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73. Die kristallisierten natiirlichen Chlorophylle a und b 
9. Mitteilung iiber Chlorophyll') 

von A. Stoll und E. Wiedemann 
Herrn Prof. Dr. P. KARRER zum 70. Geburtstag gewidmet 

(7. 11. 59) 

Einleitung. Seit 1953 ist iiber die Kristallisation von Chlorophyll a wiederholt 
berichtet worden ")")4))"). Mit diesen Arbeiten wird versucht, fur Chlorophyll a den 
Nachweis des mikrokristallinen Zustandes mit Hilfe von DEBYE-SCHERRER-Dia- 
grammen und elektronenmikroskopischen Aufnahmen zu erbringen ")"). Abgesehen 
davon, dass fur elektronenmikroskopische Praparate einer Substanz von der Emp- 
findlichkeit des Chlorophylls ein Genuinitatsbeweis kaum geliefert werden kann, 
diirften in den photographierten ((rolled sheets D Bruchstiicke von amorphen Filmen, 
nicht aber Chlorophyll-a-Kristalle vorgelegen haben. 

Um das Vorliegen kristallisierten Chlorophylls zu beweisen, ist unseres Erachtens 
nicht nur eine entsprechende photographische Dokumentation, sondern auch der 
Nachweis erforderlich, dass diese Kristalle aus reinem Chlorophyll bestehen, also 
das entsprechende Absorptionsspektrum ergeben, eine positive Phasenprobe zeigen, 
Wachsnatur besitzen und die Phytolestergruppe enthalten. 

Unsere Versuche, iiber die wir anlasslich der Jahresversammlung der Gesellschaft 
deutscher Chemiker am 14. September 1955 in Miinchen vorlaufig berichtet habens), 
konnten zeigen, dass reinste Praparate sowohl von Chlorophyll a als auch von 
Chlorophyll b nicht nur mikrokristallin, sondern auch in schonen makroskopischcn 
Kristallen erhalten werden konnen, die alle erforderlichen Reinheitskriterien er- 
fiillen. Die Frage der Kristallisierbarkeit der Chlorophylle a und b diirfte damit ab- 
schliessend positiv beantwortet sein. Im Zusammenhang damit auf die Frage der 
Kristallisierbarkeit der Chlorophyllide und Phaophorbide einzugehen4), diirfte sich 
schon deshalb eriibrigen, weil diese hoheren Chlorophyllderivate seit mehr als 45 Jah- 
ren als prachtig kristallisierte Verbindungen bekannt sind '). Wir beschranken uns 
daher im folgenden auf die Beschreibung unserer Arbeitsweise zur Gewinnung reinster 
Praparate von Chlorophyll a und b, der Kristallisation dieser Praparate, sowie der 
Reinheitskriterien, denen diese Kristallisationen vollauf genugen, und belegen unsere 
wichtigsten Befunde mit den bereits anlasslich unseres Vortrages 'j) im Lichtbild 
gezeigten photographischen Dokumen ten. 

l) 8. Mitteilung: Helv. 17, 837 (1934). 
2, EARL E. JACOBS, 4 .  E. VATTER & -4. S. HOLT. Journ. chem. Physics 21, 2246 (1953); 

3, EARL E. JACOBS,  A. E. VATTER & A .  S. HOLT. Arch. Biochemistry Biophysics 53, 228 

4, EARL E. JACOBS,  A. S. HOLT, R. KROMHOUT & E. RABINOWITCH, -4rcb. Biochemistry Bio- 

6, L. P. ZILL, G. COLMANO & H. J .  TRURNIT. Science 128, 478 (1958). 

') R. WILLST~TTER & A.  STOLL, Untersuchungen iiber Chlorophyll, Springer, Berlin 1913. 

EARL E. JACOBS & .4. S. HOLT, ibid. 22, 142 (1954). 

(1954). 

physics 72, 495 (1957). 

') A. STOLL & E. \VIEDEMANN, Angew. Chem. 67, 716 (1955). 
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Die Chloro$hylle a und b und ihre wichtigsten Eigenschaften. Das naturliche Chloro- 
phyll besteht bekanntlich aus den beiden Komponenten a und b, die in den griinen 
Blattern etwa im Verhaltnis 3: 1 vorhanden sind. Es kommt dort nicht frei, sondern 
an Protein gebunden in dem Chromoproteid Chloroplastin8) vor. Die Bindungen dwes 
Symplexes werdcn durch manche Losungsmittel, Elektrolyte, und beim Trocknen 
der Blatter gclockert, wodurch die Blattfarbstoffe leicht extrahierbar werdcn. 

Chcmisch unterscheiden sich die beiden Chlorophyll-Komponenten a und b nur 
durch den Ersatz der 3-Methylgruppe des Chlorophylls a durch eine 3-Aldehyd- 
gruppe im Chlorophyll b. Da diese Carbonylgruppe in Konjugation zu den Doppcl- 
bindungen des Phorbinringes steht, hat sie Einfluss auf das Absorptionsspektrum 
des Chlorophylls b, das deshalb von dem des Chlorophylls a deutlich verschieden ist. 
Auch ist das Chlorophyll b etwas schwacher basisch als das Chlorophyll a, was jedoch 
crst bei einem 'L'crglcich der Magnesium-freicn Derivate zu erkennen moglich ist. 

PhytyL 

Fig. 1. Struktiirformeln der ChloroPhylle a arnd h 
Chlorophyll a bzw. Chlorophyll b 
CS5H72OSN4W CsSH,OO,Nlm 

Die 7-Stcllung ist bei beiden Chlorophyll-Komponenten durch die Phytolester- 
gruppe substituicrt, die ihnen ihre Wachsnatur verleiht und die man bisher dafur 
verantwortlich hielt, dass die Kristallisation auch reinster Chlorophyllpraparate nicht 
gelang, obschon seit mehr als 40 Jahren immer wieder entsprechende Versuche 
unternommen wurden. 

Die Damtellzing reinster Chloro$hyllPra~arate. Anlasslich der wiederholten Dar- 
stellung der chromatographisch reinen Chlorophylle konnte man beobachten, dass 
die Losungsfarbe des Chlorophylls a von Versuch zu Versuch von blaugriin bis 
griinlichblau variiertc, ohne dass andere Reinheitskriterien Unterschiede erkennen 
liessen. Wir vermuteten in den Praparaten grunlicherer Losungsfarbe noch Spuren 
sehr schwer entfernbarer Begleitstoffe oder von Zersctzungsprodukten und stutzten 
uns dabei auf die bekannte grosse Empfindlichkeit des Chlorophylls gegenuber ausseren 
Einfliisscn. Uni diese so weit wie irgend moglich auszuschalten, erschien es uns, von 
der Verwendung bcsten Ausgangsmaterials und reinster Reagcnzien (Losungs- und 
Adsorptionsmit tcl) abgesehen, als besonders wichtig, alle Arbeitsstufen bis zur Isolie- 
rung der reinsten Komponenten ohne jede Unterbrechung, also so schnell wie irgend 
moglich, zu durchlaufcn. Auch dabei stutzten wir uns auf Erfahrungen von WILL- 
STWTTER, sowie auf cigene Beobachtungen bei der Darstellung reinster Phaophorbide 9) ,  

*) A. STOLL, E. WIEDEMANN & A. ROEGGER, Verh. Schwwiz. Naturf. Ges. 1941, 125. 
O) A. STOLL & E. WIRDEMANN, Xaturwiss. 20, 628 (1932). 
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Ausgehend von fruheren Untersuchungen zur Trennung und Reindarstellung der 
beiden Chlorophyllkomponenten, die mit den Namen TSWETT lo), WILLSTATTER 11), 

WINTERSTEIN 12) und anderen verkniipft sind, gelangten wir schliesslich zu der 
folgenden neuen Arbeitsweise : 

Das Mehl sorgfaltig gctrockneter Rrennesselhlatter wird mit nur 8O-proz. Aceton kurz extra- 
hiert. Der Extrakt wird sofort in Talk eingeriihrt und das Chlorophyll durch Verdunnen rnit 
Wasser ausgefallt. Das auf dem Talk niedcrgeschlagene Pigment wird nach dem Auswaschen des 
Acetons mit Wasser direkt rnit eincr Mischung von Benzol und Petrolather 1 : 1 herausgelost, 
worauf man diese Losung sofort auf inzwischen mit Benzol-Petrolather eingeschlammten Pudcr- 
zuckersaulen chromatographiert. Fiihrt man diese cinfachen Operationen rnit reinsten Rcagen- 
zien, ohnc Unterbrechung und untcr Ausschluss direkten Tageslichtes durch, so erhalt man die 
Chlorophylle a und b durch Extraktion der entsprechenden Saulenabschnitte rnit Ather in stets 
gleichcr Beschaffenheit und in einem bisher nicht erreichten Reinheitsgrad. Beispielsweisc zeigt 
die auf diese Weisc erhaltene atherische Losung von Chlorophyll a eine rein tintenblaue Farbe, 
wie sie bei friiheren chromatographisch reinen Praparaten nie beobachtet werden konnte (s. Tafel, 
Fig. 2). 

Die Chromatographie der Chlorophylle mittels Puderzucker ist neuerdings durch 
jene mit Eisenoxyd (-Gel bzw. Hamatit (ceFe,O,)) erganzt worden13). Es ist jedoch 
noch nicht bekannt, ob damit die Chlorophyllkomponenten in ebenso reiner Form 
erhalten werden konnen. 

Mit den nach unserer neuen Vorschrift erhaltenen Chlorophyllpraparaten haben 
wir Kristallisationsversuche angestellt, urn ihre Reinheit gegebenenfalls noch weiter 
zu steigern. Hierbei war zu bedenken, dass die Chlorophylle a und b als Phytolester 
Wachsnatur besitzen. Bei Kristallisationsversuchen war daher jede Erwannung zu 
vermeiden und die Abscheidung fester Substanz nur durch hde rung  des Mischungs- 
verhaltnisses der Losungsmittel bei hochstens Raumtemperatur vorzunehmen. Auf 
dicse Weise gelang es relativ bald, das Chlorophyll a aus 90-proz. Aceton und das 
Chlorophyll b sowohl aus Chloroform-Methanol wie auch aus 90-proz. Athanol in gut 
ausgebildeten Kristallen abzuscheiden (s. Tafel, Fig. 3.). 

Beschreibung der kvistallisievten Chlovopkylle a und b. Das Chlorophyll a kristallisiert aus 
diinnen Schichten 90-proz. Acetons bei verzogerter Vcrdunstung desselbcn bei Zimmertemperatur 
(Objekttrager rnit Hohlschliff, Dcckglas, oder ahnliche Anordnungen) ; es erscheint in diinncn, 
rein griinen, meist gut ausgebildeten, 6seitigen Blattchen, die vielfach auf dcr Kante stehcn, 
mitunter aber durch einen kleinen Stoss zum Umfallcn gebracht werden konncn. Man kann die 
Kristalle durch Schiitteln in dcr Mutterlauge bewegen, ohne sie zu beschadigen. Schon durch 
gelinden Druck verschmieren sie aber zufolge ihrer Wachsnatur. 

Das Chlorophyll b erschcint aus diinnen Schichten Chloroform-Methanol oder 90-proz. 
Athanol bei verzogerter Verdunstung und Zimmertcmperatur in gelbstichig griinen, prismatisch 
begrenzten, fast immer zu Drusen angeordneten Nadeln oder Spiesscn ; lockere Buschel werden am 
ehesten aus 90-proz. Athanol erhalten. Auch die Kristalle von Chlorophyll b lasscn sich in der 
Mutterlauge unversehrt bewegen, verschmieren aber ebenfalls unter gelindem Druck, was ihre 
Wachsnatur bestatigt. 

Bei beiden Chlorophyllen ist die Ausbeute an Kristallen gut. Es bleiben nur hell gefarbte 
Mutterlaugcn zuruck, so dass wir annehmen diirfen, reine Praparate in Handen zu haben. Dies 
wird vor allem durch den Spcktralbefund bestatigt, bei welchem die bisher hochsten molaren 
Extinktionen gemcssen werden konnten. 

10) M. TSWETT, Warschauer Naturf. Ges.. XIV. Jahrg., Biol. Abt., Nr. 6 (1903). 
11) R. WILLSTATTER & A. STOLL, Liebigs Ann. Chem. 387, 317 (1911). 
I*) A. WINTERSTEIN & G. STEIN, 2. physiol. Chem. 220, 263 (1933). 
13) 0. GLEMSER & G. RIECK, Natunviss. 45, 569 (1958). 
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Fig. 4. -4 hsor tionss ektren, sichtharer BereirR 

Krist. Chlorophyll a in Dioxan 
._____-- Krist. Chlorophyll b in Dioxan 

~ ~ r r m m o I m o r r o ~ n m l s m s m u m m o m a m o a o a n x l s o 0 7 m s m , - '  

CKOROPHYLL b 
Fig. 5. ./I bsorptiolzsspektrcn, Ultraviolaft und Infrarot 
UV. : in Dioxan; IR. : 1 mg Substanz in 300 mg KBr 
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In  der Fig. 4 sind die Absorptionsspektren im sichtbaren Bercich der Chlorophylle a und b 
ubereinander gelagert. Es kommt darin sehr schon zum Ausdruck, wic die Absorptionsmaxima 
von Chlorophyll b in die Lucken der Absorptionsmaxima von Chlorophyll a fallen, was sich fur 
den photosynthetischen Prozess in einer vollstandigeren Ausniitzung des Himmelslichts auswirkt. 

In  der Fig. 5 sind die Spektren im Ultraviolett und im Infrarot der reinsten Chlorophylle a 
und b, u. W. zurn ersten Male, veroffentlicht. 

Bcide Kristallisationen geben im ubrigen alle Reaktionen der unverschrten Chlorophylle a 
und b, wie zum Bcispiel die Phasenprobe (reingelb bei a, tiefrot bei b) ; ihre athcrischen Losungen 
farben 20-proz. Salzsaure auch nicht in Spuren an, was die Unversehrthcit dcr Phytolestergruppe 
beweist . 

Leider sind unsere Versuche, die kristallisierten Chlorophylle a und b in grosseren 
Ansatzen zu gewinnen, bisher erheblichen Schwierigkeiten begegnet, was wohl auf 
den engen Spielraum der Bedingungen und die Wachsnatur der Praparate zuruck- 
zufuhren ist. Da jedoch die Kristallisation im MikromaBstab ganz regelmassig und 
ohne besondere Vorsichtsmassnahmen gelingt, sollten ihrer ubertragung in grossere 
MaBstabe keine unubenvindlichen Schwierigkeiten im Wege stehen. 

SUMMARY 

By careful and speedy work it has been possible to isolate the chlorophyll components 
a and b in such a pure and intact state that, under suitable conditions, they precip- 
itate in well-formed crystals. The crystalline substances so obtained meet all criteria 
for pure chlorophylls a and b. The goal of crystallising natural chlorophylls a and b 
has thus been reached after several decades of endeavour. 

Whereas the spectra of pure chlorophylls a and b in the visible have been pre- 
viously published, this is, to the best of our knowledge, the first time that their 
infra-red spectra are reported. 

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium a SANDOZ )), Base1 

74. Die Glykoside der Zwiebeln von Ornithogalum umbellatum L. 
sowie Priifung der Zwiebeln von Ornithogalum prasinum (LINDL.) 

Glykoside und Aglykone, 198. Mitteilung2) 

von H. Mrozik, R. A. Waud, 0. Schindler und T. Reichstein 
(17. 11. 59) 

Omithogalum umbellatum L. 
Uber toxische Wirkungen verschiedener Ornithogalum-Arten (Liliaceae) ist wie- 

derholt berichtet worden 3). Einige wurden einer genauen pharmakologischen Priifung 
untenvorfen4) ; dabei zeigten nur Extrakte aus den Zwiebeln von Ornithogaluwz 

l) Auszug aus Diss. H. MROZIK, Rase1 1958. 
2, 197. Mitteilung: J. M. NASCIMENTO, H. JAGER, CH. TAMM & T. REICHSTEIN, Helv. 42, 

3, Friihere Lit. siehe bei W A U D ~ ) .  
4, R. A. WAUD, J. Pharmacol. exp. Therap. 111, 147 (1954). 

661 (1959). 




