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Die WasserlSs]ichkeit einiger Chlorophyllderivate (CD) bietet solche 
Vorteile fiir die physikalisch-ehemische Untersuehung, dab demgegen- 
iiber ihre Inhomogenit~t weniger ins Gewieht fiel. 

Zur Verfiigung standen folgende Stoffe*: 
1. Ein I-Iandelsprodukt yon Chloresium (AbkSmmling von 

C55HT~I~405Mg), das aus 74% wasserlSslichen AbkSmmlingen (CD1) 
besteht. 

2. ,,l%ekristallisiertes" Chloresium, das yon J .  Chamelin, M. Sc., und 
Dr. N e w m a n  aus dem ersten Stoff durch Entfernung der pflanzliehen 
Wachse und Fetts~uren erhalten wurde. Dabei wurden Wasser, Methanol, 
Benzol, Petrol~ther, ~thytather,  Adsorption an Talkum und Elution 
mit Wasser, sowie endlieh Troeknung angewendet. Das Endprodukt  
besteht aus verseiften komplexen Na-Meta]l (Fe, Cu, Mg)-Derivaten des 
Chlorophylls. In dem letzteren ist das Verhaltnis yon Chlorophyll a 
zu Chlorophyll b 3 : 1, etwa das gleiehe wie in gewShnliehem Chlorophyll 
(2,9:1)% Etwa 24 versehiedene Chlorophyllderivate wurden im re- 
kristallisierten Chloresium (CD2), das in Eisessig Fluoreszenz zeigt, 
identifiziert. 

3. ,,Rekristallisiertes" Chloresium enth~lt 10~o NaC1. Der grSi~te 
Teil davon konnte dutch intensive Dialyse gegen flieSendes dest. Wasser 
entfernt werden. Nach Erreiehung einer Leitfi~higkeit yon 3,4 x 10 -5 

* Die Pr~parate 1 bis 3 wurden freundlichst yon der l~ystan Corporation 
zur Verfiigung gestellt. 
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wurde d ie  urspriinglieh 0,2~oige Lfsung in einem Vakuumexsikkator 
fiber wasserfreier Phosphorss eingedampft (CDa). 

4. Zur Erzielung vergleiehbarer Werte diente eine Probe ehemiseh 
reinen Chlorophylls, aus etwa 3 Teilen Chlorophyll a und einem Tell 
Chlorophyll b bestehend (C4)**. Die I~einheit dieses Pr~parats wurde 
spektroskopiseh nnd mittels Phasenmessnngen geprfift. 

Die Spektroskopie war die t tauptmethode bei der Untersuehung des 
Chlorophylls nnd seiner Derivate. Allerdings wurden die meisten dieser 
Messnngen im siehtbaren Bereieh durehgefiihrt ~. Beztiglieh des Verhaltens 
im ultravioletten Lieht stimmen die meisten Autoren (Fischer und Stern, 
Rothemund) iiberein, dal~ Chlorophyll drei getrennte Absorptionsbanden 
im Kurzweltenbereieh aufweist. Es sehien yon Interesse, die wasser- 
15sliehen Chlorophyllderivate daraufhin zu untersuehen und den Einflul3 
der Reinigung auf die optische Wirksamkeit zu messen. Endlieh wurden 
Versnehe durehgeffihrt, um den Einflug yon Bestrahlung auf das optisehe 
Absorptionsvermfgen der untersuehten Stoffe zu prfifen. Unsere ultra- 
spektrophotometrisehen Arbeiten wurden mit einem photoelektrisehen 
Quarzspektrophotometer DU Beelcmann fiber einen Bereieh yon 4200 
bis 2200 A in Stufen yon 10/~ gemaeht; Quarzzellen yon 0,5 und 1,0 em 
wurden verwendet, CD-Konzentrationen yon 0,004~o bis 0,024~o unter- 
sueht. Die Extinktionskoeffizienten wurden in fiblieher Weise bereehnet. 
In einer ersten Versuehsreihe wurde siehergestellt, dal] rekristallisiertes CD 
den Gesetzen yon Lambert und Beer entsprieht; dazu wurden Zellen 
yon 0,5 und 1,0 em und L6sungen von 0,005~o und 0,01~ verwendet. 
Die ~bereinstimmung der E-Kurven war zufriedenstellend. 

Ein Vefgleieh der optisehen Absorption yon CD 1 und CD 2 ist in 
Abb. 1 gezeigt. Man sieht, dag beide Kurven sehr ~hnlieh geformt sind 
und ihre Maxima zwisehen 4000 und 3900 A haben. Die absolute H6he 
wurde nieht bestimmt, aber nach Albers und Knorr beeinflussen ver- 
sehiedene Iterstellungsarten die HShe der optischen Maxima, ohne ihre 
Lage zu verschieben. Anderseits seheinen zwei kleine Absorptionsmaxima 
bei 3300 und 3000 Abei der Reinigung verschwunden zn sein. Zur Priifung, 
inwieweit die Chloresiumpr/~parate spektrophotometriseh mit Chlorophyll 
iibereinstimmen, wurden 0,01}/oige LSsungen des letzteren in Athyl- 
alkohol, Ather und Benzol gemacht. Im Bereiche der Wellenl~ngen yon 
380 bis 250 m,u zeigt die optisehe Absorptionskurve einer Xther-Chloro~ 
phyll6sung eine ghnliehe Form wie Chloresium, obwohl die absoluten 
Werte etwas hSher sind (Abb. 1). 

Bestrahlung mit der Quarzlampe (Hanovia), 220V Gleiehstrom, 
wurde bei beiden Proben CD 1 und CDe. bei versehiedenen Konzentrationen 

** Fiir dieses Pr~parat und die dazugehbrige Information sind wir der 
Sandoz Chemical Company und Mr. C. H. Paul zu Dank verbunden. 
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vorgenommen. Die bestrahlten Proben befanden sich - -  mit  einer einzigen 
Ausnahme - -  in 40 cm Entfernung yon der Lichtquelle, was Kiihlung 
tiberfliissig maohte. Die Bestrahlung wurde durch 8 Stdn. vorgenommen. 
Die Proben befanden sich in Quarzreagenzgl~sern, die Vergleichsversuche 
in Pyrexglasgef~i]en ahnlichen Durchmessers. Es wurden endlich such 
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Abb. 1. Extinktionskurven yon Chloresium vor und nach l~einigung. 
0,02% Chloresium. 
A Original. 
B ,,lZekristallisier t".  
0,02% Chlorophyll. 
C Chlorophyll in :4ther. 

Proben in offenen Bechergl~sern mit einer Fltissigkeitsschicht yon 1 cm 
Dicke direkt unter dem Quarzbrenner bestrahlt. Abb. 2 gibt alle Er- 
gebnisse der Spektrophotometrie yon CD 1 bei einer Konzentration von 
0,02% wieder. Sie zeigt, da6 weder die Bestrahlung mit sichtbarem 
(Pyrex), noch mit  siohtbarem und Kurzwellenlicht (Quarz) merkliche 
Anderungen der optischen Absorption von CD 1 verursacht. 
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Daffir gibt es zwei mSgliehe Erktgrungen. Naeh der ersten wird 
das Versagen der Einwirkung yon Kurzwellenlieht dutch Mangel einer 
spezifischen Absorptionsbande in diesem Bereieh verursaeht. Die zweite 
wfirde eine Sehirmwirkung des Chlorophyllderivats selbst voraussetzen, 
wodureh das kurzwellige Lieht am Eindringen in die Flfissigkeitssehieht 
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Abb. 2. Extinktionskurven yon Chloresium vor und nach Bestrahlung. 
A 0,02% Chloresium. 
B 0,02% Chloresium in Quarz bestrahlt. 
C 0,02% Ch]oresium in Pyrexglas bestrahlt. 
D ]~ei 0,005% Konzentration bestrahlt und dann auf 0,02% eingeengt. 

verhindert wird. Diese zweite Annahme kann experimentell geprfift 
werden. Eine 0,02~oige CD1-L6sung wurde auf 0,004~o verdfinnt, wie 
vorher bestrahlt und in einem Vakuumexsikkator fiber wasseffreier 
Phosphorsgure auf die ursprfingliehe Konzentration gebraeht. Eine solehe 
LSsung ist entsehieden gelber und heller als die unbestrahlte Probe 
gleieher Konzentration. Die Kurve D der Abb. 2 zeigt das optische 
Verhalten einer solehen LSsung im Kurzwellenbereich. Obwohl das 
Maximum bei etwa 4000 A und der allgemeine Verlanf der ganzen Kurve 
erhMten blieb, ist die Intensit~t der Absorptionsbande nut etwa ein Ffinftel 
der ursprtinglichen, also sehr stark herabgesetzt. Um zu prfifen, ob dies 



250 Mona Spiegel-Adolf : 

auf das Chlorophyllderivat selbst oder auf irgendein Waehs oder eine 
harzi~tmliehe Verunreinigung zurfiekgeffihrt werden mug, wurden die 
gleichen Versuche mit ,,rekristallisiertem" Chloresium gemaeht. Alle 
diese Versuehe wurden mit 0,004%igen L6sungen wiederholt. Abb. 3 
gibt eine Ubersieht der Ergebnisse. Die optisehen Absorptionskurven 
der unbestrahlten und der in Pyrexglas bestrahlten Probe waren praktiseh 
gleieh (Kurven A und B). Anderseits zeigt das im Quarzglas bestrahlte 
Produkt eine Absorptionskurve, die entsehieden niederer liegt, obwohl 
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Abb. 3. Extinktionskurven yon ,,rekristallisiertem" Chloresium vor und nach Bestrahlung. 
A 0,004% ,,rekristallisiertes" Chloresium. 
B 0,004% ,,rekl'istallisiertes" Chloresium, 8 Stunden in Pyrexglas bestrahlt. 
C 0,004% ,,rekristallisiertes" Chloresium, 8 Stunden in Quarzglas bestrahlt. 
D 0,004% ,,rekristallisiertes" Chloresimn mit etwa doppelter Intensit~it bestrahlt. 

die Form der Kurve zu einem gewissen Grad erhalten seheint (Kurve C). 
Mit noeh intensiverer Bestrahlung kann ein noeh deutlieherer Effekt 
erzielt werden (Kurve D). Naeh neueren Arbeiten fiber Liehtbleiehung 
reinen Chlorophylls (Mc Brady und Livingston) sehien es interessant, 
einige unserer Kurzwellenbestrahlungsversuche mit reinem Chlorophyll 
zu wiederholen. Entgegen den Beobaehtungen yon Mc Brady und Living- 
ston wurde vollkommene Bleiehung aueh in Gegenwart yon 02 erzielt. 
Ahnlieh wie bei CD2 erstreekten sieh die Anderungen aueh in den Kurz- 
wellenbereieh des Spektrums. Das gebleiohte reine Chlorophyll hat den 
grSgten Tell seiner ursprfingliehen Absorptionswirkung verloren (Abb. 4). 

Es seheint deshalb, dab entgegen der vorherrsehenden Auffassung 9 
Kurzwellenlieht nieht nut die CD im siehtbaren Bereieh (Farb~nderung), 
sondern aueh das optisehe Absorptionsverm6gen im Kurzwellenbereieh 
merklieh beeinfluBt, vorausgesetzt, dag die Sehirmwirkung konzentrierterer 
L6sungen ausgesehMtet wird. Dieses letztere VerhaIten ~hnelt sehr 
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jenem anderer Biokolloide, z. B. der Proteine (Spiegel-Adol]Zz). Ander- 
seits wurde Chlorophyll kiirzlieh yon Ro][o als Mittel zur Filtration 
langer ultravioletter Strahlen fiir die Prophylaxe von Hautkrebs vorge- 
schlagen. Im Liehte dieser Ergebnisse mtil~te die Konzentrat ion des 
angewendeten Chlorophylls beaehtet werden. 

\+._+. / 

~ ] - J P 1 I I I r i f 
4,20 "~00 380 3~0 34~0 320 300 280 2~0 200 220 

A b b .  4.  0 , 0 1 %  C h l o r o p h y l l  i n  ) ~ t h y l a l k o h o l .  
A 2~' icht  b e s t r a h l t .  
B B e i  0 , 0 0 4 %  : K o n z e n t r a t i o n  b e s t r a h l t .  

Eine Reihe anderer physikochemischer und biophysikaliseher Wege 
zur Charakterisierung der CD-Produkte wurde beschrittep. Da einige 
der Ergebnisse negativ waren, sollen sie bier kurz besprochen werden. 

RSntgeninter]erenz. Von allen drei Pr~paraten wurden RSntgen- 
beugungsaufnahmen gemacht. Der Apparat  und die Teehnik sind schon 
beschrieben worden zl, ~_2. Beliehtungszeiten yon 4 Stdn. wurden angewen- 
def. CD 1 und CD 2 gaben naeh 2 Stdn. wie erwartet ein Beugungsbitd, 
das praktiseh gleich dem des Koehsalzes war. Trotzdem waren einige 
schwache diffuse Ringe mit grSl?eren Abst~nden als jenen des Kochsalzes 
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anscheinend vorhanden. Um ein klares Bild zu erhalten, wurde yon 
einer Probe CD~ eine Aufnahme fiber 4 Stdn. gemaeht. Aul~er einer 
Anzahl sehr schw~cher Linien, die als NaC1-Beugungs]inien identifizierbar 
sind, kSnnen deutlich zwei diffuse Ringe mit den Abst~nden 4,12 und 
10,5 • gesehen werden. Obwohl mikroskopisch keine KristMle siehtbar 
waren, scheint das RSntgenbild irgendeine Art struktureller Anordnung 
anzudeuten 12. 

Elektrophorese. Bei einer ersten Versuchsreihe wurde die Wanderung 
yon CD im elektrischen Strom untersucht. Dazu wurde der Appar~t 
yon Landsteiner-Pauli 5 angewendet. Er besteht hauptsi~ehlich aus einem 
U-fSrmigen l%ohr, dessen unterer Teil, der die zu untersuchende Fliissig- 
keit enthi~lt, mit Sehliflh~hnen abgesperrt werden kann. Der iibrige 
Teil des Apparates ist so konstruiert, dab die Platinelektroden nieht 
direkt in den oberen Tell des U-fSrmigen Gef~l]es tauehen, der mit einer 
KC1-L5sung yon etwa der gleiehen Leitfi~higkeit wie die untersuehte 
Flfissigkeit gefiillt ist. Wie aus der Konstitution des CD als komplexes 
Na-SMz zu erwarten war, wandert der gef~rbte Komplex zum positiven 
Pol. Bei einem Gef~lle yon 93/75 Volt pro em erreietlt die Wanderungs- 
gesehwindigkeit 3,3 • 10 -5 em/Sek. (vgl. Adol[1). Ein Vorversueh wurde 
gemaeht, um sieherzustellen, ob eine Fraktionierung von CD durch 
Elektrophorese Aussichten bietet. Dazu wurde die folgende Methode 
angewendet, die die besproehene Apparatur yon Landsteiner-Pauli 
und ein elektrisches Kolorimeter yon Klett-Summerson beniitzt. Die 
Elektrophorese wurde in tiblieher Weise durehgefiihrt, bis die seharfe 
Grenzsehicht eine gewisse Marke fiber dem Sehliffhahn erreiehte, dann 
wurden die Sehliffhi~hne gesehlossen, die gef~rbte Sehicht sorgfi~ltig 
mit einer Kal)illarpipette ~bgenommen und das Volumen vom Sehliff- 
hahn bis zur Marke (v) wie such das Volumen zwisehen den Sehliff- 
hs (V) dutch Ffillung mit Queeksilber genau gemessen. Kolorime- 
trische Messungen wurden unter Verwendung eines passenden Filters 
mit der urspriinglichen LSsung (A) yon CD, der LSsung naeh der Elektro- 
phorese (B) und der elektrophoretisch transportierten L5sung (C) vor- 
genommen. Die Menge gew~nderter Chlorophyllderivate (Cv) wird yon 
der ursprfingliehen L5sung A V ~bgezogen. Der Unterschied wird ver- 
gliehen mit der LSsung B V, die zwisehen den Sehliffh~hnen geblieben 
ist und mit einer Menge fiberstehender KC1-L5sung verdiinnt wurde, 
die den elektrophoretiseh entfernten Chlorophyllderivaten entsprieht. 
In einem Versueh dieser Art stimmten die Ergebnisse bis auf 5% iiberein. 
Dementsprechend seheint eine elektrophoretisehe Fraktionierung yon 
Chlorophyllderivaten sehr unwahrseheinlich und pr~ktiseh nieht an- 
wendbar. 

Sauersto//metabolismus. Nach den Arbeiten Biirglis schien es interessant 
zu prfifen, ob Chlorophyllderiv~te den S~uerstoffmet~bolismus beein- 
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flussen kSnnen. Die S~uerstoffaufnahme yon Hefezellen, Rattenleber, 
gestreiftem Maskel (Diaphragma) and ttirngewebe wurde nach der Technik 
yon W a r b u r g  gepr/ift*. In  keiner der vorerws Zellen and Gewebe 
konnte selbst bei Ausdehnung der Versuchszeit auf 5 Stdn. ein Anzeiehen 
daf~ir gefunden werden, dab Chloresium in Konzentr~tionen yon 0,2 
und 1,0% irgendeinen EinflnB auf die Sauerstoff~ufnahrne hat. 

Zus~.mmenfassung. 

Ultraspektrophotometrische Untersuchungen yon wasserlSsliehen 
Ch[orol0h~llderiv~ten (CD) wurden vor and nach Bestrahlung mit kurz- 
welligem Licht vorgenommen. Die Wirkung h~ngt yon der Konzentration 
der CD and yon der Intensit/~t der ]3estrahlung ~b. Kontrollversuche 
warden mit  reinem Chlorophyll durchgeffihrt. 1%Sntgenbeugungsbilder 
der CD zeigten zwei diffuse Ringe mit Abst~nden entspreehend 4,12 
and 10,5 I .  Elektrophoretisehe Messungen zeigten, dab CD m i t  einer 
Geschwindigkeit yon 2,7 • 10 -5 em/Sek, und Volt w~ndern. Kombi- 
nierte elektrophoretische and kolorimetrische Messungen geben praktisch 
keinen Hinweis auf eine Fr~ktionierung dureh den e]ektrisehen Strom. 
Naeh Versuchen mit  der Technik yon Wa.rburg beeinflussen CDs den 
Sauerstoffmet~bolismus verschiedener tierischer und pfl~nzlieher Gewebe 
nieht*% 
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