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A study of the KINNEAR-PERREN reaction, using straight chain alkyl halides, 
revealed that the organophosphorus compounds formed consisted of all the possible 
position isomers. 

Phenylphosphine and elemental selenium give in one step (C,H,PSe). . 
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129. Beitrage zur Chemie der pflanzlichen Plastiden 

Uber die Fettsauren in grunen und gelben Blattern 
von Acer plutunoides (L.) 

von W. Eichenberger und E. C. Grob 
(13. V. 65) 

4. Mitteilung [l] 

Wahrend der Herbstfarbung steigt der Gehalt an fettloslichen Stoffen in den 
Laubblattern betrachtlich an. Kiirzlich konnten wir aus gelben Blattern des Spitz- 
ahorns ( h e r  platanodes (L.)) als charakteristischen Bestandteil einen gelben Farb- 
stoff isolieren, dem wir die Konstitution des Lutein-3-linolenates zuschrieben Ll]. 
Wahrend die Herkunft des Luteinanteiles hinreichend geklart werden konnte. war 
der Ursprung der Linolensaure noch ungewiss. Da die grunen Blatter im allgemeinen 
einen sehr hohen Linolensauregehalt aufweisen, durfte einerseits vermutet werden, 
die Linolensaure entstamme den griinen Blattern. Da aber anderseits wahrend der 
Vergilbung eine starke Zunahme der Gesamtlipide beobachtet werden kann, ist eine 
Neubildung der Linolensaure in Herbstblattern nicht. von der Hand zu weisen. 
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Da Angaben uber Gesamtfettsaurezusammensetzung und -gehalt von Herbst- 
blattern nicht vorzuliegen scheinen, haben wir im September und Oktober 1963 in 
den Blattern des bereits friiher beschriebenen Versuchsbaumes periodisch Gesamt- 
fettsaure-Bestimmungen durchgefiihrt. Der gewahlte Zeitpunkt lag insofern giinstig, 
als er erlaubte, gleichzeitig grune und vergilbte Blatter zu untersuchen. 

1. Griine Blatter: Frische Blatter wurden getrocknet, fein zerkleinert und mit 
HC1-haltigem Methanol behandelt, um die Fettsauren direkt in die Methylester uber- 
zufuhren. Durch Chromatographieren, nachfolgendes Verseifen und erneutes Ver- 
estern ist das Fettsauregemisch von Begleitstoffen befreit worden. 

Der gravimetrisch bestimmte Fettsauregehalt als Methylester der Blatter von 
Spitzahorn ist in Tab. 1 zusammengestellt. 

Tabelle 1. Gesamfjettsaure-Gehult (als Methylester bestimnzt) der Rluttev won Acer platanoides in 
uerschiedenen Vergilbuiagsstadien 

Stadium mg aus 5 g trockencm Rlattmatcrial vom 
26. 9. 1. 10. 5. 10. 14. 10, 

griin 
schwach gelb 
stark gelb 

250 228 250 252 
- 196 
- 194 

- - 

Mit zunehmender Vergilbung stellen wir einen starken Abfall des Fettsaurege- 
haltes fest. 

Das Fettsauremethylestergemisch wurde gas-chromatographisch aufgetrennt, 
wobei die einzelnen Komponenten mittels der Retentionszeiten identifiziert wurden. 
Zur Bestimmung der Kettenlange der ungesattigten Fettsauren wurden die ent- 
sprechenden Methylester hydriert. Die daraus entstandenen gesattigten Fettsauren 
wurden wiederum aufgrund ihrer Retentionszeiten identifiziert. Zur Bestimmung der 
Doppelbindungszahl dienten die entsprechenden Acetomercurimethoxy-Verbindun- 
gen, die auf der Dunnschichtplatte chromatographiert wurden. Aus der Laufge- 
schwindigkeit dieser Verbindungen kann auf die Anzahl Doppelbindungen geschlossen 
werden. Die rasche Bildung der Quecksilberacetat-Addukte deutet uberdies auf das 
uberwiegende Vorhandensein von &Bindungen. Die Verteilung der verschiedenen 
Fettsauren nach C-Zahl und Anzahl Doppelbindungen in den grunen Blattern ist aus 
Tab. 2 ersichtlich. 

Die in Tab. 2 aufgefuhrten Werte wurden durch Flachenmessung der Gas-Chro- 
matogramme der Ester gewonnen. Den Hauptanteil (70%) bildet die Linolensaure, 

Tabelle 2. Zusammensetzung der Gesumtfettsauren griiner A hornblatter verschiedenen Alters 

Datum der Anteil in yo 
Blattentnahmc der Gesamtfcttsaurcn nach C-Zahl und Anzahl der Doppelbindungen 

12 ,  0 14; 0 16: 0 16; 1 18 ,  0 18 ,  1 18; 2 18, 3 

26 9 1 1 21 3 1 3 6 64 
1 10 1 1 22 2 1 1 8 65 
i 10 1 3 19 2 1 1 7 65 
P 10 1 2 17 1 1 2 5 73 

14 10 1 3 19 2 1 1 5 67 
22 10 1 2 20 1 1 1 5 68 



1196 HELVETICA CHIMICA ACTA 

gefolgt von Palmitinsaure mit 20%, Linolsaure mit ca. 6%. In  nur sehr geringen 
Mengen liegen Stearin-, 01-, C,,-Monoen-, Myristin- und Laurinsaure vor. Uber die 
ganze Zeitspanne der Entnahme von Blattern ist die Fettsaurezusammensetzung 
konstant geblieben. 

Zur Feststellung der Fettsaureverteilung innerhalb der Blattzellen haben wir Be- 
stimmungen in isolierten Chloroplasten vorgenommen. Die Isolierung der Chloro- 
plasten erfolgte nach dem Gradientenverfahren in nichtwasserigem Milieu. Bei diesem 
Verfahren werden jedoch die Lipide z. T. aus den Zellbestandteilen herausgelost. 
Deshalb haben wir auch die in die Losungsmittel ubergegangenen Fettsauren be- 
stimmt. 

Tabclle 3. Die relative Fettsaurezzlsammensetzu?zg in intakteiz Rlattern und in  Chloroplasten und die 
Zusammensetzzrng der bei der Plastenisolierwzg ausgewaschenen Fettsauren 

Substrat Prozcntualer Anteil des jewciligen Gesamtgehaltes 
C-Zahl ; Anzahl der Doppelbindungen 
12; 0 14; 0 16; 0 16; 1 18; 0 18; 1 18; 2 18; 3 

Ganze Blatter 1 2 17 1 1 5 5 73 

Ausgewaschener 
Anteil 2 8 14 1 1 1 7 67 

Chloroplasten 1 1 14 2 1 1 3 80 

Wie aus den Resultaten (s. Tab. 3) ersichtlichist, herrscht auch in den Chloroplasten 
die Linolensaure vor. Zu entsprechenden Ergebnissen gelangten auch DEBUCH [ Z ]  und 
RADUNZ [3] bei Antirrkilzum majus, sowie CROMBIE [4]  bei Acer negundo. In auffallen- 
der Weise werden durch das bei der Plastenaufarbeitung verwendete Losungsmittel 
die niedrigen, ungesattigten Fettsauren bevorzugt herausgelost. Es scheint somit, dass 
diese Fettsauren in den Chloroplasten weniger fest verankert sind als die ubrigen. 

2. Vergilbte Bliitter: Untersucht wurden Blatter verschiedenen Vergilbungsgrades. 
Alle zur Fettsaurebestimmung verwendeten Blatter wurden gleichzeitig gepfluckt ; 
je nach ihrem Aussehen wurden sie in die Gruppen: grun, schwach vergilbt, vorwie- 
gend vergilbt und vollstandig vergilbt aussortiert. Die Ergebnisse der Tab. 4 zeigen, 
dass die Linolensaure auch in vollstandig vergilbten Blattern Hauptkomponente 
bleibt, dass aber ihr relativer Anteil mit zunehmender Vergilbung abnimmt. Be- 
merkenswert ist ausserdem der beachtliche, relative Anstieg der gesattigten CI2-Cl6- 
Fettsauren. 

Nach den absoluten Fettsaurewerten, die in Blattern verschiedener Vergilbungs- 
stadien gefunden wurden (s. Tab. 5), nehmen die gesattigten C12- und C,,-Fettsauren 

Tabelle 4. Die relative Fettsaurezzlsanzmensetz~~ng griiner uizd vergilbter Bliitter uon Xccr platanoides 

Stadium Prozentualer Anteil des jeweiligen Gesamtgehaltes 
C-Zahl; Anzahl der Doppclbindungen 
12;  0 14; 0 16; 0 16; 1 18; 0 18; 1 18 ;  2 18; 3 

~~ ~~ ~~ ~ 

p u n  1 2 12  1 1 1 5 80 
whwach vergilbt 1 2 17 1 1 1 7 72 

vollskindig vergilbt 2 7 19 1 1 4 04 
v o m  legend vergilbt 1 3 18 1 1 1 8 67 

- 
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im letzten Vergilbungsstadium etwas zu, wahrend die Palmitin(l6; 0)- und die Linol- 
saure(l8 ; 2) im gleichen Zeitraum merkbar abnehmen. Der Linolensauregehalt sinkt 
wahrend des ganzen Vergilbungsprozesses gleichmassig ab. Die vollstandig vergilbten 
Blatter enthalten nurmehr noch rund 38% der ursprunglichen Menge. 

Tabelle 5. Der absolute Fettsauregehalt griiner und uergilbter Blatter uon Acer platanoides 

Stadium mg Fettsaure je  5 g trockener Blatter 
C-Zahl ; Anzahl Doppelbindungen 
12; 0 und 14; 0 16; 0 18; 2 18; 3 

griin 4,O 18 7,5 120 
schwach vergilbt 3,5 19 8,0 80 
vorwicgend vergilbt 4,O 19 8.0 70 
vollstandig vergilbt 6,O 13 3,0 45 

Diskussion. - Die Herbstfarbung ist rnit einem betrachtlichen Ruckgang der 
Fettsauren verbunden. Damit ist klar gezeigt, dass der starke Anstieg des ((Lipid- 
gehaltes )) in vergilbenden Blattern nicht durch freie Fettsauren oder deren Ester, 
sondern durch andere fettlosliche Stoffe bedingt ist, mit deren Untersuchung wir zur 
Zeit beschaftigt sind. Die grosste Abnahme weist die Linolensaure auf ; eine Neu- 
bildung in den Herbstblattern ist daher sehr unwahrscheinlich. Es scheint somit die 
im Lutein-3-ester vorgefundene Linolensaure den Chloroplasten zu entstammen. Der 
Gehalt an gesattigten Fettsauren (C18 und C14) nimmt jedoch merklich zu. Diese Zu- 
nahme kann nur auf eine Neubildung zuruckgefuhrt werden. Ob diese Sauren durch 
Kettenverkurzung aus hoheren Fettsauren gebildet werden, ist zur Zeit noch unge- 
wiss. uber eine ahnliche Beobachtung bei Bohnenblattern berichtet NEWMAN [5]. 
Mit steigendem Alter der Blatter konnte er eine Zunahme der kurzerkettigen Fett- 
sauren unter gleichzeitiger Abnahme der langerkettigen Sauren feststellen. 

Experimentelles. - a) Trockni4ng und Zerkleinerung des Blattmaterials: Frisch gepfliickte und 
cntstielte Hatter werden im belufteten Trockenschrank wahrend 4 Std. bei 50" getrocknet, in 
einer KRuPs-Kaffeemiihle fein zerkleinert und dann im Vakuum uber CaC1, aufbewahrt. 

b) Unzesterung: Das Trockenmaterial wurde mit der 20fachen Menge Methanol OMERCKO 5 %  
HCI 2 Std. am Ruckflusskiihler unter Stickstoff gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde das HC1 rnit 
wcnig fcstem Natriumhydrogencarbonat neutralisiert. Die festen Anteile wurden abzentrifugiert 
und rnit Ather ausgewaschen. Die Atherphase wurde nach mehrmaligem Auswaschen rnit Wasser 
eingedampft und der Ruckstand uber CaCI, im Vakuum getrocknet. 

c) Verseifung der Fettsuure-methylester: Die Trockenriickstande von 100-300 mg wurden rnit 
10-proz. alkoholischem KOH 1 Std. am Riickflusskuhler unter Stickstoff gekocht ; nach dem 
Erlraltcn wurde mit Wasser auf ca. 100 ml verdunnt. Zur Entfernung des Unverseifbaren wurde 
zuniichst rnit 50 ml Petrolather, dann rnit Petrolather-Ather 1 : 1 und schliesslich rnit Ather ausge- 
schuttelt. Die miisserige Phasc wurde sodann mit 5~ H,SO, angesauert und wiederum rnit Petrol- 
ather und Ather ausgeschiittclt. Nach griindlichem Auswaschen der organischcn Phase rnit Wasser 
wurde sie mit Natriumsuliat getrocknct, cingedanipft und der Ruckstand im VaBuuni voll- 
st'andig getrocknet. 

d) Veresterung der Fettsuuren: Der Trockenriickstand von 50-200 mg wurde rnit 10 ml Metha- 
nol-HC1 5-proz. 3/4 Std. unter Ruckfluss erhitzt, dann wurde das HCl rnit Natriumcarbonat neu- 
tralisiert und das Fettsaure-methylester-Gemisch rnit Petrolather ausgeschuttelt. 

e)  Hydrzerung: 10-20 mg Fettsaure-methylester wurden in 2 ml Athanol gelost und rnit ca. 
1 mg Pt-Katalysator versetzt. In das Gemisch wurde wahrcnd Std. Wasserstoff aus der Bombe 
eingeleitet. 
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f )  Acetoxymercurimethox- Verbindungen: Herstellung und Diinnschichtchromatographie nach 
STAHL [6].  

g) Dun,nschichtchronzatographie der I;ettsliure-methyylestt!r: Sorptionsmittel: Kieselgel-G 
(,MP:RcK)). T,aufmittel: Benzol (MERCKI).  Sichtbarmachen der Zonen: Bespriihen niit 50-proz. 
H,SO, und Erwarnien iiber der Flamme. 

h) Saulenchromatographie: Die Ester wurden in Pctrolather gelost und an Aluminiumoxid 
GMERCK, (Aktivitatsstufe I) mit Petrolather, dem stufenweise 1-5 % Ather zugesetzt wurde, 
chromatographiert. 

i) Gaschromatographie: Die in Benzol gelosten gereinigten Ester wurderl in eincm PYE-Argon- 
Gaschromatographen getrennt. Saule : Celit 100/120 mesh (PYE) rnit 5 yo Polyathylcnglycoadipat 
(PYE). T r= 180". Gasstrom: 10 ml Argon in 22,O s. Detektorspannung: 1500 V. Papiervortrieb: 
15 inch/h. Testgemisch : PERKIN-ELMER enthaltend Palmitin-, Stearin-, 01-, Linol- und Linolen- 
same-ester ; zugesetzt wurden noch Laurin- und Myristinsaureestcr. 

k )  Isolierwzg der Chloroplasten : 10 g gefriergetrocknete Blatter wurdcn vorerst in einer KRUPS- 
Kalfeemiihle fein zcrkleinert und dann im Morser mit Seesand in Gcgenwart von Petrolather zer- 
riebcn. Nach Absetzen der groben Anteile wurde die dunkelgrune Suspension (150 ml) zentri- 
fugiert. Das Sediment wurde in wenig Petrolather suspendiert und die Suspension auf einen 
tlurch sorgfaltigcs Uberschichten von Petrolather-Tetrachlorkohlenstoff-Geniischen verschiedener 
I.)ichte (1,34; 1,31; 1.26) hergestellten Gradienten gegeben. Beim Zentrifugieren wahrend 10 Min. 
bci 1000 g rcicherten sich die Chloroplasten in den beiden untereu Dichtebereichen an. Nach Ver- 
dunnen der sorgfaltig abpipettierten Suspension mit Petrolather wurdcn die Chloroplasten ab- 
zentrifugiert. Nach Wiederholung der Fraktionierung mit einer Dichtefolge von 1,40; 1,34; 1,31 
wurde clas dunkclgriine Material im Vakuum getrocknet. Ausbeute: 0,68 g. 

Dem SCHWEIZ. NATIONALFONDS danken wir fur die Unterstiitzung dieser Arbeit. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wurden die Gesamtfettsauren von grunen und gelben Blattern von Acer 
Platanoides (L.) untersucht. Linolensaure erwies sich sowohl in den ganzen Blattern 
als auch in den Chloroplasten als Hauptfettsaure, gefolgt von Palmitinsaure und 
Linolsaure. Bei der Herbstvergilbung beobachtet man einen besonders starken Abfall 
des Linolensauregehaltes, wahrend der Gesamtanteil der gesattigten Sauren praktisch 
unverandert bleibt. Auffallend ist die bei der Herbstvergilbung feststellbare relative 
und absolute Zunahme der kiirzerkettigen (C12 und C14) Fettsauren. Uber deren Ent- 
stehung konnen z. Z. keine Angaben gemacht werden. Da eine Neubildung der Linolen- 
saure wahrend der Herbstverfarbung unwahrscheinlich ist, miissen wir annehmen, 
dass die im Lutein-3-ester enthaltene Linolensaure den Chloroplasten entstammt. 

Institut fur Organische Chemie der Universitat Bern 
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