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Unsere Untersuchungen iiber den Zusammenhang der Blattpigment-
ausbildung in Abhéngigkeit vom Lichtfeld (SEysoLD und EcrE 1937;
EeLE 1937) dehnten wir auch auf die in den Fruchtblattern heranreifenden
Samenanlagen aus. Dabei unterwarfen wir u. a. das aus dem Samen-
hédutchen von Kiirbisarten extrahierte Protochlorophyll der chromato:
graphischen Adsorptionsanalyse. Uber diesen Befund sei hier kurz
berichtet.

Noack und Mitarbeiter (1929, 1930, 1931) haben eine Reihe von
chemischen und physiologischen Zusammenhéngen zwischen dem Chloro-
phyll und seinen Vorstufen, vor allem dem Protochlorophyll, aufge-
funden und die Vorstellung entwickelt, daB die letzte Stufe der Chloro-
phyllbildung in der Pflanze einen Oxydationsvorgang am Protochloro-
phyll darstellt. ,,Jedoch geht dieser Vorgang in zwei Richtungen gemi8
der Bildung von Chlorophyll a und b, da nichts dafiir spricht, daB schon
das Protochlorophyll in zwei entsprechenden Modifikationen ausgebildet
wird* (Noack und Kissiing 1929, S. 42). ,,Weder spektroskopisch noch
auf anderem Wege konnte ein Anhaltspunkt dafiir gewonnen werden,
daB sich der Farbstoff (Protochlorophyll, der Verfasser) nach Art des
Chlorophylls aus zwei Komponenten, entsprechend Chlorophyll a und b,
zusammensetzt (Noack und Kissuivg 1929, S. 16). Die Einheitlichkeit
des Protochlorophylls, dessen relative Extinktionskoeffizienten von
Ruporpa (1934) mitgeteilt wurden, konnte als gesichert gelten; nur
LuBiMENKO und GoRrRTIKOWA (1934) sprachen die Vermutung aus, da@
zwei optisch verschiedene Formen von Protochlorophyll vorhanden sind,
da sie bei einer fraktionierten Extraktion der Kiirbissamenhédute zwei
Fraktionen erhielten, deren Absorptionsspektren nicht ganz identisch
waren (s. Abb. 2, S. 716, untere Spektren LG « und §). Die genannten
Forscher sind wohl ihrer Sache nicht ganz sicher gewesen, weshalb sie
eine besondere Untersuchung dieser Frage fiir notwendig erachteten. Was
LuBiMENKo und GoRTIKOWA irrtiimlich fiir zwei spektroskopisch ver-
schiedene Protochlorophyllkomponenten hielten, wird uns nachher be-
schaftigen (s. S. 717).

Die chromatographische Methode von TswETT, die wir in unserem
Institut fiir besondere Zwecke ausbauten (SPoEN 1935), erméglicht eine
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Trennung des aus ,,alten‘, ausgereiften Kiirbissamen gewonnenen ,,Roh-
protochlorophylls* in 4 Komponenten. Eine Kiirbisart, die schalenlose
Samen lieferte, diente als geeignetes Ausgangsmaterial. Mittels eines
Messers lielen sich die griinen, inneren Samenhéutchen abschaben. Ihre
Extraktion erfolgte in einem Gemisch Benzin-Methanol. Durch Zusatz
von Wasser ist das gesamte Rohprotochlorophyll in Benzin iibergefiihrt
worden. Die Adsorption der benzinischen Losung, welche im Stickstoff-
strom stark eingeengt wurde, erfolgte in Réhren mit Puderzucker.

Wie bei der Adsorption von Rohchlorophyll aus Laubblittern haftet
am oberen Ende der Zuckersiule das Protochlorophyll, wihrend ein
gelbes Pigment an Zucker nicht adsorbiert wird. Durch Nachwaschen
mit Benzin laft sich diese Komponente, die sicher ein Karotinoid dar-
stellt, quantitativ entfernen. Ehe mit Benzol bzw. Benzol-Benzin-
gemischen an die Entwicklung des Chromatogramms herangegangen
wurde, erfolgte ein griindliches Auswaschen der Zuckersiule mit Petrol-
ither, um die das Chromatogramm stérenden Fette nach Méglichkeit
zu beseitigen. Nachdem die Waschung etwa 10mal erfolgt war, begann die
Entwicklung des Chromatogramms mit Benzol bezw. Benzol-Benzin-
gemischen. Eine deutliche Zonierung des gefiarbten Zuckers mit gelb-
griiner (oben) und blaugriiner Ténung (weiter unterhalb), wie sie regel-
miBig bei der Adsorption des Rohchlorophylls eintritt, ist nach einiger
Zeit deutlich zu erkennen, besonders nachdem durch die Benzolzugaben
die Wanderung einer weiteren gelben Farbstoffkomponente, die bislang
noch in dem Rohprotochlorophyll stak, beschleunigt wurde. Das gleiche
Verhalten zeigt im Chromatogramm das Xanthophyll der Rohchlorophyll-
lésungen. Durch wiederholtes Waschen mit Benzin-Benzol a8t sich
aus dem Chromatogramm das ,,Xanthophyll‘* des Protochlorophylls ent-
fernen, das sich bei der Saugung in der Saugflasche nach einiger Zeit
quantitativ ansammelt. In der Réhre haben sich mittlerweile die beiden
griinen Komponenten des Rohprotochlorophylls voneinander getrennt.
Die gesonderte Eluierung (Methanol-Ather) der mit dem Spatel ab-
getrennten Zuckersiule liefert zwei griine Farbstoffe, die in Ather
(Methanol mit Wasser ausgewaschen) eine ebenso verschiedene Farbe
haben wie die Chlorophylle a und b. Die in der oberen Halfte der Zucker-
siule adsorbierte Komponente ist subjektiv geurteilt gelbgriin, die in
der unteren blaugriin.

Das Chromatogramm gibt uns einiges Recht, das gelbgriine Pigment
als Protochlorophyll b, das blaugriine als Protochlorophyll a zu be-
zeichnen. Wenn die Auffassung von Noack und Mitarbeitern zu Recht
besteht, dal das Protochlorophyll eine Vorstufe des Chlorophylls ist,
so kénnen wir die Kenntnisse dieses Zusammenhanges durch den Nach-
weis von zwei Modifikationen des Protochlorophylls erweitern.

Die spektroskopische Priifung der dtherischen Losungen von Proto-
chlorophyll a und b zeigt nun, daf der subjektiven Farbempfindung der
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beiden Protochlorophyllmodifikationen charakteristische Absorptions-
verhiltnisse zugrunde liegen. In Abb.1 sind die Absorptionsspektren
unserer Protochlorophylle a und b bei verschiedener Konzentration
eingezeichnet. Da mir bis jetzt die Kristallisation der Protochlorophylle
nicht gelang, kénnen zu den Absorptionsspektren keine quantitativen
Unterlagen gegeben werden. Die Lage, Breite und Intensitit der Binder
ist aus der Abb. 1 und
Tabelle 1 ersichtlich. Bei
der Beurteilung der Bénder-
intensitét ist die Endabsorp-
tion unberiicksichtigt ge-
blieben.

Die beiden Protochloro-
phyllkomponenten unter-
scheiden sich somit in der
Lage und Intensitit der
Bander deutlich. Verglei-
chen wir die Absorptions-
spektren der Protochloro-
phylle mit denen der
Chlorophyllkomponenten a
und b (z. B. WILLSTATTER
und Srorr 1913, 1918), so
ist folgendes festzustellen:
1. Genau so wie das Chloro-
phyll b das II. Band am
stirksten ausbildet (im
Gegensatz zu Chlorophyll a,
bei dem das I. Band das
Abb. 1. Absorptionsspektren von Protochlorophyll a stirkste iSt!)’ so ist auch
und b verschiedener Konzentrationen in Athylather. bei Protochlorophyll b das
NK Spektrum vonKII’;::‘(I)ggl?;%gg;r‘ll nach NoACK und II. Band am stirksten, wih-

rend das I. Band wesentlich
schwiicher ist. 2. Die Endabsorption setzt bei Chlorophyll b bei lingeren
Wellen als bei Chlorophylla ein. Genau so verhalten sich die beiden
Protochlorophylle. Daher ist der subjektive Eindruck (s. 0.) bei Proto-
chlorophyll a blaustichig, bei b gelbstichig.

Die Fluoreszenz von Protochlorophyll a ist deutlich stérker als die
von b: Das Fluoreszenzspektrum liegt fiir beide Protochlorophyll-
komponenten bei 655620 yuu, was mit den Angaben von Noack und
Kissuveg (1929) iibereinstimmt.

In dem Absorptionsspektrum von Chlorophyll b liegen bekanntlich
die hauptsiichlichen Binder zwischen denen von Chlorophyll a, so daB
in einem Gemisch beider Komponenten unter Umstinden die Zugehorig-
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1/, a | 638—620 | 620—607 | 590—575

Y, b — 632—625 — 585—575

Tabelle 1.
Absorptionsbénder (Wellenldnge in uu) End-
absorp- | Intensitat der Bander
I I 111 v v tion
/5 a | 635—625 | 620—608 | 590—575 — 545—530| 460

— |545—530} 465 |ISTISII YV HIV
1/, 8 | 645—620| 620—607 | 590—575 | 575—555 | 545—530| 471
a 650620 | 620—605 | 592—572 | 572-—555| 545—530| 480

— 494
1/, b |645—635 | 632625 | 625—621 | 578—573 | 545—535] 500 |II IV SIHIII SV
b | 645—632 | 632—625 | 620—605 | 587—570 | 545—525] 500

keit der Biander zu dem einen oder anderen Chlorophyll leicht ,ent-
ziffert werden kann. Bei den beiden Protochlorophyllen unterscheidet
sich die Lage der Binder dagegen wenig, so daB in einem Gemisch beider
Farbstoffe Protochlorophyll-a- bzw. -b-Bénder schwer nebeneinander
zu erkennen sind. Aus diesem Grunde konnten andere Forscher aus
spektroskopischen Priifungen im Protochlorophyll die beiden Modi-
fikationen nicht erkennen.

Vergleichen wir nunmehr das von Noack und KissLing (1929) an-
gegebene Absorptionsspektrum einer édtherischen Protochlorophyll-
l6sung, das wir in unsere Abb. 1 mit eingezeichnet haben (Abb. 1, NK),
mit den Spektren von Protochlorophyll a und b, so ist in der Lage,
Breite und Intensitit der Biander im groBen und ganzen eine Uberein-
stimmung. Die geringen Abweichungen in der Lage der Bander diirften
zum groBten Teil auf Konzentrationsunterschiede und die Mischung
beider Komponenten zuriickzufithren sein. Nur in einem Band besteht
zwischen den Angaben von Noack und KissLiNg und unseren Messungen
keine Ubereinstimmung: In &therischer Losung konnten Noack und
KissLineg ein schwaches Band von 607—596 uy feststellen, das in Chloro-
form-Pyridin allerdings nur als Schatten angedeutet ist. LUBIMENKO und
GorTiRowA (1934) beobachteten das Band bei 610—580 uu (s. Abb. 2,
LG, «und ). Nur in den Spektren der gelben Pigmente unserer Analysen
tritt ein Band im Bereich 615—580 yu in Erscheinung. Das Band 607
bis 596 pu bzw. 610—580 uyu gehort demnach nicht zu den Protochloro-
phyllen, mindestens nicht zu den durch die chromatographische Analyse
isolierten griinen Farbstoffen.

Ehe wir die von LuBiMENKO und GORTIKOWA angegebenen Absorp-
tionsspektren von Protochlorophyll a und b (dort Protochlorophyllin «
und § genannt) mit unseren Befunden vergleichend betrachten, seien
die Spektren der gelben Pigmente unserer Analyse kurz dargestellt.

Oben erwihnten wir, daB ein gelbes Pigment an dem Rohrzucker
nicht adsorbierte, sich also so verhielt wie Karotin bei der Analyse von
Rohchlorophyll aus Blattern. In schwacher Konzentration war das
Pigment in Benzol hellgelb, in sehr starker Konzentration rot. Die
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Absorptionsspektren von verschiedenen Konzentrationen dieses Karotins,
das wir ,,Protokarotin® nennen wollen, sind in Abb. 2 dargestelit, des-
gleichen die des anderen gelben Pigments, das an Zucker gut adsorbierte.
Wir wollen zunichst von ,,Protoxanthophyll* sprechen. In schwacher
benzolischer Losung ist es ebenfalls gelb, in starker hingegen orangerot.
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Abb. 2. Absorptionsspektren deér gelben Pigmente verschiedener Konzentrationen in

Benzol. Die Bander I und II des Karotins (¢) und die Bénder I, IT und III (IV ?) des

Xanthophylls (x) rithren von Protochlorophyll- oder Chlorophyllderivaten her. Die Spektren

der beidem von LUBIMENKO und GORTIKOWA isolierten Protochlorophyllkomponenten
(in Ather) sind miteingezeichnet (LG o und P).

Die Absorptionsspektren der beiden gelben Farbstoffe sind im lang-
welligen und mittleren Spektralbereich wenig voneinander verschieden,
nur hat das Protoxanthophyll selbst in schwacher Konzentration viel
kriftigere Bander als Protokarotin in starker Konzentration. AuBerdem
besitzt das Protoxanthophyll ein, wenn auch schwaches Band bei 650 bis
645 pu. Im Wellenbereich 500—400 yu sind zwischen den beiden gelben
Pigmenten deutliche Unterschiede vorhanden, wie sie auch bei Karotin
und Xanthophyll aus Blittern stets deutlich auftreten. Da die Karoti-
noide im Rot und Orange keine Absorptionsbiander haben, so liegt der
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Gedanke nahe, die Binder unseres ,,Protokarotins®“ und ,,Protoxantho-
phylls* als Beimengungen von Protochlorophyll oder eines seiner Abbau-
produkte anzusehen. Durch eine weitere chromatographische Adsorptions-
analyse vermochte ich weder das Protokarotin noch das Protoxantho-
phyll in weitere Komponenten zu zerlegen. Eine Fluoreszenz konnte
bei beiden gelben Pigmenten weder in schwacher noch in starker Kon-
zentration nachgewiesen werden; so dafl zunéchst fiir die Uneinheitlichkeit
unseres Protokarotins bzw. Protoxanthophylls keine Anhaltspunkte ge-
geben sind. LUBIMENKO und GORTIKOWA erirterten bereits die Frage
der ,, Xanthophylloide, die Vorstufen von Karotin bzw. Xanthophyll
sein sollen. Vielleicht liegen hier die hypothetisch angenommenen Stoffe
vor. Diese Frage bedarf einer weiteren Untersuchung, vor allem auch
von seiten des Chemikers.

Tabelle 2.
Absorptionsbiinder (Wellenlidnge in uu) End-
absorp- | Intensitéit der Bénder
I I 111 v v tion
1 — — 505490 | 470--460 450
poroto- { Bl — |sis—sm0| — — 510 | IV—TIyII(I
1 |607—590|575—567| — — 520
Proto. [ s| —  |608—590|576—572] —  |500—486| 450
xantho. | Yal —  [608—590|578-572|538—532|505—486| 465 [TI=V >II Y1V 31
holl | V2| — |612--590580—572 | 540—430 505
pry 1| 650—645 | 615—590 | 583—568 | 543—527 510

Die Absorptionsbiander, die wir bei Protokarotin und Protoxantho-
phyll fanden, haben LUuBIMENKO und GorTikOowA fiir die Absorptions-
spektren der Protochlorophylle angegeben, wovon die Abb.2 (LG «
und B) tiberzeugen kann. Dabei ist zu beachten, daBl in Benzol die Bander
um etwa 5—10 yu in den langwelligen Spektralbereich gegeniiber idthe-
rischen Losungen verschoben sind. Vermutlich ging bei dem Ent-
mischungsverfahren bei den Versuchen von LuBiMENKO und GORTIKOWA
eine relativ verschiedene Menge an gelben Pigmenten in die beiden Frak-
tionen. Was diese selbst darstellen, 148t sich an Hand der Absorptions-
spektren schwer sagen. Ich vermute, dafl das vermeintliche Protochloro-
phyll b (Protochlorophyllin 8) vornehmlich nur aus gelben Pigmenten
bestand (das charakteristische Protochlorophyllband um 630 yuu fehit;
das Band 650—640 uu tritt ebenfalls bei unserem Protoxanthophyll auf),
das Protochlorophyll a in Wirklichkeit jedoch ein Gemisch beider Proto-
chlorophylle unter Beimengung von gelben Pigmenten war (vgl. die
Binderlage und die Reihenfolge der Bandintensitit von LUBIMENKO
und GORTIKOWA mit unseren Befunden). Demnach konnten LUBIMENKO
und GorTikowa den Unterschied zwischen den beiden Komponenten
des Protochlorophylls nicht so deutlich sehen, wie er in Wirklichkeit ist.
LupmiMENEO und GorTikKowa isolierten durch die Fraktion demnach
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nicht die beiden Komponenten des Protochlorophylls, sondern trennten
nur die gelben von den griinen Pigmenten.

Wenn durch die chromatographische Adsorptionsanalyse sich das
Protochlorophyll analog dem Chlorophyll in zwei Komponenten zerlegen
lieB und ihre charakteristischen Absorptionsspektren aufgezeigt werden
konnten, so ist damit erst der Anfang fiir weitere Untersuchungen ge-
macht. Fiir die Vorstellungen der Chlorophyllbildung ergibt dieser
Befund grundsitzlich neue Gesichtspunkte: Die Vorstufen der beiden
Chlorophyllkomponenten sind nicht identisch; worin sie sich chemisch
und physiologisch unterscheiden, miissen weitere Untersuchungen auf-
kliren. Die Frage, ob in den gelben Pigmenten unserer chromatographi-
schen Analyse Vorstufen, Abbauprodukte oder Pigmentmischungen vor-
liegen, vermochte ich nicht entscheidend zu beantworten; der Chemiker
wird sich auch dieses Problems annechmen miissen.

Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen ist es mir doch noch gelungen, die
gelben Pigmente chromatographisch weiter zu zerlegen, wobei sich die oben aus-
gesprochene Vermutung bestitigte, daf die Bander im roten und griinen Spektral-
bereich nicht den Karotinoiden, sondern einer anderen Farbkomponente angehéren.
Diese diirfte ein Derivat des Protochlorophylis oder Chlorophylls sein. In Ather weist
der Farbstoff, der in schwacher Konzentration schmutzig griin, in starker lachsrot
ist und eine blutrote Fluoreszenz hat, die folgende Banderlage und -intensitat auf:

I II III v Endabs. Intensitat der Binder
645640 608583 574562 535—522 485 uu II SII 51V > I

Bei sehr starker Konzentration sind noch schwache Schatten bei 670—665 und
655—650 pu sichtbar. Dariiber kann nun kein Zweifel mehr bestehen, daB in den
Absorptionsspektren von Noack und Mitarbeitern und LUBIMENKO und GORTIKOWA
sich die 3. griine Komponente mehr oder weniger deutlich durch die eben angegebenen
Binder verriet. In dem Chromatogramm adsorbiert die 3. Komponente mit einem
graugriinen Saum und zeigt somit eine Ahnlichkeit in der Adsorption mit den Chloro-
phyllabbauprodukten, die bisweilen bei Analysen mit Laubbléttern auftreten.
Welche Beziehung zwischen diesem Pigment und den beiden Protochlorophyllen
besteht, 1iBt sich nur durch Analysen von Kirbissamenhéutchen wihrend der
Entwicklung aufdecken. Uber die Ergebnisse soll im Herbst berichtet werden.
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