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On the Chemistry of Pyrrole Pigments, XXI.:  X-Ray Photoelectron Spectrometric 
Investigations of the Nls-Level of Bile Pigments 

Nls-X-ray photoelectron spectra of bilatrienes-abc exhibit two peaks with 
intensities of 3 : 1 and differing in bonding energy by approximatly two eV. By 
comparison with the spectra of model compounds representing certain bile 
pigment partial structures these peaks could be assigned to the lactam-, 
pyrrole- and the pyrrolenine type nitrogen atoms. From these results it could 
be established that bilatrienes-abc exist in the crystalline state as bis-lactam 
forms, having an unsymmetrical canonical dipyrromethene partial structure. 
By the same procedure the bis lactam structure of biladienes-ac (e.g. bilirubin) 
was deduced. 

Einleitung 

Die beiden in natfirliehen Systemen am weitesten verbreiteten 
Struktur typen von Gallenfarbstoffen sind die Bilatriene-abc und die 
Biladiene-ac. Die Bedeutung dieser Pigmente ist nieht nur auf den 
Metabolismus porphinoider Strukturen begrenzt, sic erstreckt sieh - -  
wie z. B. im Pflanzenreieh aueh auf ihre Funkt ion als An- 
tennenpigmente oder Photorezeptoren 2. Die Zielsetzung unserer Arbei- 
ten ist es, detaillierte Einblicke in die statische und dynamisehe 
Stereoehemie yon Gallenfarbstoffen zu erlangen und diese mit 
Liehtabsorption und Photochemie zu korre]ieren, was vor allem in 
Hinblick auf Hypothesen fiber Struktur  and Wirkungsmechanismus 
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des pflanzlichen Photorezeptors  ffir die Photomorphogenese,  des 
Phytochroms,  von besonderem Interesse ist. 

I m  Zusammenhang mit  semiempirisehen Rechnungen, die eine 
Briicke zwisehen experimentell  abgeleiteter S t ruktur  und Lichtabsorp- 
tionseigensehaften darstellen, ist die Symmetr ie  der Ladungsdiehtever-  
teilung ein wesentliehes Kr i te r ium fiir die Gfite dieser Rechnungen. 
R5ntgenphotoelektronenspektrometr ische Messungen an bes t immten 
Zentren eines Molekfils geben dariiber AufschlulL Vor allem die 
Spektroskopie des Nls-Niveaus hat  6fret genaue Angaben fiber 
GrSl~enverh~ltnisse und Symmetr ie  der Ladungsdichtevertei lung 
erm6glicht 3. Sie ges ta t te t  fiber den Dialog mit  semiempirischen 
Rechenmethoden hinaus - -  auf  Grund ihres ZeitauflSsungsvermSgens 
- -  die Beschreibung _struktureller Details, die sieh mi tunter  dem 
,,Bliek" der RSntgenst rukturanalyse  entziehen kSnnen. 

Die vorliegende Mitteilung beschreibt die Nl~-RSntgenphotoelek- 
t ronenspektren einiger Gallenpigmente und davon abgeleiteter Modell- 
verbindungen. Die Zuordnung der Signale ffihrt zu Aussagen fiber 
St ruktur  (Ladungsdiehteverteilung) und Tautomerie  in diesen Syste- 
m e n .  

M e t h o d i k  

Um ein m6glichst detailliertes Bild yon der Ladungsdichteverteilung und 
den TautomerieverhMtnissen bei integralen Gallenpigmenten zeichnen zu 
kSnnen, haben wir in die vorliegenden Untersuchungen auch Modellverbindun- 
gen fiir Gallenpigmentpartialstrukturen miteinbezogen. Dies war in erster Linie 
ftir die Zuordnung der Signale der einzelnen Stickstoffatome von Vorteil. Auf 
diese Weise konnten aber auch tautomere Strukturen ,,fixiert" werden. ,Die 
Spektren wurden unter den frfiher beschriebenen a Vorsichtsmal3nahmen 
aufgenommen. Die Kalibrierung erfolgte einerseits nach dem beschriebenen 
Verfahren (Korrektur der Aufladung durch Variation der RSntgenrShrenspan- 
nungS), andererseits nach einer jfingst mitgeteilten Methode 6, die auch eine 
relativistische Korrektur beinhaltet. Im Falle/iberlappender Banden wendete 
man ein iteratives Entfaltungsverfahren an, das es erlaubt, eine yon 
Erregerlinienform und Spektrometerfunktion weitgehend abstrahierteS Spek- 
trum zu erhaltenL Der iterative Korrekturproze]~ am ,,Nettoprofil" wird dann 
abgebrochen, wenn nach der Faltung dieser Verteilung mit den die Ge- 
r/~teeigenschaften charakterisierenden Funktionen ausreichende Ubereinstim- 
mung mit dem gemessenen Spektrum erzielt wird. Der AuflSsungsgewinn ist 
dabei mit der Zunahme des Rauschens im entfalteten Spektrum abzustimmen. 
Diese Spektren wurden dann wenn nStig - -  bezfiglich ihrer Inten- 
sig~tsverh/~ltnisse und Lage durch [)berlagerung von GaussfSrmigen Banden 
analysiert. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Stellvertretend ffir die im Rahmen  dieser Mitteilung untersuchten 
Verbindungen ist in Abb. 1 das R6ntgenphotoelekt ronenspektrum des 
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Nls-Niveaus yon ~tiobiliverdin IV-v (1)* wiedergegeben: Diese Ab- 
bildung enth/~lt aueh das entfaltete Spektrum als Reehteekverteilung 
naeh f~nfzehn Entfaltungssehrit ten,  die der nattirliehen Linienform des 
Nl~-Niveaus von 1 entsprieht. Sehon die visuelle Inspektion dieser 
Verteilung lehrt - -  und das Einpassen yon Gaussf6rmigen Kurven  
best~tigt dies zahlenm~gig - -  dab es sieh mn drei fiberlagerte, 
unaufgelSste Banden neben einer davon abgesetzten Bande handelt. 
Drei Stiekstoffatome mit etwa gleieher Ladungsdiehte stehen einem 
vierten mit  erh6hter Ladungsdiehte gegenfiber. Die Bindungsenergien 
betragen 399,1 und 397,1 ( __ 0,3) eV. Ein v611ig gleiehartiges Bild erh/~lt 
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Abb. 1. Nls-R6ntgenphotoelektronenspektrum yon 1 und dessen Entfaltung 

man f/Jr die Bilatriene-abc 2 und 3. Die Bindungsenergien (Intensit~iten) 
betragen dort  399,2 (3) und 397,2 (1) bzw. 399,0 (3) und 397,0 (1) eV. 

Zun/~ehst mugte gekl/~rt werden, wie es bei den Bilatrienen-abc zur 
Gleiehartigkeit yon drei Stiekstoffatomen kommen kann: Die formale 
Csv-Symmetrie des Systems 1/~ftt ja prim/~r an ein Intensit/itsverh/iltnis 
yon 2:2 denken bzw. zusammen mit der Dissymmetrie des Pyrromethe-  
nen-Part ialstrukturelementes 4 sogar eines der Form 2:1:1 erwarten. 
Wie sehon mehrmals s, so bringt aueh hier das Studium von 
Modellverbindungen, die Par t ia ls t rukturen repr/~sentieren, eine L6sung 
des Problems: In Abb. 2 finder sieh eine Gegen/iberstellung der 
Bandenlagen und Intensit/i ten der R6ntgenphotoelektronenspektren 
im Bereieh des Nls-Niveaus der Verbindungen 1--7. W/ihrend man ffir 

* FormeIn siehe Abb. 2. 
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Abb. 2. Nls-Niveaus der Verbindungen 1- -7  (E = Ethyl ,  M = Methyl) 
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die Pyrromethen-Partialstruktur (vertreten durch Verbindung 4) zwei 
Signale gleicher Intensit~t erh~ilt, die dis kanonische Struktur im Sinne 
des Formelbildes beweisen 4, zeigt die Pyrromethenonstruktur (5) sine 
einzige, nicht aufgel6ste Bande. Das Charakteristikum des Pyrrome- 
thentyps wird in 6 und 7 jeweils von dem des Pyrromethenontyps 
~berlagert, so dag schlieBlich der Ph~inotyp der Nls-Spektren yon 1--3 
verstgndlich wird. Die Zuordnung der Banden zu den einzelnen 
Stickstoffatomen des Molekfils ist damit evident. Dies wird noch dureh 
die Gegenfiberstellung der Spektren yon 1--3 mit dem des Porphins 
84, 9 erggnzt : Die dort auf Grund theoretischer Uberlegungen getroffene 
Zuordnung der Stickstoffsignale zum Pyrrol- bzw. Pyrrolenintyp wird 
durch die experimentelle Ableitung in Abb. 2 best/~tigt. 

Der zweite wesentliche Aspekt im Bereieh der Chemic der 
Pyrrolpigmente im allgemeinen und der Gallenpigmente im beson- 
deren ist das Problem der Tautomerie 10-12. Wie in einer Studie fiber die 
Tautomerie yon Pyrromethenen mitgeteilt wurde, liegt bei diesen 
Systemen ein Gleichgewicht zweier Formen mit kanonischer Bindungs- 
anordnung und nicht eine C2~-symmetrisehe Species vor, wie dies 
NMR-Messungen zun/~chst nahe legen 4,1t. Diese Aussage gilt auch ffir 
die Bilatriene-abc (vgl. Abb. 2): Im Bereieh der Bindungsenergie des 
Pyrroleninstickstoffes yon 4 finder sich aueh bei 1--3 ein Signal. Dieser 
Befund erg~tnzt bestens die Aussagen der R6ntgenstrukturanalyse des 
Biliverdindimethylesters13, wo im Bereich der Pyrromethen- 
Partialstruktur eher symmetrische Verhgltnisse vorzuliegen scheinen. 
Im kristallinen Zustande hat man es bei Bilatrienen-abc also mit einem 
Pyrromethen zu tun, das mit zwei Lactamfragmenten in den Stellungen 
5,5' substituiert ist. 

oc~ 

9 

Bei den Bilatrienen-abc ist die Lactamform des Biliverdindimethyl- 
esters durch die r6ntgenstrukturanalytische Untersuehung 13 zwei- 
felsfrei bewiesen. Im R6ntgenphotoelektronenspektrum yon 1--3 
findet sich im Bereich ffir die Pyrrol- und Laetam-Stickstoffatome das 
entspreehende Signal in dreifaeher Intensit~t, bezogen auf das 
Pyrroleninsignal des Pyrromethenfragmentes. 
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Ffir die Biladiene-ac - -  der wichtigste Ver t re ter  ist hier das 
Bilirubin (E B = 399,2 eV) 4 - -  erhi~lt man  Nls-Spektren,  die prakt isch  
deckungsgleich zu jenen der Verbindung 5 sind. Der  Vergleich dieses 
Ergebnisses mit  dem Spektrum der ,fixierten Lact imform" 9 (E  B = 

= 399,2 und  3 8 7 , 8 _  0,2eV) oder auch des Dimethoxybi l i rub indime-  
thylesters  10 beweist  zusammen  mit  der RSn tgens t ruk tu rana lyse  14 einer 
zu 5 analogen Verbindung,  da~ Bilirubin im kristall inen Zus tand  in der 
B i s -Lac tamform vorliegt. Dieses wichtige Detai l  der S t ruk tu r  des 
Bilirubins blieb bei einer RSn tgens t ruk tu rana lyse  1~ dieses P igments  
ungekl~rt ,  da die s tarke if i t ramolekulare Wassers tof fbr f ickenbindung 
zwischen L a c t a m f r a g m e n t e n  und  Propionsi iuresei tenket ten die Lokali-  
sat ion des Wassers tof fa toms  und  dami t  die En t sche idung  zwischen 
Lac tam-  und  Lac t imfo rm vereitelte. 

Dank 

Die vorliegende Untersuchung wurde dutch den Fonds zur FTrderung der 
wissenschaftlichen Forschung (Projekt Nr. 2732) unterstiitzt. Die MTglichkeit 
zur Messung der RTntgenphotoelektronenspektren an dem aus Mitteln des oben 
~enannten Fonds erworbenen Spektromcter verdanken wit dem hilfreichen 
Entgegenkommen yon Frau Dr. M. F.  Ebel und Herrn Prof. Dr. H. Ebel, 
Institut ftir Technische Physik der Technischen Universititt Wien. 

Experimenteller Teil 

Darstellung und Eigenschaften der untersuchten Verbindungen wurden 
bereits beschrieben : 116,17, 217, 3 is, 4197 520, 0217 722, 8 ~, 924, Dimethoxybili- 
rubindimethylestcr 25. Bilirubin war p.A. ttandelsware (ffir ihre Uberlassung 
danken wir Herrn Dr. K.  Bauer, Fa. Werfft-Chemie, Wien, sehr herzlich). 

Die Messung der RSntgenphotoelektronenspektren erfolgte mit einem 
McPherson-ESCA-36,Spektrometer: Mg-Anode, 6 kV, 40 mA ; 2 �9 10 .7 Torr. Man 
akkumulierte iew.eils 100Spektren. Die Details fiber Aufladungskorrektur, 
Kalibrierung und mathematischer Spektrenanalyse bei Bandenfiberlappung 
(Entfaltung) finden sich in der Literatur 6, 7. Von der Unversehrtheit der Proben 
nach der RTntgenbestrahlung vergewisserte man sich durch AblTsen und 
spektrophotometrische Kontrolle. 
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