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Der Farbstoff der blauen Kornblume, Protocyanin, ist ein Komplex von hohem Molekular-
gewicht. Eisen(ni1)- und Aluminium-lonen bilden mit der Anhydrobase des Cyanins tief-
blaue Chelate, die im physiologischen pH-Bereich bestindig sind. Solche Komplexe sind
auch synthetisch hergestellt worden. Alkalisalze spielen bei blauen Bliitenfarben keine
Rolle. Die Bildung blauer Komplexe kann durch Maskierung der Metallionen mit stérkeren
Komplexbildnern, z.B. Flavonolen, verhindert werden. Auf der Grundlage der Komplex-
bildung von Anthocyanen laft sich die Variation der Bliitenfarben in breitem Umfang er-
kldren. Bei Delphinidinglykosiden ist die Farbbase oder Anhydrobase auch bei schwach

saurem pH bestdndig.

Uberraschend wenige Farbstofftypen erzeugen die Viel-
falt der Bliitenfarben. Neben den auf wenige Pflanzen-
gruppen beschridnkten Betacyanen und den fiir gelbe
und orangefarbene Bliiten wichtigen Carotinoiden sind
hauptséchlich die Anthocyane fiir das Farbspiel zwi-
schen orange und tiefblau verantwortlich. Anthocyane
sind Glykoside der Anthocyanidine.

In der Natur kommen hauptsichlich die Aglykone (1)
bis (6) vor, und zwar in Form ihrer Glykoside mit
Zuckern an den OH-Gruppen, die an den C-Atomen 3
und 3 stehen. Die Lichtabsorptionsspektren der Agly-
kone und ihrer Glykoside unterscheiden sich in der
Lage ihres lidngstwelligen Maximums lediglich um
maximal 38 mp. [3). Dieser Unterschied reicht nicht aus,
wm alle Farbnuancen in der Natur zu erkliren. Es hat des-
halb seit den klassischen Arbeiten von Willstdttermehrere
Hypothesen zur Deutung der Bliitenfarben gegeben.

So hat schon Richard Willstitter4) bei der Unter-
suchung der roten Rose und der blauen Kornblume
ein Beispiel dafiir gefunden, daB sowohl blaue als auch
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Amax

Verb. | Name (mp) [a]

(1) Pelargonidin | 520

(2) Cyanidin 535
(3) Delphinidin 544
(4) Pionidin - 532
(5) Petunidin 543
(6) Malvidin 542

[a] in 0,01-proz. methanolischer HCIL.

[*] Nach einem Vortrag beim Symposium ‘“Chemistry of Plant
Pigments*, Universitit Aberdeen, 24. September 1965.

[1] H. Egeter, Diplomarbeit, Technische Hochschule Karlsruhe,
1960; Dissertation, Technische Hochschule Karlsruhe, 1962.
[2} K. Nether, Diplomarbeit, Technische Hochschule Karlsruhe,
1959.

[3} J. B. Harborne, Biochem. J, 70, 22 (1958); vgl. auch E. Bayer
u. W. Voelter in: Handbuch der Lebensmittelchemie. Springer,
Berlin 1965, Bd. I, S. 701.

[41 R. Willstitrer u. A. E. Everest, Liebigs Ann. Chem. 401, 189
(1913).
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rote Bliiten das gleiche Anthocyan enthalten kénnen.
Aus Bliiten von Rosen und Kornblumen hat Will-
stdtter den gleichen Farbstoff, das Cyanin, ein 3,5-Di-
glucosid des Cyanidins (2) isoliert. Er versuchte [4],
diese Erscheinung damit zu erklidren, daB die roten
Oxoniumsalze der Anthocyane, die im sauren pH-Be-
reich bestindig sind, im alkalischen Medium (pH > 8)
in blaugriine Salze iibergehen. Daraus hat R. Will-
stdtter geschlossen, dafl in der Kornblume und allge-
mein in blauen Bliiten bei alkalischem pH Alkalisalze
von Anthocyanen vorliegen miissen, wihrend in roten
Bliiten die nur im sauren Medium (pH < 4) bestindi-
gen Oxoniumsalze vorliegen sollten. Diese Ansicht ist
dann wie ein gesicherter Befund in die Lehrbiicher der
Organischen Chemie und der Botanik iibernommen
und darin in einigen Fillen sogar noch in jiingster Zeit
wiedergegeben worden 1578,

Wenig einleuchtend an dieser Hypothese war das al-
kalische Milieu in den Bliitenblittern. Es ist seit langem
bekannt, daf3 Bliitenbldtter infolge des Vorkommens
von Dicarbonsduren des Citronensidurecyclus ein
schwach saures pH zeigen, in dem Phenolate nicht be-
stindig sein konnen. Auf diese Tatsache haben 1919
K. Shibata et al.[%] sowie spiter G. M. und R. Robin-
son (101 hingewiesen. Robinson et al.!10] nahmen daher
an, daB} in den blauen Bliiten die Anthocyane noch eine
Fixierung oder Stabilisierung durch kolloidale Bindung
oder ,,Copigmentierung'‘ mit anderen Inhaltsstoffen er-
fahren wiirden, wiahrend Shibata und Hayash;i!9,111
postulierten, daB Erdalkaliverbindungen der Antho-
cyane fiir die blaue Farbe verantwortlich seien.

[5] L. F. u. M. Fieser: Organische Chemie. Verlag Chemie,
Weinheim 1965, S. 1468 u. 1469.

[6] K. Freudenberg u. H. Plieninger: Organische Chemie. 10.
Auflage, Quelle u. Meyer, Heidelberg 1963, S. 232.

[7} F. Klages: Einfithrung in die Organische Chemie. 2. Auflage,
Walter de Gruyter, Berlin 1965, S. 419.

[8} H. Walter: Einfuihrung in die Phytologie. 4. Auflage, Eugen
Ulmer, Stutigart 1962, Teil I, S. 48.

9] K. Shibata, Y. Shibata u. I. Kashiwaga, J. Amer. chem. Soc.
41, 203 (1919).

[10} R. Robinson u. G. M. Robinson, J. Amer. chem. Soc. 61,
1065, 1606 (1939).

[11} K. Shibata, K. Hayashi u. T. Isaka, Acta phytochim.
(Tokio) 25, 17 (1949).
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Zwei Beobachtungen filhrten uns zur Uberpriifung der
Ursachen fiir die Blaufarbung von Bliiten durch Antho-
cyane: Wenn man Preflsifte blauer Bliiten, z.B. von
Kornblumen (Centaurea cyanea) herstellt, haben diese
einen pH-Wert zwischen 3,8 und 5,0. In diesem sauren
Medium bleibt die blaue Farbe bestindig, obgleich kein
reines Anthocyan in diesem Bereich eine blaue Farbe
aufweist. Nach den Untersuchungen von H. Kuhn und
W. Sperling 121 tritt beim Cyanin erst im alkalischen
Medium (pH > 8) ein blaues, mesomerie-stabilisiertes
Anion (10) auf. Bei pH ~ 4 geht das Oxoniumsalz (7)
des Cyanins iiber die unbestindige Farbbase (8) in eine
schwach gelbliche Pseudobase (9) iiber. Die Bestidndig-
keit des blauen Farbstoffs der Kornblume im sauren
Medium widerlegt also Willstdirters Alkalisalzhypothese.
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Auch eine andere Beobachtung zeigt, daBl im blauen
Farbstoff der Kornblume ein besonderer Bindungs-
zustand vorliegt und nicht einfach ein Alkalisalz des
Cyanins: So ist gemeinsam mit K. Wegmann[13] aus
Coleus hybridus ein anthocyan-abbauendes Enzym, die
Cyaninoxidase, isoliert worden. Dieses Enzym kommt
in den griinen Blatteilen vor und fehlt in den roten
Blatteilen. Moglicherweise 148t sich das Auftreten von
Blutvarietiten im Pflanzenreich durch den mutativen
Wegfall dieses Enzyms deutenl!3,14], Die Cyanin-
oxidase greift nur Anthocyane an, die am Phenylrest
mindestens zwei freie, benachbarte Hydroxygruppen
tragen, d.h. die Glykoside des Cyanidins (2), Delphi-
nidins (3) und Petunidins (5).

Cyanin wird nun im pH-Bereich 5 bis 9, also im Exi-
stenzbereich der Alkalisalze, von Cyaninoxidase ab-
gebaut (Abb. 1). Nicht abgebaut wird hingegen der
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Abb. 1. pH-Abhingigkeit der Aktivitit von Cyaninoxidase beim Abbau
von Cyanin. Aktivititsbestimmung nach [13].

Ordinate: Enzymaktivitit [mg abgebautes Cyanin/mg Trockensubstanz
des Enzympriparates].

[12] H. Kuhnu. W. Sperling, Experientia 16, 237 (1960).
[13] E. Bayer u. K. Wegmann, Z. Naturforsch. 125, 37 (1957).
[14] K. Paech u. F. Eberhardt, Z. Naturforsch. 7b, 664 (1952).
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blaue Kornblumenfarbstoff, obgleich er Cyanin enthilt.
Daraus 148t sich schlieBen, daf3 das Cyanin im Korn-
blumenfarbstoff in einer speziellen Bindung vorliegen
muB, an der die benachbarten Hydroxygruppen im
Phenylrest beteiligt sind.

Isolierung und Eigenschaften des nativen
Kornblumenfarbstoffes

Eine Ldsung des Problems konnte nur die Isolierung des
nativen Farbstoffs der Kornblume bringen. Wir haben
diesen Farbstoff Protocyanin genannt. Der Name
Cyanin (Kuvdveoc = blau) ist von Willstdtter urspriing-
lich von der Farbe der Kornblume hergeleitet wor-
den, obgleich das dann isolierte Cyaninchlorid der
rote Farbstoff der Rose war.

Bei der Isolierung des Protocyanins aus Gartenkornblu-
men (Centaurea cyanea polyphemus) mufl die Verwen-
dung starker Sduren vermieden werden, da sonst der
Farbstoff zerstort wird. Diese Sdurelabilitdt der blauen
Verbindungen diirfte der Grund dafiir sein, dal bei der
frither iiblicherweise mit verdiinnter Mineralsdure
durchgefiihrten Extraktion der Bliiten immer nur die
Oxoniumsalze erhalten worden sind, wodurch die Exi-
stenz der Protoanthocyane verborgen blieb.

Zwei iiberraschende Eigenschaften erleichterten uns die
Isolierung des Protocyanins: Der Farbstoff ist nicht
dialysierbar, und er wandert im elektrischen Feld bei
pH = 4,6 zur Anode, d.h. er kann elektrophoretisch von
begleitenden Anthocyanen abgetrennt werden. Cyanin
wandert in Acetatpuffer bei pH = 4,6 nicht, wie das
Papierelektropherogramm in Abbildung 2 zeigt. Auch

(A5322)
Abb. 2. Papierelektropherogramm von Protocyanin (a) und reinem
Cyanin (b) in 0,2 M Acetatpuffer (pH = 4,45). Spannung 110 V; Wan-
derungszeit: 6 Std. Wanderungsgeschwindigkeit des Protocyanins:
0,7 cm/Std.

dieser Befund spricht gegen das Vorliegen von Alkali-
oder Erdalkalisalzen. Die Elektrophorese ist allgemein
ein einfaches Verfahren zum Nachweis blauer, kom-
plexer Anthocyanverbindungen, denn unter den ange-
gebenen Bedingungen wandern von den Bliitenfarb-
stoffen lediglich noch die von A. Dreiding et al. (151 auf-
gefundenen Betacyane. Da diese jedoch gelb bis rot
sind, konnen sie leicht von den Protoanthocyanen un-
terschieden werden. Zur Isolierung des Protocyanins

[15] T. J. Mabry, H. Wyler, G. Sassu, H. Mercier, I. Parikh u.
A. S. Dreiding, Helv. chim. Acta 45, 640 (1962).
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werden zerkleinerte Kornblumenbliiten ausgepreft und
die tintenblauen Losungen (pH = 4,6) mit Alkohol ver-
setzt. Die sich innerhalb kurzer Zeit absetzenden blauen
Flocken werden von der fast farblosen Ldsung abge-
trennt. Die in destilliertem Wasser losliche, blaue Sub-
stanz wird mehrmals mit Alkohol umgefillt. Zur Ent-
fernung geringer Mengen Proteine wird die Losung
dann mit Ammoniumsulfat gesittigt. Nach erneuter
Fillung mit Alkohol dialysiert man zur Entfernung nie-
dermolekularer Anteile 36 Std. gegen destilliertes Was-
ser und reinigt das Prdparat anschlieBend durch triager-
freie prédparative Elektrophorese. Die Isolierungs-
operationen lassen sich abkiirzen, wenn man zur Tren-
nung an Sephadexsdulen chromatographiert. Auf diese
Weise wird elektrophoretisch einheitliches Protocyanin
in tiefblauen Plittchen erhalten. Aus dem Trennver-
halten an Sephadexsdulen kann auf ein Molekularge-
wicht von etwa 20000 bei pH = 6 geschlossen werden.
Bei pH = 4,0 wird in der analytischen Ultrazentrifuge
eine Diffusionskonstante von Dyy = 11,9-10~7 cm?2/sec
bestimmt.

Protocyanin enthélt 19,2 9, Cyanin und zusammen 1
Aquivalent I*1 Eisen(mr) und Aluminium() pro mol
Cyanin 16], Andere Metallionen kommen nach der
Spektralanalyse in unseren Priaparaten nur in Spuren vor.
Protocyanin ist auch in der Hitze bestdndig. Die hoch-
molekulare Substanz, die etwa 80 %, des Protocyanins
ausmacht, ist somit kein Protein. Es handelt sich viel-
mehr um ein Polysaccharid, das neben Arabinose und
Glucose hauptsdchlich Galakturonsduren enthdlt. Die
makromolekulare Komponente ist danach eine pektin-
dhnliche Substanz. Mit diesem Befund wird die Hypo-
these von G. M. und R. Robinson!10] bewiesen, daf die
Anthocyane an hochmolekulare , Trigerstoffe’ ge-
bunden sein konnen [**1,

Entscheidend fiir die Farbe ist jedoch das Vorkommen
der Metallionen im Protocyanin, wahrscheinlich in
Form von Eisen- und Aluminiumchelaten. Fiir Gért-
ner diirfte die Erkenntnis, dal3 sich blaue Bliitenfarben
von Eisen- und Aluminiumkomplexen des Cyanins ablei-
ten, nicht verwunderlich sein. Denn es ist ein altes
Rezept der girtnerischen Praxis, rote Hortensien durch
BegieBen mit Aluminium- oder Eisenalaunlésung in
blaue Hortensien umzuwandeln.

Zur weiteren Aufklirung der Bindung der Metallionen
waren die Herstellung von Modellkomplexen und ein
Vergleich ihrer Eigenschaften mit denen des Proto-
cyanins notwendig.

Chelatbildung der Anthocyane

Anthocyane mit mindestens zwei Hydroxygruppen im
Phenylrest konnen qualitativ durch Reaktion mit
Eisen(m)-Salzen an der dabei auftretenden Blaufarbung
erkannt werden. Durch die Methode der kontinuier-
{*] Wihrend im Protocyanin der Gartenkornblume das Ver-

hiltnis Fe:Al etwa 2:1 betrigt, kommt im Protocyanin der
Feldkornblume hauptsichlich Fe neben wenig Al vor.

[16] E. Bayer, Chem. Ber. 97, 1115 (1958).

[**] Anmerkung bei der Korrektur: In einer kiirzlich zuging-
lich gewordenen Arbeit haben auch N. Saito u. K. Hayashi (Sci.
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lichen Variation!7] kann nun festgestellt werden, bei
welchen molaren Verhéltnissen Anthocyan:Metallion
Komplexbildung eintritt. Spektroskopische Messungen
haben ergeben, daBl sich sowohl mit Aluminium- als
auch mit Eisen(m)-Ionen verschiedene Komplextypen
bilden, und zwar jeweils beim Verhiltnis Metallion: An-
thocyan = 1:1, 1:2 und 1:3 1161, Mit zweiwertigen Ionen
der Ubergangsmetalle bilden sich keine intensiv far-
bigen Chelate, und auch priparativ kann kein Komplex
isoliert werden, Falls die synthetischen und natiirli-
chen Komplexe ilibereinstimmen, miissen die syntheti-
schen Komplexe mit Eisen- und Aluminiumionen
gleichfalls bei pH = 4 bis 6 bestidndig sein und eine in-
tensive Farbe haben.
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Abb. 3. Oben: pH-Stabilitit der Eisen{l)- und Aluminiumkomplexe
des Cyanins {0---0 bzw. 0—o0) und des Protocyanins (e—e).

Unten: Verhalten des Cyanins in Gegenwart der Acetate von Nickel(1r)
(x—x), Kobali(n) (e—e), Calcium (:+* ), Barium (e---e) und Magne-
sium (0o—o).

Die Konzentration des Protocyanins betrug 0,97 mg in i ml 0,2 M
Acetatpuffer. Cyanin wurde mit den Metallsalzen im Molverhiltnis 1:2
gemischt. Die Gemische wurden in 0,2 M Acetatpuffer aufgenommen,
so daB die Cyanin-Konzentration 5 x 1074 M war,

Ordinate: Extinktion bei 590 mp.

Abbildung 3 zeigt die Absorption der synthetischen Me-
tallkomplexe bei 590 mp und bei verschiedenen pH-
Werten im Vergleich zur Absorption des Protocyanins.
Daneben sind :Messungen an Komplexen mit zwei-
wertigen Ionen des Kobalts, Nickels, Calciums, Magne-
siums und Bariums wiedergegeben. Aus der Abbildung
ist zu entnehmen, daB weder Erdalkali- noch Kobalt-
oder Nickelkomplexe des Cyanins bei pH = 4 bis 6 be-
stindig und blau sind. Thre Extinktionen sind vielmehr
um nahezu zwei Zehnerpotenzen geringer, d.h. ein
blauer Komplex wird nicht gebildet. Das gilt auch fiir
die zweiwertigen Ionen anderer Ubergangselemente. Die
synthetischen Eisen(ur)- und Aluminiumkomplexe wei-
sen dagegen eine tiefe Farbe auf und zeigen ein dem

Rep. Tokyo Kyoiku Daigaku Sect. B 72, 39 (1965)) das Vor-
kommen der makromolekularen Komponente im Protocyanin
der Feldkornblume bestitigt.

[17] P. Job, Ann. Chim. Phys. 9, 113 (1928).
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Protocyanin vergleichbares Verhalten bei Variation des
pH-Wertes (vgl. Abbildung 3). Neben Eisen(m) und
Aluminium bilden auch Sn(v), Ti(um), Cr(m) und
UO;t tiefblaue Chelate, die bei pH = 4 bis 7 stabil sind.
Zinn, Titan, Chrom und Uran kommen aber in Pflanzen
nur als Spurenelemente vor. Es ist daher nicht zu er-
warten, dafl aufer Aluminium und Eisen noch andere
Metalle fiir die Bildung blauer Bliitenfarben eine Rolle
spielen.

Die Komplexverbindungen von Cyanin und Cyanidin
mit Eisen und Aluminium sind auch prédparativ darge-
stellt worden 18], Relativ leicht erhilt man die Tri-
cyanidino-eisen(in)- oder -aluminium-Komplexe (1/a)
sowie die Dicyanidino- elsen(m) oder -aluminium-
Komplexe (12a). Beim Cyanin bildet sich bevorzugt der
2:1-Komplex, der auBerdem noch ein Anion enthilt.
Analyse und Konstitutionsaufkliarung zeigen, daB sich
- die Komplexe von der Anhydrobase des Anthocyans
ableiten. Die Komplexbildung tritt an den Hydroxy-
gruppen am Phenylrest ein, denn Anthocyane, die keine
zwei benachbarten” Hydroxygruppenv";:am':?iPheny]rest
haben, bilden keine Komplexe. Dieser Befund stimmt

0 oH
O —=
| 74T J
O RO
OR 3

(11)
~ l /O
HO \fG o6 C_ OH
X (e
(12)
M: A+, Fe3+ (lla), R: -H (11b), R: Glucosy!l
X: OH-, Ci~ (12a), R: —-H  (12b), R: Glucosyl

mit den oben erwidhnten Beobachtungen beim enzyma-
tischen Abbau des Protocyanins {iberein. Da im natiir-
lichen Protocyanin das Verhiltnis Metallion: Cyanin
1:2 betrigt, ist Verbindung (12b) das synthetische

Aceton. Schwarzblaues Chloro-dicyano-eisen{iu) faiit
aus, wird abgesaugt und mit sehr wenig Methanol ge-
waschen. Die Substanz ist in Wasser mit tiefblauer
Farbe sehr gut 16slich. Ausbeute: 25 mg.

R. Kuhn!191 hat nach unseren Vorschriften den Alu-
miniumkomplex (72a) als Farblack in einem einfachen
Demonstrationsversuch hergestellt :

Zu 32 mg Cyanidinchlorid in 800 ml Methanol gibt man
100 ml einer dicken Aufschlimmung von AI(OH); in
Methanol. Nach dem Umschiitteln setzt sich der korn-
blumenblaue Aluminiumkomplex ab, und die iiber-
stehende 1.6sung wird farblos. Das AKOH); ist aus
einer heiBen wiBrigen Losung von Aluminiumsulfat
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Abb. 4. Lichtabsorptionsspektren des Protocyanins (1,25 mg/ml) ——
und des Dicyanino-aluminium-Komplexes (0,4 mg/ml) --— in 0,2 M
Acetatpuffer, pH = 6,1.

mit konzentriertem Ammoniak zu fillen und mit Was-
ser bis zur neutralen Reaktion zu waschen. Dann bleibt
die Farbe des Al-Komplexes viele Stunden bestehen.

Der synthetische Komplex (12b) unterscheidet sich
vom natiirlichen Protocyanin durch das Fehlen der

o
o S o
# OR

1 o

Modell fiir den Kornblumenfarbstoff. In einfacher, fiir
einen Vorlesungsversuch geeigneter Weise 1d0t sich der
Eisenkomplex wie folgt darstellen:

Zu einer Losung von 65 mg Cyaninchlorid in 50 ml
0,1 N HCl werden 16,2 mg wasserfreies Eisen{m)-
chlorid in 2 ml Wasser und genau 52 ml 0,1 N NaOH
gegeben. Zur blauen Losung fiigt man etwa 150 ml

(18] E. Bayer, K. Nether u. H. Egeter, Chem. Ber. 93, 2871
(1960).
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n
(13), M = Al(m), Fe(u)

makromolekularen Komponente. Trotzdem stimmen
die Lichtabsorptionsspektren beider Komplexe gut
{iberein (Abbildung 4). Die wenig intensive Schulter des
Protocyanins bei 640 my ist auch bei den Modellkom-
plexen, bei denen die Bande bei 570 mp stark verbrei-
tert ist, angedeutet. Die Polygalakturonsidure diirfte mit
ihren Carboxylgruppen koordinativ am Eisenatom an
Stelle des Restes X in Formel (12} gebunden sein, so

[19] R. Kuhn, Naturwissenschaften 49, 1 (1962), zit. S. 6.
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daB sich die Struktur (/3) (Molekulargewicht von etwa
20000) ergeben wiirde. Tatsichlich kann man aus Apfel-
pektin, Cyanin und Eisen(ur)- oder Aluminiumchlorid
einen tiefblauen, chloridfreien Komplex erhalten.
Unseres Wissens ist das Protocyanin das erste natiirlich
vorkommende Metallchelat, das an Stelle von Protein
ein Polysaccharid als makromolekularen Triger ent-
hilt, Neben die Chromoproteide und Metallproteide
tritt somit die Klasse der Chromosaccharide.

Die Moglichkeit der Existenz von blauen Rosen

Nach den Untersuchungen beim Kornblumenfarbstoff
ist das Auftreten von blauen Blitenfarben durch Kom-
plexbildung zu erkliren, wihrend bei roten Bliiten-
farben die Oxoniumsalze vorliegen. Es sollte demnach
theoretisch mdéglich sein, die von Rosenziichtern ver-
geblich gesuchte kornblumenblaue Rose zu erzeugen,
indem man das Cyanin der Rose zur Chelatbildung ver-
anlafit. Bei den Hortensien geniigt ja bereits das Be-
gieBen der roten Varietdt mit Alaunldsung, um den
Farbumschlag von rot nach blau zu bewirken. Das Ver-
fahren versagt bei Rosen. Der Blauumschlag in den
Bliitenblittern von Hortensien geht mit der Zunahme
des Aluminiumgehalts einher, wie Tabelle 1 zeigt. Bei
Rosen nimmt dagegen der Aluminiumgehalt in den

Tabelle 1. Eisen- und Aluminium-Gehalt der Bliitenblatter von Horten-
sien und Rosen

Eipstellen BegieBen
Normale von Schnittblumen der Pflanzen
Pflanzen in Alaunldésung mit Alaunléosung
(24 Std.) [a] (7 Tage) [al
Al Fe Al Fe Al Fe
Hortensie { 0,17 % 0,12% | 0,52% 0,20 % 0,35 % 0,15%
Rose 0,419 0,129,] 0,59 % 0,14 7% 0,43 % 0,11 %

[a] Verwendet wurden 0,1-proz. wiiBrige Lisungen von Aluminium-
alaun oder Eisenalaun.

Bliitenblittern bei gleicher Behandlungsweise nicht zu.
Rosen besitzen somit einen ,,Sperriegel*, der die iiber-
miBige Konzentration von Metallionen in Bliiten-
blittern verhindert. Aber schon der ohne zusitzliche
Anreicherung bereits vorhandene Gehalt an Aluminium
und Eisen von 0,12 bis 0,4 % sollte prinzipiell zur Bil-
dung von Cyanin-Komplexen ausreichen. Warum tritt
dies nicht ein?

Man kénnte dieser Frage ausweichen, indem man postu-
liert, daB Metallionen und Anthocyan-Oxoniumsalze in
verschiedenen, voneinander getrennten Zellbereichen
vorkommen. Es wire aber auch denkbar, daf3 Al und Fe
in den Bliitenblittern nicht frei vorliegen, sondern be-
reits komplex gebunden sind. Wenn andere Komplex-
bildner stabilere Komplexe bilden, wire das Ausbleiben
der Blaufirbung verstindlich. Wir haben nun in Rosen
nach solchen Komplexbildnern gesucht. Wir dachten
dabei vor allem an die Sduren des Citronensiurecyclus
und an phenolische Inhaltsstoffe.

Citrat bildet mit Eisen stabilere Komplexe als Cyanin,
was sich am Ausbleiben der Blaufirbung beim Zu-
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sammengeben von Cyaninchlorid und Eisen(u)-
chlorid in citrat-haltigem Acetatpuffer vom pH = 4,6
zeigen 14Bt. In den von uns untersuchten Bliiten ver-
schiedener Rosensorten waren jedoch keine nennens-
werten Mengen Citronensidure nachweisbar. Es mag
aber unter den vielen Rosensorten auch solche mit
merklichem Citronensiuregehalt geben. Karrer 201 hat
z.B. iiber das Vorkommen von 2 9% Citronensfure in
einer Rosensorte berichtet. Die Dicarbonsduren des
Citronensdurecyclus bilden weniger stabile Eisen-Kom-
plexe als das Cyanin.

Es ist seit langem bekannt, daB neben den Anthocyanen
in Bliitenblittern Glykoside von Flavonolen vorkom-
men. G. M. und R. Robinson 10,211 und auch P. Kar-
rer120) haben schon angenommen, dafB diese Begleit-
stoffe fiir die Farbnuancierung eine Rolle spielen konn-
ten. G. M. und R. Robinson'211 haben bei ihrer ,,Co-
pigmentierungs‘‘-Hypothese besonders auch Flavonole
erwihnt, allerdings ohne weitere Untersuchungen aus-
zufiihren. P. Karrer (201 konnte in roten Rosen ein Gly-
kosid des Quercetins (/4) nachweisen, machte jedoch
keine nidheren Angaben iiber die Zuckerkomponente.
Wir konnten das Vorkommen von Quercetinglucosiden
in verschiedenen Rosenarten bestitigen. AuBerdem
fanden wir in roten Rosenblittern auch Glucoside des
Kéampferols (15).

Tatsiichlich unterbleibt in Gegenwart von Quercitrin
die Bildung von Anthocyanchelaten mit A3+ und Fe3*,
und aus natiirlichem Protocyanin lassen sich die bereits
eingebauten Metallionen durch Zugabe von Quercitrin
verdringen, wie die Abnahme der blauen Farbe bei
Zugabe steigender Mengen Quercitrin in Abbildung 5
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Abb. 5. Austausch von Metallionen zwischen blauem Protocyanin (1)
und Quercitrin in Acetatpuffer, pH - 4,5. Cyaningehalt: 3,7 x 1074 M.
Kurven: I1: Zugabe von 3,7 x 1074 M Quercitrin; TTI: 1,11 x 1073 M
Quercitrin; IV: 1,85 x 10-3 M Quercitrin.

zeigt. Die Metallionen werden vom Flavonolglykosid
gebunden, und es bildet sich die Pseudobase (9).
Flavonolglykoside kénnten also die Aluminium- und

[20] P. Karrer u. K. Schwarz, Helv. chim. Acta 11, 916 (1928).

[21]1 R. u. G. M. Robinson, Biochem. J. 25, 1687 (1931); 26,
1663 (1932).
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Eisen-Ionen auch in der Rose maskieren, und der Weg
zu blauen Rosen miilite demnach in der Ziichtung von
Pflanzen ohne Flavone und Citronensidure zu suchen
sein,

Die im Vergleich mit den Anthocyanen stirkere Kom-
plexbildungstendenz der Flavonole ist auf die Hydroxy-
ketogruppierung zuriickzufithren. L. Hérhammer und
R. Hinsel22,231 haben die Zusammensetzung der
Flavonolchelate mit der Methode der kontinuierlichen
Variation nach P. Job"171 eingehend untersucht. Sie
konnten nachweisen, da Flavonole mit freier Hydroxy-
gruppe in 3-Stellung sowohl 1:1- als auch 2:1-Chelate
bilden, wihrend man aus Flavonolen mit einem an C-3
glykosidisch gebundenen Zuckerrest nur 1:1-Kom-
plexe erhilt. Wir haben die Al- und Fe-Chelate des
Kiampferols, Quercetins und Quercitrins isoliert und in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von L. Hoir-
hammer und R. Hdnsel122,231 bei den Aglykonen drei
Komplextypen (16)—(18) und bei den 3-Glykosiden
nur den 1:1-Komplex (21) erhalten. Die sterische Be-
hinderung durch den Zuckerrest in Nachbarstellung
zur Carbonylfunktion fiihrt bei den 3-Glykosiden nur
noch zur Anlagerung eines Flavons an das Zentral-
atom. Den gleichen Effekt hat schon eine Methylgruppe.

(16) (17)

So ergibt das 3-Hydroxy-5,7,3’,4’-tetramethoxyflavon
(19) genau wie Quercetin drei Komplextypen, wihrend
sich vom 5-Hydroxy-3,7,3’,4'-tetramethoxyflavon (20),
wie von den 3-Glykosiden Rutin (21), R = C13H10y,
und Quercitrin (27), R = CgH;;04, nur der 1:1-Typ
isolieren 140t.

(20) (21)

[22] L. Horhammer u. R. Hdnsel, Arch. Pharm. 285, 438 (1952);
288, 315 (1955).

[231 L. Horhammer u. R. Hinsel, Z. analyt. Chem. 148, 251
(1955).
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Variation der Bliitenfarben

Es erhebt sich nun die Frage, ob die Variation der Blii-
tenfarben allgemein durch Chelatbildung erklirt wer-
den kann, Es wire denkbar, daB die vielen Farbnuancen
zwischen tiefblau und rot durch die Mischung von
blauen Chelaten mit roten Oxoniumsalzen der Antho-
cyane hervorgerufen werden.

Wir haben schon erwihnt, daB nur die Glykoside des
Cyanidins (2), Delphinidins (3) und Petunidins (5)
tiefblaue Chelate bilden. Glykoside des Pelargonidins
(1), Paonidins (4) und Malvidins (6) sind dazu nicht
in der Lage und sollten daher als Hauptkomponenten
lediglich in roten bis violetten Bliiten auftreten. Dies
steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen, die
P. Werckmeister 241 bei sorgfiltigen chromatographi-
schen Untersuchungen der Anthocyangehalte vieler
Bliiten erhalten hat. An einigen Beispielen sei dies er-
lautert.

Neben der blauen Kornblume gibt es eine rote Varietiit.
R. und G. M. Robinson191 haben angenommen, daB
die rote Farbe durch ,,Copigmentierung* mit Chloro-
gensdure zustande kommt. Das Anthocyan der roten
Kornblume ist jedoch nicht das Cyanin, sondern das
Pelargonin 251, ein Glykosid des Pelargonidins (1) mit
nur einer Hydroxygruppe im Phenylrest, das keine
blauen Komplexe bilden kann.

Die verschiedenen Sorten der Staudenlupine (Lupinus
polyphemus) zeigen in ihren Bliiten alle Farbnuancen zwi-
schen blafBrot, violett und tiefblan. Der aus PreBsiiften
von-blauen Lupinen gewonnene Farbstoff 148t sich nicht
dialysieren und ist demnach — wie das Protocyanin der
Kornblume — hochmolekular, Die Farbstoffe der roten
Lupinen treten dagegen schon innerhalb 30 bis 60 Mi-
nuten durch den Dialysierschlauch 261, Dialysiert man
PreBséfte von violetten Lupinen, so wird die Innen-
16sung innerhalb einer Stunde blau, d.h. die Farbe der
violetten Lupinen wird durch eine Mischung héher-
molekularer blauer Chelate mit roten dialysierbaren
Oxoniumsalzen hervorgerufen.

Die in verschiedenfarbigen Lupinen gefundenen Antho-
cyane sind in Tabelle 2 angefiihrt. In den roten Varie-
titen sind nur Pelargonidinglykoside vorhanden, die
keine blauen Komplexe bilden konnen. In den blauen
Lupinen finden sich Glykoside des Cyanidins und

Tabelle 2. Anthocyane der Lupinen.

RF-Wert in Butanol/ | rote ‘ blaue ‘ violette
Anthocyan Eisessig/Wasser
4:1:5) Lupinen
Delphinidin- 0,19 — FEE
monoglucosid
Pelargonidin- 0,39 ++4 — —_
monoglykosid
Pelargonin 0,35 44 — +
Cyanidin-glykosid | 0,24 — + 4+
Unbekannt 0,29 — — -+

[24] P. Werckmeister, Der Ziichter 24, 224 (1954).

[25] M. Hadders u. C. Wehmer in G. Klein: Handbuch der Pflan-
zenanalyse. Springer, Wien 1932, Bd. 11I/2, S. 984.

[26] E. Bayer, Chem. Ber. 92, 1062 (1959).
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Tabelle 3. Dialysierbarkeit und elektrophoretische Beweglichkeit einiger Bliitenfarbstoffe.

Pflanze Bliitenfarbe Dialyse des Preflsaftes E]ektro.phor:etlsche PH des
Beweglichkeit [a] Prefisaftes
Krokus (Crocus spec.) blau dialysiert nicht in 10 Std. zur Katbode 5,75
Marzveilchen (Viola odorata) blau dialysiert nicht, zur Kathode 6,3
blauer Niederschlag nach 10 Std.

Traubenhyazinthe (Muscari botroyoides) | blau dialysiert in 8 Std. zur Anode 5.4
Tulpe (Tulipa gesneriana) rot dialysiert in 2 Std. keine 5,35
Tulpe (Tulipa gesneriana) dunkelviolett dialysiert in 2 Std. keine 5,25
Schwertlilie (Iris germanica) blau Niederschlag nach 1 Std. — 5,4
Akelei (Aguilegia coerula hybrida) blau dialysiert nicht in 8 Std. — 5,4
Akelei (Aquilegia coerula hybrida) violett violett — blau (in 2 Std.) — 5,5
AKkelei (Aquilegia coerula hybrida) rosa dialysiert in 2 Std. keine 5,6
Stiefmiitterchen (Viola tricolor) blau dialysiert nicht in 24 Std. zur Kathode 5,3
Pfingstrose (Paeonia of ficinalis) rot dialysiert in S Std. keine 5,0
Rittersporn (Delphinium consolida) blau blauer Niederschlag — 5,5
Glockenblume (Campanula spec.) blau blauer Niederschlag nach 5 Std. zur Kathode 5,7
Hornveilchen (Viola cornuta) blauviolett blauer Niederschlag nach 1 Std. — 6,0
Aster (Aster spec.) rot dialysiert in 3 Std. keine 5,25
Lobelie (Lobelia spec.) blau dialysiert nicht in 10 Std. zur Anode 5,85

fa] in 0,2 M Acetatpuffer, pH = 4,62, 400 V.

Delphinidins, d.h. starke Komplexbildner. Violette
Bliiten enthalten sowohl die’ Pelargonidinglykoside als
auch die Delphinidin- und C&anidinglykoside.

Ahnlich lassen sich die Farben vieler anderer Bliiten
durch Komplexbildung erkldren. In Tabelle 3 sind die
Eigenschaften einiger PreBsifte von Blumen zusammen-
gestellt. AuBerdem ist angegeben, ob sich nicht dialysier-
bare, hohermolekulare Komplexe nachweisen lassen
und ob eine Wanderung im elektrischen Feld eintritt.

Grenzen der Komplexbildungstheorie

Die Komplexbildung ist beim Cyanin durch die Iso-
lierung des Protocyanins bewiesen worden. Bei Delphi-
nidinglykosiden tritt,” wie schon Willstdtter 27! oeob-
achtet hat, die Entfirbung in verdiinnter LOsung zur
Pseudobase (9) nicht so leicht ein wie beim Cyanin. In
schwach saurem bis neutralem Medium koénnte dem-
nach bei Delphinidinglykosiden die violette chinoide
Anhydrobase (22) bestindig sein 2] und blauviolette
Farbtone hervorrufen.

(22)

Wir haben daher untersucht, ob im Farbstoff des Rit-
tersporns ein Aluminium- oder Eisenkomplex vorliegt.
Dieser Farbstoff ist in Wasser schwer 16slich und kann
nur mit Dimethylformamid/Wasser (2:1) aus den Blii-
ten extrahiert werden. Der Vergleich der Lichtabsorp-
tionsspektren (Abbildung 6) eines synthetisch herge-
stellten Delphinin-Aluminium-Komplexes und des Rit-
terspornfarbstoffes zeigt, dal3 letzterer um 40 bis 50 my
kiirzerwellig absorbiert und auch eine geringere Ex-
tinktion im Maximum der Lichtabsorption zeigt als das
Chloro-didelphinino-aluminium. Die Zugabe von Alu-

[27) R. Willstétter u. T. J. Nolan, Liebigs Ann. Chem. 408, 3
(1915).
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miniumsalz zum Ritterspornfarbstoff bewirkt eine
lingerwellige Verschiebung und eine Extinktionser-
hohung, da sich dann ein Komplex bildet (Abbildung 6).
Primér liegt somit im Ritterspornfarbstoff sicher kein
Eisen- oder Aluminiumkomplex vor. Wie Protocyanin

600 500 400

Almy) 285
S — T

log €

5328 ¥ [em™)

Abb. 6. Lichtabsorptionsspektren von Delphininchlorid in 0,01-proz.
methanolischer HCl -—, Ritterspornfarbstoff in Acetatpuffer, pH
4,7, ——- und Chloro-didelphinino-aluminium —-—-—-

ist auch der Ritterspornfarbstoff nicht dialysierbar und
somit héhermolekular. Wiederum ist ein Polysaccharid
daran beteiligt. Neben Glucose und Arabinose enthélt
es Galakturonsiduren. Metallionen sind im Farbstoff
lediglich in Spuren vorhanden. Ihre Menge liegt um eine
Zehnerpotenz unter der fiir das Delphinin dquivalenten
Menge. Der Ritterspornfarbstoff ist demnach eine Ver-
bindung zwischen einem pektindhnlichen Polysaccharid
und der neutralen ,,Anhydrobase® (22) des Delphinins
ohne Beteiligung von Metallionen. Diese Bindung des
Delphinins an Pektin zu einem nicht dialysierbaren
Molekiilkomplex kann auch Kkiinstlich hergestellt
werden: Wenn man zu 19,5 mg aus Rittersporn isolier-
tem, reinem Delphinin in 50 ml Wasser 400 mg ge-
reinigtes Apfelpektin fiigt, treten nach 20-stiindiger
Dialyse weniger als 2 % des Delphinins durch den Dialy-
sierschlauch. Gleichzeitig mit dem Pektinzusatz wird
die Extinktion erhoht, wie Abbildung 7 zeigt. Das
Maximum der Extinktion stimmt im iibrigen mit der
Lage des Maximums beim Ritterspornfarbstoff iiber-
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Abb. 7. Erhohung der Extinktion von Delphinin in Acetatpuffer, pH ==
4,71, (—--) bei Zusatz von gereinigtem Apfelpektin (------ }. 18 mg Del-
phininchlorid wurden in 6 ml 0,1-proz. methanolischer HCI und 2 ml
dest. Wasser geldst. Die Ldsung wurde mit 0,2 M Acetatpuffer (pH =
4,7) auf 50 ml aufgefiillt und dann mit Pektin in Acetatpuffer (pH ==
4,7} versetzt (40 mg auf 18 mg Delphinin). Vor der Messung wurden
Vergleichslosung und Probe mit Pektinzusatz 1 Tag stehen gelassen und
dann zentrifugiert.

ein. Uber die Art der Bindung der Anhydrobase des
Delphinins an das Pektin kénnen vorderhand keine ex-
akten Angaben gemacht werden. Es ist moglich, daB
Wasserstoffbriicken beteiligt sind. Cyanin bildet mit
Pektinen keine blauvioletten, nicht dialysierbaren Kom-
plexe. Auch das Aglykon Delphinidin zeigt bei Pektin-
zusatz weder eine Farbvertiefung noch die Bildung einer
hochmolekularen, nicht dialysierbaren Verbindung.

Diese FErgebnisse konnen moglicherweise die Beob-
achtung von K. Hayashi et al, 28] erkldren, die aus Com-
melina communis eine blaue Verbindung isoliert haben,

[28} K. Hayashi, Y. Abe u. S. Mitsui, Proc. Japan Acad. 34, 373
(1958); 35, 169 (1959).

die auf 4 mol Delphinidinglucosid 1g-Atom Magnesium
enthilt. Dem widerspricht, daB zwischen Delphinin
oder Delphinidin, wie bei den Cyanidinderivaten, spek-
troskopisch und beim Versuch zur Isolierung keine
Tendenz zur Komplexbildung mit Erdalkali-Ionen in
wiBrigem Medium bei pH = 2 bis 9 nachweisbar
ist [16,18,291 Die Anlagerung von vier zweizdhligen
Anthocyanliganden wiirde fur das Magnesium die
Koordinationszahl 8 ergeben. Deshalb ist diese Theorie
vom komplexchemischen Standpunkt nicht wahrschein-
lich. Wenn nun aber beim Commelin, dhnlich wie beim
Ritterspornfarbstoff, die blaue Farbe durch die Kom-
bination eines Polysaccharides mit der Anhydrobase
des Delphinidindiglykosids zustande kime und das
Magnesium lediglich eine schwer abzutrennende Ver-
unreinigung darstellen wiirde, wiren die Widerspriiche
geldst. Es ist somit wahrscheinlich, dall K. Hayashi et
al. [28] erstmals einen Vertreter dieser héhermolekularen
Farbstoffklasse in Hinden hatten,

Die Bindung von Anthocyanen an Pektine diirfte auch
bei der Firbung von Friichten eine Rolle spielen. So ist
schon lange bekannt, dall man den Farbstoff der roten
Weintraube durch Zusatz eines pektin-abbauenden En-
zyms, z.B. Vinibon [30], besser in Losung bringt und so
einen Rotwein mit intensiverer Farbe erhiilt.

Diese Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der
Deutschen Forschungsgemeinschaft ausgefiihrt. Aufler-
dem standen Sachbeihilfen des Fonds der Chemischen
Industrie zur Verfiigung. Beiden Organisationen sei auch
hier fiir die Forderung unserer Arbeiten herzlich ge-

dankt,

Eingegangen am 31. Mai 1966 [A 532]

[29]1 E. Bayer, Chimia 16, 333 (1962).

[30] E. Vogt: Der Wein. 3. Auflage, Eugen Ulmer, Stuttgart
1955, S. 129.

Elektronenbrenzen, eine neue Methode zur Analyse kleinster Mengen

organischer Substanzen

VON PROF. DR. H. SCHILDKNECHT NACH ARBEITEN MIT DR. F. ENZMANN,
DIPL.-CHEM. K. GESSNER, DIPL.-CHEM. K. PENZIEN, DIPL.-CHEM. F. ROMER UND DR.O. VOLKERT

ORGANISCH-CHEMISCHES INSTITUT DER UNIVERSITAT HEIDELBERG

Mit tritiiertem Wasser einer spezifischen Aktivitit von 5 Cifml inkubierte organische Ver-
bindungen werden spezifisch fragmentiert. Die B-strahlenden Fragmente lassen sich nach
chromatographischer Trennung in geringsten Mengen nachweisen. Chemisch identifiziert,
gestatten sie Riickschliisse auf die fragmentierten Verbindungen, wie Versuche mit Amino-
sduren, Estern, Lactonen, Sdureamiden, Chinonen, Terpenen, Stickstoff-Schwefel-Hetero-
cyclen und Naturstoffen gezeigt haben.

1. Einleitung

,»,Die Korper geschickt in ihre Bestandteile zu zerlegen,
deren Eigenschaften zu entdecken und sie auf verschie-
dene Art zusammenzusetzen, ist der Gegenstand und
Hauptzweck der ganzen Chemie®. Mit diesen Worten
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hat Carl Wilhelm Scheele allen Titigkeiten des Chemi-
kers die Analyse vorangestellt.

Die dlteste Art, organische Stoffe zu zerlegen, war, sie
einfach zu erhitzen, d.h. zu brenzen. Inzwischen kennt
man mehrere Arten der Energiezufuhr, die zur Spaltung
chemischer Bindungen fiihren. So beobachteten wir, dall
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