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Wie in den letzten beiden Jahrzehnten gezeigt werden konnte,
verlduft der Abbau von Chlorophyll in seneszenten Blittern
tiber einen gut kontrollierten und weitgehend einheitlichen
Abbauweg, dessen ,Endprodukte nichtfluoreszierende,
farblose Chlorophyll-Kataboliten (NCCs) sind.? Vor
kurzem wurden in reifen Apfeln und Birnen die gleichen
NCCs gefunden wie in gelben Blittern. Dies wies darauf hin,
dass der Chlorophyllabbau in reifenden Friichten gleich ab-
lduft wie bei der Blattseneszenz (Schema 1).54

In den Schalen von reifenden Bananen (Musa cavendish)
geht das gut sichtbare Verschwinden der Chlorophylle mit der
Bildung einer intensiv gelben Farbe einher, die auch im
menschlichen Gedéchtnis als ,,die Farbe“ der Bananen ge-
speichert ist.! Uberraschenderweise erschienen diese mar-
kant gelben Bananen blau, wenn sie unter UV-Licht beob-
achtet wurden und zeigten eine bislang unbemerkte blaue
Lumineszenz (Abbildung 1). Wie wir nachweisen konnten,
hingt diese blaue Lumineszenz direkt mit dem Chlorophyll-
abbau in der Bananenschale zusammen. Sie entsteht ndmlich
durch die Anreicherung ,.fluoreszierender* Chlorophyll-Ka-
taboliten,” farbloser Zwischenstufen des Chlorophyllab-
baus, die in hoheren Pflanzen normalerweise kaum detek-
tierbar sind.*!

Die Lumineszenz intakter gelber Bananen glich sowohl
der Lumineszenz von Extrakten der gelben Schale als auch
der Lumineszenz einer Losung des isolierten (in den Schalen
vorkommenden) Mc-FCC-56: Alle drei zeigten ein Maximum
bei 450 nm (Abbildung 1). Mc-FCC-56 ist laut Analyse eines
Bananenschalenextrakts mittels Hochdruckfliissigkeitschro-
matographie (HPLC) jedoch nur eine von ungefihr einem
Dutzend lumineszierenden Fraktionen mit Absorptions-
spektren, die typisch fiir FCCs sind (Maxima nahe 317 und
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Schema 1. Wichtige Stationen des Chlorophyllabbaus in seneszieren-
den Pflanzen: Die Chlorophylle a (R=CH;, Phy=Phytyl) und b
(R=CH=0, Phy=Phytyl) werden iber den priméren ,fluoreszieren-
den“ Chlorophyll-Kataboliten (pFCC) zu ,nichtfluoreszierenden“ Chlo-
rophyll-Kataboliten (NCCs) abgebaut (in denen die Reste R', R* und R®
tiblicherweise variieren).*3!

358 nm). Der bereits erwiihnte Mc-FCC-56 war dabei die
mengenméBig grofte Fraktion und wurde durch spektrosko-
pische Methoden charakterisiert: Mithilfe von hochaufge-
loster Massenspektrometrie konnte der Verbindung die
Formel C,,H,0,,N, zugewiesen werden (ausgemessen wurde
das Pseudomolekiilion des Natriumsalzes bei m/z 853.289
(m/zper ([CuH40 1N Na] ") 853.291)). Die Struktur von Mc-
FCC-56 wurde mittels multidimensionaler NMR-Spektro-
skopie abgeleitet. Im '"H-NMR-Spektrum waren ein Dublett
und drei Singuletts der Methylgruppen bei hohem Feld, ein
Singulett bei 6 =3.75 ppm (Methylester) sowie Signale der
Vinyl- und Formylgruppen bei tiefem Feld zu sehen (sieche
Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen). Homo- und
heteronucleare Korrelationen (von 'H,'H-COSY-, 'H,'H-
ROESY-'H,*C-HSQC- und 'H,”C-HMBC-Spektren)®! er-
moglichten die Zuordnung aller nicht austauschbaren H-
Atome und von 41 (von 42) Kohlenstoffatomen. Die Kon-
stitution wurde mithilfe von "H,"H-NOE-Spektren als 3'3*
Didehydro-8>-hydroxy-13-(methoxycarbonyl)-17°-[5'-dau-
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Abbildung 1. Gelbe Bananan lumineszieren blau. Oben und Mitte:
Gelbe (reife) und griine (unreife) Bananen unter weifem Licht bzw.
unter UV-Licht der Wellenlinge 366 nm. Unten: Lumineszenz von in-
takten Bananen unter Anregung bei 350 nm (gelbgriine Banane: griine
Linie, intensiv gelbe Banane: rote Linie, briunlich-gelbe Banane:
schwarze Linie), verglichen mit dem Fluoreszenzspektrum einer
Lésung von Mc-FCC-56 in Methanol (gestrichelte rote Linie).

cyl]-1,4,5,10,17,18,20,22-octahydro-4,5-dioxo-4,5-seco-(22 H)-
phytoporphyrin bestimmt (Abbildung 2)."” Diese Analyse
belegte, dass die Propionsiureseitenkette in Mc-FCC-56 mit
einem cyclischen Rest mit der Konstitution der Daucinsiu-
rel'l verestert vorliegt und dass der terminale Kohlenstoff
(C8?) der Seitenkette an der Position 8 eine Hydroxygruppe
tréagt.

Das Vorliegen eines Propionsidureesters in Mc-FCC-56 ist
auBergewohnlich und stellt eine in Chlorophyll-Kataboliten
noch nie festgestellte natiirliche Modifikation der Propion-
sdureseitenkette dar.!>>! Umso erstaunlicher ist es, dass diese
Modifikation in mehreren FCC-Fraktionen der Bananen-
schalen zu finden ist. Auch diese wurden isoliert und analy-
siert (siche Abbildung 3, Abschnitt Experimentelles und
Hintergrundinformationen). Die zusitzliche Esterfunktion
hilft, die ungewohnliche Stabilitdit der FCCs und deren
Analoga in den Bananenschalen zu erklidren: Die sonst fiir
natiirliche Chlorophyll-Kataboliten typische freie Propion-
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Abbildung 2. Aufklarung der Struktur von Mc-FCC-56 durch NMR-
Spektroskopie. Konstitutionsformel von Mc-FCC-56 mit den zugeord-
neten H-Atomen und den beobachteten homonuclearen Korrelationen
(gestrichelte Linien: COSY, durchgezogene Linien: NOESY). Die Spek-
tren wurden bei 600 MHz in CD,OD bei 25°C aufgenommen. Die ent-
sprechende Abbildung mit den 'H,"*C-Korrelationen ist in den Hinter-
grundinformationen zu finden.
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Abbildung 3. HPLC-Analyse von Bananenschalenextrakten: FCC- und
NCC-Fraktionen wurden anhand charakteristischer Lumineszenz oder
Absorption identifiziert (und entsprechend markiert). Oben: Chroma-
togramme mit Lumineszenzdetektion bei 450 nm; schwarz: Extrakt
von mit Ethylen gereiften Bananen; grau: Extrakt von natiirlich gereif-
ten Bananen. Unten: HPLC-Analyse mit Detektion der Absorption bei
320 nm (siehe Hintergrundinformationen).

sdurefunktion wird ndmlich als Ursache dafiir gesehen, dass
die ,letzte* Stufe des Chlorophyllabbaus in hoheren Pflanzen
eine schnell und stereospezifisch ablaufende Isomerisierung
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der FCCs zu NCCs ist. Diese schnelle Umwandlung der FCCs
zu NCCs erklirt, dass FCCs bisher weder in Bléttern noch in
reifen Friichten in groBeren Mengen beobachtet werden
konnten.**'! Eine In-vitro-Isomerisierung von Mc-FCC-56,
die unter vergleichbaren Bedingungen mittels Sdurekatalyse
durchgefiihrt wurde, verlief dagegen relativ langsam und
ergab hauptsichlich zwei NCCs, Mc-NCC-55 und Mc-NCC-
58. Thre CD-Spektren wiesen auf eine entgegengesetzte
Konfiguration an der C(15)-meso-Position hin (Abbildung S3
in den Hintergrundinformationen). Eine vergleichbar lang-
same und nicht stereoselektive Isomerisierung wurde auch fiir
partialsynthetisch hergestellte Methylester der FCCs beob-
achtet.'”! Dies verdeutlicht, dass die Estergruppe von Mc-
FCC-56 (und dhnlicher FCC-Ester) die natiirliche Umwand-
lung in NCCs inhibiert, wodurch der Chlorophyllabbau of-
fenbar von seinem normalen Weg abgelenkt wird.

Kein Unterschied im Auftreten und in der Verteilung von
FCC-Fraktionen konnte beim Vergleich von kommerziellen,
mit Ethylen gereiften Bananen und natiirlich gereiften gelben
Bananen (Musa c.) gefunden werden (Abbildung3 und
Hintergrundinformationen). Daher scheint das einzigartige
Muster von FCCs und FCC-Estern, das in den kommerziell
erhiltlichen Bananen beobachtet wurde, keine Folge der
kiinstlichen Reifung mit Ethylen zu sein. Auch gelbe Bana-
nenblitter enthielten mehrere Fraktionen mit den charakte-
ristischen Lumineszenz- und Absorptionseigenschaften von
FCCs. Allerdings konnten erste HPLC-Analysen der Ex-
trakte solcher Blitter zeigen, dass die jeweils markantesten
FCC-Fraktionen aus Blatt und Schale interessanterweise
unterschiedliche Polaritdt aufweisen (siche Abbildung S5 in
den Hintergrundinformationen). Weiterfithrende Arbeiten
sind bereits im Gange, um die Strukturen dieser groftenteils
unbekannten fluoreszierenden Kataboliten des Chlorophylls
aufzuklaren.

Intakte Bananen unterschiedlicher Reifegrade wurden
hinsichtlich ihrer Absorptions- und Lumineszenzeigenschaf-
ten untersucht und zeigten eine dhnliche Verteilung und In-
tensitdt der blauen Lumineszenz wie Bananenschalenex-
trakte (Abbildung 1). Unter UV-Licht waren unreife, griine
Bananen tatséchlich kaum sichtbar, wéhrend reife gelbe Ba-
nanen stark lumineszierten. Das konnte darauf zuriickgefiihrt
werden, dass unreife Bananen kaum FCCs enthielten, woge-
gen wahrend der Ausbildung einer intensiv gelben Farbe in
der frithen Reifephase die fluoreszierenden Chlorophyll-Ka-
taboliten parallel mit dem Abbau des Chlorophylls akku-
mulierten und schlieflich ein Maximum erreichten. Im wei-
teren Reifeprozess, in dem die Banane eine stumpfe gelbe
Farbe annahm, verringerte sich die Menge an FCCs, und die
Fluoreszenz nahm ab. Sowohl in den ganzen Bananen als
auch in deren Extrakten korrelierte die Intensitédt der blauen
Lumineszenz mit dem Abbau des Chlorophylls (Abbildun-
gen 1 und 4).

Die auflergewohnliche biosynthetische Veresterung der
Propionséureseitenkette, die in den polaren FCCs Mc-FCC-
46, Mc-FCC-49, Mc-FCC-53 und Mc-FCC-56 entdeckt wurde,
erklart die Anreicherung von FCCs in der Bananenschale.
Diese modifizierten FCCs machen mehr als 80% der Ge-
samtmenge an FCCs in den Schalen aus (Abbildung 3 und S4
in den Hintergrundinformationen). Die Veresterung fiihrt zur

Angew. Chem. 2008, 120, 9087 -9091

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

grin, 0 1 2 3
unreif

Lagerungsdauer in Tagen

Abbildung 4. Relative Gesamtmenge an fluoreszierenden Chlorophyll-
Kataboliten (FCCs) in Extrakten von Schalen unreifer, griiner Bananen
(bzw. mit Ethylen behandelter Bananen) am Tag null und solcher, die
wihrend der Lagerung bei Raumtemperatur von Tag eins bis Tag fiinf
weiter gereift sind.

Hemmung der natiirlichen Isomerisierung von FCC zu
NCC.'? Tatsichlich wurden in der Schale nur geringe
Mengen an zwei epimeren NCCs (Mc-NCC-55 und Mc-NCC-
58) gefunden, die ebenfalls durch In-vitro-Isomerisierung von
Mc-FCC-56 zuginglich waren. Fiir die anderen, in groeren
Mengen auftretenden NCCs in der Bananenschale wurde
mittels spektroskopischer Analysen eine freie Propionsdure-
funktion (wie in den bisher bekannten NCCs) nachgewie-
sen.[¥ Insbesondere der in groBeren Mengen vorkommende
Mc-NCC-49 wurde mittels HPLC, 'H-NMR-Spektroskopie
und Massenspektrometrie als So-NCC-2 identifiziert, ein
NCC aus gelben Spinatblittern.!’]

Uberraschenderweise wurde die von uns festgestellte,
blaue Lumineszenz der Bananen bisher anscheinend génzlich
iibersehen. Die meisten Menschen wiirden die Vorstellung
einer blauen Banane sogar als appetithemmend empfinden.
Den Hauptbeitrag unserer visuellen Wahrnehmung der reifen
Banane liefern Carotinoide:" dadurch erscheint die reife
Banane am Tageslicht fiir das menschliche Auge intensiv gelb.
Hier konnte gezeigt werden, dass FCCs eine Quelle der Lu-
mineszenz darstellen, die als optische Aufheller in vivol™ zur
hellgelben Farbe von reifenden Bananen beitragen. FCCs
sind in Bananenschalen in bemerkenswertem Ausmaf} vor-
handen. Diese lumineszierenden Produkte des natiirlichen
Chlorophyllabbaus sind temporére Indikatoren der Reifung
(Abbildung 4), und unter UV-Licht sind reife Bananen blau
(Abbildung 1). Anscheinend wurde Lumineszenz noch nie
bei der Fruchtreifung und im Zusammenhang mit dem damit
einhergehenden Chlorophyllabbau festgestellt. In einer frii-
heren Arbeit iiber die Bananenschale wurde nur eine wenig
charakterisierte Fraktion aufgrund einer UV-Absorption
nahe 320 nm als ein NCC beschrieben.['!! Schwach bliuliche
und griinliche Fluoreszenz in hoheren Pflanzen wurden
immer Komponenten der Zellwand zugeschrieben.'”l Die
Chlorophylle in den Pflanzen zeigen in funktionell intakten
Proteinkomplexen nur sehr schwache Lumineszenz, und das
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Auftreten der roten Chlorophyllfluoreszenz in vivo wird all-
gemein als Symptom von metabolischem Stress in den Blét-
tern gedeutet.!"

FCCs wurden erstmals ungefdhr vor zehn Jahren als
kurzlebige Zwischenstufen des Chlorophyllabbaus in hoheren
Pflanzen beschrieben,”'” die manchmal auch in kleinen
Mengen in Extrakten von kiinstlich seneszierten Blittern
nachgewiesen werden konnten.”” In gelben Bananenschalen
und -bléttern hingegen sind die FCCs eine Quelle fiir starke
In-vivo-Lumineszenz. Der Abbau des Chlorophylls unter-
scheidet sich in Bananen von allen bisher analysierten hohe-
ren Pflanzen.!">"] AuBerdem weisen erste Untersuchungen
am Bananenblatt darauf hin, dass die Hauptkataboliten aus
dem Blatt sich von denen aus der Frucht unterscheiden (siche
Abbildung S5 in den Hintergrundinformationen). Fiir die
erhaltenen Ergebnisse dieser Arbeit, eine Stabilisierung der
FCCs durch eine biosynthetische Modifikation und die daraus
folgende Anreicherung dieser fluoreszierenden Chlorophyll-
Kataboliten in der Bananenschale, bieten sich zwei mogliche
Erkldarungen an:

1. Fluoreszierende Zwischenstufen des Chlorophyllab-
baus!”*”) sind eine neu entdeckte Farbquelle in Pflanzen.
Die Farbe der Friichte ist besonders relevant in Hinsicht
auf die spezifische Interaktion mit fruchtfressenden
Tieren, die meistens einen groferen visuellen Wahrneh-
mungsbereich im UV haben (sieche Lit. [21,22]). Die blaue
Lumineszenz der Bananenfrucht konnte ihnen ein deut-
liches Signal geben, dass die Frucht reif ist.

2. Die Anreicherung von FCCs in Bananenschalen konnte
auch mit einer méglichen biologischen Funktion innerhalb
der Frucht verbunden sein. Das hieBe, der Chlorophyll-
abbau wire nicht ausschlieBlich ein wichtiger Entgif-
tungsprozess, der NCCs als Endprodukte liefert:!! Die
Entdeckung der NCCs in Friichten und in seneszenten
Blittern und deren antioxidative Eigenschaften weisen
auf eine weitere mogliche Bedeutung solcher tetrapyrro-
lischer Produkte hin.”! Sie konnten helfen, die Lebensf-
higkeit von seneszenten Pflanzenzellen und reifenden
Friichten zu verldngern. So iibernehmen z.B. strukturell
verwandte Produkte aus dem Ham-Abbau, die Phytobi-
line, wichtige biologische Aufgaben in Pflanzen und an-
deren photosynthetischen Organismen.” ! Fiir Bilirubin
wurden erst kiirzlich wichtige Schutzfunktionen in Séuge-
tierzellen erkannt.*

Unsere fortlaufenden Arbeiten iiber FCCs in Bananen
werden einige dieser spannenden Fragestellungen vielleicht
bald ndher beleuchten lassen.

Experimentelles

Isolierung und spektroskopische Charakterisierung von Mc-FCC-56:
Schalen von gelben, mit Ethylen gereiften Bananen (Musa cavendish,
aus Supermirkten in Innsbruck) wurden in fliissigem Stickstoff tief-
gefroren und mit kaltem Methanol extrahiert. Durch Reinigung
mittels Chromatographie, Trennung mittels semipréparativer HPLC
und Entsalzen mittels SepPak-Kartuschen (siche Hintergrundinfor-
mationen) wurde eine analytisch reine Probe an Mc-FCC-56 erhalten,
die als blassgelber Feststoff isoliert wurde.
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UV-Vis (Methanol/Wasser 9:1, c=5.8x107M, A, /nm (Ige)):
237 (4.40), 317 (4.29), 358 (4.10); Fluoreszenz (Methanol, ¢ =4.2 x
10~°M, Anregung bei 350 nm): ,,,, =447 nm (siche Abbildungen 1
und S6). MS (ESI pos): m/z 870.26 (4), 869.23 (7, [M+K]"), 856.33 (6),
855.32(12), 854.31 (28), 853.24 (43, [M+Na]*), 834.34 (6), 833.36 (22),
832,32 (67), 831.27 (100, [M+H]"), 67820 (2, [M—Ring B+H]"),
667.15 (4, [M—C;H;0,4 + Na]"), 645.25 (9, [M—C,H;04+H]"); HR-
MS (ESL Methanol): m/z 853.289 (1m/zy.; [C4H.c0;4N,Na]* 853.291).
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