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Untersuchungen fiber Chlorophyll; 
von Richard Willstatter. 

LMitteilung aus dem chemisehen Laboratmiurn des schweizerischcii 
Polytechnikums in Zurich.] 

XV. Isolierung des Chlorophylls; 
von Richard Willstatter und Ernst Huy. 

(Eingelaufen am 1. Februar 191 I.) 

Das Ziel unserer Untersuchung ist die Isolierung 
des Chlorophylls, frei von Begleitstoffen in unversehrtem 
Zustand. Um die Aufgabe zu losen, war es notwendig, 
zuerst die Merkmale des Chlorophylls kennen zu lernen. 
Dadurch sind die Anforderungen festgestellt worden, denen 
der Farbstoff in den einzelnen Phasen der Isolierung 
und im isolierten Zustand geniigen mu13. 

Zunachst sind dem Chlorophyll gelbe Pigmente bei- 
gemischt, Carotin und Xanthophyll, die stets neben dem 
grunen Farbstoff in den Chloroplasten vorkommen; so- 
lange sie das Chlorophyll begleiten, erhalt man durch 
Verseifen mit alkoholischem Xali und Ausathern gelb 
gefarbte Losungen. Farblose Begleiter , Fette ,  Wachse 
und fettsauere Salze, folgen dem Chlorophyll und verteilen 
sich zwischen verschiedenen Losungsmitteln in ungefahr 
demselben Verhaltnis wie Chlorophyll; sie driicken den 
Magnesiumgehalt des Farbstoffs herab und geben der 
dsche eine Beimischung von Kalk. Die Loslichkeits- 
verhaltnisse boten keine Handhabe fur  die Trennung des 
Chlorophylls von den Begleitern. Der Farbstoff schien 
in allen organischen Solvenzien spielend loslich zu sein; 
er kann allerdings aus den Blattern mit Benzol, Ligroin 
und Schwefelkohlenstoff nicht extrahiert werden, aber 
diese Erscheinung ist von -4. h r n  and’) nnd von 
._ 

l) Oompt. rend. 100, 751 (1888). 
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M. T s w e t t ] )  auf Adsorption des Farbstoffes durch das 
Blattgewebe zuruckgefiihrt worden. 

Ein dem Chlorophyll noch sehr nahestehendes Derivat 
ist das ,,krystallisierte Chlorophyll", welches J. B o r 0  din ') 
beim Rehandeln von Blattschnitten mit Alkohol unter 
dem Mikroskop entdeckt und das W i l l s t a t t e r  und 
Benz3) darzustellen gelehrt haben. Schwerloslichkeit in 
Ather nnd ausgezeichnete Krystallisationsfahigkeit haben 
die Isolierung des schonen Farbstofls leicht gemacht. Unter 
dem EinfluB der Anschauungen von N. A. Monteverde ' )  
galt uns eine Zeitlang das krystallisierte Chlorophyll 
als ein natiirliches Pigment, bis wir erkannt haben, daB 
dem Chlorophyll aller Pflanzen5) der Gehalt an Phytol 
gemeinsam ist ~ wahrend es dem krystallisierten Chloro- 
phyll fehlt. Das Phytol ist hier durch dlkoholyse unter 
der T i rkung  einer spezifischen Esterase, der Chloro- 
phyllase6), abgetrennt und durch Athylalkohol ersetzt 
worden. Ikis krystallisierte Chlorophyll1 nach B o r 6 d in  
wird daher genauer als A'~h.ylch2orophynid bezeichnet. Nacli 
diesen Erfahrungen ist von intaktem Chlorophyll zu 
fordern, da13 Phytol zu fast einem Drittel des Gewichts 
darin enthalten ist. 

Uer Gang der Isolierung wird nun so geleitet, daB 
die Wirkung jeder Rehandlung auf das Chlorophyll durch 
die colorimetrische Bestimmnng seines Reinheitsgrades 
gepriift wird, wofiir das krystallisierte Athylchlorophyllid 
die Grundlage bietet. Aber das eine Prinzip hat nicht 
ausgereicht. Wir sind bei vielen Vorversuchen zu Chloro- 
phyllpraparaten gelangt, die zwar nach der colori- 
metrischen Analyse fast 100 prozentig sind, also von 
%egIeitstoRen frei, die anniihernd ein Drittel Phytol ent- 

*) Arbeit. d. Naturf. Ges. Kasan 36, 66 (1901). 

5, Diese Annalen 333, 267 (1908). 
') Acta Elorti Petropolitani 13 Nr. 9, 123 (1893). 
5, Diese Annalen 378, 1 (1910). 
9 R. W i l l s t s t t e r  und A. Stol l ,  diese Annalen:356, 1s (1910). 

Botanische Zeitung 40, 60s (1682). 
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halten und die dennoch nicht aus unverandertem Chloro- 
phyll bestehen. Sie unterscheiden sich namlich vom 
Chlorophyll guter Blatterausziige in gewissen Merkmalen, 
die sich in den vorangehenden Untersuchungen ergeben 
haben, namentlich in xwei Eigenschaften, die dem Chloro- 
phyll beim Stehen der Losungen, beim Eindampfen, beim 
Aufnehmen rnit Adsorptionsmitteln, iiberhaupt bei allen 
Operationen sehr leicht verloren gehen, ohne daS die 
Anderung durch einen auffalligen Unterschied im Spek- 
trum verraten wird. Diese Anderungen sind daher auch 
von anderen Autoren, welche die lsolierung des Chloro- 
phy l l~  angestrebt haben, noch nicht beachtet worden. 

Solange das Chlorophyll intakt ist,  zeigt es beim 
Terseifen mit alkoholischem Kali einen auff alligen Farben- 
umschlag i n  braun; es danert einige Minuten bis die 
Verseifung rollstandig wird, und in dieser Zeit kehrt 
die Chlorophyllfarbe zuriick. Es scheint dabei eine 
chromophore Gruppe gespalten und dann an ihrer Stelle 
eine ahnliche neu gebildet zu werden. Die ,,braune 
Phase" fehlt den Losungen und Praparaten von ver- 
lndertem Chlorophyll. Ferner erleidet das Chlorophyll 
sehr leicht Urnwandlungen, durch welche die Beschaifen- 
heit der Spaltungsprodukte des Phaophytins geandert 
wird. Nur solange der Farbstoff nnversehrt ist, liefert 
sein magnesiumfreies nerivat bei der Hydrolyse rnit 
Alkalien als Spaltungsprodukte Phytochlorin e und Phyto- 
rhodin g,  und zwar nur diese. Ihr  Mengenverhaltnis ist 
in der voranstehenden Untersuchung von W i l l s t a  t t e r  
und I s l e r  ermittelt worden. 

In  guten alkoholischen Extrakten getrockneter 
Elatter ist das Chlorophyll durch ungefahr das Sechsfaclie 
an Begleitstoffen verdiinnt. Die Konzentration des Farb- 
stoffs steigt auf das Doppelte, wenn er aus dem Extrakt 
in Petrolather iibergefiihrt wird. Durch Vorbehandeln 
der Blatter mit Losungsmitteln, welche die Begleitstoffe, 
aber kein Chlorophyll extrahieren, am besten rnit Eenzol, 
gewinnt man Extrakte, die, ohne selbst einen hoheren 

Anualen der Chemie 880. Rand. 13 
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Beinheitsgrad eu besitzen, doch ein vie1 gunstigeres 
Resultat beim Entmischen mit Petrolather ergeben, 
nbmlicb Chlorophyll, das nur noch weniger als das 
11/, fache Gewicht anderer Stage mitfiihrt. ’ Der Rein- 
heitsgrad 1tiBt sich durch \Yaschen der petrolatherisehen 
Rohlosung mit Holzgeist auf 60 Proz. steigern und noch 
hiiher, wenn man mit demselben Losungsmittel, das znm 
Auswaschen gedient hat, den Farbstoff aus dem Petrol- 
Bther extraliiert nnd ihn von neuem in Petroliither 
iiberfiihrt. So erhalten wir LUsungen von 70 prozeii- 
tigem Chlorophyll, die durch weitere Betiandlung mit 
Solvenzien iiicht verbessert werden konnen. 

Wenn das Chlorophyll diesen Reinheitsgrad (21 - 
reicht hat, dann ist seine Liislichkeit von den Bei- 
mischungen nicht mehr so wie anfangs beeinfluBt. Ks 
zeigt sich jetzt uberrasclienderffeise in Petrolather nur 
loslich, solange dieser Methyl- oder Athylalkohol ent- 
halt. Wird der Alkohol quantitativ herausgewaschen, 
so triibt sich die Losung, nnd das Chlorophyll fallt in 
fein verteiltem Zustand ails. huf dieser Abscheidung 
aus der gereinigten Liisung beruht unser Verfahren der 
Isolierung. Einmal isoliert, l%iBt sich das Praparat  durch 
UmKLllen aus Alliohol mit Salzlosung und ilurch wieder- 
holtes Umscheiden aus konzeritrierter titherischer Losung 
mi t  Petroltither weiter verbessern. 

Das isolierte Chlorophyll erweist sich bei rasch aim 
gefiihrten, gut gelungenen Versnchen als rein und geiniili 
cler Prlifung mi t  allen bekannten Merknialen als unver- 
Sndert. Es bildet rniliroskopisclie Krystallaggregate nnd 
ist pulverig, nicht von wachsartiger Beschaffenheit. In 
dlkohol nnd in Ather ist es leicht loslich, in PetrolMher 
unlijslicli, seine Losungen zeigsn leuchtend blaugriine 
Farbe und das qleiche Spektruni wie die Extrakte ails 
frischen Bliittern. Das Chlorophyll.ist frei von Phosphor; 
beim Verascheii hinterliiht es gegen 5 Proz. Magnesia. 
Rei der Verseifung liefert es 30 Proz. Phytol, enthalt 
ewei Carboxylgruppen mit Yhytol und Methylalkohol ver- 
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estert und ein Carboxyl frei oder vielleicht richtiger 
latent. Sein Phaophytin liefert die normalen Spaltungs- 
produkte. Die Analyse eines Praparates hat  folgende 
Zusammensetzung ') ergeben, neben welche wir eine vor- 
lanfige Formel stellen, die aus der Analyse van Athyl- 
chlorophyllid abgeleitet ist: 

Analyse Theorie fur C,SH,20,N,Mg 
c 72,13 72,59 

N 6,19 6,16 
Mg 2,99 2,69 

H 7,79 7,9Y 

Uas reine Chlorophyll hat  tins furs erste zur Losung 
der Frage gedient, ob das Phytol als solches dem Nolekiil 
des Farbstoffs angehort, oder ob der ungesattigte Alkohol 
erst  nuter den Bedingungen der Verseifung von Phao- 
phytin aus einem gesiittigten Glykol hervorgeht. W r  
haben nun das Phytol BUS dem Chlorophyll unter den ge- 
linden Bedingungen der dlkoholyse mittels der Chloro- 
phyllase abgespalten und mit besonderer Vorsicht isoliert. 
Die Jodzahl stimmte, der abgespaltene Alkohol war  
reines Phytol. Bei diesem Versuche entstanden aus dem 
Chlorophyll der Brennesseln die schonen Krystalle des 
~thylchlorophyllids von Bor o din.  

Unsere Priiparate von Chlorophyll stimmen nicht 
iiberein mit den Angaben, die der russische Botaniker 
X. T s w e t t  im Jahr  1900 iiber das von ihm in kleinem 
&&tab isolierte Piginent veroff'entlicht hat.a) Er be- 
schreibt es (Chlorophyllin a) als leicht loslich in Ligroin, 
halbfest und krystallisierend, und zwar nur aus Slkohol. 

i, Hoffentlich werden kiinftig die langst veralteten Angaben 
fur die Zusammensetzung , namentlich iiber den Eisengehalt des 
Chlorophylls verbessert werden, die sich in den neuen Auflagen 
verbreiteter Lehrbiichcr der Chemie (2. B. Richter-Kl inger  
1910, Erdmann 1910) und in den agrikulturchemischen Biichern 
finden. 

z, Physiko-chemische Struktur des Chlorophyllkornes, Arbeiten 
d. Nntuif. G e i  Kasan 36, 94 (1901) (russisch). 

18 



182 Willstutter und Hug, 

Es ist nicht analysiert worden. ') JYahrscheinlich hat 
Ts w e  t t  seine Ansicht iiber das Praparat  geandert, da 
er in seinen spateren Veroffentlichungen nicht melir 
darauf zuruckgekommen ist, auch nicht in seinem neuen 
Ruche2), das wir soeben erhalten haben: ,,Die Chromo- 
phylle in der Pflanzen- und Tierwel't" (russisch). Viel- 
mehr ist T s w e t t  in diesem T'l'erkeY) auch zu der wich- 
tigeii Beobachtung 4, gelangt, dal3 das Chlorophyll nach 
der Reinigung der petrolatherisehen Losung aus diesel- 
durch Entfernen des Alkohols ausgefallt wird und i n  
Ligroin nicht mehr loslich ist. 

In  unserer Untersucliung haben wir einen Umstand 
vom Anfang bis znm Ende aufler Betracht gelassen, nam- 
lich die Frage,  ob das Chlorophyll einheitlich oder cin 
Gemisch zweier Farbstoife ist. T a s  wir znniichst, er- 
zielt habeu, war die lsolieiung des griinen Pigments ir i  

der Zusammensetzung, wie es in der Pflanze vorkonimt. 
1st es in der Yflanze eiii Gemisch von zwei Romponenten, 
so ist das isolierte Chlorophyll dasselbe Gemisch oder 
ein Gemisch in ahnlichem Verhkltnis, denn die beiden 
Spaltungsprodukte Phytochlorin e und Phytorhodin g 
entstehen bei seinem Abbau in ahnlicheni Verhaltnis wie 
bei der Verseifung des aus den Blatterextrakten ge- 
falltcn Phkophytins. 

Nachdem die Isolierung erreicht war, hat  die Fort- 
fuhrung der Arbeit durch n ' i l l s t a t t e r  und I s l e r  er- 
gcben, dal3 das Pigment arirklich ein Gemisch ist von 
einer blangruncn (a) und einer gelbgriinen (b) Koni- 
ponente, so wie S tokes ,  S o r b y  und von neneren Autoren 
namentlich T s w e t  t langst beliauptet haben.5) In  einer 

- -  
') T s w e t t  fiihrt in seinem neuen Buche (1910, S. 210) an, der 

Stickstosgehalt des Chlorophylls sei zweifelhaft; daB es cin Ester 
des Phytols sei, erklLrt T s w c  t t  fur eine unbegriindete Annahmcb. 

?) Warschau 1910, 379 Saiteii. 
*) Seite 206. 
') IXese AngtLbe ist von W i l i s t i i t t e r  und Hug bereits ver- 

") Die Litemturzitate siehe in der XIV. Abhandlung. 
ijffentlicht worden in diescn Annalen 578, 21 (1910). 
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folgenden Qrbeit sollen die zwei Romponenten beschrieben 
werden. Die Schwierigkeit bei ihrer Trennung lag in 
ihrer Veranderlichkeit. Nur dann konnen die Kom- 
ponenten als intakt gelten, wenn die eine beim dbbau 
reines Phytochlorin e, die andere Phytorhodin g liefert ; 
die Untersuchung der Spektren ist nicht ausreichend. 
In  dieser Hinsicht sind die Angaben der Literatur iiber 
die Scheidung durch Entmischung in kleinerem MaBstab 
nicht brauchbar; denn niemals ist das Resultat eines 
Entmischungsversuches durch die Bestimmung der Spal- 
tungsprodukte vervollstandigt worden. 

Kir sind daher auch zu einer Auffassung von der 
Zusammensetzung der B o r o d in  schen Chlorophyllkrystalle 
gekommen, die der Ansicht von T s w e t t  hieriiber sehr 
ghnlich ist. 

T s w e t t  hat vor kurzem mitgeteilt'), dal3 dieKrystalle 
ein isomorphes Gemisch von zwei Komponenten seien, 
welche in einer Beziehung stehen zu den zwei Kom- 
ponenten des natiirlichen Farbstoffes. Dw ist richtig. 
Aber wir haben auch so gut wie einheitliche krystalli- 
sierte Chlorophylle erhalten, namlich Methylchlorophyllide. 
Dies ist in der dbhandlung von W i l l s t a t t e r  und Stoll') 
verbffentlicht worden. 

Wie T s w e t t  mitteilt, hat er  die Auflosung des 
Gemisches der Borodinschen Krystalle mittelst der Ad- 
sorptionsanalyse ausgefuhrt und zwar in atherhaltiger 
petroliitherischer Losung. Da die Krystalle in Petrol- 
ather vollkommen unloslich sind, mu8 die Losung au8erst 
verdiinnt gewesen sein. Es ist ungewil3, ob die von 
Ts w e t t in kleinstem Mallstab getrennten Komponenten 
noch krystallisieren, ob sie intakt geblieben sind oder 
ob, was nach unseren Erfahrungen wahrscheinlich ist, 
eine Anderung des Phytochromins erfolgt ist. Hieriiber 
kann nur der Abbau zum Phytochlorin und Plqtorhodin 
AnfschluB geben. 

*) Ber. d. d. chem. Ges. 43, 3139 (1910). 
2, Diese Annalen 378, 57 (1910). 
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Experimenteller Teil. 

I. Die Chlorophylliisungen. 
A. Die Rohloenngen. 

I .  Reinheztsgrad. 
Das Verhaltnis des Chlorophylls zur Gesamtmenge 

der gelosten Stoffe drucken wir in Prozenten aus und 
nennen die Zahl den Reinheitsgrad des Chlorophylls. 
Mittels dieses Wertes wird der EinfluW der Uarstellunps- 
weise nnd der Reinigungsoperationen auf die Trennung 
des Chlorophylls von den farblosen und gelben Begleitern 
gepruft. 

Den Reinheitsgrad leiten wir aus dem Trockenriick- 
stand und dem colorimeti isch ermittelten Chlorophyll- 
gehalt’) ab. Der Vergleich, den wir im Colorimeter 
von D u b o s q  ausfiihren, mit einer Losung von B o r o d i n -  
schen Krystallen ergibt das Aquivalent an Athglchloro- 
phyllid. Hieraus folgt der Betrag von phytollialtigem 
Chlorophyll, unter Beriicksichtigung, daW das Moleknlar- 
gewicht des letzteren um etwa 38 Proz. grijWer ist als 
das des Athylderivates, gemal3 den vorlaufig geltenden 
Formeln: 

[C , , I r , ,N ,Mg! (C0 ,H) (CO,CH,) (C~~C2~~~~~;  8101. = 909 
[C,IH,,N,Mg] (CO,H)(CO,CEI,)(CO,C,H,) ; Mol. = 659. 

Diese colorimetrische Bestimmung ist sehr niitzlich 
fur die anniihernde Gehaltsbestimmung von Rohchloro- 
phyll; hingegen reicht ihre Genauigkeit nicht hin zur 
Untersuchung von hochprozentigen, schon annahernd 
reinen Chlorophyllpraparaten, weil hier die Fehlerquellen, 
wie die Ungleichheiten der Farbennuancen, erheblich ins 
Gewicht fallen. 

Den Ruckstand einer Losnng bestimmen wir durch 
Sbdampfen im Wasserbad und Erwarmen im Vakuum 
bis zur Gewichtskonstanz, die bei Mengen von 1-2 g 

I) Nach R. Willatat ter i  F. Ilocheder nnd E. Hug,  diese 
Annalen 371, 11 (1909). 
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meist in l / z -s / I ,  .Stunden erreicht wird. Hochprozentige 
Losungen geben einen glanzenden, blauschwarzen, sproden 
Ruckstand, der sich nach dem Trocknen leicht mit schon 
gruner Farbe lost; Losungen von geringer Konzentration 
liefern einen im Vakuum sich aufblahenden, harzigen, 
schwer loslichen, miDfarbigen Ruckstand. 

2. Die Extrakte. 
Frische Blatter bieten keinen Vorteil in bezug auf 

die Beschagenheit des Chlorophylls, was sich auch aus 
der voranstehenden ,4rbeit von K i l l s t a t t e r  und I s l e r  
ergeben hat. Sie liefern stets weniger giinstige Konzen- 
trationen von Chlorophyll und sie lassen sich nicht i n  
den fur unsere Arbeit ert'orderlichen bedeutenden Quan- 
titaten beschaffen. Rir haben daher in allen Fallen mit 
getrockneten, fein gemahlenen Blattern gearbeitet und 
zwar zumeist mit kauflichen Brennesseln, die sieh wegen 
des hohen Gehalts an Chlorophyll und des geringen Ge- 
halts an Chlorophyllase besonders gut eignen. 

Die Ausbeuten an Chlorophyll wachsen mit der Zeit- 
dauer der Extraktion; wir gewinnen z. B. aus 1 kg Brenn- 
nesselmehl beim Ausziehen auf der Nutsche folgende 
Ausbeuten: 
Extraktionszeit Extrakt jn ccm Chlorophyll in g 

1.5 Min. 700 2,9 

25 7 1  860 3,7 
19 11 800 313 

120 ,) 800 414 
3 Tage 6000 7,l (Quantitat. Extrakt.) 

Gegen die langsame Extraktion, die wir fur prapara- 
tive Zwecke fruher in Flaschen ') (Einfache- und Doppel- 
extrakte) und in Perkolatoren ausgefuhrt haben, be- 
stehen zwei Bedenken, wenn es sich um die Isolierung 
moglichst unveranderten Chlorophylls handelt : 

*) R. W i l l s t a t t e r ,  diese Annalen 360, 65 (1906). 
R. W i l l s t a t t e r i n E .  A b d e r h a l d e n s  Handbuch d. biochem. 

Arbeitsmethoden, Bd. 11, S. 674 (Berlin 1910). ' 
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1. Die Alkoholyse unter der Wirkung der Chloro- 
pliyllase bedingt einen Verlust an Phytol, der auch bei 
Brennesseln, obwohl sie zu den an Enzym armen Pflanzen 
ztihlen, nicht unerheblich ist. 

Die Phytolnahl fur Brennesseln war bei langsamer 
Extraktion im Mittel der Bestimmung an 1 2  Praparaten 
%,2. liingegen bei rascher Extraktion 32,2 (u = 13). 

2. Bei langerem Stehen der Losungen verandext sich 
das Chlorophyll, besonders leicht in Rrennesselextrakten, 
derart, daS die Spaltung des Phbophytins an Stelle des 
normalen Pliytochlorins e das schwacher basische Phyto- 
chlorin f ergibt (siehe die XIV. Abhandlung). 

I h s  Gelingen der Isolierung von unverandertem 
Chlorophyll hangt ab von der moglichst raschen Vor- 
nahme aller Operationen von den getrockneten Blattern 
bis zum festen Farbstoff. 

Es ist daher geboten, ein abgekurztes Verfahren 
der Extraktion anzuwenden, immerhin mit einer nicht zu 
raschen Ausfiihrung, damit der Er t rag  an Chlorophyll 
nicht zu ungunstig wird. Wir erreichen dieses Ziel am 
besten nach dem Nutschenverfahren rnit einer Extrak- 
tionszeit von 2-3 Stunden fur die Charge von 2 kg. 
Die Menge des Losungsmittels braucht dabei nicht groBer 
ZU sein als bei der Herstellung von Doppelextrakten, 
wir reichen aus mit 1,5 Liter pro kg  Mehl. Diese Ex- 
traktionsmethode bietet abgesehen von ihrer Einfachheit 
den groaten Vorteil bei der Kombination der Vorex- 
traktion rnit verschiedenen Losungsmitteln und der Ex- 
traktion mit Alkohol. 

Das von W i l l s t ~ t t e r  und S to l l l )  beschriebene 
Nutschenverfahren vereinfachen wir fur die $rbeit in 
groderem MaBstabe, indem wir das Blattpulver, ohne es 
zuvor rnit Alkohol anzufeuchten, in die Nutsche einfullen. 
Unter stetem Saugen mit dem Maschinenvakuum wird 
das Mehl gleichmafiig auf der  Nutsche verteilt. Bei 
einiger Ubung uud sorgfaltigem Arbeiten gelingt es auch 

l) Diese Annalen 378, 26 (1910). 
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eine groBe Steinzengnutsche mit 20 kg Pulver zu fullen, 
ohne daB bei der Extraktion Unregelmafligkeiten vor- 
kommen. Wahrend des Einfullens stellt man das Vakuum 
von Zeit zu Zeit ab und druckt das Pulver gleichmaDig 
fest. Damit das Ausziehen in  kurzer Zeit moglich ist, 
darf aber die Fullung nicht zu stark zusammengeprefit 
werden. Nach dem Einfiillen wird sofort das LSsungs- 
mittel aufgegossen und durchgesaugt. 

Buf den Reinheitsgrad des Chlorophylls iiben, wie 
die folgenden Beobachtungen zeigen, Extraktionsmethode 
und Extraktionsdauer nur wenig EinfluB l) aus, weniger 
als Verschiedenheiten der Ernten. 

Extraktion 
von 1 kg Brennesseln 

- 

1. Perkolate 
a) lang 
b) kurz, 1. AbfluU 
c) ,, 2. AbfluB 

2. Flaschenextrakte 
a) Doppelextrakte 
b) einf. Extrakte 
e) rasch. ,, 
d) rasch. ,, 

3. Nutsehenextrakte 
a) rasch 

Extraktions- 
zeit 

_ _ _ _ ~  - 

48 Stunden 
1 Stunde 
2 Stunden 

48 ,, 
48 7) 

10 Minuten 
20 ,, 

15 2, 

b) maBig rssch , 2 Stunden 

- ___ 

Z E  g = :  
3 .9 

1000 
120 
220 

1060 
1600 
1300 
1600 

500 
so0 

dndere Losungsmittel, F, ,e Alkohol. 

33,6 

12,3 
479 

34,a 

22,o 
4 4 6  

21.6 

12,5 17 
31,4 , 14 

'et rolather- 
gemisch, Aceton, Holzgeist verbessern das Resultat nicht ; 
der letztere extrahiert Chlorophyll schlechter als Athyl- 
alkohol. 

3. Poreztraktion. 
Petrolather, Benzol und Schwefelkohlenstoff ent- 

ziehen dem Pflanzenmehl kein Chlorophyll, aber eine er- 

l) Dessenungeachtet fanden Wil l s tat ter  und S t o l l  den 
Fallungskoeffizienten bei der Phaophytingeminnung giinstiger fur 
Schnellextrakte. 
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hebliche Menge von farblosen und gelben Begleitstoffen; 
den Nutzen der Vorbehmdlung rnit solchen Liisungs- 
mitteln darf inan indessen nicht nach der Menge des 
Weggeliisten bewerten , denn nach der Vorextraktion 
werden die Extrakte nicht gunstiger in bezug auf den 
Reinheitsgrad des Chlorophylls. Vielmehr zeigt sich die 
Kirkung der Vorextraktion nur bei der Gewinnung der 
petrolatherischen Rohchlorophyllosung durch Entmischen 
des alkoholischen Extraktes mit Petrolather. 

T i r  haben die Vorextraktion erst mit Vorteil an- 
wenden konnen, als wir es vermieden, nach derselben 
das Material wieder zu trocknen. Beim Arbeiten im 
Perkolator 1Bflt sich indessen diese umstandliche und 
fur das Chlorophyll ungiinstige Operation nicht ent- 
behren, weil sonst beim Extrlthieren der durch die Vor- 
behandlung kompakter gewordenen Fullung stets Ver- 
stopfung eintritt. Hier ergab sich eine wesentliche 
Verbesserung der Arbeitsweise durch das Nutschen- 
verfahren. 

Die Vorextraktion auf der Nutsche mit 5-6 Liter 
Solvens beansprucht fur die 2kg-Charge 2 bis 3 Stunden. 
Nach dem dbflieflen wird sogleich der Alkohol fur die 
Extraktion des Chlorophylls aufgegossen; zunachst ver- 
drangt er das im Mehl zuruckgebliebene erste Liisungs- 
mittel. Dann wird einfach der AbfluB separat auf- 
gefangen, sobald auf das fast farblose erste Solvens die 
dunkelgrune alkoholische Losnng folgt. 

Die mit Petrolather (spez. Gewicht 0,64-0,66) er- 
haltenen Ausziige sind braungelb bis braun, die benzo- 
lischen dunkelbraun oder olivbraun, die Schwefelkohlen- 

Methode 

Vorextraktion 
der 1 Solveris 

- - 
Perkolator 100 Liter Petrolgther 

11 2 >, 1, 

Nutsche 7 7 1  11 

77 6 Beneol 

Charge 

30 kg 
1 
2 
2 

Trockenriickstand 
pro 1 kg 

Brcnnesseln 

16,7 g 
8 8  
912 
17,O 

- _- 
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stofflijsungen dunkelrotbraun. dlle sind so gut  wie frei 
von Chlorophyll. 

Am gunstigsten war die Wirkung von Benzol fiir 
den Reinheitsgrad des Chlorophylls (50 anstatt 37), un- 
giinstig die yon Petrolather. Nach der Vorbehandlung 
mit Petrolather begleiten namlich iioch fast ebenso viele 
petrolatherlosliche Stoffe das Chlorophyll wie ohne Vor- 
extraktion. Besonders auffallend wird diese Erscheinung 
beim Vorextrahieren mit Petrolather uiid beim Ausziehen 
des Chlorophylls mit Petrolather-Alkoholmischnng (20 Proz. 
Alkohol). 

Die sukzessive Vorextraktion mit Benzol nnd mit 
Petrolather hat zwar keinen groneren Nutzen fur die 
Chlorophyllkonzentrationen geboten, aber sie war not- 
wendig, weil die petrolatherischen Losungen des Chloro- 
phylls fur umer Verfahren der Isolierung frei yon Benzol 
sein miissen. Die kombinierte Vorbehandlung erfordert 
pro Kilogramm Brennesseln 3 Liter Benzol und 1 bis 
1. ' I ,  Liter Petrolather. 

'Or- 

extraktion 

__ - __ 

I 

+ 
& 

B 

z 6, 
.. 

1 
2 
3 
4 
5 

6 

7 
S 

Extraktion 

Petrolather 
v 

,7 

Benzol 

9 ,  

Benzol, danii 

___. 

Riick- 
stand 
in g 

37,3 
~__  ~__  

35,s 
35,O 
41,2 
- 
- 

43,7 
24,O 

Alkohol 

Petrolather- 
Alkohol 

Petrollther- 
Alkohol 
Alkohol 

Holzgeist 

77 

__-. 

Rein- 
heits- 
grad __ 
13 
10 
15 
.9 
- 

- 

14 
17 

5,O 

3,5 

379 
274 

22,3 

1172 

870 
597 

In  der Tabelle tritt  der Gewinn fur den Reinheits- 
grad bei den petrolatherischen Rohlosungen zut.age. Die 

- 
Rein- 
heits- 
grad 

31 
27 
37 
28 
22 

31 

__ __ 

49 1) 
42 

l) Die Zahlen fiir die Rohliisung von Nr. 7 sind Mittelwerte 
aua 4 Versuchen. 



190 T i l l s t a t t e r  und Hug, 

Angaben fur die Versuche 1-5 beziehen sich auf die 
petrolatherische Rohlosung I, die Versuche 6-8 auf die 
(einmal gewaschene) Rohlosung IX, deren Beschreibung 
im Abschnitt B folgt. Die Resultate sind mit Chargen 
von 2 kg Brennesseln erzielt und fur die Tabelle ltnf 
1 kg umgerechnet wordeu. 

4. l h r f u h r u n g  des Chlorophylls in Petrolather, Rohlosung I 
(40-45 prozentig). 

Aus dem alkoholischen Extrakt  fiihren wir das 
Chlorophyll nach dem Prinzip der Krausschen Ent- 
mischung in  Petrolather iiber. JTir fugen zuerst Petrol- 
ather und dann W-asser hinzu, und zwar zweckmafiig 
2/i, vom Volumen des Extraktes an Petrolather und 
’/, Volumen Wasser und trennen die intensiv grune 
Benzinschicht von der gelbgrunen und gelb tingierenden 
wafirig-alkoholischen Mutterlauge, welche mit dem klei- 
neren Teil des Chlorophylls die wasserloslichen Bei- 
mischungen beseitigt. Die petrolltherische Flussigkeit 
sol1 als Rohlosnng I bezeichnet werden. Die Extrakte 
von den Reinheitsgraden 14-17 liefern Rohlosnngen I 
von den Reinheitsgraden 30-44. 

___ -- 

1. I. Fraktion 
11. 1 ,  

a .  I. l %  

11. ,. 
3. r. ,, 

11. ,) 

4. ohne Fraktionierung 

5. 17 ,7 

6.  t ,  1 3  

~ - -  

1 Vol. Extrakt mil Rohlosung I 
~ 

Rein- 
Iieits- 
grad 

29 
28 

27 
28 

37 
l i  

26 

50 

31 ’) 

____ 

I) Die Angaben fur Nr. 6 sind Mittelwerte von 5 Versuchen. 
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Fraktionierte Uberfiihrung des Chlorophylls in Petrol- 
%her hat keinen Vorteil geboten, wie die vorstehende 
Tabelle zeigt. Die Versuche sind rnit Extrakten aus 
1 kg Brennesseln mit 4,4g Chlorophyll vom Reinheits- 
grad 14 ausgefiihrt worden. 

B. Fraktionierung der Rohchlorophyllosnngen. 

1. Waschen rnit Holzgeist. Rohliisung s'l (60 prozentig). 
Durch il'aschen rnit wasserhaltigen Slkoholen lalSt 

sich die Chlorophyllkonzentration in der petrolatherischen 
Schicht steigern, und m a r  von den Reinheitsgraden 
30-40 auf 50-60, aber dann nicht Peiter. Der 
Alkohol darf nicht zu konzentriert sein, da er sonst zwar 
um so mehr von den Begleitstoffen, aber auch zuviel 
Chlorophyll entfernt. Holzgeist ist dem Athylalkohol 
vorzuziehen.'j Chlorophyll ist schwerer in ihm liislich. 
Ferner ist, wie nachstehender Versuch zeigt, in wasser- 
haltigem Holzgeist vie1 weniger Petrolather loslich als 
in Weingeist, und man kann daher rnit Holzgeist leichter 
iind scharfer fraktionieren als mi t  Athylalkohol. 

,Je 60 ccrn absoluter Alkohol und kauflicher Methyl- 
alkohol werden rnit 50ccm Petrolather vorn Siedep.30 - 50° 
vermischt. Auf Zusatz von Wasser wird Petrolather in 
folgendem Ma8e abgeschieden: 

Petroliitlier aus der Petrolather aus der 
Wasserzusatz Mischung Mischnng 

mit Rlethylakohol mit Athylalkohol 
0,7 ccm 10 ccm 0 ccm 
1 20 0 
3 40 0 
5 45 22 
10 50 43 

Vor der Anwendung ist der wasserhaltige Holzgeist 
niit Petrolather vom Siedep. 30-50° gesattigt worden. 

Beispiel. 800 ccm Rohlosung vom Reinheitsgrade 
36 und 3,7 g Chlorophyllgehalt schiittelten wir rnit 

') R. W i l l s t a t t e r ,  diese Annalen 350, 67 (1908). 
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200 ccm 95 prozentigem iUethylalkoho1 aus. Im Petrol- 
Lther hinterblieben 2,7 g Chlorophyll vom Reinheits- 
grad 44. Die holzgeistige Lauge warde mit Wasser und 
Petrolather versetzt und die Chlorophyllkonzentration in 
der petrolatherischen Schicht bestimmt. Sie gab 
2,6 g Riickstand und enthielt 0,s g, also 31 prozentiges 
Chlorophyll. 

Ein folgender Versnch verglich die Wirkung voii 
90 und 96 prozentigem Methylalkohol und entschied zit- 
gunsten des goprozentigen, der im folgenden zum Sus- 
waschen stets Anwendung findet. 

J e  570 ccni einer Rohlosung mit 4,4 g 44 prozentigem 
Chlorophyll werden a) mit 140 ccm 95 prozentigem, b) rnit 
280 ccm 90 prozentigem Holzgeist ausgeschiittelt. 

Chlorophyll Riickstancl Reinheits- 
in g in g grad 

Im 95 proz. Holzgeist 0,6 - - 
Irri Petrolllther 3,s 8,U 47  

a) { 

b, i l m  Petrolkther 3 3  7,s 49 
- - Iin 90 proz. Holzgeist 0,6 

Brennesseln, die mit Benzol vorextrahiert waren, 
ergaben schon bei dieser einmaligen Behandlung einen 
Reinheitsgrad von etwa 50 Proz. Die Losungen lieBen 
sich aber durch ein zweites Raschen rnit dem 90pro- 
zentigen Holzgeist noch erheblich verbessern. 

Z. B. gab eine gewaschene Petrolatherlosung, welche 
4,8 g 52 proxentigen Chlorophylls in 'I, Liter enthielt, 
beim zweiten Waschen rnit dem halben Volunien von 90pro- 
zentigem Holzgeist an diesen 10 Proz. ihres Chlorophylls 
rnit dem Reinheitsgrade 19 ab. Dadurch stieg im Petrol- 
iither die Konzentration des Chlorophylls auf 60. 

So gut war das Resultat allerdings nur bei cliloro- 
phyllreichem Material. Eine farbstoff armere Friihjahrs- 
ernte von Brennesseln gab niedrigere Konnentrationen ; 
durch eine dreimalige Rehancllung mit Holzgeist lien sich 
aber auch hier der Reinheitsgrad der petrolatherischen 
Losung auf 55 bringen. 
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Wir gewinnen also unsere Rohlosnng I1 durch (zu- 
meist) zweimaliges Waschen der petrolatherischen Roh- 
losung I mit je  ‘/, Volum 90prozentigem Holzgeist. Das 
folgende Kapitel zeigt, daB eine weitere Steigerung des 
Reinheitsgrades mit derselben Operation nicht ausf uhr- 
bar ist. 

Die Chlorophyllosungen aus Brennesseln zeigen 
gegeniiber den Priiparaten aus anderen Pflanzen den 
Sachteil, da8 sie besonders leicht verderben; namentlich 
bei einigen Lieferungen von Brennesselkraut war die 
Zersetdichkeit auff allig. TT’ir beobachten die Anderung 
am duftreten von Phytochlorin f bei der Spaltung des 
Phaophytins nnd auch oft daran, daB nach einigem 
Stehen die Chlorophyllosung, wenngleich sie in der Farbe 
unveriindert erscheint, beim Versetzen mit alkoholischem 
Kali nicht mehr den charakteristischen Farbumschlag in 
gelbbraun zeigt. 

Aber mit anderen leicht zuganglichen Pflanzen ge- 
lang es uns noch nicht, unter gleichen Bedingungen so 
hohe Chlorophyllkonzentrationen ZLI erreichen wie rnit 
Brennesseln. 

1; Extrakt I R o h l o s u n g I I  
( 2  ma1 zewaschenj 

Pflanzenmaterial 

- - 

Brennesseln, Sommer 1909 . 
,, Friihjahr 1910. 

Gras . . . . . 
Melissa . . . . . 
Hrracleuni . . . . . . 

2. fiberfihren in Holzgeist, petroliitherische Rohliisung III 
(70 prozentig). 

Die petrolatherischen Chlorophyllosungen vom Rein- 
heitsgrade 55-60 lieden sich bei haufigen Versuchen nicht 
verbessern durch fortgesetztes Ausschiitteln rnit Holzgeist. 
Vielmehr kommt man bei dieser Behandlung zu einem 
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Punkt, wo hoher prozentiges Chlorophyll als das zuruck- 
bleibende in den Methylalkohol, namentlich in 95 pro- 
zentigen, uberzugehen beginnt. 

Wir haben z. R. eine Rohlosung I1 rnit 8 g 55 pro- 
zentigem Chlorophyll in 2 Liter angewandt und die Ver- 
teilung des Chlorophylls beim Durchschutteln rnit dem 
gleichen Volumen petrolbthergesattigten 95 prozentigen 
Holzgeistes nntersucht. 

Chloro- Ruck- Rein- 
phyll stand heits- 
111 g in g grad 

55 
Fraktion in 95 proz. Holzgeist 3,7 5,s 64 

1. Versuch: Angew. RohlSsung I1 etwa 8 - 

Petrolatheriseher Rest 4,5 992 49 

2 .  Versuch: Angew. RohlBsung I1 895 15,3 55 
Fraktion in 95 proz. Holzgeist 4,5 695 69 
Pctroliitherischer Rest 490 897 46 

Yon diesein Resultat machen wir Anwendung, in- 
dem wir durch Uberfuhren in 95 prozentigen Methyl- 
alkohol und Wiederausziehen aus demselben mit Petrol- 
Lther unter starkem Zusatz von Miasser unsere petrol- 
atherische Rohlosung 111 gewinnen. Waschen der 
95 prozentigen methylalkoholischen Losung rnit Fetrol- 
Bther vor der Extraktion war ohne Vorteil, hingegen 
lieB sich die Losung 111 von neuem durch einmaliges 
duswaschen mit 1/2 \'ohmen 90 prozentigen Holzgeistes 
verbessern. 

Die petrolatherische Losung von 69 prozentigem 
Chlorophyll (Beispiel der Tabelle) gab an ' l a  Volumen 
90 prozentigen Holzgeist 13 Proz. ihres Chlorophylls 
ab, und zwar nur rnit dem Reinheitsgrade 54. Da- 
durch stieg also in der Losung der Reinheitsgrad auf 
uber 70. 

Die aus dem 96 prozentigen Nethylalkohol extrahierte 
Losung 111, noch einmal rnit ihrem halben Volumen 90 pro- 
zentigen Holzgeistes ausgeschuttelt, erhalten wir a m  der 
Charge von 2 k g  Brennesseln rnit der Ausbeute von 4 g  
Chlorophyll und dem Reinheitsgrad 70; diese Losung 
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enthalt sehr wenig gelbe Begleiter und zeigt im Spek- 
trum nicht das Auftreten des 1V. Bandes. 

3. Porversuche der Abscheidung des Chlorophylls. 
Eine Verbesserung der petrolatherischen Losung von 

70 prozentigem Chlorophyll ist nicht gelungen. Um es 
aus der Losung zu isolieren, haben wir das Chlorophyll 

a) zunachst in methylalkoholische Losung uber- 
gefiihrt und daraus nach verschiedenen Verfahren, die 
in diesem Abschnitt beschrieben werden, abgeschieden 
und umgeschieden; 

b) direkt zur Abscheidung gebracht durch quan- 
titatives Herauswaschen des im Petrolather enthaltenen 
Xethylalkohols. Dies ist das endgultig gewahlte, bessere 
Verfahren, welches in Kapitel I1 behandelt wird. Die 
Reinigung des Priiparates fuDt dann auf den Giuschei- 
dungsmethoden von a). 

Um die petrolatherisehe Rohlosung in eine methyl- 
alkoholische umzuwandeln, dampfen wir den Petrolather 
moglichst rasch bei gelinder Warme ini gut ziehentlen 
Vakuum ab; dabei haben sich gekiihlte Vorlagen mi t  
flussigem Paraffin bewahrt. Zuerst konzentrieren wir 
die Losung I11 aus 2 kg Rrennesseln auf 100-200 ccm, 
dann vermischen wir sie mit demselben Volumen Methyl- 
alkoliol und engen wieder auf die HLlfte oder noch 
weitel, ein, bis eine Probe beim Verdunnen mit Wasser 
keine iiligen Tropfen mehr abscheidet. Beim Xindampfen 
leidet das Chlorophyll; oft Lndert sich die Nuance der 
Losung und ihr Spektrum (das IV. Band wird starker), 
nnd zugleich verandert sich die Zusammensetzung der 
aus dem Phaophytin entstehenden Spaltungsprodukte. 
&ur Losungen, die beim Verjagen des Petroliithers 
nicht erheblich gelitten haben, sind weiter verarbeitet 
worden. 

Durch das Abdampfen uber Holzgeist ist das Chloro- 
phyll darin schwerer liislich geworden, so daB es bei 
einzelnen Versuchen schon beim Konzentrieren teilweise 

Anlralon dor Chemie 880. Band. 14 
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ausfallt. Bei anderen Darstellungen findet die Ab- 
scheidung erst statt nach dem Abkuhlen der konz. Holz- 
geistlosung auf - 20°. Haufig ist es indessen notig, 
den Methylalkohol rnit Wasser zu versetzen, bis e r  nur 
noch 90-95 prozentig ist. In  allen Fallen scheidet sich 
mit dem Chlorophyll ein phaophytinartiges Zersetzungs- 
produkt ab, das sich in Ather braun lost. Es gelingt 
iibrigens, diese Beimischung vom griinen Farbstoff zu 
trennen, da sie vie1 rascher ausfallt als das Chlorophyll. 

Beim Uberfiihren des Chlorophylls aus dem Methyl- 
alkohol unter Wasserzusatz in Petrolather oder nachher 
beim Waschen der Benzinschicht rnit Wasser fallt der 
Farbstoff aus, teils in Hauten, zum Teil in feinsteri 
Partikeln. Fur eine derartige Abscheidung ist das Ver- 
damlbfen der Rohlosung 111 uber Holzgeist ein nutzloser 
Umweg. 

Am besten isoliert man das Chlorophyll aus der methyl- 
alkoholischen Losung: 

1. durch Ausfallen rnit Wasser unter Zusatz von 
Salzen. Wird der Holzgeist rnit mindestens dem gleichen 
Volumen verdunnter Salzlosungen (NaCI,(NH,), SO, usw.) 
vermischt, so fallt das Chlorophyll in Flocken aus, die 
sich bisweilen zusammenballen und dann sehr leicht 
filtriert werden konnen, oder aber in feinst Trerteiltem 
Zustand, so da13 fur die Filtration Calciumcarbonat oder 
besser Klarerde zngesetzt werden mu8. Uer Nieder- 
schlag wird durch eine Schicht des Klarmittels abge- 
saugt, rnit Wasser gut ausgewaschen und im Exsiccator 
getrocknet. 

2. durch Uberfuhren in Ather und Fallen rnit Petrol- 
ather. Aus der atherischen Losung wird der Methyl- 
alkohol vollstandig herausgewaschen, dann dampft man 
im Vakuum so weit als moglich ein. Wenn die konz. 
Losung weder Benzin noch Alkohol enthalt, so schlagt 
sich der Farbstoff anf Zusatz von Petrolather in festen, 
glanzenden, blauschwarzenKrusten nieder oder auch ofters 
in feiner Verteilung, schwierig filtrierbar. 
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Das ausgefallte Chlorophyll enthalt fast immer eine 
olivbraune Beimischung. Um sie zu entfernen, nehmen 
wir mit maglichst wenig 95 oder 90prozentigem Holz- 
geist auf; in Losung geht nur griiner Farbstoff, das 
Phaophytinartige bleibt zuriick. Das Chlorophyll wird 
von neuem durch Uberfiihren in Ather und Umscheiden 
mit Petrolather isoliert. Die Ausbeute an dem ge- 
reinigten Praparat betragt l-1,5 g aus 2 kg. 

Die folgenden Angaben beziehen sich teils auf die 
mit Salzlosung abgeschiedenen und aus i t h e r  mit Petrol- 
ather umgefallten oder auf die zur Beseitigung des 
Phaophytins wiederholt umgeschiedenen Praparate. 

Die Darstellungen bilden oxsiccatortrocken dunkel- 
griine oder grunlichschwarze Pulver, die unter dem 
Mikroskop einheitlich und oft krystallisiert erscheinen. 
Sie sind in Ather sehr leicht loslich rnit griiner oder 
etwas gelbstichig griiner Farbe und roter Fluorescenz, 
auch in absolutem Alkohol leicht, ziemlich schwer in 
90 prozentigem Holzgeist, Petrolather f arben sie; kaum 
an; von gelben Pigmenten ist nur noch sehr wenig bei- 
gemischt. 

In der Farbnuance lassen sich die Praparate rnit 
dem Athylchlorophyllid vergleichen und sie sind nach 
ihrem colorimetrischen Wert meistens zwischen 90- und 
100prozentig. Ganz unversehrtes Chlorophyll liegt in 
den beschriebenen Praparateii nicht vor. Die Ver- 
iinderung ist oft  an der etwas matten Farbe der Losung 
wahrzunehmen. ller spektroskopische Vergleich in 81- 
kohol mit  einem Chlorophyllextrakt zeigt stets Ab- 
weichungen, namlich das 111. Band sehr unscharf und 
nur ebenso stark oder sogar schwacher als das 
IV. Band. 

Priiparat aua Melissa: 0,094 g in 1 Liter Alkohol, 8 mm Suhicht. 
Band I: 693-639..612; Band 11: 612--598; Band 111: 

596..573; Band IV: 543 ... 532; Band V, VI, Endabsorption von 506. 

Die Spaltung des Phaophytins ergibt Abweichungen 
voin normalen Gemisch des Phytochlorins e und Phyto- 

14* 
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rhodins g, z. B. schwacher basische Verbindungen und 
unlijsliche Flocken. 

Besond ers kennzeichnend fur die Schadigung des 
Chlorophylls ist haufig das Fehlen der braunen Fhase 
beim Versetzen mi t  aikoholischem Kali; aus Melisse er- 
hielten wir mehrere Praparate, welche den Farbenum- 
schlag bei der Verseifung noch geben, aber nie aus 
Brennesseln. 

Mehrere Praparate sind auf einen Gehalt an Wachs 
oder Fett gepriift worden durch Verseifen des Chloro- 
phylls mi t  methylalkoholischem Kali, dusathern des 
Phytols, Snsauern und Extrahieren der Fettsaure mi t  
Ather. Wenn man dabei vorsichtig mit Phosphorsiiure 
ansauert, so erhalt man die Losung der Fettsaure am 
leichtesten frei von Chlorophyllderivaten. Dann geht 
namlich Chlorophyllin in den Ather, das beim Schutteln 
mit wenig konz. Salzsaure in der Hauptsache entfernt 
werden kann. Der Ather wird schliefilich rnit Tierkohle 
entf Brbt. Vier Praparate lieferten einen sauren Ather- 
ruckstand von 5-8 Proz. Der Gehalt an Fe t t  oder 
ITachs triigt wohl Schuld an dem zu niedrigen Mag- 
nesium- und Phytolgehalt. 

Fur die Analyse sind die Chlorophyllpraparate dieser 
Vorversuche zuerst im Exsiccat,or, dann im Hochvakuum 
bei 105' zur Gewichtskonstanz getrocknet worden. 

Die dschen enthielten Pieder Calcium noch Alkali 
ixnd sie waren frei von Phosphor. 

1 ma1 u m g e s c h i e d e n e  P r L p a r a t e  a u s  B r e n n e s s e l n .  
PrLparat A. 

I. 0,3581 g gaben 0,0117 Asche, diese enthiilt nur eine Spur 
Calcium und liefert 0,0312 Mg,P,O, oder 0,0113 MgO. 

11. 0,3406 g gaben 0,1015 Phytol, dieses verbraucht Jod 
entsprechend 6,46 ccm "/,,-Na,S,O, (nach v. Hiibl). 

Praparat B. 
111. 0,2816 g gaben 0,0090 Asche, frei von Calcium. 
Iv. 0,2383 g ,, 0,0701 Phytol. 
V. 0,2389 g ,, 0,0763 AgJ bei der Methoxylbestimmung 

nach Zeisel. 
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2 ma1 u m g e s c h i e d e n e  P r i i p a r a t e  a u s  B r e n n e s s e l n .  
Praparat C. 

VI. 0,2712 g gaben 0,0106 MgO, frei von Calcium. 
VII. 0,1873 g ,, 0,0479 Phytol. 

WlI. 0,2292 g ,, 0,0086 MgO und dann 0,0235 Mg,P,O, 
(entsprechend 0,0056 MgO). 

IX. 0,2028 g gaben 0,0500 Phytol; diese verbrauchten Jod 
entsprechehd 3,54 ecm "/,,-Thiosulfat (nach v. H u bl). 

X. 0,1981 g gaben 0,0698 AgJ bei der Methoxylbestiinmung 
nach Zeisel. 

Praparat D. 

2 ma1 u m g e s c h i e d e n e  P r a p a r a t e  aus Melissa .  
Pr&parat E. 

XI. 0,1301 g gaben 0,0049 MgO und dann 0,0131 Mg,P,O, 
(entsprechend 0,0047 MgO). 

XII. 0,1516 g gaben 0,0437 Phytol. 
XIII. 0,1908 g ,, 0,0647 AgJ bei der Methoxylbestimmung 

nach Zeisel .  
Priiparat F. 

XIV. 0,1629 g gaben 0,0060 MgO, frei von Calcium. 
XV. 0,1390 g ,, 0,0400 Phytol. 

Ber. fiir 
die vorlaiifige Formel A. B. C. 

-Lq -- 
C,,H,,O,N,Mg I I1 I11 IV V VI VII 

Asche 4,40 2,16 - 1,93 - - 2,36 - 
Phytol 32,6 - 29,s - 29,4 - - 25,6 

4,22 - - - -  - -  OCH, 3,41 
D. E. F. - __I__- 

~ I I  IX x XI XII xm XIV xv 
Asche 4,40 2,32 - - 2,27 - - 2,22 - 
Phytol 32,6 - 24,7 - - 28,s - - 25,s 
OCH8 3,41 - - 4,65 - - 4,48 - - 

Ber. fiir 
~,H*rJO I1 VII XI 

Jodzahl 55,7 80,s 94,2 90,O 

11. Reines Chlorophyll. 
A. Darstellung. 

Die Isolierung beruht 1) auf der Steigerung des Rein- 
heitsgrades von Chlorophyll bis zu etwa 70 mi t  Hilf'e der 
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Vorextraktion der Brennesseln und mittels der Reinigung 
tler petrolatherisehen Rohlosungen durch Holzgeist, und 

2) auf der Abscheidung des Chlorophylls beim voll- 
standigen Herauswaschen des Methylalkohols aus der 
petrolatherischen Losung. T e n n  das Chlorophyll einen 
gewissen Reinheitsgrad erlangt hat wie in der Roh- 
losung 111, so verliert beim Waschen die Losung ihre 
Fluorescenz, sie erscheint dann in der SuEsicht schwarz, 
in der Durchsicht trube. Bei weiterem U'aschen wird 
der Petrokther opalisierend, die Flussigkeit enthalt 
dann das Chlorophyll in feinstem Ziistand ausgefallt. 
Man kiiiinte glauben, eine verdorbene Chlorophyllosung 
vor sich zu haben, aber auf Zusatz von Slkohol oder 
i t ~ i e r  entstelit eine priichtige griine Losung. 

2 kg gut griines und chlorophyllreiches Brennessel- 
mehl (Chlorophyllgehalt 7-8 g im kg) werden unter 
Saugeii, aber ohne dnfeuchten gleichmabig auf eine 
Wutsche ausgebreitet und rnit 7 Liter Benzol extrahiert, 
was rnit dem Maschinenvakuuni in 2-3 Stunden aus- 
gefuhrt ist: dann verdriingen wir in etwa 1 Stuncle das 
voin Pulver noch zuriickgehaltene Benzol durcli Petrol- 
ather, wozii 2-2,5 Liter geniigen. Nach scharftm Ab- 
saugen wird weiter auf der Nutsche im liaufe von etpi-a 
2 Stunden das Chlorophyll rnit 3 Liter 96prozentigem 
Slkohol aasgezogen. Der Extrakt, der vie1 Petrolather 
enthah, betragt gegen 3 Liter. Tl'ir verarbeiten ihn 
sofort, indem wir ihn rnit 1 / 2 - 2 / 3  seines Volnmens 
Petroltither (spez. Gew. 0,64-0,66) und dann rnit I , / ,  seines 
Volumens Wasser versetxen. Bei dieser Entniischung 
geht (191- groflere Teil des Chlorophylls in die obere Schicht 
mit schiin blaustichig griiner Farbe. Die waflrig alko- 
tiolische Fraktion ist miflfdrbig, hell gelbgrun und stark 
gelb tingierend; sie wird verworfen. 

Die petrolatherische Rohlosung (I) reinigeii wir durch 
dreimaliges Ausschutteln rnit j e  dem halben Volumen 
90 prozentigem, petrolathergesattigtem Methylalkohol. 
Der erste A U S ~ U ~  ist noch gelbstichig und tingiert gelb, 
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der dritte ist reiner in der Farbe. Bei dieser Reinigungs- 
operation ist der Verlust an Chlorophyll oft nicbt un- 
erheblich. 

Bus der dreimal gewaschenen Losung (11) wird der 
Farbs toff in Holzgeist iibergefiihrt durch zweimaliges 
dnsziehen rnit je dem gleichen Volumen (1.-1,5 Liter) 
95 prozentigem Methylalkohol, der auch zuvor rnit Petrol- 
ather gesattigt ist. I m  Petroliither bleibt mit blau- 
griiner leuchtender Farbe etwas weniger als die Halfte 
des Chlorophylls der Losung I1 zuriick; diese Restlosung 
ist wertvoll fur die Gewinnung von Chlorophyllderivaten, 
aber zur Isolierung des Chlorophylls selbst verwenden 
wir in dieser Untersuchung nur die reinere, methyl- 
alkoholische Fraktion. 

95prozentigerHolzgeist lost proLiterungefahr200ccm 
Petrolather; zum methylalkoholischen Auszug wird nun 
noch so viel Petrolather zugefiigt, daB seine Menge 
mindestens 1 Liter betragt. Nach diesem Zusatz bringen 
wir das Chlorophyll rnit verdiinnter Kochsalzlosung quan- 
titativ wieder in Petrolather und gewinnen so die Roh- 
losung 111, welche nach einmaligem Waschen rnit 500 ccm 
90prozentigem Holzgeist einen Reinheitsgrad von etwa 70 
und 2- 3 g Chlorophyllgehalt aufweist. Die prachtig blau- 
stichig griine Lasung wird mit sehr viel Wasser gewaschen, 
bis die griine Farbe und die rote Fluorescenz verschwun- 
den, und die Opalescenz und Triibung eingetreten ist. 

Das griine Pigment ist jetzt in feinster Verteilung 
ausgefallt, der Petrolather nur noch sehr schwach ge- 
farbt. Es gelingt aber nicht, den Niederschlag ohne 
weiteres zu filtrieren, er wird vom Filter nicht zuruck- 
gehalten. Aber durch Zusatz von gegliihtem Natrium- 
sulfat wird das Chlorophyll gut niedergeschlagen und 
filtrierbar gemacht. Mindestens bis zu diesem Punkt ist 
die Arbeit an einem Tage zu fuhren. 

Zum Filtrierbarmachen ist eine sehr groBe Menge 
Natriumsulfat erforderlich; um rnit weniger (100-200 g) 
auszukommen, kann ma& die letzten Anteile des Chloro- 
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phylls rnit Calciumcarbonat niederschlagen. Man setzt 
dieses in kleinen Proben hinzu, bis die petrolatherische 
Mntterlauge nur noch etwas gelostes Chlorophyll ent- 
halt und gut filtrierbar geworden ist. Dann wird der 
Petrolather auf einer Nutsche abgesangt, worauf eine 
dunne Schicht Natriumsulfat ausgebreitet ist. Geht die 
Filtration rasch vonstatten, so wascht man rnit leicht- 
fluchtigem Petrolather nach und saugt bis zum volligen 
Verdunsten desselben. 

Fur  die Reinheit des Chlorophylls ist  Umfallen aus 
Alkohol rnit Salzlosung vorteilhaft; nach dieser Operation 
zeigt sich die Asche frei von Calcium, was bei dem 
Rohprodukte nicht immer der Fall ist. Wir losen daher 
das Chlorophyll aus dem Xatriumsulfat heraus durch 
Schutteln rnit moglichst wenig 96prozentigem Alkohol, 
filtrieren und waschen nach. Das Volumen der alkoholi- 
schen Losung betragt 400-500 ccm; beim Vermischeu rnit 
mindestens dem gleichen Volumen verdunnter Kochsalz- 
losung fallt daraus alles Chlorophyll als fein verteilter 
Niederschlag aus, der sich nach kurnem Stehen zu groaen, 
schwarzen, klebrigen und zah-wachsartigen Flocken oder 
Klumpen zusammenballt. Um dieselben von der Mutter- 
lauge zu trennen, bringt man in die Nutsche auf ein 
befeuehtetes Fil ter unter stetem Saugen gleichmal3ig eine 
dunne Schicht Klarerde und filtriert durch dieselbe. Auf 
diese Keise geht das Fil trat  wasserklar und rasch durch, 
auch 1aot sich schnell rnit Wasser nachwaschen. Wir 
setzen dies so lange fort, bis das Fil trat  keine Chlor- 
reaktion mehr gibt. Kin grundliches Waschen ist auch 
erforderlich, um sicher allen Alkohol zu entfernen ; schon 
eine kleine Menge Alkohol wurde die nachfolgende Um- 
scheidung durch Petrolather vereiteln. Nach moglichst 
scharfem absaugen gibt man zu dem auf der Nutsche 
Gebliebenen trocknes Natriumsulfat, fullt das Gemisch in 
eine f3topselflasche und zieht das Chlorophyll unter kurzem 
Schutteln an der Maschine mit 200-300 ccm neutralem 
and riickstandfreiem Ather aus. 
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Die getrocknete und filtrierte atherische Chlorophyll- 
losung, die sich durch sehr schone, leuchtend blaustichig- 
grune Farbe auszeichnet, wird im Vakuum im Bad yon 
20-30° rasch unter Kondensation der Dampfe so weit 
als moglich eingeengt. Den dickflussigen Ruckstand ver- 
setzen wir sofort und in einem Gusse mit 300-400 ccm 
Petrolather vom Siedep. 30-50 O. 

Das Chlorophyll setzt sich zum Teil in Klumpen 
auf den Boden, zum Teil schwimmt es in feinen Flocken, 
die oft schwer filtrierbar sind, in dem nahezu un- 
gef iirbten Petrolather. 

Die isolierte Substanz wird iiochmals in Ather gelost 
and nach dem erneuten Konzentrieren im Vakuum wieder 
mit Petrolather ausgef allt. Bei gut gelungenen Ver- 
suchen ist diese zweite Fallung derart, daO sie sich als 
locker zusammengefugte Xruste an den Boden setzt und 
nach dem BbgieOen der Mutterlauge sehr leicht als 
kornig-krystallinisches Pulver isolieren lafit. 

Die Ausbeute betragt 3/i, g bis hijchstens 1 g, aber 
zwei Chargen lassen sich von Anfang an nebeneinander 
bew&ltigen und bei den letzten Operationen vereinigen. 

Nicht alle Darstellungen liefern tadellose Priiparate. 
Es ist unerlafilich, jede einzelne zu priifen. Ein Praparat 
kann nur dann als unversehrtes und reines Chlorophyll ange- 
sehen werden, wenn es allen folgendenBedingungen geniigt : 

1. Der Aschengehalt mu4 der Theorie entsprechen 
und die Asche aus reinem Magnesiumoxyd bestehen. 

2. Der Phytolgehalt muO gegen ein Drittel betragen 
und das Phytol frei von festen Beimischungen sein. 

3. Rei der Verseifung mit dlkalien mu13 die braune 
Phase auftreten. 

4. Die Phaophytinspaltung muO das normale Ge- 
misch von Phytochlorin e und Phytorhodin g Iiefern. 

5. llas Chlorophyll darf keine gelben Pigmente ent- 
halten. 

6.  Das Spektrum muD iibereinstimmen mit dem- 
jenigen des Chlorophylls im Rlattauszug. 
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B. Beschreibung. 
Dim Chlorophyll, wie wir es bei den besten Ver- 

suchen erhalten haben, bildet ein blaustichig-schwarzes 
glanzendes Pulver mi t  starkem, fast metallischem Reflex. 
Es 190t sich im trockneii Zustand sehr leicht und fein zer- 
kleinern zii matt griinstichig- oder blaustichig-schwarzem 
Pulver. Unter den1 Mikroskop erweist sich das Chloro- 
phyll als krystallinisch , mitunter sogar deullich als 
Krystallaggregat, so ilaB man am Rande von Drusen 
scharfe Begrenzungen sieht. Einzeln ausgebildet kanien 
sber die Krystalle nicht vor. 

Die Substanz besitzt keinen scharfen Schmelzpunkt, 
die 'Vemperatur des Schmelzens ist von der A r t  des Er- 
hitzens abhangig. Bei langsamem Erhitzen auf loo", 
z. B. beim Trocknen, sintert die Substanz, sie gibt dann 
beim Erkalten eine sprode, schwarze Masse mi t  nicht 
merklich veranderten Eigenschaften. Beim Erwarmen im 
Achmelzpiinktsrohrchen zerfliedt das Chlorophyll zu zahen 
Tropfen, bald etwas unter loo", bald etwas daruber; bei 
inehreren Bestimmungen fanden wir die Schmelzpunkte 93 
bis 96' und 103-106". 

Das Chlorophyll ist in absolutem Alkohol leicht 
loslich mit blaustichig-gruner Farbe, etwas schwerer in 
95 prozentigem Alkohol sowie in Methylalkohol, schwer 
in 90prozentigem Holzgeist. I n  Ather lost es sich im 
Qegensatz zum krystallisierten Chlorophyll nach B o rod in  
(Athylchlorophyllid) spielend leicht und gibt eine prachtige 
blaugriine Losung, die stark fluoresciert; sie ist bliiti- 
stichiger als die alkoholische. Uberraschend ist das 
Verhalten gegen Petrolather; das Chlorophyll ist darin 
in der Kalte auderordentlich schwer loslich, warm ist es 
ein wenig loslich. Hingegen ist es auf Zusatz von ein 
wenig Athyl- oder Methylalkohol darin leicht loslich. 
Hexan aus Petroleum (Kahlbaum) liist das Chlorophyll 
ziemlich leicht, Petrolather fallt es itus dieser Losung 
aus; in Hexan aus Propyljodid zeigt es sich dagegen 
ebenso unloslich wie im Petrolather. 
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Benzol lost sehr leicht, Cyclohexan leicht, auch 
Chloroform und Schwefelkohlenstoff, letzterer rnit gruner 
Farbe, weniger blau als die anderen Solvenzien. In  
Pyridin ist die Substanz spielend loslich. 

Entmischuny nach Kraus. Die alkoholische Losung 
des reinen Chlorophylls zeigt die Kraussche  Reaktion 
in normaler Weise trotz der Unloslichkeit der Substanz 
im Petrolather; das normale Verhalten bei dem Versuche 
ist eine Folge der Loslichkeit in alkoholhaltigem Petrol- 
ather. Beim Entmischen rnit wenig Wasser erfolgt eine 
ungefahr gleichmafiige Verteilung des Farbstofis zwischen 
den beiden Schichten. Auf Zusatz von vie1 Wasser oder 
bei nochmaligem Ausschiitteln rnit reinem Petrolather ist 
die wal3rig-alkoholische Schicht nur noch ganz schwach 
gelblichgriin gefarbt. 

Fu r  0,l  prozentige athyl- und methylalkoholische 
Losungen haben wir durch colorimetrische Bestimmung 
die Entmischungsverhilltnisse ermittelt. 

a) 25 ccm alkoholische Losung werden rnit 25 ccm 
Petrolather versetzt und rnit 5 ccrn Wasser entmischt; 
die beiden Schichten erscheinen annahernd gleich. Nach 
der colorimetrischen Bestimmung enthal t der Petrol- 
ather 44 Proz. vom Farbstoff. 

b) Bei dem gleichenVersuch unter Anwendung von 
Methylalkohol enthalt die petrolatherische Losung 56 Proz. 
des Chlorophylls. Die holzgeistige Schicht wird noch- 
mals rnit 25 ccm Petrolather versetzt; derselbe entzieh't 
der unteren Schicht den Farbstoff fast quantitativ. 

Aus dem Petrolather scheiden sich beim Stehen uber 
der verdunnt alkoholischen Schicht keine Krystalle aus, 
im Qegensatz zum Versuch rnit Athylchlorophyllid. 

Reaktion. Wie Athylchlorophyllid, so ist auch Chloro- 
phyll, das Phytylchlorophyllid, indifferent, es zeigt weder 
saure noch basische Eigenschaften und ist empfindlich 
gegen Sauren und Blkalien. 

Durch methylalkoholisches Kali wird Chlorophyll zum 
Chlorophyllinkalium verseift. Diese Umwandlung ist keine 
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einfache Reaktion; denn zuerst schlagt die griine Farbe 
um in gelbbraun bis rotbraun, wie dies beim rohen 
Extrakt  ') und beim krystallisierten Chlorophyll z, be- 
obachtet worden ist, und erst  in mehreren Minuten stellt 
sich die nrsprungliche blaugriinc Farbe wieder her. 

TTiird die Verseifung in atheriseher Losung vor- 
genommen und beim Auftreten der braunen Phase sofort 
vie1 Wasser zugefugt, so geht die Hauptmenge wieder 
als gruner Farbstoff in den Ather und kann darans 
durch Waschen mit Wasser nicht entfernt werden. 
Setzt man hingegen erst  nach der Ruckbildung der 
griinen Farbe Wasser hinzu, so farbt sich der Ather 
gar nicht griin an; er  ist  vollig farblos. Hierin zeigt es 
sich, daS das Chlorophyll vollkommen frei von gelben 
Begleitern vorliegt. 

Gegen Sauren verhalt xich das Chlorophyll gleich 
den Extrakten und dem Athylchlorophyllid, es erleidet 
den Farbumschlag in olivbraun, indem es das Magnesium 
verliert. Auf Zusatz von Oxalsaure zur alkoholischen 
Losung wird die Farbe kurze Zeit olivgrun, und es fallt 
eine Verbindung in olivgriinen Flocken aus, die sich 
erst beim Stehen in Phaophytin umwandeln. 

Mit Pikrinsaure entsteht kein Pikrat ,  sondern das 
Chlorophyll wird zersetzt und gibt eine braune Losung. 

Beim Erhitzen des Chlorophylls mit  reiner kon- 
zentrierter Salpetersaure farbt sich diese rotbraun und 
sie enthglt die Oltropfen des fruher erwiihnten Phytol- 
d e r i ~ a t e s . ~ )  

Phuophytin. Das magnesiumfreie Derivat haben wir 
in dieser Arbeit nur soweit untersucht, als es fur die 
Beurteilung der Chlorophyllpraparate von Interesse war. 
Phaophytin aus dem isolierten Chlorophyll war  ziemlich 
sprode und lie13 sich gut pulverisieren. Es enthielt 

') R. Wills tLtter  und A. P f a n n e n s t i e l ,  diese Annalen 3558, 

e~ R. W i l l s t a t t e r  und M. Benz,  diese Annalen 368, 282 (1907). 
s, Diese Annalen 378, 84 (1910). 

217 (1907). 
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keine Spur gelber Farbstoffe, so daS nach dem Ver- 
seifen die atherische Losung des Phytols nicht entfarbt 
zu werden brauchte. Dns Phytol war  stets frei von 
festen Ausscheidungen , wahrend es bei der Verseifung 
von Phaophytin aus Rohextrakten bisweilen kleine 
Mengen fester Beimischungen aufwies. 

Von den folgenden Phgtolbestimmungen sind I und 
I1 mit Phaophytinpraparaten aus den im Kapitel I B 3 
beschriebenen Vorversuchen der Darstellung, I11 und IV 
mit Phiiophytin aus zwei reinen Chlorophyllprgparaten 
ausgefiihrt. 

I. 0,1042 g Phaophytin gaben 0,0353 Phytol. 
11. 0,0900 g ,, 7 ,  0,0285 ,7 

111. 0,2035 g ,7 ,, 0,0646 ,? 

IV. 0,1148 g ,, 7, 0,0381 71 

Ber. fur Gef. 
C € , S W m ,  I I1 I11 IV 

Phytol R3,4 33,s 31,7 3177 33,2 

Die basischen Spaltungsprodukte des Phaophytins 
waren nicht immer tadellos; aber zwei gut gelungene 
PrLparate des reinen Chlorophylls haben das reine Ge- 
niisch von Phytochlorin e und Phytorhodin g geliefert. 

Das Verhaltnis der beiden war  zufolge der quanti- 
tlttiven Bestimmung nach der in der voranstehenden 
Abhandlung beschriebenen Methode ahnlich dem fur das 
Gesarntchlorophyll mehrerer Pflanzen von W i l l s t a t t e r  
nnd I s l e r  gefundenen, namlich: 

Auf 1 Mol. Phytorhodin g kamen 3,2 Mol. Phyto- 
chlorin e. 

Ab~orptionsspektrum. 

Das Spektrum haben wir mit einem Apparat von 
geringer Dispersion, dem Gitterspektroskop nach L o w  e 
von C a r l  Ze i s s  untersucht; die photographische Auf- 
nahrne mit einem Gitterspektrographen werden wir in 
einer folgenden Arbeit reproduzieren. 

Fur die Restimmung haben wir mit einer Losung 
gearbeitet , die in der Konzentration 0,094 g C?tiorop?hyll 
iii 2 Jiter Alhohol genau der in  der XIV. Abhandlung 
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untersuchten Rohchlorophyllosnng aus frischen Brenn- 
nesselblattern entspricht. Im Vergleich mit dieser und 
mit dem Athylchlorophyllid l) zeigt das Spektrum des 
reinen Chlorophylls aus Rrennesseln nur sehr geringe 
Unterschiede, welche durch die kleine Verschiebung 
im Verhaltnis der zwei Chlorophyllkomponenten erklart 
werden. 

Die dbsorptionsbiinder im sichtbaren Spektrum 
aejgen die Reihenfolge der Intensitat I, VI, V, 11,111, IV. 

C. Amalyse. 
Das reine Chlorophyll erwies sich als 96-98 pro- 

zentig bei der colorimetrischen Restimmung, die aller- 
dings fur so hochprozentige Praparate nicht geniigend 
scharf ist. 

Durch Verseifen und Susathern nach dem Ansauern 
lie6 sich eine geringe Beimischung von Fettsaure nach- 
weisen. 

F u r  die Analysen sind die Praparate nach dem Auf- 
bewahren ini Exsiccator im Vakuum der v. Redenschen 
Pumpe bei looo getrocknet worden; sie wurden mit Ver- 
lusten Ton 2-4 Proz. in 2 Stunden gewichtskonstant. 

Die Substanz gab stets eine weide Asche, die sich 
ohne Kohlensaureentwickelung in Salzsiiure loste; sie war 
also frei von Alkalien, ferner enthielt sie keine Spur von 
Calcium und von Phosphor. _- 

I )  12. Wills ta t ter  undM. B e n z ,  diese hnnalen 368, 285(1907). 
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Das Fehlen des Phosphors haben wir bestatigt, indem 
wir 0,6 g Chlorophyll nach A. Neumannl )  mit Salpeter- 
schwefelsaure zerstorten und die Blare Losung genan 
nach der Vorschrift mit Ammonmolybdat versetzten. Die 
Flussigkeit bleibt bei 24 stundigem Stehen vollig klar. 

Nach derselben Nethode haben wir im Ruckstand 
einer petrolatherischen Rohlosung I1 (Reinheitsgrad 60) 
0,12 Proz. Phosphor gefunden. 0,975 g gaben 0,0032 g 
Mg,P,O,. Eine andere Darstellung der Rohlosung wies 
im Trockenruckstand 0,05 Proz. Phosphor auf. 0,5893 g 
gaben 0,0010 g Mg,P,O,. 

Unser alter Befund,), daB Chlorophyll frei von 
Phosphor ist, hat  hiermit eine Bestatigung erfahren, die 
wir nur erwahnen, weil unsere Angabe von J. S t o k l a  s a 9 
und seinen Schulern aufs heftigste angegriffen worden 
ist. Nach S t o k l a s a  sol1 Chlorophyll Phosphor und 
Kalium enthalten. 

P r I p  a r a  t A. 
I. 0,1733 g gaben 0,0079 MgO und daraus 0,0207 Mg,P,O,. 

11. 0,1400 g ,, 0,0427 Phytol. 
P r i i p a r a t  B. 

111. 0,2027 g gaben 0,0094 MgO. 
IV. 0,2256 g ,, 0,0669 Phytol. 

VI. 0,1986 g ,, 0,5199 CO, u. 0,1364 H,O u. 0,0094 dsche. 
V. 0,3583 g ,, 14,66 ccm "/lo-XHs (nach Kje ldsh l ) .  

VII. 0,1066 g ,, 0,0257 AgJ bei der Methoxylbestimmnng 
nach Zeisel .  

l) Zcitschr. f. physiol. Chem. 37, 115 (1902) und 43, 32 (1904). 
2, R. W i l l s t a t t e r ,  diese Annalcn 550, 48 (1906). 
7 J. S t o k l a s a ,  V. B r d l i k  und J. J u s t ,  1st der Phosphor 

an dem Xuf1)a.u des Chlorophylls beteiligt? Ber. d. d. bot. Ges. 26, 
69 (1907) - J. S t o k l a s a ,  V. B r d l i k  und A. E r n r s t ,  Zur Frage 
des Phosphorgehaltes des Chlorophylls. Ber. d. d. bot Ges. 2 i  , 10 
(1909). - V. B r d l i k ,  Zur Phosphorfrage im Chlorophyll, Sitzungsber. 
d. Akad. d. Wiss. in Wien 117, Abt. I, Mai 1908. - J. S t o k l a s a .  
Beitrage eur Kenntnis der physiologischen Funktion des Kalis im 
Pflanzenorganismus. Die Erntihrung der Pflanze, Mitteil. d. Kali- 
syndiliates IV, 73 und 85 (1908). - M. T s w e t t ,  1st der Phosphor an 
dem Aufbau der Chlorophylline beteiligt? Ber. d. d. bot. Ges. 26, 
214 (1908). 
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Priiprtrat C. 
VIII. 0,2320 g gabrn 0,0680 Pbytol. 

IX. 0,2523 g ,, 12,48 ccm n/lo-NH, (nach Kje ldahl ) .  
X. 0,2075 g ,, 0,5485 CO, u. 0,1445 H,O u. 0,0103 Ascbe. 

. 

- 
- 

6,19 
- 

G ? fund  en 
~ Ber. fiir ll - - -  

.~ ___ 

72,13 
7,79 
- 
2,99 

- -  

C 
H 
N 
Mg 
OCH, 

Das bei der quantitativen Bestimmung 

72,59 - 
7,98 - 
6,16 - 
2,68 2,81 
3,41 - 

Phytol I 32,60 

Phytol hat sicli gemab der Jodzahl als rein erwiesen. 
0,0427 g Pliytol erforderten Jod entsprechend 4 9 3  ccm - Thio- 

sdfat (nach von Hiibl); Jodzrtlil gef. 87,1, ber. 85,7. 

D. illkoholyse des Chlorophylls mit Hilfe der Chlorophyllase. 
Das reine Chloropliyll spaltet bei der Einwirkuiig 

von Alkohol in Gegenwart extrahierter Blattsubstanz 
Phytol ab und verwandelt sich in das krystallisierte 
Chlorophyll nach B o r 0  din (Athylchlorophyllid). 

Die Losung von 1 g Chlorophyll in 200 ccm absolutem 
Slkohol verdunnten wir rnit M-asser auf 90 Proz. und 
schuttelteii sie mit 15 g Chlorophyllase 66 Stunden lang 
bei Zinimertemperatur an der Maschine. Das Enzym 
hatten wir aus 100 g getrockneten Oaleopsisblattern ge- 
wonnen; das Mehl war rnit Alkohol erschopfend aus- 
gezogen, dann noch 24 Stunden mit 1/2 Liter Slkohol 
slehen gelassen und schlieWlich durch Schliimmen das 
feinste Pulver isoliert worden. 

Nach der Einwirkung entmischten wir die abfiltrierte 
alkoholische Chlorophyllosnng rnit dein gleichen Volnmen 
gnt fraktionierten, sehr leicht Aiichtigen Petrolathers 
und mit 40 ccm U'asser. Die Veriinderung des Chloro- 
p h y l l ~  zeigte sich daran. daW die zunachst betrachtlich 
gefarbte petrolatherische LFsung rasch blaue Haute des 

- 
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Chlorophyllids abschied; die petrollitherische Schicht 
wnrde daher dnrch ..Qusschiitteln mit 90 prozentigem 
Holzgeist von der Hanptmenge des in ihr enthaltenen 
Farbstoffes befreit. 

Der PetrolLther mnBte das abgespaltene Phytol ent- 
halten, allerdings nicht quantitativ, da ein Teil in die 
alkoholischen Schichten iibergegangen war. Wir ent- 
Brbten die petroliitherische Lbsnng durch abwechselnde 
Behandlnng mit Tierkohle nnd Calcinmcarbonat nnd 
dampften sie nnr bei Zimmertemperatur im Vaknnm ein. 
Das hinterbliebene farblose 61 wurde bei gewbhnlicher 
Temperatur im Vakuum einer gnten Qnecksilberpnmpe 
zur Konstanz getrocknet. Wir erhielten 0,OS g Phytol, 
das wir durch die Jodzahl identifiziert haben. 
0,0800 g erforderten entapr. 5,lO ccm n/,,-Thioenlfat 0,0646 g Jod 

(nach v. Hiibl) d. i. 0,94 Mol. - Jodeahl gef. 80,6, ber. 85,7. 

Die alkoholischen Lbungen haben wir nach zwei 
Richtnngen verarbeitet. Zwei Drittel der Lbsungen 
dienten zur Darstellung von krystallisiertem Chlorophyll. 
Der Farbstoff wurde in Ather ubergefuhrt; aus der 
Lbsung krystallisierte in den typischen dreiseitigen 
Ttifelchen von priichtigem Glanz das Athylchlorophyllid, 
welches in  seinen Eigenschaften mi t  dem beschriebenen 
Prtiparat an8 Baleopsis ubereinsthmte nnd bei der 
Spaltung die normalen Derivate Phytochlorin e und 
Phytorhodin g lieferte. 

Das Chlorophyll ans dem ubrigen Drittel wwde zur 
Bestimmung der Umwandlnngszahl in Phiiophytin ver- 
wandelt; 0,0706 g desselben gaben 0,0096 g d. i. 13,6 Proz. 
Phytol. Hierans ergibt sich, daS etwa 70 Proz. des 
Chlorophyll8 alkoholysiert worden sind. 

Annden dsr Chemle $60. h n d .  1s 




