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Vorwort.

Diese Abhandlung umfaBt unveré6ffentlichte Untersuchungen,
die ich in den letzten Jahren gemeinsam mit Herrn Arthur Stoll
ausgefiithrt habe; sie betreffen

die Isolierung des Chlorophylls,

die Trennung und quantitative Bestimmung aller Kompo-
nenten des Blattfarbstoffes und

die Hydrolyse des Chlorophylls.

In diesen Arbeiten sind neue Methoden fiir die Darstellung
und den Abbau des Chlorophylls geschaffen worden; mit den
neuen Erfahrungen und den leichter zuginglichen Stoffen wurden
dann die fritheren Versuche iiber die Umwandlungen des Chloro-
phylls wiederholt und die meisten dlteren Verfahren verbessert.

Um die Arbeit zu einer Darstellung unserer Kenntnis vom
Chlorophyll zu vervollstindigen, wird sie mit den Ergebnissen
der Untersuchungen erginzt, die ich mit meinen Mitarbeitern
in den letzten sieben- Jahren in Liebigs Annalen der Chemie
verdffentlicht habe. Eine weitere Erginzung bilden einige noch
unverdffentlichte Untersuchungen, die ich mit Herrn H. J. Page
iiber die Pigmente der Braunalgen und mit Herrn M. Fischer
iiber die Beziehungen zwischen Chlorophyll und Himin ausgefiihrt
habe. Chlorophyll und Himin werden zu einer gemeinsamen
Stammsubstanz abgebaut mit Hilfe von Reaktionen, die einige
Aufschliisse iiber wesentliche Unterschiede in der Konstitution
von Chlorophyll und Himin geben.



IV Vorwort

Die folgende Mitteilung macht das Chlorophyll und seine
Derivate fiir kiinftige Untersuchungen leicht zuginglich. Indem
ich gemeinsam mit Herrn A. Stoll die gewonnenen Erfahrungen
mitteile, hoffe ich, es dem Chemiker und dem Physiologen zu
erleichtern, sich an der Erforschung des Blattfarbstoffes zu

beteiligen.
Berlin-Dahlem, Juli 1913.

Richard Willstitter.
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I Theoretische Einleitung.

Die Methode.

Die Geschichte der chemischen Untersuchung des Chloro-
phylls beginnt mit Berzelius?'), der es zuerst unternahm, das
Pigment aus den Bldttern zu isolieren. In der Meinung, dal es
weder von konzentrierter Salzsiure noch von Alkalien zersetzt werde,
hat er den alkoholischen Auszug der Bldtter mit so energisch
wirkenden Mitteln behandelt und ist daher nur zu Produkten
tiefgreifender Zersetzung gelangt. Er urteilt, daB das Blattgriin
weder ein Harz noch Wachs oder Fett sei, sondern zu den Farb-
stoffen gehore; seine Farbkraft vergleicht er mit der von Indigo.

Die Abhandlung von Berzelius hat auf die Ansichten und die
Arbeitsweise der spdteren Forscher viel Einflul gehabt; entweder
mit Salzsdure oder mit Alkali wird in der Folge die Isolierung des
Farbstoffs angestrebt, so von G. J. Mulder?), dann von F. S.
Morot3) und anderen. F.Verdeil?) glaubt Chlorophyll in reinem
Zustand zu isolieren, indem er einen siedenden alkoholischen Extrakt
mit Kalkwasser fillt und den Niederschlag mit Salzsdure behandelt.
Von Verdeil rihrt die Hypothese von der Verwandtschaft des
Blut- und des Blattfarbstoffs her; nach ihm soll ndmlich das
Chlorophyll dem Blutfarbstoff sehr dhnlich sein und wie dieser
eine bedeutende Menge Eisen enthalten. Der Eisengehalt ist dann

1) Ann. d. Chem. 27, 296 (1838].

%) Journ. f. prakt. Chem. 33, 478 [1844].

3) Ann. des Sc. nat. (Botan.) [3] 13, 160 [1849].

%) Compt. rend. 33, 689 [1851].
Willstitter-Stoll, Chlorophyll. I



2 R. Willstdtter und A. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll.

lange Zeit, auch noch in den Arbeiten von E.Schunck?), an-
genommen worden.

E. Frémys? Untersuchungen haben das Verhiltnis der griinen
zu den gelben Pigmenten der Bldtter beriihrt. Bei der Einwirkung
von Salzsdure und Ather auf den Abdampfriickstand eines Ex-
traktes verteilte sich der Farbstoff zwischen einer gelben étherischen
Schicht, nach Frémy ,Phylloxanthin“ enthaltend, und einer
blauen saueren Lsung von ,,Phyllocyanin®. In den beiden Schichten
nahm Frémy zwei Komponenten des Blattfarbstoffs an; sie sollten
das Chlorophyll bilden, verbunden zu einer Art von farbigem
Fett, worin Phylloxanthin das Glycerin vertrite, Phyllocyanin
die Fettsdure. Spiter dnderte Frémy seine Ansicht, er betrachtete
dann das Chlorophyll als ein Gemisch aus diesen Komponenten,
von indifferentem Phylloxanthin mit dem Kaliumsalz der Sidure
Phyllocyanin.

Erst nach einer langen Unterbrechung folgen die Unter-
suchungen von F. Hoppe-Seyler3), welche Verdeils Parallele
zwischen Blut- und Blattfarbstoff vertieften und Fré mys Vergleich
mit dem Fett zur Lecithinhypothese des Chlorophylls weiterent-
wickelt haben. Diese Arbeiten bilden mit den fast gleichzeitigen
von A.Gautier?) und von A. Tschirch?®) und den nachfolgen-
den von E. Schunck und L. Marchlewski®) und denen von
W.N. Hartley?) eine Periode in der Untersuchung des Blatt-
griins, deren Ergebnisse geschichtliches Interesse beanspruchen.

Die Methoden der Behandlung des Farbstoffs werden schonender.
Die Frage, ob Sduren und Alkalien zersetzend wirken und welche
Verinderungen sie herbeifiihren, wird gepriift, allerdings noch

1) Proc. Roy. Soc. 50, 308 [1891].

*) Compt. rend. 50, 405 [1860], 61, 188 [1865]; Ann. de chim. et de phys.
[4] 7, 78 [1866]; Compt. rend. 84, 983 [1877].

3) Zeitschr. . physiol.Chem. 3, 339 [1879]; 4, 193 [1880]; 5, 75 [1881].

%) Compt. rend. 89, 861 [1879].

%) Untersuchungen iiber das Chlorophyll, Berlin 1884; Ber. d. deutsch.
botan. Ges. 5, 128 [1887].

%) Diese Arbeiten sind vollstindig referiert in den drei Monographien von
L. Marchlewski: Die Chemie des Chlorophylls, Hamburg 1895; Artikel
»Chlorophyll“ in Roscoe-Schorlemmer- Brithl 8, 848 [1901]; Die
Chemie der Chlorophylle, Braunschweig 1909.

?) Journ. Chem. Soc. 59, 106 [1891] und 85, 1607 [1904].
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nicht richtig beantwortet. Die chemische Untersuchung tritt mehr
und mehr in Abhingigkeit von der spektralanalytischen Methode,
deren Nutzen weit iiberschitzt wird; sie hat nicht vor schweren
Irrtiimern geschiitzt. Manche bedeutende Verdnderung des Chloro-
phylls und seiner Derivate ist ndmlich ohne EinfluB auf das Ab-
sorptionsspektrum, wdhrend andererseits gewisse konstitutionell
geringfiigige Anderungen unverhdltnismdBig groBe Anderungen
im Spektrum hervorrufen.

Ein einziges Resultat aus den Arbeiten jener Zeit ist bleibend:
die Erkenntnis einer gewissen Verwandtschaft zwischen Himin
und Chlorophyll, die freilich weniger nahe ist, als man immer an-
nahm, und die in ihrer Bedeutung iiberschitzt wurde.

Hoppe - Seylerhat im Jahre 1879 Chlorophyll zu isolieren ver-
sucht und dabei energische Mittel, iberhaupt chemische Reagenzien
vermieden; unabhdngig von ihm hat A. Gautier das Ndmliche
angestrebt. Das ist, wie wir heute wissen, der richtige Weg, aber
die Ausfithrung des Versuches war nicht erfolgreich. Hoppe -
Seyler extrahierte frisches Gras mit siedendem Alkohol; aus dem
eingedunsteten Extrakt ist durch eine Folge von Trennungs- und
Reinigungsoperationen ein krystallinisches Priparat, das Chloro-
phyllan, von olivgriiner Farbe in Ldsung, hervorgegangen. Die
erhaltenen Pridparate waren nicht etwa unreines Chlorophyll,
sondern sie waren iiberhaupt kein Chlorophyll mehr. Der Farbstoff
hatte duch die Pflanzensiuren des Extraktes und das Erwidrmen
in alkoholischer Losung gelitten, von Beimischungen war er nicht
frei. Daher konnte die Analyse einen Phosphorgehalt von 1,49,
ergeben und zu der Vermutung fithren, Chlorophyll zdhle zu den
Lecithinen. Die von Hoppe - Seyler vorsichtig geduBerte Hypo-
these wird bis zum heutigen Tage von J.Stoklasa?) heftig ver-
fochten, der im Chlorophyll Phosphor und Kalium findet und zwar
noch mehr Phosphor als im Lecithin.

Die Analyse des Chlorophyllans war also ohne Nutzen, aber
von bleibender Bedeutung ist eine Reaktion, die Hoppe - Seyler
mit der Substanz vornahm. Bei dem Erhitzen mit Alkalien auf

1) Ber. d. deutsch. botan. Ges. 26, 69 [1907] und 27, 10 [1909]; Mitt.
d. Kalisyndikates IV, 73 und 85 [1908].

1%
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hohe Temperatur beobachtete er seine Umwandlung in einen
purpurroten Farbstoff, den er Dichromatinsdure nannte. Er fand
ihn sehr zersetzlich; so erklidrte er die von Salzsiure bewirkte
Farbianderung als die Folge einer Zersetzung. Das mit Sdure
entstehende Derivat erinnerte ihn in seinen optischen Merkmalen
auffallend an Himatoporphin, das er aus Himin mit konzentrierter
Schwefelsdure erhalten hatte; das Chlorophyllderivat nannte er
daher Phylloporphyrin. Dies ist die Beobachtung, mit der Hoppe-
Seyler einen gewissen Zusammenhang zwischen Chlorophyll
und Himin im molekularen Bau experimentell festgestellt hat;
mit Unrecht wird die Entdeckung meistens den spateren Autoren
zugeschrieben. Die Beziehung hat in Hoppe-Seylers Nomen-
klatur einen bleibenden Ausdruck erhalten. Seinem Verdienste
tut es keinen Abbruch, daB er das MiBgeschick hatte, bei
der Analyse der Dichromatinsdure den Stickstoffgehalt zu iiber-
sehen. Die Analyse ist von Schunck und Marchlewski richtig-
gestellt, indessen die Beobachtungen von Hoppe-Seyler iiber
die Dichromatinsdure sind in der Folge nicht klargelegt worden.
GemaiB ihrer Farbe und Fluorescenz enthilt wohl die Dichromatin-
sdure komplexes Metall; der Farbwechsel der in der Tat zersetz-
lichen Substanz mit Sdure beruht nicht einfach auf Bildung eines
Salzes, wie angenommen worden ist, sondern auf der Eliminierung
des komplexen Metalls, also auf Porphyrinbildung. Das Ausgangs-
material fiir den Versuch mu8 also noch Magnesium enthalten
haben. Natiirlich war das- Produkt nicht entfernt einheitlich oder
rein; aber es lagen in der Dichromatinsiure schon Phylline vor,
in dem Phylloporphyrin die entsprechende magnesiumfreie Sub-
stanz.

Die Porphyrine aus dem Chlorophyll und dem Himin waren also
einander dhnlich, aber durchaus nicht identisch. Bis in die letzte
Zeit hat man noch keine identischen Produkte bei dem Abbau beider
Pigmente erhalten, auBer bei tiefgreifender Spaltung des Farbstoffs,
bei der Reduktion und der Oxydation. Nachdem M. Nencki und
J. Zaleski?) durch reduktive Spaltung mit Jodwasserstoff und Jod-

1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 34, 997 [1901].
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phosphonium aus Himin Himopyrrol erhalten hatten, beobachteten
M. Nencki und L.Marchlewski!) Hadmopyrrol auch bei der
Reduktion von sog. Phyllocyaninkupferacetat. Wie daraus hervor-
ging, bestehen die Molekiile von H&dmatoporphyrin und Phyllo-
porphyrin aus denselben oder aus nahe verwandten Bausteinen.
Freilich ist die Zusammensetzung des Hidmopyrrols viel weniger
einfach, als man lange Zeit annahm. Es ist keine einheitliche
Base; Willstatter und Asahina?) haben gezeigt, daB es aus
einem Gemisch von Pyrrolhomologen besteht, worin ein tetrasub-
stituiertes Pyrrol (Phyllopyrrol) enthalten ist und worin trisub-
stituierte Pyrrole iiberwiegen.

Aus den Beziehungen zwischen den Porphyrinen hat Nencki?)
biologische Folgerungen zu ziehen versucht. Die Verwandtschaft
der fiir den LebensprozeB wichtigen Pigmente sollte uns einen
Einblick in die entfernteste Vergangenheit der Entwicklung or-
ganischer Wesen gestatten und auf die Stammverwandtschaft der
pflanzlichen und tierischen Organismen hinweisen. Die Folgerung
ging iiber die experimentellen Grundlagen weit hinaus und war
verfritht. Das Unterscheidende in der molekularen Struktur von
Chlorophyll und Himin ist erst spater zutage getreten; es ist ent-
sprechend der ganz verschiedenen Funktion beider Pigmente viel
tiefergreifend als die konstitutionelle Verwandtschaft.

Nach Hoppe - Seyler hatten die chemischen Arbeiten nicht
mehr die Isolierung des Chlorophylls in Substanz und seine Analyse
zum Ziele. Die zahlreichen Untersuchungen von E. Schunck
allein und von Schunck und L. Marchlewski?) betrafen die
bei der Einwirkung von Alkalien und Sduren auf alkoholische
Blitterausziige entstehenden Spaltungsprodukte Phylloxanthin,
Phyllocyanin, Phyllotaonin u.a. Der genetische Zusammenhang
dieser Verbindungen mit dem Chlorophyll ist nicht ermittelt und
iiber ihre Zusammensetzung sind fast keine Angaben verdffent-
licht worden. Das durch Siure gebildete Phylloxanthin gab Asche,

1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 34, 1687 [1901].
%) Abh. XVIIIL

3 Ber. d. deutsch. chem. Ges. 29, 2877 [1896].
4) Siehe die FuBnote 6 auf S. 2.
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die als integrierenden Bestandteil Eisen aufwies; die mit Alkalien
erhaltenen Abbauprodukte waren frei von Mineralbestandteilen.
Gerade umgekehrt finden wir heute beim Abbau von Chlorophyll
mit Sdure aschefreie Substanzen, mit Alkalien hingegen die Deri-
vate mit einem eigentiimlichen und wesentlichen Mineralbestandteil.

In allen Untersuchungen jener Zeit ist fiir das Chlorophyll
kein chemisches Merkmal festgestellt worden, mit welchem es
moglich gewesen wire, das Pigment aus verschiedenen Pflanzen
zu vergleichen; daher konnten die Ansichten iiber Identitdt oder
Verschiedenheit des Farbstoffs in verschiedenen Pflanzen weit
auseinandergehen. So stellte A. Gautier!) den Satz auf, daBl das
Chlorophyll verschieden sei in Mono- und in Dicotyledonen,
und A. Etard?) publizierte im Jahre 1906 in einem viel beachteten
Buche iiber eine groBe Reihe von ganz verschiedenen Chlorophyllen
aus einer Pflanze und eine unbegrenzte Zahl von Chlorophyllen
verschiedener Herkunft.

Auf die gar nicht geradlinige Entwicklung unserer Kenntnis
vom Chlorophyll haben wertvolle Beobachtungen von Natur-
forschern, denen die Anwendung chemischer Methoden ferne lag,
keinen EinfluB ausgelibt. Die chemische Literatur nahm die
Angaben und Anregungen eines groBen Physikers und die von
Botanikern nicht auf oder behandelte sie geringschitzig. So sind
die wichtigen Andeutungen iiber die Existenz zweier Komponenten
des Chlorophylls, die sich in optischen Abhandlungen von G. G.
Stokes®) finden, nicht auf fruchtbaren Boden gefallen und die
reizvollen mikroskopischen Beobachtungen von J.Borodin?)
haben nicht der Analyse den Weg gewiesen.

J.Borodin sah unter gewissen Bedingungen, nimlich beim
Eintrocknen mit Alkohol befeuchteter Blattschnitte, Krystalle ent-
stehen, die entweder von Chlorophyll oder einem Chlorophyll-
derivat herriihrten. N. A. Monteverde®) hat diese Untersuchung

1) Compt. rend. 120, 355 [1895] und nochmals Bull. Soc. Chim. [4] s,
319 [1909].

%) La Biochimie et les Chlorophylles, Paris 1906.

%) Proc. Roy. Soc. 13, 144 [1864] und Journ. Chem. Soc. 17, 304 [1864].

%)} Bot. Ztg. 40, 608 [1882].

%) Act. Horti Petropol. 13, Nr. 123 [1893].
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fortgesetzt und solche Krystalle sogar im kleinen schon isoliert
und spektroskopisch gekennzeichnet. Diese Entdeckung blieb
nutzlos, bis sie ein zweites Mal im chemischen Laboratorium ge-
macht wurde. Im Jahre 1907 haben Willstatter und Benz?),
in grofem MaBstab arbeitend, das ,krystallisierte Chlorophyll*
gewonnen, zu einer Zeit, da die Analyse des Chlorophylls schon mit
indirekten Methoden vollendet war.

Noch vor wenigen Jahren war also das Chlorophyll in Sub-
stanz unbekannt und es gab noch keine Methode, um eine fiir die
chemische Untersuchung brauchbare Loésung des Pigments aus
den Blittern zu bereiten. Die ersten Fragen der Analyse harrten
der Losung; es war unentschieden, welche Elemente dem Molekiil
des Chlorophylls angehtren. Nicht viel mehr war festgestellt
als die Tatsache, dal Abbauprodukte des Chlorophylls zu den
Pyrrolderivaten gehoren.

Die Isolierung des Chlorophylls anzustreben, erschien zunichst
aussichtslos wegen seiner Verdnderlichkeit, seiner chemischen In-
differenz und wegen der Leichtloslichkeit des mit so vielen farb-
losen und gelben Begleitern verdiinnten Farbstoffs. Ohne das
Chlorophyll selbst zu untersuchen, haben Willstdtter und seine
Mitarbeiter die Eigentiimlichkeiten seiner Konstitution aus der
Betrachtung der Derivate abgeleitet, welche bei der Reaktion mit
Sdure und mit Alkali entstehen.

Wenn man Alkalihydroxyd auf Chlorophyll einwirken 1iBt,
so wird es in Salze von chlorophyllgriiner Farbe verwandelt.
Aus dem neutralen Chlorophyll ist eine Sdure geworden, die wasser-
losliche Salze bildet. Bei der Reaktion mit Alkalien ist also ohne
eine bedeutende optische Anderung eine Komponente hydrolytisch
abgespalten worden, welche mit einer sauren Gruppe verbunden war.
Auf einen andern Teil des Molekiils richtet sich die gelinde Einwir-
kung von Sdure, wobei die Chlorophyllfarbe in Oliv umschligt; eine
salzbildende Gruppe entsteht nicht, die Verseifung wird also dabei
vermieden. Daher erreicht man es, bei der Spaltung durch Sdure
diejenige Komponente des Chlorophylls zu verschonen und im

1) Abh. VI.
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Spaltungsprodukt aufzufinden, welche durch Alkalien abgetrennt
wird, und umgekehrt miissen die Alkaliderivate des Farbstoffs
noch eine charakteristische Atomgruppe aufweisen, welche von
Siuren auffallend leicht zerstort wird. GemidB diesem leitenden
Gedanken?) war es moglich, ehe das Chlorophyll selbst bekannt
war, seine Merkmale aus der Analyse der von Sdure und Alkali
gebildeten Abbauprodukte zu kombinieren — und zwar so voll-
stindig, daB die Analyse am Ende gar nichts Neues mehr ergab, als
es schlieBlich gelang, den natiirlichen Farbstoff rein darzustellen.

Die chlorophyllgriinen Carbonsduren, die Chlorophylline, welche
bei alkalischer Hydrolyse in den alkoholischen Blatterausziigen
entstehen, sind zwar sehr zersetzlich, sie lieBen sich aber aus dem
Gemisch mit anderen Produkten der Verseifung einigermaBen rein
abtrennen. Aus ihrer dtherischen Lésung wurden sie von Dina-
triumphosphat aufgenommen und mit Mononatriumphosphat wieder
daraus entbunden. Sie erwiesen sich bei der Analyse?) als Magnesium-
verbindungen, in denen das Magnesium komplex gebunden ist,
also nicht in einem elektrolytisch dissoziierbaren Zustand wie in
Magnesiumsalzen, sondern in einer eigentiimlichen Bindungsweise
und einem Bestdndigkeitsverhiltnis, an dem die Ionenreaktionen des
Metalls versagen. Die magnesiumhaltige Gruppe ist zwar sehr em-
pfindlich gegen Sdure, aber ungemein bestindig gegen Alkalien, so
daB sie bei tiefgreifenden Umwandlungen der Molekiile, durch die
sogar Carboxylgruppen, eine nach der anderen, abgespalten werden,
unversehrt bleibt. Daher fand der Nachweis des Magnesiums
und seiner Bindungsart sichere Bestitigung durch den Abbau3)
der Chlorophylline beim Erhitzen mit konzentrierten alkoholischen
Alkalien bis auf 240°; dabei trat eine Reihe gut krystallisierender
farbenprichtiger und intensiv fluorescierender Abbauprodukte
mit drei, zwei und schlieBlich einer Carboxylgruppe auf, die sog.
Phylline. Alle diese Verbindungen, von denen eine Anzahl nach
ihrer schénen blauen und roten Farbe ihre Namen, wie Glauko-
und Rhodophyllin erhalten haben und von denen wir ein Dutzend

1) Abh. IIL
% Abb. IL.
8) Abh. V, VIII, XXII.



Theoretische Einleitung. 9

verschiedene im folgenden beschreiben, sind magnesiumhaltige
Carbonsduren. In den hier mitgeteilten Untersuchungen wird der
Abbau fortgefiihrt bis zur carboxylireien Stammsubstanz, dem
Atiophyllin, dessen Zusammensetzung durch die Formel

CyHp N Mg

ausgedriickt wird. Der Aschegehalt ist hier infolge der Verkleinerung
des Molekiils auf 8 9 Magnesiumoxyd gestiegen.

Die samtlichen Phylline enthalten auf 4 Atome Stickstoff
1 Atom Magnesium. Die Sauerstoffatome, ndmlich die Carboxyl-
gruppen, haben keinen Anteil an der Bildung des Metallkomplexes;
es sind nur die stickstoffhaltigen Gruppen des Molekiils zur Ver-
fiigung, um das Magnesium mit Haupt- und Nebenvalenzen zu
binden.

Diese Vorstellung erhilt in Ubereinstimmung mit den An-
schauungen von A. Werner?) iiber die Konstitution von komplexen
Metallverbindungen und in Analogie mit den von H. Ley?) und
von L. Tschugaeff8) erforschten Metallderivaten der Sdure-
imide, des Biurets und des Dicyandiamidins z. B. von der Formel

0=C—NH HN—C=0
| / |
NH  >Me! NH
HN=C-NH, H,N-C=NH

einen Ausdruck, nach welchem sich in den zwei Valenzen, die an
den Stickstoff zweier Pyrrolkerne gebunden sind, die Affinitdt des
Magnesiums nicht erschoépft; durch Partialvalenzen verbindet es
sich noch mit zwei anderen Pyrrolstickstoffen zum Komplex.

Mg
NN NN

—————

CayHas
(Atiophyllin)

1) Neuere Anschauungen auf dem Gebiete der anorganischen Chemie.
2. Aufl.,, Braunschweig 190g.

%) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 40, 705 [1907].

3) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 40, 1973 [1907].
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oder ausfiihrlicher:

Die simtlichen Phylline verlieren unter der Einwirkung von
Sduren das Magnesium und sie gehen dadurch in mehrbasische und
einbasische Carbonsiduren iiber, die auBer den sauren auch charak-
teristische basische Eigenschaften aufweisen. Da sie mit dem
von Hoppe-Seyler, Tschirch, Schunck und March-
lewski untersuchten, wenn auch noch nicht einheitlich erhaltenen
Phylloporphyrin eine natiirliche Gruppe bilden, so werden sie als
Porphyrine bezeichnet und zwar mit demjenigen Prafixum, das dem
entsprechenden Phyllin zukommt.

Das Verhalten der beim Abbau entstehenden Phylline gegen
Sdure belehrt uns {iber die Reaktion der Sduren auf die Chloro-
phyllssung. Dabei erfolgt eine augenfillige Verdnderung; die
Farbe schlidgt in oliv um und die Fluorescenz wird schwicher.
Das magnesiumfreie Derivat des Chlorophylls, das wir Phdophy-
tin genannt haben, ist ein sehr leicht zugingliches Produkt
geworden auf Grund der Entdeckung, daB es bei vorsichtiger Be-
handlung von alkoholischen Rohchlorophylldsungen mit Oxal-
sdure geradezu rein und fast vollstindig ausfdllt. Somit tritt an
die Stelle des umstandlichen und wenig ergiebigen Verfahrens, nach
welchem Hoppe-Seylers Chlorophyllan als Produkt unbeab-
sichtigter Zersetzung des Farbstoffs unter Mitwirkung pflanzlicher
Sduren erhalten worden, eine Methode, welche das Chlorophyll in
Form eines reinen Derivates abzuscheiden erlaubt. Es 1aBt sich
mit den Hilfsmitteln des Laboratoriums kilogrammweise gewinnen,
wofiir das Mehl getrockneter Brennesselblitter ein geeignetes
Ausgangsmaterial bildet.

Das Phiophytin enthilt keine Asche und es ist frei von farb-
losen und gelben Begleitstoffen; es ist eine wachsartige Substanz
ohne saure Eigenschaften und von schwachbasischer Natur.

In der Farbe seiner Losungen ist es ganz verschieden von Chloro-
phyll; mit einem Schlage aber wird dieses Spaltungsprodukt dem
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Chlorophyll wieder dhnlich, sobald man in sein Molekiil ein Metall
einfithrt, das komplexe Bindung eingeht. Manche Metalle treten
sehr leicht ein, z. B. Kupfer und Zink bei der Einwirkung ihrer
essigsauren Salze auf die alkoholische Lésung von Phiophytin.
Viel schwieriger war es bei der Sdureempfindlichkeit des Komplexes,
das Magnesium wieder einzufithren. Dies ist schlieBlich erreicht
worden bei der Einwirkung von Grignardscher Losung, z. B.
von Methylmagnesiumjodid, auf Phdophytin oder auf Por-
phyrine. Ein zweites Verfahren, die Einwirkung von Magnesium-
oxyd und Alkali in der Hitze, ist zwar fiir die Riickbildung des
Chlorophylls wegen dessen Alkaliunbestdndigkeit nicht anwendbar,
aber sehr geeignet fiir die Bildung der Phylline aus Porphyrinen.

Das Phidophytin verhilt sich bei der Verseifung mit Alkalien
wie ein Wachs und liefert dabei neben hochmolekularen stick-
stoffhaltigen Siduren mit 34 Kohlenstoffatomen einen stickstoff-
freien Alkohol mit zwanzig Kohlenstoffatomen, den Willstdtter
und Hocheder?) aufgefunden und Phytol genannt haben. Dieses
entspricht der Formel CyH,,OH, es ist ein ungesittigter primarer
Alkohol mit offener Kette von Kohlenstoffatomen. Untersuchungen
iiber seinen Abbau haben es wahrscheinlich gemacht, daB sein
Kohlenstoffgeriist stark verzweigt ist; von seiner Struktur mag
folgende freilich in ihren Einzelheiten hypothetische Konstitutions-
formel ein vorldufiges Bild geben:

CH,—CH—-CH-CH-CH—-CH—CH-CH—-C = C—~CH,0H

(|ZH3 (IZH3 ICH3 ICH3 (|ZH3 ‘CHS lCH3 éHa ('ZH3.

Es ist nicht unwahrscheinlich, daB Beziehungen bestehen
zwischen dem Isopren, dem wohlbekannten Baustein der Terpene
und des Kautschuks, und dieser alkoholischen Komponente des
Chlorophylls.

Das durch die Siure gebildete Chlorophyllderivat hat also den
gesuchten AufschluB gegeben iiber die hauptsichliche Anderung,
welche die Alkalien an dem Molekiil des Chlorophylls bewirken;
sie verseifen die Phytolestergruppe. Thre Wirkung beschrankt sich
aber nicht darauf; das Phiophytin, folglich das Chlorophyll,

1) Abh. TIL
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enthilt nimlich ferner eine Gruppe —COOCH,, die an zweiter
Stelle der Hydrolyse anheimfallt.

AuBer der Anderung der zwei Estergruppen erfolgt bei der
Einwirkung der Alkalien noch eine eigentiimliche Umwandlung, die
sich durch einen merkwiirdigen Farbumschlag verrdt, durch die
sogenannte braune Phase. Die Losung von Phiophytin wie von
Chlorophyll wird beim Versetzen mit methylalkoholischem Kali
intensiv braun, dann kehrt in einigen Minuten die wispriingliche
Farbe der Fliissigkeit zuriick. Beim Stehen in alkoholischer Losung
unterliegt das Chlorophyll leicht einer Anderyng, bei welcher ihm
dieses Merkmal der braunen Phase verloren geht.

Das Phytol tritt konstant als Komponente des Chlorophylls auf
und es macht ein Drittel des Molekiils aus. Diese Erkenntnis hat
sich nicht geraden Weges bei der Verarbeitung verschiedener
Pflanzen ergeben. Anfangs zeigten die Phdophytinpriparate ver-
schiedener Herkunft erhebliche Schwankungen. Der Phytolgehalt
iiberschritt nie33 Prozent, blieb aber nicht selten darunter und sank in
manchen Fillen bis auf Null. Nun erweisen sich gerade die Pflanzen
mit scheinbar phytolarmem Chlorophyll als ausgezeichnetes Ma-
terial zur Isolierung des Chlorophylls in der Form wunderschéner
Krystalle, derselben, die in mikroskopischen Blattschnitten
Borodin schon im Jahre 1881 beobachtet hatte.

Monteverde hatte in seiner spektroskopischen Untersuchung
dieses krystallisierte Chlorophyil fiir das natiirliche Pigment erklirt
und amorphes Chlorophyll als ein Zersetzungsprodukt betrachtet.
Diese Ansicht war nicht linger aufrecht zu erhalten. Das krystalli-
sierte Chlorophyll ist phytolfrei, es erweist sich als ein Abk6mmling
des natiirlichen phytolhaltigen Pigmentes, das seinem Gehalt
an dem hochmolekularen Alkohol die Leichtloslichkeit und mehr
wachsdhnliche Beschaffenheit verdankt.

Die Gewinnung des krystallisierten Chlorophylls in priparativem
MaBstab und seine Untersuchung war von besonderem Wert, bis
es gelang, den natiirlichen Farbstoff selbst in reinem Zustand ab-
zuscheiden.

Die Bildung der krystallisierten Verbindung und das damit
Hand in Hand gehende Fehlen des Phytols hat in den letzten
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Jahren seine Erkldrung gefunden auf Grund unserer Beobachtung,
daB bei raschem Extrahieren mancher Blitter der Phytolgehalt
normal, aber bei langsamem Extrahieren zu niedrig wird, also bei
lingerer Berithrung des Extraktes mit dem Mehle getrockneter
Blitter. Das Chlorophyll wird in den griinen Pflanzenteilen von
einem zu den Esterasen zihlenden Enzym, der Chlorophyllase,
begleitet, die nicht, wie man von den Enzymen im allgemeinen
angenommen hatte, in alkoholischen Medien unwirksam ist, die
vielmehr die Verdringung des Phytols durch den als Ldsungs-
mittel angewandten- Alkohol veranlaBt, also eine Alkoholyse des
Chlorophylls bewirkt. Das Enzym ist sehr verbreitet, aber seine
Menge scheint in weiten Grenzen zu schwanken. Nachdem einmal
die Dynamik dieser Enzymreaktion geniigend studiert war, ist von
den Wirkungen der Chlorophyllase in ausgedehntem MaBe zu
priaparativen Zwecken Anwendung gemacht worden. Die Bildung
des ,krystallisierten Chlorophylls hat nichts Zufilliges mehr.
Aus frischen wie aus getrockneten Blittern 148t sich fast das ge-
samte Chlorophyll in Form der Athyl- oder Methylverbindung
(Athyl- oder Methychlorophyllid) abscheiden oder durch Hydrolyse
in Form der entsprechenden freien Carbonsiure, des Chlorophyllids.

Umgekehrt gelingt uns auch die partielle Synthese des Chloro-
phylls aus den zwei Komponenten, ndmlich aus Chlorophyllid
mit dem Alkohol Phytol durch Esterifizierung unter der kata-
lytischen Wirkung der Chlorophyllase. Die iiblichen Methoden
der Esterbildung wiirden in diesem Falle wegen der Empfindlich-
keit des Chlorophylls versagen.

Da das Phiophytin die fiir die Untersuchung geeignetste Form
des Chlorophylls ist, auch fiir den Vergleich des Blattfarbstoffes
aus den verschiedenen Pflanzen, so setzt die Beschreibung des
Chlorophylls auBler der Bestimmung des Magnesiums und des
Phytols vor allem die Kenntnis der stickstoffhaltigen Carbonsiduren
voraus, welche neben dem Phytol bei der Verseifung von Phi-
ophytin auftreten. Dieses ist zwar reine Chlorophyllsubstanz, aber
keine einheitliche Verbindung; seine saure Komponente setzt sich
aus verschieden basischen, verschieden farbigen Verbindungen
zusammen.
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Anfangs hat die Untersuchung zu einer groBen Zahl solcher
Spaltungsprodukte gefiihrt, welche zwei Gruppen bilden: die einen,
Phytochlorine, sind in indifferenter Lésung olivgriin, die anderen,
Phytorhodine, priclitig rot. Wegen ihrer groBen Zahl sind die ein-
zelnen Verbindungen mit den Gruppennamen und zugefiigten
Buchstaben bezeichnet worden.

Es wire kaum gelungen, in die Gemische von verwirrender
Zusammensetzung, denen man bei den ersten Umwandlungen des
Chlorophylls begegnete, Klarheit zu bringen, wenn uns nicht die
basische Natur der Abbauprodukte in ihrer ungewdhnlichen Diffe-
renzierung eine Methode zur Bestimmung und Trennung der Chloro-
phyllderivate in die Hand gegeben hitte, die in keinem Falle versagt
hat. Die von Willstdtter und Mieg geschaffene Methode?) beruht
auf der verschiedenen Verteilung dieser Farbstoffe zwischen Ather
und verdiinnten Salzsduren. Ein Chlorophyllderivat wird gekenn-
zeichnet durch die Konzentration der Sidure (,,Salzsdurezahl®), die
erforderlich ist, um die Substanz aus Ather auszuziehen. Das Ver-
hiltnis, in welchem sich diese Basen zwischen Ather und ver-
diinnten Sduren verteilen, verdndert sich ungewohnlich stark
mit der Sdurekonzentration. Die in Gemischen auftretenden
Verbindungen werden daher durch Fraktionierung ihrer &4theri-
schen Losung mit Salzsiure von verschiedenem Prozentgehalt ge-
trennt. Mit diesem Mittel ist es gelungen, aus Phdophytin die
Phytochlorine und Phytorhodine in gréBerer Zahl rein darzustellen.

Das Auftreten der komplizierten Gemische war aber nur eine
Folge gewisser Umwandlungen, denen das in alkoholischer Losung
sehr verdnderliche Chlorophyll unter den Versuchsbedingungen an-
heimfiel, z. B. bei zu langsamem Extrahieren und bei zu langsamem
Ausfillen mit Sdure. Die Vorbehandlung des Pflanzenmaterials
und namentlich seine Extraktion und die Behandlung der Extrakte
mit Sdure war zu verbessern und gleichmiBiger zu gestalten.
Dadurch, daB wir die Ursachen der in Losungen auftretenden
Verinderungen aufsuchten und sie zu vermeiden lernten, sind die
Unterschiede zwischen unseren Priparaten seltener und gering-
fiigiger geworden und es ist schlieBlich gelungen, auf dem Wege

1) Abh. I
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iiber Phdophytin ausschlieSlich zwei gut krystallisierende und
charakteristische Spaltungsprodukte zu erhalten:
Phytochlorin e von der Zusammensetzung C,,H;,0O;N, und
Phytorhodin g von der Zusammensetzung CgH3,0,N,.

Das Phytochlorin e ist eine Tricarbonsiure mit zwei freien
Carboxylgruppen und einer als Lactam gebundenen. Das Phyt
rhodin g ist eine Tetracarbonsdure, von deren Carboxylen sich nur
zwei oder drei in freiem Zustand befinden.

Das gemeinsame Auftreten eines griinen und eines roten Spal-
tungsproduktes bei der aufeinanderfolgenden Hydrolyse des
Chlorophylls durch Sdure und Alkali stellte eine wichtige Frage.
Ist es bedingt durch den Zerfall eines gréBeren Molekiils in zwei
Bruchstiicke? Dem steht entgegen, daB wir fiir Phiaophytin das
Molekulargewicht von dhnlicher Gré8e finden wie fiir Phytochlorin
und Phytorhodin. Dann wire es denkbar, da8 eines der Spaltungs-
produkte einen friitheren, das andere einen folgenden Zustand des
Abbaus darstellt. Allein Phytochlorin und Phytorhodin lassen
sich nicht ineinander {iiberfithren, auch entstehen sie in ganz
bestimmten Gewichtsverhdltnissen. Es ist vielmehr aus der Bildung
des Phytochlorins e und des Phytorhodins g hervorgegangen,
daB das Phiophytin, mithin auch das Chlorophyll, ein Gemisch aus
zwei Komponenten ist, von welchen die eine das Phytochlorin e
beim Abbau liefert, die andere das Phytorhodin g.

Daraufhin haben wir die Auflésung des Komponentengemisches
mit physikalischen und mit chemischen Mitteln erzielt.

Der eine Weg, der bei Chlorophyllésungen, bei krystallisiertem
Chlorophyll und bei Phiophytin Anwendung findet, besteht in der
Verschiebung des gegebenen Komponentenverhiltnisses durch
ungleiche Verteilung des Farbstoffgemisches zwischen mehreren
miteinander nicht mischbaren Losungsmitteln, z. B. wasserhaltigem
Holzgeist und Petroldther oder bei den schwerléslichen phytol-
freien Verbindungen Methylalkohol mit Ather-Petrolither. Die
Verschiebung des Komponentenverhiltnisses durch zahlreiche
Wiederholungen der Operation 148t sich steigern und so ausniitzen,
daB schlieBlich die beiden Komponenten von magnesiumhaltigen
oder magnesiumfreien Farbstoffen in reinem Zustand vorliegen.
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Die andere Methode, die freilich nur bei den magnesiumfreien
Verbindungen anwendbar ist, besteht in der Fraktionierung mit
Salzsiure nach dem Verfahren von Willstitter und Mieg.
Das Phiophytin ist so schwachbasisch und empfindlich in seiner
Phytolestergruppe gegen hydrolytische Mittel, daB es nicht nahe
lag und besondere Hindernisse bot, diese Trennung auszufiihren.
Sie hat dennoch zum Ziele gefiihrt und die Ergebnisse der Ent-
mischungsmethode bestitigt.

Mit diesen Feststellungen wird jene Vermutung bestatigt, die
schon im Jahre 1864 der englische Physiker Stokes?) geduBert hat,
leider nur mit ein paar kurzen Worten. Stokes hat spektroskopisch
das Chlorophyll als ein Gemisch erkannt und er hat es durch Ver-
teilung zwischen Alkohol und Schwefelkohlenstoff zu scheiden
versucht, also den Grund gelegt zu dem Verfahren der Entmischung,
das nachher H. C. Sorby?) und G. Kraus?) weiter ausgebildet
haben. Man hat es zumeist angewandt, um zu zeigen, daBl gelbe
Pigmente den griinen Farbstoff begleiten.

In neuerer Zeit hat der Botaniker M. Tswett4) in Warschau die
Ansicht von Stokes auf originellem Wege bestitigt, ndmlich durch
eine Trennung des natiirlichen Pigmentes in analytischem Ma@stabe
mittels fraktionierter Adsorption aus seinen Losungen. Wiahrend es
aber bisher schlechterdings unmoéglich war, zu priifen, ob nicht bei
der Extraktion und bei den Trennungsoperationen erst Anderungen,
vielleicht Spaltungen des Farbstoffes erfolgt sind, erméglicht jetzt
der Abbau zu den typischen Spaltungsprodukten den Nachweis des
unverdnderten Farbstoffkernes. Zwischen der lange Zeit fast ver-
gessenen Angabe von Stokes und vielen entgegenstehenden An-
schauungen, wie den Angaben von Etard iber die unendliche
Variabilitit des Chlorophylls, kann jetzt erst die Entscheidung
erbracht werden, da die chemischen Merkmale des Blattgriins
geniigend festgestellt sind. So ist die chemische Kennzeichnung
des Chlorophylls die Voraussetzung gewesen, um das Pigment

1) lec.

%) Proc. Roy. Soc. 21, 442 [1873].
3) Zur Kenntnis der Chlorophylifarbstoffe und ihrer Verwandten.

Stuttgart 1872.
%) Ber. d. deutsch. botan. Ges. 24, 316, 385 [1g06).
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in unversehrtem und reinem Zustand als Gemisch seiner Kompo-
nenten (a und b) zu isolieren und durch seine Analyse die Folge-
rungen zu bestitigen, welche wir zuvor aus der Untersuchung
seiner Derivate gezogen haben.

Chlorophyll in Substanz entspricht folgenden Merkmalen,
die sich aus dem Abbau mit Alkali und mit Siure ergeben
haben:

Es gibt 4,59, Asche von reiner Magnesia.

Bei der Verseifung durch kurzes Kochen mit methylalkoholischer
Kalilauge liefern Chlorophyll und Phiophytin das normale Gemisch
von Phytochlorin e und Phytorhodin g; daneben wird ein Drittel von
Gewicht an Phytol frei, einem farblosen Ole. Der Farbstoff ent-
hilt keine gelben Pigmente mehr, man wiirde sie beim Ausithern
nach dieser Verseifung bemerken.

Fiihrt man die Einwirkung von Alkali vorsichtig in der Kilte
aus, so muB die braune Phase auftreten, bei der reinen Komponente
a ein Farbumschlag in Gelb, bei Chlorophyll b in Rot.

Endlich ist der spektroskopische Vergleich des Chlorophylls
mit einem frischen Blitterauszug zu erwihnen; bei beginnender
Zersetzung des Chlorophylls nimmt die Absorption in der griinen
Region auffallend zu.

Die Losung der pridparativen Aufgaben wird durch neue Me-
thoden des Extrahierens gefordert, die in dieser Abhandlung ver-
offentlicht werden sollen.

Das Material fiir die Arbeiten in groBerem MaBstabe sind ge-
trocknete und zerkleinerte Blidtter. Es hat sich gezeigt, daB ein
gewisser Wassergehalt der Losungsmittel das Ausziehen des ge-
samten Blattfarbstoffs wesentlich beschleunigt. Die Pigmente be-
finden sich in den Chloroplasten auch nach dem Trocknen in kollo-
idalem Zustand und sind in diesem schwer 16slich; sie werden durch
ein Losungsmittel, welches Salze aus der Blattsubstanz auflost,
ausgeflockt und dadurch leichter 16slich gemacht. Zur Isolierung
wird das Chlorophyll aus den Extrakten in Petroldther iiber-
gefithrt. Die groBe Menge von Beimischungen, die dem Chloro-
phyll in das wasserhaltige Losungsmittel folgen und sein Aus-

ziehen erleichtern, wirken auf den Reinheitsgrad der petrol-:
Willstitter-Stoll, Chlorephyll. 2
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dtherischen Farbstofflosung weit weniger ungiinstig als die
Begleitstoffe des Chlorophylls in Alkohol oder Acetonextrakten
von geringem Wassergehalt.

Die Isolierung des Chlorophylls, die Willstdtter und Hug?) vor
zwei Jahren gelungen ist, beruht auf der kolorimetrischen Bestim-
mung des Reinheitsgrades seiner Losungen und auf ihrer syste-
matischen Steigerung durch Entmischungsmethoden. Die Ver-
teilung der in den Extrakten enthaltenen Stoffe zwischen mehreren
Losungsmitteln wird in besonderer Weise hier angewandt, um die
gelben und noch mehr um die farblosen Begleiter des Chlorophylls
abzutrennen. Aus Extrakten, die infolge der groBen Menge von farb-
losen Begleitstoffen nur 8—16 prozentiges Chlorophyll enthalten,
gehen Losungen von etwa #0 prozentigem Chlorophyll durch
die Entmischungsoperationen hervor. Dann endlich verhilft eine
unerwartete Beobachtung zur Losung der Aufgabe. Wenn das
Chlorophyll einen gewissen Reinheitsgrad erreicht hat, so ist es
zwar noch in alkoholhaltigem Petrolither leicht l6slich, aber
iiberraschenderweise nicht mehr in reinem Petrolither. Entfernt
man durch Waschen den Athyl- oder Methylalkohol, so scheidet
sich das Chlorophyll aus und es kann durch Umfillen aus Ather
mit Petroldther gereinigt werden.

Anfangs war dieses Verfahren miihsam und die Ausbeute gering.
Beim Arbeiten nach unserer neuen Extraktionsmethode mit wasser-
haltigem Aceton lieB sich aber das Verfahren so vervollkommnen,
daB wir jetzt ohne viel Miihe aus einigen Kilogrammen Brennessel-
mehl das reine Chlorophyll in wenigen Stunden isolieren mit einer
Ausbeute von gegen 809, der gesamten Menge, ndmlich etwa
6,5 g aus einem kg trockener Blitter.

Das Verfahren 148t sich auf frische Blitter iibertragen und wie
im ganzen Verlauf der Arbeiten, so ergibt sich auch bei der Dar-
stellung der Chlorophyllpriparate und in ihren Eigenschaften
kein Unterschied zwischen frisch gepfliickten und getrockneten
Blattern. In einer Vorlesungsstunde kann man aus einem Viertel-
kilogramm frischer Brennesseln ein Viertelgramm reines Chloro-

1) Abh. XV.
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phyll isolieren; mit mehr Zeitaufwand verarbeitet man auf einmal
21/, kg frischer Bldtter und gewinnt daraus 4 g Chlorophyll, d. i.
etwa 4/; von ihrem Chlorophyllgehalt.

Wir unterscheiden zwischen Methoden zur Darstellung von
Chlorophyll in reinem Zustand und zur Gewinnung von Roh-
produkten, die sich als Ausgangsmaterial eignen. Solche Roh-
produkte, 9o—95 9, Chlorophyll enthaltend, werden durch An-
wendung der Extraktion mit wasserhaltigem Aceton leicht zuging-
lich.

Der Blattfarbstoff kann also heute mindestens so leicht isoliert
werden wie irgendein anderer Pflanzenbestandteil, wie ein Alkaloid
oder ein Zucker.

Bei der Reindarstellung des Blattgriins war die Abtrennung
der gelben Begleiter, die in den Pflanzen auBerordentlich verbreitet
und mit dem Chlorophyll in den Chloroplasten vergesellschaftet
sind, eine wichtige Aufgabe. Das gemeinsame Vorkommen der
gelben Farbstoffe mit den griinen weist auf eine bedeutsame
physiologische Rolle dieser Carotinoide hin und hat uns veranlaft,
auch sie in reiner Form darzustellen und sie zu analysieren. Sie
sind Nebenprodukte bei der Gewinnung der Chlorophyllpriparate
geworden.

In jedem griinen Blatt kommen zwei wohlkrystallisierende
stickstofffreie Pigmente vor, denen viele Eigenschaften gemeinsam
sind, die aber im Verhalten gegen Ldsungsmittel differieren und
die hiernach von J. Borodin?) und anderen Botanikern unter-
schieden worden sind. Eines von diesen Pigmenten ist, wie schon
A. Arnaud?) wahrscheinlichgemacht hat, mit dem lange bekannten
Carotin der Mohre identisch. Die Analyse von Willstdtter
und Mieg?) hat ergeben, daB es ein ungesittigter Kohlenwasserstoff
von der Formel C,H,, ist. Sein Begleiter, das Xanthophyll, war
in Substanz noch unbekannt, trotzdem er in den Bldttern der Menge
nach iiberwiegt. Er ist nach seiner Zusammensetzung CuHgO,

1) Mélanges biologiques tirés du Bull. de I'Acad. Impér. de St. Péters-
bourg 11, 512 [1883].

%) Compt. rend. 102, 1119 [1886]; 104, 1293 [1887]; Bull. soc. chim. 48,

64 [1887].
%) Abh. IV.

2%
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als ein Oxyd des Carotins aufzufassen. Der Kohlenwasserstoff
ist in Petroldther erheblich I&slich, die Sauerstoffverbindung hin-
gegen nur in Alkohol. Den beiden gelben Pigmenten ist eine
groBe Affinitdt zum Sauerstoff eigen, den sie, namentlich in ihren
Lésungen, gierig absorbieren.

Ein drittes Carotinoid findet sich in den Braunalgen,
das Fucoxanthin, iiber dessen Isolierung und Eigenschaften im
folgenden zu berichten ist; wo es vorkommt, tritt die Menge der
beiden andern zuriick. Die Formel des Fucoxanthins ist C, H;,O,,
in chemischer Beziehung ist es dem Carotin und Xanthophyll
dhnlich, aber es zeichnet sich vor ithnen aus durch die betrichtlich
basischen Eigenschaften seiner Sauerstoffatome, durch die Bildung
charakteristischer blauer Chorhydrate.

Mit der chemischen Kennzeichnung des Chlorophylls und seiner
Begleiter sind die Vorbedingungen erfiillt, um das Mengenver-
hiltnis aller Komponenten des Blattfarbstoffes zu ermitteln und
um das Blattgriin in den verschiedensten Pflanzenarten zu ver-
gleichen. Das Material fiir den Vergleich in bezug auf die chemischen
Merkmale des Chlorophylls boten iiber 200 Pflanzen aus zahlreichen
Klassen der Kryptogamen und der Phanerogamen. Unsere
Methode war die Priifung des Phéophytins, welches durch rasches
Extrahieren der Blitter und rasches Fillen mit Sdure abge-
schieden wurde, auf seinen Phytolgehalt sowie auf seine basischen
Spaltungsprodukte Phytochlorin e und Phytorhodin g und zur
Erginzung der Abbau der Chlorophyllinalkalisalze zu dem
krystallisierenden Rhodophyllin, dessen Asche in 7,029, Mag-
nesiumoxyd besteht.

Unser Ergebnis ist die Identitdt des Chlorophylls in allen unter-
suchten Pflanzen. Wir finden nur ein einziges Blattgriin, bestehend
aus den zwei Komponenten a und b von Chlorophyll. Auch in
dem quantitativen Verhdltnis zwischen diesen beobachten wir
eine groBe RegelmiBigkeit; a iiberwiegt, auf fast drei Molekiile
Chlorophyll a trifft nur ein Molekiil von Chlorophyll b.

Fiir diese quantitative Beziehung aber bilden eine Ausnahme
die Phiophyceen, in welchen neben dem Chlorophyll a nur eine
verschwindend kleine Menge der Komponente b vorkommt.
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Diese Untersuchung des Komponentenverhdltnisses, woriiber
wir im Kapitel IV eine ausfiihrliche Mitteilung verdffentlichen, be-
trifft die zwei griinen sowie die zwei gelben Pigmente der Chloro-
plasten. Die ersteren wurden in der Form ihrer Spaltungsprodukte
Phytochlorin e und Phytorhodin g durch Fraktionieren mit Salzsdure
getrennt und kolorimetrisch bestimmt. Die Carotinoide, vom griinen
Farbstoff nach seiner Verseifung mit Lauge abgetrennt, fraktio-
nieren wir hingegen durch ihre verschiedene Verteilung zwischen
Petrolither und verdiinntem Holzgeist, um sie gleichfalls mit
einem kolorimetrischen Verfahren quantitativ zu bestimmen.
Die Analysen ergaben bisher keine bedeutende Abhingigkeit des
Komponentenverhiltnisses von duBeren Faktoren, wie von der
Jahreszeit, der Tageszeit, der Belichtung, und keinen erheb-
lichen Unterschied zwischen dieser und jener Pflanzenart; unter
extremen Lebensbedingungen betrugen die Abweichungen von
der durchschnittlichen Verhdltniszahl nicht mehr als 309, der-
selben.

Auch das molekulare Verhiltnis der griinen zu den gelben
Pigmenten ist anndhernd konstant, ndmlich 3 :1, und das Ver-
héltnis des Carotins zum Xanthophyll betrdgt mit unbedeutenden
Schwankungen in Lichtbldttern 0,6 : 1.

Die Mengen und die Mengenverhéltnisse der Farbstoffe soll ein
Beispiel der ausgefiihrten Analysen veranschaulichen.

In 1 kg trockener Hollunderbldtter (entsprechend 4 kg frischer
Blitter) sind enthalten:

8,48 g Chlorophyll, ndmlich:
6,22 g Chlorophyll a, 2,26 g Chlorophyll b;

1,48 g Carotinoide, nidmlich:
0,55 g Carotin, 0,93 g Xanthophyll.

Diese Mengen entsprechen folgendem molekularem Verhilt-
nisse:
Auf 1 Molekiil Chlorophyll (a + b) treffen 0,35 Molekiile
der Carotinoide.
Auf 1 Molekiil Chlorophyll a treffen 0,36 Mol. Chlorophyll b.
Auf 1 Molekiil Carotin treffen 1,61 Mol. Xanthophyll.
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Solange nur das Gemisch der Chlorophyllkomponenten als
Ausgangsmaterial fiir den Abbau gedient hat, hat es keine Reaktion
gegeben, die zu einem einheitlichen Produkt gefiihrt hitte. Geht
selbst aus einer reinen Komponente nicht leicht bei irgendeiner
Umwandlung ein einheitliches Produkt hervor, da das komplizierte
Molekiil verschiedene Angriffspunkte bietet, so treten um so kompli-
ziertere Gemische von Reaktionsprodukten durch gleichzeitige
Verdnderung der beiden Chlorophyllkomponenten auf; erst in
den spiteren Stufen des Abbaus gelingt es unter genau einzuhalten-
den Bedingungen, die zwei ihrer Struktur nach verwandten Kom-
ponenten in die nimlichen Derivate umzuwandeln, in Pyrrophyllin
und Phyllophyllin.

Die Betrachtung der Reaktionen wird daher vereinfacht, wenn
wir ihr die einheitlichen Ausgangsstoffe zugrunde legen.

Das Chlorophyll besteht aus der blaugriinen Komponente a,
die ein in Losung olivgriines Phiophytin bildet, und der gelblich
griimen Komponente b, deren magnesiumfreies Derivat in in-
differenten Losungen rotbraun ist. Bei der Verteilung zwischen
Methylalkohol und Petrolither geht in das sauerstoffhaltige
Lésungsmittel mehr von der Komponente b {iber; es zeigt sich bei
der Analyse, daB sie die sauerstoffreichere ist. Die Beziehungen in
der Zusammensetzung zwischen den beiden Komponenten werden
dadurch etwas verschleiert, daB zahlreiche Verbindungen dieser
Gruppe zu Hydratbildung neigen und bald mit, bald ohne Wasser,
hiufig verbunden mit einem halben Molekiil auftreten.

Das Material fiir die Analysen besteht in den Magnesiumver-
bindungen und ihren magnesiumfreien Derivaten. Niitzlicher als
die Phytolverbindungen sind dafiir die einfacheren phytolireien
Verbindungen, die Methylderivate und die freien Chlorophyllide
und Phédophorbide; wir nennen so die Sduren, die durch Hydrolyse
der Phytolester entstehen und ein mit & bezeichnetes Carboxyl
enthalten. AuBerdem ist fiir die Kenntnis des Unterschieds zwischen
den zwei Reihen die Analyse des Phytochlorins e und Phyto-
thodins g von Bedeutung.

Es hat sich daraus ergeben, daB die beiden Chlorophyllkompo-
nenten nicht nur im Magnesium- und Phytolgehalt {ibereinstimmen,
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daB sie auch in der Zusammensetzung des basischen Kernes
einander sehr nahe stehen; diese Beziehung wiederholt sich in
allen parallelen Stufen des Abbaus. Wir folgern aus den Analysen,
daB der Unterschied zwischen der a- und der b-Reihe wahrschein-
lich in einem Molekiil Sauerstoff besteht, indem zwei Atome
Wasserstoff des Chlorophylls a durch 1 Atom Sauerstoff im Chloro-
phyll b ersetzt sind, entsprechend den Formeln:

Chlorophyll a, Cs;H,,0O;NMg,
Chlorophyll b, CzH,ON,Mg.

Diese Annahme ist allerdings nicht bewiesen; wir versuchen
mit ihr in vorliufiger Weise die Beziehungen zwischen den
beiden Komponenten verstindlich zu machen, ohne zu ver-
kennen, daB es weiterer Untersuchungen bedarf, um unsere Er-
klirung zu erhirten und zu vertiefen; dies ist ein Ziel kiinftiger
Arbeit.

Noch ist nicht eine Komponente zur anderen oxydiert oder die
umgekehrte Verwandlung mit Reduktionsmitteln erzielt worden;
dennoch sind schon manche Reaktionen bekannt, die fiir einen
einfachen Unterschied in der Oxydationsstufe der zwei Reihen
sprechen, z. B. die Einwirkung von Grignardschen Magnesium-
verbindungen auf Phytorhodin, wobei durch Addition von Kohlen-
wasserstoffen Korper der a-Reihe entstehen.

Die Beziehung zwischen den beiden Komponenten in der Zu-
sammensetzung und Konstitution ist fiir die Erklirung einer
chemischen Funktion des Chlorophylls bedeutsam. Fiir eine Vor-
stellung davon gibt die analytische Untersuchung einige Anhalts-
punkte unter der Voraussetzung, daB3 die Komponente b ein Oxy-
dationsprodukt von a ist.

Die Rolle des Magnesiums 148t sich ndmlich dhnlich wie in
den von Barbier und Grignard entdeckten Organomagnesium-
verbindungen denken, die in der organischen Synthese durch ihre
Reaktionsfihigkeit eine so groBe Wichtigkeit erlangt haben.
Schon in unserer ersten Mitteilung?) tiber die Analyse des Chloro-

1) Ann. d. Chem. 350, 65 [1906].
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phylls ist ein Vergleich zwischen diesen und Grignardschen
Verbindungen gezogen worden; die Parallele?) schien ungenau
zu sein und begegnete Widerspruch, da sie den Unterschied zwischen
der Bindung des Metalls an Kohlenstoff in den gewdhnlichen
magnesiumorganischen Verbindungen und der Substitution am
Stickstoff im Chlorophyll unbeachtet 1aBt. Indessen halten wir
diesen Unterschied weder fiir scharf noch charakteristisch.

Seit unserer Verdffentlichung hat B. Oddo?) wichtige Unter-
suchungen tiber Pyrrolmagnesiumjodid ausgefiihrt, das mit Kohlen-
siure und mit Sdurechloriden unter Bildung von &-substituierten
Pyrrolen reagiert, von «-Carbopyrrolsiure und Alkylpyrryl-
ketonen. Wahrscheinlich entsteht zuerst das N-Magnesium-
derivat, das sich weiterhin entweder in die a-Magnesiumverbindung
verwandelt oder als solche reagiert. Z. B.

N-MgX 1 NH NH
N SO\ -MegX |,/ —COOMgX .
0 -

Die Pyrrolmagnesiumderivate haben sich also — vergleichbar
mit Natracetessigester — verhalten wie irgendwelche Grignard-
schen Korper mit Bindung des Metalls am Kohlenstoff.

Das Chlorophyll kann zu der ndmlichen Klasse magnesium-
organischer Verbindungen gerechnet werden und es erscheint nicht
berechtigt, zwischen dem Magnesiumphenyljodid, dem Pyrrol-
magnesiumjodid und dem Chlorophyll eine scharfe Grenze zu ziehen;
nur zeichnet sich das Chlorophyll infolge der hinzukommenden
komplexen Bindung des Metalls durch eine groBere Bestdndigkeit
des Magnesiums gegen Wasser vor den gewohnlichen Organo-
magnesiumverbindungen aus.

Dieser Vergleich fordert nicht, daB der Farbstoff im Assimi-
lationsprozeB die Kohlensdure seinem Molekiile einverleibt; dies
kann durch die Substitution in den magnesiumtragenden Pyrrol-
kernen verhindert sein. Vielmehr 148t sich die Funktion des
Chlorophylls so denken, daB3 die Kohlensdure durch die Affinitit

1) Siehe dazuV.Grignard, Bull. soc.chim. [4] 13, Nr. 11, Beilage [1913].
2} Gazz. chim. ital. 39, I, 649 [1909] und Ber. d. deutsch. chem. Ges. 43,
1012 [19I0].
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der Magnesiumverbindungen angezogen und daB ihre Reduktion
durch die Chlorophyllkomponente a in dem Prozesse bewirkt
wird, der die absorbierte Lichtenergie verbraucht. Das Chlorophyll a
oxydiert sich dabei zum Chlorophyll b und dieses wird unter Ab-
spaltung von Sauerstoff wieder in die erste Komponente zuriickver-
wandelt; zwischen beiden Komponenten stellt sich ein Gleich-
gewichtszustand ein.

Es ist entweder méglich, dafl diese Abgabe von Sauerstoff
aus der Komponente b unmittelbar erfolgt oder daB sich die gelben
Pigmente Carotin und Xanthophyll an der Riickverwandlung in
das Chlorophyll a beteiligen. Da die Carotinoide konstant in den
Chloroplasten die griinen Farbstoffe begleiten, so ist es wahr-
scheinlich, daB sie mit ihnen durch eine Funktion verbunden
sind. Vielleicht ist es ihre Aufgabe, das Verhdltnis der Chloro-
phyllkomponenten zu regulieren, etwa in der Weise, daB Carotin
dem Chlorophyll b Sauerstoff entzieht und daB dieser aus
dem gebildeten Xanthophyll unter der Wirkung eines Enzyms
entbunden wird.

Die Methode fiir die Bestimmung der vier Komponenten des
Blattgriins bietet dafiir Hilfe, das bei der Assimilation der Kohlen-
sdure wirksame System vollstindiger zu erforschen.

Konstitutionsfragen.

Die ersten Umwandlungen des Chlorophylls, die fiir das Bei-
spiel der Komponente a an Hand der Formeln erldutert werden
sollen, betreffen das mit Phytol verbundene Carboxyl «. Zu den
dlteren Methoden des Abbaus mit Sdure und Alkali hat sich als
dritte die enzymatische Spaltung mittels der Chlorophyllase ge-
sellt, durch welche in alkoholischen Losungen die einfachen Alphyl-
chlorophyllide, in wasserhaltigen Medien die freien Chlorophyllide
entstehen. Diese Verbindungen sind auf keinem anderen Wege
zugdnglich. Beim Eliminieren des Magnesiums mit Sdure liefern
sie Alphylphdophorbide, die aus Phiophytin durch Alkoholyse mit
Chlorwasserstoff und Methyl- oder Athylalkohol erhalten werden
konnen, und die freien Phiophorbide, welche wir aus Phiophytin
durch Hydrolyse mit konzentrierter Salzsdure gewinnen.
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Chlorophyll a mit verd, Siure Phiophytin a
[MgN,C,,H;,01 COOCH, - COOC,y0H %—? [N,C3,H43;,0] COOCH, - COOCyHje
28
£ g5
Y 3 '
Methylchlorophyllid a g it verd. Siure § Methylphdophorbid a
[MgN4C,,H300]COOCH3-COOCHag —_— g[N4C32H320]COOCH3 COOCH,
= g a8
g g
g @
Y L
Chlorophyllid a Phéophorbid a

Y mi 2 Y
[MgN,C4sHy0] COOCH, - COOH — =8 Yord S0 1 CagH;20] COOCH; - COOH

In der b-Reihe verlaufen diese ersten Umwandlungen analog
und ergeben folgende Stufen des Abbaus:

Chlorophyllid b Phiophorbid b
[MgN,Cg,H,:0,] COOCH, - COOH = [N,Cy3H,0,] COOCH, - COOH .

Komplizierter ist die Einwirkung der Alkalien. Sie greifen zu-
erst an derjenigen Stelle an, die bei den anderen Verfahren unver-
sehrt blieb, némlich am dritten in Form ‘einer Lactamgruppe vor-
handenen latenten Carboxyl. Aus jeder Chlorophyllkomponente
gehen, je nach den Bedingungen der alkalischen Verseifung, zwei
in einheitlichem Zustand erhaltene Alkalisalze hervor, von denen
je eines wie Chlorophyll selbst fluoresciert, wihrend dem andern die
Fluorescenz fehlt. Die Alkaliverbindungen, die bei gelinder Versei-
fung in der Kilte vorzugsweise entstehen, Chlorophyllinkalium a und
b, gehen beim Austritt des Magnesiums in schwachbasische Phyto-
chlorine und Phytorhodine iiber, welche fiir die Kennzeichnung
und fiir den Abbau der Chlorophyllkomponenten von verhiltnis-
miBig geringer Wichtigkeit sind. Die andern, erst spiter erhaltenen
und daher als Isoverbindungen bezeichneten Chlorophylline, durch
rasche Verseifung in der Hitze gebildet, sind die komplexen
Magnesiumverbindungen des Phytochlorins e und Phytorhodins g,
sie gehen in diese wichtigsten Spaltungsprodukte des Chlorophylls
beim Ansduern iiber. So ist es, librigens ziemlich spit, gelungen,
durch aufeinanderfolgende Behandlung mit Alkali und dann mit
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Sdure zu denselben Derivaten zu gelangen, wie in umgekehrter
Reihenfolge der Prozesse.

Chlorophyll a it 53 Phiophytin a
[MgN,C,H,,0] co|OCHacoocmH3,,wi[N4032}13201 COOCH,COOCyHy
e 2

<

N =

E!v B
Iso-Chlorophyllin Phytochlorin e

mit Saure

[MgN,Cg;Hz,0] COOH - COOH > [N,C35H;,0] COOH - COOH

Die Beziehung zwischen Chlorophyll und Isochlorophyllin ist
aber nicht so einfach, wie dieses Schema erwarten 143t; von den
Alkalien ist nicht allein die Verseifung zweier Estergruppen,
sondern zuférderst eine Umwandlung bewirkt worden, die am
Auftreten der , braunen Phase‘ kenntlich ist.

Man wird nur in einer Theorie fiir diese braune Phase den
Schliissel finden zur Erklirung der ersten Stufen des Abbaus,
der Verdnderung von Chlorophyll in seinen Losungen und der
Bildung verschiedener Reihen von Chlorophyllinen.

Erinnern wir uns, daB3 bei der Einwirkung von Alkalien auf
Chlorophyll und Chlorophyllide die griine Farbe zuerst in inten-
sives Braun, in Gelbbraun bei der Komponente a, in Rot bei b um-
schldgt und daB dann in einigen Minuten in den alkalischen Medien
die urspriingliche Chlorophyllfarbe zuriickkehrt. Die Reaktion er-
weckt den Anschein einer ginzlichen Zersetzung und einer Neu-
bildung des Chlorophylls. Sie ist natiirlich so zu verstehen, daB
eine an dem chromophoren Komplex wesentlich beteiligte Gruppe
durch Hydrolyse verdndert und daB an ihrer Stelle eine neue
dhnliche gebildet wird.

Wir versuchen dieses Verhalten des Chlorophylls als ein ,,Um-
lactamisieren® zu erkliren, als Offnung eines vorhandenen Lactam-
ringes und als SchlieBen eines neuen, zwar dhnlichen, jedoch
alkalibestdndigen Ringes.

Die Erscheinung ist nicht auf die Magnesiumverbindungen
beschrinkt. Eine dhnliche braune Phase geben mit Alkali die Phéo-
phytine und die Phiophorbide; das ist der einzige Fall, in welchem
die magnesiumhaltigen und die magnesiumfreien Verbindungen
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gleiches Aussehen annehmen. Daher denken wir uns wihrend der
braunen Phase den komplexen Zustand des Magnesiums unter-
brochen. Aus den Phidophorbiden gehen dabei Phytochlorine
und Phytorhodine hervor; in diesen Spaltungsprodukten wird daher
auch ein Carboxyl lactamartig gebunden sein. Viele Beobachtungen
stehen damit im Einklang.

Die Lactamgruppe des Chlorophylls kann sich nicht allein
offnen, wir kénnen auch die Zuriickbildung der urspriinglichen
Gruppe herbeifithren. Das geschieht beim Versetzen einer dtheri-
schen Chlorophyllésung mit methylalkoholischer Kalilauge, sodann
mit Wasser. Die Substanz geht zuerst mit brauner Farbe quanti-
tativ in die alkalische Schicht, darauf gelangt sie durch hydro-
lytische Dissoziation der Kaliumverbindung unversehrt in den
Ather zuriick; sie hat keine sauren Eigenschaften angenommen
und gibt von neuem die braune Phase. Der urspriingliche Lactam-
ring ist also wenig bestindig, doch bildet er sich am leichtesten.
Andere Lactamgruppierungen kommen langsamer zustande, sind
aber bestdndiger; umlactamisiertes Chlorophyll wird nicht mehr
aufgespalten von Alkalien.

Die Bildung eines neuen Lactamringes erfolgt auf mehrere
Arten; gerade dadurch erkldren sich die verschiedenen Reihen der
Chlorophylline und das so schwer zu vermeidende Auftreten der
schwachbasischen Phytochlorine und Phytorhodine.

Die anfangs vorhandene Gruppe werde bezeichnet:

yo_ 7
ITIH—([ZO
Sie kann sich so umlactamisieren, daB das Carboxyl y in anderer
Art mit demselben Stickstoffatom oder mit einer andern Stick-
stoffgruppe, sie heille ¢, in Verbindung tritt, oder das Umlactami-
sieren erfolgt derart, daB ein anderes Carboxyl, namlich «, sich
z. B. mit dem Stickstoffatom y vereinigt.
Zwei Richtungen der Chlorophyllinbildung werden dadurch,
der Einfachheit halber fiir das Chlorophyll a, beispielsweise folgender-
maBen veranschaulicht.

1. Bei der Verseifung in der Kélte wird zuerst die Lactam-
gruppe gedffnet, dann verbindet sich iiberwiegend das frei gewordene
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Carboxyl y mit dem Stickstoffatom & und zwar geschieht dies
auch, wenn das Carboxyl « schon {frei ist, ndmlich beim Verseifen
der sauren Chlorophyllide:

o y o ) y o é y
COOCyxH;y NH—CO COOH NH-CO COOH NH-CO

| | [ = | | fo= | |
MgNyCyH,,COOCH;  MgN,Cyy,H,,COOH N;Cq, Hy, COOH

Chlorophyll a Chlorophyllin a Phytochlorin g

2. Bei der Verseifung in der Hitze verbindet sich das aus der
Estergruppe « frei gewordene oder schon frei vorhandene Car-
boxyl & mit dem Stickstoffatom y der urspriinglichen Lactam-
gruppe. Es ist wahrscheinlich geworden, daBl von mehreren mog-
lichen Umformungen diese zweite bei energischer Verseifung, z. B.
mit konzentriertestem Alkali in der Hitze besonders beschleunigt
wird und dadurch quantitativ vollzogen werden kann.

v & Y
NH-CO COOH
p\b‘p il | | |
« vy % MgN,CorH,uCOOR 2% Sau y
COOCNH” N!H—CIO > Iso-Chlorophyllin a *N]H——CIO COIOH
MgNSCmHZQCOOCHs , vy s NiCuliyCOOH
Chlorophyll a ‘s;,  COOCyHzy NH—CO P e Phytochlorin e
% | IR

N e ety ¥
N;3Cy;HyyCOOCH; "
Phiophytin a

Die Lactamtheorie der braunen Phase, obwohl sie in ihren
Einzelheiten noch unsicher ist und noch der Entwicklung bedarf,
erklirt auch schon in befriedigender Weise die Verdnderungen,
welche das Chlorophyll, iiberhaupt die Alkylchlorophyllide und
besonders leicht die freien Chlorophyllide beim Stehen in alkoholi-
schen und anderen Losungen erleiden. Diese Verwandlungen be-
zeichnen wir als Allomerisation und die entstehenden Pro-
dukte als allomere Chlorophyllderivate. Die Allomerisation ist
daran kenntlich, daB die Verbindungen ihre Krystallisationsfdhig-
keit einbiiflen und an Stelle der normalen Spaltungsprodukte die
schwachbasischen Chlorine und Rhodine liefern. Natiirlich gibt
ein allomeres Derivat keine braune Phase mehr.
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Die Erscheinung beruht auf Umlactamisieren, nidmlich darauf,
daB die urspriingliche Lactamgruppe durch Alkohol gedéffnet
wird. Das Aufgehen wiirde einen Gleichgewichtszustand zwischen
Lactamform und offener Form ergeben, wenn nicht mehr und mehr
von der urspriinglichen Form dem Gleichgewicht entzogen wiirde
durch die allméhliche Bildung einer andern, nicht mehr spaltbaren
Lactamgruppe.

Die Chlorophyllkomponente a allomerisiert sich auf verschiedene
Weise, z. B. folgendermaBen:

8 y &
. # NH—CO COOCyHy \ o,
& | [ NS
& o \%
y y & W $o° MgN,4C4,H,COOCH, \%0‘,. % 8 y o
— ? ein allomeres & .
tN |H C,O COO(I320H31 Chlorophyll a N,H C|O CO|OH
e #——\
WgN,CoH,COOCH, %, 5y o« .+ NCuH,COOR
<% . .
Chlorophyll a 0"@,. ‘:(30@ NH-CO COOH '&gﬁ" Phytochlorin g
%
X MgN,CyHpCOOH

Chlorophyllin a

Da die beim ersten Angriff der Alkalien auf Chlorophyll neu
gebildeten Ringgruppierungen besténdiger sind als die urspriing-
lichen, so hat der verschiedene Verlauf der Umlactamisierung
bleibende Unterschiede in den Produkten des weiteren Abbaus
zur Folge. Daher gehen aus den zwei Grundformen jeder Chloro-
phyllkomponente, aus dem Chlorophyllin und dem Isochloro-
phyllin, entsprechende Reihen einfacher zusammengesetzter Phyl-
line und Porphyrine hervor; es gibt also im ganzen bei dem Alkali-
abbau vier Reihen, die schlieflich zu einem einzigen Endprodukt
fithren.

Durch Erhitzen mit konzentrierter methylalkoholischer Kali-
lauge im geschlossenen GefdB3 wird das Molekiil der Chlorophylline
durch weitere Umformung seiner sauerstoffhaltigen Gruppen ver-
einfacht, ohne zersplittert zu werden; zum’gleichen Ergebnis fiihrt
das Erhitzen der Phytochlorine und Phytorhodine mit Magnesia
und Alkali. So entstehen die schén krystallisierenden, einander dhn-
lichen Phylline; es sind Dicarbonsduren, die entweder isomer oder
nur um zwel Wasserstoffatome verschieden sind, und Monocarbon-
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sduren, alle mit komplex gebundenem Magnesium. Sie leiten sich
von einer gemeinsamen Stammsubstanz:
Cs1H,N,Mg,
die Atiophyllin genannt werden soll, dadurch ab, daB ein oder zwei
Wasserstoffatome durch Carboxyl ersetzt sind. Ihre magnesium-
freien Derivate, die Porphyrine, die sich durch ihre basischen
Eigenschaften kennzeichnen und wohl unterscheiden lassen, sind
Carbonsduren des Atioporphyrins:
C31H38N4'
Aus Isochlorophyllin a entstehen:
die Dicarbonsiure Cyanophyllin, in Losung blau;
die Dicarbonsdure Erythrophyllin, in Lésung rot;
die Monocarbonsdure Phyllophyllin!), in Losung blausti-
chig rot.
Aus Chlorophyllin a gehen hervor:
die Dicarbonsdure Glaukophyllin, in Lésung blau;
die Dicarbonsiure Rhodophyllin, in Losung blaurot;
die Monocarbonsédure Pyrrophyllin, in Lésung blaustichig rot.

Im Glaukophyllin und Rhodophyllin sind wahrscheinlich die
Carboxyle &« und g, in Cyanophyllin und Erythrophyllin sind y und g
erhalten; Phyllophyllin ist demgemiB die Monocarbonsdure mit
Carboxyl p, Pyrrophyllin enthédlt das Carboxyl «.

Der entsprechende Abbau der Chlorophyllkomponente b war
durch die Neigung ihrer Derivate, amorphe hochmolekulare Pro-
dukte zu bilden, erschwert und er nimmt einen etwas komplizier-
teren Verlauf, da hier zwei sauerstoffhaltige Gruppen in einfache
Pyrrolkerne umzuformen sind.

Die zweibasischen Phylline sind hier verschieden von den aus
der Komponente a gebildeten, aber am Ende gelangt man zu den-
selben Monocarbonsduren, dem Pyrrophyllin aus Chlorophyllin b
und dem Phyllophyllin aus Isochlorophyllin b.

Der Zusammenhang der Phylline und Porphyrine und ihre Be-
ziehungen zu den ersten Chlorophyllderivaten wird durch die Tabelle
auf den folgenden Seiten veranschaulicht.

1) Uber die Bezeichnung siehe S. 334.
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Die Decarboxylierung aller Chlorophyllderivate beim Erhitzen
mit Alkalien im Autoklaven fiihrt nur bis zu den Monocarbonsiuren,
da bei hoherer Temperatur Zersetzung erfolgt. Die Abspaltung des
letzten Carboxyls ist schlieBlich nach der klassischen Natronkalk-
methode erzielt worden und zwar bei Phyllinen wie Porphyrinen.
Sie gelingt am besten durch kurzes Erhitzen sehr kleiner Mengen
eines Porphyrins und noch glatter eines Phyllins mit Natronkalk.
Auf diese Weise entsteht aus Phylloporphyrin und Pyrroporphyrin
das gleiche Atioporphyrin, aus den Magnesiumverbindungen das
namliche Atiophyllin. Es bestitigt sich, daB der Unterschied zwi-
schen den isomeren Monocarbonsduren nur durch den Ort des
Carboxyls bedingt ist.

Die Stammsubstanzen, krystallisierende Verbindungen, fiigen
sich dem Gruppenbilde ein, das mit den zahlreichen zuerst unter-
suchten Phyllinen und Porphyrinen gezeichnet worden ist. Sie
eréffnen neue Moglichkeiten fiir kiinftige Untersuchungen tiber
den Abbau. Auch gewinnen sie dadurch Bedeutung, daB mit
ihnen nun zum ersten Male aus Blattfarbstoff und dem Blutfarb-
stoff identische Umwandlungsprodukte erhalten werden, deren
Molekiil noch in nahen Beziehungen zu den Farbstoffen selbst
steht. Identisch waren bisher nur die Zerfallprodukte von Hamin
und Chlorophyll, einfachere Pyrrolderivate, welche die Oxydation
und die Reduktion geliefert hat, wihrend die Porphyrine aus
beiden Pigmenten manche Ahnlichkeit und manche Unterschiede
aufweisen.

In einer Untersuchung von Willstdtter und M. Fischer,
iiber die wir im folgenden in Kiirze und ausfiihrlicher an anderer
Stelle berichten werden, ist der Abbau von dem bekannten Hamato-
porphyrin, das sechs Sauerstoffatome enthilt, bis zur sauerstoff-
freien Verbindung durchgefiihrt worden.

Aus dem Hiamin gehen Porphyrine hervor, durch ganz andere
Reaktionen als aus Chlorophyll, aber nicht etwa auf einfache Weise
durch Austritt des Metalls. Himatoporphyrin ist ndmlich eine
Dioxysdure. Es gelang, dasselbe beim Erhitzen mit methylalko-
holischer Kalilauge und Pyridin zu einem neuen Porphyrin zu redu-
zieren, welches wir Hamoporphyrin nennen. Dieses unterscheidet
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sich in seiner Zusammensetzung vom Hamatoporphyrin durch das
Minus von zwei Hydroxylgruppen; es enthilt vielleicht zwei Atome
Wasserstoff weniger als Mesoporphyrin. Das Himoporphyrin steht
zufolge der Analyse und seinen Eigenschaften dem Rhodoporphyrin
und Erythroporphyrin nahe, gleich diesen 148t es sich beim Erhitzen
mit Natronkalk decarboxylieren. Da die Magnesiumverbindungen
leichter Kohlensdure abspalten, fithren wir in das Himoporphyrin
zunichst Magnesium ein und spalten das Metall aus der carboxyl-
freien Verbindung am Ende wieder ab. Das Reaktionsprodukt ist
identisch mit dem Atioporphyrin aus Chlorophyll nach Zusammen-
setzung und Eigenschaften, wie dem Spektrum und seiner ba-
sischen Natur, die mittels der Verteilung zwischen Ather und Salz-
sdure quantitativ gepriift wurde.

Aus der Zusammensetzung Cy;Hg N, des Atioporphyrins geht
hervor, daB Himoporphyrin der Formel CgH,yO,N, entspricht,
somit das Hédmin nicht der allgemein angenommenen Formel
C4,H3,0,N FeCl, sondern der Formel C4H,,0,N,FeCl. Diese steht
in der Tat, worauf wir vor lingerer Zeit aufmerksam gemacht
haben!), mit dem bedeutenden analytischen Material fiir Hdmin
im Einklang. Unabhingig von dem Abbau zum Atioporphyrin
haben wir es auch bei der Analyse einer gréBeren Zahl von Por-
phyrinen aus Himin sehr wahrscheinlich gefunden, dafl die
Formeln des Himins und Himatoporphyrins in diesem Sinne
abzudndern sind.

Um fiir die Struktur der Stammsubstanz Atioporphyrin
einen Ausdruck zu finden, miissen wir die Ergebnisse der
Oxydation und Reduktion der verschiedenen Porphyrine beriick-
sichtigen, die in zwei spidteren Kapiteln eingehender angefiihrt
werden.

Phylloporphyrin liefert bei der Oxydation mehr als ein Molekiil
Methyldthylmaleinimid:

CH,—C-C=0
| oNH
CH;—CH,—C-C=0

1) Ann. d. Chem. 358, 212 [1907].
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und ein Molekiil Hamatinsdure:
CH;—C-C=0
>NH
HO,C-CH,—CH,—C—-C=0
Bei der Reduktion ergeben die Porphyrine Gemische von Pyr-
rolhomologen, worin namentlich enthalten sind:
CH,-C—C-CH,—CH;,

Phyllopyrrol
CHs“C"‘—C'—CHz_CHa CHa*C‘—"“C_CHz_CHa
i Il Il i
CH;—C._CH HC._,C—CH,
H
Isohdmopyrrol Kryptopyrrol

Das Atioporphyrin setzt sich mithin aus vier Pyrrolkernen zu-
sammen. Die Zahl seiner Wasserstoffatome ist auffallend niedrig,
die Pyrrole miissen daher so verbunden und substituiert sein, daB
dabei im Vergleich mit einfachen Bindungen acht Atome Wasser-
stoff erspart werden, sei es durch Doppelbindungen oder weitere
Ringschliisse. Einigen Vorstellungen hinsichtlich der Art, in der
man die Pyrrolkerne verkniipft denken kann, begegnen wir in der
Literatur iiber Héimin. 7

W. Kiister?) hat das Gebiet des Butfarbstoffs mit folgender
Konstitutionsformel des Hamins:

H
H,C C CH3
N
c-c/ Tl
| \ /
COOH--|[---N.. N l
N ' N N
C 2 -C . C=C—CH--CH,
J/ : :
CH2 HC c1 Fe CH ; :
oo \
CHz—CHa—C—C C—C—CH.-CH,
/
COOH-.-.-......”..... : X ”
/ N

_¢ ~__ ) /c c\CHa

Héimin CyHg,O,N,FeCl .

1) Zeitschr. {. physiol. Chem. 82, 463 [1912].
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beleuchtet, welche dem Verlauf der Reduktion und Oxydation
Rechnung trigt. Sie fordert indessen den Einwand heraus, daB3 von
den beiden mit dem Eisen verbundenen Iminogruppen, nur die
eine als saures Imin eines Pyrrols, die andere aber als basische
Iminogruppe eines Dihydropyrrols dargestellt wird. Das Unwahr-
scheinliche dieser Formel liegt besonders in der Annahme eines
aus vier Stickstoffatomen und zwo6lf Kohlenstoffatomen bestehenden
sechszehngliedrigen Ringes:

_%CH_(I:=
|
N -N
I !
C-H H-C
li
- C—
l 1
N -N
! |
~C—HC—C—

Die ersten Umwandlungen eines derart komplizierten Pig-
mentes sind so schwer zu entritseln, daB die Ansichten verschie-
dener Forscher weit auseinandergehen. Von O. Piloty?) wird das
Himin auf zwei miteinander verbundene kondensierte Systeme
zuriickgefiihrt, die aus Pyrrolen mit Kohlenstoffsechs- und -fiin{-
ringen bestehen:

CH NH
N\
=CH.C-C ‘ ¢ C-CH=
I Iz H.C-COOH | 2|
=CH.C C C-C.CH,-CH,
NS T— [ —
NH C
OH
und
OH . CO—(‘:H,
HN CH
ANZN
=CH-¢ € C-C-CH,
131 4l
I =CH-C-C C CH
N/ \/
¢ NH
/N
CH, OH

1y O. Piloty und E. Dormann, Ann. d. Chem. 388, 313 [1912].
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Diese Auffassung ist nur unter der Annahme mdglich, daB die
Cyclopentan- und Cyclohexanringe bei der Reduktion leicht zer-
fallen. Das ist wenig wahrscheinlich?). Noch bedeutsamer ist der
Widerspruch zwischen den Ergebnissen der Oxydation und dem
wesentlichen Inhalt dieser Konstitutionsannahmen. Aus Himin und
seinen Derivaten kann gemd8 den Formeln von Piloty Hédmatin-
sdure nicht hervorgehen. Die tertidren Kohlenstoffatome der bei-
den Formeln, zum Beispiel:

C NH
c—Cr | Ne/N\e

<l

|
CUOU] Gt
\1\{H\ C/

machen die Bildung des Propionsdurerestes der Himatinsdure un-
moglich; derselbe Einwand ist gegen die Formel der Bilirubin-
sdure (Bilinsdure) von O. Piloty und S. J. Thannhauser? zu
erheben.

Die eigentiimlichen Ringgebilde, welche die angefiihrten For-
meln darstellen, ergaben sich aus der Schwierigkeit, die Verei-
nigung der Pyrrole zu einem so wasserstoffarmen Molekiile aus-
zudriicken. Es ist eben nicht wohl mdoglich, wenn man die zur Er-
klirung der Oxydationsprodukte erforderlichen Athylgruppen
vorsieht, das Atioporphyrin ohne Annahme eines Kohlenstoff-
ringes zu formulieren.

Als eine einfache Verkniipfung von vier Pyrrolkernen, von nur
zwei salzbildenden und zwei komplexbildenden, zu einem Farbstoff
ist uns folgende Formel wahrscheinlich:

HC—CH HC-CH
| v N
HC-C C-CH
3l
HC=C C=CH
| SNH HN( |
HC=CH HC=CH

1) Vgl. H. Fischer und E. Bartholom#ius, Zeitschr. f. physiol. Chem.
83, 50 [1912].
%) Ann. d, Chem. 390, 191 [1912].
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Lassen wir in diese Grundsubstanz mit Riicksicht auf die
Oxydationsprodukte drei Methyl- und drei Athylgruppen und wegen
der Reduktionsprodukte mindestens noch ein Methyl eintreten,
so bleibt schlieBlich fiir die letzten drei Kohlenstoffatome des
Atioporphyrins nur so viel Wasserstoff iibrig, daB entweder zwei
Doppelbindungen oder zwei Kohlenstoffringe oder je eines von bei-
den angenommen werden muf3. Wenn wir entsprechend dem Ver-
lauf der Reduktion es vermeiden, einen Cyclopentan- oder hexan-
ring anzunehmen, so gelangen wir mit einiger Wahrscheinlichkeit
zu folgenden Formeln fiir Atioporphyrin und Atiophyllin:

CH=CH
CH,~C-CH ¢
C,H,— E c/ ON N§C——£H
C,H,— C- C\NH_HN:C C-C,H,
CH,-C= c C—C—CH,
¢, ¢,
Atioporphyrin CgH,eN, .
CH=CH
CH,-C-CH ¢
C,H, —('%—c/ N N\C———(IL,H
C,H,—C= c/ C\c c C,H,
| ON- Mg N<
CH,~C=C C——C—-CH
¢, CH,

Atiophyllin C,;H,,N,Mg.

Mehrere Einzelheiten dieser Formel wie die Stellung von zwei
Methylen sind willkiirlich, auch konnte der Cyclobutenring in
p-p-Stellung an das Pyrrol angegliedert sein.

Die Carboxyle des Phyllo- und Pyrroporphyrins substituieren
Athylgruppen; die Formel ist unsymmetrisch genug, um den be-
obachteten Isomerien der sauren Porphyrine zu geniigen.

Versuchen wir nun, die Beziehung zwischen dem Atioporphyrin
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und dem Himin klarzulegen, so treten uns die Fragen entgegen,
welche die ersten Umwandlungen des Hidmins noch stellen.
Willstitter und Fritzschel) haben vor vier Jahren darauf
aufmerksam gemacht, daB im Hidmin gemif den Versuchen von
M. Nencki und J. Zaleski?) iiber die Esterbildung zwei freie
Carboxyle existieren; dieser Ansicht hat sich mit griindlichen
Beweisen W. Kiister3) angeschlossen, wihrend O. Piloty an der
Annahme festhilt, Himin enthalte die beiden Carboxyle in der
Form von Lactamgruppen und die zwei iibrigen Sauerstoffatome

als Hydroxyle: C'_CIO (I:o‘cH2
|
C N N C

VAV o CH\r\/ N

B L]

NN YN

N & C N
OH AN

CH, OH

Indessen stehen mit dieser Lactamformel schon die Analysen der
Dialkylester von Nencki und Zaleski, deren Werte Formeln wie
Cy,H3y(COOCH,),N,FeCl entsprechen, und danndieOxydationdes Di-
methylhdmins zum Hamatinsdureester nach KiisterimWiderspruch.

Beim Austritt des Eisens aus dem Hdmin erfolgt nach Piloty
zugleich die Losung der angenommenen Lactamgruppen, Hima-
toporphyrin wire danach die eisenfreie, dem Hdmin genau ent-
sprechende Verbindung. Dem entgegen betrachtet W. Kiister
zwei Vinylgruppen im Hédmin als Angriffsstelle der Reagenzien, z. B.
des Bromwasserstoffeisessigs bei der Eliminierung des Eisens,
und H. Fischer?) hilt es fiir wahrscheinlich, daB3 es Doppelbin-
dungen zwischen Methingruppen und Pyrrolkernen sind, die
Halogenwasserstoff, also mittelbar Wasser aufnehmen.

Willstdtter und M. Fischer haben Versuche iiber den Ver-
lauf der Hamatoporphyrinbildung angestellt und eine Reihe von
Zwischenprodukten aufgefunden, die erkennen lassen, daB zunichst

1) Ann. d. Chem. 371, 49 [190g].

%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 30, 384 [1900].

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 165 [1910].; Ber. d. deutsch. chem.
Ges. 45, 1935 und 2503 [1912]; Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 185 [1913].

Y) H.Fischer, E. Bartholom&dus und H. Rése, Zeitschr. f. physiol.
Chem. 84, 262 [1913].
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zwei Molekiile Bromwasserstoff addiert werden und daB dabei die
Bindung des Eisens bedeutend gelockert wird.

Die Erkldrung von H. Fischer lieBe erwarten, daB die Farbe
der Verbindungen bei den Additionen in Mitleidenschaft gezogen,

ndmlich abgeschwicht wiirde:
Cc-C C=C
0o (l) l
C C—C=C C=
N/ N/
NH 1 NH
cc ' c=¢
o | é
C C—C—C C=
N LN
NH OH HNH
was nicht zutrifft. Nach der Betrachtung von Kiister wiren es
unwichtige, die komplexe Bindung nicht beeintrichtigende Gruppen,
an welchen Additionen stattfinden wiirden.

Zur Erklirung der Reaktionen bei dem Austritt des Eisens er-
scheint uns die Annahme begriindet, daB die Gruppen, die sich
durch ihr Additionsbestreben auszeichnen, mit Stickstoffatomen in
Verbindung stehen, etwa nach folgendem Schema, fiir das manche

Alkaloide Analogien bieten:

C C
C
AN
C
N
C C

Diese Formel fiir einen Teil des Himinmolekiils stimmt sehr
gut zu einer merkwiirdigen, aber noch unsicheren Beobachtung von
O. Piloty und J. Stock?), die in der Form des Pikrates ein poly-
merisiertes, wahrscheinlich am Stickstoff dthyliertes Pyrrol, nim-
lich ein bis-x-g-Dimethyl-N-dthylpyrrol von der Formel:

H H
CH,~C—C—C—C—CH,
[ J
CH,~C C—C C—CH;
N/H H\/

N N

| |
CH,.CH, CH,.CH,

1) Ann.d. Chem. 392, 215 [1912]; siehe dagegen O. Piloty u. K. Wilke,
Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 1597 [1913].
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unter den Hiamopyrrolen aufgefunden haben. DaB die Athylgruppe
aus dem als Lactam vorhandenen Carboxyl und einem Kohlenstoff-
atom des Kohlenstofffiinfringes hervorgeht, wie Piloty und Stock

annehmen:
\/CH\
=CH—C—C/ N~ “\C—C.CH,-CH,
CH(L[II CH H !I cH
\// 5 / \/ ?
N
co

ist unwahrscheinlich.

Wenn schon das Atioporphyrin von der Formel C,H,N, auf-
fallend wasserstoffarm erscheint, so leitet sich Himin C,,H,,0,N,FeCl
von einer noch um zwei Wasserstoffatome drmeren Grundsubstanz:

CoHauN,
ab, welche die Annahme von Doppelbindungen und Kohlenstoff-
ringen ndtig macht.

Auf der Grundlage der angenommenen Verkniipfung von vier
Pyrrolen durch die Gruppe

o

und der Bindung von zwei Vinylen an Stickstoffatome versuchen

wir, eine dem Verhalten bei der Oxydation und Reduktion und bei

der Porphyrinbildung geniigende Konstitutionsformell) des Himins

zu entwickeln, die in mehreren Einzelheiten noch nicht bewiesen ist,

aber weitere Untersuchungen, wie wir hoffen, anzuregen vermag:
CH,~C——CH HC——=C
CH CHON NLCH=CH |

c& C/\c_.___CH

HO,C-CH,-CH, c___c/ \C=C—CH2—CH2—(102H

\n W

CH3—-C—————C/ Cl (]:mC—CH3
I
CH, CH,

Himin CzH,,0,N,FeCl.

1) Aus einer unverdffentlichten Arbeit von Willstdtter und M. Fischer,
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Bei der Bildung des Hamatoporphyrins werden sich die Briicken
von den zwei Pyrrolstickstoffen loslésen, worauf sich die mittlere
Gruppe

‘ >=C{ in Sc-cZ
umwandeln kann.

Bei den Umwandlungen des Himatoporphyrins soll nach un-
serer Annahme die Kondensation eines Vinylrestes mit einem Koh-
lenstoffatom des Pyrrolkernes erfolgen, welche das Strukturbild
des Athioporphyrins zum Ausdruck bringt. Das Himoporphyrin
wird daher durch folgende Formel erkldrt:

CH—=CH

CH,-C—CH ¢
S

CH;—CH,~C———C C——CH
3 2 N\ c /

C_______
HO,C-CH,CH, C—uC/ \C———C_CH,_CH,~CO,H
I >NH HN\/ ]
CHy—C——C \C——C-CH,
CH, du,

Hiamoporphyrin CgHgO,N, .

und das moglicherweise um zwei Wasserstoffatome reichere Meso-
porphyrin vielleicht durch die entsprechende Formel mit Sit-
tigung der Gruppe CH=CH.

Die Formeln veranschaulichen, daB das Molekiil des Hamins
sich beim Abbau in unsymmetrischer Weise dndert, worauf meh-
rere Reaktionen hindeuten. Wéihrend bei der Oxydation kein
Methylithylmaleinimid auftritt, liefert!) Mesoporphyrin dieses
Imid, indessen nicht mehr als ein Molekiil.

Eine Voraussetzung unserer Betrachtungen bildet die Annahme
der einfachen Molekulargré8e von Himin und Himatoporphyrin,
welche die Formeln mit dreiunddreiBig Atomen Kohlenstoff aus-

1) H. Fischer und F.Meyer- Betz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 82,
96 [1912] und W. Kiister und P. Deihle, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 45,
1935, 1945 [1912] und Zeitschr. f. physiol. Chem. 82, 463 [1912].
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driicken. Wihrend unsere Molekulargewichtsbestimmungen?) bei
zahlreichen Chlorophyllderivaten und J. Zaleskis?) Bestimmungen
fiir Mesoporphyrin damit im Einklang stehen, haben O. Piloty
und E. Dormann?) aus Versuchen iiber die Siedepunktserhéhung
der Pyridinlésung von Himatoporphyrin den SchluBl gezogen: ,,da3
fiir das Himatoporphyrin das Doppelte des bisher angenommenen
Molekulargewichts als feststehend angenommen werden muB*; diese
Folgerung ist von O. Pilot y und H. Fin k?) gestiitzt und auf Himin
und Himoglobin ausgedehnt worden. Diese Ergebnisse sind indessen
nicht aufrecht zu halten?). Mit schon krystallisierter Tetramethyl-
verbindung des Hidmatoporphyrins (Dimethyldtherdimethylester)
finden Willstdtter und M. Fischer in Veratrollssung die ein-
fache MolekulargréBe bestitigt.

Obwohl nun Chlorophyll und Hdmin auf das gleiche Atiopor-
phyrin zuriickgefiihrt worden sind, das man als eine Stammsub-
stanz bezeichnen kann, ziehen wir aus den Untersuchungen iiber
den Abbau nicht den SchluB3 einer nahen, konstitutionellen Ver-
wandtschaft zwischen Chlorophyll und Himin. Hier Magnesium,
dort Eisen, hier Esterbildung mit Phytol, dort Paarung mit Globin;
zu solchen der ungleichartigen Funktion entsprechenden Unter-
schieden kommen noch in dem eigentlichen Farbstoffkern bedeu-
tende Unterschiede, die erst bei tiefgreifendem Abbau verschwunden
sind.

Auf dem Wege vom Hidmin zum Atioporphyrin gibt es zwei
Verwandlungen, die den Bau des Molekiils wesentlich dndern, nim-
lich den Ubergang vom Himin zum Himatoporphyrin und von
diesem zum Hadmoporphyrin, das mit den Porphyrinen des Chloro-
phylls isomer ist.

Auch zwischen Chlorophyll und dem Atiophyllin und sogar
zwischen Chlorophyll und den ersten zweibasischen Porphyrinen wie

1) Ann. d. Chem. 382, 155 [1911].

%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 73 [1902].

3) Ann. d. Chem. 388, 319 [1912].

4) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 45, 2495 [1912] und 46, 2020 [1913].

) Entweder war das angewandte Pridparat nicht gut oder Hamato-
porphyrin vertrigt das Sieden mit Pyridin nicht, wie es auch beim Trock-
nen bei 100° verdirbt.
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Cyanoporphyrin oder Erythroporphyrin liegen zwei das Molekiil
wesentlich umgestaltende Schritte, die sich mit den Reaktionen des
Himins nicht in Parallele bringen lassen.

Der eine Schritt ist die Umlactamisierung der Chlorophyll-
komponenten, durch die ein Ringsystem aufgespalten, ein neues
synthetisiert wird. Die zweite Umformung des Molekiils, die weniger
augenfillig stattfindet, geschieht durch die Einwirkung von Alkali
bei héherer Temperatur und fithrt von den Chlorophyllinen zu den
einfacher konstituierten zweibasischen Phyllinen oder vom Phyto-
chlorin und Phytorhodin zu den entsprechenden Porphyrinen.

Die Bildung von Cyanoporphyrin aus Phytochlorin scheint ein-
fach durch Abspaltung eines Carboxyls nach der Gleichung:

C34H3606N4 = C33H3604N4 + Coz

zu verlaufen. Aber da die Porphyrine zwar alle einander dhnlich,
doch von den Chlorinen und Rhodinen sehr verschieden sind, so ist
die Umwandlung wohl eine tiefergehende. Wire das Lactam im
Phytochlorin aus einem das Pyrrol substituierenden Carboxyl und
dem Pyrrolstickstoff zusammengesetzt, so kénnte die Abspaltung
der Kohlensdure die Eigenschaften kaum stark beeinflussen, etwa
so wenig wie der Ubergang von den zweibasischen zu den einbasi-
schen Porphyrinen. Darum ist es wahrscheinlicher, daB3 die Lac-
tamgruppe pyridonartig ist, ihr Carboxyl also selbst Ringbestand-
teil und daB erst durch Austritt eines Kohlenstoffatoms der vierte
Pyrrolkern des Cyanoporphyrins entsteht.

Kiinftige Arbeiten iiber die Konstitution des Chlorophylls
finden daher noch groBe Aufgaben. Die Beziehungen zwischen den
beiden Chlorophyllkomponenten und die Umwandlungen, welche
vom Chlorophyll zu den Chlorophyllinen, von den Chlorophyllinen
zu den zweibasischen Phyllinen fiihren, sind aufzukldren und die
Struktur des Atioporphyrins ist noch in wichtigen Einzelheiten zu
erforschen.



II. Beschreibung des Blattfarbstoffs

in einfachen Versuchen.

Die Extraktion des Chlorophylls, seine Trennung von den be-
gleitenden gelben Pigmenten, seine Isolierung und Gewinnung in
der Form schon krystallisierter Derivate, nidmlich als Methyl- und
Athylchlorophyllid, und seine Umwandlungen werden in den
folgenden Kapiteln behandelt. Auf den dort geschilderten Methoden
beruhen einige einfache Versuche, die sich fiir die Arbeit in kleinem
MaBstab, z. B. fiir die pflanzenphysiologische Vorlesung und das
botanische Praktikum eignen mogen. Sie sollen die Abscheidung
des Blattfarbstoffs und seine Eigenschaften illustrieren.

Diesen Versuchen liegen folgende Haupttatsachen zugrunde.

Die Chloroplasten enthalten in kolloidalem Zustand gemischt
mit farblosen Substanzen vier Pigmente, ndmlich zwei einander
nahe verwandte Chlorophyllfarbstoffe und zwei gelbe Pigmente:

Chlorophyllkomponente a von der Zusammensetzung
C;sH,,0;N Mg, blauschwarz, in Losung griinblau;
Chlorophyllkomponente b von der Zusammensetzung
CssH,0ON Mg, griinschwarz, in Losung rein griin;
Carotin von der Formel C,Hjyq, orangerote Krystalle;
Xanthophyll von der Formel C,H;,O,, gelbe Krystalle.
Diese Pigmente haben wir in allen untersuchten Pflanzen aus
den verschiedenen Klassen identisch gefunden und das Chlorophyll
bei der vergleichenden Untersuchung durch seine konstante Zu-
sammensetzung gekennzeichnet:
Es enthilt 2,79 Magnesium und gibt eine Asche von reiner
Magnesia (ohne Phosphor oder Eisen).
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Es liefert bei der Verseifung den stickstofffreien Alkohol Phytol
(CgoH40) als ein Drittel des Molekiils.

Der stickstoffhaltige Komplex, der vier Pyrrolkerne enthilt,
wird durch das Spaltungsprodukt Phytochlorin e aus der Kompo-
nente a und Phytorhodin g aus der Komponente b identifiziert.
Das eine ist in Ather olivgriin, das andere rot.

Frische Bldtter enthalten ungefihr 2 Promille Chlorophyll a,
3/, b, Xanthophyll /,, Carotin 1/; Promille.

Verhalten gegen Lésungsmittel.

Fiir die Bereitung von Chlorophyllgsungen werden in den bota-
nischen Biichern ungeeignete Verfahren angeraten.

I. Versuch. 10 g frische Blitter (Brennesseln) werden mit
wenig Seesand in der Reibschale fein zerrieben und auf einen
Trichter mit Siebplatte und Filtrierpapierscheibe gebracht. Dann
ibergieBt man den Brei mit 20 ccm Aceton, saugt an der Wasser-
strahlpumpe ab und wiederholt AufgieBen und Absaugen des
Losungsmittels. Das Filtrat (ca. 40 ccm) enthidlt 2 cg Chloro-
phyll.

2. Versuch. Beim kurzen Eintauchen in siedendes Wasser
farbt sich ein Blatt lebhafter griin und der mikroskopische Schnitt
zeigt die Chloroplasten zerflossen. Dabei werden die Oxydations-
fermente zerstért. Wihrend ein frisches Holunder- oder RoB-
kastanienblatt beim Verreiben olivbraun wird und beim Extra-
hieren eine braune Masse hinterldB3t, bleibt das abgebriihte Blatt
beim Zerkleinern griin und die Blattsubstanz ist nach dem Extra-
hieren wei8.

3. Versuch. Gepulverte trockene Blitter geben den Farbstoff
nicht ab an Benzol und nur sehr trdge an absoluten Alkohol,
Aceton und Ather, wihrend sie gut extrahiert werden von 8o bis
go prozentigem Alkohol oder Aceton. Petrolither extrahiert das
Chlorophyll gar nicht.

4. Versuch. 2 g getrocknete Brennesselblidtter werden fein ge-
pulvert und auf einem Nutschentrichter trocken angesaugt. Dann
gieBen wir 10—20 ccm 85 volumprozentiges Aceton (oder go pro-
zentigen Alkohol) in einzelnen kleinen Anteilen langsam unter zeit-
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weisem, schwachem Saugen mit der Pumpe auf und erhalten in
einer Minute in dem schon griinen, intensiv rot fluorescierenden
Extrakt fast allen Farbstoff.

Wirkungen des Chlorophyllase.

5. Versuch. Chlorophyllasereiche frische Blitter (Heracleum,
Galeopsis) legen wir zerkleinert in 70volumprozentiges Aceton ein
(1 g in 3 ccm). Aus der Blattsubstanz tritt viel Chlorophyll aus;
es wird durch die Wirkung des Enzyms in Phytol und das sauere
Chlorophyllid gespalten. Man erkennt dies schon nach einer Viertel-
stunde, wenn man die Farbstofflosung mit Wasser verdiinnt und
ausithert, beim Schiitteln der Atherldsung mit 0,05 prozentiger
Natronlauge. Sie nimmt desto mehr Farbstoff auf, je vollstindiger
die Enzymreaktion stattgefunden hat.

6. Versuch. Abgebrithte Bldtter derselben chlorophyllase-
reichen Pflanzen liefern mit wasserhaltigem Aceton unter gleichen
Umstdnden eine Losung von unversehrtem Chlorophyll, die mit
der verdiinnten Natronlauge nicht reagiert. Dadurch wird
gezeigt, daB die Hydrolyse (und die Alkoholyse) eine Enzym-
wirkung ist.

7. Versuch. Eine Anzahl mikroskopischer Schnitte eines
Heracleumblattes befeuchten wir auf dem Objekttrdger mit einem
Tropfen go prozentigem Alkohol und legen ein Deckgldschen darauf.
Man 148t den Objekttriger neben einem Schilchen mit Alkohol
unter einer kleinen Glasglocke bis zum Eintrocknen stehen (einen
halben bis ganzen Tag). Dann zeigen sich nach Borodin in den
Zellen und neben dem Blattgewebe die schénen drei- und sechs-
eckigen Formen des krystallisierten Chlorophylls (Athylchloro-
phyllid) (Fig. 7 auf S. 176.)

8. Versuch. 1g von einem frischen Heracleumblatt iiber-
gieBen wir im Reagierglas mit 4 ccm #75prozentigem Holzgeist.
Das Blatt wird zuerst tiefer griin und dann vergilbt es in I bis
3 Stunden. Das austretende Chlorophyll hat das Phytol verloren;
das entstandene Methylchlorophyllid bildet schwarze Piinktchen
im Blattgewebe, die sich unter dem Mikroskop als glinzende
Krystalldrusen erweisen (siche Fig. 6 auf S. 175).



Beschreibung des Blattfarbstoffs in einfachen Versuchen. 49

9. Versuch. 2 g gepulverte trockene Heracleumblitter lassen
wir mit 6 ccm go prozentigem Alkohol im Reagierglas einen halben
oder ganzen Tag lang stehen. Dann wird der Extrakt auf einem
kleinen Nutschenfilter abgesaugt und das Mehl mit etwas %
Aceton nachgewaschen. Das Filtrat vermischen wir mit
dem gleichen Volumen Ather und mit Wasser, heben die
dtherische Losung des Athylchlorophyllids im Reagierglas-
tropftrichter (Fig. 1) ab und waschen sie mit Wasser
durch. Sie wird im Reagierglas im Wasserbad bis auf 1/,
oder 1 ccm konzentriert und warm mit 3 ccm Petroldther
versetzt. Das Chlorophyll fillt beim Stehen in Krystall-
drusen aus. Es ldBt sich durch Anschiitteln mit wenig
Ather von gelben Pigmenten befreien und dann aus mehr
Ather umkrystallisieren.

Fig. 1.
Reagier-

Merkmale des Chlorophylls. glas-

10. Versuch. Acetonextrakt aus frischen Blittern von , TPt
Versuch 1 verdinnt man mit dem 5fachen Volumen
85 prozentigen Acetons zur Beobachtung des Absorptionsspektrums
und verwendet eine Schicht von I c¢m im Glastrog mit parallelen
Winden. Als Lichtquelle dient eine Auerlampe oder Sonnenlicht.
Wir empfehlen fiir die Beobachtung ein Taschenspektroskop mit
Gitter und Wellenlingenskala von Fuess in Steglitz.

Das Spektrum zeigt eine Hauptabsorption im Rot bei der
Fraunhoferschen Linie C; dann folgen gegen Violett hin mit
abnehmender Intensitit 3 Absorptionsbidnder und ein zweites Ab-
sorptionsmaximum, die vollstindige Ausléschung der blauen bis
violetten Region (Fig. 1 der Tafel I).

Beim Versetzen einer Probe des verdiinnten Acetonextraktes
mit einem Tropfen Salzsiure schligt die Farbe des Chlorophylls
sofort in Olivbraun um. Der Magnesiumkomplex wird zerstort,
das Spektrum des entstandenen Phidophytins weist eine intensive
Absorption im Griin vor der Linie E auf (Fig. 2 der Tafel I).

11. Versuch. Eine dtherische Losung des Blattfarbstoffes be-
reiten wir aus dem Acetonextrakt trockener Blitter (Versuch 4)
durch EingieBen in 30 ccm Ather und Zusatz von 50 ccm Wasser

Willstatter-Stoll, Chlorophyll. 4
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im Scheidetrichter. Dadurch trennt sich die Atherschicht ab. Sie
wird noch viermal mit je 50 ccm Wasser gewaschen, das man,
ohne zu schiitteln, der GefiBwand entlang laufen 1iBt. Die dthe-
rische Losung (15 ccm) ist leicht etwas emulsioniert, sie 148t sich
durch Schiitteln mit wasserfreiem Natriumsulfat und Filtration
kldren.

Das Chlorophyll als ein Ester zeigt keine sauren Eigenschaften;
die dtherische Ldsung reagiert nicht mit wisserigen Alkalilaugen
bei gelindem Schiitteln.

Beim Unterschichten mit 30 prozentiger methylalkoholischer
Kalilauge zeigt sie die charakteristische braune Phase, die Mo-
lisch entdeckt hat. An der Grenzschicht tritt sofort eine Zone
von schén brauner Farbe auf, die sich beim Durchschiitteln ver-
breitet. Sie geht in 10 Minuten durch Oliv wieder in rein Griin
tiber. Das Chlorophyll ist zum Kaliumsalz der Sdure Chlorophyllin
verseift; beim Verdiinnen mit Wasser wandert daher die griine
Farbe nicht mehr in den Ather.

12. Versuch. Der Abbau zu Phytochlorin und zu Phytorhodin
und die Trennung derselben 148t sich mit 5 ccm der erhaltenen
dtherischen Losung ausfiihren.

Der Ather wird im Reagierglas abgedampft und der Riickstand
mit 3 ccm siedender methylalkoholischer Kalilauge iibergossen, die
man noch !/, Minute iiber dem Bunsenbrenner gelinde kocht. Die
schon rot fluorescierende Kaliumsalzlésung verdiinnen wir mit dem
doppelten Volumen Wasser und neutralisieren sie mit konzentrierter
Salzsdure, bis die Reaktion eben deutlich sauer ist. Die Losung
gibt die gebildeten Spaltungsprodukte beim Ausschiitteln im
Reagierglasscheidetrichter an Ather mit olivbrauner Farbe ab.

Die Atherldsung schiittelt man zur Trennung zweimal mit je
10 ccm 4 prozentiger Salzsdure durch; die griinblaue Sdureschicht
liefert beim Neutralisieren mit Ammoniak und Ausithern die oliv-
grine Losung des aus der Chlorophyllkomponente a hervor-
gegangenen Phytochlorins e.

Der nach dem Ausziehen mit 4 prozentiger Sdure hinterbliebene
Anteil wird nun einmal mit 10 ccm 12 prozentiger Salzsiure extra-
hiert; die griine Sdurelosung liBt beim Verdiinnen mit Wasser
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Phytorhodin g, das Derivat der Komponente b, mit roter Farbe
in Ather iibergehen.

13. Versuch. Von der dtherischen Rohchlorophyllésung schiit-
teln wir 2 ccm mit ein wenig 20 prozentiger Salzsiure und dann mit
etwas Wasser durch; die abgegossene Atherldsung des magnesium-
freien Chlorophyllderivats wird im Wasserbad abgedampft und ihr
Riickstand mit 5 ccm Alkohol aufgenommen. Die olivfarbige
Fliissigkeit nimmt beim Erwdrmen mit einem Kérnchen Kupfer-
acetat eine prichtige Chlorophyllfarbe an infolge der Bildung
einer dem Blattfarbstoff dhnlichen, aber bestindigeren Kupfer-
verbindung.

Trennung der Pigmente.

14. Versuch. Von der &dtherischen Losung des Blattfarb-
stoffs (Versuch 11) schiitteln wir 5 ccm kriftig durch mit 2 ccm
starker methylalkoholischer Kalilauge. Nach der Wiederkehr
der griinen Farbe verdiinnt man nach und nach mit 10 ccm
Wasser und fiigt noch etwas Ather hinzu. Beim Durchschiitteln
im Reagierglas bilden sich zwei Schichten, von denen die wisserig-
alkalische das Chlorophyll und die dtherische die Carotinoide enthélt.

15. Versuch. Zur Trennung der beiden gelben Pigmente dient
die im vorigen Versuch erhaltene dtherische Schicht. Sie wird ab-
gehoben, mit Wasser gewaschen und auf 1 ccm eingedampft.
Dann verdiinnen wir sie mit 10 ccm Petroldther und entmischen
mit je 10 ccm 9o prozentigem Methylalkohol etwa dreimal, bis er
sich nicht mehr anfirbt. Im Holzgeist befindet sich Xanthophyll,
im Petroldther Carotin. Mit dem Taschengitterspektroskop beob-
achtet man die in der Fig. 4 der Tafel I dargestellten Absorptions-
spektren der gelben Blattfarbstoffe (5 mg in 11 Ather, Schicht-
dicke 1 cm).

16. Versuch. Aus einem Viertel des Acetonextraktes von 2 g
trockenen Blidttern (Versuch 4) fithren wir allen Farbstoff in
Petroldther iiber, indem wir ihn im Reagierglastropftrichter mit
10 ccm Petroldther und 20 ccm Wasser entmischen. Wird die mit
etwas Wasser gewaschene Petrolitherlésung mit gz prozentigem
Methylalkohol (10 ccm) durchgeschiittelt, so geht in diesen Chloro-

4*



52 R. Willstitter und A. Stoll, Untersuchungen iber Chlorophyll.

phyll b mit Xanthophyll iiber, wihrend im Petrolither Chloro-
phyll a und Carotin zuriickbleiben.

Die gelben Begleiter vermindern den Farbunterschied zwischen
den Chlorophyllkomponenten, deutlich tritt ihre Verschiedenheit
in dem Farbumschlag beim Unterschichten mit methylalkoholischer
Kalilauge zutage. Um die Probe (wie bei Versuch 11) auszufiihren,
bringen wir durch Verdiinnen und Ausschiitteln b wieder in Ather.
Die Chlorophyllkomponente a gibt eine gelbe, b eine braunrote
Phase.

Die charakteristischen Unterschiede (siehe genauer im Kap. VI)
in den Spektren der ganz reinen Chlorophyllkomponenten (Ldsung
von 0,04 g in einem Liter Ather, Schicht 2 cm) bringt die Fig. 3
der Tafel I zum Ausdruck.



III. Die Extraktion der Farbstoffe.

1. Pflanzenmaterial.

Als Ausgangsmaterial dienen frische und getrocknete Blitter.

Die fritheren Autoren haben fast immer frische Pflanzen ver-
arbeitet, nimlich meistens Gras mit Alkohol bei Siedehitze extra-
hiert). Hiufig wird empfohlen, z. B. von R. Sachsse?) und von
A. Tschirch3), die frischen Blitter zuerst mit Wasser auszu-
kochen, sie dann abzupressen und mit warmem Alkohol auszu-
ziechen. F. Hoppe- Seyler?) wischt vor der Extraktion durch
kochenden Alkohol das Gras zur Entfernung von Wachs mit
Ather.

Eine Angabe iiber die Verwendung getrockneter Pflanzen findet
sich bei A. Hansen?), der frisches Gras zuerst in Wasser 1/, bis
1/, Stunde auskocht, dann trocknet und ohne Zerkleinerung mit
siedendem Alkohol extrahiert.

Wir verwenden fiir die meisten pridparativen Zwecke Blitter
in getrocknetem Zustand und gepulverter Form und fiihren die
Extraktion stets bei gewthnlicher Temperatur aus.

Diese Arbeitsmethode bietet folgende Vorteile:

Viel geringeres Volumen und Gewicht der Blitter, so daB die
Verarbeitung in zehnmal kleineren GefdBen erfolgt.

1) E. Schunck, Proc. Roy. Soc. 39, 348 [1885] und 44, 448 [1888].

2) Phytochem. Untersuchungen. I. Chem. Untersuchungen iber
Chlorophyll. Leipzig 1880.

3) Untersuchungen iiber das Chlorophyll. Berlin [1884]; ferner Ber.
d. d. botan. Ges. 14, 76 [1896].

4) Zeitschr. f. physiol. Chem. 3, 339 [1879].

8) Die Farbstoffe des Chlorophylls. Darmstadt [1889]. Seite 46.
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Ersparnis an Losungsmitteln, da diese nicht durch den Wasser-
gehalt der Blitter (70—809, des Frischgewichts) verdiinnt
werden.

Die Verarbeitung ist von der Jahreszeit und vom Standort der
Pflanzen unabhingig.

Die Zerkleinerung ist erleichtert.

Die Verarbeitung der Blattmehle ermoglicht es, die Gewinnung
des Chlorophylls und seiner Abbauprodukte auf einen technischen
MaBstab zu iibertragen und sie macht es leicht, im Laboratorium
Mengen darzustellen, wie sie fiir die chemische Untersuchung er-
forderlich sind.

Da die Mengen der Priparate nicht mehr einen unbekannten
kleinen Bruchteil, sondern den groBSten Teil des in der Pflanze
vorhandenen Chlorophylls darstellen, so werden fiir die Ausbeuten
bei allen priparativen Methoden Angaben mitgeteilt, die friither
in der Literatur gidnzlich gefehlt haben.

Bei der Trocknung des Pflanzenmaterials sind zwei
Nachteile in Betracht zu ziehen: Chlorophyllverlust und Verdnde-
rung der Farbstoffe.

Die Verminderung des Farbstoffs macht sich erheblich be-
merkbar bei kiduflichen Blidttern, deren Farbstoffgehalt schwankt
je nach der Sorgfalt beim Trocknen und der Witterung in der
Sammelzeit.

Wihrend Brennesselblidtter (mit Stielen) in frischem Zustand
(berechnet auf die Trockensubstanz) 8—10 g Chlorophyll in 1 kg
enthalten, pflegt das Chlorophyll des kéduflichen Brennesselmehles
nur 5—6/, g zu betragen. Die Blattsubstanz mag darin auch
durch wertlose Bestandteile der Pflanze verdiinnt sein.

Wenn wir die Trocknung selbst ausfilhren, am besten iiber
dem Dampfkessel oder mit einem Hiirdenofen, so wird dabei kein
Chlorophyll verloren. Willstdtter und Utzinger fanden in
alkoholischen Extrakten von getrockneten Brennesseln und Gale-
opsis 95—969, vom Chlorophyll der frischen Blitter.

Das Trockengewicht der Pflanzen, zumeist (beispielsweise bei
Brennesseln) 259, der frischen Bldtter, wird beeinfluBt von der
Jahreszeit und den Wachstumsbedingungen.
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Pflanze Jahreszeit Wachstumsbedingung Trocke:;gewmht

o
Brennesseln 22, Mirz — 17,5
Brennesseln 20. Juli — 34,0
Holunder 12. ,, 52N Lichtblatter 27,8
Holunder 1. ,, 5N Schattenblatter 16,3
RoBkastanie 7. ,, 7RV, Lichtblatter 37,5
RoBkastanie 17. ,, 7V, Schattenblatter 25,0
Fichte 21. — 50,0

Manche trockne Blitter, z. B. Gras, verderben leicht beim
Aufbewahren, andere (Holunder, Nadeln der Coniferen) schon
leicht beim Trocknen. Auch solche Bldtter haben sich unter Er-
haltung des Chlorophylls trocknen lassen durch Aufstellen in
Mengen von 50—100 g im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsdure.

Besonders schwierig waren Braunalgen, z. B. Fucus, unversehrt
zu trocknen. Es gelingt auch nach kurzem Abbrithen, Ausschleu-
dern und Ausbreiten im warmen Luftstrom nicht, sie zu einem
schén griinen Mehl zu zerkleinern und die Pigmente in guter Aus-
beute zu extrahieren.

Der zweite Nachteil, der bei Verwendung getrockneter Blitter
moglich ist und von Botanikern oft befiirchtet wird, die Verinderung
der Pigmente beim Trocknen, tritt nicht leicht ein und 148t sich bei
geeigneter Auswahl der Pflanzen und richtiger Trocknung vermeiden.

Wir haben die Merkmale des Chlorophylls bestimmt und bei
vergleichenden Versuchen mit frischen und getrockneten Pflanzen
iibereinstimmend gefunden.

Die Verarbeitung frischer Bldtter bleibt wichtig in erster
Linie fiir analytische Zwecke, z. B. bei der raschen Isolierung von
reinem Chlorophyll aus kleinen Blattmengen, ferner bei der quanti-
tativen Bestimmung der beiden griinen und der beiden gelben
Pigmente.

Eine weitere Bedeutung hat die Verwendung des frischen Ma-
terials in dem Falle, wo die Wirkung der Chlorophyllase auf das
Chlorophyll ausgeniitzt wird, also bei der Gewinnung der krystalli-
sierten Chlorophylle. Die Darstellung der freien Chlorophyllide ist
sogar bis jetzt nur mit frischen Blittern gegliickt, lange Zeit auch
die Gewinnung der Methylchlorophyllide. Dannist die Methode dafiir
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unter Nachahmung der Arbeitsbedingungen, welche bei frischen
Bldttern geboten waren, auf die trockenen iibertragen worden.

Endlich ist es bei den besonders schwierig zu konservierenden
Braunalgen von groBem Vorteil gewesen, die Algen in frischem
Zustand zur Gewinnung von Fucoxanthin und Chlorophyll zu
verwenden.

Die frischen Blétter sind in mancher Hinsicht schwerer als die
getrockneten zu verarbeiten, z. B. zu zerkleinern und mitunter
vor Verdnderungen des Chlorophylls zu schiitzen. In solchen Fillen
hilft eine Vorbehandlung nach Willstidtter und Isler?) mit
wasserhaltigem Methyl- oder Athylalkohol von solcher Konzentra-
tion, daB noch kein Chlorophyll extrahiert wird.

Die Blitter werden entwéssert, gehdrtet und leicht pulverisier-
bar. Wir behandeln am besten die Bldtter mit so viel wasserfreiem
Methylalkohol, daB derselbe durch den Wassergehalt der Bldtter
ungefdhr auf 66 Volumprozent verdiinnt wird; dann fiigen wir
noch weiter 66 volumprozentigen Methylalkohol so lange hinzu, bis
die mit Steinen méaBig beschwerten Blitter in der Fliissigkeit ganz
untergetaucht bleiben. Manchmal ist es zweckmdBig, Mischungen
von wasserhaltigem Holzgeist und Ather anzuwenden, wodurch
gewissen Pflanzen viel Harz entzogen wird. Auf diese Weise ge-
lingt es vortrefflich, aus den sonst kaum zu verarbeitenden frischen
Fichtennadeln schéne Chlorophyllosungen herzustellen, indem wir
z. B. 800 g Fichtennadeln mit 1500 ccm Methylalkohol, goo ccm
Wasser und 600 ccm Ather behandeln.

Nach dieser Behandlung 148t sich das Chlorophyll noch leichter
als sonst extrahieren, und bei richtig bemessener Dauer wird die
Ausbeute durchwegs gut.

Chlorophyll in g
Pflanze Dauer der Behandlung aus 1 kg frischer Blitter
Brennessel 1—18 Stunden 2,1—I1,6
Fichtennadeln 2 ' 0,9
Schachtelhalm 18 . 1,4
Farnkraut 2 . 1,5
Laubmoos 16 " 1,4

1) Ann. d. Chem. 380, 171 [1911]; vgl. auch Kap. VII, Abschn. 3.
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Die Behandlung in wasserhaltigem Holzgeist ist auch fiir das
Mehl trockener Bldtter anwendbar, um ebenfalls das Chlorophyll
leichter extrahierbar zu machen.

Pflanzenarten. Bei der Auswahl der Pflanzen unterscheiden
wir zwischen den an Chlorophyllase reichen, die sich allein fiir die
Gewinnung von krystallisiertem Chlorophyll eignen, nidmlich:

Heracleum spondylium, Galeopsis tetrahit, Stachys silvatica,

und den an Chlorophyllase armen, die fiir die meisten priparativen
Zwecke den Vorzug verdienen: fiir die Gewinnung von Chlorophyll,
Phiophytin, Phytol, Chlorophyllinsalzen und weiteren Abbau-
produkten.

Wir verwenden meistens Brennesseln, weil sie billig, chlorophyll-
reich und enzymarm sind, sich gut trocknen lassen und beim Auf-
bewahren griin bleiben. Fiir die Darstellung von Reinchlorophyll
finden wir es vorteilhaft, die Trocknung selbst vorzunehmen,
weil chlorophyllreiches Material abgesehen von besserer Ausbeute
auch einen glinstigeren Reinheitsgrad erzielen 14B8t. Fiir die
Gewinnung von Phiophytin ist das kdufliche Brennesselkraut
gut genug, das als mittelfeines Mehl zum Preise von 65—80 Mark
fir roo kg kduflich ist. Es pflegt nur 79, Feuchtigkeit zu ent-
halten.

Die Verwendung der Brennessel 148t sich zuriickverfolgen bis
auf G. G. Stokes?), der in seiner beriihmten Abhandlung vom
Jahre 1852: ,,0n the Change of Refrangibility of Light*, aber an
keiner spédteren Stelle mehr, dariiber schrieb:

,»A good number of the following observations on the internal
dispersion of leaf-green were made with a solution obtained from
the leaves of the common nettle, by first boiling them in water
and then treating them with cold alcohol, the leaves having pre-
viously been partially dried by pressing them between sheets of
blotting paper. Nettle was chosen partly because it stands boiling
without losing its green colour, and partly for other reasons.*

Die Brennesseln haben allerdings einen Nachteil, da3 ndmlich
das Chlorophyll in ihrem Extrakte so leicht wie kaum in dem von

1) Edinburgh Transactions 12, 486 [1852].
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anderen Pflanzen sich derart verindert, daB beim Abbau schwach
basische Spaltungsprodukte statt der normalen auftreten. Diese
Verinderung vermeiden wir durch rasches Extrahieren und so-
fortiges Verarbeiten.

Beispiel. 500 g Brennesselmehl wurde nach dem Nutschen-
verfahren mit g5 prozentigem Alkohol kurz extrahiert. Die Hilfte
des Filtrats ist 2—5 Tage lang im Dunkeln oder am Licht auf-
gestellt worden. Die Verarbeitung auf Phiophytin und seine Ver-
seifung ergab neben dem Phytochlorin e viel Phytochlorin f; das
Phytorhodin g trat zuriick.

Die zweite Hilfte des Brennesselextraktes blieb mit dem aus-
gezogenen Mehl der ganzen Portion vermischt ebenso lange stehen.
Dann fiihrte der Abbau zum normalen Gemisch von Chlorin e und
Rhodin g ohne schwicher basische Begleiter.

2. Methoden der Extraktion.

a) Zustand und Verhalten des Chlorophylls in den
Blittern.

Unsere hauptsichliche Anderung gegeniiber der iiblichen Ar-
beitsweise fritherer Autoren besteht im Extrahieren in der Kilte,
wofiir sich das Mehl der trockenen Blitter eignet.

Die zur Extraktion anwendbaren Lésungsmittel sind: Alkohol,
Methylalkohol, Ather, Aceton.

Die Anwendung ist durchaus nicht allein bedingt durch die
Loslichkeit des Chlorophylls. Dieses ist, wie wir jetzt wissen, in
reinem Zustand leicht 16slich in Benzol und in wasserfreiem Aceton,
aber nicht damit extrahierbar. Es ist in Petrolither leicht 16slich,
solange es mit Begleitstoffen vermischt ist, dennoch ist es damit
gar nicht zu extrahieren.

Das trockene Blattmehl wird von absolutem Alkohol nur lang-
sam extrahiert, von Ather und von Chloroform wie von Aceton
sehr trige, von Benzol, Petrolither und Schwefelkohlenstoff gar
nicht, dagegen sofort von Methylalkohol.

Von der Extraktion mit Lésungsmitteln, die kein Chlorophyll
aufnehmen, Petrolither, Benzol und Schwefelkohlenstoff, haben
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Willstdtter und Mieg zum erstenmal zur Isolierung von Carotin
Anwendung gemacht?!), spater hat uns das Verfahren einige Zeit
dazu gedient, um durch Beseitigung einer gréBeren Menge von
farblosen und gelben Begleitern reinere Chlorophyllésungen zu
bereiten. Den Nutzen dieser Vorbehandlung fiir den Reinheitsgrad
der Chlorophyllextrakte darf man allerdings nicht nach der Menge
des Weggelosten bewerten; vielmehr zeigt sich die Wirkung der
Vorextraktion erst an petroldtherischen Chlorophyllésungen, welche
beim Entmischen der Extrakte mit Petrolither erhalten werden.
Die fiir die Vorbehandlung geeigneten Losungsmittel entziehen dem
Brennesselmehl pro Kilogramm ungefihr 17 g Extraktstoff.

Beispiel. 1 kg Brennesseln, bei 40° getrocknet, wurden auf
der Nutsche rasch mit mehreren Losungsmitteln extrahiert und
jedes vom folgenden vollstindig verdringt.

1. 21 wasserfreien Acetons losten 0,9—1 g Chlorophyll und
gaben 15,4 g Riickstand.

61 Benzol gaben 3,5 g Riickstand.

11 Ather 16ste 0,05 g Chlorophyll und enthielt 0,8 g Riickstand.
Petroldther: fast ohne Wirkung.

11 wasserfreien Acetons nahm 0,15 g Chlorophyll auf, viel
Gelbes, gab 1,65 g Riickstand.

Die Verarbeitung mit wasserhaltigem Aceton lieferte dann
4,7 g Reinchlorophyll.

Das eigentiimliche Verhalten des Chlorophylls im Blatt gegen-
iiber den Losungsmitteln haben wir frither durch die Annahme zu
erkliaren versucht, daB das Chlorophyll sich in der Blattsubstanz
wahrscheinlich in der Form von Adsorptionsverbindungen mit
Kolloiden befinde; dhnlich hat A. Arnaud?) angenommen, daB
es durch Capillarkrifte im Blattgewebe zuriickgehalten werde, und
M. Tswett3), daB der Farbstoff an das Skelett der Chloroplasten
durch molekulare Adsorptionskrifte gebunden sei.

Unsere Beobachtungen sprechen nicht fiir die auf das Ver-
halten der Bldtter gegen Petrolither gegriindete Annahme von

hop N

1) Ann. d. Chem. 355, 12 [1907]
2) C. r. 100, 751 [1885].
%) Arbeiten der Naturf. Ges. Kasan 35, 86 [1901].
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W. Palladin?), daB das Chlorophyll in chemisch gebundenem Zu-
stand, nimlich mit Phosphatiden (Lipoiden) verbunden in den
Blittern enthalten sei. Wir kénnen Losungen von Chlorophyll
entfirben durch Tierkohle und auch mit Hilfe extrahierter Pflanzen-
mehle und der Farbstoff befindet sich dann in der Form eines
Adsorptionsproduktes, das z. B. von Petrolidther nicht angegriffen
wird. Es ist sogar schwer, aus der Tierkohle wieder Chlorophyll
zu extrahieren; mit Pyridin gelingt es.

Die Anwendung der Losungsmittel zur Extraktion von Blatt-
griin wire also zu erkldren durch ihre dissoziierende Kraft, mit der
sie auf die Adsorptionsprodukte wirken.

Neue Versuche lassen uns eine andere Auffassung iiber den
Zustand des Chlorophylls im Blattgewebe vorziehen.

Sdamtliche Absorptionsstreifen im Spektrum des lebenden
Blattes sind nach M. Tswett?) und nach &dlteren Autoren gegen-
iiber dem Spektrum eines Chlorophyllextraktes nach der schwicher
gebrochenen Seite hin verschoben. D. Iwanowski%) hat die
Spektren von Bldttern und von kolloidalen Chlorophyllésungen
verglichen. Er findet die beiden zwar dhnlich, aber nicht identisch,
und nimmt das Chlorophyll im Blatte nicht als kolloidal gelést,
sondern als fein suspendiert an. A. Herlitzka?) weist dagegen
die Ubereinstimmung der Spektren lebender Blitter mit denjenigen
kolloidaler Chlorophylllésungen nach und ihren gemeinsamen Unter-
schied gegeniiber wirklichen Chlorophyllésungen; er schlieBt daraus,
wenn auch nicht auf die Identitit, so doch auf die Ahnlichkeit
des Zustandes von Chlorophyll im Blattgewebe und in der kol-
loidalen Loésung.

Unsere eigenen Versuche bestitigen ungefihr die Ergebnisse
von A. Herlitzka; wir haben die Spektren von Blidttern ver-
schiedener Pflanzen gemessen und finden sie in der Lage der

1) Biochem. Zeitschr. 26, 357 [1910] und Ber. d. d. bot. Ges. 28, 120
[IQI%].Die Chromophylle in der Pflanzen- und Tierwelt, S. 173. Warschau
[IQI%]'Ber. d. d. bot. Ges. 25, 416 [1908] und Biochem. Zeitschr. 48, 328
[191‘3)].Biochem. Zeitschr. 38, 321 [1912].
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Absorptionsstreifen mit dem Spektrum einer kolloidalen Losung von
reinem Chlorophyll a (Kap. VI, Abschn. 4) identisch, obschon sie
in den Intensitdtsverhiltnissen der Binder etwas differieren.

Diese spektroskopischen Messungen und namentlich Beobach-
tungen iiber das Verhalten der Blitter gegen Lésungsmittel machen
es wahrscheinlich, daf3 das Chlorophyll im Blatte in kolloidaler
Verteilung oder einem sehr dhnlichen Zustand vorhanden ist.

Dieser Zustand des Chlorophylls wird in eigentiimlicher Weise
durch Abbriithen der Blitter beeinfluBt; das Chlorophyll wird da-
nach leichter extrahiert.

Wihrend das normale Blattgewebe die Chloroplasten lings der
Zellwinde schén angeordnet enthilt, dichter in den Pallisaden-
zellen, zerstreuter im Schwammparenchym und zwar in scharf be-
grenzten, meist elliptischen Formen, zeigen die Bldtter nach kurzer
Einwirkung von siedendem Wasser die Chloroplasten stark defor-
miert oder geplatzt, so daB dann ihre etwas kornigen Massen in-
einanderflieBen und die Zellen diffus erfiillen. Das ZerflieBen tritt
fast augenblicklich ein. Die Blitter firben sich beim Eintauchen
in siedendes Wasser in wenigen Sekunden tief griin, was am
schonsten bei Braunalgen zu sehen ist.

Spektroskopisch erweist sich diese Farbinderung der Blitter
als eine Verschiebung der Absorptionsstreifen gegen das violette
Ende des Spektrums hin; ihre Lage ndhert sich etwas der beim
Spektrum eines Chlorophyllauszuges beobachteten und ist wenig
verschieden von der Lage der Streifen, die eine Lésung von Chloro-
phyllgemisch in Phytol aufweist.

Das Chlorophyll ist aus seinem kolloidalen Zustand in die
Form einer wirklichen Losung iibergegangen, ndmlich geldst in
seinen infolge der Temperaturerhhung verfliissigten wachsartigen
Begleitstoffen. Es ist leichtloslich geworden, sogar Benzol extra-
hiert aus dem Mehl von abgebriihten Blittern den Farbstoff leicht.

Beim Abbriihen der Blitter geht das Chlorophyll in einem stark
brechenden Medium in Losung. Es gelingt innerhalb des Blatt-
gewebes auch eine Chlorophyllésung mit denselben Solvenzien, wie
sie fiir die Extraktion verwendet werden, zu erzeugen. Wir legen
ein Blatt z. B. von Brennesseln in Aceton, bis es gleichmiBig
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tiefgriin erscheint und noch kein Chlorophyll aus den Zellen austritt
(siehe Kap. VII, Abschn. 2); die spektroskopische Messung ergibt
dann Werte, die nach Lage und Intensitit der Binder mit denen
des Extraktspektrums zusammenfallen.

Einige unserer spektroskopischen Beobachtungen haben wir in
der folgenden Tabelle zusammengestellt; wir durchleuchteten bei
den aufgefiihrten Messungen Brennesselbldtter mittels Nernstlampe
und Sammellinse unmittelbar vor dem 0,1 mm breiten Spalt eines
ZeiBschen Gitterspektroskops.

. Losung von| Mit Aceton
Schicht in mm || Lebendes Blatt Abg]‘;l]’;:thtes Chlorophyll | behandeltes
in Phytol Blatt
Band I% } 693—66563 } 686—657 } 685—654 } 680—640
" ..643 ..645 ...641 60
, I 625 | 611 623 | 608 | 625..603 625...601
» IV 592.569 590.569 | 590..570 588..564
w v 551.535 550 | 535 | 548.532 548.526
, VI }520...505— }519...505—- }512 | 486 }514...502—
Endabsorption ...480—

Diese vergleichende Messung erkliart vollkommen den Zustand
und die optischen Verhiltnisse des Chlorophylls im lebenden Blatte,
sowie in dem mit heiBem Wasser oder mit Losungsmitteln be-
handelten und lebhafter griin gewordenen Blatte.

Bei dem Lagern der Blitter im Eisschrank tritt keine im
- mikroskopischen Schnitt sichtbare Verinderung der Chloroplasten
ein; aber die Blitter weisen beim Einlegen in wasserhaltigen
Methylalkohol ein anderes Verhalten auf als frisch gepfliickte, sie
entfirben sich rascher, z. B. Brennesselblitter in 5, anstatt in
21 Stunden.

Dies ist eine Behandlung der Blitter?), bei der das Chlorophyll
aus den Chloroplasten heraustritt und sich an anderer Stelle im
Blatte niederschligt; wahrscheinlich bildet das Lésungsmittel mit
den Begleitstoffen des Chlorophylls zunichst eine Mischung, welche
auf das Pigment gut 16send einwirkt und es dann bei zunehmender
Verdiinnung durch das Losungsmittel wieder ausscheidet.

1) Vgl. Kap. VII, Abschn. 2.
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Das Mehl der nach dem Lagern im Eisschrank getrockneten
Brennesselblitter gibt das Chlorophyll zwar nicht an Petrolither,
aber leicht ab an Benzol, so daB3 es aus der entstehenden Losung
mit Petroldther gefillt werden kann; auch absoluter Alkohol,
wasserfreies Aceton und Ather extrahieren daraus den Farbstoff
sehr leicht, und Petrolither schon mit einem ungewohnlich kleinen
Zusatz von Alkohol.

Die Ursache der Erscheinung ist noch nicht aufgeklirt; viel-
leicht beruht sie auf einer Verinderung der Kolloide in den Chloro-
plasten infolge von Konzentrationsinderungen durch Austritt von
Wasser aus den Zellbestandteilen. '

Die Schwerloslichkeit des in der unversehrten Blattsubstanz
enthaltenen Chlorophylls und sein Leichtléslichwerden unter den
angegebenen Umstidnden schienen darauf hinzudeuten, daB das
Chlorophyll sich vielleicht im Zustand einer lockern chemischen
Bindung im Blatt befinde, aber es ist uns nicht moglich gewesen,
fiir eine solche Vermutung eine Stiitze zu finden.

Bei dem raschen Extrahieren und Isolieren aus frischen Blittern,
andererseits bei der Verarbeitung von abgebriihten und von den
in der Kilte gelagerten Bldttern erhdlt man das Chlorophyll nicht
mit irgend einem Unterschied in den Loslichkeitsverhiltnissen oder
optischen Eigenschaften.

Eine gute Erklirung bietet uns die Annahme eines kolloidalen
Zustandes des Chlorophylls im Blattgewebe fiir die merkwiirdigen
Laslichkeitsverhiltnisse des Farbstoffes beim Behandeln des Blatt-
mehles mit wasserfreien Losungsmitteln und andererseits bei
Gegenwart von Wasser.

Trockenes Mehl von Brennesselbldttern firbt Aceton wihrend
einer halben Stunde nicht an, sofort und intensiv bei Gegenwart von
etwas Wasser; absoluter Alkohol verhilt sich dhnlich, der Unter-
schied ist aber hier kleiner. Methylalkohol zeigt das umgekehrte
Verhalten, er 16st wasserhaltig schlechter, wasserfrei sofort und gut.
Ather und Benzol werden vom Blattmehl nicht angefirbt; sie
bleiben in fiinf Minuten noch frei von Chlorophyll, befeuchtet man
aber das Mehl mit ein paar Tropfchen Wasser, so firbt sich der
Ather sofort stark griin an, das Benzol dhnlich, doch etwas langsamer.
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Kolloidale wisserige Chlorophylldsungen geben, sowohl aus Ex-
trakten?!) wie aus reinen Priparaten bereitet, an Ather oder Benzol
beim Durchschiitteln kein Chlorophyll ab, sofort aber die ganze
Menge bei Zusatz von wenig Salz, z. B. von Chlorcalcium.

Abnlich denken wir uns das Verhalten des Chlorophylls im
Blattmehl. Das zum organischen Lésungsmittel zugesetzte Wasser
16st aus der Blattsubstanz Mineralsalze, wie z. B. Kaliumnitrat.
Die entstehende Salzlésung verindert den kolloidalen Zustand des
Chlorophylls in den Chloroplasten und macht es leichtloslich.

Dieser Umstand ist von groBer Bedeutung bei der Extraktion
der Farbstoffe aus getrockneten Bldttern mittels der wasserhaltigen
Lésungsmittel.

b) Unsere dlteren Methoden.

Die Extrakte werden definiert durch ihren Gehalt an Chloro-
phyll und durch seinen Reinheitsgrad?). Wir bezeichnen so das
in Prozenten ausgedriickte Verhiltnis des Chlorophylls zur Gesamt-
menge der Substanz, meistens der gelsten Stoffe. Mittels dieses
Wertes wird der EinfluB der Darstellungsweise und der Reinigungs-
operationen auf die Trennung des Chlorophylls von den farblosen
und gelben Begleitern gepriift.

Den Reinheitsgrad der Losungen leiten wir ab aus dem colori-
metrisch ermittelten Chlorophyllgehalt und dem Trockenriickstand,
den wir durch Abdampfen im Wasserbad und Erwédrmen im Va-
kuum bis zur Gewichtskonstanz bestimmen; bei Mengen von 1 bis
2 g wird sie meist in 1/,—3/, Stunden erreicht.

In den Rohchlorophyllésungen sind auler den griinen die gelben
Pigmente der Blitter, sowie Fette, Wachse, Phytosterin, Kohlen-
wasserstoffe, Salze (z. B. Kaliumnitrat), und andere farblose Sub-
stanzen enthalten. Der trockene Riickstand eines Extraktes aus
1 kg Brennesseln betrigt 30 bis iiber 40 g; Losungen von so ge-
ringer Konzentration liefern einen im Vakuum sich aufbldhenden,
harzigen, miBfarbigen Riickstand, widhrend hochprozentige einen
sproden, blauschwarzen Riickstand geben, der sich nach dem
Trocknen leicht mit schoén griiner Farbe 16st.

1) Abh. II.
%) Ann. d. Chem. 380, 184 [1911].
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Flaschenextrakte.

I kg Blattmehl wird mit 2 1 Sprit in der Stopselflasche extra-
hiert, was beim Schiitteln an der Maschine héchstens einige Stunden
beansprucht. Der Extrakt wird an der Pumpe abgesaugt, das
Pulver auf der Nutsche scharf abgepreBt und so lange nach-
gewaschen, bis das Volumen des Filtrates den angewandten zwei
Litern gleichkommt.

Bei priparativen Arbeiten im gréBeren Malstab stellen wir
stirkere Extrakte dar, sogenannte Doppelextrakte, indem die
alkoholischen oder dtherischen Ausziige aufs neue zum Erschépfen
von Blattpulver dienen.

Doppelextrakte?). Je 50 kg mittelfeines Mehl aus trocke-
nem Brennesselkraut oder Gras schiittelten wir mit 751 Alkohol von
969%, in einem Dutzend 12 I-Pulverflaschen zu einem gleichméiBigen
Brei an. Die Extraktion war nach 24stiindigem Stehen beendigt,
namentlich wenn die Fiillung durch haufiges Rollen der Flaschen
auf einer dicken Filzunterlage und durch wiederholtes kriftiges
Durchschiitteln recht griindlich vermischt worden war. Die Lo-
sung wurde dann in drei Portionen an der Pumpe scharf abgesaugt
auf einer groBen Nutsche aus Steinzeug, die man mit einer Platte
zudeckte. Da das abgepreBte Pulver pro Kilogramm durchschnitt-
lich 0,81 Extrakt zuriickhilt, war zur Gewinnung des Extraktes
Nachwaschen mit 40 1 Alkohol erforderlich; der Waschalkohol ver-
dringte den Extrakt aus dem Pulver, ohne ihn zu verdiinnen.
So wurden 751 einfachen Extraktes erhalten. Um das Pulver
vollkommen auszulaugen, diente dann ein zweites Nachwaschen
mit etwa 20 1 Alkohol; dieser Waschalkohol lieferte noch eine sehr
verdiinnte Chlorophyllosung, die einfach zum Ansetzen von
frischem Pulver Verwendung fand.

Mit diesem ersten Extrakt wurde eine zweite Charge von 50 kg
Brennesselpulver ausgezogen, und zwar in etwa 48 Stunden. Das
Absaugen und Nachwaschen erfolgte in der nimlichen Weise, nur
war es lohnend, fiir das letzte Nachwaschen des Doppelextraktes
die doppelte Menge Alkohol anzuwenden, also etwa 40 1. Wir er-

1) Ann. d. Chem. 350, 65 [1906].
Willstatter-Stoll, Chlorophyll. 5
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hielten demnach aus 100 kg Blitter mit 155 1 Alkohol 75 1 Doppel-
extrakt, und weitere 60 1 Waschalkohol wurden chlorophyllhaltig
wiedergewonnen und zur Darstellung des nichsten Extraktes ver-
wendet.

Perkolate?).

Wir verwenden gliserne Perkolatoren?) von 1/, und 11 Inhalt
bis zu solchen von 12 und 251 Inhalt. Die Fig. 2 zeigt die Per-
kolation mit vier Apparaten von je
251 Inhalt, und zwar in der Phase
des Macerierens.

GroBere Perkolatoren aus Stein-
zeug sind haltbarer und billiger als
die glisernen Apparate, aber sie sind
wegen ihres bedeutenden Gewichtes
schwer zu handhaben.

* Vor dem Einfiillen des Pflanzen-
pulvers in die Perkolatoren wird das
trockene Mehl mit Alkohol (0,31 pro
Kilogramm) angefeuchtet und gut
vermischt in holzernen Bottichen
3—4 Stunden lang zugedeckt stehen -
gelassen. Nach dieser Zeit 148t man
das Pulver durch ein RoB8haarsieb
von ca. 1,5 mm Maschenweite fallen
und fiillt es in die Perkolatoren ein.
Der Boden der GefiBe wird zunéchst
mit einer diinnen Schicht Watte bedeckt, die als Filter wirkt. Das
Material muB ziemlich lose, aber méglichst gleichmiBig eingefiillt
und leicht gestampft werden. Ist es zu fest gedriickt, so tritt leicht
Verstopfung ein; andererseits, wenn die Fiillung ungleichmBig und
zu locker hergestellt ist, findet der Alkohol Kanile, durch welche
er ohne zu extrahieren abliuft. Die untere Grenze des herab-

Fig. 2.

1) R. Willstatter, Chlorophyll in E. Abderhaldens Handbuch der
biochem. Arbeitsmethoden 2, 674 [1910]; ferner Ann. d.Chem. 378, 5 [1910].

1) Die Perkolatoren sind zu beziehen von den Glashiittenwerken von
Poncet, Aktiengesellschaft, Berlin.
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sickernden Losungsmittels soll einen fast horizontalen Kreis
bilden.

Zur Perkolation und zum Nachwaschen dienen ca. 2 1 Alkohol
pro Kilogramm Brennesselpulver. Bei den Perkolatoren mit 3 kg
Fiillung (10—12 1 Wasserinhalt) wird einfach eine Flasche mit 6 1
Inhalt umgestiilpt und auf den oberen Rand des Perkolators ge-
setzt; sie entleert sich in dem MaBe, als der Alkohol nach unten
abflieBt. Fiir die groBen Perkolatoren (gefiillt mit ca. 10 kg
Brennesseln) werden Flaschen mit je 17 1 Alkohol hoch aufgestellt.
Sie tragen aufgeschliffene Helme, eine Glasréhre geht durch den
Helm fast bis auf den Boden der Flasche, eine zweite Rohre miindet
im Helme; beide fiihren in den Perkolator, bis dicht iiber die Fiil-
lung; auf diese Weise wird der ZufluB von Alkohol automatisch
reguliert. Den Perkolator verschlieBt man zur Vermeidung der
Feuchtigkeitsanziehung mit einer geschliffenen Glasplatte, die mit
einem Schlitz versehen ist.

Gewohnlich dauert es 12—15 Stunden, bis die ganze Fiillung
der groBen Perkolatoren von Alkohol durchdrungen ist; wir setzen
dann das Macerieren gewé6hnlich nicht weiter fort, sondern lassen
das Perkolat in eine Flasche iibertropfen oder saugen es ab. An-
fangs ist der Ablauf hochst konzentriert, er wird immer verdiinnter
und es ist zweckmiBig, die Vorlage zu wechseln, wenn aus den
groBen Perkolatoren 0,6—0,71 Auszug pro Kilogramm Material
abgelaufen ist, d. i. ungefdhr nach 24 Stunden. In die zweite Vor-
lage wird unter Saugen in 8—10 Stunden noch ein Nachlauf ge-
leitet, welcher pro Kilogramm Pflanzenmehl 0,30—0,45 1 betrigt.
Dieser Nachlauf dient zum Ansetzen der nichsten Charge.

Beispiel. Die Charge von 36 kg Pulver wird maceriert mit
101 Alkohol und in den 4 Apparaten perkoliert mit 16 1 Nach-
lauf und 47 1 frischem Sprit; in die I. Vorlage flieBen 231 Perkolat
freiwillig ab, in die Vorlage II werden 16 1 Nachlauf abgesaugt.
Das Mehl hilt 341 Alkohol zuriick, die man daraus abdestillieren
kann.

Die Extraktion von Chlorophyll mittels der Perkolatoren be-
hilt Wert auch gegeniiber den verschiedenen Verbesserungen in
der Methode, die im Abschnitt d beschrieben werden.

5‘
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Erstes Nutschenverfahren.

Die langsame Extraktion in Flaschen und in Perkolatoren
bietet zwei Nachteile:

1. Die Alkoholyse unter der Wirkung der Chlorophyllase be-
dingt einen Verlust an Phytol, der auch bei Brennesseln, obwohl
sie zu den an Enzym armen Pflanzen zihlen, nicht unerheblich ist.

Die Phytolzahl fiir Brennessel war bei langsamer Extraktion
im Mittel der Bestimmungen von 12 Priparaten 28,2, hingegen
bei rascher Extraktion 32,2.

2. Bei lingerem Stehen der Losungen verdndert sich das Chloro-
phyll, besonders leicht in Brennesselextrakten, derart, daB die
Spaltung des Phiophytins an Stelle des normalen Phytochlorins e
das schwicher basische Phytochlorin { ergibt.

Es ist daher geboten, ein abgekiirztes Verfahren der Extrak-
tion anzuwenden, nimlich das Ausziehen des Pulvers direkt auf
der Nutsche.

1 kg Galeopsismehl wird in einer Porzellanschale wahrend
5 Minuten mit 0,51 Alkohol (96 prozentig) angefeuchtet, gleich-
miBig bearbeitet und dann auf die Nutsche dicht aufgeschichtet.
Hierauf gieBt man 0,51 Alkohol auf und beginnt mit dem Ma-
schinenvakuum kurz anzusaugen. Endlich wird unter abwechseln-
dem ZugieBen und Absaugen noch etwa 11 Alkohol nachgefiillt.
In 20 Minuten, vom Beginn des Anfeuchtens gerechnet, ist 1l
Extrakt abgeflossen, 5 g Chlorophyll enthaltend.

Bei priparativem Arbeiten hat dieses Nutschenverfahren den
Nachteil geringerer Ausbeuten, sie wachsen mit der Zeitdauer der
Extraktion; wir gewinnen z. B. aus 1 kg Brennesselmehl beim
Ausziehen auf der Nutsche folgende Ausbeuten:

Extraktionszeit Extraktin ccm Chlorophyllin g

15 Min. 700 2,9
19 800 3.3
25 8s0 3.7
120 ,, 800 4,4
3 Tage 6000 7,1 (Quantitat. Extrakt)

Daher arbeiten wir am besten auf der Nutsche mit einer Ex-
traktionsdauer von 2—3 Stunden fiir die Charge von 2 kg. Die
Menge des Losungsmittels braucht dabei nicht groSer zu sein als
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bei der Herstellung von Doppelextrakten, wir reichen aus mit
1,51 pro Kilogramm Mehl.

Beim Arbeiten mit dem Perkolator muB8 man zwischen Vor-
extraktion und Extraktion das Material wieder trocknen:; diese
umstdndliche und fiir das Chlorophyll ungiinstige Operation 148t
sich nicht umgehen, weil sonst beim Extrahieren der durch die
Vorbehandlung kompakter gewordenen Blattsubstanz Verstopfung
eintritt. Auf der Nutsche lassen sich hingegen Vorextraktion und
Extraktion einfach verbinden; diese Extraktionsmethode bietet
daher, abgesehen von ihrer Einfachheit, besonderen Vorteil bei der
Kombination der Vorextraktion mit verschiedenen Losungsmitteln
und der Extraktion mit Alkohol. '

Bei der Arbeit in groBerem MaBstab fiillen wir einfacher das
Blattpulver, ohne es zuvor mit Alkohol anzufeuchten, in die
Nutsche ein. Unter stetem Saugen mit dem Maschinenvakuum
wird das Mehl gleichmaBig auf der Nutsche verteilt. Bei einiger
Ubung und sorgfiltigem Arbeiten gelingt es, auch eine groBe
Steinzeugnutsche mit 20 kg Pulver zu fiillen, ohne daB bei der
Extraktion UnregelmaBigkeiten vorkommen.

Auf den Reinheitsgrad des Chlorophylls iiben, wie die folgenden
Beobachtungen zeigen, Extraktionsmethode und Extraktionsdauer
nur wenig EinfluB aus, weniger als Verschiedenheiten der Ernten.

Extraktion von 1 kg | Extraktions-| Extrakt | Riick- Rein- Chloro-
kiufl. Brennesselmehl zeit in ccm |stand in g|heitsgrad | phyll in g
1. Perkolate:
a) lang. . . . . . |48 Stunden| 1000 33,6 16 5,5
b) kurz, 1. AbfluB | 1 Stunde 120 4,9 12 0,6
c) kurz, 2. AbfluB | 2 Stunden 220 12,3 12 1,5
2. Flaschenextrakte:
a) Doppelextrakte. {48 Stunden| 1060 34,8 16 5,5
b) einf. Extrakte . (48 Stunden| 1600 46,6 13 6,2
c) rasche Extrakte |10 Minuten| 1300 22,0 I3 2,8
d) rasch. Extrakte |30 Minuten| 1600 21,6 16 3,5
3. Nutschenextrakte:
a)rasch . . . .. 15 Minuten 500 - 12,5 17 2,1
b) maBig rasch . .| 2 Stunden 800 31,4 14 4,4

Am giinstigsten fiir den Reinheitsgrad des Chlorophylls wirkt
die Vorbehandlung mit Benzol, weniger giinstig die mit Petroldther;
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da aber fiir die Isolierung des Chlorophylls die petrolitherische
Losung frei von Benzol sein muB, verdringen wir bei der Vor-
extraktion das Benzol aus dem Blattmehl durch Petrolither. Da-
fiir waren pro Kilogramm Brennesseln 3 1 Benzol und 1—1?/,1
Petrolither erforderlich und die Behandlung beanspruchte fiir
eine Charge von 2 kg 2—3 Stunden.

Den Gewinn fiir den Reinheitsgrad des in Petrolither iiber-
gefiihrten Chlorophylls zeigt die folgende Tabelle. Die Versuche 1
bis 4 beziehen sich auf die petroldtherische Rohchlorophyllésung,
Nummer 5 auf diese Losung nach einmaligem Waschen mit
1/, Volumen go prozentigem Holzgeist. Die Zahlen von Nr. 5 sind
Mittelwerte aus 4 Versuchen.

Petrolatherische

B Extrakt Chlorophyllosung

& Vor- Extrakt " . - :
g extraktion Chloro- | Riick- | Rein- |Chloro- | Riick- Rein-
Z phyll | stand | heits- | phyll ; stand | heits-

ing ing | grad in g ing grad

1 | Keine Alkohol 4,9 37,3 13 3,5 11,2 31
2 | Keine Holzgeist 3,7 38,8 10 2,4 8,8 27
3 || Petrolather | Alkohol 5,3 35,0 15 3,6 9,8 37

4 | Petrolather | Holzgeist 3,7 41,2 9 2,3 8,2 28

5 | Benzol Alkohol 6,1 43,7 14 3.9 8,0 49

c) Die Grundlagen der neuen Extraktionsmethode?).

Eine unerwartete Verbesserung von groBer Bedeutung gegen-
iiber den beschriebenen Extraktionsverfahren ist die Anwendung
von Losungsmitteln mit erheblichem Wassergehalt.

Durch die mit wasserhaltigen Solvenzien entstehende Salzlésung
(z. B. KNO,) wird der Zustand des in den Chloroplasten kolloidal
gelosten Chlorophylls veridndert, es wird leicht léslich.

AuBerdem wird die Menge der in Losung gehenden Begleit-
stoffe vermehrt; nicht mehr das Losungsmittel selbst, sondern
seine Mischung mit den Begleitstoffen wird das eigentliche Ex-
traktionsmittel fiir das Blattgriin, und zwar ein so ausgezeich-
netes, daB damit die Farbstoffe rasch und leicht fast quantitativ

1) Unveréffentlicht.
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ausgezogen werden. Es scheint, wie wenn geradezu die ganze
Chloroplastensubstanz vom Losungsmittel mit geeignetem Wasser-
gehalt weggefiihrt wiirde.

Die Begleitstoffe der Pigmente sind zu unterscheiden als solche,
die in Petroldther leicht 16slich und in wasserhaltigen Solvenzien
schwer 16slich sind und andere von reziproker Loslichkeit. Wasser-
freie Losungsmittel extrahieren viele Begleitstoffe des Chlorophylls,
die diesem in den Loslichkeitsverhiltnissen gleichen und ihm da-
her hartnickig folgen. Die wasserhaltigen Extrakte hingegen sind
arm an Begleitstoffen, die mit dem Chlorophyll beim Entmischen
in den Petroldther {ibergehen, und an denjenigen, die sich beim
Ausfdllen des Chlorophylls mit Wasser oder bei der Abscheidung
des Phidophytins niederschlagen.

Quantitative Bestimmungen. Um die Wirkung der wich-
tigsten Losungsmittel, wasserfrei und mit wechselndem Wasser-
gehalt, quantitativ zu vergleichen und die besten Bedingungen
fiir die Extraktion zu finden, haben wir die Arbeitsweise des pri-
parativen MafBstabes eingehalten: die Mengen der Pflanzenmehle
und Loésungsmittel und die Zeit der Extraktion.

Mit jedem Extraktionsmittel, auch dem wasserfreien, wire es
bei geniigend langer Versuchsdauer und unbeschrinktem Verbrauch
an Losungsmitteln moglich, allen Farbstoff zu extrahieren. Fiir
den Vergleich wird die Menge der Losungsmittel ziemlich gleich-
mifig so gewdhlt, daB sie im giinstigsten Falle zur vollstindigen
Extraktion hinreicht und die Zeit, wie sie eben hierfiir erforder-
lich ist. Daher muB fiir die gleichméBige Durchfithrung der Ver-
suche die Filtration bei einigen wasserfreien Lésungsmitteln ver-
zogert werden, weil diese an sich zu rasch durchlaufen. Um gleiche
Volumina der Extrakte zu bekommen, ist noch zu beriicksich-
tigen, daB die L6sungsmittel ungleich vom Pflanzenmehl zuriick-
gehalten werden, die wasserhaltigen reichlicher.

Die Unterschiede im Chlorophyligehalt wiirden vergroBert,
wenn wir von den Extrakten nur die erste Hilfte vergleichen
wiirden; bei wasserhaltigem Aceton enthilt sie schon den groBeren
Teil des Farbstoffes, wihrend bei den wasserfreien Losungsmitteln
die Extraktion gleichmiBig vom Anfang bis zum Ende verliuft.



#2 R. Willstitter und A. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll.

Aber fiir die Anlehnung an die priparative Methode ist der Ver-
gleich der ganzen Extraktion wichtiger.

Fiir den folgenden Vergleich der Extrakte mit Aceton, Alkohol,
Holzgeist und Ather ist ein von uns selbst Anfang Mai gesammeltes
Quantum Brennesseln verwendet worden, das nach dem Trocknen
und Mahlen (15,5 kg) noch einige Tage bei 30—40° zur voll-
stindigen Trocknung ausgebreitet worden ist. Dabei wurden
goo g Feuchtigkeit abgegeben; das Material der Versuche ent-
hielt dann nur noch 1,39 Feuchtigkeit, es firbte daher Benzol
nicht an.

1/, kg von diesem Brennesselmehl wurde unter Saugen mit zwei
Wasserstrahlpumpen auf eine Nutsche (von 24 cm innerem Durch-
messer) {iber Koliertuch aufgeschichtet und etwas fest gestopft. Wir
gossen nun, ohne zu saugen, !/, 1 Losungsmittel auf und lieBen es
5 Minuten lang in das Mehl einsickern. Dann wurde !/,1 davon nach-
gefiillt und bei allen Versuchen ungefihr gleich mit einer Wasser-
strahlpumpe gesaugt, nachdem, um ein starkes Verdunsten des Ex-
traktionsmittels wihrend des Absaugens zu verhiiten, 50 ccm des
betreffenden wasserfreien Losungsmittels in den Absaugekolben ge-
geben worden waren. Man saugt nur so schwach, daBl das Losungs-
mittel im Kolben nicht zu lebhaftem Sieden kommt. Nach 5 Mi-
nuten fiillten wir wieder !/, 1 auf und saugten weitere 10 Minuten
ab. Auch zwei folgende Viertelliter lieBen wir in je 1o Minuten
durchflieBen und zum Schlusse saugten wir mit beiden Wasser-
strahlpumpen kriftig ab. Wegen des Aufquellens der Blattsubstanz
mit wasserhaltigen Solvenzien ist so viel Zeit erforderlich.

Wir arbeiten mit 1/, 1 Losungsmittel immer auf 0,8—o0,9 | Ex-
trakt hin. Mit den wasserfreien Losungsmitteln bekommt man
leicht so viel und bricht dann den Versych ab; ein etwas kleineres
Volumen bei den stark wasserhaltigén Losungsmitteln macht
keinen Fehler aus, weil hier der letzte Teil des Extraktes sehr arm
an Chlorophyll wird.

Wenn sich bisweilen im Saugkolben etwas Rohchlorophyll aus-
schied, so wurde es mit Aceton aufgenommen und mit den Ex-
trakten vereinigt. In den meisten Fiéllen brachten wir das Volumen
derselben auf 11 und bestimmten das Chlorophyll colorimetrisch
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durch Verseifen mit Alkali und Vergleich mit krystallisiertem
Chlorophyll nach der Methode von Kap. IV, Abschn. 1.

Die Ergebnisse des Vergleichs, welche von den Versuchs-
bedingungen und dem Pflanzenmaterial wenig beeinfluBt werden,
enthilt die folgende Tabelle, und die graphische Darstellung der Fig. 3
gibt dafiir ein anschauliches Bild. Die Zahl der Bestimmungen
reicht zwar nicht aus, um die Kurven in ihren Einzelheiten genau
zu bestimmen, aber ihr Verlauf ist durch eine wiederholte Ver-
suchsreihe bestitigt worden.

Tabelle.

~ Die angewandten Brennesseln enthalten in 1 kg des trockenen
Mehles 10 g Chlorophyll.

Volum- Chlorophyllgehalt der Extrakte in g
prozentigkeit Aceton Athylalkohol | Methylalkohol Ather
100 3,05 54 6,2 L6
97 7:70 — — —
95 - 6-6 2,9 -
90 9,45 85 — —
85 9.75 7.5 0.4 —
8o 9,15 6,8 — —
75 7,80 4,2 — —
70 7,10 — — —
65 5,60 — — —

Wihrend die wasserfreien Extraktionsmittel sich in die Reihen-
folge ordnen: Ather, Aceton, Athylalkohol, Methylalkohol, stellt
schon ein Wasserzusatz von nur 19, Aceton, Athyl- und Methyl-
alkohol in ihrer Extraktionswirkung gleich (Chlorophyllgehalt
5'/4g). Ein groBerer Wassergehalt kehrt die Reihenfolge um,
Athylalkohol wird iibertroffen von Aceton.

Auf diesen Ergebnissen beruhen unsere Methoden fiir die Iso-
lierung des Chlorophylls und der begleitenden Pigmente und fiir
die Gewinnung von Phiophytin.

Die Extraktion mit Aceton erfordert einen Wassergehalt von
10—209, Wasser. Das Optimum liegt bei 15 Volumprozent Wasser.
Dennoch wenden wir fiir die Extraktion 8o prozentiges Aceton an
und erzielen dann mit etwas mehr Losungsmittel eine ebenso
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giinstige Chlorophyllausbeute. Mit dem wasserreicheren Aceton sinkt
die Menge der petrolitherldslichen Begleitstoffe, die Isolierung des
Chlorophylls wird erleichtert.

Fiir Alkohol finden wir das Optimum bei einem Wassergehalt
von 10 Volumprozent. Dies gilt auch fiir kdufliches Brennessel-
mehl, das fiir die Gewinnung von Phiophytin wichtig ist und fiir
diesen Zweck mit
9o prozentigem Al-
kohol ausgezogen
wird.

Vergleichsweise
extrahierten wir je
1kg von kiduflichem
Brennesselmehl,das
nur 5,1 g Chloro-
phyll enthielt, ohne
es nachzutrocknen,
auf der Nutsche
mit 1!/, 1 Alkohol
von wechselndem
Wassergehalt; bei
dem feineren, spezi-
fisch schweren, aber
farbstoffarmen Ma-
terial geniigt dieses
Volumen. Der Chlorophyligehalt der Extrakte (0,9 1) betrug bei

95 prozentigem Alkohol . . . 4,28¢g
90 » ’ . .. 504g
85 » w ... 4078

Fig. 3.

d) Extraktionsmethode mit wasserhaltigen Lésungs-
mitteln?).
Verfahren fiir getrocknete Blitter. Die Extraktion nach
der neuen Methode geschieht mittels der Nutsche unter Anlehnung
an das oben beschriebene Nutschenverfahren.

1) Unveréffentlicht.
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Die Hauptbedingungen fiir die Ausfiihrung der Methode ist
die Anwendung niedriger Schichten von Blattmehl, damit die
Extrakte nicht zu konzentriert und sirupés werden. Sie bilden
sonst in den tieferen Schichten des Pulvers Ausscheidungen von
Chlorophyll und anderen Stoffen, welche die Filtration verzégern
und ginzlich zum Stillstand bringen konnen. Auch bringt eine
hohere Schicht den Nachteil mit sich, daB die gebildeten starken
Extrakte mehr und mehr von den Fetten und Wachsen mit-
nehmen, die den Reinheitsgrad der
Chlorophyllésung herabdriicken. Wir ver-
wenden daher, gleichgiiltig ob die Blatt-
mehle chlorophyllreich oder -arm, fein
oder gréber und daher spezifisch leichter
sind, nie hohere Schichten als 4—5 cm
in festgesaugtem Zustand, und zwar auf
sehr breiten wie auf kleinen Nutschen.

Da die Steinzeugnutschen der Tech-
nik fiir ein solches Verfahren ungeeignet sind, haben wir von
den Ton- und Steinzeugwerken, A.-G., Charlottenburg, nach neben-
stehender Zeichnung (Fig. 4) Nutschen von 50 cm lichtem Durch-
messer herstellen lassen, die mit 2—4 kg Blattmehl beschickt
werden koénnen.

Das Verfahren wird in der Handhabung etwas verschieden, je
nach dem Chlorophyllgehalt und der Feinheit der Blattmehle. Da
die Extraktion scharf schichtenweise nach unten vorriickt und
jede Schicht sogleich erschopft wird, so untersuchen wir durch
eine Stichprobe mit dem Spatel, wie tief das Auslaugen gegangen
und das Material entfdrbt, d. h. gelblich oder grau geworden ist.

Die chlorophyllreichen, selbstgesammelten Brennesseln erfordern
viel mehr Losungsmittel als die kiduflichen Mehle; von diesen
lassen sich groBere Chargen bewiltigen.

Bei kleinen Mengen wird dhnlich gearbeitet wie bei den oben
angefiihrten quantitativen Versuchen; z. B. 1/, kg von gutem Ma-
terial mit 1,5—1,6 1 Lsungsmittel war in !/, Stunde ausgezogen,
wodurch 0,9 1 Extrakt mit 4'/,—4'/; g Chlorophyll erhalten wer-
den. Mit dem Mehl chlorophyllreicher Blitter arbeiten wir in

Fig. 4.
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keiner gréferen Charge als 2 kg auf der Steinzeugnutsche. Diese
Fiillung, die mit dem Maschinenvakuum gut festgesaugt wird,
extrahieren wir unter abwechselndem Einsickern und Absaugen
mit 6 1 78—80 prozentigem Aceton, die in mehreren Portionen auf-
gegossen werden. Die Versuchsdauer ist 1/,—3/, Stunde. Die Menge
des Extrakts betrédgt 4 1 mit einer Chlorophyllausbeute von 16 bis
17 g. Das Mehl wird strohgelb, nur wenige Stellen der unteren
Schicht sind noch griinlich.

Von technischem Brennesselmehl gehen 4 kg auf eine Charge.
Sie erfordern z. B. 6—81 von goprozentigem Alkohol, die in
20—30 Minuten, also rascher wie wasserhaltiges Aceton, filtrieren,
und 3'/,—5'/, 1 Extrakt mit einem Chlorophyllgehalt von 19 bis
24 g geben. 12 solche Chargen kann ein Arbeiter im Laboratorium
mit 2 Nutschen tiglich herstellen (vgl. die Anwendung fiir Phio-
phytin im 3. Abschnitt des XIII. Kapitels).

Das Chlorophyll ist in der Acetonlésung vor Allomerisation
geschiitzt; die beschriebenen Extrakte liefern daher Priparate,
deren Spaltungsprodukte besonders rein sind. Aber auch im alko-
holischen Extrakt ist infolge der raschen Herstellung und infolge
des Wassergehalts das Chlorophyll wenig gefihrdet.

Verarbeitung frischer Bldtter. Auch frische Blatter wer-
den am besten mit 8oprozentigem Aceton extrahiert. Fiir die
Verarbeitung verschiedener Pflanzen in ungetrocknetem Zustand
ist oben (Abschn. 1) auf eine Vorbehandlung mit wasserhaltigem
Alkohol hingewiesen worden, wodurch die Zerkleinerung erleichtert
wird. Das iibliche Pflanzenmaterial, nimlich Brennesseln, kann
man aber einfacher und rascher ohne weiteres durch eine geeignete
Syenitwalzenmiihle mit Motorantrieb zerkleinern und dann einer
Vorextraktion mit wenig Aceton unterwerfen, um das Material
zu entwissern, Pflanzenschleime zu entfernen und Enzymwirkungen
zu hemmen. Infolge des groBeren Volumens ist der Verbrauch an
Losungsmitteln bedeutend und die Extrakte werden verdiinnt; ihr
Reinheitsgrad ist aber dank der Vorbehandlung weit hoher, z. B.
21, wihrend er in entsprechenden Extrakten guter trockener
Blitter 8—10 zu sein pflegt.

2%/, kg frische Brennesseln werden dreimal bei allmihlich enger
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gestellten Walzen gemahlen, was !/, Stunde erfordert. Dabei ent-
steht ein klebriger, tief olivbrauner Brei, ohne daB8 indessen das
Chlorophyll geschiddigt wird. Da man die Blattsubstanz in diesem
Zustand nur schwierig und mit Verlust von Farbstoff abpressen
kann, schiitteln wir sie zuerst mit 1!/, 1 Aceton in einer Pulver-
flasche kurz an und saugen auf der Nutsche ab; die gelbe bis
braunliche Fliissigkeit enthdlt kein Chlorophyll, sie firbt -Ather
nicht an. Den Riickstand pressen wir in Koliertuch eingepackt
mit einer Buchnerschen Presse bei ungefihr 200 Atmosphiren
Druck; der PreBkuchen wiegt beispielsweise 0,8 kg, wovon 0,5 kg
Trockensubstanz zu rechnen sind. Der Kuchen wird zerbrockelt
und passiert wieder zweimal die Syenitwalzenmiihle. Dann schiit-
teln wir das Pulver 5 Minuten lang in einer Flasche mit 11/,1
Aceton an, das sich mit der zuriickgehaltenen Feuchtigkeit der
Blattsubstanz auf 8o Volumprozent verdiinnt und setzen noch
einen weiteren Liter 8o prozentiges Aceton hinzu. Die losende
Wirkung der Beimischungen 148t sich hier nicht in demselben
MaBe ausniitzen wie beim trockenen Mehl und die Extraktion
kann nicht einfach auf der Nutsche vorgenommen werden, das
Losungsmittel wiirde zu rasch aus der volumindsen Masse ab-
flieBen. Wir saugen schlieBlich den diinnen Brei wieder auf der
Nutsche scharf ab und waschen ihn dreimal nach mit je 1/,1
8o prozentigem Aceton unter abwechselndem Macerieren und
Saugen. Das Mehl bleibt nahezu frei von griinem Pigment zuriick.
Der Extrakt, dessen Gewinnung im ganzen 1/, Stunden dauert,
enthilt 4,7 g Chlorophyll in 3,7 1; infolge seines Wassergehaltes ist
er arm an den storenden Begleitstoffen.

Die Methode hat sich besonders bewdhrt bei der Verarbeitung
von Braunalgen (Fucus). Nach dem ersten Zerkleinern wird durch
die Vorextraktion mit Aceton eine sehr groBe Menge listiger
Schleimsubstanzen entfernt, welche die Extraktion und spiter die
Entmischungen stéren und die Isolierung der Farbstoffe sehr er-
schweren wiirden.



IV. Quantitative Analyse
der vier Chloroplastenfarbstoffe.

Unsere quantitative Analyse der beiden griinen und der zwei
gelben Pigmente der Chlorophyllkérner beruht auf ihrem colori-
metrischen Vergleich mit Lésungen von bekanntem Gehalt und
findet Anwendung zur Bestimmung der Mengen und des Verhilt-
nisses dieser Farbstoffe im Blatte, in Extrakten oder in Priparaten.

Die Bestimmung des Verhiltnisses der Komponenten a und b
des Chlorophylls haben Willstétter und Isler in einer den Grund
legenden Untersuchung behandelt, deren Methodik wir weiter ent-
wickeln. Dazu kommt die Behandlung der neuen Aufgabe, das
Mengenverhiiltnis der zwei gelben Pigmente zu einander und zu den
griinen zu bestimmen.

Wir lassen die Methoden vorangehen, die der quantitativen Be-
stimmung des Chlorophyllgemisches dienen und diejenigen folgen,
welche das Komponentenverhiltnis der griinen und der gelben
Farbstoffe betreffen.

1. Bestimmung des Chlorophylls (a + b)?).

Die Rohchlorophyllésung enthilt die vier Pigmente von ver-
schiedener Farbe und Farbintensitit in Mengenverhiltnissen, die
vom Losungsmittel beeinfluBt werden und die von der Pflanzenart
und sogar von der Ernte einer und derselben Pflanze abhingig
sein konnen. Annidhernd gleich ist das Mengenverhéltnis der Kom-
ponenten bei den Extrakten einer Pflanze; man kann daher durch

1) Altere Angaben dariiber siche Ann. d. Chem. 371, 11 [1909] und
380, 177 [1911].
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den Vergleich derselben die relative Bestimmung ihres Chlorophyll-
gehaltes ausfithren. Fiir die Untersuchung von Extrakten un-
gleicher Farbnuance, also z. B. aus verschiedenen Pflanzen, ist es
erforderlich, die Farbstoffe durch Verseifung mit Alkali in die in-
differenten gelben und in die Alkalisalze der griinen Pigmente zu
trennen. Die erhaltenen Chlorophyllinlésungen ermdéglichen die
relative Bestimmung des Farbwertes und ferner erlaubt ihr Ver-
gleich mit einer alkoholischen Lésung von bekanntem Chlorophyll-
gehalt die absolute Bestimmung des Farbstoffgehalts.

Auch das Verhiltnis der blaugriinen zur gelbgriinen Kompo-
nente des Chlorophylls ist wechselnd in Extrakten oder Priparaten.
Deshalb wihlen oder mischen wir das Vergleichspriparat von
Chlorophyll oder Phiophorbid im Komponentenverhiltnis dhnlich
der zu untersuchenden Probe.

a) Relative Bestimmung.

Um zu ermitteln, wieviel Prozent des aus einem Pflanzen-
material extrahierbaren Chlorophylls in eine Lésung iibergegangen
ist, vergleicht man diese mit dem quantitativen Auszug einer ge-
wogenen kleinen Menge des nimlichen Materials. Dabei gibt es
beim colorimetrischen Vergleich keine oder nur unerhebliche
Nuancendifferenzen.

Neben der Verarbeitung eines Blittermehles in groBem MaB-
stabe beschicken wir z. B. einen kleinen Perkolator mit 100 oder
200 g desselben Pulvers und perkolieren mit Alkohol erschépfend,
also bis der Ablauf farblos ist, oder wir extrahieren 10—50 g Blatt-
mehl auf einer kleinen Nutsche mit 85 prozentigem Aceton quanti-
tativ, was auch bei nicht sehr feinem Mehl in 1 Stunde erreicht
wird. Fiir den colorimetrischen Vergleich verdiinnt man die Ex-
trakte am zweckmiBigsten mit dem Losungsmittel so, daB 1 kg
Blattpulver 2001 Extrakt gibt.

Das Perkolat aus 36 kg Brennesseln (angesetzt mit dem Nach-
lauf einer vorangehenden Charge) enthielt 79,39, der Nachlauf
dieses Perkolates 10,99, des Gesamtchlorophylls. Das Perkolat
einer Charge von nur 3 kg Brennesseln enthielt 78,89, der mog-
lichen Ausbeute.
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Auf dieselbe Weise mit Hilfe quantitativer Ausziige gewogener
Blattmengen lassen sich auch verschiedene Lieferungen oder Ernten
derselben Pflanze, ferner frische und getrocknete Blitter der
nimlichen Pflanze und auch die Blitter verschiedener Pflanzen
vergleichen.

Je 10 g Mehl von getrockneten selbstgesammelten und von
technischen Brennesseln wurden auf einer kleinen Nutsche im Laufe
einer Stunde mit 200 ccm 85 prozentigem Aceton erschépfend extra-
hiert. Man verdiinnte den Extrakt auf 200 ccm mit demselben
Losungsmittel und von dieser Losung 10 ccm mit 95 prozentigem
Alkohol auf 100 ccm. Beim colorimetrischen Vergleich dieser
Losungen ergab sich, daB das Mchl aus selbst gesammelten
Blittern 1,71mal so viel Chlorophyll enthielt, wie technisches
Brennesselmehl. Die Chlorophyllmengen in den quantitativen
Extrakten wurden auch durch Vergleich mit einer Losung von
bekanntem Chlorophyllgehalt absolut bestimmt. Die gefundenen
Werte lieBen das Verhiltnis von Chlorophyll aus selbstgesammel-
tem zum Chlorophyll aus technischem Material wie 1,70 : 1 be-
rechnen.

Die relative Wertbestimmung geniigt auch fiir eine absolute
Bestimmung des Chlorophyllgehaltes von Losungen, nachdem man
den Chlorophyligehalt eines Blattmehles einmal absolut bestimmt
hat.

b) Absolute Bestimmung.

Die quantitative Bestimmung wird durch den Vergleich mit
reinem Chlorophyll ausgefiihrt. Friiher stand dafiir nur sogenanntes
krystallisiertes Chlorophyll (Athylchlorophyllgemisch) zur Ver-
fiigung. Der Vergleich mit diesem ermoglichte es, die Steigerung
des Reinheitsgrades bei der Isolierung von natiirlichem Phytyl-
chlorophyllidgemisch zu kontrollieren und schlieBlich das reine
Priparat herzustellen. Heute sind die beiden Chlorophyllgemische
in reinem Zustande gleich leicht zuginglich und wir verwenden
beide zum Bereiten der colorimetrischen Vergleichslosungen.

Eine geeignete Konzentration der Chlorophyllnormalldsung er-
hilt man mit 0,0500 g Phytylchlorophyllid oder 0,0362 g Athyl-
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chlorophyllid?) in 2 1 Alkohol. Man 16st daher 0,0500 g Chlorophyll
mit einem Zuschlag von 2,59, fiir Trockenverlust, also praktisch
0,0513 g oder 0,0362 g mit Zuschlag von 59, Trockenverlust (100°,
Hochvakuum), also 0,0380 g Athylchlorophyll in 100 ccm absolutem
Alkohol und kann diese Losung im Dunkeln aufbewahren. Zum
colorimetrischen Vergleich verdiinnt man davon 10 ccm auf 200 ccm.
Die Versuchslésung wird annihernd auf dieselbe Konzentration
gebracht.

Die Ubereinstimmung in den Farbnuancen bewirkt man durch
die Auswahl eines Vergleichspriparates mit dhnlichem Kompo-
nentenverhiltnis, wie im Versuchsobjekt oder man mischt die iso-
lierten Komponenten a und b in solchem Verhiltnis.

Die Wertbestimmung einer Rohlésung oder eines Rohproduktes
erfordert die quantitative Trennung der griinen von den gelben
Pigmenten, die Intensitit und Farbnuance beeinflussen wiirden.
Eine kleine gemessene Probe (10 ccm) 'z. B. eines Aceton- oder
Alkoholextraktes wird mit Ather auf 100 ccm verdiinnt; von der
Mischung gibt man 10 ccm in einen Scheidetrichter und verdiinnt
weiter mit Ather etwa aufs Fiinffache. Im Falle eines alkoholischen
Extraktes kann man die verdiinnte Atherlésung ohne weiteres mit
4—s5 ccm methylalkoholischem Kali tiichtig durchschiitteln, wobei
die braune Phase eintritt; enthilt aber die Losung Aceton, so mu3
dieses unter Zusatz von etwas Methylalkohol vor der Verseifung
mit Wasser vollstindig aus dem Ather herausgewaschen werden,
weil Chlorophyllinalkali von Aceton verdorben wird. Nach dem
Wiederkehren der reingriinen Farbe gieSt man unter Umschiitteln
langsam Wasser in den Scheidetrichter und fiihrt das anfangs von
der methylalkoholischen Lauge aufgenommene Xanthophyll wieder
in Ather iiber. Man liBt die wisserig alkalische Chlorophyllin-
16sung in einen 200 ccm-MeBkolben flieBen, schiittelt die dtherische
Lésung der gelben Pigmente noch etwas mit Wasser aus und ver-
diinnt die rein griine Lésung mit Alkohol auf 200 ccm. Das Chloro-
phyllin vergleichen wir nun mit der oben beschriebenen Lésung von
bekanntem Gehalt im Colorimeter nach Duboscq, wobei unter

1) Der Berechnung sind die Molekulargewichte der Komponente a
zugrunde gelegt.
Willstitter-Stoll, Chlorophyll. 6
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Vertauschen der GefiBe mehrere Ablesungen gemacht und die
Mittelwerte bestimmt werden.

Der Vergleich des verseiften Chlorophylls mit dem unverseiften
der Vergleichslésung bringt keinen Fehler mit sich: 10 ccm einer
dtherischen Losung von reinem Chlorophyll (0,0500 g in 100 ccm)
wurden auf 200 ccm mit Alkohol verdiinnt, weitere 10 ccm mit
3 ccm methylalkoholischem Kali verseift, mit etwas Wasser auf-
genommen und gleichfalls mit Alkohol auf 200 ccm gebracht. Die
beiden Losungen stimmten dann in der Intensitit gut iiberein, nur
war die Nuance des Chlorophyllinkaliums etwas blauer.

Beispiele. 2 kg Mehl mit 79, Feuchtigkeitsgehalt aus selbst-
gesammelten Brennesseln gaben auf einer Nutsche von 50 cm
Durchmesser mit 61 goprozentigem Alkohol rasch ausgezogen
4,351 Extrakt. Eine 10 ccm-Probe desselben ist mit Ather auf
100 ccm verdiinnt und aus einem Zehntel davon sind 200 ccm
Chlorophyllinlosung erhalten und mit der Vergleichslésung be-
stimmt worden. Die Mittelwerte der Colorimeterablesungen be-
trugen 50 mm fiir die Versuchs-, 35,5 mm fiir die Vergleichslésung.

Demnach enthielt der Extrakt &5.5%5—15—'; = 15,5 g Chlorophyll

d.i. 7,75 g pro Kilogramm Mehl.

Ein quantitativer Nutschenextrakt (200 ccm) aus 10,0 g des
selben Mehles mit 85 prozentigem Aceton gab aus einer 10 ccm-
Probe ohne Teilung 200 ccm Chlorophyllinlésung. Die Colorimeter-
schicht der Vergleichslosung betrug diesmal 43 mm. Der Chloro-
phyllgehalt der angewandten 10 g betrigt daher 0,086 g, d.i. 8,6 g
im kg Blattmehl.. Daraus ergibt sich fiir den in gréBerem MaB-
stab gewonnenen Extrakt eine Chlorophyllausbeute von 0%,

Von frischen Blittern wird fiir die Bestimmung des Chlorophyll-
gehalts eine gewogene Mengé mit Quarzsand zerrieben und dann
auf der Nutsche mit ca. go prozentigem Aceton erschpfend extra-
hiert. Man fiihrt eine Probe in Ather iiber, wischt das Aceton tun-
lichst heraus und trennt die gelben Begleiter durch Verseifen des
Chlorophylls von den griinen ab.

Der Reinheitsgrad von Chlorophyllpriparaten, die frei oder an-
nihernd {rei von gelben Pigmenten sind, ebenso von Darstellungen
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der Chlorophyllinsalze wird durch Vergleich einer gewogenen
Substanzmenge in Alkohol mit unserer Losung von bekanntem
Gehalt bestimmt. Fiir Rohchlorophyllpriparate, die viel gelbe
Pigmente als Verunreinigungen enthalten, wenden wir die Ver-
seifungsmethode an.

Rohchlorophyll erhielten wir aus gutem Brennesselmaterial in
einer Ausbeute von 6,5—7 g pro Kilogramm Mehl. In diesem Falle
fanden wir das Verhiltnis der Colorimeterschichten wie 50 : 45
bis 47,5. Die Priparate waren also 9o—g5 prozentig.

Priparate aus technischem Brennesselmehl erforderten als Farb-
dquivalent 42—40 mm Vergleichslosung; sie waren mit 16—209,
farblosen Begleitern verunreinigt.

Die quantitative Chlorophyllbestimmung hat die ersten Ver-
suche der Isolierung von Chlorophyll geleitet und findet auch heute
bei der Gewinnung von Chlorophyllpraparaten hiufige Anwendung,
um den Reinheitsgrad von Losungen zu ermitteln. Wir bestimmen
nach jeder Reinigungsoperation den Trockenriickstand durch Ein-
dampfen einer Probe im Vakuum bei 100° und den absoluten
Chlorophyllgehalt der Losung.

Ein Rohextrakt mit 85 prozentigem Aceton zur Darstellung von
Reinchlorophyll enthielt 16,8 g Chlorophyll und 135,2 g bei 100°
im Vakuum nicht {fliichtigen Riickstand; er war also 12 prozentig
in bezug auf Chlorophyll. Nach den folgenden Reinigungsopera-
tionen steigerte sich der Reinheitsgrad auf ca. 45, dann auf 659.

Bei den zwei Komponenten des Phiaophytins ist der Farbunter-
schied noch gréBer als beim Chlorophyll; a ist olivgriin, b rot-
braun. Es ist daher beim Phiophytin noch wichtiger, die Ver-
gleichslosung durch Mischen der einheitlichen Methylphdophorbide
oder Phiophytinkomponenten dem zu untersuchenden Phiophytin-
praparat anzupassen, dessen Komponentenverhéltnis mit einer Spal-
tungsprobe geschitzt wird.

- Die gewohnliche Vergleichslésung enthilt 0,0500 g Phiophytin
vom Komponentenverhiltnis 2,5 oder 0,0350 g Methylphdophorbid,
niamlich 0,0250 g a 4+ 0,0100 g b in 25 ccm Chloroform geldst und
mit Ather auf 200 ccm, davon 10 ccm nochmals aufs Zehnfache
verdiinnt.

6*
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2. Das Verhiltnis der Komponenten a und b
des Chlorophylls.

a) Zur Geschichte der Methode.?)

Da es gelingt, das Chlorophyll aus beliebigen Pflanzen ohne
Bildung von Nebenprodukten in Phytochlorin e und Phytorhodin g
iiberzufiihren, so ermitteln wir das Verhiltnis der Komponenten
durch die quantitative Bestimmung der Ausbeuten an diesen beiden
Verbindungen beim Abbau. Sie kann am einfachsten und mit den
kleinsten Mengen erfolgen durch colorimetrischen Vergleich der bei
der Spaltung erhaltenen Lésungen mit den bekannten reinen Sub-
stanzen.

Wenn es sich um das Komponentenverhiltnis in isolierten
Priparaten, im Chlorophyll oder Phiophytin handelt, so hingt die
Bestimmung hauptsichlich ab von der quantitativen Ausfiihrung
der Hydrolyse in der einzigen Richtung zu den zwei normalen
Spaltungsprodukten und von der quantitativen Trennung beider.
Um die Methode auf die Untersuchung des Pigmentes der griinen
Blitter zu iibertragen, kommt als eine weitere Bedingung hinzu,
daB die bei der Extraktion méglichen Fehler vermieden werden.

Bei den ersten Beobachtungen iiber das Komponentenverhilt-
nis haben Willstdtter und Isler viele Phiophytinpraparate iiber-
einstimmend gefunden, einzelne aber stark abweichend, besonders
das Phiophytin aus Pinus und Melisse viel reicher an der Kompo-
nente b. Eben durch diese scheinbaren Ausnahmen sind haupt-
sichliche Fehler der Methode aufgedeckt worden, ndmlich:

1. Schon bei der Extraktion des Chlorophylls aus den Blittern
kann eine Fraktionierung des Gemisches der beiden Komponenten
stattfinden.

Es ist daher erforderlich, wenn die Bestimmung fiir den Farb-
stoff im Blatte gelten soll, denselben quantitativ auszuziehen.

2. Je nach der Verdiinnung der Extrakte, ihrem Wassergehalt
und nach der Menge von Begleitstoffen scheidet sich das Phao-
phytin mehr oder weniger unvollstindig aus. Es hat sich gezeigt,

1) Ann. d. Chem. 380, 159 [1911] und Ann. d. Chem. 390, 290 [1912].
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daB der abgeschiedene und der geldste Anteil im Komponenten-
verhiltnis differieren. Das Geloste ist ndmlich reicher an der
Komponente a.

Es ist daher nétig, wenn die Bestimmung fiir den Farbstoff im
Extrakte gelten soll, denselben quantitativ als Phiophytin zur
Verseifung zu bringen.

3. Auch bei der Umscheidung des Phiophytins, z. B. aus Chloro-
form mit Alkohol erfolgt eine Verschiebung im Komponenten-
verhiltnis im ndmlichen Sinne wie bei der Ausscheidung. Wir ver-
zichten daher auf die Wigung des Phidophytins, also auf seine
Reinigung.

Das Komponentenverhiltnis des isolierten Phaophytins ist von
Interesse fiir die Beurteilung gegebener Priparate, aber es driickt
nicht das Komponentenverhiltnis des Chlorophylls aus.

Nur wenn die Ausbeute irgend eines Phiophytins einen hohen
Bruchteil der Theorie betrdgt, muB sich sein Komponentenverhilt-
nis demjenigen des Chlorophylls nihern. Daher sind die bei un-
seren in groBerem MafBstab dargestellten Phdophytinpriparaten
gefundenen Werte annidhernd brauchbar.

Zur Bestimmung des Komponentenverhiltnisses fiir das Chloro-
phyll der verschiedenen Pflanzen griinden Willstdtter und Isler
daher ihre Methode auf die vollstindige Extraktion des Farbstoffs,
seine verlustlose Uberfiihrung in Rohphdophytin, dessen mdglichst
glatte Verseifung und die quantitative Isolierung von Chlorin und
Rhodin.

Mittels dieser Methode haben Willstatter und Isler einen
Anfang gemacht, das Verhiltnis der Chlorophyllkomponenten fiir
eine Anzah! von Pflanzen zu bestimmen und es allgemein annihernd
konstant gefunden, ndmlich im Mittel von 24 Versuchen = 2,5(7).
Die groBten Abweichungen betrugen +-0,4—0,5. Es blieb noch un-
entschieden, ob diese innerhalb der Fehlergrenzen der Methode
lagen oder nicht. Wir finden heute, daB diese Abweichungen nicht
etwa nur auf Fehlern der Bestimmung beruhen, obwohl die Ge-
nauigkeit derselben noch zu iibertreffen war.

In dem Verfahren liegt auch eine neue quantitative Bestim-
mung des Chlorophylls der Extrakte und der Pflanzen.
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Willstdtter und Isler finden so den Chlorophyllgehalt der
Bldtter zumeist = 0,7—19, des Trockengewichtes.

Die Ergebnisse hinsichtlich der Zusammensetzung des Chloro-
phylls aus seinen beiden Komponenten entfernen sich weit von
den fritheren Annahmen.

H. C. Sorby!?) hat das Verhiltnis spektrophotometrisch unter
der allerdings unrichtigen Voraussetzung gleicher Absorptionswir-
kung der beiden Komponenten im Rot geschitzt, indem er die
Chlorophyllosung in einer Roéhre so weit verdiinnte, bis das erste
Absorptionsband der Komponente a in derselben Intensitit er-
schien wie das erste Band der Komponente b in einer zweiten
Rohre. Seine Bestimmungen ergaben bei gesunden griinen Blittern
auf 1 Teil Chlorophyll b 5,9—7,7 Teile Chlorophyll a.

Uber die Verdnderlichkeit des Verhiltnisses urteilt Sorby:

,,The normal relative amount of yellow chlorophyll in green
leaves certainly varies, and there seems reason to believe that this
to some extent, if not mainly, depends on the length of time to
which they have been exposed to the sun.*

Zu dhnlichen Werten ist Tswett?) durch eine spektroskopische
Schitzung gelangt und namentlich bei seiner chromatographischen
Adsorptionsanalyse durch den Vergleich der Hohen der in ihrer
Farbe etwa gleich gesittigt erscheinenden Chlorophylizonen a
und b. Seine Bestimmungen ergeben das Verhiltnis a : b =4
bis 6 : 1.

Vor kurzem haben auch C. A. Jacobson und L. March-
lewski3) eine Untersuchung: ,,Uber die Dualitit des Chlorophylls
und das wechselnde Verhiltnis seiner Komponenten‘ veroffent-
licht. Sie finden, daB die klimatischen Bedingungen eine wichtige
Rolle in der Produktion der einen oder anderen Komponente des
Chlorophylls zu spielen scheinen und sie teilen noch mehrere Be-
lege mit fiir den Satz, daB das Verhiltnis der Chlorophyllkompo-
nenten mit der Pflanzenart und mit den Wachstumsbedingungen
derselben Art variiere.

1) Proc. Roy. Soc. 21, 480 [1873].
2) Ber. d. d. bot. Ges. 25, 396 [1907].
%) Bioch. Zeitschr. 39, 174 [1912].



Quantitative Analyse der vier Chloroplastenfarbstoffe. 87

Die hauptsichlichen Fehler dieser Untersuchung bestehen darin,
daB fiir die Bestimmung des Komponentenverhiltnisses in einer
Pflanze nur ein beliebiger Teil des Chlorophylls extrahiert, ein be-
liebiger, unbekannter Teil des extrahierten Farbstoffs als Phio-
phytin gefillt und ein beliebiger Teil des Rohphidophytins durch
Umscheiden isoliert wurde.

Diese prinzipiellen Fehler der Methodik sind von Willstidtter
und Isler iiberwunden worden.

Auf der Grundlage ihrer Untersuchung haben wir weiter-
gearbeitet und zwar keine wesentlichen Irrtiimer oder Unrichtig-
keiten gefunden, aber Ungenauigkeiten in der Verseifung des Phéo-
phytins und in der Fraktionierung der beiden Spaltungsprodukte
zu vermeiden gelernt, die einen erheblichen EinfluB auf den Wert
des Komponentenverhiltnisses und auf die Beurteilung der Kon-
stanz desselben ausiiben.

b) Die Fehlerquellen der Bestimmung.?)

Unvollstindige Extraktion.

Eine Bedingung fiir die Ermittlung des wahren Verhiltnisses
ist die moglichst quantitative Extraktion des Chlorophylls.
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