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On the Chemistry of Pyrrole Pigments, LXVII:
Bilatrienes-abc and 2,3-Dihydrobilatrienes-abe in Micellar Systems

Bilatrienes-abc and 2,3-dihydrobilatrienes-abe are effectively solubilised by
cationic, anionic and neutral surfactants, like cetyltrimethylammonium bromide,
sodium dodecylsulfate and Triton-X-100. The absorption spectra of the
solubilised pigments are comparable to those of solutions in common organic
solvents. Accordingly, the configurations and conformations of the predominant
populations remain unchanged in the micellar systems, compared to solutions.
The apparent basicities and acidities of the pigments in micelles are different from
those in aqueous solutions, however. This phenomenon may have implications for
physiological systems. Two lipophilic pigments bearing long alkyl side chains are
newly synthesised.
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Einleitung

Gallenfarbstoffe vom Chromophortyp der Bilatriene-abc bilden die
prosthetische Gruppe von lebenswichtigen Photorezeptor- und Anten-
nensystemen des Pflanzenreiches. Sie liegen im lebenden Material in z. T.
hoch organisierter Form vor, wobei die Struktur (Konfiguration, Konfor-
mation) dieser Chromophore und damit deren Eigenschaften (Lichtab-
sorption, Photochemie, etc.), offenbar eng mit dieser Organisationsform
verkniipft ist [2]. Versuche, diese Art des Einflusses auf den Chromophor
zu verstehen, konzentrierten sich bislang auf Modellstudien an Gallen-
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farbstoffen mit kovalenter Verkniipfung zu Aminoséuren [3, 4], Peptiden
[3] oder Lipoiden 5], an Assoziaten dieser Pigmente mit nebenvalenzakti-
ven Hilfsstoffen [6, 7] und an Bilinen, die in Polymerfolien [1] und in Lipid-
Vesikel [8] inkorporiert vorliegen.

Tenside sind fihig, in waBrigem Milieu organische Aggregate aufzu-
bauen, in die Fremdmolekiile eingelagert werden kdnnen. Solche micella-
ren Systeme werden in zunehmendem MaBe fiir das Studium der Einflisse
solcher Organisationsformen auf Struktur und Eigenschaften der solubili-
sierten Molekiile herangezogen [9].

Die vorliegende Mitteilung hat nun das Ziel, die Moglichkeit der
Solubilisierung von Gallenfarbstoffen in ionischen und neutralen Micel-
len zu dokumentieren und die dadurch bedingten Einfliisse auf Struktur
und Eigenschaften zu untersuchen.

Methodische und experimentelle Aspekte

Die Schmelzpunkte bestimmte man mit einem Kofler-Heiztischmikroskop.
Die spektroskopischen Daten erhielt man mit Hilfe der Bruker-WM-360-,
Finnigan-MAT-212-, Zeiss-IMR-25- und Perkin-Elmer-330-Spektrometer. Fiir
die 'H-NMR-Spektren diente CDCl; (99.9% D, vor Gebrauch iiber AlO,
perkoliert) als Losungsmittel, TMS als innerer Standard. Die Micellsysteme
bildete man durch Losen des Bilatriens zusammen mit dem Detergens in CHCl,,
Abrotieren und Aufnehmen in destilliertem H,O bzw. Phosphatpuffer und
anschlieBende Filtration liber Faltenfilter. Als Detergentien verwendete man
Triton-X-100 (7'X; Fluka), Natriumdodecylsulfat (SDS; reinst, Serva), und
Cetyltrimethylammoniumbromid (CT'4 B; Merck, p. A.). Die spektrophotometri-
schen Titrationen fithrte man mit H,SO, bzw. NaOH unter Verwendung einer
Glaselektrode und eines WTW-pH-Meters-530 durch. Die Bilatriene 1 und 3 sind
in der Literatur beschrieben [10, 11].

R=CH,, 1 R=H, 3

R = CH,COOC;gH;,, 2 R= CH,COOC, Hy,, 4
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(Z)-1,5-Dihydro-3-ethyl-3' 4-dimethyl-5'-tert.-butoxycarbonyl-5-0x0-2,2'~
dipyrrylmethan-4'-hexadecylpropionat [5; C3;HgoN,O4]

970 mg (2.5 mmol) 5'-tert.-Butoxycarbonyl-neoxanthobilirubinsiure [12] und
650 mg (4 mmol) N,N'-Carbonyldiimidazol werden in mdglichst wenig absolutem
Dimethylformamid gelost und 4 h unter Argon geriithrt. 730 mg (3 mmol)
Hexadecanol werden in méglichst wenig absol. Pyridin geldst, mit 30 mg NalNH,
versetzt, zur Reaktionslosung zugegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur
unter Argon geriihrt. Die Losungsmittel werden vorsichtig (30 °C) im Vakuum
abrotiert, der Riickstand in CHCl; aufgenommen, mit Wasser gewaschen und
mit Na,SO, getrocknet. Der Abdampfriickstand wird an Kieselgel mit
CHCl,/Ethylethanoat von 1/0 bis 5/1 chromatographiert. Ausbeute 1.2 g (79% d
Th.) vom Schmp. 134—137°C.

'H-NMR (CDCl,, §, 360 MHz): 9.11 (s, NH), 8.42 (s, NH), 5.94 (s, =CH—),
4.07 (t-artig, OCH,), 3.0 (t-artig, CH,), 2.51 (q-artig, CH, + CH,CH,), 2.08 (s,
CH,), 1.95 (s, CH,;), 1.57 (s, tert.-Butyl), 1.25 (breites s, Hexadecyl), 1.18 (t,
J=7Hz, CH,CH,), 0.88 (t, /="7Hz, CH;) ppm.

IR (KBr): v=1730, 1687, 1 643 cmn—.

UV (CHCl,): 383 (27 500), nm (g).

MS (70eV, 175°C): m/e (%)= 612 (13, M™), 556 (100), 540 (53), 314 (21),
271 (26), 229 (29).

(Z)-1,5-Dihydro-3-ethyl-3' 4-dimethyl-5'-formyl-5-0x0-2,2 -dipyrrylmethen-4 -
hexadecylpropionat [6; C33H5,N,O,]

918mg (1.5mmol) 5 werden in 2ml Trifluoressigsdure gelést, 1ml
Triethylorthoformiat zugegeben, 4 min bei Raumtemperatur unter Argon geriihrt
und dann in 40 ml H,O gegossen. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit H,O, 1NV
NH,, H,0 und wenig kaltem CH,;OH gewaschen. Chromatographie an Al,O; mit
CHCIL,/CH,OH = 1,0 bis 0/1 gibt 645 mg (80% d. Th.) vom Schmp. 152—154°C.

'H-NMR (CDCl,, §, 360 MHz): 10.8 (s, NH), 10.6 (s, NH), 9.78 (s, CHO),
6.0 (s, =CH—), 4.06 (t-artig, OCH,), 3.09 (t-artig, CH,), 2.59 (m,
CH, + CH, + CH,CH;), 2.13 (s, CH3), 1.96 (s, CH3), 1.60 (m, CH,), 1.25 (breitesss,
Hexadecyl), 1.18 (t, J=7Hz, CH,CH,), 0.88 (t, /= 7Hz, CH;) ppm.

IR (KBr): v=1730, 1674, 1643 cm™".

UV (CHCL,): 420 (25100), 400 (28 200) nm (g).
, MS (70V, 190 °C): m/e (%) = 540 (100, M), 344 (30), 271 (30), 256 (36), 229
39).

(Z2,7,7)-1,19-Dioxo-2,7,13,18-tetramethyl-3,17-diethyl-8,12-bis (hexadecyl-
carboxy-2~ethyl)-1,19,22,24-tetrahydro-21H-bilin
[2; CosH 03N, Os]

Kondensation von 5 und 6 in Trifluoressigsdure in Analogie zu Lit. [13] gibt
75% d. Th. 2 vom Schmp. 201—205°C.

"H-NMR ( CDCl,, 3, 360 MHz): 6.77 (s, CH-10), 5.94 (s, CH-5+15), 4.06 (m,
CH, + CH, + CH,CHj5), 2.09 (s, CHy), 1.83 (5, CH3) 1.60 (m, CH,), 1.26 (breites s,
Hexadecyl), 1.22 (t, /= 7Hz, CH,CH,), O 88 (t, /= 7Hz, CH;) ppm.

IR (KBr): v =1740, 1700 1675cm—.

UV-VIS (CHCL,): 635 (30 200) 365 (92200) nm (g).

MS (70eV, 290 °C): m/e (%) = 1035 (26, M™), 512 (100), 229 (30).
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(Z,Z,Z)-1,19-Dioxo-3,3,7,8,13,18-hexamethyl-17-ethyl-12-(hexadecylcarboxy-
2-ethyl)-1,2,3,19,23,24-hexahydro-21 H-bilin [4; C4,HN,O,]

Kondensation von 6 und (Z)-1,3,4,5-Tetrahydro-3,3,3',4"-tetramethyl-5-oxo-
2,2 -pyrromethan-5'-carbonsiure-tert.-butylester [14] in Trifluoressigsdure in
Analogie zu Lit. [13] gibt 76% d. Th. 4 vom Schmp. 163—166°C.

'H-NMR (CDCl,;, 8, 360 MHz): 6.62 (s, =CH-10), 6.03 (s, =CH-15),
547 (s, =CH-5), 4.06 (t-artig, OCH,), 2.94 (t-artig, CH,), 2.53 (m,
CH, + CH, + CH,CH,), 2.35 (s, CH,), 2.14 (s, CHy), 2.13 (s, CH3), 2.00 (s, CH>),
1.87 (s, CH;), 1.60 (m, CH,), 1.43 (s, 2CH,), 1.25 (breites s, Hexadecyl), 1.18 (1,
CH,CH,), 0.88 (t, CH;) ppm.

IR (KBr): v=1730, 1660, 1630cm™".

UV-VIS (CHCl,): 580 (15700), 356 (38 500) nm (g).

MS (70eV, 200 °C): m/e (%) = 741 (68, M™), 740 (100), 457 (8), 370 (5), 299
(8), 229 (17).

Ergebnisse und Diskussion
Die Solubilisierung von verdinoiden Pigmenten

Lost man verdinoide Gallenfarbstoffe (z. B. 1) in einem protischen
oder aprotischen Losungsmittel, wie Alkohol oder Dimethylsulfoxid in
hohen Konzentrationen und verdinnt diese mit Wasser, so entstehen
metastabile Losungen. Diese zerfallen in der Regel bei Konzentrationen
um 107> mol-1™! im Verlauf von Minuten unter Ausflockung, lassen
jedoch gelegentlich die Aufnahme von Spektren des betreffenden
Materials in wiBrigem Milieu zu (Abb. 1). Die Lebensdauer solcher
labiler Losungen wird besonders durch die Anwesenheit von Salzen
verkiirzt.

In Gegenwart von ionischen oder neutralen Tensiden, wie SDS, CTAB
und TX oberhalb ihrer kritischen Micellbildungskonzentrationen, bilden
1—4 jedoch iiber mehrere Tage stabile Losungen, deren Eigenschaften
(Lichtabsorption, Basizitdt der solubilisierten Pigente) die erfolgreiche
Solubilisierung bestitigen. Zusatz von Puffersalzen hat keinen Einfluf auf
die Stabilitit und die Lebensdauer dieser micellaren Systeme. Das
Pigment kann mit einem apolaren Lisungsmittel, wie Chloroform, aus
der wiBrigen micellaren Phase extrahiert werden.

Ein analoges Verhalten ist von Porphinen, die durch Tenside solubili-
siert sind, bekannt — an solchen Losungen filhrte man zahlreiche
spektroskopische Messungen aus [15]. Es sei an dieser Stelle angemerkt,
daB 2, das ja mit zwei langen Seitenketten die Voraussetzungen fiir
erfolgreiche Vesikelbildung erfillt, in Gegenwart ionischer Tenside,
insbesondere aber in Gegenwart von CTAB offenbar zu spontaner
Vesikelbildung [16] neigt. Aus solchen vesikularen Losungen ist 2 nicht
mehr durch Chloroform extrahierbar — das Absorptionsspektrum ist
gegeniiber jenem des micellaren Solubilisierungssystems dramatisch ver-
dndert (siche Abb. 2). Demgegeniiber zeigt 4, das nur iiber eine lange
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Abb. 1. Absorptionsspektrum von 1 in CHCl, ( ) und H,O (—--)

400 600 800 nm

Abb. 2. Absorptionsspektrum von 2 in Cyclohexan ( ), TX (=~ 6-10773
mol-1"1] und CTAB [(-——) 10~ mol-1~'] nach spontaner Vesikelbildung
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Abb. 3. Micellares Solubilisat von 1 , 10 mol-17,, ——5- 104 mol -1

in CTAB (5- 1073 mol-I~! in H,0); Schichtdichte und elektronische Verstirkung

wurden dem Konzentrationsverhiltnis so angepalit, dafl vergleichbare Spektren
entstehen

Alkylseitenkette verfligt, erwartungsgemil keine Tendenzen in dieser
Richtung.

Absorptionsspektren solubilisierter Bilatriene

Solubilisiert man 1 in Detergentien, wie CTAB und achtet dabei
darauf, daB ecinerseits die kritische Micellbildungskonzentration des
Detergens iiberschritten wird und andererseits das Verhéltnis von Solubi-
lisat zu Detergens so klein gehalten wird, daB pro Micelle hochstens ein
Molekiil solubilisiert inkorporiert werden kann, so erhilt man das
Absorptionsspektrum in Abb. 3 ( ). Dieses entspricht, abgeschen
von geringfiigigen Verschiebungen und einer Bandenverbreiterung dem
Spektrum in CHCl; (vgl. Abb. 1), wobei anzumerken ist, daB nur in H,0
(Abb. 1) und Hexamethylphosphorsidureamid [7] ausgeprigte Anderun-
gen des spektroskopischen Phinotyps von 1 beobachtet werden. Dieses
Verhalten 148t darauf schlieBen, daB in struktureller Hinsicht (Konfigura-
tion und vor allem K onformation) durch die Solubilisierung im micellaren
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Abb. 4. UV-VIS-Spektren der Lésungen von 3 (10— mol -1 in CHC, ( )

und CTA4B [5 10— mol-1? (-——-)] sowie von 4 [107> mol [ (- - )] in CTAR
(5-103 mol -1

System gegeniiber homogenen Losungen keine Anderung eintritt, d. h. die
dominierende Population mit circular helikaler (Z,Z,Z)-konfigurierter
Anordnung erhalten bleibt.

Die Erhohung der Solubilisatkonzentration fiihrt ebenso wie der
Zusatz konzentrierter Pufferldsungen zu einer Anderung des Spektrentyps
von 1 (Abb. 3), der dann weitgehend jenem der metastabilen Lésung in
H,0 (Abb. 1) dhnlich ist. Im Gegensatz zu den wiBrigen Lésungen ist aber
die micellare Losung stabil. Dieses Verhalten (Konzentrationsabhangig-
keit) weist die absorbierende Spezies in H,0, wie auch in konzentrierten
micellaren Lésungen, als Aggregat aus.

Das fiir 1 in CTAB beispielhaft beschriebene Verhalten wird ebenso im
anionischen System SDS, wie auch im elektrisch neutralen Micellsystem
TX beobachtet.

Aus diesem spektroskopischen Verhalten von 1 wére zu folgern, dafl
die mittlere Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Solubilisates cher im
apolaren Phasenbercich des Micellsystems gegeben wire. Allerdings zeigt
aber auch 2, dessen Alkylseitenketten den Bilatrien-Chromophor sicher-
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lich in die polaren Regionen der Phase dridngen, ein zu 1 gleichartiges
Verhalten (vgl. Abb. 2). Daraus ist zu folgern, daf fiir 1 aus diesen Daten
der mittlere Aufenthaltsort nicht ableitbar ist — da dieser aber fiir 2 auf
Grund seiner Struktur vorgegeben ist, folgt, daB der Bilatrienchromophor
auf die Anderungen von Polarititen und Ladungen in seiner Nachbar-
schaft praktisch nicht reagiert (vgl. dazu den Einflu nicht konjugierter,
kovalent mit dem Chromophor verbundener Ladungen auf die spektro-
skopischen Figenschaften desselben [17].

2,3-Dihydrobilatriene-abc als Modelle fiir den Chromophor der
pflanzlichen Biliproteide erfahren bei der Solubilisierung beziiglich der
relativen Bandenintensitdten keine entscheidenden Verdnderungen. Wie
Abb. 4 fiir 3 zeigt, ergeben sich geringe, Verschicbungen und eine
ausgepriagte Doppelbandenstruktur der langwelligen Bande. Durch die
Anwesenheit einer langkettigen Alkylgruppe am Chromophor (4) wird
dieser spektroskopische Typ nicht beeinflufit, es erfolgt lediglich eine
hypsochrome Verschiebung des Systems, die kaum in struktureller
Hinsicht interpretierbar ist. Was das konformationelle Verhalten der 2,3-
Dihydrobilatriene-abc anbelangt, wird durch die micellare Solubilisie-
rung wie bei den Bilatriencn-abc keine grundlegende Verdnderung
festgestellt. Hinsichtlich des Ursprungs des langwelligen Zweibandensy-
stems lassen sich derzeit kaum mehr als Spekulationen anstellen.

Es sei an dieser Stelle erganzt, daB das Absorptionsspektrum von 4 in
CHCI; und Cyclohexan weitgehend jenem von 3 in CHCl; (Abb. 4)
entspricht.

Zur Basizitdt von solubilisierten Bilatrienen

Um einen Referenzwert fiir den pK, von 1 in reinem Wasser zu
erhalten, filhrte man zunichst spektrophotometrische Titrationen von 1
in Methanol-Wasser-Mischungen von 90—40% Methanol durch; die
lineare Extrapolation auf reines Wasser fiihrt zu einem pKZV =4.83 £ 0.02.
Einen zweiten Anhaltspunkt fiir das Verstdndnis der Basizitdt von 1 in
micellaren Phasen erhélt man aus der Messung des scheinbaren pK)-
Wertes von 1 im Zweiphasensystem (Wasser/Chloroform + 1), in dem ja
auch die Verteilung des Protons zwischen den beiden Phasen (1 ist
praktisch ausschlieBlich in der Chloroformphase vorhanden), sowie die
Aktivitdt desselben in der organischen Phase enthalten ist. Spektrophoto-
metrische Titration dicses Systems liefert einen pK~Wert von — 2.4. Wie
Abb. 5zeigt, wird die scheinbare Basizitit von 1in der anionischen Micelle
(SDS) gegeniiber dem wibrigen Milieu etwas angehoben, im Falle der
neutralen bzw. kationischen Detergentien 7X und CTAB um etwa drei
GroBenordnungen abgesenkt. Dieses Erscheinungsbild wurde auch fiir
lipoide pH-Indikatoren vom Typ der Aminocumarine beschrieben und
aul der Basis einer sorgfdltigen theoretischen Analyse im Falle der
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Abb. 5. pK,-Werte von 1 und 2 in verschiedenen Systemen

neutralen Micelle auf die effektive Polaritdt in der Umgebung des
Chromophors, bei den geladenen Micellsystemen sowohl auf die gednder-
te Polaritat, als auch auf das zusitzliche elektrische Potential in diesem
Bereich zuriickgefiihrt [18]. Diese Autoren schlagen auch vor, solche
Indikatoren als Monitore fiir Polaritdt und elektrisches Potential in
micellaren Systemen zu verwenden.

Die wesentlich stirkeren pK-Verschiebungen, die man fiir 2 beobach-
tet (Abb. 5) deuten darauf hin, dal durch das Fehlen von langen
lipophilen Seitenketten in 1 dieses weitgehend auf die einzelnen Phasenbe-
reiche der Micelle verteilt vorliegen diirfte. Es sei an dieser Stelle erwéhnt,
daB im System 2/CTAB auf Grund der eintretenden spontanen Vesikelbil-
dung keine Protonierung bis zu einem Hy-Wert des umgebenden Lésungs-
mittels (DMSO/H,SO,-Mischungen) von — 2.5 keine Anderung des
Absorptionsspektrums (vgl. Abb. 2, — - -) beobachtet wird. Beim 2,3-
Dihydrobilatrien 3 beobachtet man in der neutralen Micelle TX eine
Absenkung der Basizitit von pK, = 4.6 in H,O (vgl. [19]) auf pK,=2.7
und eine geringe Erhohung der Aciditit von pK,=11.9 [11] auf
pK,=114,
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Zusammenfassende Bemerkungen

Durch die Solubilisierung von Bilatrienen-abc und 2,3-Dihydrobila-
trienen-abc bei groBem Konzentrationsverhaltnis zwischen Tensid und
Solubilisat kommt es nur zu geringfiigigen Anderungen im Absorptions-
verhalten der solubilisierten Pigmente, verglichen mit jenem in den
iblichen organischen Losungsmitteln. Dieses bedeutet aber auch, dal das
micellare System in struktureller Hinsicht praktisch ohne Einfluf auf die
dominierende Population des Chromophors bleibt. Hingegen konnen
durch die gednderten Polaritéits- und Potentialverhiltnisse in der micella-
ren Phase bemerkenswerte Anderungen im S#ure-Base-Verhalten des
solubilisierten Pigments eintreten, was uns fiir das Verhalten solcher
Pigmente, die in physiologischen Systemen inkorporiert vorliegen, be-
deutsam scheint.
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