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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 (CgHzPSe), .
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129. Beitrige zur Chemie der pflanzlichen Plastiden
4. Mitteilung [1]

Uber die Fettsiiuren in griinen und gelben Blittern
von Acer platanoides (L.)

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

Wihrend der Herbstfirbung steigt der Gehalt an fettloslichen Stoffen in den
Laubblidttern betrichtlich an. Kirzlich konnten wir aus gelben Bldttern des Spitz-
ahorns (Acer platanoides (L.)) als charakteristischen Bestandteil einen gelben Farb-
stoff isolieren, dem wir die Konstitution des Lutein-3-linolenates zuschrieben [1).
Wihrend die Herkunft des Luteinanteiles hinreichend gekldrt werden konnte, war
der Ursprung der Linolensiure noch ungewiss. Da die griinen Blitter im allgemeinen
einen sehr hohen Linolensduregehalt aufweisen, durfte einerseits vermutet werden,
die Linolensdure entstamme den griinen Bldttern. Da aber anderseits wihrend der
Vergilbung eine starke Zunahme der Gesamtlipide beobachtet werden kann, ist eine
Neubildung der Linolenséure in Herbstblattern nicht von der Hand zu weisen.
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Da Angaben iitber Gesamtfettsiurezusammensetzung und -gehalt von Herbst-
bldttern nicht vorzuliegen scheinen, haben wir im September und Oktober 1963 in
den Blattern des bereits frither beschriebenen Versuchsbaumes periodisch Gesamt-
fettsdure-Bestimmungen durchgefiihrt. Der gewihlte Zeitpunkt lag insofern giinstig,
als er erlaubte, gleichzeitig griine und vergilbte Blitter zu untersuchen.

1. Griine Blitter: Frische Blitter wurden getrocknet, fein zerkleinert und mit
HCl-haltigem Methanol behandelt, um die Fettsiuren direkt in die Methylester iiber-
zufithren. Durch Chromatographieren, nachfolgendes Verseifen und erneutes Ver-
estern ist das Fettsduregemisch von Begleitstoffen befreit worden.

Der gravimetrisch bestimmte Fettsiuregehalt als Methylester der Blitter von
Spitzahorn ist in Tab. 1 zusammengestellt.

Tabelle 1. Gesamifettsdure-Gehalt (als Methylester bestimmt) der Blitter von Acer platanoides in
verschiedenen Vergilbungsstadien

Stadium mg aus 5 g trockenem Blattmaterial vom

26. 9. 1. 10. 5. 10. 14. 10,
griun 250 228 250 252
schwach gelb — E - 196
stark gelb - - 194

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

Das Fettsduremethylestergemisch wurde gas-chromatographisch aufgetrennt,
wobei die einzelnen Komponenten mittels der Retentionszeiten identifiziert wurden.
Zur Bestimmung der Kettenlinge der ungesittigten Fettsiuren wurden die ent-
sprechenden Methylester hydriert. Die daraus entstandenen gesittigten Fettsduren
wurden wiederum aufgrund ihrer Retentionszeiten identifiziert. Zur Bestimmung der
Doppelbindungszahl dienten die entsprechenden Acetomercurimethoxy-Verbindun-
gen, die auf der Diinnschichtplatte chromatographiert wurden. Aus der Laufge-
schwindigkeit dieser Verbindungen kann auf die Anzahl Doppelbindungen geschlossen
werden. Die rasche Bildung der Quecksilberacetat-Addukte deutet iiberdies auf das
iiberwiegende Vorhandensein von cis-Bindungen. Die Verteilung der verschiedenen
Fettsduren nach C-Zahl und Anzahl Doppelbindungen in den griinen Blittern ist aus
Tab. 2 ersichtlich.

Die in Tab. 2 aufgefithrten Werte wurden durch Flichenmessung der (zas-Chro-
matogramme der Ester gewonnen. Den Hauptanteil (709,) bildet die Linolensdure,

Tabelle 2. Zusammensetzung der Gesamtfettsiuven griiner Ahovnblitter vevschiedenen Alters

Datum der Anteil in 9%,
Blattentnahme  der Gesamtfettsduren 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
5.10. 1 3 19 2 1 1 7 65
& 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
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gefolgt von Palmitinsiure mit 209, Linolsdure mit ca. 6. In nur sehr geringen
Mengen liegen Stearin-, Ol-, C;e-Monoen-, Myristin- und Laurinsiure vor. Uber die
ganze Zeitspanne der Entnahme von Blittern ist die Fettsdurezusammensetzung
konstant geblieben.

Zur Feststellung der Fettsdureverteilung 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 herausgeldst.
Deshalb haben wir auch die in die Losungsmittel iibergegangenen Fettsduren be-
stimmt.

Tabelle 3. Die relative Fettsduvezusammensetzung in intakien Blittern und in Chlovoplasten und die
Zusammensetzung dey bet dev Plastenisolierung ausgewaschenen Fettsauren

Substrat Prozentualer Anteil des jewciligen Gesamtgebaltes

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
Chloroplasten 1 1 14 2 1 1 3 80
Ausgewaschener
Anteil 2 8 14 1 1 1 7 67

Wie aus den Resultaten (s. Tab. 3) ersichtlich ist, herrscht auch in den Chloroplasten
die Linolensdure vor. Zu entsprechenden Ergebnissen gelangten auch DEBUCH [2] und
RaDUNZ (3] bei Antirrhinum majus, sowie CROMBIE [4] bei Acer negundo. In auffallen-
der Weise werden durch das bei der Plastenaufarbeitung verwendete Losungsmittel
die niedrigen, ungesittigten Fettsiuren bevorzugt herausgelost. Es scheint somit, dass
diese Fettsduren in den Chloroplasten weniger fest verankert sind als die iibrigen.

2. Vergilbte Blitter: Untersucht wurden Bldtter verschiedenen Vergilbungsgrades.
Alle zur Fettsiurebestimmung verwendeten Blitter wurden gleichzeitig gepfliickt;
je nach ihrem Aussehen wurden sie in die Gruppen: griin, schwach vergilbt, vorwie-
gend vergilbt und vollstdndig vergilbt aussortiert. Die Ergebnisse der Tab. 4 zeigen,
dass die Linolensidure auch in vollstindig vergilbten Blittern Hauptkomponente
bleibt, dass aber ihr relativer Anteil mit zunehmender Vergilbung abnimmt. Be-
merkenswert ist ausserdem der beachtliche, relative Anstieg der gesittigten C;o~Cqe-
Fettsduren.

Nach den absoluten Fettsdurewerten, die in Blittern verschiedener Vergilbungs-
stadien gefunden wurden (s. Tab. 5), nehmen die gesittigten C,,- und C,,-Fettsiuren

Tabelle 4. Die relative Feltsdurezusammensetzung griiner und vergilbiey Bldtter von Accr platanoides

Stadinm Prozentualer Anteil des jeweiligen Gesamtgehaltes
C-Zahl; Anzahl der Doppelbindungen

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

griin 1 2 12 1 1 1 5 80
schwach vergilbt 1 2 17 1 1 1 7 72
vorwiegend vergilbt 1 3 18 1 1 1 8 67
vollstandig vergilbt 2 7 19 - 1 1 4 64
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im letzten Vergilbungsstadium etwas zu, wihrend die Palmitin(16; 0)- und die Linol-
sdure(18; 2) im gleichen Zeitraum merkbar abnehmen. Der Linolensiuregehalt sinkt
wihrend des ganzen Vergilbungsprozesses gleichmissig ab. Die vollstdndig vergilbten
Blatter enthalten nurmehr noch rund 389, der urspriinglichen Menge.

Tabelle 5. Der absolute Fettsduregehal: griiner und vergilbter Bldtler von Acer platanoides

Stadium mg Fettsiure je 5 g trockener Blitter

C-Zahl; Anzahl Doppelbindungen

12; 0und 14; 0 16; 0 18; 2 18; 3
grin 4,0 18 7,5 120
schwach vergilbt 3,5 19 8,0 80
vorwiegend vergilbt 4,0 19 8,0 70
vollstindig vergilbt 6,0 13 3,0 45

Diskussion. — Die Herbstfarbung ist mit einem betrichtlichen Riickgang der
Fettsduren verbunden. Damit ist klar gezeigt, dass der starke Anstieg des «Lipid-
gehaltes» in vergilbenden Bldttern nicht durch freie Fettsduren oder deren Ester,
sondern durch andere fettlosliche Stoffe bedingt ist, mit deren Untersuchung wir zur
Zeit beschiftigt sind. Die grosste Abnahme weist die Linolensidure auf; eine Neu-
bildung in den Herbstblittern ist daher sehr unwahrscheinlich. Es scheint somit die
im Lutein-3-ester vorgefundene Linolensdure den Chloroplasten zu entstammen. Der
Gehalt an gesittigten Fettsduren (C,; und C,,) nimmt jedoch merklich zu. Diese Zu-
nahme kann nur auf eine Neubildung zuriickgetfiihrt werden. Ob diese Sduren durch
Kettenverkiirzung aus hoheren Fettsduren gebildet werden, ist zur Zeit noch unge-
wiss. Uber eine dhnliche Beobachtung bei Bohnenblittern berichtet NEWMAN [5].
Mit steigendem Alter der Bldtter konnte er eine Zunahme der kiirzerkettigen Fett-
sauren unter gleichzeitiger Abnahme der lingerkettigen Sduren feststellen.

Experimentelles. — a) 1vocknung und Zerkleinerung des Blattmaterials : Frisch gepfliickte und
cntstielte Blitter werden im beliifteten Trockenschrank wihrend 4 Std. bei 50° getrocknet, in
einer Krups-Kaffeemiihle fein zerkleinert und dann im Vakuum iiber CaCl, autbewahrt.

b) Umesterung: Das Trockenmaterial wurde mit der 20fachen Menge Methanol «MERCK» 5%,
HCI 2 Std. am Riickflusskiihler unter Stickstoff gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde das HCI mit
wcenig festem Natriumhydrogencarbonat neutralisiert. Die festen Anteile wurden abzentrifugiert
und mit Ather ausgewaschen. Die Atherphase wurde nach mehrmaligem Auswaschen mit Wasser
eingedampft und der Riickstand iiber CaCl, im Vakuum getrocknet.

c) Verseifung dev Fetisiure-methylester: Die Trockenriickstinde von 100-300 mg wurden mit
10-proz. alkoholischem KOH 1 Std. am Riickflusskiihler unter Stickstoff gekocht; nach dem
Erkalten wurde mit Wasser auf ca. 100 mi verdiinnt. Zur Entfernung des Unverseifbaren wurde
zunichst mit 50 ml Petroliather, dann mit Petrolither-Ather 1:1 und schliesslich mit Ather ausge-
schiittelt. Die wisserige Phase wurde sodann mit 5~ H,SO, angesiduert und wiederum mit Petrol-
dther und Ather ausgeschiittelt. Nach griindlichem Auswaschen der organischen Phase mit Wasser
wurde sie mit Natriumsulfat getrocknet, cingedampit und der Riickstand im Vakuum voll-
standig getrocknet.

d) Veresterung der Fettsdéuren : Der Trockenrickstand von 50-200 mg wurde mit 10 ml Metha-
nol-HCl 5-proz. 3/, Std. unter Riickfluss erhitzt, dann wurde das HCl mit Natriumcarbonat neu-
tralisiert und das Fettsaure-methylester-Gemisch mit Petroldther ausgeschiittelt.

e) Hydrierung: 10-20 mg Fettsiure-methylester wurden in 2 ml Athanol gelst und mit ca.
1 mg Pt-Katalysator versetzt. In das Gemisch wurde wahrend 1/, Std. Wasserstoff aus der Bombe
eingeleitet.
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f) Acetoxymercurimethoxy-Verbindungen : Herstellung und Diinnschichtchromatographie nach
StAHL [6].

@) Diinnschichichromatographie deyr  Fellsduve-methylester: Sorptionsmittel: Kieselgel-G
«Mrrck». Laufmittel: Benzol «MERCK». Sichtbarmachen der Zonen: Besprithen mit 50-proz.
H,S0, und Erwirmen iiber der Flamme.

h) Sdulenchromaiographie: Die Ester wurden in Petrolither gelost und an Aluminiumoxid
«MERCK» (Aktivititsstufe I) mit Petrolither, dem stufenweise 1-39, Ather zugesetzt wurde,
chromatographiert.

i} Gaschromaiographie: Die in Benzol gelgsten gereinigten Ester wurden in einem PyEe-Argon-
Gaschromatographen getrennt. Sdule: Celit 100/120 mesh (PyE) mit 5% Polyathylenglycoadipat
(Pye). T == 180°. Gasstrom: 10 ml Argon in 22,0 s. Detektorspannung: 1500 V. Papiervortrieb:
15 inch/h. Testgemisch: PERKIN-ELMER enthaltend Palmitin-, Stearin-, 01-, Linol- und Linolen-
sidure-ester; zugesetzt wurden noch Laurin- und Myristinsdureester.

k) Isolierung der Chlovoplasten: 10 g gefriergetrocknete Bliatter wurden vorerst in einer Krups-
Kalfeemiihle fein zerkleinert und dann im Mérser mit Seesand in Gegenwart von Petroldther zer-
rieben. Nach Absetzen der groben Anteile wurde die dunkelgriine Suspension (150 ml) zentri-
fugiert. Das Sediment wurde in wenig Petrolither suspendiert und die Suspension auf einen
durch sorgfaltiges Uberschichten von Petroldther-Tetrachlorkohlenstoff-Gemischen verschiedener
Dichte (1,34; 1,31; 1,26) hergestellten Gradienten gegeben. Beim Zentrifugieren wihrend 10 Min.
bei 1000 g reicherten sich die Chloroplasten in den beiden unteren Dichtebereichen an. Nach Ver-
diinnen der sorgfiltig abpipettierten Suspension mit Petrolither wurden die Chloroplasten ab-
zentrifugiert. Nach Wiederholung der Fraktionierung mit einer Dichtefolge von 1,40; 1,34; 1,31
wurde das dunkelgriine Material im Vakuum getrocknet. Ausbeute: 0,68 g.

Dem Scaweiz. NaATIONALFONDs danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden die Gesamtfettsiuren von griinen und gelben Blittern von Acer
platanoides (L.) untersucht. Linolensidure erwies sich sowohl! in den ganzen Blittern
als auch in den Chloroplasten als Hauptfettsiure, gefolgt von Palmitinsdure und
Linolsdure. Bei der Herbstvergilbung beobachtet man einen besonders starken Abfall
des Linolensduregehaltes, wihrend der Gesamtanteil der gesittigten Sduren praktisch
unverdndert bleibt. Auffallend ist die bei der Herbstvergilbung feststellbare relative
und absolute Zunahme der kiirzerkettigen (C,, und C,,) Fettsiuren. Uber deren Ent-
stehung konnen z. Z. keine Angaben gemacht werden. Da eine Neubildung der Linolen-
sdure wihrend der Herbstverfirbung unwahrscheinlich ist, miissen wir annehmen,
dass die im Lutein-3-ester enthaltene Linolensidure den Chloroplasten entstammit.

Institut fiir Organische Chemie der Universitit Bern

LITERATURVERZEICHNIS

[1] 3. Mitteilung: W. EIcHENBERGER & E. C. Grog, Helv. 46, 2411 (1963).

{21 H. DeBucH, Z. Naturforsch. 765, 561 (1961).

[3] A. Rabpunz, Dissertation Universitit Koln, 1964.

[4] W. M. CroMBIE, J. exp. Botany 9, 254 (1958).

[5] D. W. NewmaN, Biochem. biophys. Res. Comm. 9, 179 (1962).

[6] E. StaHL, Diinnschichtchromatographie, S. 182, Springer-Verlag Berlin (1962).





