der roten Lupinen uberhaupt keine im schwach sauren 
Medium (PH 4.5-5.25) des Zellsaftes stabilen, blauen Al- bzw. Fe-Komplexe aus- 
bilden kann. 

Nach Bestimmung des Al- und Fe-Gehaltes (vgl. Versuchsteil) unterscheiden sich 
die verschiedenfarbigen Lupinenbluten nicht wesentlich in ihren kolorimetrisch er- 
mittelten Al- bzw. Fe-Konzentrationen (0.2-0.27 % Fe bzw. 0.17 -0.24% Al), so da0 
man einen Mange1 an komplexbildendem Metal1 ausscheiden darf. Es muS demnach 
eine Besonderheit in der Komplexbildung des Anthocyans der roten Lupinen vorliegen. 
Aus diesen Griinden wurden die Anthocyane genauer untersucht und identikiert . 

ANTHOCYANE DER VERSCHIEDENEN LUPINEN 

Zur Erkennung der Anthocyane diente die Papierchromatographie, welche schon 
von E. C. BATE-SIUIITH und R. G. WEST ALL^) Fur die Trennung der Pflanzenfarbstoffe 
vorgeschlagen worden ist. Scharfe Trennungen der Anthocyane werden besonders mit 
der im Versuchsteil beschriebenen Rundiiltermethode erzielt. Zur Freilegung der 
Anthocyane aus den Protoanthocyanen werden die Bliiten mit kalter 0.2 n HCl aus- 
gezogen. 

Abbild. 2 

Ringchromatogramme der 
Anthocyane der roten (a), 

violetten (b) und 
blauen (c) Lupine. 

Bezifferung der 
Anthocyane A-E s. Tab. I. 

Bedingungen 
vgl. Versuchsteil 

Die Anthocyane sowohl der blauen als auch der roten und violetten Lupinen er- 
weisen sich hierbei nicht einheitlich, vielmehr lassen sich sechs verschiedene Antho- 
cyane papierchromatographisch abtrennen (s. Abbild. 2). Die tieffarbigen, blauen und 

3) Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 4, 427 [1950]. 
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violetten Lupinen unterscheiden sich prinZipiell von den roten Lupinen durch ein 
be i i  A-Wert 0.19 liegendes Anthocyan A. 

Andererseits enthalten die roten Lupinen ein mit dem RF-Wert 0.39 laufendes 
Anthocyan B, welches den blauen und violetten Vanetaten fehlt, und dariiber hinaus 
einen Farbstoff C mit RF 0.35, welcher wohl noch in violetten, aber nicht mehr in 
blauen Bliiten auftritt. A& den genannten Farbstoffen finden sich noch zwei 
Anthocyane mit den RF-Werten 0.24 @) und 0.29 (E) vorwiegend in den violetten 
und blauen Arten (vgl. Tab. 1). 

Tab. 1. Anthocyane der Lupinen 

Anthocyan RpWert in Butanol/ rot 
Eisessig1Was.w blau violett 

A Delphinidin-monoglucosid 0.19 +++ ++ 
B Pelargonidin-monoglykosid 0.39 ++ + C Pelargonin 0.35 ++ 
D Cyanidin-glykosid 0.24 ++ + + 

- 
- - 
- 

- 
- - E Unbekannt 0.29 

Durch Elution der verschiedenen papierchromatograph aufgetrennten Antho- 
cyane und anschliellende Messung der Spektren konnen an Hand der charakteristi- 
schen, in Abbild. 3 wiedergegebenen Lichtabsorptionskurven die Farbstoffe iden- 

3(cm-7j - 
Abbild. 3. Lichtabsorptionsspektren 

von Pelargonin-chlorid (-) und 
dem Chlorid des Dalphinidin-glykosides 

der blauen Lupine ( - - - - - ) 
in 10-proz. SaMure 

Abbild. 4. Lichtabsorptionsspektren 
von Cyaninthlorid 

in wilnriger Salzstiura 
vom PH 2.62 ( - - - - - )  und p a  4.93 (-) 

titiziert werden, und man erhiilt so a& den Rp-Wertem ein weiteres charakteristisches 
Erkennungsmerkmal. fher den EinfluD der Konstitution auf die Lichtabsorptions- 

Chcmischc Bcrichte Jahrg. 92 69 
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spektren von Eenzopyryliumderivatem und bonders  von Anthocyanen liegen urn- 
fangreiche Untersuchungen von K. HAYASHI') vor. Bei der spektralphotometrischen 
Identifiziemng von Benzopyryliumsalzeo ist vor allem die starke Abhangigkeit des 
Verlaufs der Spektren von der Aciditiititdes Mediums zu beachten, die K. HAY AS HI^) 
nicht untersucht hat. Ln. Abbild. 4 sind die Spektren von Cyanin bei verschiedenen 
Suregraden aufgezeichnet. Die Spektren der zu vergleichenden Anthocyane wurden 
alle in 5 n HCl gemessen. Nach den &Re-Werten und der Lichtabsorption sind die 
Haupt-Anthocyane der roten Lupine B und C Pelargonidin-glykoside (C = Pelar- 
gonin) und das Haupt-Anthocyan der blauen Lupine Delphinidin-glucosid. In 
der violetten Blute liegen Mischungen der Anthocyane A und C, E (des Pelar- 
gonins und eines Delphinidin-glucosides) vor. Nach Hydrolyse mittels Salzsaure 
(vgl. Versuchsteil) konnten aus den Anthocyanen auch die entsprechenden Agly- 
kone, das Pelargonidin und das Delphinidin, erhalten werden. Das Vorkommen 
der einzelnen Farbstoffe und Angaben uber die kolorimetrisch bestimmten Konzen- 
trationen an den einzelnen Anthocyanen in verschiedenfarbigen Bluten sind in Tab. 1 
zusammengestellt. Es versteht sich, dal3 durch interspezifische Kreuzungen der 
Lupinen die Anthocyangehalte sowohl qualitativ als auch quantitativ variiert werden 
konnen und sich dadurch alle Farbabstufungen zwischen Rosa und Tiefblau erzeugen 
lassen. 

Da sich Pelargonin und Delphinidin-glykosid,in ihrem langwelligen Lichtabsorp- 
tionsmaximum nur um 25mp unterscheiden (vgl. Abbild. 3), kann der unterschied- 
liche Anthocyangehalt allein nicht den Unterschied zwischen roten und blauen 
Bliiten erkliiren. 

Wir haben deshalb das Metallbindungsvermogen des Pelargonins der roten Lupine 
und des Delphinidin-glykosides der blauen Lupine untersucht. 

KOMPLEXBILDUNG VON PELARGONIDIN- UND DELPHINIDIN-GLYKOSIDEN 

In der friiher beschriebenen Weisel) haben wir die pH-Stabilitat der Metallkom- 
plexe des Pelargonins (I) und des Delphinidin-glykosides (II) der blauen Lupine be- 

Cl0 CI €3 
I 1 I 

stimmt. Aus der Darstellung der pH-Stabilitat in Abbild. 5 geht eindeutig hervor, 
dan Pelargonin mit Eisen und Aluminium im Sauren Medium keine blauen Kom- 
plexe bildet. Das Delphinidm-glykosid vermag hmgegen irn pH-Bereich der Lupinen- 
preBsiifte ( p ~  4.8 -5.3) tiefblaue Koordinationsverbindungen mit Fern wid A1 ein- 
zugehen, die bis jm -2 stabil sind. 

4) Acta phytochim. [Tokyo] 7, 117, 143 [1933]; 8, 65 [1934]; 8, 179 (19351; 9, 1 [1936]; 
vgl. C. 1933 11, 2008; 1934 I, 3470; 1935 I, 3271; 1935 11, 1857; 1937 I, 834. 
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A1 Abbild. 5 
k ,,fe pH-Stabilitilt der Al- 

f’ und FeKomplexe von 
Pelargonin ( - - - - - ) und I , 

/’ 
I ,  Delphinidin-glykosid (-). 

- 
,;;---- -,, .--/# Al Extinktiqnsmessuag 

‘4-/ bei 390mp 

5 )  Als Delphinin wird auch ein Alkaloid bezeichnet, vgl. z. B. W. SCHNEIDER, Pharmaz. 

6 )  J. S. BUCK und J. M. HEILBRON, 5. chem. Soc. [London] 121, 1203 [1922]; R. DICKIN- 
Zentralhalle Deutschland 96, 470 [1957]. 

SON und J. M. HEILBRON, ebenda 127, I5 [1925]. 
69. 
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Somit lassen sich die bei Lupinenbluten auftretenden Farbphhomene e r w e n ,  
wenn man annimmt, daI3 in dem nicht dialysierbaren, blauen Protolupinin ein Metall- 
komplex des daraus isolierbaren Delphinidin-glykosides vorliegt. In den roten Lu- 
pinen kann sich kein Metallkomplex ausbilden, da mit dem darin enthaltenen Pe- 
largonin im sauren pH-Bereich keine Metallkomplexe entstehen konnen. In den 
violetten Bliiten liegen im wesentlichen rotes Pelargonin-Oxoniumsalz und blaues 
Protolupinin vor, die sich durch Dialyse trennen lassen. 

Zur Ausbildung tieffarbiger Metallkomplexe sind nur diejenigen Anthocyane be- 
fiihigt, die in dem in 2-Stellung an das BenzopyryIiumgeriist gsbundenen Phenyl in 
o-Stellung zur OH-Gruppe eine weitere zur Komplexbildung befagte  funktionelle 
Gruppierung aufweisen. Dies ist bei Cyanin und Delphinins) der Fall, hingegen nicht 
beim Pelargonin. Ob Anthocyane mit Methoxylgruppen in 0-Stellung zur phenolischen 
Hydroxylgruppe (Phnin, Malvin) noch Metallkomplexe bilden konnen, bedarf 
weiterer Untersuchung. 

Da Cyanin sich von Pelargonin nur durch ein weiteres Hydroxyl in 3-Stellung 
unterscheidet, ist gleichzeitig auch der Ort der Komplexbildung lokalisiert. Der 
Metallbindung an das Anthocyanmolekul wird demnach folgende Struktur gerecht : 

Me = 1/3Ai3@ bzw. 1/3Fe3@ 

Cyanin: R = H 
Delphinin: R = OH 

R’ = C6H1105 

Die Ausbildung der chinoiden Struktur erkllrt die tiefblaue Farbe. HEILBRON~) 
hat eine solche chinoide Struktur auch f& die in alkalischem Medium auftretenden 
blauen Alkalisalze formuliert. 

Aus diesen Untersuchungen iiber die Stabilitiit der Koordinationsverbindungen 
resultiert im iibrigen ein reizvolles Postulat : Wenn die blauen Bliitenfarben allgemein 
durch Metallkomplexe von Anthocyanen bedingt werdeq, sollten Bluten, die nur 
Pelargonidin-glykoside enthalten, keine dunkelblauen Farben aufweisen konnen. Der 

5 )  Als Delphinin wird auch ein Alkaloid bezeichnet, vgl. z. B. W. SCHNEIDER, Pharmaz. 

6 )  J.  S. BUCK und J. M. HEILBRON, 5. chem. Soc. [London] 121, 1203 [1922]; R. DICKIN- 
Zentralhalle Deutschland 96, 470 [1957]. 

SON und J. M. HEILBRON, ebenda 127, I5 [1925]. 
69. 
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umgekehrte SchluD ist nicht zulilssig, da zur Komplexbildung beftihigte Anthocyane, 
wie es das Beispiel der Rose und Kornblume lehrt, einmal als blaue Komplexe, zum 
anderen als rote Anthocyansalze vorliegen konnen. Letztere Erscheinung wird durch 
den Schwermetallstoffwechse1 der Pflanze bedingt. Ein Anthocyan kann nur dann 
blaue Metallkomplexe bilden, wenn ihm die pflanze genugend freie, nicht ander- 
weitig gebundene Metallionen zur Verfiigung stellen kann. 

FARBEN VON PELARGONIDIN-GLYKOSIDE ENTHALTENDEN BLUTEN 

Neben der blauen Kornblume gibt es eine purpurrote Varietiit von Centuureu 
cyuneu, von der HADDERS und WEHhIER’) angeben, da0 sie Pelargonin enthalte. Nach 
unserer vorher entwickelten Vorstellung wiirde dieser Befund den Farbunterschied 
zwischen der cyaninhaltigen blauen und der roten Kornblume befriedigend deuten. 
Allerdings hat G. M. ROBIN SON^) in einer spiiter erschienenen Arbeit den Unter- 
schied zwischen beiden Arten auf einen hohen Chlorogensauregehalt in der roten 
Kornblume zuriickgefiihrt, wodurch eine Kopigmentierung bewirkt wiirde. G. M. Ro- 
BINSON hat an dieser Stelle aber nichts tiber die unterschiedliche Natur der Farb- 
stoffe berichtet. Durch Hydrolyse konnte Pelargonidin erhalten werden. Es erscheint 
somit nicht notwendig, eine Kopigmentierung anzunehmen. Das Papierchromato- 
gramm eines salzsauren w&Drigen Extraktes aus roten Kornblumen ist in Abbild. 6b 
wiedergegeben. Das Pelargonidinderivat dex Kornblume ist weder ein Pelargonidin- 
monoglykosid noch ein Pelargonidin-diglykosid. Aus den allgemeinen Beziehungen 
zwischen Rr-Wert und Konstitution3.9) geht eindeutig hervor, d a D  im Pelargonidin- 
glykosid der roten Kornblume noch weitere hydrophile Gruppen vorhanden sind, 
vielleicht eine Bindung eines weiteren Zuckerrestes an eine Hydroxylgruppe. 

Auch der rosafarbige Rittersporn (Delphinium spec.) enthiilt Pelargonidin-glykoside 
(vgl. Chromatogramm, Abbild. 6d), wie schon von P. WECKMEISTER~~) festgestellt 
wurde. Auch hier erkliirt sich der Farbunterschied zwischen dem blauen Ritter- 
sporn mit dem stark komplexbildenden Delphinin und dem roten Rittersporn mit 
den nicht zur Komplexbildung befahigten Pelargonidin-glykosiden im Sinne des auf- 
gestellten Postulates. 

Abbild. 6 
Ringchromatogramme der 

Anthocyane der blauen (a), 
roten (b) Kornblume, 

des blauen (c) 
und roten (d) Rittersporns. 

Chromatographie nach 
Beschreibung 

im Versuchsteil 

7) M. HADDERS und C. WEHMER in G .  KLEM, Handbuch der Pflanzenanalyse, Bd. 111/2, 
S. 984, Julius Springer, Wien 1932. 

8 )  J .  h e r .  chem. SOC. 61, 1606 [1939]. 
9 )  R. CONSDEN, A. H. GORDON und A. J. P. MARTIN, Biochem. J. 38,224 [1944]. 

10) Der Zilchter 24, 224 [1954]. 
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Als weitcre von uns untersuchte Pflanzen seien genannt: 
Dahlia variabilis, rote Varietiit : Pelargonidin-glykoside; violette Art: Cyanidin- 

glykoside. Pelargonium zonale, rot : Pelargonin ; blauviolett : Cyanin und Pelargonin. 
Gladiolus spec., fuchsrot : Pelargonidin-glykoside; violettblau: Cyanin und Pelargonin. 

An einigen Pflanzen ist somit sichergestellt, daD die blauen Farben durch Schwer- 
metallkomplexe erkliirt werden konnen und dao durch die Mischung von blauen 
Schwermetallkomplexen mit roten, nicht zur Komplexbildung befiihigten hthocyan- 
Oxoniumsalzen die Farbabstufungen zwischen Blau und Rot, wie sie uns in der 
Natur entgegentreten, in vitro erzeugt werden konnen. 

Frl. A. FINK danke ich fur ihre geschickte Hilfe bei den Experimenten. Der DEUT~CHEN 
FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT danke ich bestens f i r  die Gewfirung von Mitteln und dem 
FONDS DER CHEW ftir UnterstUtzung. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

A yfarbeitung des Bliitenmaterials zur Kennzeichnung der Protoanthocyane: Zur Isolierung 
der Protoanthocyane (Protolupinin) werden frisch gepflUckte BlUtenbliitter der Stauden- 
lupine, welche von Stengeln und grUnen Blatteilen vollkommea befreit sind, noch am gleichen 
Tag in einer Porzellankugelmtihle zerkleinert. Beriihrung des PreBsaftes mit metallischen 
Geriiten ist zu vermeiden, da diese durch die Komplexbildungstendenz der Anthocyane 
dann zu verhderten Metallgehalten in den isolierten Produkten fihrt. Den auf diese Weise 
erhaltenen Brei prel3t man am, wobei ebenfalls die Beriihrung mit Eisen-, Nickel- oder 
anderen Metallgeriiten zu verhindern ist. Der blaue PreDsaft wird 10 Min. zentrifugiert 
(3000 U/Min.; r = 12 cm). Die mit dem Beckman-pa-Meter (Model1 IT) gemwenen PH- 

Werte der PreBsgfte verschiedenfarbiger Lupinen sind in Tab. 2 ( S .  1071) zusammengestellt. 
Die Elektrophorese (Elphor, Fa. Bender & Hobein) des Protolupinins wird mit 0.02 ccm 

PreRsaft in Acetatpuffer vom PH 4.62 bei 110 V (Papier Schleicher & Schtill 2043 bM gl) 
durchgefiihrt. 

Zur Dialyse werden lOccm PreDsaft in einen Dialysierschlauch (Kalle & Co.) gegeben 
und gegen 5 I dest. Wasser, welches alle 5 Stdn. ausgewechselt wird, dialysiert. Die Farb- 
stoffe der roten Lupine dialysieren innerhalb von 30-60 Min. quantitativ in die AuBen- 
h u n g .  Bei der blauen Lupine fgllt nach etwa 6-IOstdg. Dialyse ein blauer Niederschlag 
aus. Zur Isolierung des Protolupinins wird der Farbstoff zunechst mit Methanol/kher 
ausgefilllt und zur weitem Reinigmg der Elektrophorese uad Dialyse unterworfen. 

Besrimmung des Anthocyangehaltes in den Bliitenbldttern: - Zur vollstiindigen Extraktion 
der Anthocyane werdem zwischen 50 und 200mg Bltitenbliitter in der K a t e  mit 10ccm 
5 n  HCI unter gelegentlichem UmschUtteln 8 Stdn. behandelt. von der roten Wsung ab- 
gegossen und nochmals mit 10 ccm 5n HCI in der gleichen Weise extrahiert. Nach emeutem 
AbgieDen w-ht man nochmals mit 2 ccm 5 n HCI nach und milt die vereinigten L6sungen 
im MeDkolben auf 25 ccm auf. Die Extinktion d iem Lbsungen bestimmt man bei 510mp 
(Zeiss-Spektralphotometer PMQ 11) und berochnet die Anthocyangehalte mittels der friiher 
angegebenen Eichkurven 11) in mg Cyanin. Die hieraus erhaltenen Anthocyangehalte der 
Tab. 2 sind auf das Trockengewicht bezogen, welches durch 12stdg. Trocknen des frischen 
Pflanzenmaterials bei loo" bestimmt wird. Bei der Extraktion mit Salzsiiure werden aus den 
Anthocyankomplexen die Anthocyane freigelegt. Die auf diese Weise ermittelten Antho- 
cyaagehalte lassen somit keinen SchluB auf die visuell beobachtete Tiefe der Bliitenfarbe zu. 

1 1 )  E. BAYER und K. WEGMANN, 2. Naturforsch. 12b, 37 [1957]. 
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Bestimmung von Aluminiunf und Eisen 

Aufschlu$ des Materials: 0.05 -0.2 g des auf A1 und Fa zu untersuchenden Materials 
werden mit 3 -6 ccrn einer Mischung von 1 VoLTeil konz. Schwefelsiiure und 1 VoL-Teil 
konz. Salpetersfiure in einem 50-ccm-Kjeldahl-Kolben iibergossen und im Sandbad zur 
Trockne abgeraucht. Der Trockenrllckstand wird aufeinanderfolgend 2mal rnit je 5 ccm 
konz. ' Salzsfiure aufgenommen und wiederum zur Trockne verdampft. 

Den so gewonnenen Trockenrkkstand lost man in 1 ccrn konz. Salzsfiure, trennt Eisen 
von Aluminium und bestimmt die Gehalte kolorimetrisch nach einer sich an die Methode 
von H. ZIMMERMANN 12) anlehnenden Vorschrift. 

Abtrennung des Eisens: Die salzsaure Losung wird mit dest. Wasser auf 60 ccrn verdllnnt, 
rnit Ammoniak auf p~ 0.4 eingestellt und auf genau 100 ccm aufgefllllt. Zu 20 ccm dieser 
Losung figt man in einem 30-ccm-Scheidetrichter 1 ccrn 5-proz. Cupferronlosung, welche 
nicht alter als 3 Tage sein sollte. Zur Bildung der Komplexe liBt man mindestens 5 Min. 
stehen, schlittelt dann nach Zugabe von 5 ccrn Chloroform den Eisen-Cupferron-Komplex 
aus und trennt die Phasen. Das Ausschutteln mit 5 ccrn Chloroform wird noch 2mal wieder- 
holt. Die vereinigten Chloroformlbsungen dienen als Ausgangsmaterial fllr die Eisenbe- 
stimmung. In der wUr. Usung wird das Al bestimmt. 

Aluminiumbestimmung mit a~izarin-3-sulfonsaurem Natrium: Die oben erhaltene wal3r. 
Losung wird mit Ammoniak aufan  7 gebracht und mit dest. Wasser auf 25 ccrn aufgefiillt. 
Zu 10 ccrn dieser Al-Lasung fugt b n  1 ccm n/s HCIO,, 1 ccm I n NaOH, 2 ccm einer UIsung 
d& Na-Sakes der Alizarin-3-sulfonsilure (0.1 g in 0.75-proz. wlBr. Essigsfiure), 3 ccm Aceton 
und 1 ccrn 1 n Essigsiiure. Nach 10 Min. wird die Extinktion bei 490my (Zeiss-Spektral- 
photometer PMQ II) in einer I-ccm-Kuvette gegen eine mit dest. Wasser und den gleichen 
Reagenzien gewonnene Vergleichslosung gemessen. An Hand von Eichkurven, die unter 
gleichen Bedingungen rnit reinen Al-Lbsungen gewonnen worden sind, lassen sich aus den 
erhaltenen Extinktionen die Al-Gehalte berechnen. 

Eisenbestimmung mit Sulfosalicylsaure: Die Chloroformlbsung wird zur Trockne gedampft, 
3 ccm konz. Schwefelsfiure/konz. Salpetersiiure (1 : 1) zugefllgt, im 10-ccm-Kjeldahl-Kolbn 
abgeraucht, der TrockenrUckstand in 10 ccm dest. Wasser aufgenommen, rnit Ammoniak 
neutralisiert und auf 25 ccm aufgefdllt. 

Zu 20 ccrn dieser Lasung werden 2 ccm 20-proz. Sulfosalicylsaure, 2 ccrn 25-proz. Ammo- 
niaklosung und 1 ccrn 10-proz. AmmoniumpersulfatlBsung gegeben. 

lnnerhalb von 30 Min. bestimmt man die Extinktion bei 430mp und ermittelt aus den 
erhaltenen Werten mittels Eichkurven die in Tab. 2 angegebenen FeGehalte. 

Papierchromatographische Trennung der Anthocyane 

Scharfe Trennungefi werden mittels der Rundfiltermethode erzielt 13). Zwischen 2 ebene 
Glasplktten (25 x 25 x 0.5 cm) wird das gleichgrob Chromatogaphiepapier (Schleicher & 
Schiill 2043 bM) gelegt. In der unteren Glasplatte befindet sich zentrisch eine Bohrung von 
0.8 cm Durchmesser, durch welche der aus dem Chromatographiepapier geschnittene 
Docht (5 xO.5 cm) in die dimkt darunter gestellte Petri-Schale (10 cm Durchmesser) mit 
dem Losungsmittel ragt. Als Lbsungsmittel werden Butanol/Eisessig/Wasser (4: 1 : 5 )  und 
Butanol/2n HCI (1 : I ,  organische Phase) benutzt. Wie aus Abbild. 2 zu emhen ist, werden 

$ 2 )  Photometrische Metall- und Wasseranalysen, herausgegeben von der Fa. Zeiss, O b r -  

13) Vgl. F. CRAMER, Papierchromatographie, Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr. 1958. 
kochen. 
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die zu untersuchenden Gemische etwa 2 cm vom Mittelpunkt des Papiers entfernt auf einer 
kreisfarmigen Startlinie aufgetragen. 8 Chromatogamme finden auf einem Papier bequem 
Platz. Zur Freilegung der Anthocyane werden Blilten mit 0.2n HCl bzw. Protoanthocyane 
mit 0.1 n HCl in der KBlte ilbergossen und dia'ao erhaltenen L6sungen der Anthocyansake 
auf der Startlinie aufgetragen. Bei einer Laufstrecke von etwa 12 cm betriigt die Laufzeit 
etwa 20 Stdn. (Raumtemperatur). RF Werte verschiedener Anthocyane in Butanol/Eisessig/ 
Wasser : Delphinidin-diglucosid 0.14 ; Delphinidin-monoglucosid 0. I9 ; Cyanidin-diglucosid 
0.29; Pelargonidin-monoglykosid 0.39; Pelargonin 0.35. 

Zur spektralphotometrischen Identifizierung werden die Papiepoktomn mit den getrenntan 
Anthocyanen ausgeschnitten, mit 2n HCI in der KBlte eluiert und die Lichtabsorptions- 
spektren gemessen (vgl. Abbild. 3). 

Pelargonidinderivate sind gut erkenntlich, da sie sich durch BesprUhen des Papiers mit 
2-proz. methanol. Eisen(II1)-chloridlasung nicht verfgrben. 

Cyanidinderivate werden hierbei blau, withrend Delphinidinderivate z-hst tiefblau 
werden und innerhalb 1 Stde. grau. 

Hydrolyse zurn Agfykon: Die salzsauren Extrakte aus Papierchromatogammen 'bzw. aus 
Pflanzen direkt werden mit gleichen Volumina konz. Salzdure versetzt; 3 Min. zurn Sieden 
erhitzt und wieder abgekilhlt. Die Aglykone fallen zurn Teil aus und kbnnen in &k bekannten 
Weise14) durch Kdstaklisation aus Salzstium rein gewonnen werden. Sicherer ist in jedem 
Falle sowohl die Untersuchung d& ausgefallenen, abmntrifugierten Niedbhlagcs als auch 
der Lasung mittels der Rundfilter-Papierchromatographie. Die Chrotkbgi'aphie der 
Aglykone wird immer mit Butanol/2n HCI ausgefohrt. RPWerte: Pelargonidin 0.69; Cyani- 
din 0.45; Delphinidin 0.28. 

Tab. 2. Anthocyangehalte, pH-Werte und Al- sowie FeGehalte 
der verschiedenfarbigen Lupinen 

blau violett rot 

PH 5'25 5.20 5.3 
% Anthocyan 0.9 1 0.85 0.64 
% A1 0.22 0.17 0.24 
% Fe 0.25 0.19 0.27 

-- 
14) Vgl. 2.B. P. KARRER in G. KLEIN, Handbuch der Pflanzenanalyse, 

Julius Springer, Wien 1932. 
Bd. 111/2, S. 941, 




