
NOTES 

Priiparative Trennung von Plastidenpigmenten auf Pslyamidsiiulen 

Assimilationspigmente wurden auf Polyamid unseres Wissens nach bisher nur 
auf Diinnschichten getrennt l. Auch zur Trennung der Karotenoide nach ihrer Ab- 
trennung von Chlorophyll wurden Dtinnschichten aus Polyamid resp. aus Polyamid 
und Zellulose verwendet2 -8. 

Die bier angeftihrte Methode der SBulenchromatographie ermoglicht die Arbeit 
auf inertem, standarclisierten Material unter Luftabschluss. 

Das Pflanzenmaterial wird in wasserloses Azeton extrahiert und in Tt-Hexan 
tibergeftihrt. Die bei der Auswaschung der Azetonreste mit dest. Wasser entstehende 
Emulsion sowie etwaige Spuren von Wasser mtissen durch Zentrifugieren (2,000 g) 

entfernt werden. 
Polyamid der Firma Koch-Light Laboratories Ltd. (Colnbrook, Buck., Great 

&itain), 0.2-0.08 Mesh I<orngr&se, wird ohne vorherige Aktivierung in pt-I-Iexan 
suspendiert und in eine GlasrBhre gegossen. Eine Polyamids&ule von ungefahr 10 cm 
Lange und G mm Dicke ermijglicht bei einer Durchflussgeschwindigkeit von I ml/min 
die Trennung von 5 ml konzentrierten Pigmentextraktes (ungefahr I mg Chlorophyll 
n + b). Allzu lange Saulen sind nicht zweckmassig. 

Als Elutionsmittel ftir die einzelnen Pigmente werden folgende L&ungsmittel 
verwendet : (I) gz-Hexan; (2) Benzen ; (3) Benzen-Chloroform (g : I) ; (4) Benzen- 
Chloroform (I : I) ; (5) Benzen-Chloroform (I : 3) ; (6) Chloroform und (7) Methanol. 

Nach der Auftragung des in Tz-Hexan tibergeftihrten Pigmentextraktes werden 
alle Pigmente mit Ausnahme von @I<arotin sehr fest am Start adsorbiert. /3-Karotin 
fliesst durch die S2iule und kann in praktisch unveranderter Konzentration mit ?z- 
Hexan aus der SBule gewaschen werden. 

Als weiteres LBsungsmittel dient zunachst Benzen, das die Xanthophylle 
(Lutein, Violaxanthin, Zeaxanthin, Neoxanthin) als Pigmentmischung abtrennt. 
Diese Mischung wird dann mit einer L&sung von Benzen-Chloroform (g : I) quantitativ 
ausgewaschen. Mit dieser Losung beginnt sic11 au& meist schon Chlorophyll a von b 
abzutrennen, fiiesst aber nicht aus der SZule. Hier sei noch bemerkt, dass eventuell 
vorhandenes Phaophytin, vor den Xanthophyllen Buft. Seine ersten Fraktionen 
kannen noch vor der Applikation von Benzen-Chloroform in reinem Zustand mit einer 
Mischung von +Hexan-Benzen (g:I) eluiert werden, die weiteren Fraktionen sind 
aber schon mit Xanthophyllen verunreinigt. 

Zwischen den Xanthophyll- und Chlorophyllfraktionen fliesst eine reine 
Zwischenphase. Chlorophyll a wird mittels einer Lijsung von Benzen-Chloroform 
(I : I) in reinem Zustand gewonnen. Allerdings sind zur Elution des Grossteiles dieses 
Pigments grdssere Mengen von Lijsungsmittel erforderlich, wobei manchmal noch 
weiteres Was&en mit reinem Chloroform notwendig ist. Die vollstandige Abtrennung 
des Chlorophylls a von Chlorophyll 2, erfordert sehr grosse Lijsungsmittelmengen und 
ist nicht zweckmassig. 

Die Schwierigkeit, Chlorophyll a von b zu trennen, zeigt sich noch m&r bei 
der Gewinnung von Chlorophyll 6, das such bei sehr sorgfgltiger Elution immer mit 
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Spuren von Chlorophyll a “verunreinigt ist. VerhiiltnismKssig kleine Mengen reines 
Chlorophylls b ktinnen gewonnen werden, wenn das Pigmentgemisch vorerst mit 
Azeton ausgewaschen wird. Ein kleiner Teil von reinem Chlorophyll b bleibt dann 
auf der Saule adsorbiert und kann mit Methanol eluiert werden. 

Ftir die praktische Arbeit bedeuten jedoch sowohl die starke Verdtinnung 
von Chlorophyll a als such die zweifache Elution von Chlorophyll b einen Nachteil, 
der durch die Reinheit der Pigmente nicht aufgewogen wird. Giinstiger ist es, die 
Mdglichkeit der starken Einengung von Chlorophyll b resp. von Chlorophyll a + b 
(bis zu ein Drittel des ursprtinglichen Volumens) durch Methanol zu nutzen und die 
beiden Chlorophylle in einem weiteren Gang voneinander zu trennen. 

Ein sehr grosser Vorteil der Methode ist die kurze Zeit von ungefahr einer halben 
Stunde, die die gesamte Trennung in Anspruch nimmt.. Diese Zeit ist noch ktirzer, 
wenn Chlorophyll a und b gemeinsam eluiert werden. 

Die Trennung der einzelnen Pigmente, resp. Pigmentgruppen ist auf Pig. I 
veranschaulicht. Fig. I zeigt die Mijglichkeit der starken Einengung der einzelnen 

Fig. I. Trcnnung clcr Pigmentc clurch die cinzclncn L&a.mgstnittcl. 1; = /?-I<nrotin; F = Phtt- 
ophytin; X = 
niittcl : E-1 

Xanthophyllc; A = Chlorophyll a; B 
= tr-Hcxan; R = Bcnzcn; 

= Chlorophyll 6. hbkwzungcn cler Elutions- 
BCh, = &nzcn-Chloroform (9: I) ; l3Ch, = Bcnzcn- 

Chloroform (I : I) ; I3Ch, = l3cnzcn-Chloroform (I : 3) ; Ch = Chloroform; M = Methanol. 

J, 264-266 



266 NOTES 

Pigmente. Die Elutionskurvc von Chlorophyll n ist mehrstufig, was mit dem sprung- 
haften Ansteigen der Polaritst der Elutionsmittel zusammenhjingt, 

Nach der in der Einleitung erw$hnten Methode von SEIERMA UND LLPPS~ONE~ 
wurden zur Trennung der Assimilationspigmente prafabrizierte Dtinnschichten 
(IOO ,u) mit Bindemittel ohne Aktivierung zur Trennung der Carotinoide verwendet. 
Die Chlorophylle blieben such ohne Saponifikation am Start. Mit Petrol~ther konnte 
unter Beigabe von ut-Propanol &Karotin getrennt werden, die tibrigen Pigmente 
gaben verwaschene Flecken. Nach der Saponifikation der Chlorophylle konnten 
mit einem Gemisch von Isooktan-Azeton-lither (3 : I : I) @Karotin und Neoxanthin 
abgetrennt werden, Lutein und Violaxanthin dagegen nicht. 

Nach der von EGGER UND VOIG+ beschriebenen Methode wurden clie Karotinoi- 
de auf Polyamiddtinnschicl~ten mit dem Laufmittel Petrol&ther-Methanol-Metl~yl- 
athylketon getrennt, nach ihrer vorhergehenden Entmischung in Petrolather resp. 
84 Y0 Methanol. L 

Unsere Methode gestattet die exakte Abtrennung von p-Karotin, dem nach 
einer deutlichen Zwischenphase das Gemisch der Xanthophylle folgt. Dieses ist 
wieder von den Chlorophyllen durch eine deutliche Zwischenphase getrennt. Die 
Chlorophylle enthalten keinerlei Beimischungen von Karotinoiden. Die exakte 
Trennung von Chlorophyll a und lj, sowie such die von eventuell vorhandenem 
I?h%ophytin von der Xanthophyllfraktion ist dagegen unserer Methode nach nicht 
mijglich, trotzdem die ersten Fraktionen sowohl von Ph&ophytin als such von 
Chlorophyll a spektrophotometrisch rein sind. 

Zum Schluss seien noch einige besondere Vorteile der angeftihrten Methodc 
erwahnt : (I) Die Verwendung des inerten Polyamidpulvers in der geschlossenen 
Saule schtitzt die Pigmente in maximaler Weise vor der Degradation durch die 
Aussenatmosph%re. (2) Besonders vorteilhaft sind die grosse Kapazitat der Trenn- 
sgule, der kurze Zeitaufwand und die Miiglichkeit, das Polyamid nach Gebrauch zu 
regenerieren. (3) @-KaroLin fliesst in der ursprtinglichen Konzentration aus der %i.ule. 
Die Methode ist fur die Preparation sehr grosser Mengen von p-Karotin such IUr 
technische Zwecke geeignet. Es ist mijglich Chlorophyll b, sowie such das Gemisch 
von Chlorophyll a und b mit Methanol bis auf das Dreifache seiner ursprtinglichen 
Konzentration einzuengen. (4) Die Methode ermijglicht die cluantitative Abtrennung 
dcr Karotinoide von den Chlorophyllen ohne die Verseifung der letzteren und damit 
die Praparation grosser Mengen von Chlorophyll. 
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