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On the Chemistry of Pyrrole Pigments, X X X  VIII:  
On the A88ociation of Bile Pigment8 

The long standing problem of solvent dependent absorption spectra of 
certain bile pigments such as bilirubindimethytester has been solved by 
measurement of molecular masses by means of vapour pressure osmometry. 
Using this method and the investigation of the concentration and temperature 
dependence of the absorption spectra on several model compounds an asso- 
clarion equilibrium for pigments of the rubinoid structural type could be 
confirmed. Moreover the optical properties of the coexisting species and the 
corresponding equilibrium constants could be deduced by spectroscopic teeh- 
niques. Verdinoid pigments lacking free carboxylic functions on the other hand 
tend to be monomeric in solution. A heteroassoeiated species involving 
equimolar amounts of a verdinoid and a rubinoid pigment could be verified 
existing on adsorbents like silicagel. 

( K eywords : Association equilibria; Bile pigments; Bilirubindimethylester ; 
Molecular masses) 

Einleitung 

Untersuchungen des Assoziationsverhaltens porphinoider Pigmente 
nehmen in der Literatur2 einen breiten Raum ein - -  entsprechende 
Daten ffir die linearen tetrapyrrolischen Systeme sind hingegen k~um 
zu finden 3. Anls einer Studie fiber die Eigensehaften des Gallen- 
pigment-Part ialstruktursystems , ,Pyrromethenon" konnte gezeigt 
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werden, da[3 die betonte AbhSmgigkeit der spektroskopisehen Eigen- 
schaften vom LSsungsmittel in erster Linie auf das Assoziationsver- 
halten dieser Verbindungen zurfiekzufiihren ist 4 - -  ghnlieh ist die 
Situation beim Emissionsverhaltena. Eine entsprechende Unter- 
suchung im Bereich der integralen Systeme, die ja letzten Endes immer 
das Ziel des Studiums yon Part ialstrukturen darstellen, war bislang 
noch ausst~ndig. Die vorliegende Mitteilung ist dem Ph~nomen der 
Assoziation yon verdinoiden und insbesondere rubinoiden Gallen- 
pigmenten und dessen Auswirkungen auf die absorptionsspektros- 
kopisehen Eigensehaften gewidmet. 

Methodik 

Die Verbindungen 1, 2, 4 4  und 8--11 wurden in der Literaturl, 4, 6, 7, s 
besehrieben. 3 stellte man in Analogie zu Lit. 6 aus XanthobilirubinsSmre 9 und 9 
mit naehfolgender Trennung der drei m6gliehen Produkte dar. Schmp. 
143--144~ die spektroskopischen Daten (MS, IR, 1H-NMR) sind in Uber- 

H3COOC COOCH 3 COOH 

1 2 3 4 

H 3 ~ H  3 HOOC COOH 

5 6 7 8 

9 10 11 
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einstimmung mit der Struktur.  Bilirubin (7) war kommerziellen Ursprungs 
(Fluka). Es wurde bei diesen Verbindungen nieht nur auf die einwandfreie 
spektroskopisehe IdentitS~t geaehtet, sondern aueh dutch CHN-Analyse sieher- 
gestellt, dab evtl. anhaftendes L6sungsmitt.el usw. nieht zu einer Verf/~lsehung 
der Einwaagekonzentrationen ffihren konnte. Ffir die Bestimmung der Mol- 
massen verwendete man ein Knauer Dampfdruckosmometer (Mef3temperatur 
45 Grad). Die L6sungsmittel waren yon p. A. bzw. Uvasol-QualitSot (Merck) - -  
Chloroform filtrierte man unmittelbar vor Verwendung fiber A120a (neutral, 
Akt. I I - - I I I ) .  Als Eiehstandard land Benzil, mehrfaeh kristallisiert und 
sublimiert, Verwendung. Die UV-VIS Daten erhielt man auf den Cary-15- bzw. 
Uvikon-800- bzw. Perkin-Elmer-330-Spektrometern (Konzentrationsbereieh 
2" 10~--5  �9 10 6 mol 1 1, 8ehiehtdicken 1 und 10 mm). Die Temperaturmessung 
ertblgte unmittelbar am Kfivetteninhalt  (+ 0,1Grad). Die Extinktionen bei 
versehiedenen Temperaturen wurden ffir die Volums/inderung m i t d e r  Tem- 
peratur  korrigiert. Die Bereehnung der Gleiehgewiehtskonstanten K sowie der 
Spektren der beiden Spezies yon 6 erfolgte mit Hilfe des Reehenprogramms 
~'IINUIT an der Grol3reehenanlage CDC 73 des lnterfakult/iren Reehen- 
zentrums der Universitgt Wien. 

Ergebnisse und Diskussion 

1. Homoassoziate 

1.1. Verd ino lde  P i g m e n t e  

Die D~ten  der  Tabe l le  1 zeigen, d~13 n u t  ffir den Fa l l ,  daft ein 
B i l~ t r i en -abe -Ske l e t t  fiber eine freie C a r b o x y l g r u p p e  verff igt ,  m i t  e iner  
Assoz ia t ion  zu reehnen  ist. I m  f ibl iehen K o n z e n t r a t i o n s b e r e i e h  spek-  
t r o p h o t o m e t r i s e h e r  Messungen (10 3 10 Zmol 1 1) k a n n  j edoeh  die 

Tabelle 1. Molmas~en verdinoide~" Pigmente in ChIor@rm 

Verbindung Mber. Mexp. c (mol kg 1) 

1 498 509 _+ 10 0,01 --4),007 
2 610 615 _+ 10 0,01 ~ , 0 0 6  
3 544 949 -- 30 0,006-4),004 
4 510 503 __+ 10 0,009~0,006 

Assoz ia t ion  bei P i g m e n t e n  ohne freie C a r b o x y l g r u p p e n  n ieh t  ffir 
spek t ro skop i sehe  Ph/i, nomene  v e r a n t w o r t l i e h  g e m a e h t  werden.  Sind 
j edoeh  freie C a r b o x y l g r u p p e n  anwesend,  so is t  yon  F a l l  zu Fa l l  der  
A s s o z i a t i o n s g r a d  abzukl~tren, ehe Aussagen  z .B .  fiber die K o r r e l a t i o n  
zwisehen S t r u k t u r  und A b s o r p t i o n s s p e k t r e n  g e m a e h t  werden  k6nnen.  
Obwohl  also im K r i s t a l l v e r b a n d  fiber die L a k t a m f u n k t i o n  aueh bei  
, , unpo la ren"  P i g m e n t e n  Dimere  ausgeb i lde t  werden  1~ ist  die Asso- 
z i a t i o n s k o n s t a n t e  ffir diesen Prozel3 im gel6s ten  Z u s t a n d  zu klein,  u m  



202 H. Falk u. a.: 

im Konzentrat ionsbereich unterhalb von 10 ~mol 1 1 innerhalb der 
Mel3genauigkeit irgendwelehe Folgen ffir die Absorptionsspektren zu 
zeigen. Ein K yon etwa 1 ffir 10, welches die /ibliehe Lak tam-  
Dimerisierung einzugehen vermag 4, unterstreieht  diesen Bet\rod sehr 
deutlieh. 

1.2. Rubinoide Pigmente 

1.2.1. Molmassen 

Sehon in sehr verdfinnten LSsUngen pr/isentiert sieh 5 in Chloroform 
offenbar vorwiegend als Dimeres. 6 stellt in Chloroform ein teilweise 
aggregiertes System dar, das sieh in Methanol v611ig auf  die Seite des 

Tabelle 2. Molmas~'en rubinoider Pigmente 

Verbindung Mber. Mexp. c (mol kg 1) L6sungsmittei 

5 500 966 • 25 0,0074,0003 Chloroform 
6 612 1 110 _+ 30 0,01 4 , 0 0 5  Tetrahydrofuran 
6 612 850 _+ 20 0,02 ~4),002 Chloroform 
6 612 595 _+ 30 0,002 0 ,001  Methanol 
8 512 520 _+ 15 0,00744),005 Chloroform 

Monomeren dr/~ngen 15~gt. Die steriseh stark gehinderte und ihres 
Lak tam-Pro tons  beraubte  Verbindung 8 zeigt keine Tendenz zu Asso- 
ziatbildung. Leider reiehte die L6sliehkeit yon 7 nieht ffir eine ver- 
15oBliehe Messung aus m. Die Daten ftir die Konzentrationsabh/~ngigkeit  
der seheinbaren Molmassen von 6 in Chloroform und Tet rahydrofuran  
waren ffir die Best immung yon Gleiehgewiehtskonstanten (vgl. Lit. 4) 
nieht ausreiehend genau zu erhalten. Die in Tabelle 2 angeffihrten 
Werte sind Mittelwerte fiber 4 - -8  Messungen im dort angegebenen 
Konzentrationsbereieh.  

I m  Fall yon 5 wird eine sehr wirkungsvolle intermolekulare Weeh- 
selwirkung offenbar, die ihre Analogie im diesbezfigliehen Verhalten des 
Pyrromethenons  9 hat  4. Die Anwesenheit s tarker  polarer ges te  am 
rubinoiden Skelett (6) dfirfte diese starke Weehselwirkung etwas 
konkurrenzieren (vgl. dazu die Kris ta l ls t ruktur  des Bilirubins m) die 
Art  des L6sungsmittels spielt, wie sieh dies beim Methanol zeigt, eine 
entseheidende Rolle. Das Verhalten von 8 ist vSllig analog zu jenem des 
Pyrromethenons  11 - -  hier sind praktiseh keine M6glichkeiten fiir die 
Ausbildung genfigend starker  intermolekularer Wasserstoffbrfieken- 
bindungen mehr vorhanden. 
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Abb.  t. UV-Spek t r en  von  5 - - 8  in Methanol  (a), Py r id in  (b), Te t r~hyd ro fu ran  
(c), Chloroform (d) und  Cyclohex~n (e), c = 3" 10 5mol 1-1, 25~ 
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Abb.  2. UV-Spek t r en  von  6 in T e t r a h y d r o f u r a n  (Cl* = 3 , 3 " 1 0  4mo11-1, 
dz = 1 mm,  Ex t i nk t i ons be r e i eh  E B  1 = 0- -2 ,56  ; % = cl/4, d2 = 1 ram, 
EB2 = 0-4 ) ,64 ;  c.a = ca~4, d3 = 10ram, EBa = 0 - -1 ,6 ;  c4 = c3/4, d4 = 10ram, 
E B  4 = 0- -0 ,4  ; t = 25 ~ sowie die bereohneten  Absorlot ionsspektren der  mono-  

meren  (M) und  d imeren  (D) Spezies yon 6 

* Beim i~bergang zu h6heren  K o n z e n t r a t i o n e n  t r i t t  keine gusgepr/ igte 
A n d e r u n g  des Spek t r en t yps  ein, ebensowenig  wie bei Un te r seh re i t en  yon % 
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1.2.2. As~oziation und Absorptions~pelctren 

In  der Abb. 1 sind die spektroskopisehen Beobachtungen an den 
rubinoiden Pigmenten 5- -8  zusammengefaftt ,  die sich aus der Variation 
des L6sungsmittels ergeben. 

Da aus der Messung der Molmassen fiir 5 eine assoziierte Spezies und 
ffir 6 eine aggregierte in Chloroform bzw. Tet rahydrofuran  und eine 
monomere in Methanol' feststeht,  ist aus Abb. 1 eine Ursache ffir die 
ausgeprS~gte L6sungsmittelabh~ngigkeit  der Absorptionsspektren yon 
5 und 6 evident. 7 und 8 zeigen hingegen in diesem Konzentrat ions-  
bereieh nut  eine geringe L6sungsmittelabh/ingigkeit,  die offenbar die 
Einflfi~se der Solvatation widerspiegelt. Auf Grund dieser Ergebnisse 
sind Monomerengleiehgewiehte, wie tau tomere  Umlagerungen oder 
Konformationsversehiebungen,  ffir die In terpre ta t ion  der spektrosko- 
pischen Ph/tnomene 3 nieht in Betracht  zu ziehen. Was das Tautomerie-  
gleichgewieht bei 6 anbelangt,  konnte gezeigt werden, dab in L6sung 
die Bis -Laktamform gegenfiber Lakt imformen um wenigstens vier 
GrSl3enordnungen bevorzugt  wird 1~ einen weiteren Befund liefert die 
Untersuchung der Gfiltigkeit des Lambert-Beersehen Gesetzes (vgl. 
Lit. 4,11): 

Liegt n/~mlich in einem best immten L6sungsmittel  ein Gleieh- 
gewieht zwischen Monomeren und Assoziaten vor, so sollten Form und 
IntensitS~t der Absorpt ionsbanden eine Abh/tngigkeit v o n d e r  Konzen- 
t rat ion zeigen. Besonders einfaeh 1/tl3t sich dies an Verdfinnungsreihen 
demonstrieren, wie dies in Abb. 2 gezeigt wird. 

Fiir dieses Gleiehgewieht lgBt sieh fiber K = c2/c~, 
E " =  (~)icl + ~ce ) ' d ,  c 2 = (c 0 - Q ) / 2  und Megwerten ffir einen Satz von 
Wellenl/~ngen (Z) im interessierenden Spektralbereieh (cl = K o n -  
zentrat ion an Monomerem, c~ = Konzentra t ion an Dimerem, c o = Ein- 
waagekonzentrat ion,  d = Sehiehtdicke) sowohl die Gleiehgewichts- 
konstante  als aueh das Absorpt ionsspektrum der jeweiligen Ext rem-  
komponente  abseh/~tzen. Das Ergebnis ffir 6 gelSst in Tet rahydrofuran 
mit K = 12 000 +_ 2 0001 tool -1 liefert die in Abb. 2 eingetragenen Ab- 
sorptionsspektren ftir die monomere und dimere Spezies von 6. Der 
dominierende Vorgang im obigen Konzentrat ionsbereieh ist demnaeh 
der bimolekulare Prozel3 der Dimerisierung. Die Absorptionsspektren 
der beiden Spezies zeigen deutlieh die zu erwartende Aufspaltung 
bichromophorer Systeme 4, 14. Der Vergleich mit  dem Wert  ffir K von 5 
(4:2 000 _+ 5 0001 tool 1) zeigt, dab bei 6 offenbar ein Konkurrenzgleich- 
gewieht unter  Beteiligung der Esterfunkt ion (siehe auch die Mob 
massen, Tabelle 2) vorliegt. 

Assoziationsgleiehgewiehte sind in der Regel auch yon der Tempera-  
tur  abh/ingig - -  Abb. 3 enthttlt ein solehes typisehes Experiment .  Das 
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A b s o r p t i o n s s p e k t r u m  wird,  wie zu e rwar t en ,  bei T e m p e r a t u r e r h S h u n g  
in R i e h t u n g  des S p e k t r u m s  der  m o n o m e r e n  Spezies  versehoben .  Aus  
den  D a t e n  1/~gt sieh ein A H o yon  7 _+ 2 k J  tool -1 und  wei ters  Bin A S o 
yon  50 __ 10J  mo1-1 g r ad  -1 abseh/~tzen. Dieser  pos i t ive  E n t r o p i e w e r t  
s t eh t  ira. Gegensa tz  zu den  D a t e n  der  f ibl iehen Dimer i s ie rungsg le ieh-  
gewiehte  (AS ~ < 0) und  dfirf te  eine t yp i sehe  E igenseha f t  r ub ino ide r  
S y s t e m e  sein. 

t 1 
t 2 

t 3 

t 3 
t 2 

E 

1- 

3 5 0  z~O 5 b o  nrn 

Abb. 3. UV-Spektren yon 6 (Tetrahydrofuran) bei t 1 = 15,6, t2 = 30,5 und 
ta = 45,0 ~ (c = 1,6" 10 -4 mot 1-1, d = 1 ram) 

Dieser Befund steht in seheinbarem Widersprueh zur k/irzlich mitgeteilten 
Beobaehtung 15, naeh der bei Temperaturerh6hung die kurzwellig absorbie- 
rende Form dominiert. Diese Messungen wurden jedoeh bei zehnfaeher Ver- 
dfinnung durchgefiihrt nnd weisen auf zwei monomere Formeln mit unter- 
schiedliehen Absorptionsspektren bin. 

Was das Emissionsverhalten anbelangt, konnte schon an Pyrromethenonen wie 
9 der dramatisehe Unterschied im Verhalten zwisehen monomer gel6ster und 
assoziierter Spezies dokmnentiert  und interpretiert  werden 4, 5,16 __ die inter- 
molekularen Wasserstoffbr/ickensysteme erlauben eine rasehe strahlungslose 
Desaktivierung, die zur Abnahme der Fluoreszenzquantenausbeute um 
wenigstens zwei Gr68enordnungen ffihrt. 

Das  oben abge le i t e te  Assoz ia t ionsg le iehgewieh t  des T y p s  
A + A = A2 ffir rub ino ide  8 y s t e m e  k a n n  abe r  auoh fiber die Assozia-  
t ion  yon  A mi t  F r e m d m o l e k f i l e n  ges t6 r t  werden ,  wie dies z .B .  mi t  
e inem P y r r o l i n o n  (P) in Abb .  4 gezeigt  wird.  E r h 6 h u n g  der  Konzen-  
t r a t i o n  dieses L a k t a m s  b e w i r k t  eine Anre i ehe rung  der  Spezies,  die bei  
1/~ngeren Wel lenl / ingen a b s o r b i e r t  und  die d e m e n t s p r e c h e n d  v o m  T y p  
A P  oder  P A P  sein dfirf te.  Dieses P h g n o m e n  zeigt  sieh aueh bei  Zusa tz  

14" 
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yon Wasser oder anderen stark wasserstofllortiei~enbindenden 

Agentien. 
Die obigen Exper imente  geben klar das Vorliegen yon Assoziations- 

gleichgewichten der Art, Monomer = D i m e r  und gegebenenfalls 
Dimer = Oligomere, die naturgem/s von LOsungsmittel und Tempera~ 
tur  abh/~ngen, zum Ausdruck. Die spektroskopisehen Eigenschaften 
von Bilirubin (7) in wenig polaren L6sungsmitteln weisen sehr auf  eine 
intramolekulare Abs/~ttigung der Wasserstoffbr/ieken hin; f~r das 
Assoziationsgeschehen in polaren L6sungsmitteln wurden kfirzlieh vor 
allem ftir w/s L6sungen des Dianions ausfiihrliehe Daten  mit- 
geteilt 11. 

| B 

/ 
ioo 5boSom' 

Abb. 4. UV-Spektren yon 6 (Tetrahydrofuran) c = 2:5" 10 _4 mol 1 1 (a) und nach 
Zusatz yon 6:6" 10 u, 1,3' 10 -2, 2,6" 10 -2 und 5,3" 10 -2 tool 1-1 4-Ethyl-3-methyl- 

3-pyrrolin-2-on 

2. Heteroassoziate 

LSst man 1 und 5 in etwa gleichen Mengen in Chloroform und 
appliziert eine Mischung dieser L6sungen auf ein Adsorbens (z.B. 
Silikagel), so wandert  bei chromatographischer Entwicklung (Chloro- 
form/Methanol  = 50/1) neben Spuren der Edukte  [R~(1) = 0,7; 
Rf(5) = 0,6] eine griin gef/trbte Bande: welche einen Rf yon etwa 0,1 
aufweist. Diese 15~13t sieh auch pr~parat iv  isolieren und zeigt ein 
definiertes Schmelzverhalten (Schmp. 245--247 ~ Dureh Ausschiit- 
teln mit  verdfinnter S~ture l~tl3t sich der Komplex  m/ihelos in die Edukte  
zerlegen. Die Best immung der scheinbaren Molmasse yon I + 5 in 
Chloroform gibt jedoeh keine ausgepr~igte Abweichung yore zu erwar- 
tenden Wef t  (aus den Daten  der Tabellen 1 und 2 kann man ftir ein 
~quimolares Gemisch einen Erwar tungswert  von 738 absch~tzen, die 
Messung bei c = 0,01 tool kg 1 ergab 775 _+ 15). Das auf Adsorbentien 
stabile Heteroassoziat  eines verdinoiden und rubinoiden Pigmentes 
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dfirf te  d e m n a e h  in Ch lo ro to rm-LSsung  of fenbar  ke ine  aus re ichende  
Stabilitgot bes i tzen  - -  bier  f iberwiegt  die S t a b i l i t s  des rub ino iden  
Homoassoz i a t e s .  E i n e n  Hinweis  l iefert  auch  der  U m s t a n d ,  daft diese 
A r t  eines Assoz ia tes  n ich t  geb i lde t  wird ,  wenn eine de r  K o m p o n e n t e n  
s te r i sch  geh inde r t  ist,  wie dies bei den P a a r e n  4 + 5 und  1 + 8 der  Fa l l  
ist.  
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