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Unsere Untersuchungen fiber den Zusammenhang der Blattpigment- 
ausbildung in Abh~ngigkeit vom Lichtfeld (SEYBOLD und EGLE 1937; 
EGLE 1937) dehnten wir auch auf die in den Fruchtbliittern heranreifenden 
Samenanlagen aus. Dabei unterwarfen wir u. a. das aus dem Samen- 
h~utchen yon Kiirbisarten extrahierte Protochlorophyll der chromato- 
graphisehen Adsorptionsanalyse. l~ber diesen Befund sei hier kurz 
berichtet. 

NOACK und Mitarbeiter (1929, 1930, 1931) haben eine Reihe yon 
chemisehen und physiologischen Zusammenhgngen zwisehen 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 Riehtungen gemgB 
der Bildung yon Chlorophyll a und b, da niehts daffir sprieht, dab schon 
das Protochlorophyll in zwei entsprechenden Modifikationen ausgebildet 
wird" (NoAcK und KISSLING 1929, S. 42). ,,Weder spektroskopiseh noch 
auf anderem Wege konnte ein Anhaltspunkt daffir gewonnen werden, 
dab sich der Farbstoff (Protoehlorophyll, der Verfasser) nach Art des 
Chlorophylls aus zwei Komponenten, entsprechend Chlorophyll a und b, 
zusammensetzt" (NoAcK und KISSLINa 1929, S. 16). Die Einheitliehkeit 
des Protochlorophylls, dessert relative Extinktionskoeffizienten yon 
RUDOLPH (1934) mitgeteilt wurden, konnte als gesiehert gelten; nur 
LUBIMENKO und GORTIKOWA (1934) spraehen die Vermutung aus, dab 
zwei optisch verschiedene Formen yon Protochlorophyll vorhanden sind, 
da sie bei einer fraktionierten Extraktion der Kfirbissamenhs zwei 
Fraktionen erhielten, deren Absorptionsspektren nieht ganz identisch 
waren (s. Abb. 2, S. 716, untere Spektren L G  ~ und 8)- Die genannten 
Forscher sind wohl ihrer Saehe nicht ganz sieher gewesen, weshalb sie 
eine besondere Untersuchung dieserFrage ffir notwendig erachteten. Was 
LUBIMENKO und GORTIKOWA irrtfimlich ffir zwei spektroskopisch ver- 
schiedene Protochlorophyllkomponenten hielten, wird uns nachher be- 
seh~ftigen (s. S. 717). 

Die chromatographische Methode yon TSWETT, die wir in unserem 
Insti tut  ftir besondere Zweeke ausbauten (SPoHN 1935), ermSglieht eine 
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Trennung des aus ,,alten", ausgereiften Kiirbissamen gewonnenen ,,Roh- 
protochlorophylls" in 4 Komponenten. Eine Kfirbisart, die schalenlose 
Samen lieferte, diente als geeignetes Ausgangsmaterial. Mittels eines 
Messers liel~en sich die griinen, inneren Samenhs abschaben. Ihre 
Extraktion erfolgte in einem Gemisch Benzin-Methanol. Durch Zusatz 
von Wasser ist das gesamte Rohprotochlorophyll in Benzin iibergeffihrt 
worden. Die Adsorption der benzinischen LSsung, welche im Stickstoff- 
strom stark eingeengt wurde, erfolgte in RShren mit Puderzucker. 

Wie bei der Adsorption yon Rohchlorophyll aus Laubbls haftet  
am oberen Ende der Zuckers/~ule das ProtochlorophyB, w~hrend ein 
gelbes Pigment an Zucker nicht adsorbiert wird. Durch Nachwaschen 
mit Benzin l~tl~t 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 Zuckers/~ule mit Petrol- 
/ither, um die das Chromatogramm stSrenden Fette nach MSglichkeit 
zu beseitigen. Nachdem dieWaschung etwa 10mal erfo]gt war, begann die 
Entwicklung des Chromatogramms mit Benzol bezw. Benzol-Benzin- 
gemischen. Eine deutliche Zonierung des gefi~rbten Zuckers mit gelb- 
griiner (oben) und blaugriiner TSnung (weiter unterhalb), wie sie regel- 
m/i6ig 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- 
15sungen. Durch wiederholtes Waschen mit Benzin-Benzol li~l~t 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 RShre haben sich mittlerweile die beiden 
grfinen Komponenten des Rohprotochlorophyll's voneinander getrennt. 
Die gesonderte Eluierung (Methanol-Ather) der mit dem Spatel ab- 
getrennten Zuckers/~ule 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 H/~lfte der Zucker- 
s/~ule adsorbierte ]Komponente ist subjektiv geurteilt gelbgriin, die in 
der unteren blaugriin. 

Das Chromatogramm gibt uns einiges Recht, das gelbgriine Pigment 
als Protochlorophyll b, das blaugrfine als Protochlorophyll a zu be- 
zeichnen. Wenn die Auffassung yon NOACK und Mitarbeitern zu Recht 
besteht, dal~ das Protochlorophyll eine Vorstufe des Chlorophylls ist, 
so kSnnen wit die Kenntnisse dieses Zusammenhanges durch den Nach- 
weis yon zwei Modifikationen des Protochlorophylls erweitern. 

Die spektroskopische Prtifung der /ttherischen L6sungen yon Proto- 
chlorophyll a und b zeigt nun, dab der subjektiven Farbempfindung der 
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beiden Protochlorophyllmodifikationen charakteristische Absorptions- 
verh~ltnisse 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, kSnnen zu den Absorptionsspektren keine quantitativen 
Unterlagen gegeben werden. Die Lage, Breite und Intensit~t der B~nder 

ist aus der Abb. 1 und 
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Abb.  1. Absorp t ionsspek t ren  yon  Protochlorophyl l  a 
und  b versch iedener  Konzen t r a t i onen  in A_thylather. 
N K  S p e k t r u m  yon  Protochlorophyl l  nach  •OACK und  

KISSLING (1929). 

Tabelle 1 ersichtlich. Bei 
der Beurteilung der B/~nder- 
intensit~t ist die Endabsorp- 
tion unberiicksichtigt ge- 
blieben. 

Die beiden Protochloro- 
phyllkomponenten unter- 
scheiden sich somit in der 
Lage und Intensit/~t der 
B/~nder deutlich. Verglei- 
chen wir die Absorptions- 
spektren der Protochloro- 
phylle mit denen der 
Chlorophyllkomponenten a 
und b (z. B. WILLSTATTER 
und STOI~ 1913, 1918), so 
ist folgendes festzustellen: 
1. Genau so wie das Chloro- 
phyll b das II.  Band am 
sts ausbildet (ira 
Gegensatz zu Chlorophyll a, 
bei dem das I. Band das 
st~rkste ist!), so ist auch 
bei Protochlorophyll b das 
II.  Band am sts w~h- 
rend das I. Band wesentlich 

schw~eher ist. 2. Die Endabsorption setzt bei Chlorophyll b bei l~ngeren 
Wellen als bei Chlorophyll a ein. Genau so verhalten sich die beiden 
Protochlorophylle. Daher ist der subjektive Eindruck (s. o.) bei Proto- 
chlorophyll a blaustiehig, bei b gelbstichig. 

Die Fluoreszenz yon Protochlorophyll a ist deutlich st/~rker als die 
von b~ Das Fluoreszenzspektrum liegt fiir beide Protochlorophyll- 
komponenten bei 655---620/z/z, was mit den Angaben yon NOACK und 
KISSLING (1929) iibereinstimmt. 

In dem Absorptionsspektrum yon Chlorophyll b liegen bekanntlich 
die haupts/~chlichen B/~nder zwischen denen yon Chlorophyll a, so dab 
in einem Gemisch beider Komponenten unter Umst~nden die Zugeh6rig- 
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Tabe l le  1. 

Absorptionsbfi,nder (Wellenl&nge in  ~ )  

I I I I  I I I  IV V 

I 
a 635---625 ] 6 2 ~ 0 8  590---575 [ - -  545--530 
a 638--620~ 620--607 590--575 [ 545--530 

i l la  645--620,620--607 590~575,575~-555 545---530 
a 650--620 / 620---605 592--572 572--555 545--530 

~/, b - -  [632--625 585--575 - -  
6 4 5 - - 6 3 5 1 6 3 2 ~ - ~ 2 5  625--6211578--573 545--535 

/~ b 645~321632--625 620--6051587--570 545--525 

End-  
absorp-  

t i o n  

46O 
465 
471 
48O 
494 
5OO 
5OO 

Intensi t~t t  der  Bander  

I ) I I I ) I I ) V  >IV 

I I ) I V ) I  ) I I I ) V  

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

Vergleiehen wir nunmehr das von NoAcK und KZSSLING (!929) an- 
gegebene Absorptionsspektrum einer ~therischen Protochlorophyll- 
16sung, das wir in unsere Abb. 1 mit  eingezeichnet haben (Abb. 1, N K ) ,  
mit  den Spektren yon Protochlorophyll a und b, so ist in der Lage, 
Breite und Intensit~t der Bander im grogen und ganzen eine l~berein- 
stimmung. Die geringen Abweichungen in der Lage der Bander diirften 
zum gr6gten Teil auf Konzentrationsunterschiede und die Mischung 
beider Komponenten zuriickzufiihren sein. Nur  in einem Band besteht 
zwischen den Angaben von NOACK und KISSLING und unseren Messungen 
keine l~bereinstimmung: In  ~therischer L6sung konnten NOACK und 
KlSSLI~G ein schwaches Band yon 607--596/~/~ feststellen, das in Chloro- 
form-Pyridin allerdings nur als Schatten angedeutet ist. LVBIME~KO und 
GORTIKOWA (1934) beobachteten das Band bei 610--580/~# (s. Abb. 2, 
LG, :c und fl). Nur in den Spektren der gelben Pigmente unserer Analysen 
t r i t t  ein Band im Bereich 615---580/~# in Erscheinung. Das Band 607 
bis 596/~# bzw. 610--580 ## geh6rt demnach nicht zu den Protochloro. 
phyllen, mindestens nicht zu den dutch die chromatographische Analyse 
isolierten griinen Farbstoffen. 

Ehe wir die yon LUBIMENKO und GORTIKOWA angegebenen Absorp- 
tionsspektren yon Protochlorophyll a und b (dort Protochlorophyllin 
und fl genannt) mit  unseren Befunden vergleichend betrachten, seien 
die Spektren der gelben Pigmente unserer Analyse km~ dargestellt. 

Oben erws wir, dag ein gelbes Pigment an dem Rohrzucker 
nicht adsorbierte, sich also so verhielt wie Karot in  bei der Analyse yon 
Rohchlorophyll aus Bl~ttern. In  schwacher Konzentration war das 
Pigment in Benzol hellgelb, in sehr starker Konzentrat ion rot. Die 
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Absorption~spektren von versehiedenen Konzentrationen dieses Karotins, 
das wir ,,Protokarotin" nennen wollen, sind in Abb. 2 dargestellt, des- 
gleiehen die des anderen gelben Pigments, das an Zucker gut adsorbierte. 
Wir wollen zun~chst yon ,,Protoxanthophyll" sprechen. In schwacher 
benzolischer LSsung ist es ebenfalls gelb, in starker hingegen orangerot. 

~c 

6 ~  ~ ~ 0  6gO 580 56g 5qg 520 500 q#g ~80 qqg q20/J~ 

A b b .  2. 2~bsorp t ionsspek t ren  der  g e l b e n  P i g m e n t e  ve r sch i edene r  K o n z e n t r a t i o n e n  in  
Benzol .  Die Bti~ader I u n d  I I  des  K a r o t i n s  (c) u n d  die B a n d e r  I ,  I I  u n d  I I I  ( IV?)  des 
Xan thoph~ , l l s  (x) r i i h ren  y o n  P r o t o c h l o r o p h y l l -  oder  C h l o r o p h y U d e r i v a t e n  her .  Die Slaektren 
der  be iden  y o n  LUBIMENKO u n 4  GORTI~OWA isol ier ten  P r o t o c h l o r o p h y l l k o m p o n e n t e n  

(in ~ t h e r )  s ind  m i t e i n g e z e i c h n e t  (LG a u n d  6)- 

Die Absorptionsspektren der beiden gelben Farbstoffe sind im lang- 
welligen und mittleren Spektralbereich wenig voneinander verschieden, 
nut hat das Protoxanthophyll selbst in schwacher Konzentration vie] 
kr~ftigere Bander als Protokarotin in starker Konzentration. Au~erdem 
besitzt das Protoxanthophyll ein, wenn auch schwaches Band bei 650 bis 
645/~/~. Im Wellenbereich 500---400 #/~ sind zwischen den beiden gelben 
Pigmenten deutliehe Unterschiede vorhanden, wie sie auch bei Karotin 
und Xanthophyll aus Bl~ttern stets deutlich auftreten. Da die Karoti- 
noide im Rot und Orange keine Absorptionsbiinder haben, so ]iegt der 
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Gedanke nahe, die B/inder unseres , ,Protokarotins" und ,,Protoxantho- 
phylls" als Beimengungen yon Protochlorophyll  oder eines seiner Abbau- 
produkte anzusehen. Durch eine weitere ehromatographische Adsorptions- 
analyse vermoehte 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 daft zun/ichst fiir die Uneinheitlichkeit 
unseres Protokarotins bzw. Protoxanthophylls keine Anhaltspunkte ge- 
geben sind. LUBIMENKO und GORTIKOWA er6rterten bereits die Frage 
der ,,Xanthophylloide", die Vorstufen von Karot in  bzw. Xanthophyll  
sein sollen. Vielleicht liegen hier die hypothetisch angenommenen Stoffe 
vor. Diese Frage bedarf einer weiteren Untersuchung, vor allem auch 
yon seiten des Chemikers. 

T a b e l l e  2.  

I A b s o r p t i o n s b t i n d e r  (V~Tellenlttnge i n  ~ )  I E n d -  
ab so rp -  

I I I  I I I  I V  V t i o n  I 
! 

P r o t o  11/10 ] - -  [ - -  5 0 5 - - 4 9 0 1 4 7 0 - 4 6 0  4 5 0  
�9 " I 1 / 2 1  - -  5 7 5 - - 5 7 0  - -  - -  5 1 0  

k a r o t m  1 6 0 7 - - 5 9 0  5 7 5 - - 5 6 7  - -  - -  5 2 0  

. [ 1/s I - -  1 6 0 8 - - 5 9 0  5 7 6 - - 5 7 2 1  - -  5 0 0 - - 4 8 6  4 5 0  
J ~ r o ~ o  - 1 

. . . .  I /.I - 1608-590 578-5721538-53  505-486  465 

. . . . . . .  ~ ~  1 n h v l l  | /21 - -  1 6 1 2 - - 5 9 0  5 8 0 - - 5 7 2 1 5 4 0 - 4 3 0  5 0 5  
r - J - -  / 1 1 6 5 0 - - 6 4 5 1 6 1 5 - - 5 9 0  5 8 3 - - 5 6 8 t  543  527  5 1 0  

I n t e n s i t t i t  d e r  B t tnde r  

I V = I I I  ) I I ( I  

I I I = V ) I I } I V  ) I  

Die Absor)tionsb~nder, die wir bei Protokarotin und Protoxantho- 
phyll fanden, haben LUBIME~KO und GORTIKOWA fiir die Absorptions- 
spektren der Protochlorophylle angegeben, wovon die Abb. 2 (LG 
und fl) iiberzeugen kann. Dabei ist zu beachten, daft in Benzol die Bgnder 
um etwa 5--10 ## in den langwelligen Spektralbereieh gegeniiber gthe- 
rischen L6sungen verschoben sind. Vermutlich ging bei dem Ent- 
misehungsverfahren bei den Versuchen von LUBIMENKO und GO~TIKOWA 
eine relativ verschiedene Menge an gelben Pigmenten in die beiden Frak- 
tionen. Was diese selbst darstellen, 1/~ftt sich an Hand  der Absorptions- 
spektren schwer sagen. Ich vermute,  daft das vermeintliche Protochloro- 
phyll b (Protochlorophyllin fl) vornehmlieh nur aus gelben Pigmenten 
bestand (das charakteristische Protochlorophyllband um 630## fehlt; 
das Band 650---640 tt# tr i t t  ebenfalls bei unserem Protoxanthophyll  auf), 
das Protochlorophyll a in Wirklichkeit jedoch ein Gemisch beider Proto- 
chlorophylle unter Beimengung yon gelben Pigmenten war (vgl. die 
Bgnderlage und die Reihenfolge der Bandintensit~t yon LUBIMENKO 
und GORTIKOWA mit  unseren Befunden). Demnach konnten LVBIMENKO 
und GORTIKOWA den Unterschied zwischen den beiden Komponenten 
des Protochlorophylls nicht so deutlich sehen, wie er in Wirklichkeit ist. 
LUBIME~KO und GORTIKOWA isolierten durch die Fraktion demnach 
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n ieht  die beiden K o m p o n e n t e n  des Protoehlorophylls,  sondern t r enn t en  
nu r  die gelben von den gr i inen Pigmenten .  

W e n n  dutch  die chromatographische Adsorptionsanal:~se sieh das 
Protochlorophyll  analog dem Chlorophyll in  zwei K o m p o n e n t e n  zerlegen 
liel~ u n d  ihre charakteris t ischen Absorpt ionsspektren  aufgezeigt werden 
konnten ,  so ist dami t  erst der Anfang  fiir weitere Un te r suchungen  ge- 
macht .  F i i r  die Vorstel lungen der Chlorophyllbi ldung ergibt dieser 
Befund grunds/~tzlieh neue Gesichtspunkte :  Die Vorstufen der beiden 
Chlorophyl lkomponenten  sind n ich t  ident isch;  worin sie sich chemisch 
u n d  physiologisch unterscheiden,  mfissen weitere Un te r suehungen  auf- 
kl/~ren. Die Frage, ob in  den gelben P igmen ten  unserer  ehromatographi-  
schen Analyse  Vorstufen, Abbauproduk te  oder P igmentmisehungen  vor- 
liegen, vermochte  ich n ich t  entscheidend zu bean twor ten ;  der Chemiker 
wird sich auch dieses Problems a n n e h m e n  miissen. 

Anmerkung bei der Korrektur. Inzwisehen ist es mir doch noch gelungen, die 
gelben Pigmente chromatographisch welter zu zerlegen, wobei sich die oben aus- 
gesprochene Vermutung besti~tigte, dab die Bander im roten und grfinen Spektral- 
bereieh nicht den Karotinoiden, sondern einer anderen Farbkomponente angeh6ren. 
Diese dfirfte ein Derivat des Protochlorophylls oder Chlorophylls sein. In ~.ther weist 
der Farbstoff, der in schwacher Konzentration schmutzig grfin, in starker lachsrot 
ist und eine blutrote Fluoreszenz hat, die folgende B~nderlage und -intensiti~t auf: 

I I I  I I I  IV Endabs. Intensit/it der B~nder 
645---640 608---583 574--562 535--522 485 p/~ I I I  > II  > IV > I 

Bei sehr starker Konzentration sind noch schwache Schatten bei 670---665 und 
655---650 p/x sichtbar. Darfiber kann nun kein Zweifel mehr bestehen, dab in den 
Absorptionsspektren yon NOACK und Mitarbeitern und LUBIM~.NKO und GORTIKOWA 
sich die 3. grfine Komponente mehr oder weniger deutlich dureh die eben angegebenen 
B~nder verriet. In dem Chromatogramm adsorbiert die 3. Komponente mit einem 
graugrfinen Saum nnd zeigt somit eine ~anlichkeit in der Adsorption mit den Chloro- 
phyllabbauprodukten, die bisweflen bei Analysen mit Laubbl~ttern auftreten. 
Welehe Beziehung zwischen diesem Pigment und den beiden Protochlorophyllen 
besteht, l~Bt sich nur durch Analysen yon Kfirbissamenh~tutchen w~hrend der 
Entwieklung aufdecken. ~ber die Ergebnisse soil im Herbst berichtet werden. 
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