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On the Chemistry of Pyrrole Pigments, X L I I I :  
The Temperature Dependence of Light A bs'orption of Bilirubin and Some o]' it,~ 

Derivatives 

By Lambert-Beer-experiments at different temperatures in the range from 
290 to 80K of solutions containing Bilirubin (2), its dimethytester 3, its 
dimethoxydimethylester derivative 4 and aetiobilirubin-IV-~ (1) in 2-methyl 
tetrahydrofurane the preponderance of an association equilibrium determining 
the spectral changes upon cooling in the case of 1 and 3 was deduced. By 
protonation studies of partial  structures 5 and 6 as well as of the integral 
pigments 3 and 4 the lactamdaetim equilibrium was proved to be on the side of 
the laetam tautomer at low temperatures as well  Upon cooling a zwitterionic 
species was detected in ease of compound 2. The eonformational aspects in cases 
where a disturbance by the equiblibria given above could be ruled out are 
discussed. A warning is given to use low temperatures measurements of 
absorption and luminescence properties to gain structural a.nd photochemical 
informations without previously establishing the nature of the solutions very 
carefully. 

(Keywords: A.s.sociatio~; Bilir~bi~ and derivatives; Tat~tomeri~sm; Variable 
tempera, tare UV V1S spectra) 

Einleitung 

Messungen des a b s o r p t i o n s s p e k t r o m e t r i s e h e n  Ve rha l t en s  und der  
I ,umineszenzeigensehaf t ,en  yon  organisehen  V e r b i n d u n g e n  in Abhgn-  
g igkei t  yon  der  T e m p e r a t u r  und  insbesondere  bei t iefen T e m p e r a t u r e n  
kSnnen  wer tvo l l e  I n f o r m a t i o n e n  fiber Gle iehgewiehte ,  Molekfilzu- 
s t~nde  und  die meis t  d a m i t  ve rkn t i p f t en  p h o t o e h e m i s e h e n  A s p e k t e  
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liefern. Die Absorptionsspektrometrie und Photoehemie rubinoider 
Gallenfarbstoffe ist vor allem in Hinbliek auf strukmrelle Aussagen 
fiber diese Pigmente im gelSsten Zustand und auch hinsiehtlieh der 
Therapie bestimmter StoffwechselstSrungen von Bedeutung 2. Ent- 
sprechende Untersuchungen an einzelnen rubinoiden Systemen, ins- 
besondere hinsichtlich der Lumineszenzerscheinungen, finden sich wohl 
in der Literatur (z.B. 3-7), jedoeh stehen Messungen einander er- 
g/~nzender Derivate unter vergleiehbaren Bedingungen noch aus. Wei- 
ters mangelt es an einer Analyse mSglicher Zustandsgnderungen, die 
dutch die Variation innerhalb eines weiteren Temperaturbereiches 
eintreten kannen. 

Die vorliegende Mitteilung hat  nun die Messung der Temperatur- 
abhSmgigkeit der Absorptionsspektren yon Bilirubin und einigen seiner 
Derivate unter vergleiehbaren Bedingungen zum Inhalt,  wobei eine 
weitgehende Analyse aller Zustandsaspekte versueht werden soll. 

Methodik 

Die in der folgenden Formelfibersieht zusammengestellten Verbindungen 1 
und 3--6 sind in der Literatur besehrieben s-12 bzw. kommerziellen Ursprnngs 
(2, p. A., Fluka). Ihre Identit&t und Reinheit fiberprfifte man durch 13C- und 
1H-NMR-Spektroskopie (FT 80 A, Varian), differentialdampfdruekosmometri- 
sche Molmassenbestimmung (Knauer) und Dfinnsehichtehromatographie. Als 
L6sungsmittel verwendete man 2-Methyltetrahydrofuran (p. S., Merck); man 
destillierte es zun~chst fiber Call2 und unmittelbar vor Gebrauch fiber K unter 
Argonschutzgasatmosph/~re; Methanol (Uvasol, Merck) wurde unmittelbar 
eingesetzt. Ffir die Lichtabsorptionsmessungen verwendete man das Perkin- 
Elmer-UV-VIS-NIR-330-Spektrophotometer. Die entgasten L6sungen (5--10 
Cyclen) wurden in 0,1 und l era dieken Quarzkfivetten in einem optisehen 
Oxford-CF-204-Kyrostaten mit Temperatursteuerung (_+ 0,1 K, absolute Ge- 
nauigkeit _+ 1K dutch Eichung mit dem Siedepunkt yon ft. N2 und amtlieh 
geeiehten Pentan-, Alkohol und Queeksilberthermometern) gemessen. Die 
Abkfihlraten betrugen nieht fiber l°/min. Vom eingestellten Gleichgewieht 
fiberzeugte man sieh bei der jeweiligen MeStemperatur (es wurde ein Tempera- 
turintervall von 10 20 ° eingehalten. Die Abbildungen enthalten jedoeh nur 
ausgew/~hlte Spektrenzfige) dutch mehrere Messungen fiber einen Zeitraum yon 
etwa einer Stunde. Ebenso kontrollierte man die ReversibilitS=t der beobach- 
teten Erscheinungen durch einen dem Abkfihlvorgang folgenden Aufw~r- 
mungsprozeS. Die L6sungen wurden jeweils im Dunkeln bereitet; sie wurden 
nut vom MeBlicht, von dessen photochemiseher Ineffektivit/~t man sieh 
fiberzeugt hatte, getroffen. Ffir orientierende Versuche und solche mit groSer 
Abkfihlrate (ft. N2, ca. 600°/rain) verwendete man auch ein optisches Quarz- 
Dewar-Gef/~6 mit eingesetzter Quarzrohrkfivette und eingeffihrtem Thermo- 
element. Ffir die Lambert-Beer-Studien wurde die Verdfinnung jeweils durch 
eine Sehichtdiekenerhahung kompensiert (vgl. Lit. s). Die in den Abbitdungen 
eingetragenen Spektren wurden jeweils ftir die Volumskontraktion des LS- 
sungsmittels (als N/ihrung interpolierte man linear naeh dem ffir 2-Methyl- 
tetrahydrofuran zwischen 300 und 77K bestimmten Wert yon --21~0) korri- 
giert. Die Lage yon Schultern stellte man durch Derivativspektroskopie 
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(2. Ableitung) fest. Die PPP-Rechnungen ffihrte man mit einem PPP-SCF- 
LCAO-MO-CI-Reehenprogramm 13 in der frfiher angegebenen Parametrisie- 
rung 14 durch. 
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Ergebnisse und Diskussion 

Reversible Ver/~nderungen im absorptionsspektrometrischen Ver- 
halten yon organisehen Verbindungen mit der Temper~tur kSnnen ira 
wesentlichen vier Urs~ehen haben: Assoziationsgewiehte, Tautomerie- 
gleiehgewichte, Protonierungs- oder Deprotonierungsgleiehgewichte 
und sehliel31ieh Konformationsgleiehgewiehte. Im Folgenden soll nun 
versueht werden, die 24nderungen der Absorptionsspektren der einzel- 
nen Verbindungen 1--4 mit der Temperatur  auf diese Ursaehen 
zurtickzuffihren bzw. sie gegebenenfalls ~ueh auszusehliel3en. 

1. Assoziationsgleichgewichte 

In einer Studie fiber die Assoziation yon Gallenpigmenten s konnte ffir 
rubinoide Verbindungen gezeigt werden, da~3 sie in relativ unpolaren Lfsungs- 
mitteln ein Monomer--Dimer Gteiehgewicht eingehen. So zeigt 1 bei gaum- 
temperatur in Tetrahydrofuran ein K yon 4,2' 104 und 3 eine Gteiehgewiehts- 
konstante von 1,2' 104. Dies bedeutet aber, dab in diesem LSsungsmittel im 

8* 
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Bereieh yon 10 4 tool 1 1 dieses Gleiehgewicht das absorptionsspektrometrische 
Bild dominiert. Fiir dieses Gleichgewicht wurde f/Jr 3 auch eine Abschgtzung 
der thermodynamischen Gr6Ben AH ° (--7 kJmo~ 1) und AS ° (50Jmol-lgrad-1) 
vorgenommen s. Hieraus folgt, dab bei einer Temperaturabsenkung um 200 ° 
sich die relative Konzentration an Dimerem guch bei sehr kleinen Kon- 
zentrationen gegebenenfalls um mehr als zwei Gr613enordnungen erh6hen kann. 

Lambert-Beer-Experimente f~ir 1 ~  im gegen/iber Tetrahydrofuran 
etwas unpolareren 2-Methyltetrahydrofuran geben fiir 2 und 4 im 
Konzentrationsbereieh von 10 3 bzw. 10 _2 und 10 -7 moll 1 praktisch 
keine Ver/inderungen hinsichtlich Bandenlagen und relativen Intern 
sitS~ten. Fiir 1 und 3 erhS, lt man bei Raumtempera tur  ein zu dem in 
Tetrahydrofuran analoges Verhalten, das in zwei Aspekten jedoch 
unterschieden ist : I m  Bereich um 10 -1 tool 1 1 scheint es zur Ausbildung 
yon Oligomeren zu kommen [ 1 : 3 7 9  und 425 (sh)nm, Intensitg~ts- 
verh/iltnis von kurz- zu langwelligen Banden ca. 3,6; 3 : 3 9 5  und 
467 (sh) nm, Intensit/ttsverh~tltnis 5,0]. Das Dimere ist dann jeweils bis 
zu einem tieferen Konzentrationsbereieh stabil 1~ [1: K ca. 9" 104, 
Zweibandensystem bei 376 und 420 (sh)nm, Intensit/~tsverhg, ltnis 4,0; 
3 : K ca. 3" 104, Zweibandensystem bei 396 und 445 (sh) nm, Intensit~ts- 
verh~ltnis 3,5]. Die jeweiligen Monomeren, die sieh bei 10-Tmol1-1 
beobaehten lassen, zeigen demgegenfiber ein etwas bathoehrom ver- 
sehobenes, hinsichtlieh der Intensit/itsverh~ltnisse geringfCigig ver- 
~tndertes Zweibandensystem [ 1 : 3 8 4  und 425 (sh)nm, Intensit/ttsver- 
h~ltnis 2,0; 3 :408  und 450 (sh)nm, Intensit~itsverhS~ltnis 1,9]. 

Diese Spezies l~f~t sieh jeweils auch dureh Titration mit Methanol 
erhalten : In Mischungsreihen von 2-Methyltetrahydrofuran mit Methar 
nol bei einer Konzentrat ion von 4" 10 5mo11-1 an 3 ~ndert sich der 
Spektraltyp des Dimeren (396/445 nm) im Bereich yon 3~o Methanol zu 
jenem des Monomeren in 2-Methyltetrahydrofuran (408/450nm), um 
dann ab etwa 10~o kontinuierlich in den Spektraltyp des Monomeren in 
Methanol [415(sh)/450nm, Intensit~tsverhg, ltnis 0,8] iiberzugehen. 
F~r 1 und 3 wurden fiir Methanol auch bei hohen Konzentrationen 
monomolekulare LSsungen naehgewiesenS. 

Das spektroskopische Verhalten von in 2-Methyltetrahydrofuran 
gelSstem 1 und 3 bei Temperaturabsenkung bringt nun jene Kompli- 
kationen mit sich, die sieh aus den thermodynamischen Daten von 
TetrahydrofuranlSsungen erwarten lassen. Geht man bei 1 und 3 yon 
LSsungen aus, in denen das Dimere dominiert (1-10 -4 bzw. 
2"10-4mo11-1), so beobachtet man bei Temperaturabsenkung das 
Entstehen einer neuen Spezies (1: 446, 473nm~ Intensit/ttsverh/~ltnis 
0,6; 3: 475nm, Sehulter bei 460nm, Intensitgotsverh/iltnis ca. 0,9; 
jeweils bei 100K). Da diese bei geringeren Konzentrationen zuriick- 
gedrg~ngt wird, um schlief~lieh im Bereieh von 1" 10 -6 bzw. 
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2" 10- 6 tool 1--1 einer neuen Spezies P la tz  zu maehen  [1 : 370 (sh), 390ran 
und 430 (sh)nm, Intensi t 'a tsverhgl tnis  der , , H a u p t b a n d e n "  2,4; 3 : 4 1 9  
und 462 (sh)nm, Intensit / t tsverhfi l tnis  der , , H a u p t b a n d e n "  2,7], muB 
es sieh dabei um die spektroskopisehe Konsequenz  eines Assoziations- 
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Abb. 1. UV-VIS-Spektrum yon 1 in 2 Methyltetrahydrofuran [c = t '  10 4 (a), 
1.10-5(b) und l '10-a(e)moll- lJ  bei versehiedenen Temperaturen (K) 

[d = 0,1 (a); 1 b,c) em] 
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Abb. 2. UV-VIS-Spektrum yon 3 in 2-Methyltetrahydrofuran [c = 2 10 -4 (a), 
2 '  10 a (b) und 2" 10 -G (e)] bei verschiedenen Temperaturen (K) [d = 0,1 (a); 

1 (b, e) em] 

phgnomens  (01igomerisierung) handeln.  Inwiewei t  die le tz tgenannte  
Tief temperaturspezies  in hochverd t inn ten  L6sungen dimeren Charak-  
ter  ha t  (dies liege sich aus den t h e r m o d y n a m i s c h e n  Da ten  beim 
T e t r a h y d r o f u r a n  und  aueh aus den diskontinuierl iehen spektralen 
Anderungen  bei Tempera tu re rn iedr igung  vermuten) ,  konn te  nieht  
sehlfissig entsehieden werden. I n  Abb.  l und  2 ist dieses Erscheinungs-  
bild zusammenfassend  dokument i e r t  la. 

8** 
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2. Tautomeriegleichgewichte 

Das Problem der Laktam--Laktim-Tautonlerie bei Gallenfarbstoffen 
wurde mehrfaeh studiert 17. P~ubinoide Systeme liegen (basierend auf rSntgen- 
strukturanalytisehen und r6ntgenelektronenspektrometrisehen DatenlS, 19) im 
kristallinen Zustand in einer Bis-Laktamform vor. Ffir L6sungen kann fiber die 
Einkoppelung eines Protonierungsgleiehgewiehtes gesehlossen werden, daft die 
Laktamform um wenigstens vier GrSftenordnungen gegentiber der Laktimform 
stabilisiert wird 12. Diese Aussage ist direkt auf den Vergleieh der relativen 
Basizit~ten des Laktam-Carbonylsauerstoffes und des Laktimstiekstoffes (ge- 
messen jeweils an einem hinsiehtlieh der Tautomerie ,,fixierten" Derivat) 
zurfiekzuffihren. F~r eine K1/irung des Problems, ob Laktimformen das spek- 
troskopisehe Verhalten von rubinoiden Verbindungen bei tiefen Temioeraturen 
bestimmen, ist es daher lediglieh erforderlieh, die Frage zu beantworten, ob eine 
AnnSoherung oder gar Umkehr in den relativen BasizitS~ten dieser beiden 
Strukturelemente bei der Temperaturabsenkung auftritt. 

Die beiden Part ialstruktursysteme 5 und 6 wurden zun/~ehst bei 
293K in 2-Methyltetrahydrofuran dureh Zusatz yon SehwefelsS~ure 
partiell protoniert und der Protonierungsgrad bei Temperaturabsen- 
kung verfolgt. 5 ist bei 10 2 mol 1-1 H2S04 zu etwa ein Drittel protoniert 
(5: 380nm, 5"H+: 420nm), bei 100K zur H~lfte, wobei die Banden- 
lagen nut geringfiigig versehoben werden. 6 ist bei 10 4 mol 1 1 H2SO 4 zu 
einem Viertel protoniert (6 : 380 nm, 6 '  H + : 440 nm), bei 100 K ist dieser 
Anteil auf etwa 7/s erh6ht, wobei wiederum die Bandenlagen sieh nieht 
wesentlieh /mdern. Dies bedeutet, dM3 bei Abktihlung offensiehtlieh 
beide Verbindungen basiseher werden ein Effekt, der bei 6 stS~rker 
ausgeprS, gt ist. Damit  sollte sieh aber an der Lage des Tautomerie- 
gleiehgewiehtes - -  wenn man yon einer weiteren Bevorzugung des 
Laktams bei tiefen Temperaturen absieht - -  keine prinzipiellen Ande- 
rungen ergeben. Ein analoges Bild beobaehtet man bei den integralen 
Systemen 3 und 4: 10 ~moll 1 Sehwefels/iure protoniert 3 in 2- 
Methyltetrahydrofuran bei 290K zur H~Llfte (3' H+: 515nm), was bei 
100K auf etwa zwei Drittel erhSht wird. 4 erfS, hrt mit 10 -4mOll 1 
Sehwefels~ure bei Raumtempera tur  eine Protonierung zu einem Viertel 
(4' H+: 530nm). Der Ubergang zu 100K l~I3t praktiseh nut mehr eine 
protonierte Sioezies erkennen. Die Bandenlage der protonierten Form 
erfS~hrt in diesen Abktihlungsexperimenten bei 3 eine hypsoehrome 
Versehiebung yon 15nm, bei 4 eine bathoehrome Versehiebung yon 
5nm. 

Aueh im Naturstoffsystem ist demnaeh ein Invertieren der Lage des 
Laktam Laktim-Oleiehgewiehtes beim Abkiihlen ausgesehlossen--  es 
wird sogar eine weitere Bevorzugung der Laktamform eintreten, da die 
Basizit/~t der Laktilnform bedeutend stS~rker zunimmt als jene der 
Laktamform. 
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3. Protonierungs- und Deprotonierungsgleichgewichte 

Da weder das LSsungsmittel  noeh die Verbindungen 1 und 3 ~  
fiber genfigend saute Zentren verffigen, werden Banden, die solehe 
Vorg/inge signalisieren (vgl. die Bandenlagen der protonierten Spezies 
im vorangegangenen Absehnitt),  in den Tief tempera turspekt ren  dieser 
Verbindungen nieht beob&ehtet. Lediglieh beim Bilirubin selbst kfin- 
digt sieh dureh d&s Auftreten einer , ,Protonierungsbande" bei 509 nm 
(82 K) an (s. Abb. 3), dab die pK~-Werte  yon L a k t a m  und CarbonsS, ure 
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Abb. 3. UV-VIS-Spektrum von 2 in 2-MethyltetrahydroNran 
(c = 1 10 ~moll t) bei drei ausgew/ihlten Temperaturen (K) [d = 1 cm] 

sieh einander so weit n/ihern, daft eine partielle Umprotonierung zu 
einem Zwitterion im Bereieh des Wasserstoffbrfiekenbindungssystems 
zwisehen Lak tam und Carboxylgruppe ermSglieht wird. Die Na tur  
dieser Spezies wird einerseits durch den Vergleieh mit  der Lage der 
, ,Protonierungsbande" bei 3 bzw. Zusatz yon S/~ure zu 2, andererseits 
dureh den Hinweis erhgrtet,  daft diese Bande in 2 nieht auftr i t t ,  wenn 
die L6sung Ethyldi isopropylamin enth£1t. 

Ebenso reieht die zu erwartende Basizit~tserhShung des Ethers 2- 
Methyl te t rahydrofuran mit  sinkender Tempera tu r  nieht aus, die 
aufterordentlieh schwach aeiden Protonen rubinoider Verbindungen20 
abzul6sen. In  den Tieftemper&turspektren der Verbindungen 1 ~  
finden sieh keinerlei Anzeiehen f{ir einen solehen Vorgang. 

4. Kon]brmation~yleichgewichte 

Kraft.feldrechnungen an rubinoiden Gallenfarbstoffen geben eine Energie 
hyperfl/~ehe, f/it die ein breites, flaches ,,Energietal" charakt,eristiseh ist 1. In 
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diesem ,,TAP' liegen sgmtliehe, kaum voneinander energetisch untersehiedene 
Minima f/ir Verbindungen (wie z.B. 1 und 4), die nieht zur Ausbildung 
intramolekularer Nebenvalenzbindungen befghigt sind. Ist jedoeh eine Stabili 
sierung fiber intramolekulare Wasserstoffbrfiekenbindungen m6glieh, so liegen 
zwei enantiomere Konformere vor, die nur unter Aufbietung betrgehtlieher 
Energien ineinander fiberffihrt werden k6nnen - -  so z.B. bei 2 und insbeson- 
dere bei 4. 

Daraus lggt sich d~s spektroskopisehe Verhalten der Verbindungen 
1 4  verstehen: Beim Bilirubin (2) liegt bei Raumtempera tur  im 
unpolaren L6sungsmittel selbst bei h6heren Konzentrat ionen eine 
monomolekulare Spezies vor, die konformativ homogen ist - -  wie ja 
auch ein diesbezfigliches Exper iment  zur Interkonversion der beiden 
enantiomeren Konformeren 21 nahelegt. An dieser energetiseh stabilen 
Lage gndert  sich aueh bei Absenken der Temperatur  praktiseh niehts. 
Da auch Tieftemperatur-Lambert-Beer-Experimente bis 1" 10 -6 tool 1 1 
keine Hinweise auf die Konzentmtionsabhgngigkeit  des Verhaltens 
zeigen, gibt mit Ausnahme der , ,Zwitterion"-Bande die Abb. 3 das Bild 
einer etwas bathochromen Versehiebung und Ausschgrfung des Zwei- 
bandensystems (468 und 450nm) wieder, dem offenbar ein Schwin- 
gungsprogressionszug fiberlagert ist, der eine zus/itzliche Schulter bei 
437 nm zur Folge hat. Solche Versehiebungen sind fiber die Einengung 
der dureh kT Boltzmann-besetzten Energiemulden zu verstehen, die aus 
Anteilen des Skeletts, der Bewegliehkeit an den Methinfr~gmenten und 
aueh an den Vinylgruppen herrfihren. 

Interpret ier t  man die spektroskopischen Erscheinungen bei 1 und 3 
im Hinbliek auf die KonformationsanMyse, so ist guSerste Zurfiek- 
haltung geboten: Wie oben ausgeffihrt, ist nieht sichergestellt, dal3 bei 
tiefer Temperatur  die vorliegende Spezies ein Monomeres ist. Hervor- 
zuheben ist, dal3 sieh beide Derivate sehr gleiehartig verhMten (s. 
Abb. 1 und 2). Uberdies zeigen PPP-Reehnungen, dal3 sieh die Banden- 
lagen im Bereieh der geometrischen Anordnungen ftir energetiseh 
m6gliehe Konformere im ,,Energietal" der Hyperflgehe nur wenig 
unterseheiden, nut  die relativen Intensi tgten unterliegen gewissen 
Regelmggigkeiten. Aus verhgltnismgl3ig kleinen Anderungen der Ab- 
sorptionsspektren auf bestimmte konformative Anderungen zu 
sehliegen, wgre demnaeh kaum mit einiger Sieherheit m6glieh. 

Hier sei aueh darauf  hingewiesen, dal3 versehiedene L6sungsmittel 
auf ganz bestimmte Anordnungen stabilisierend wirken (vgl. das 
spektroskopische Erscheinungsbild des Monomeren in Methanol mit 
jenem des Monomeren z.B. in Tetrahydrofurgn oder 2-Methyltetra- 
hydrofnmn!) ;  wiederum reiehen aber die beobachteten Untersehiede 
nieht aus, um fiber die Korrelat ion mit PPP-Reehnungen verlgSliche 
Aussagen maehen zu k6nnen. 
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Ffir 4 werden weder Assoziationsgleichgewiehte (Tieftemperatur- 
Lambert-Beer-Experimente) noeh Protonierungs- bzw. Deprotonie- 
rungsgleiehgewiehte gefunden. Hinsiehtlieh der Tautomerie w/ire ledig- 
lieh eine solehe im Sinne der Pyrromethenonpar t ia ls t ruktur  denkbar, 
sie widersprieht ebenso den Erfahrungen an solchen Systemen: Die 
Isomerisierung an der exoeyelisehen Doppelbindung yon O-Methyl- 
pyrromethenonen zeigt eine nieht unbedeutende Aktivierungsbarrie- 
re e2. Aus der Abb. 4 folgt mit gebotener Vorsieht, dab die beobaehteten 
2~nderungen im Absorptionsspektrum bei Absenkung der Temperatur  
auf die untersehiedliehe Stabilisierung yon Mitgliedern einer ,,Kon- 
fbrmerenfamilie" zur~ekzuffihren ist. 

0 

480 580 nm 

Abb. 4. UV-VIS-Spektrum yon 4 in 2-Methyltetrahydrofuran 
(c = 6" 10 -~s tool 1 1) in Abh/~ngigkeit yon der Temperatur (K) [d = 1 era] 

Zusammenfassender Ausblick 

Aus den vorliegenden Untersuchungen der TemperaturabhSmgig- 
keit yon Absorptionsspektren rubinoider GMlenfarbstoffe fblgt, dM~ in 
erster Linie Assoziationsgleiehgewiehte das spektroskopisehe VerhMten 
bedingen. Bis zu Konzentrat ionen yon 1" i0 -a moll  -1 und dartiber ist 
fiir 1 und 3 die Dimerisierung und Oligomerisierung bei tiefer Tem- 
peratur  aus Lambert-Beer-Experimenten bei verschiedenen Tempera- 
turen gesiehert. Bei Bilirubin (2) kommt es bei tiefen Temperaturen 
zum partiellen Protonentransfer  im Wasserstoffbrfiekenbindungs- 
system zwisehen Laktam- und C&rboxylfunktion unter Ausbildung 
eines Zwitterions. Assoziations- und Konformationsgleiehgewichte ha- 
ben auf die Spektren dieser Verbindung unter den untersuehten 
Bedingungen keinen nennenswerten Einflulg. In 4 liegt sehlieBlieh ein 
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S y s t e m  vor, bei dem die spek t ro skop i s chen  A n d e r u n g e n  mi t  grof]er 
W a h r s e h e i n l i e h k e i t  au f  ein K o n f o r m a t i o n s g l e i e h g e w i e h t  zur i iekzuf i ih-  
t en  sind. H ins i ch t l i eh  des Gle iehgewiehtes  zwisehen L a k t a m -  und  
L a k t i m f o r m  liegen bei t iefen T e m p e r a t u r e n  for  1 ~  keine  en tsehe iden-  
den  Ef fek t e  vor  - -  die s t a rk  d o m i n i e r e n d e  L a k t a m f o r m  wird  bei 
T e m p e r a t u r e r n i e d r i g u n g  noeh  s t / i rker  bevorzug t .  

F i i r  k t inf t ige  S tud i en  und  die I n t e r p r e t a t i o n  b isher iger  D a t e n  e rg ib t  
sieh d a m i t  i n sgesamt  die N o t w e n d i g k e i t ,  h ins ieh t l i eh  der  Abso rp t i ons -  
und  Lumineszenze igenseha f t en  rub ino ide r  V e r b i n d u n g e n  bei  t iefen 
T e m p e r a t u r e n  zungehs t  f iber die m i t u n t e r  t i be r ra sehend  un te r seh ied-  
liehe N a t u r  yon  T i e f t e m p e r a t u r s p e z i e s  und  R a u m t e m p e r a t u r s p e z i e s  
K l a r h e i t  zu sehaffen.  H ie r  is t  es al len Einflf issen v o r a n  das  Assozia-  
t ionsg le iehgewieh t ,  das  bei  t iefen T e m p e r a t u r e n  eine Sonder s t e l lung  
e i n n i m m t .  
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