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ELNE EINFACHE METHODE ZUR DUNNSCHICI-ETCHROMATO- 
GRAPHISCHEN TRENNUNG VON PLASTIDENPIGMENTEN 
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Max-Plan&-Institut fuvZ~cittungsforscJtung, X&?n-Vogelsang (Deutsc?~land) 

(Eingogangcn den 17. August 1965) 

Im Laufe der Zeit wurden von Naturstoffchemikern und Biologen zahlreiche 
Verfahren zur analytischen Trennung der Plastidenpigmente ausgearbeitet, sei es 
urn reine Stoffe zur Konstitutionsaufklgrung und Darstellung ihrer Absorptions- 
spektren zu erhalten, urn das Auftreten und Verschwinden dieser Stoffe im Gewebe 
zu verfolgen, urn das gegnderte Mengenverh&ltnis der Farbstoffe bei Mutationen 
quantitativ zu bestimmen oder einfach zu Demonstrationszwecken. Die Methoden, 
beginnend mit der Trennung der Pigmente durch Ausschtitteln zwischen zwei Phasen, 
in allen seinen Variationen,. iiber Saulen- und Papierchromatographie, bis zur Tren- 
nung auf diinnen Schichten, erlaubten es, immer schneller und in kleinerem Mass- 
stabe, derartige Analysen auszufuhren (Literatur bei GOODWLN~, SMITH UND 
BENLTEZ~, BICICOFF~, HAGER*, !&sTAK~). Gerade in den letzten Jahren wurden zeit- 
sparende, dtinnschichtchromatographische Methoden beschrieben, die sehr schijne 
Trennungen ergeben (HAGER UND BERTENRAT&, EGGER’~~, EG~ER UND VOLGT~, 
BACON’O, COLEMAN UN~ VLSBNLAC~~). 

HAGER UND BERTENRATR~ trennen die Plastidenfarbstoffe mit einem Fliess- 
,mittelgemisch aus Petrolgther (Siedebereich 1oo-14o~), Isopropanol und Wasser 5. 
(100 : IO: 0.259 auf Kieselgurschichten, denen Kieselgel, Calziumcarbonat, Calzium- 
hydroxyd und Ascorbin&ure beigemengt ist. (Fur 5 Platten 12 g Kieselgur G, 3 g 
Kieselgel, 3 g CaCO,, 18 mg Ca(OH), und 48.5 mg Ascorbins&ure in 55 ml Wasser.) 
Urn eine ausreichende Trennung zu erzielen, ist der Zusatz von Kieselgel ausschlag- 
gebend. EGGER’S * gelingen unter Vermeidung der Adsorption an aktiven Ober- 
fl&hen sehr scharfe Trennungen auf fettimpr&.$erten Kieselgur- und Zellulose- 
platten, die in einem Fliessmittcl aus Methanol, Aceton und Wasser (20:4: 3) ent- 
wickelt werden. B~~coN~O umgeht das unangenehme Arbeiten mit fettimprsgnierten 
Platten und die Schwierigkeiten, die beim Arbeiten nach der Methode von HAGER 
UND BERTENRATN~ auftreten (geringe Lagerfahigkeit der kompliziert zusammenge- 
setzten Platten, schnelles Verblassen der Farbstoffe), indem er Chlorophylle uncl 
deren Derivate auf reinen Zelluloseplatten mit Petrolather (Siedebereich Go-So”), 
Aceton und rt-Propanol (go: IO: 0.45) chromatographiert. 

Wegen der fehlenden Oberfl%i.chenalctivit&t, guten Haltbarkeit und Unemp- 
findlichkeit gegen Verletzungen beim Auftragen der Farbstoffe wurden such bei 
der im folgenden zu beschreibenden Methode zur gleichzeitigen Trennung von Chloro- 
phyllen und Carotinoiden Zelluloseschichten gew%hlt. 

Zur Herstellung von ftinf Platten (zoo x 200 mm) wurden ~5 g MN-Zellulose- 
pulver 300 der Firma Macherey, Nagel & Co. (allgemeine Methodik bei STAHLI’ und 
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RANDERATH~~) mit Too ml destilliertem Wasser im elektrischen Mixger8.t homogeni- 
siert, mit einem Streichgerat der Firma Desaga in einer Schichtdicke von 0.4 mm 
aufgebracht und im Trockenschrank getrocknet. Als Fliessmittel diente w&ssriges 
Methanol, dem eine kleinere Menge eines lipophileren Lijsungsmittels zugesetzt 
wurde, Eine gtinstige Fliessmittelzusammensetzung (Methanol-Dichlormethan- 
Wasser, zoo : I8 : 20) - die eine gleichmgssige Verteilung der Rp-Werte eimijglichte - 
wurde aus Fliessmittelreihen ermittelt, die zu einer gegebenen Menge Methanol und 
einer konstanten Menge Wasser oder Dichlormethan unterschiedliche Mengen 
Dichlormethan bzw. Wasser enthielten. Jeder Wasserzusatz lasst die RF-Werte aller 
Farbstoffkomponenten sinken, die der Chlorophylle und der Carotine jedoch mehr als 
die der Xanthophylle. Zusatz eines lipophilen Lijsungsmittels bewirkt ein Steigen der 
RF-Werte, wobei wiederum die Xanthophylle weniger als die Chlorophylle beein- 
flusst werden. Im Gegensatz zu der Methode von BACON'o bleiben die RF-Werte such 
bei unterschiedlichen Mengen zu chromatograpbierender Farbstoffe ‘ziemlich kon- 
stant. Dichlormethan kann, soweit es die LiSslichkeit in wassrigem Methanol erlaubt, 
durch Benzol, Chloroform oder Petrolather ersetzt werden (in normalen Ktivetten 
durch 12 Teile Tetrahydrofuran). uber die Lage der Farbstoffe auf dem Chromato- 
gramm gibt Fig. I Auskunft. Die Methode ist gleicherweise ftir die Ausftihrung in 

Fig. I.. Trcnnung der Plastidenpigmontc auf Zelluloscplatlen; (a) in schmaler; (b) in normalor 
Kammer; (c) PhSophytine nachtrLglich aufgelrennt. Ca = Carotinc; Phi\ I PhCiophytin; Chl - 
Chlorophyll ; Lu = Lutein ; Lue = Luteinepoxyd ; Vx = Violaxanthin: Nx = Neoxanthin. 

normalen wie in schmalen Ktivetten geeignet. Bei gleicher Fliessmittelzusammen- 
setzung sind in der schmalen Kammer die Bandenzeichnungen sch%rfer und die 
Rg-Werte etwas hiiher. Fur eine Laufstrecke von IO cm werden etwa 45 Minuten 
beniitigt. Phaophytine, die mit den Carotinen am Start verbleiben, kijnnen auf der- 
selben ‘Platte mit Petrdkither (Siedebereich go-Too”)-Athanol (To: 0.2) Ieicht van 
diesen getrennt ‘werden. 

Um Anhaltspunkte tiber die Leistungsfahigkeit der neuen Methode ‘zu bekom- 
men, ‘wurde sie mit den Methoden von ‘E~GER’~* und WAGER GND BERTENRATH@ 

verglichen . 

Die ZUT Chromatographie erforderlichen Pigmente wurden ‘aus in der Gefrier- 
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trocknung entwgsserten und im Mijrser mit etwas Quarzsand und Natriumsulfat zu 
Pulver zerriebenen Bl&ttern mit Methanol und Athylacetat herausgel6st. Durch die 
Gefriertrocknung wird die quantitative Extraktion der Plastidenfarbstoffe sehr 
erleichtert. Die im Vakuum nahezu zur Trockene gebrachten Extrakte wurden dann 
mit wenig wasserfreiem Aceton aufgenommen. Mitgel6ste und spgter ausgefallene 
Fremdstoffe l&en sich nicht wieder. 

Die Platten nach HAGER UND BERTENRATW~ waren bei ihrer Verwendung 2-5 
Stunden alt. Fiir die von EGG&R beschriebene Methode fanden Zelluloseplatten, die 
nach einer von diesem angegebenen Methode mit 01 imprggniert waren, Verwendung. 

Im Kaltluftstrom wurden stets gleiche Mengen der in Aceton gel&ten Pigmente 
als Band aufgetragen und bei Labortemperatur (cw. 25”) iin Dunkeln chromato- 
graphiert. Nac,h einer Laufstrecke von IO cm (bei Platten nach WAGER UND BERTEN- 
RATH 13 cm) wurden die Chromatogramme aus der Klivette genommen, im Kalt- 
luftstrom kurz getrocknet und die Farbstoffbanden so schnell als m8glich und stets in 
derselben Reihenfolge von der Glasplatte abgeschabt und in einer tihnlichen Weise, 
wie HAGER UND BERTENRATH es beschreiben, eluiert. Bis alle Farbstoffe abge- 
schabt und eluiert waren, wurden die Platten im Ktihlschrank aufbewahrt. (In der 
Tiefktihltruhe bei -40” tritt ein Verblassen der Farbstoffe erst nach Wochen ein.) 
Die Extinktionswerte der auf gleiches Volumen aufgefiillten Eluate wurden dann im 
Spektralphotometer bei der WellenlHnge maximaler Absorption bestimmt. In Ta- 
belle I sind die Ergebnisse dieser Versuche veranschaulicht. Der hijchste Extinktions- 
mittelwert einer Versuchsreihe wurde willktirlich gleich 100 gesetzt. Man sieht, dass 
die neue Methode trotz ihrer einfachen Handhabung etwa dieselben Farbstoff- 
ausbeuten bringt wie die Methode nach EGGER. Auf Platten, die Kieselgel enthalten, 

TABELLE I 
FARBSTOIrPAWSBETJTEl3EIVERSCHIEDBNEN METHODEN,BEZOGEN AUIr DEN IM PHOTOMETERGEMES- 
SENEN HtjCHSTEN LXTINKTIONSWERT ( = 100) EINERVERSUCHSRtiIHE 

wa = McthoclenachH~~~n~~~ BERTENRATN;E = nachEccEn; S = neue Mcthocle. 

Carotine 92.0 4. 2.8 100.0 f 1.4 96.9 f I.9 
Chlorophyll a 85.4 f 0.9 98.0 f 2.0 4. 2.6 
Chlorophyll b 

loo.0 
go.2 f 7.2 96.8 f 5.2 100.0 f 2.0 

Lutein 100.0 f. 2.4 95.8 f 4.0 98.2 f 
LuLeindpoxyd 

4.1 
79.6 f 97.8 f f 2.6 3.1 4.0 100.0 

Violaxanthin 61.2 f 2.3 100.0 f 6.2 92.0 -i 
Neoxanthin 

3.4 
73.4 f 3.3 80.5 =t 5.3 100.0 f 4.6 

* Der FeLtgehalt cler Eluate wurde vernachksigt. 

treten jedoch vor allem bei Chlorophyll a und den Xanthophyllen mit Epoxyd- 
gruppen grijssere Verluste auf. Werden die Platten lgngere Zeit der Einwirkung von 
Licht: und Sauerstoff ausgesetzt, so dtirften die Farbstoffe auf mit: Fett impragnierten 
Plati;ten am besten geschiitzt sein. 

Urn verl5ssliche Angaben iiber die bei der Chromatogr aphie auf Zelluloseplatten 
auftretenden Stoffverluste machen zu kiinnen, wurden Aceton- (bei Carotin Hexan-) 
eluate von ealilreichen ChromaLogrammen gesammelt, im Rotationsverdampfer 
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TABELLE II 

FARBSTOPPEAUSREUTE IN PROZENTEN NACI-I RECHROMATOGRAPHIE CHROMATOGRAPHISCH GEREI- 
NIGTER PIGMENTE AUF ZELLULOSEPLATTEN NACH DER NEUEN METHODE 

. . 

Carotine 
Chlorophyll a 

97.2 f r-9 

Chlorophyll b 
94.3 Zk 2.1 

Lutein 
84.8 f 2.3 

Luteinepoxyd 
84.2 f 1.3 

Violaxanthin 
78.2 * I.9 
79.2 f 0.6 

Neoxanthin 82.1 3: 1.0 

eingeengt und in aliquoten Mengen rechromatographiert. Wie Tabelle II zeigt, liegen 
die Verluste maximal bei etwa IS-20 ye der auf das Chromatogramm aufgetragenen 
Menge. Mie kristallinen Substanzen liessen sich die Werte vielleicht urn einige 
Prozente verbessern. BACON findet fiber go yO der aufgebrachten Substanzmenge 
wieder. 

Die Frage, ob sich die prozentualen Verluste mit der aufgetragenen Menge 
gndern, wurde beim Lutein, einem Xanthophyll, das sich mit jeder der geprtHten 
Methoden mit etwa gleicher Ausbeute chromatographieren kisst (vgl. Tabelle I), 
untersucht. Es zeigte sich, dass tiber den ganzen untersuchten Bereich (vgl. Fig. 2) die 
Verluste nahezu gleich bleiben. Im Bereich der kleineren Substanzmengen sind die 
Verluste und die Versuchsschwankungen etwas grijsser. 

% 
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20 
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Fig. 2. Farbstoffausbeute in Prozcntcn in hbhiingiglreit von der chromatographiertcn Farbstoff- 
menge (Lutein). Jeder Punlct gibt den Mittelwert aus 2-5 Einzelversuchen. Schwarze Punkto: 
Versucho in StickstoffatmosphOre. 

Zelluloseplatten rnit einem Zusatz von Rohrzucker (0.5 g/z5 g Zellulose), wie 
SPORER et a1.13 es bei Papierchromatogrammen empfiehlt, Ascorbinat, wie HAGER 
UND BERTENRATII zu ihren Platten verwenden oder Cystein (je 50 mg/xs g Zellulose) 
bringen (vielleicht wegen ihrer Laslichkeit im Fliessmittel, bzw. wegen ihres Reduk- 
tionsvermogens) keinen Vorteil gegenfiber reinen Zelluloseplatten. Die Extinktions- 
werte fur die Xanthophylle waren bei der Chromatographie’ auf so’ pr5parierten 
Platten stets geringer als die Kontrollwerte unbehandelter Zelluloseschichten. Wetie 
aus Versuchen rnit Zucker und Cystein sind Tabelle III zu entnehmen. Auch d.as 

J. Ch~omalog.,.‘2~ (zg6G) 448-453 



452 W. A. W. SCRNEIDER 

TABELLE III 
BEX ZTJSATZ. VON ROHRZUCKER UND CYSTEIN ZU ZELLULOSEPLATTEN AUPTRETENDE PhRBSTOIrF- 

VERLTJSTE IN PROZENTEN DER JEWEILIGEN KONTROLLWERTE VON REINEN ZELLULOSEPLATTEN 

2: bei PIaLLen mit Rohrzuclter; C: bei Platton mit Cystein. 

% C 

Cnrotine 3 2 

Chlorophyll a z 
Chlorophyll b -6 : 
Lutein 0 24 
Luteinepoxycl 27 
Violaxanthin so ;: 
Neoxanthin I7 42 

Auftragen der Extrakte im Stickstoffstrom und Chromatographie unter Stick- 
stoffatmosph&re verbesserte die Ausbeute nicht in sichtbarer Weise (vgl. Fig. 2). 

Letzteres deutet darauf bin, dass Substanzverluste wohl weniger durch die Chromato- 
graphie als durch die darauffolgende Aufarbeitung bedingt werden. 
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ZUSAMMENPASSUNG 

Plastidenpigmente werden auf mit MN-Cellulose 300 beschichteten Platten 
ohne katalytisch die Farbstoffe angreifenden Kieselgel- oder lastigen Fettzusatz mit 
Methanol, Dichlormethan (such andere lipophile Lijsungsmittel sind m8glich) und 
Wasser im Verhaltnis von zoo: 18: 20 getrennt, Mit einem auf 0.4 mm Spaltbreite 
justierten DESAGA-Streichgerat sind 15 g Zellulose in IOO ml Wasser zur Reschich- 
tung von 5 Platten (200 x 200 mm) ausreichend. Im Vergleich mit anderen Methoden 
ergibt sich bei Zelluloseplatten der geringste Farbstoffverlust ; tiber 85 yO der aufge- 
tragenen Farbstoffe werden wiedergefunden. Den Platten als Desoxydantien beige- 
fiigte Stoffe wie Zucker; Ascorbinat und Cystein bzw. Chromatographie in Stick- 
stoffatmosph5ire erbringen keine besseren Resultate. Letzteres deutet darauf bin, 
,dass die Verluste wohl weniger durch die Chromatographie als durch nachfolgende 
.Manipulationen bedingt sind. 

SUMMARY 

A simple method is described for separating plastid pigments by thin-layer 
chromatography on cellulose. By means of a DESAGA applicator (slit width 0.4 mm) 
five’ plates (200 x 200 ti) are coated with a suspension of 15 g MN-Cellulose 300 
(Macherey, Nagels & Co.) in IOO ml of water. The developer consists of methanol; 
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dichloromethane and water in a ratio of 100 : 18 : so (v/v). The new method is compared 
with those of other authors and it is demonstrated that the losses of pigments are 
less. on cellulose plates and that about 85 yO of the ‘pigments separated on pure cel- 
lulose can be recovered from the chromatogram.+The ,Rp values areralmost unaffected 
by the quantity of pigments applied to the plates. The yield of pigment cannot be 
improved if sugar, ascorbate or cysteine is added to the plates to prevent oxidation 
of the pigments or if chromatography is accomplished in an atmosphere of nitrogen. 
The last-mentioned finding indicates that the loss of substances is more likely due to 
the subsequent manipulations than to the chromatography itself. 
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