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Introduction of Magnesium into Ligands of the Chlorophyll Series by 
(2,6-Di-t-butyl4-methyIphenoxy)magnesium Iodide 

Summary 
Experimental details are given for the new method of introducing magnesium 

into porphinoid ligands by (2,6-di-t-buty1-4-methylphenoxy)magnesium iodide ( l ) ,  
previously published in preliminary form [ 11. Besides magnesium octaethylpor- 
phyrinate (14), methyl pyrochlorophyllide a (lo), methyl chlorophyllide a (8), and 
methyl bacteriochlorophyllide a (12), the complexation of pheophytin a (2) to 
chlorophyll a (3) and of pheophytin b (4) to chlorophyll b (5) are described. 

In einer vorlaufigen Mitteilung [l]  haben wir vor vier Jahren erstmals auf 
(2,6-Di-t-butyl-4-methylphenoxy)magnesiumjodid (1) als Reagens zum Einbau 
von Magnesium in porphinoide Liganden aufmerksam gemacht. Zahlreiche seither 
in der Chlorophyll-Chemie bekannt gewordene Anwendungen [2] [3] bestatigen, 
dass dieses Reagens das zur Zeit uberlegene Mittel zur Lasung des oftmals nicht 
einfachen praparativen Problems2) darstellt, Magnesium unter moglichst milden 
Bedingungen und Schonung labiler funktioneller Gruppen in hydroporphinoide 
Ligandsysteme einzubauen. 

Wir selbst haben seither die Leistungsfahigkeit des Reagens auch noch an zwei 
klassischen Komplexierungsproblemen der synthetischen Chlorophyll-Chemie 
uberpruft, namlich der partialsynthetischen Herstellung der Chlorophylle a und b 
aus den entsprechenden Phaophytinen. Die Umwandlung von Phaophytin a in 
Chlorophyll a ist die Endstufe der rein chemischen Totalsynthese des griinen Blatt- 

I )  

2, 

Deneitige Anschrift: Fa. F. Hoffmann-La Roche & Co. AG,  Grenzacherstrasse 124, CH-4058 Basel. 
So waren z.B. Phaophorbide b und Bakteriophaophorbide a bis anhin nicht praparativ befrie- 
digend mit Magnesium komplexierbar; vgl. Fussnoten 4 und 23. Eine his Anfang 1977 vollstandige 
Literaturzusammenstellung uber den Einbau des Magnesiums in Chlorophyll-Derivate findet sich 
in [4]. Vgl. auch eine seither erschienene Arbeit zur Komplexierung des Phaophorbid-a-methyl- 
esters mit Magnesiumacetat in siedendem Dimethylsulfoxid (ca. 190"!) [ 5 ] .  
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farbstoffs [713), und die Komplexierung von Phaophytin b ist die Endstufe der 
Partialsynthese von Chlorophyll b aus Chlorin-e6-trimethylester [8]. Wahrend die 
Einfiihrung von Magnesium in Phaophytin b unseres Wissens bisher iiberhaupt 
noch nicht durchgefiihrt worden ist4), muss als Realisierung der Endstufe der 
chemischen Chlorophyll-a-Synthese bislang immer noch das im Jahre 1936 von 
Fischer & Goebel [9 b] beschriebene Experiment gelten5), in welchem Phaophytin a 
rnit Phytyloxymagnesiumbromid in Pyridin bei 100" umgesetzt worden war. Das 
dabei partialsynthetisch in unbekannter Ausbeute gewonnene, mit Phytol ver- 
unreinigte Chlorophyll a wurde lediglich durch den Phasentest6) und das (mit 
den damaligen Mitteln aufgenommene) VIS .-Spektrum7) ccidentifiziert)). 

Wir beschreiben hier die Komplexierung von Phaophytin a (2) rnit Reagens 1 
sowie die chromatographische und spektroskopische Charakterisierung des dabei 
gewonnenen partialsynthetischen Chlorophylls a (3), ferner die Komplexierung 
des Phaophytins b (4) zu Chlorophyll b (5).  Schliesslich enthalt der experimentelle 
Teil auch noch die bereits in unserer vorlaufigen Mitteilung [l] erwahnten Kom- 
plexierungen von Phaophorbid-a-methylester (7), Pyrophaophorbid-a-methylester 
(9), Bakteriophaophorbid-a-methylester (11) und Oktaathylporphyrin (13) zu 8, 
10,12 bzw. 14. Schema 1 

,C(CH3)3 

C H 3 q O M 9 1  1 

C ( C H h  

Als Ausgangsmaterial fur die Komplexierungsexperimente diente durch 
Saulenchromatographie an Kieselgel aus einem rohen Gemisch 2/4') isoliertes 
und durch einmaliges Umfallen aus heissem AcetodMethanol unter Argon gerei- 
nigtes Phaophytin a (2)9). Der amorphe, violettblaue Niederschlag enthielt laut 
Fliissigchromatogramm (HPLC.) Phaophytin a (( 132R)-2) und dessen ccunnatiir- 
fiches)) C ( 132)-Epimeres Phaophytin a' (( 1 32S)-2)'0) im Verhaltnis 733 : 26,5 nebst 

Die enzymatische Partialsynthese von Chlorophyll a aus Chlorophyllid a und Phytol mittels 
Chlorophyllase haben Willstutter & Stoll durchgefuhrt [6a]. 
Hingegen hat Fischer die Komplexierung von Athylphaophorbid b rnit Athoxymagnesiumbromid 
(Pyridid loo", Ausbeute an kristallinem Chlorophyllid-b-methylester 0,6%) beschrieben [9a]. 
Wie bereits Fischer erwahnte [lo], darf die von Willsfurter & Forsen [ I l l  beschriebene Ein- 
fiihrung von Magnesium in Phaophytin a (vgl. auch [12]) mit Methylmagnesiumjodid nicht als 
Partialsynthese von Chlorophyll a gelten (Grignardreagens + Estergruppen!). 
Qualitative Farbprobe auf Allomerisierung (= Oxydation an C( 132), vgl. Fussnote 14) rnit konz. 
methanolischer Kaliumhydroxid-Losung und einer Losung des Chlorophylls in Ather, s. [ 131, 
S. 75, 86-90. 
Bei den in [9b], S. 279, angegebenen vier Absorptionsbanden muss es sich um das Spektrum 
des Chlorophylls a, und nicht um dasjenige des daraus zuruckgewonnenen Phaophytins a 
handeln, obwohl dies aus dem Zusamrnenhang nicht eindeutig hervorgeht. 
Dekomplexierter Spinat-Rohextrakt, der Phaophytin a (Z), Phaophytin b (4), deren Zersetzungs- 
produkte und geringe Mengen Carotinoide enthielt (Geschenk von Prof. H. H. Znhoffen). 
Fur Einzelheiten vgl. [14]. 
Die von Strain & Manning [15] erstmals isolierten Chlorophyll- bzw. Phaophytin-Isomeren a' und b' 
wurden von Karz [16] aufgrund von IH-NMR.-Spektren als C(132)-Epiniere rnit ( S ) -  statt der 
ccnaturlichens [ 171 (R)-Konfiguration erkannt. 0RD.- und CD.-Spektren bestatigten spater diese 
Zuordnung [IS]; zur Widerlegung einer abweichenden Annahrne von Hynninen [19] vgl. [20] [21]. 
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geringfugigen Verunreinigungen (6 schwache Signale) und zeigte im Dunnschicht- 
chromatogramm (DC.) neben dem Produktfleck noch eine schwache, nur durch 
ihre Fluoreszenz im 366-nm-Licht erkennbare Verunreinigung rnit kleinerem 
Rf-Wert. Das Material gab eine korrekte C,H,N-Analyse und rnit der Literatur 
ubereinstimmende 'H-NMR.- [22a] und 1R.-Spektren [22b]; sein I3C-NMR.- 
Spektrum war unter Zuhilfenahme der Spektren von Phaophorbid-a-methylester 
(7) [23 a] [23c] und Essigsaurephytylester [23 b] vollstandig interpretierbar 
(13C-NMR.-Daten von 2 selbst sind bisher nicht veroffentlicht). Das UV./VIS.- 
Spektrum wies bei Ubereinstimmung der Bandenlagen um 16 bzw. 8% tiefere 
Extinktionen im Vergleich zur Literatur [24] [25a] auf; in Dioxan betrugen die 
Abweichungen der 8-Werte relativ zu Phaophorbid-a-methylester (7; kristalline, 
charakterisierte Probe [14]) ca. 4%"). 

Schema 2 

a) 2 zu 1 im Molverhaltnis 1,0:18,6, 
c ( 2 ) = 0 , 0 3 ~ ,  CHzCIz/Ather 72:28, 12", 
5 Min., entgast unter Argon 

O", unter Argon 

phenols durch Sublimation bei 50-60"/ 
0,Ol Torr 

(Handschuhkasten): Ausbeute 73% 12) 

\ /  b) Aufarbeitung mil NaHZP04/HzO/Ather, 

j3 c )  Abtrennung des 2,6-Di-t-butyl-4-methyI- 

d) 2mal Umfallen aus Dioxan/HzO 

-. ., 
3 M = Mg ( '0.75 Dioxan .0,25 H 2 0 )  

Wir haben eine Reihe von orientierenden Versuchen zur Auffindung optimaler 
Reaktions-, Aufarbeitungs- und Isolierungsbedingungen fur die Komplexierung 
2 4 3  d ~ r c h g e f u h r t ~ ~ ' ~ ) .  Dabei fanden wir, dass mit einem ca. 20fachen Uberschuss 
an Reagens 1 Phaophytin a (2) unter sehr milden Bedingungen (Schema 2) schon 
nach 5 Minuten zu iiber 99% (HPLC.) komplexiert wird. Zur Verringerung der 
Bildung von Nebenpr~dukten'~) mussten alle Losungen einschliesslich des fur die 
Herstellung von 1 venvendeten Athylmagnesiumjodids strikt durch Ausfrieren 
entgast werden (vgl. exper. Teil); nur durch derart rigorosen Sauerstoffausschluss 
gelang es, ein Chlorophyll-a-Rohprodukt rnit laut HPLC. weniger als 5% Ver- 
unreinigungen zu erhalten. 

Das UV./VlS.-Spektrum der Reaktionslosung 2/1 war mit seiner aufgespaltenen Soret-Bande 
(s. Figuren in [ 141, S. 49) typisch fur an der /I-Ketoester-Gruppierung enolisierte Chlorophyll-Derivate 
[20] [29] und zeigte hohe Ahnlichkeit rnit den peripheren Phaophorbid-Komplexen von Kafz  & Scheer 
[30] sowie sehr gute Obereinstimmung rnit dem Spektrum eines peripheren Magnesium-Komplexes 

' I )  Die UV./VIS.-Spektren von Chlorophyll-Derivaten sind im Bereich uber 250 nm von der Alkohol- 
komponente unabhangig, s. [25b] [25c] [26] [27]. 

12) Ohne Beriicksichtigung des aus den Mutterlaugen noch isolierbaren Materials, vgl. exper. Teil. 
1 3 )  Fur Einzelheiten vgl. [20]. 
1 4 )  Vermutlich Allomere (= typische, in dieser Arbeit nicht charakterisierte Oxydationsprodukte 

der Chlorophylle mit einer zusatzlichen Hydroxy- oder Alkoxygruppe an C(  13*) [28]). 

~ _ _  
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des 132-Desmethoxycarbonyl-173-desoxy-132, 173-cyclochlorophyllid-a-enols [31]. Der gleiche Spektren- 
typ trat auch bei der Umsetzung von Chlorophyll a (3) mit 1 auf (peripherer Mg-Komplex von 2?, 
vgl. [30])9). Demnach liegen in der Reaktionslosung sehr wahrscheinlich am 8-Ketoester-System 
enolisierte und dort rnit Magnesium komplexierte Denvate von 2 und/oder 3 vor. 

Da die Aufarbeitung dieser Reaktionslosung (s. unten) ein Chlorophyll-a-Rohprodukt rnit den 
Epimeren ( 132R)- und (132S)-3'0) im Verhaltnis von 98,4: 1,6 lieferte15), das Ausgangsmaterial 2 aber 
aus einem entsprechenden (R/S)-Gemisch 73,5 : 26,5 bestanden hatte16), muss bei der Aufarbeitung 
eine stereoselektive Protonierung an C( 132) stattgefunden haben. 

Im Anschluss an die ubliche Aufarbeitung des Komplexierungsgemisches rnit 
Ather/Phosphatpuffer (vgl. z. B. [9] [ 1 11) wurde das vom Reagens stammende 
2,6-Di-t-butyl-4-methylphenol im Hochvakuum bei ca. 60" aus dem Rohprodukt 
absublimiert, was sich als die beste Methode zu seiner Entfernung erwies. Zwei- 
maliges Umfallen des Roh-Chlorophylls aus DioxadWasser [33] in der N,-Atmo- 
sphare eines Handschuhkastens gab nach Trocknen im Vakuum Chlorophyll a (3) 
als feines grunes Pulver in 73% AusbeuteI2). Dieses Material bestand laut HPLC. 
(s. Fig. Ib,  exper. Teil) zu 92% aus (13,R)-3 und zu 7% aus dem Epimeren (13,S)-3 
(ca. 99% konstitutionell einheitlich) und enthielt nach Elementaranalyse und 
'H-NMR.-Spektrum noch ca. 0,75 mol Dioxan und ca. 0,25 mol Wasser (uber 
die Koordination von Wasser an Magnesium s. [34]). Das UV./VIS.-Spektrum 
(s. Fig. 3, exper. Teil) zeigt die typische Bandenverschiebung relativ zu Phaophytin a 
( 2 )  (s. Fig. 2, exper. Teil) und rnit den Literaturwerten [24] [25] [35] ubereinstim- 
mende Bandenlagen und Extinktionskoeffizienten e "); die e-Werte liegen ca. 4% 
tiefer als die von kristallinem Chlorophyllid-a-methylester (8)"). Die 1R.- [22 b] 
[22c] [37], 'H-NMR.- [22a] [22b] [36a] und 13C-NMR.-Spektren [23a] [23b] unseres 
umgefallten Materials stimmen rnit den veroffentlichten Daten fur Chlorophyll a 
(3), das aus naturlichen Quellen isoliert worden war, iibereinIs). 

Im Hinblick auf die Durchfuhrung einer Rontgenstrukturanalyse haben wir 
versucht, das partialsynthetische Chlorophyll a (3) in der fur eine solche Analyse 
geeigneten kristallinen Form zu erhalten [37a] [38]. Diese Bemuhungen waren 
wenig erfolgreich; iiber Einzelheiten orientiert der experimentelle Teil. 

Durch Epimerisierung bestimmtes Gleichgewichtsverhaltnis von (R/S)-3  bei RT.: in Aceton 
oder Ather 79:21, in Methanol 83:17, in Dioxan 88:12 (HPLC.); relative Geschwindigkeit der 
Epimerisierung: Acetone Ather < DioxanG Methanol [ 141. 
Das Verhaltnis (R/S)-2 betrug vor Umfallung 8 1 : 19; das durch Epimerisierungsversuche ermit- 
telte Gleichgewichtsverhaltnis bei RT. war 84:16 in Aceton bzw. 80:20 in Ather (HPLC.) 1141. 
Im Gegensatz zu 2 reicherte sich bei der Umfallung von Phaophytin b (4) [4] und Bakterio- 
phaophytin a [32] aus MethanoYAceton nicht das (S)-Epimer, sondern das (R)-Epimer im 
Niederschlag an. 
Ausnahmen: Die in Ather bestimmten c-Werte von Sanders et al. [36a] (zusatzlich noch Ab- 
weichungen der Bandenlagen um bis zu + 7  nm) liegen bis zu 20%, die von Brown [36b] ca. 
15-20% hoher. Hohe und Breite der Absorptionsbanden (und damit die E-Werte) sind von der 
Konzentration und dem Wassergehalt (vgl. z. B. Fussnote 37) der Messlosung abhangig; die 
entsprechenden Angaben fehlen aber in der Literatur [36]. 
Partialsynthetisches Chlorophyll a (3) zeigte im HPLC. einen Pik des (R)-Epimeren rnit identischer 
Retentionszeit wie der Hauptpik des aus Pflanzen isolierten dhlorophyll a, purum kristallisiertn 
(Fluka A G ,  Buchs SG; vgl. exper. Teil und dort auch Fig. I c ) .  ober  Unterschiede zwischen dem 
CD.-Spektrum unseres (kristallisierten) Materials und den bisher veroffentlichten CD.-Kurven, 
vgl. exper. Teil. 
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Bei der chromatographischen Trennung des rohen Phaophytin-a/b-Gemischess) 
fie1 neben Phaophytin a (2) noch eine stark verunreinigte Phaophytin-b-Fraktion 
an. Im Unterschied zu 2, das infolge seiner Oxydationsempfindlichkeit nicht ein- 
fach chromatographisch weiter gereinigt werden konnte, lieferte die erneute 
Saulenchromatographie der b-Fraktion an der 500fachen Menge Kieselgel prak- 
tisch reines Phaophytin-b-Epimerengemisch (4). Die spektroskopischen Daten 
dieses laut HPLC. mehr als 99% 4 enthaltenden Materials ((R/S)-Verhaltnis 
82 : 18)10,'4 waren in ifbereinstimmung mit der Literatur (UV./VIS. [25a], IR. 
[22b], 'H-NMR. [22a] [22b]). 

Schema 3 
a) Molverhaltnis von 4, 1 und Lithium- 

4-5 

2,6-di-t-butyl-4- methylphenoxid 
1,0:10:10, c(4)=0,012M, Thiophed 
AthedHexan 78: 13: 9,50", 30 Min., 
entgast unter Argon 

b) Aufarbeitung mit Puffer pH 6/Ather, O", 
unter Argon 

c) Abtrennung des 2,6-Di-t-butyl-4-methyI- 
phenols durch Sublimation bei 50-60"/ 
0,Ol Torr 

(Handschuhkasted 10 Tage): Ausbeute 
CQ. 95% 

d) Kristallisation aus Aceton/H2O 5 :  1 

(R)-Konfiguration an C(  132) 
4 M = 2 H  
5 M= Mg ( .  ca. LO H20. CQ. 0,5 Aceton) 

Schon Fischer hatte gefunden, dass der Einbau von Magnesium in der 
Phaophorbid-b-Reihe bedeutend schwieriger ist als in der a-Reihe (vgl. Fussnote 4). 
Dementsprechend beobachteten wir, dass unter den fur Phaophorbid-a-methylester 
(7) erfolgreichen Reaktionsbedingungen (7+ 4 Aquiv. 1, 12"; vgl. exper. Teil) 
Phaophorbid-b-methylester uberhaupt nicht reagierte; erst beim Erhitzen mit 
einem lOfachen fjberschuss an 1 in Thiophen auf 80" fand innert 30 Minuten fast 
vollstandige Komplexierung statt. Die Zusatzbase Lithium-2,6-di-t-butyl-4-methyl- 
phenoxid bewirkte hier ebenso wie beim Bakteriophaophorbid-a-methylester (11) 
(s. [ 11 und unten) eine Beschleunigung des Magnesiumeinbaus und ermoglichte 
damit auch die Komplexierung von 4 zum Chlorophyll b (5) unter relativ milden 
Bedingungen ohne nachweisbare Nebenproduktbildung (Schema 3)20). 

Nach Aufarbeitung und Entfernen des Phenolderivats (Schema 3) wurde das 
laut UV./VIS.-Spektrum und Dunnschichtchromatogramm vollstandig kom- 
plexierte Roh-Chlorophyll 5 direkt im Handschuhkasten kristallisiert. Langsames 
Eindunstenlassen einer Losung von 5 in Aceton/Wasser2') 5: 1 innert 10 Tagen 

Der Nachweis der beiden Epimeren von 4 hzw. 5 erfolgte jeweils durch ihre praparative HPLC.- 
Trennung (qualitative UV./VIS.-Spektren der Epimeren jeweils deckungsgleich) und getrennte 
Epimerisierung des (R)- und (S)-Epimeren zum Gleichgewichtsgemisch ((R/S)-Verhlltnis in 
Ather laut HPLC. 82: 18 fur 4 bzw. 74: 26 fur 5). 
Die Komplexierung 4 --* 5 durfte auch bei tieferen Temperaturen als 50" erfolgen, die hierzu 
notigen Bedingungen sind aber nicht bestimmt worden. 
Fur die Kristallisation der Chlorophylle ist Wasser notwendig, vgl. [37a] [38a]. 
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Tabelle 1. Komplexierung der porphinoiden Liganden 7,9,11 und 13 rnit Reagens 1 

1053 

Produkt Ausbeutea) 

Pyrochlorophyllid-a-methylester 80% (96%) 
Chlorophyllid-a-methylester (8)b) 73% (90%) 

Magnesium-oktaathylporphyrinat (14) 80% (94% ) 
Bakteriochlorophyllid-a-methylester (12)c) 41% (64%) 

a) Kristallisiertes Material; Ausbeuten unter Beriicksichtigung des durch Dekomplexierung der 

h) 

c ,  

Mutterlaugen zuriickgewonnenen Ausgangsmaterials in Klammern. 
Fur Rontgenstrukturanalysen dieser partialsynthetischen Chlorophyllide vgl. [40]. 
Komplexierung mit l/Lithium-2,6-di-t-butyl-4-methylphenoxid 1 : 1, vgl. Text. 

gab wachsartiges, dem Aspekt und dem Debye-Schemer-Pulverdiagramm zufolge 
zumindest teilweise kristallines Chlorophyll b (5) in cu. 95% Ausbeute. Dieses 
Material war laut HPLC. ein (74 : 26)-Gemisch der (R/S)-Epimeren (im 
Chlorophyll-b-Rohprodukt war das (R/S)-Verhaltnis grosser als 93 : 7). Die 1R.- 
Spektren [22b] [22c] [37b] sowie die Bandenlagen im UV./VIS.-Spektrum [25a] 
[25b] [25fl [27] [36] [39] des kristallisierten Chlorophylls b stimmen mit den Lite- 
raturdaten von 5 pflanzlicher Herkunft uberein; ein Vergleich der Extinktions- 
koeffizienten r: ist durch den nicht genau bestimmten Losungsmittelgehalt der 
Proben und vor allem auch durch die grossen Abweichungen der verschiedenen 
Literaturwerte voneinander erschwert (s. Tub. 2, exper. Teil). Das 'H-NMR.- 
Spektrum unseres Chlorophylls b entspricht der Konstitution 522). 

7 M : 2 H  
8 M = M g  

9 M r 2 H  
10 M :  Mg 

Die bereits in der vorlaufigen Mitteilung [I] envahnten Komplexierungsbei- 
spiele (s. Tub. I) haben wir seither nicht weiter untersucht; sie sind unverandert 
im experimentellen Teil beschrieben. Inzwischen ist von Wasielewski fur die 
besonders ~chwier ige~~)  Komplexierung von Liganden der Bakteriophaophorbid- 

22) Die Auflosung des Spektrums in CDCb war infolge Aggregation 1341 von 5 (trotz des Wasser- 
gehalts der Probe) nicht befriedigend (vgl. Fig. in [4], S .  72). Dies erschwerte die detaillierte 
Interpretation und einen direkten Vergleich mit den Literaturdaten [22a] [22b]. 

23) Relative Geschwindigkeit des Magnesiumeinbaus rnit dem Reagens 1 in die Methylester von 
Pyrophaophorbiden: a 9  3-Desvinyl-3-acetyl-a> d >  b 9  Bakterio a [4]. Vgl. dazu auch einen 
erfolglosen Versuch von Fischer et al. zur Komplexierung von Bakteriophaophorbid-a-athylester 
rnit Athoxymagnesiumjodid ( s .  [41a] und [4], S. 34-36). 
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11 M -  2 H  
12 M = Mg 

13 M =  2 H  
14 M = Mg 

Reihe in Abanderung unserer Methode eine starkere Zusatzbase (Lithium-2,2,6,6- 
tetramethylpiperidid) venvendet worden [3]. Der von ihm beschriebene Magne- 
siumeinbau in Bakteriophaophytin a verlief zwar unvollstandig (Ausbeute 52%), 
aber dafiir schon bei Raumtemperatur. Mit der Zusatzbase Lithium-2,6-di-t-butyl- 
4-methylphenoxid benotigten wir damals zur (VIS.-spektroskopisch) vollstandigen 
Komplexierung des Bakteriophaophorbid-a-methylesters (11) eine Reaktions- 
temperatur von Fur die Beschleunigung der Komplexierung durch die 
Zusatzbase sind nach orientierenden Versuchen [4] vermutlich sowohl die Anwe- 
senheit einer Base (zur Deprotonierung des Liganden) als auch von Lithium-ionen 
wirksam. Zum Mechanismus des Magnesiumeinbaus mit dem Reagens 1 haben 
wir keine weiteren Befunde, die uber die in [ l ]  mitgeteilten Ergebnisse hinaus- 
gehen. 

Herrn Prof. Dr. H .  H .  Inhoffen (TU Braunschweig; s. Fussnote 8), Prof. Dr. H .  Brockmann, jr. 
(ehemals TU Braunschweig; s. Fussnote 56) und Prof. Dr. G. Drews (Universitat FreiburgBreisgau; 
s. Fussnote 56) danken wir fur die uns in grossziigigster Weise zur Verfugung gestellten wertvollen 
Ausgangsmaterialien. Diese Arbeit wurde vom Sch weizerischen Nationalfonds zur Forderung der 
wissenschafilichen Forschung, Bern, sowie durch die Fa. Ciba-Geigy AG, Basel, unterstiitzt. H.P.I .  
und R. E. danken dem Stipendienfonds zur Unterstiitzung van Doktoranden auf dem Gebiete der Chemie, 
Basel, und E.Z. der Studienstiftung des deutschen Volkes, Bonn, fur Promotionsstipendien. 

Experimenteller Tei125) 

Allgemeines. Wegen der grossen Empfindlichkeit der Magnesiumkomplexe gegenuber Sauerstoff 
wurden die meisten Operationen mit Losungen dieser Verbindungen (2. B. Fiillen der Messzellen 
fur die Spektroskopie) in der Argon- bzw. Stickstoffatmosphare eines Handschuhkastens (Dri-Lab 

24) Die Ausbeute an DC.-reinem Bakteriochlorophyllid-a-methylester (12) betrug 70%, nach zwei- 
nialiger Kristallisation (zur Charakterisierung): 41%. Das restliche Chlorophyllid 12 war nicht 
zerstort (wie Wasielewski in seiner Mitteilung [3] unterstellt), sondern blieb in den Mutterlaugen. 

2 5 )  Abkurzungen: V. und HV. Wasserstrahipumpen- bzw. Hochvakuum; RV. Rotationsverdampfer; 
RT. Raumtemperatur; DC. Diinnschichtchromatographie; HPLC. Hochdruck-Fliissigchromato- 
graphie; OD. (410/429 nm) Quotient der optischen Dichten bei den angegebenen Wellenlangen; 
E molarer Extinktionskoeffmient; [de] molarer dekadischer Circulardichroismus. DME 1,2- 
Dimethoxyathan, HMPA Hexamethylphosphorsaure-triamid, MC Methylenchlorid. 
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DL Wl-S-P/Dri-Train HE-493, Yacuum Atmosphere Comp., Los Angeles) mil einem Sauerstoffgehalt 
von (vermutlich) < 5 ppm durchgefiihrt. Vor der Aufarbeitung von empfindlichen Produkten wurden 
die wasserigen und organischen Phasen im Scheidetrichter mittels Durchleiten von Argon oder 
Stickstoff (mind. 15 Min.) entgast. Enfgasen durch Ausfrieren: Einfrieren des Losungsmittels mit 
fliissigem Stickstoff, Evakuieren auf 0,Ol Torr, Auftauen der abgeschlossenen Probe und dieses 
Verfahren 3-5mal wiederholen, bis beim Evakuieren kein Druckanstieg mehr feststellbar 1st (Details 
und Modifikationen dieser Technik in [ 141 [3 I]). Alle Ansatze zur Komplexierung, Aufarbeitung 
und Kristallisation der Metallkomplexe wurden bei gedampftem Licht ausgefiihrt. - Qualitat der 
venvendeten Losungsmittel und Reagenzien: Aceton von Merck, p.a.; Ather von Fluka, puriss. p.a., 
iiber LiAIH4 destilliert; Benzol von Merck, p a . ,  iiber NaH destilliert; CHC13(CDC13) von Merck, p.a., 
frisch iiber Alox filtriert; Dioxan von Fluka, p.a., 2nial iiber Kalium destilliert; Hexan, destilliert, 
iiber Alox filtriert; Methanol von Fluka, p.a.; MC, destilliert, vor Gebrauch iiber Alox filtriert; THF 
von Fluka, p.a., 3maI uber Kalium destilliert; Thiophen von Fluka, purum, iiber Kalium fraktioniert 
(Sdp. 84-84,5"), vor Gebrauch iiber LiA1H4 destilliert; CC4, destilliert; ((Phosphatpuffern: gesattigte 
wasserige Losung von NaHZP04 (pH ca. 4); Alox: Aluminiumoxid basisch Woelm B-Super I, Typ 
W 200; Na2S04 von Merck, p.a. wasserfrei. - Chromafographie: DC.-Alufolien Cellulose Merck, 
Schichtdicke 0,l mm; DC.-Fertigplatten Kieselgel 60 F254 Merck, Schichtdicke 0,25 mm; fur Saulen- 
chromatographie Kieselgel 60 Merck, Korngrosse 0,063-0,200 mm. HPLC.-Trennsysteme (Saulen 
7 x  240 mm): System I stationare Phase Partisil 5 Whatman, mobile Phase Pentan/MC/DME/HMPA 
100: 20: 2,25:0,1, Flussrate 80 mVStd., Detektor I.= 280 nm; System I1 Pentan/MC/DME/HMPA/ 
Wasser 100:20: 2:0,1:0,025, Flussrate jeweils angegeben, Detektor i= 280 nm; System I11 Pentad 
MC/DME/HMPA 100: 20: 4: 0,3, ca. 65 mVStd., Detektonvellenlange jeweils angegeben; Pentan, 
1,2-Dimethoxyathan (DME; Fluka, purum) und Hexamethylphosphorsaure-triamid (HMPA; Fluka, 
pract.) wurden iiber NaH destilliert. Fur eine Beschreibung der Trennsaulen-Herstellung und der 
HPLC.-Apparatur s. [26] .  Angaben: Retentionszeit t in Min., gemessen vom Injektionszeitpunkt der 
Probe (rel. Pikflachen= Pikhohex Halbwertsbreite; zur Bestimmung der mob% vgl. [14], S. 84-85). ~ 

Magnesiumbestimmung auf Atomabsorptionsspektrophotometer Perkin-Elmer PE 303 (Resonanzlinie 
des Mg 2852 A, Flamme LufVAcetylen-Gemisch, Proben gelost und eingespritzt in Dimethylformamid; 
Eichsubstanz Mg(N03)Z) durch Herrn PD Dr. B. Magyar, Lab. fur anorg. Chemie ETH. - Smp. in 
offenen Rohrchen bestimmt, nicht korrigiert. UV./VIS.: Konzentration c jeweils fur den analytisch 
oder spektroskopisch bestimmten Losungsmittelgehalt korrigiert; Schichtdicke d = 1 cm, Angaben 
von d,,, in nm (logc), min.=i.,,,. IR.: in CHC13, Konzentration in Gew.-%; Schichtdicke der Losung 
d=0,1 mm, wenn nichts anderes angegeben; Banden in cm-', relative Intensitaten: s stark, m mittel, 
w schwach. 'H- und I3C-NMR.: 100- bzw. 25,16-MHz-Spektren in CDCl,, Angaben in ppm bez. 
auf TMS (=0  ppm) als int. Standard, wenn jeweils nichts anderes angegeben ist. s (4 f, qa, m ) =  Singulett 
usw; Kopplungskonstanten J in Hz. Die Zuordnung der Signale in den 'H-NMR.-Spektren erfolgte 
in Analogie zu Literatur [22a] [22b]; Numerierung der C-Atome gemass IUPAC-Nomenklatur- 
vorschlag [42] (vgl. [21], Fussnote 6). Den Nummern vorangestellte P bedeuten, dass sich die Angaben 
auf den Phytolteil beziehen. 

Herstellung der Reagenslosungen (vgl. Schema I ) .  2,6-Di-t-butyl-4-methylphenoxy-magnesiumjodid 
(1). a) 0 , 2 ~  Reagenslosung [20]. Zu einer Losung von 780 mg (3,55 mmol) frisch bei 60" im HV. 
sublimiertem 2.6-Di-t-butyl-4-methylphenol (Fluka, purum) in 13 ml MC (iiber CaH2 destilliert) 
wurden unter magnetischer Riihrung mittels einer Spritze 4,O ml (3,48 mmol) frisch hergestellte 
0 , 8 7 ~  Losung von Athylmagnesiumjodid in Ather in ca. 15 Sek. getropft (heftige Reaktion)26). 
Die klare, farblose Losung wurde vor Licht geschiitzt und war nach ca. 10 Min. gebrauchsfertig; 
sie sollte innerhalb 30 Min. venvendet werden, da bei langerem Stehenlassen auch unter Argon 
langsame Zersetzung eintritt (Losung erst gelb, dann iiber Nacht schwarz). 

b) Ungejuhr O , ~ M  entgasfe Reagenslosung [14] (zur Komplexierung von Phaophytin a). Wie oben 
durch langsame Zugabe (ca. 2 Min., heftige Reaktion, Kiihlung im Wasserbad) von 3,O rnl 2M Losung 
vou Athylmagnesiumjodid in durch Ausfrieren entgasfem Ather zu 1,5023 g 2,6-Di-r-butyl-4-methyL 
phenol in 4,O ml entgasfem MC hergestellt und nach 20 Min. verwendet. Diese (entgaste) Reagens- 
losung war deutlich langer haltbar. 

26) Apparatur: Kolben mit Zweihalsaufsatz (ctYw), Serumkappe, Hahn mit Ballon, der Argon ent- 
halt, Magnetriihrer. 
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c) Reagenslosung mit Zusatzbase Lithium-2,6-di-t-butyl-4-methylphenoxid (ReagenslZusatzbase I : I ,  
je OJM) 141. Zu einer durch Ausfrieren entgasten Losungx6) von 1,252 g (5,69 mmol) frisch im HV. 
bei 60" sublimiertem 2,6-Di-t-butyl-4-methylphenol (Fluka, purum) in 4,O ml Thiophen wurden 
unter Riihren unter Argon mit einer Spritze bei 0" innerhalb von 1 Min. 1,8 ml (2,57 mmol) 1 , 4 3 ~  
Losung von Butyllithium in Hexan (Fluka, prac?.) zugegeben. Dann wurden nach 5 Min. bei RT. 
2,7 ml (2,59 mmol) frisch hergestellte 0 , 9 6 ~  Losung von Athylmagnesiumjodid in Ather zugespritzt. 
Die klare, farblose Losung war nach 15 Min. Ruhren bei RT. gebrauchsfertig und wurde sofort 
verwendet. 

Zu Schema 2. Isolierung von Phaophyrin a (2). Eine Losung von 50 g Pflanzenextrakt8) in ca. 
200 ml MC wurde auf eine rnit 2,5 kg Kieselgel in CCl, gefiillte Saule (lox 80 cm) aufgetragen und 
im Dunkeln rnit CCl,/Aceton 95: 5 eluiert (Tropfgeschwindigkeit ca. 200 ml/Std.). Mittels DC. und 
UV./VIS. wurden folgende Fraktionen identifiziert: Carotinoide (fast rnit der Front laufend), Phao- 
phytin a (2; 20,l g), verunreinigtes 2 (4,3 g; dieses Material wurde zum Phaophorbid-a-methylester (7) 
umgeestert [I41 [20]), verunreinigtes Phaophytin b (4; 9,l g. s. ~ n t e n ) ~ ~ ) .  - Unter Argon wurden 
1,876 g Phaophytin a (2) in 30 ml Aceton28) warm gelost und mit 100 ml siedend heissem MethanoPs) 
versetzt. Langsam (zuerst im Wasserbad) wurde auf 4" abkiihlen gelassen und der voluminose 
Niederschlag unter Stickstoff abfiltriert. Zweimalige Wiederholung der Umfallung gab nach 48 Std. 
Trocknen i.HV. bei RT. 1,142 g amorphes MateriaP9): im DC. (Kieselgel, MClAceton 95:5) 
Rf 0,35: sehr schwache Verunreinigung rnit Rf 0,27 (nur aufgrund der tiefroten Fluoreszenz im 
366-nm-Licht erkennbar). HPLC. (System I): Phaophytin a ((132R)-2) t =  12,3 (IOO), Phaophytin a' 
((13*S)-2)lo) t= 10,7 (39,6)16), Verunreinigungen bei t=4,4 (0,5), 4,6 (0,5), 8,8 (l ,O),  10,l (0,7), 
11.6 (1,9), 15.2 (l,214)). - UV./VIS. (Ather30), c=8,69. IO@M; s. Fig. 2): 667,5 (4,722), 609,5 (3,892). 
559,5 (3,462), 533 (4,004), 504,5 (4,068), 470 (3,613), 408,5 (5,027), 320 (4,283), 273 (4,025): Schultern 
bei 398 (4,97), 377 (4,79): min. 629 (3,61), 580 (3,20), 548 (3,34), 522 (3,65), 481 (3,58), 452 (3,49), 
328 (4,26), 291 (3,98), 264 (4,OO). UV./VIS. (Dioxan30), c=7,44. 1 O P 6 ~ ) :  669 (4,718), 611 (3,908), 
559 (3.531), 537 (3,996), 506 (4,072), 471.5 (3,634), 412 (5,042). 323,5 (4,314), 274 (4,201); Schultern 
bei 400 (4,96), 380 (4,78); min. 631 (3,64), 581 (3,23), 551 (3,45), 524 (3,67), 483 (3,62), 455 (3,52), 
330 (4,29), 295 (4,09), 260 (4,18). - IR. (c=5%; abgebildet in [14], S.97): 3390w, 3030w, 3005w, 
2960s, 2930s, 2870m, 1735s, 1700s, 1620m, 1583w, 1555m, 1540m, 1500~1, 1465m, 1452m, 1437m, 
1410~.  14OOw, 1380nt, 1 3 6 7 ~  1348m, 1295m, 1165rn, 1122m, 1 I lOw,  1091w, 1058w, 1033m, 985m, 
970~1, 925w, 910w, 897w, 853w, 841w, 820w. - 'H-NMR. (ca. 0,0901; abgebildet in [14], S.98)30.31): 
- 1,7 und 0.44 (2 br. s/HN); 0,7-0,9 (Signalhaufen rnit d bei 0,83 (/= 6)/H3C(P7I), H3C(P I II), 
H3C(P151) und H3C(P16)); 0,9-1,5 (Signalhaufen/l9 H/HC(PIS), HC(PII),  HC(P7), H2C(P14), 
H2C(P13). H&(P 12), H2C(P10), H2C(P9), H2C(P8), HzC(P6) und H2C(P5)); 1,57 (s/H&(P3I)), 
iiberlagert von 1,58 ( t / / =  7/H3C(p2)); 1,s 1 (d/J= 7/H3C( I8I), im Untergrund darunter H2C(P4)); 
1.7-2,8 (SignaIhaufen/H2C(17'), H2C(172)); 3.00 und 3,02 (2 s/H3C(7')): 3,29 (s/H3C(2I)); 3,46 
(qa/J= 7/H,C(8I)); 3,57 und 3,61 (2 s/H3C(12I)); 3,82 und 337 (2 s / H ~ C O O C ( I ~ ~ ) ) ;  4,l-4,6 (2 Signal- 
haufen/HC(17), HC(18)), darunter 4,56 (&/= 8/H2C(P 1)); 5,O-5.3 (SignalhaufedHC(P2)); 6,05, 
6,14 und 7,81 ( A B X - S ~ S ~ ~ ~ ~ ~ ) / J ( A B ) =  1, / ( A X ) =  12, J ( B X ) =  18/2 HC(32), HC(3')); 6.14 und 
6.25 (2 s/HC( 132)); 7,20 (sICHC13); 8,44 und 8,50 (2 dHC(20)); 9,lO und 9,14 (2 dHC(5)); 9.28 
und 9,32 (2 s/HC(IO)); Verhaltnis von ( R / S ) - 2  laut Integration und HPLC. 76,5: 33,s. - 13C-NMR. 
(cu. O , l l ~ ,  CDC13 als interner Standard): 10,8 (ydC(7l)); I1,9 (2 ya/C(2'), C(I2I)); 16,2 (qu/C(P3')); 
17.2 ( g ~ / C ( 8 ~ ) ) ;  19,l (tlC(8I)); 19,6 (2 qalC(P7'), C(PII1)); 22.6 (qalC(18')); 23,O (qa/C(P 15'). 
C(P16)); 24,3 (tIC(P9)); 24,7 (t?lC(P13)); 24,9 (t/C(P5)); 27,s (d?/C(P15)); 29,s (t/C(172)): 31,2 
(t/C(I7l)); 32,5 (dIC(P7)); 32,7 (dlC(Pl1)); 36,5 (r/C(P6)); 37,2 (3 tIC(PIO), C(P8), C(P12)); 
39,2 (t/C(Pl4)); 39,7 (tlC(P4)); 50,O (dlC(I8)); 51,l (d/C(17)); 52,7 ( ~ u / C H ~ O - C ( ~ ~ ~ ) ) ;  61.4 

Diese einfache direkte Trennung der Phaophytine a und b durch Chromatographie auf Kieselgel 
wurde erstmals von Biere [52] beschrieben: fur weitere Einzelheiten s. auch [I41 [20]. 
Mehrmals i.V. evakuiert und mit Argon begast. 
Fur eine ausfiihrliche Beschreibung der Reinigung von Phaophytin a (2) vgl. [ 141. 
Messlosung durch Ausfrieren entgast und unter Argon. 
Signale des mmnatiirlichem ( 132S)-Epimers kursiv gesetzt. 
Bei A BX-Systemen sind die scheinbaren, aus dem Spektrum direkt abgelesenen Kopplungs- 
konstanten angegeben. 
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(tlC(P1)); 64,6 und 65,7 (2 d/C(132))31); 75,6, 76,9 und 78,2 (CDCI3); 92,9 (dlC(20)); 97,2 (d/C(5)); 
104,l (d/C(lO)); 105,l (dC(15)); 117,7 (dC(P2)); 122,4 (t/C(32)); 128,s (d und s/C(3I), C(12)); 
131.6 (s/C(2)); 135,9 (s/C(7), C(4)); 136,2 (dC(3)); 137,8 (dC(l1)); 141,8 (dC(1)); 142,7 (s/C(P3)); 
144,8 (dC(8)); 149,5 (dC(14)); 150,7 (s/C(9)); 155,4 (dC(6)); 161,l (dC(13)); 1693 (~ /C(13~)) ;  
172,O (dC(19)); 172,8 (s/C(173), C(16)); 189,5 (dC(13I)). 

C55H74N405 Ber. C 75,82 H 8,56 N 6,43% Gef. C 75,95 H 8,64 N 6,35% 

Herstellung yon Chlorophyll a (3)  [14]. Unter Argon wurden 155 mg (0,18 mmol) Phaophytin a (2) 
oben beschriebener Qualitat (uber Nacht im HV./RT. in der Apparatur26) getrocknet) in 2,1 ml 
durch Ausfrieren entgastem MC gelost. Die Losung wurde im Wasserbad auf 11" gekuhlt, und 
unter intensivem Ruhren wurden schnell 3,9 ml (3,35 mmol) cu. 0 , 8 ~  Losung von 1 (Vorschrift b) 
mittels Spritze zugegeben (-lindengriin). Nach 5 Min. Ruhren bei 11-12" wurde die Losung auf 
eine eiskalte, entgaste Mischung von 1200 ml Ather/aPhosphatpufferw/Wasser 2: 5 :  2 gegossen, der 
Kolben rasch mit etwas MC nachgespult und das Gemisch intensiv geschuttelt. Die Wasserphase 
wurde verworfen (geringe Substanzverluste), die organische Phase sofort 3mal mit entgastem Eis- 
wasser, lmal mit ges. NaCI-Losung gewaschen und uber Na2S04 getrocknet. Nach Filtration durch 
Watte wurde der Ather i.RV. bei RT. entfernt und das Phenolderivat ab~ubl imier t~~) .  Eine Probe 
zeigte folgende Zusammensetzung im DC. (s. unten): blaugriines 3 (Rf 0,35) neben sehr wenig 
graubraunem 2 (Rf 0,45) und nicht vollstandig entferntem Phenolderivat (im UV.-Licht bei 254 nm 
schwach sichtbar, Rf 0,69); HPLC. (System 11, Flussrate 81 mVStd.): 94 mol-% Chlorophyll a 
(( 132R)-3), 1,5 mol-% Chlorophyll a' ((132S)-3)10), 0,3 mol-% Phaophytin a ((132R)-2), ca. 2,5 mol-% 
Verunreinigungen aus dem Reaktant, ca. 1,5 mol-% verschiedene Zersetz~ngsprodukte'~) sowie 
Phenolderivat. UV./VIS. (Ather): OD. (410/429 nm)=0,68; vgl. umgefalltes 3: OD.= 0,64. - Das 
Rohprodukt wurde nach 14 Std. im HV. im Handschuhkasten in 1 1  ml Dioxan gelost, zen t r i f~gier t~~)  
und die Losung vom fast farblosen (anorganischen) Ruckstand ab~ ipe t t i e r t~~) .  Der Ruckstand wurde 
in Dioxan suspendiert und nochmals zentrifugiert. Zur Abtrennung [33] des Phaophytins und der 
Zersetzung~produkte'~) wurden die vereinigten Losungen unter intensivem magnetischem Ruhren 
innerhalb 30 Min. langsam mit 4,O ml Wasser versetzt (Spritze), weitere 30 Min. geruhrt und dann 
~entrifugiert~~).  Der dunkelgrune Chlorophyll-Ruckstand (blaugriine, uberstehende Losung ver- 
worfen) wurde in Dioxan gelost, erneut wie oben mit Wasser ausgefallt, zen t r i f~gier t~~) ,  mit wenig 
Dioxan in einen Kolben iibergefuhrt und anschliessend uber Nacht i. HV. getrocknet (Kuhlfalle mit 
flussigem Stickstoff): 126 mg (73%) dunkelgrunes, sehr feinpulvriges Chlorophyll u (3). - Eine 
4 Tage bei RT. i.HV. getrocknete Probe gelangte zur Charakterisierung: im DC. ( S i l g ~ r ~ ~ ) ,  Hexan/ 
Aceton 7:3) nur 2 Flecke bei Rf 0,27 ((13*R)-3) und 0,30 (schwach, (132S)-3). HPLC. (System 11, 
Flussrate 108 mVStd.; vgl. Fig. Ib): (132R)-3 t=24,0 (91.9 mol-%), (132S)-3 t=  18,2 (7.2 m ~ l - % ) ~ ~ ) ,  
Verunreinigungen bei t=  16.5 (0,3 mob%) und 32,7 (0,3 mol-%)14). - UV./VIS. (Ather30-37), 
C= 7,61 ' lo-6M; S. Fig. 3): 659 (4,939), 613,5 (4.114). 573,5 (3,833), 527,5 (3,568), 427,5 (5,045), 
409 (4,849), 380,5 (4,634); Schulter bei 495 (3,32); min. 632 (3,90), 588 (3,67), 545 (3,42), 470 (3,0), 
413 (4,84), 386 (4,63), 337 (4,34). UV./VIS. (Aceton30), c=8,98. IO@M): 662 (4,878) 615 (4,134); 
579,5 (3,806), 535 (3,519), 430,5 (4,972), 411,5 (4,833), 385 (4,644); Schulter bei 505 (3,23); min. 635 

Bei 50-60"/HV./ca. 2 Std., Kuhlfinger auf den Kolben mit dem Rohprodukt aufgesetzt. 
Zentrifugiert (15 Min., ca. 2500 U/Min.) wurde in mit Serumkappen luftdicht verschlossenen 
Rohren ausserhalb des Handschuhkastens; alle anderen Operationen mit Chlorophyll-Losungen 
wurden im Handschuhkasten unter striktem Sauerstoffausschluss bei gedampftem Licht durch- 
gefiihrt [14]. 
Dieser femverteilte, nicht filtrierbare Ruckstand (wahrscheinlich Magnesiumsalze, die bei der 
Aufarbeitung nur zusurnrnen mit dem Chlorophyll in die organische Phase gelangen) konnte 
lediglich so vor der Ausfallung mit Wasser entfernt werden. Ohne seine Entfernung lieferte die 
C,H,N-Analyse von 3 vollig falsche Werte (neben zu niedrigen E im UV./VIS., aber korrekten 
IH- und I3C-NMR.; vgl. 1141, S. 35, 105-106). 
DC.-Fertigplatten Silgzrr-25 UV254 Mucherey & Nagel, Startzone: Kieselgur, Chromatographiezone: 
Kieselgel. 
In wassergesuttigtern Ather wurden eine bathochrome Verschiebung der Maxima bis zu 5 nm 
und um ca. 5% kleinere E beobachtet (vollstandige Daten in [14]). 
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(3.99), 592 (3,78), 549 (3,48), 474 (2,9), 417 (4,82), 388 (4,64), 343 (4,33). UV./VIS. (Dioxado), 
c=8,09. 1 0 - 6 ~ ) :  662 (4,922), 622,5 (4,152), 587 (3,869), 538 (3,519), 500 (3,342), 433 (5,082), 410 
(4,820), 384 (4,614), 330 (4,386); usw. s. [14]. UV./VIS. (BenzoI3O), c =  8,68. 1 0 @ ~ ) :  668 (4,719), 
626 (4.164). 584 (3,886), 536 (3,477), 434 (4,879), 384 (4,617), 346 (4,439) usw. s. [14]. Im Vergleich 
zu den Spektren in Ather, Aceton und Dioxan kleinere log8 infolge Aggregation von 3 [34]. - 
IR.?O) (c=2,5%, d=0,2 mm; s. Fig. 4 ) :  3000w, 29603, 2930.7. 2865~1, 17303, 16773, 1640m, 16103, 
1555s. 1535s, 1490m, 1467m, 1453m, 1435w, 1380~ .  1365w, 1345rn, 1325w, 1305w, 1285m, 1 M m ,  
1150~1, 1125~1, 1105w, 1070w, 1040m, 1020w, IOOOw, 985w, 920m, 890w, 875ni; laut Kontroll-HPLC. 
nach Spektrenaufnahme keine Zunahme des Gehalts an Allomer (vgl. Fussnote 14). IR. (CCb, c=3%, 
d=0,2 mm): 3090w, 2960s, 2930s, 2870ni, 2860m, 1735, 1695s, 16553, 1610m, 1550~1, 1530m usw.; 
vollstandige Daten sowie Spektrum im KBr-Pressling in [ 141. - IH-NMR. (CDCl3/CD30D3*), 
88: 1230), ca. 0 , 0 6 ~ ;  s. Fig. 5)3'): 0,6 (s/TMS-13C-Satellit); ca. 0,8 (Signalhaufen mit d bei 0,84 
(J=6)/H3C(P7'), H3C(P11'), H3C(P15I) und H3C(P16)); 0,9-1,5 (Signalhaufen/l9 H/HC(PI5): 

und H2C(P5)); 1,56 (s/H&(P3I)); 1,70 ( t /J= 8/H3C(S2)); 1,78 (d /J=  7/H3C(1g1)); HzC(17I). 
HzC(1P) und HzC(P4) im Untergrund um 1,5-2,8; 3,23 und 3,28 (2s/H3C(2I), H3C(7])); 3,58 
(s/H3C( 12*), Dioxan); 3,73 (qa/J= 8/H2C(S1)); 3,97 (s/H3COOC( 133)); 4,37 (d /J= 8/H2C(Pl)); 
HC(17) und HC(18) im Untergrund um 3,9-4,6; ca. 5,1 (SignalhaufeWHC(P2)); 5,98, 6,16 und 
7,96 ( A B X - S y ~ t e r n ~ ~ ) l / ( A B ) = 2 ,  J ( A X ) =  11, J(BX)= 1812 HC(32), HC(3I)); 8,20 und 8,29 (2s/ 
HC(20)); 9,2I und 9,24 (2s/HC(5)); 9,46 und 9,51 (23/HC(IO)); Signal von HC(132) fehlt infolge 
H/D-Austausch rnit CD30D, s. unten; vgl. Signal von HC(132) in Aceton-d6 bei 6,13; weitere 
Losungsmittelsignale bei 2,14 (s/Aceton vom Urnfullen der NMR.-Probe), 3,08 (s/CD30H; wegen 
Austausch mil HC( 132)!), 5,27 (dCHzC12 aus der Handschuhkasten-Atmosphare) und 7,29 (s/CHCI3). 
IH- und I3C-NMR. in Aceton-d6 s. 1141. - 13C-NMR. (CDC13/CD30D38) 88:1230), ca. 0 , 0 5 ~ ,  abge- 
bildet in [ 141, S. 119)39): 11,l (qalC(7')); 12,4 und 12,7 (2 qalC(al), C(l2')); 16,3 (qaIC(P3I)); 
17.6 ( q ~ / C ( 8 ~ ) ) ;  19,7 (4u und t/C(P7I), C(PIlI) ,  C(8I)); 22,7 ( 2 q ~ / C ( P 1 5 ~ ) ,  C(P16)); 23,6 (4al 
C(l8l)); 24,5 (t/C(P9)); 24,9 (t?IC(PI3)); 25,l (tlC(P5)); 28,l (d?/C(P15)); 29,9 ( f /C( lP) ) ;  30,9 
(t/C(l7I)); 32,7 (dC(P7)); 32,9 (d/C(PlI)); 36,7 (tlC(P6)); 37,4 (3 r?/C(PIO), C(P8), C(P12)); 
393 und 39,9 (2 t/C(P14), C(P4)); 47,3, 48,2. 49,1, 49,9 und 50,8 (CD30D); 49,6 (dIC(18)); 50.5 
(dlC(17)); 53,l (q~/CH30-C(13~));  61,7 (tIC(P1)); 67,l (tlDioxan); 78,6. 77,3 und 76,O (CDCI3); 
92.6 (dlC(20)); 100,l (d/C(5));  104,2 (sIC(15)); 107,9 (dlC(10)); 117,7 (dC(P2)); 120,l (tlC(32)); 
130,4 (dK(3'));  134,1, 134,6 und 1353 (3 s/C(12), C(7). C(2)); 139,4 (s/C(3)); 143,2 (sK(P3)); 
144,6 (dC(8)); 146,3, 147,6 und 148,7 (3 s/C(9), C(11), C(4)); 152,8 (sK(6)); 155,1, 155,4, 162,1, 
168.8, 172S und 173.7 (6s?/C(1), C(14), C(13), C(13*), C(16), C(173), C(19)?); 190,2 (schwaches 
~ / C ( 1 3 ~ ) ) ;  infolge HID-Austausch von HC(13l)  rnit CD30D ist die Relaxation so stark verlangsamt, 
dass das DC(132)-Signal ( t ! )  nicht sichtbar 1st; vgl. d von C(132) in Aceton-d6 [I41 (kein Austausch) 
bei 66,O. Ein Kontroll-HPLC. nach Aufnahme der I3C-NMR.-Spektren zeigte ein (RIS)-Epimeren- 
vertidtnis von 79: 21'5), und ca. 2% Verunreinigungen'4). 

C~~H72MgN405 .0.25 H20.0.75 C ~ H X O ~ ~ O )  Ber. C 72,26 H 8,21 N 5,81 Mg2,52% 
Gef. ,, 72.25 ,, 8,32 ,, 5,74 ,, 2.37% 

HC(P 1 I), HC(P7), H,C(P14), HzC(P13), HzC(P12), H,C(PlO), H?C(P9), HZC(P8), H2C(P6) 

Aus den vereinigten Mutterlaugen der beiden Fallungen wurden durch Zugabe von weiteren 
4 nil Wasser, Zent r i f~gieren~~) ,  Abpipettieren der Losung und Trocknen des Ruckstandes noch 
26 mg (15%) 3 isoliert, die neben anderen Verunreinigungen (total cu. 5.6 mol-%) ca. 0,6 mol-% 2 
enthielten (HPLC.). 

Krislullisationsversuch mit Chlorophyll a (3) aus Acetonl Wasser 7:19). Das Kohprodukt eines 
weiteren wie vorher durchgefiihrten Chlorophyll-Ansatzes wurde im Handschuhkasten in 10 ml MC 
gelost. ~ent r i fugier t~~) ,  die Liisung abpipettiert, der R u ~ k s t a n d ~ ~ )  in 5 ml MC aufgeschlammt und 
erneut zentrifugiert. Die vereinigten Losungen wurden i.V. eingedampft, der Ruckstand in 17,s ml 
Dioxan gcliist und unter Ruhren innert 45 Min. rnit 5 ml Wasser versetzt. Nochmaliges Umfallen des 
Niederschlags aus 15 ml Dioxan/5 ml Wasser und Trocknen im HV. (Kuhlfallc mit fliissigem 

38) Merck, Uvasol, mind. 99% D. 
3y) Zuordnung der Signale nach [23]. 
4n) L,0sungsmittelgehalt laut 'H-NMR. in Aceton-4: ca. 0,6 mol Dioxan, ca. 0,5 mol Wasser [I41 
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Stickstoff) gab 123 mg (75% bzgl. 2) Chlorophyll a (3). Dieses Material wurde im Handschuhkasten 
in 14 ml Aceton (Merck, p.a., destilliert) gelost, die Losung durch Watte in einen zerkratzten Kolben 
filtriert und mit 2 ml dest. WasserZ1) versetzt. Nach langsamem Eindunstenlassen innerhalb von 
5% Wochen im Handschuhkasten wurde die Mutterlauge abpipettiert, und nach Trocknen (48 Std./ 
HV./RT.) wurden 77>5 mg (63% des eingesetzten Materials; 47% Ausbeute bzgl. 2) dunkelgrunes, 
korniges Produkt isoliert, das einem Debye-Scherrer-P~lverdiagramm~') zufolge kristalline Anteile 
enthielt, aber gemass Aspekt (kleine griine Knstalle bei 500facher Vergrosserung; max. Grosse: 
Durchmesser ca. 1,5 ! I ,  L h g e  ca. 6 p) nur teilweise kristallin war. HPLC. (System 11, Flussrate 
84,4 mVStd.; s. Fig. Ic ) :  (132R)-3 t =  16.5 (98,8 mol-%), (132S)-3 t =  13,O (0,5 mol-%)"), Verunreini- 
gungenI4) bei t=22,2 und 25,O (total 0,2 mol-%), weitere Verunreinigungen bei t= 15,2 und 17.5 
(total 0,5 mol-%). Partialsynthetisches Chlorophyll a und Chlorophyll a atis Pflanzenmaterial 
(Fluka, purum) waren im Misch-HPLC. nicht unterscheidbar (vgl. Fussnote 18). - UV./VIS (Athdo) ,  
c=7,37. 10-6~42)): 659 (4,958), 613,5 (4,134), 574 (3,863), 528 (3,613), 427,5 (5,063), 409,5 (4,863), 
380,5 (4,647); Schulter bei 495 (3,36); min. 633 (3,92), 588 (3,70), 547 (3,49), 468 (3,15), 413 (4,86), 
387 (4,64), 340 (4,37). UV./VIS. in Aceton und Dioxan s. [14]. - CD43)(Ather30), c=8,20. I O @ d * ) ;  
s. Fig.6): d,([Ae])=656 (-7,6), 632 (-0,4), 613 (-0,7), 425 (+9,3), 410,5 (+4,5), 399 (+7,0), 
380 (+2,9), 376 (+3,0), 362,5 (+0,7), 354 (+1,2), 350 (+0,9), 323 (+7,8), 302 (+2,1), 291 (+3,6), 
283 ( + 3,0), 265 (+ 3,8), 232 (- 3,9); 14 bei 600-450 (< k 0.3) und 243; in den in der Literatur [ 181 
abgebildeten Spektren sind die von uns gefundenen Banden bei 376 und 380 nm nicht klar erkennbar, 
weitere Abweichungen finden sich bei den [A&]-Werten: vgl. 657 (- 13,8), 428 (+ 11,O) [18a] bzw. 
656 (ca. - 12,7), 432 (ca. + 12,5) (die beiden letzteren Werte wurden durch Ausmessen des in [18b] 
abgebildeten Spektrums bestimmt). CD. ( A ~ e t o n ~ O j ~ ~ ) ,  c =  8,Ol abgebildet in [14], S. 123): 
i,([de])=656 (-7,7), 632 (-O,Y), 615 (- 1,4), 565 (-0,6), 428 (+5,Y), 413 (+2,5), 400 (+5,1), 
358 (- 0,6); & bei 530-455 (< k0,3), 367, 353, 587. 

\pr 
Fig. 6. CD.-Spektrum von 

Zur Uberpriifung, ob ein mit Cetylalkohol statt Phytol verestertes Chlorophyll besser kristallisiert, 
haben wir in Phaophorbid-a-cetylester [43] ebenfalls mit 1 Magnesium eingebautg). Aber auch dieses 
Chlorophyll-Derivat liess sich nicht besser als 3 kristallisieren (Aspekt und Pulverdiagramm ahnlich 
wie 3).  

Zu Schema 3. Isolierung von Phaophytin b (4). In wenig MC wurden 700 mg Phaophytin b 
(Rohprodukt der Chromatographie des Pflanzenextraktess), s. oben) gelost und auf 350 g Kieselgel 
(Saule 3 8 0 ~  50 mm) mit ca. 4,3 1 MC/Aceton 99: 1 chromatographiert (Tropfgeschwindigkeit ca. 
120 ml/Std., nach 20 Std. auf 320 mVStd. gesteigert). Die Fraktionen wurden mittels DC. (Kieselgel, 
MC/Aceton 15:l; Rf(4) 0,59), HPLC. und UV./VIS. kontrolliert. Nach Fraktionen mit verschiedenen 
Nebenprodukten wurden 209 mg DC.-reines 4 (UV./VIS. in MC.: OD. (438/417 nm)=2,52; OD. 
(438/664 nm)=5,41) is0liert4~). Dieses 24 Std. im HV. bei RT. getrocknete und zur Komplexierung 

Fur die Aufnahme des Pulverdiagramms danken wir Herrn R.  Gubser (Institut fur Kristallographle 
und Petrographie ETH). Die Lagen der Reflexe stimmten mit dem von Kratky & Dunitz [40e] 
beschriebenen Pulverdiagramm iiberein, das von kristallisiertem, aber noch verunreinigtem 
Chlorophyll a (VIS.-spektroskopischer Gehalt ca. 88%) aus einem Vorversuch von Isenring 
stammte [20]. 
Berechnet fur einen angenommenen Gehalt von 2 mol H20 pro mol3; vgl. [35] [40b] [~OC]. 
In gleichzeitig mit der Messprobe im gleichen Losungsmittel gelosten Proben stieg der Gehalt an 
(132S)-3 wahrend der Aufnahmedauer der Spektren laut HPLC. von 1,9 auf 3,l mol-% (Ather) 
bzw. von 1,O auf 1,4 mol-% (Aceton). Das HPLC. zeigte keine Zunahme des Gehalts an Verun- 
reinigungen. 
Weitere Einzelheiten zur Reinigung von 4 finden sieh in [4]. 
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eingesetzte 4 zeigte im HPLC. (System 111, Detektor 1, = 440 bzw. 415 nm): Phaophytin b (( 13*R)-4) 
bei t= 15,6 (loo), Phaophytin b' ((132S)-4)'0,19) bei t =  14,5 (17) sowie Verunreinigungen im Bereich 
t=  1-60 (total cu. 1). - UV./VIS. (Ather, c=4,61. 1 0 - 6 ~ ;  s. Fig. 7): 656,5 (4,600), 600 (3,931), 
556,5 (3,845), 522 (4,074), 432,5 (5,265), 412 (4,872), 370 (4,483), 324,5 (4,488); Schultern bei 532 
(4,05), 489 (3,63); min. 620 (3,61), 578 (3,36), 547 (3,80), 4733 (3,54), 416 (4,86), 382 (4,44), 339 (4,41). - 
IR. (c=2,5%, d=0,2 mm; abgebildet in [4], S. 73): 3390w, 2999~1, 2950s, 2922s, 2861~1, 2727w, 
1735s, 1705s, 1663s, 1618m, 1586m, 1557m, 1540m, 14943, 1465m, 1451~1, 1432~1, 1404w, 1383~1, 
1368m, 1353w, 1300m, 1200s, 1165m, 1125w, IlOOw, 1062w, 1037~1, 995w, 970w, 940w, 930w, 898w, 
857w, 826w. - 'H-NMR. (ca. 0,2M; abgebildet in [4], S. 69)3'): - 0,59 (s/HN); 0,60 (s/TMS-13C-Satellit); 
0,7-0,9 (SignalhaufedH3C(P7'), H-,C(P 1 11)), darin 0,83 (d/J= 7/H,C(P 15'), H3C(P 16)); 0,9-1,6 
(SignalhaufenIl9 H/HC(P15), HC(PIl), HC(P7), HzC(P14), HzC(P13), H2C(PI2), H2C(PIO), 
H2C(P9), H2C(P8), HzC(P6) und H2C(P5)); 1,66 (s/H3C(P3I)); 1,8-3,1 (t otal 12 H): 1,94 (r/J=7/ 
H3C(g2)), 2,l-3,l (Signalha~fedH~C(17~),  HzC(17'), Signale von H3C(I8'), HzC(P4) im Unter- 
grund); 3,17 (s/H3C(2')); 3,32 (s/H3C(12I)); HzC(8') im Untergrund um 3,O-3,4; 3,94 und 4,04 
(2 s / H ~ C O O C ( I ~ ~ ) ) ;  4,l-4,6 (Signalhaufen/HC(17), HC(18), H2C(P1)); $26 (r/J=7/HC(P2)); 
5,85-6,18 (AB-Teil/H2C(32)); 6,23 ( s /HC( I~~) ) ;  7,20 (sICHC13); 7,25-7,65 (X-TeiVHC(3I)); 8,34, 
8,37 und 8,43 (3 s/HC(lO), HC(20)); 9,18 und 9,23 (2 s/HC(S)); 10,l 1 und I Q I 6  (2 dHC(7l)). 

Herstellung von Chlorophyll b (5) 141. Eine durch Ausfrieren entgaste Losung von 206 mg 
(0,23 mmol) Phaophytin b (4) (s. oben) in 11 ml Thiophen wurde bei 50" unter Argon mit 7,8 ml 
(2,34 mmol) 0,3 M Losung von 1/0,3 M Losung von Lithium-di-t-butyl-4-methylphenoxid 1 : 1 30 Min. 
geriihrtz6) (Reagenszugabe mittels Spritze) und dann rnit einem entgasten Gemisch von 800 ml 
AtherIPuffer pH 645)/Eiswasser 6: 1 : 1 aufgearbeitet. Die Atherlosung wurde 2mal mit je ca. 200 ml 
entgastem Eiswasser extrahiert, uber Watte filtriert, eingedampft (RV./RT.) und das Phenolderivat 
ab~ublimiert~~).  UV./VIS. und DC. (einheitlich; auf Kieselgel rnit HexadAceton 2: 1 Rf(5) 0,32 
gegenuber Rf(4) 0,47; auf Cellulose rnit Hexan/Aceton 5: 1 Rf(5) 0,5) zeigten vollstandige Komplexie- 
rung an. Im Handschuhkasten wurde die Halfte des Rohprodukts in 6 ml Aceton gelost und nach 
Zugabe von 1,2 ml Wasser2') 10 Tage eindunsten gelassen. Nach Abpipettieren der nur noch 
schwach gefarbten Mutterlauge und 5 Tagen Trocknung im HV. bei RT. wurden 166 mg gelbgrunes 
Material isoliert, dessen kristalline Anteile unter dem Polarisationsmikroskop (ccKristallige1)) bei 
600facher Vergrosserung) und im Debye-Scherrer-Pulverdiagramm (abgebildet in [I], S. 71) sichtbar 
waren; Ausbeute ca. 95%, korrigiert fur den Losungsmittelgehalt laut 'H-NMR. HPLC. (System 111, 
Detektor 1=440 nm): Chlorophyll b ((132R)-5) t =  16,4 (IOO), Chlorophyll b' ((132S)-5)10,19) t= 12,8 
(35), Verunreinigung bei t= 11.0 ( I ) ,  Gehalt an Phaophytin b (4) < 1 mol-%. - UV./VIS. (Ather30), 
c=3,61 . 1 0 - 6 ~ ;  5 .  13 H20.0,4 Aceton laut 'H-NMR., vgl. Tab. 2 und Fig. 8): 641 (4,831), 594 
(4,041), 550 (3,728), 450 (5,300), 331 (4,542), 307,5 (4,501); Schultern bei 428 (4,91), 376 (4,35), 
359 (4,44); min. 617 (3,93), 575 (3,76), 490 (<2,6), 392 (4,14), 318 (4,48). - IR?O) (c=2,5%, d=0,2 mm; 
abgebildet in [4], S. 73): 3638w ( H 2 0 ) ,  2998w, 2955s, 2924s, 2864m, 2732w, 1728s, 1692s, 1658s, 
1609m, 1560m, 1546s, 1516m, 1478~1, 1464m, 1443~1, 1379m, 1347m, 1288s, 1190~1, 1165m, 1149~1, 
1129w, 1078w, 1070w, 1045~1, 1022w, 1008w, 9 9 2 ~ .  948w, 924w, 889w, 867w, 839w. - 'H-NMRJ2) 
(ca. 0,1401; abgebildet in [4], S. 72)'Os3'): - 039 und 0,59 (2 ~/TMS-'~C-SateIliten); 0,8-1,0 (Signal- 
haufen/H3C(P7I), H3C(P111)), darin 0,87 (d/J=6/H3C(P15I), H3C(P16)); 1,O-2,0 (Signalhaufen 
und s bei 1,43 (ca. 13 mol H2O)/ca. 50H/HC(P15), HC(P11), HC(P7), H2C(P14), HzC(P13), 
HzC(P12), HzC(PIO), H2C(P9), H2C(P8), H2C(P6), H2C(P5), H3C(P3')); 2,28 (s/ca. 0,4 mol Aceton); 
2,9-4,2 (3 Signalhaufen und 2s? bei 4,lO und 4,Wca. 20 H/H3C(82), H3C(181), H3C(21), H3C(12I), 
H2C(8'), H2C(17'), H ~ c ( 1 7 ~ )  und HzC(P4)); 4,6-5,2 (Signalhaufen und 2 s? bei 4,98 und 5,19/ 
ca. 3 H/HC(132), HzC(P1)); 5,7-6,2 (Signalhaufedca. 3 H / H Z C ( ~ ~ ) ,  HC(P2)); 6,79 und 6,96 
(2 S /H~COOC(I~~)? ) ;  7,2-7,7 (Signalhaufen/ca. 4 H/HC(3I), HC(17), HC(18) und Fremdsignal); 
8,Ol (br. dHC(20)); 8,85-9,45 (Signalhaufen rnit 2 br. s/ca. 3 H/HC(5), HC(lO), HC(7')); Fremd- 
signale bei 534 (s/ca. 0,3 H) und 6,50 (slca. 0,2 H). 

Zu Tabelle 2: Eine mogliche Erklarung fur die Abweichungen der c-Werte voneinander ware 
ein unterschiedlicher Losungsmittelgehalt der Proben (Wasser!); es bestehen aber nur unvollstandige 
Angaben iiber Losungsmittelgehalt und Reinheit der gemessenen Chlorophyll-Proben bzw. Konzen- 
tration der Messlosungen. 

45) Puffer pH 6: 50 ml gesattigte wasserige NaHzPO4-Losung, 50 ml I N  NaOH-Losung und 200 ml H2O. 
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r , 0 1  

w -  

- 

I 10 1 

I r n  - 

<(Rotbander ((Soretbanden &re[ 

nm ( c )  nm 

Diese Arbeit 641 (67700)a) 450 (199350)a) 2,94 

Smith & Benitez (1955) 644 (56250) 455 (158500) 2,82 [25a] 
Trurnit & Colmano (1959) 642,5 (52 100) 453 (156300) 3,OO [39] 
Kafz et al. (1963) 642 (61800) 452,5 (175300) 2,84 [25b] 
Sauer et al. (1966)") 644 (56300) 455 (I58500) 2,82 [25fl 
Brown ( 1968) 642,5 (72500) 453 (210900) 2,77 [36b] 
Sanders et al. (1978) 645 (46800) 453 (151400) 3,24 [36a] 
Jacobs & Holt ( 1954)d) 640,5 (53300) 451 (163000) 3,Ol [27] 

") Berechnet fur 5 13 H20.0,4 Aceton (Losungsmittelgehalt laut 'H-NMR.). 
b, 

") 
d, 

(55  80O)b) ( 164300)b) 

Berechnet fur 5 .  1,6 H20.0,4 Aceton (in Analogie zu Chlorophyll a (3) und den Chlorophylliden 
8 und 10 [40] wurden 2 mol Kristall-Losungsmittel angenommen). 
Korrekte C,H,N-Analyse fur 5 .  I H20 (nicht kristallisiert). 
Daten von (kristallinem) Chlorophyllid-b-athylester (vgl. Fussnote 1 I). 

Zu Tabelle 1. - Herstellung von Chlorophyllid-a-methylester (8) [20]46). In eine Losung von 303 mg 
(0,5 mmol) Phaophorbid-a-methylester (7)47) in 10.0 ml MC wurden hei 12" unter Argon schnell 
10,O ml (2,O mmol) 0 , 2 M  Losung von 1 gespritzt26). Nach 6 Min. Riihren bei 12" wurde auf 370 ml 
Ather/ctPhosphatpufferw/Wasser 17: 10: 10 gegossen, der Reaktionskolben kurz mit Aceton nach- 
gespult und das Gemisch intensiv geschiittelt. Nach 5mal Waschen mit insgesamt ca. 2 1 Wasser 
wurde die Atherlosung iiber eine ca. 0,5 cm hohe Schicht NaZS04 (Glasfilternutsche G4) 
filtriert und die Nutsche mit Ather farblos gewaschen. Das DC.48) zeigte neben blaugriinem 8 noch 
ein griines Nebenprodukt mit grosserem Rf-Wed9), aber kein 7. Das Filtrat wurde bei 40" i.V. 
vorsichtig bis zur Kristallbildung eingeengt (Restmenge k h e r  ca. 40 ml). Nach langsamem Abkuhlen 
unter Argon auf RT. und 3stdg. Stehenlassen bei 4" wurde die Mutterlauge abpipettiert. Die 
glanzenden, dunkelblauen Kristalle wurden mehrmals mit wenig Ather gewaschen und 3 Tage ge- 
trocknet (0,005 Torr/RT.): 238 mg (73%) DC.-reiner48) Chlorophyllid-a-methylester (8). Chloro- 

46) Erstmals wurde 8 von Willstutter [6b] durch enzymatische Umesterung von Chlorophyll a her- 
gestellt; Herstellung von Fischer [9c] durch Komplexierung (Ausbeute ca. 48%). 

47) DC.-reines (Cellulose, HexadAcetordPropanoI 100: 10: 0,45, Rf 0,49), kristallines, 5 Std. im HV. 
bei 75" getrocknetes Material, Smp. 223-224" (Zers.); fur die Herstellung [53] [6c] vgl. [20]. 

48) Cellulose, HexardAceton 5 :  1; die Rf-Werte sind stark konzentrationsabhaningig. 
49) Bei der Komplexierung trat ein magnesiumhaltiges Nebenprodukt auf (ca. 5%), dem nach 

Dekomplexierung aufgrdnd spektroskopischer Daten die Struktur des 13*-(2,6-Di-t-butyl-4- 
methy1phenoxy)phaophorbid-a-methylesters (((Phenol-Allomerw, vgl. Fussnote 14) zugeordnet 
wurde (s. [20], S. 173-175). 
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phyllid 8 aus einem solchen Ansatz zeigte folgendes 13C-NMR. (ACeto~I-d,j~~), ca. 0 , 0 4 ~ ,  Aceton-d6 
als interner Standard)39): 10,9 (C(7I)); 12,4; 17,8 (C(S2)); 19,8 (C(8l)); 23,0, 23,6 (C(l8l)); 27.4, 
28,1, 28,9, 29,7, 30.4, 31,2 und 32,O (Aceton-d6); 29,l; 29,9 (C(172)); 30,7; 30,9 (C(171)); 49,7 (C(8)); 
50,l; 51,l; 51,4; 51,6; 52,4; 52,6; 65,9 (C(132)); 66,7; 93,5 (C(20)); 100,4 (C(5)); 106,l (C(15)); 
108,3 (C(10)); 108,4; 120,O (C(32)); 131,2, 134,2, 134,3 und 136,O (C(7), C(12), C ( 2 ) ) ;  139,6 (C(3)); 

Die Mutterlaugen der Kristallisation von 8 wurden mittels 1~ HC1 dekomplexiert, mit Wasser 
neutral gewaschen, durch Watte filtriert und eingedampft (RV.). Der Ruckstand (gelost in MC) 
wurde auf 15 g Kieselgel (Saule 15x 190 mm) rnit CCh/Aceton 95:5 chromatographiert: Phenol- 
derivat, 12 mg Nebenprod~kp~) ,  52 mg (17%) DC.-reines (Kieselgel, Cellulose) Phaophorbid-a- 
methylester (7). 

Zur Churakterisierung gelangte lmal kristallisiertes 8 aus einem anderen Ansatzl3): Korrekte 
C,H,N- und Mg-Analyse fur C36H36MgN405. 1.25 H20;  die Spektren dieser Probe'3) waren in 
Ubereinstimmung rnit den publizierten Spektren fur 8, das durch enzymatische Umesterung aus 
Chlorophyll a gewonnen wurde [24] [27] [28b] (UV./VIS.) [22b] [22c] (IR.) [22a] [22b] ('H-NMR.). - 
Eine mit 1 N HCl demetallierte Probe des Analysenmaterials zeigte die gleichen spektroskopischen 
Daten (UV./VIS., IR., 'H-NMR.) und das gleiche DC. wie authentischer Phaophorbid-a-methylester (7). 

Fur die in [40a] [40b] [~OC] publizierten Ronigenstrukturanulysen wurden Chlorophyllid-a-methyl- 
ester (8) und Chlorophyllid-a-athylester (entsprechend durch Komplexierung von Phaophorbid-a-athyl- 
ester hergestellt)'3) aus Aceton/H20 9: 1 durch langsames Eindunstenlassen der Losung im Hand- 
schuhkasten kristallisiert. Die so erhaltenen Kristalle enthielten je 2 mol H 2 0  pro mol Komplex. 

Herstellung von Pyrochlorophyllid-a-methylester (10) [2OlS0). Eine Losung von 274 mg (03 mmol) 
Pyrophaophorbid-a-methylester (9)5l) in 10 ml CHC13 unter Argon26) wurde auf 50" erwarmt. 
Dazu wurden mittels einer Spritze schnell 10,O ml (2,O mmol) 0 , 2 ~  Losung von 1 gegeben. Nach 
5 Min. Riihren wurde i.V. zur Trockne eingedampftS2), der Ruckstand in wenig Aceton gelost und 
mit 400 ml Ather/cPhosphatpuffer))/Wasser 2: 1 : 1 aufgearbeitet. Die mehrmals rnit insgesamt ca. 
2 1 Wasser gewaschene organische Phase wurde durch eine 0,5 cm dicke Schicht Na2S04 in einer 
Glasfilternutsche G4 filtriert (DC48): nur 1 Fleck), rnit 10 ml Hexan versetzt und durch Abblasen 
des Losungsmittels im Argonstrom bei ca. 40" bis zur beginnenden Kristallbildung eingeengt (Rest- 
volumen ca. 37 ml). Nach 12 Std. bei RT. unter Argon wurden die blau glitzernden Nadeln abfiltriert, 
2mal rnit wenig Ather gewaschen und 5 Tage getrocknet (HVJRT.): 228 mg (80%) 10. - Eine 3 Tage 
bei ca. 60" getrocknete Probe zeigte folgende EigenschaftenS3): Smp. >320" (Zers.), im DC?8) nur 
ein blaugriiner Fleck. - UV./VIS. (MC, c= 10,43. 1 0 - 6 ~ ;  abgebildet in [20], S. 184): 663 (4,789), 
618,s (4,043), 583,s (3,705), 536 (3,182), 431,s (4,949, 412 (4,761), 385 (4,592), 329,5 (4,338); Schulter 
bei 489 (3,OS); min. 636 (3,86), 591 (3,68), 548 (3,09), 512 (2,6), 417 (4,75), 391 (4,58), 345 (4,30). 
UV./VIS. in Benzol bzw. Ather s. [20]. - IR. (c= 1%; abgebildet in [20], S. 182): 3690w/3650w/3600w 
(H20), 3000w, 2965m, 2925w, 2865w, 1729m, 1715w, 1665m, 1637s, 1612s, 1552s usw. - IH-NMR. 
(CDC13/CD30D38) 89: 11, cu. 0 ,065~) :  u.a. 4,86 und 5,03 (AB-System//= 20/H2C(132)), vollstandige 
Daten in [20]. 

C34H34MgN403 0.25 H2OS4) Ber. C 70,96 H 6,04 N 9,74 Mg 4,22% 
Gef. ,, 70,80 ,, 6,04 ,, 10,lO ,, 4,57% 

148,3; 148,9; 152,7 (C(6)); 155,4; 156,6; 169,s; 173,7; 189,9; 205,9 (Aceton-d6). 

Bisher wurde 10 durch Komplexierung von 9 rnit ((Magnesium-Viologen-Reagensn [44] oder rnit 
Mg (C104)2 in Pyridin [45] bzw. durch Pyrolyse von Chlorophyllid-a-methylester (8) [24] hergestellt 
(vgl. Fussnote 53). 
Durch F'yrolyse von Phaophorbid-a-methylester (7) (vgl. Fussnote 47) hergestellt [46]13); das 
DC.-reine, kristalline 9 wurde vor der Komplexierung 24 Std. bei RT. im HV. getrocknet. 
Nur unter diesen Bedingungen fand vollstandiger Einbau des Magnesiums (DC.-einheit l i~h)~~) 
statt: bei 12" (wie bei Chlorophyllid-a-methylester (8)) keine Reaktion, bei 50" ohne Eindampfen 
unvollstandige Komplexierung. 
Die lH-NMR.- und 1R.-Daten unseres Materials stimmten rnit den Literaturwerten [24] (10 durch 
Pyrolyse von Chlorophyllid-a-methylester (8) hergestellt) iiberein; bei Ubereinstimmung der Lage 
der Maxima im UV./VIS. in Ather sind die E-Werte unserer Probe aber 10-20% hiiher als von 
Kutz et al. gefunden [24] [45]. 
Losungsmittelgehalt laut 'H-NMR.: < 1 mol H20. 
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Nach Dekomplexierung der Mutterlauge und Chr~matographie'~) wurden 45 mg (16%) DC.- 
reines 9 zuriickerhalten. - Die in [4Oa] [40d] beschriebene Rontgenstrukturanalyse von 10 wurde mit 
aus Ather kristallisiertem Material d~rchgefiihrtl~), das laut C,H,N-Analyse pro mol 10 je 1 mol 
Ather und H20 enthielt. 

Herstellung von Bakteriochlorophyllid-a-methylester (12) [4]55). Zu einer durch Ausfrieren entgasten 
Losung von 125 mg (0,2 mmol) Bakteriophaophorbid-a-methylester (11)56) in 8 ml Thiophen wurden 
bei 80" untcr Argon 6,7 ml (2,Ol mmol) 0,3 M Losung von 1 / 0 , 3 ~  Losung von Lithium-2,6-di-t-butyl-4- 
methylphenoxid 1 : 1 gespritzt. Nach 30 Min. Riihren bei 80" wurde die griine Mischung mit 500 ml 
Ather/c(Phosphatpuffern/Eiswasser 1 : 2: 2 (entgast) geschiittelt, die tiefblaue organische Phase 2mal 
rnit je 200 ml entgastem Eiswasser extrahiert, iiber Watte filtriert und das Losungsmittel i.RV. 
bci RT. bis 40" entfernt. Die Vollstandigkeit der Komplexierung wurde durch DC.  startfle fleck^^^), 
Spur Allomer, 12; auf Cellulose rnit HexanIAceton 5:2 Rf(12) 0,6, vgl. Rf(11) 0,86; auf Kieselgel 
rnit HexadAceton 1:l Rf(12) 0,29, vgl. Rf(l1) 0,47) und VIS. iiberpriift. Nach Absublimieren des 
Phenolderivat~~~) wurde das Rohprodukt zur Abtrennung des dS.tartflecks~~~) ini Handschuhkasten 
in ca. 3 ml Aceton gelost und auf 12 g Kieselgel chromatographiert (Saule 170x25 mm, mit Hexanl 
Aceton 1: I gefiillt und eluiert). Die DC.-reinen Fraktionen wurden i.V. eingedampft (90 mg, 700/), in 
6 ml Aceton gelost, durch eine Glasfilternutsche G2 filtriert und nach Zusatz von 0,6 ml MC langsam 
eindunsten gelassen (Handschuhkasten). Nach 10 Tagen wurde die Mutterlauge vorsichtig abpipet- 
tiert und nochmals auf die gleiche Weise umkristallisiert: 61 mg (41%) 12, welches 3% Tage i.HV. bei 
RT. getrocknet wurde. - UV./VIS. (MC30), c=7,30. ~ O @ M ) :  774 (4,683). 705 (3,968), 579 (4,210), 
544 (3,763), 392 (4,555), 360 (4,732). 306 (4,502), 263 (4,708); Schultern bei 428 (3,97), 335 (437); 
min. 316 (4,47). UV./VIS. ( h e r  rnit 2% THF als Los~ngsvermittler~~), c=8,90 1 0 - 6 ~ ;  abgebildet 
in Fig. 3 in [I]): 768 (4,974), 580 (4,220), 534 (3,447), 392 (4,665), 385 (4,641), 377 (4,667), 360 (4,852), 
303 (4,316); Schulter bei 711 (4,Ol); min. 622 (3,20), 498 (<2.7), 311 (4,30), 288 (4,28). UV./VIS. 
(Benzol rnit 2% THF als Losung~verrnittler~~), c =  5,81 10-6~) :  780 (4,825), 711 (3,919), 583 (4.140). 
543 (3,653), 395 (4,517), 363 (4,707), 307 (4,276); min. 643 (3,54), 486 (3,45); Ubereinstimmung mit 
den Daten von (enzymatisch hergestelltem [41b]) Bakteriochlorophyllid-a-methylester. UV./VIS. von 12 
in Methanol und THF s. [4]. - IR?O) (c=3%; s. Fig. 9):  3003m, 2962m, 2 9 2 8 ~ .  2876m, 1730s, 1710s. 
1667s, 1608s, 1521s. 1450m. 1433m, 1378m, l368m, 1339m, 1154m, 114Os, 1115m, 1060m, 1020s, 950m, 
926m, 896s, 840m. lR.30) (THF, c=3%): 1738s, 1714m, 1688s, 1657m, 1595m, 1569m. - 1H-NMR. 
( D i o ~ a n - d ~ ~ ~ , ~ ~ ) ,  ca. 0 , 0 8 ~ ,  Aceton als interner Standard (=2,06 ppm); s. Fig. 10): 1,34-1,56 
(Signalhaufen/H3C(S2)); 132 und 1,90 (2 dlJ-  6/H3C(7I), H3C(18I)); 2,4-2,8 (Signalhaufen H2C(S1), 
HzC(17'), H ~ c ( 1 7 ~ ) ) ;  3,14 ( s / H ~ C ( ~ ~ ) ) ;  ca. 3,6 (slDioxan und H3C(2I) oder H3C(12')); 3,50 
(s/H?C(2I) oder H3C( 12')); 3,73 (s/H3COOC( 173)): 3,81 (s/H3COOC( 133)); 4,O-4,7 (Signalhaufed 
HC(7). HC(8), HC( l7), HC(18)); 6,22 (~ lHC(13~) ) ;  8.49 (dHC(20)); 8,65 (dHC(10)); 9,17 (dHC(5)); 
Frcntdahsorption um 0,9-1,6 (ca. 3 H); Kristall-Losungsmittelsignale bei 0,22 (slca. 0,2 mol Aceton 
an Mg koordiniert?), 2,06 (s/ca. 1,2 mol Aceton), 5,58 (slca. 0,3 mol CH2CI2). - I3C-NMR. 
( D i o ~ a n - d ~ ~ ~ , ~ ~ ) ,  ca. 0,11 M, Dioxan-dg als interner Standard; kursive Werte beziehen sich auf 
Signale geringer Intensitat (ca. 15% des Hauptpiks), sehr wahrscheinlich vom ( 132S)-Epimer stammend): 
lO,l ,  109 und 12,7 (3 q ~ l C ( 2 ~ ) ,  C(8*), C(12I)); 22,5 (qalC(7'), C(l8l)); 29,3 (qa/Aceton); 29,5, 
29,9 und 30,l (3 t/C(S2), C(17I), C(17*)); 31.8 (qalC(32)); 47,2, 47,6, @,I, 48,5, 49,3, 50.3 und 55,4 
(7 d/C(7), C(8), C(17), C(18)); 50,5, 51,2 und 51,5 (3 qa?lCH30-C(133), CH30-C(173)); 63,7, 
64,5. 65,4, 66,3 und 67,l (Dioxan-dx); 64,7 und 65,Y (2d/C(I3*)); 64,9, 65,s und 66,6 (Dioxan-d7j; 
94,9, 954, 98,9, 99.2, 100,5 und 101.0 (6dlC(5), C(10), C(20)); 109,O (dC(15)); 125,9, 130,5, 135,4. 
140.3. 147,4. 157,9, 158,4. 163,6 und 165,7 (9s?/12 quartare Ring-C); 169,8 (~ /C(13~) ) ;  172,3 (s/C( 173)); 

Bisher wurde 12 durch enzymatische Umesterung (Chlorophyllase) von Bakteriochlorophyll a 
hergestellt [41]; praparative Komplexierung nicht bekannt (vgl. Fussnote 23). 
Hergestellt durch Umesterung [47] von Bakteriophaophytin aus Chromatium-D-Extrakt (Prof. 
H .  Brockmann, jr.) bzw. gefriergetrockneten Rhodospirillum rubrum (Prof. G. Drews): Arbeits- 
vorschrift und Daten s. [20] bzw. 141. Das kristalline, DC.-reine 11 wurde vor der Komplexierung 
24 Std. i.HV. bei RT. getrocknet. 
Bei diesem blauen, allomer-artigen Nebenprodukt, das in den verwendeten DC.-Systemen und 
auf der Saule am Startpunkt zuriickblieb, handelt es sich moglicherweise um den 132-(2,6-Di-t- 
butyl-4-methylphenoxy)bakteriochlorophyllid-a-methylester, vgl. Fussnote 49 und [4], S. 55-57. 
Merck, Uvasol, mind. 99% D; iiber Kalium destilliert, vor Gebrauch iiber Alox filtriert. 
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187,4 (dC(l3')); 197,l (dC(3')); Aceton-C=O und CH2C12 vermutlich wegen zu geringer Intensitat 
nicht sichtbar; Fremdsignale geringer Intensitat bei 0,2, 12.5, 21,8, 22,l und 22,2. Die obige Zu- 
ordnung der Signale erfolgte versuchsweise in Analogie zum I3C-NMR. von 3 bzw. 7 1231 und von 
selektiv I3C-markiertem Bakteriophaophytin a [32]; I3C-NMR. von 11 (s. [4]), 12 und Bakterio- 
chlorophyll a wurden bisher nicht veroffentlicht. 

C36H3SMgN406. 0.1 CH2Cl2. 1,5 CH3COCH3 Ber. C 65,66 H 6,41 N 734 Mg 3,27% 
Gef. ,, 65,69 ,, 6,58 ,, 733 ,, 3,85% 

Fig. 9. IR -Spekfrum von 
Bakterrochlorophyllid-a-methyl- * A A ester (12) in CHClj (c=3%) 

Fig. 10. 'H-NMR.-Spektrum von 
Bakieriochlorophyllid-a-methyl- 
ester (12) in Dioxan-da (ca 0,08~) 

Die Mutterlaugen, die ausser 12 noch geringe Mengen des Allomers von 12 (Rf 0,14; Kieselgel, 
HexadAceton 1: 1) enthielten, wurden zur Ruckgewinnung des Ausgangsmaterials 11 mit I N  HC1 
dekomplexiert und auf Kieselgel rnit CC&/Aceton 96:4 chromatographiert: 29 mg (23%) 11. 

Herstellung von Magnesium-oktauthylporphyrinat (14)59). Im Dunkeln wurden 160 mg (0,3 mmol) 
Oktaathylporphyrin (13; DC.-rein, kristallin) in 20 ml Chloroform unter Argon durch leichtes Er- 
warmen vollstandig gelost und auf 50" erwamt. Zu dieser Losung wurden mittels Spritze 12 ml 
(2,4 mmol) 0,2M Losung von 1 gegeben. Das Gemisch wurde 3 Min. geruhrt und dann mit 600 ml 
Ather/ctPhosphatpuffern/Wasser 6: I : 5 aufgearbeitet, die organische Phase noch 2mal mit Wasser 
gewaschen und durch eine 0,5 cm hohe Schicht Na2S04 auf einer Glasfilternutsche G3 filtriert 
(mit etwas Ather nachgespult). Nach Eindampfen i.RV. und Entfernen des Phenolderivats durch Sub- 
limatiod3) wurde das Rohprodukt im Dunkeln fraktioniert aus MC/Hexan kristallisiert: insgesamt 
135 mg (80%) DC.-reines 14 (auf DC.-Folien Kieselgel Woelm mit HexadAceton 9: 1 Rf(14) 0,16, vgl. 
Rf(13) 0,45), das nach 4 Tagen Trocknen i.HV. bei RT. folgende Daten zeigte: Smp. 320" (Zers.). - 

335 (4,338); min. 565 (3,49), 515 (3,33), 485 (3,27), 391,5 (3,71), 357 (3,17). Fur UV./VIS. in Benzol 
bzw. Ather, IR. (MC, KBr-Pressling) und 'H-NMR. (CDC13) sowie MS. s. [20] (IR. und 'H-NMR. 
in Ubereinstimmung mit den publizierten Werten fur 14 [51] bzw. 14 .2  Chinolin [SO]). 

C36HaMgN4 Ber. C 77,62 H 7,96 N 10,06 Mg 4,36% 
Gef. ,, 7739 ,, 7.99 ,, 10,13 ,, 4,58% 

UV./VIS. (MC, ~ = 3 2 , 1 0 .  I O V M ) :  580 (4,196), 543 (4,252), 504 (3,382), 408,5 (5,6ll), 388 (4,562), 

59) Die erste Komplexierung 13-14 erfolgte 1929 rnit MgO/KOH/CH3OH, 4 Std. bei 180" 1481; 
in der Literatur finden sich neuere Vorschriften zur Herstellung des Bis(pyridin)-Komplexes 
von 14 (Mg(CI04),/18 Std. in siedendem Pyridin [49]) bzw. des Bis(chino1in)-Komplexes von 14 
(Mg-acetylacetonat/Chinolin/27O0/20 Min. [50]). 
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Aus den Mutterlaugen, die neben 14 laut UV./VIS. noch etwas metallfreien Liganden 13 ent- 
hielten, wurden nach Dekomplexierung mit halbkonz. HC1-Lbsung und Kristallisation 22 mg (14%) 
DC.-reines Oktaathylporphyrin (13) zuruckgewonnen. 
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