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A kloroplasztisz pigmentjeinek
papirkromatografias amalizise

MARKUS LASZLO

Magyar Tudominyos dkadémia Agrobiologiai Kutatéintézete, Budapest

A kromatografikus adszorbcids analizis kezdetét a niévényi levélpigmentek
vizsgalata vezette be, Cvet 1ttér§ munkaja alapjan. (1) Szamos kutats, tobhek
kozétt Winterstein (4), Seybold és Egle (3), Zscheile és
Comar (6) kisebb-nagyobb véltoztatasokkal, eljarasokat dolgoztak ki a klorofil
a és b, xantofill és karotin oszlopon valé.szétvalasztasira. E médszerek hatranya,
hogy a szétvélasztas eléggé hosszadalmas, analitikai szempontbél szdmos kivanal-
mat hagynak maguk utan és t5bb részletbdl tevidnek dssze.

A levélpigmentek papirkromatografias médszerrel valé elvalasztisa ezzel
szemben azt az elényt biztositja, hogy egyszeriibb kivitelezésben, egyidében nagy-
szdmi vizsgilatot lehet végrebajtani. llymédon még nagyobb lehetdség nyilik
a kloroplasztisz pigmentek biokémiai analizisére (biogenézis, klorofildefekt, nor-
malis vagy patoldgids destrukeis, stb.), takarménynﬁvények, sth. karotintartal-
ménak vizsgilatira, készitmények tisztasigénak eldontésére. Ezek az elényik
inditottak arra, hogy a levélpigmenteknek papfrkromatografids szétvilasztasat
megoldjuk és a késébbiekben a kvantitativ meghatirozas kivitelezhetdségét
tanulmanyozzuk.

Médszer ¢

A vizsgalathoz Solanum lycopersicum és Spinacea oleracea frissen szedett
levelét haszniltuk. Az 6sszehasonlité vizsgalatokhoz szitkséges pigmenteket
magunk éllitottuk els. A klorofill a és b elgallitasat Zscheile & Comar (6)
valamint Seybold & Egle (3) midszere szerint végeztiik, Spinacea oleracea
leveléb6l. A xantofill elfallitdsdra Helianthus annuus sziromlevelébél indultunk ki
Zechmeister és Tuzson (5) médszerét alkalmazva. A xantofill-epoxidot
Karrer (2) eljardsa szerint etiolil Avena sativa csiranovénybsl izolaltuk.
A hasznalt karotin gyari készitmény volt.

A szétvalasztaskor alkalmazott olddszereket elézetesen tisztitottuk. A méd-
szer tanulmanyozasa kiterjedt :

1. A megfelel§ sziirGpapir kivalasztésira. Schleicher & Schiill
(S&S) 595, 597, 598, 602 e. h., Muktel OB, Macherey-Nagel 640 D
jelzésti papirckat hasznéltuk. A legmegfelelébbnek S &S 602-es és 595-6s, ezenkiviil
a Muktel OB jelzésti szlir8papirok mutatkoztak.

2. A megfeleld olddszer kivalasztasara a kivetkez§ tisztitott oldészereket
hasznaltuk kettds, illetve harmas kombindciéban, esetenként kevés vizzel ele-
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gyitve : petroléter, benzin, benzol, kloroforam, metilalkohol, éter, aceton, ciklo-
hexan, ciklohexanol, n-butilalkohol. Az oldészerck kiilonbozd aranyl elegyét

prébéltuk ki. Legmegfelelsbbnek a petroléter- aceton és a benzin-aceton-metilalkohol
elegyve mutatkozott.

3. A kivitelezés szempontjabél kiprobaltuk az ascedens és descedens méd-
szert. A kétdimenziés médszer alkalmazdsa, a kevésszimi és aranylag j6l szét-
vélaszthaté kompens miatt nem indokolt,

A kromatogramm hossza 4ltaldban 20—25 e¢m kizétt véltozott. A szét-
valasztds mar ilyen tdvolsagon megfelelénele mutatkozott, Ezt a nagysigot 2—3
ora alatt el lehet érni. A vizsgalathoz haszmalt oldat mennyisége 5—20 ul volt.

A vizsgalandé anyaghél 0,5—0,25 gramamot (friss, ritkabban szaritott levelet)
- poreellin mozsdrban kevés CaCOy, vagy MgCO, és vizmentes Na,SO 4 hozzaadasaval,
livegporral és acetonnal j6l eldsrzssltik. A pépet 1 G-3-as ivegsziirdre atvittik és
acetonnal szivis kozben elszintelenedésig ex trahaliuk, A kapott oldatot sziikség
szerint vizszintes natriumszulfattal viztelenit ettitk és vacuumban nitrogén atmosz-
féraban beparoltuk vagy mikropipettabél lassd, 6vatos felvitellel magin a sziir-
papiron koncentraltuk be.

A kromatografalast zart iiveghengerben a szokisos modszer szerint végen-
titk. A sziir8papirt elézetesen acetonos atm oszfériban equilibraltuk. A fényben
és a levegdn valé dllis a pigmentek gyors bomlasihoz vezet, nemkiilénben egyes.
oldészereknek, mint a kloroform, benzol, ciklohexanol és nagyobb mennyiségit
metilalkohol hasznédlata. A kromatografilist ezért 20° C-on elsjtétitett helység-
ben hajtottuk végre. Ajanlatos a kromatografalist nitrogén atmoszférdban végezni.
A kész kromatogramm szobah&mérsékleten rsvid idé alatt megszaradt. A foltok
teriiletét még szaradas elftt grafitceruzaval kgriilhataroltuk. A kromatogrammot.
ultraibolya fényben is megvizsgaltuk nagynyomasa U yterhoeven-Eellen-
bas higanygfzlimpdt hasznilva. A krolofill b az ultraibolya fényben vords.

fluorescenciat mutatott, a klorofill @ gyenge zsld szinben, a karotinoidok halvany
sziirkés drnyalattal jelentkeztek.

Az egyes komponensek relativ elmozdulisi értékeinek (Rr) meghatérozasara
altalunk szerkesztett derékszdgli mozgathaté atfogéji haromszéget hasznaltunk

melynek segitségével a foltok Ry értéke kozvetleniil leolvashats.

Eredmények :

A kiilonbbz6 mindségli szlrdpapirok vizsgalatakor oldészeriil petroléter-
aceton (20:1) elegyét hasznéltuk. A megvizsgalt nyolefajta szlirGpapirbdl leg--
jobbnak a S&S 602 e. h. bizonyult.

A killénb6z6 oldészerek hatasat az egyes pigment komponensek szétvilaszt-
hatésagara S&S 602-es e. h. papiron vizsgaltuk, E vizsgalatoknél feltlint, hogy
egyes olddszerek nagymértéki klorofill bomlést idéznek el§. Ilyenkor a kromato-
grammban egy sziirkés folt jelenik meg, vagy ha a mennyisége kicsi, csupén az
ultraibolya fényben jelentkezik élénk vordés szinnel, E folt fellép akkor is, ha a
pigment kivonasakor nem alkalmazunk CaCO,-ot, vagy ha az oldat huzamosabb
ideig fény hatésénak van kitéve. Ilyen esetben klorofill bomlasi termékrél van szé.
Az ilyen extraktumokbél a xantofill-epoxid kimutatisa sem jar eredménnyel.

Az oldészerek az egyes komponensek Ry értékeit a 2. dbran osszefoglaltalk
szerint befolyasoltik.
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A tajékozédé vizsgilatok eredményeit a kdvetkezbkben foglalhatjuk 6ssze :
a levelekbdl nyert extraktumok négy, illetve hat komponensre homlottak széjjel
amelyek az el6vizsgalatok alapjan klorofill b-nek, klorofill a-nak, xantofillnak:
xantofill-epoxidnak, karotinnak és klorofill bomlasi terméknek bizonvultak. Az
egyes komponensek szine a fenti sorrendnek megfelelen sargaszold (U. V.-ban
virss), kékeszéld (U. V.-ban zbld) sirga, sargis voros, halviny sziirke (U. V.-ban
vords). A klorofill a-nak és b-nek szétvilaszidsa igen kevés vizet tartalmazé kivonat-
ban tokéletes. A xantofill-epoxid csak kiméletes extrahalas esetén jelentkezett,
mig a klorofillok bomléasi terméke a hosszabb ideig allt, vagy savat tartalmazé
kivonatokban 1épett fel. .

Az egyes foltok indentifikilisara részben kromatografikus adszorbeiéval
tisztitott prepardtumokat hasznaltunk, masrészt levél-extraktumot cukoroszlopon
kromatografiltunk és atfolyés kromatogrammot létesitve az egyes frakcidkat
kiilén-kiillon szdrépapiron kromatografaltuk. A szilirGpapiron valé kromato-
grafdldsukkor a pigment preparatumokat, valamint a levélkivonatot is felvittiik.
Az egyes frakciék és a levélkivonat Ry értékeit az 1. tiblazathan foglaltuk 6ssze.

1. tdbldzat

Benzin-aceton-metilalkohol

S & 5 602.

Felvitt anyay
1

Ry érték
@)

30:1:0,03

Jelilés

®

(4)  Atfolyos
kromatogramm :

. frakeid ........... 0,97

. frakeigo ....... ... . 0,97 0,92

. frakeié ... ... ... 0,98 093 069 0,36

. frakeio ........... 0.68 0,35

. frakeio ........... 0,3¢

. frakeio ...l 0,17

+ X +A

(= ) B
- e Tt
++-

w U

{5) Levél kivonat ..... 0,98 095 0772 041 015 C+P+X+A4+B
{6) A preparitumok:
511701 7 ¢ (RIS 0,97
Xantophyll.......... 0,72
Chlorophyll a . ...... 0,34
Chlorophvll b ....... 0,12

oA O

Meghizhaté xantofill-epoxid preparatumot nem sikeriilt elgallitani, ennek
indentifikéldsat csupan spektroszképiailag sikeriilt megoldani.

A spektroszképiai indentifikélast olymédon végestiik, hogy a levélkivonathél
nagyobb mennyiséget vittiink fel szilirfpapirra, sav formajaban. Ilyenmédon
savos kromatogrammot nyertiink, melybél a megfelels csikokat kivagtuk. A pig-
menteket benzinben, (karotin és xantofill) benzolban, (xantofill-epoxid) éterben
(klorofill a b) kioldottuk. A kapott oldatokat Zeiss ricsspektroszképban és
Beckmann DU spektrografban megvizsgaltuk. Az adatokat a 2. tablazat
tartalmazza.

3
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2. tabldz exy

i Oldészer l “Exlinkcjin‘,ax_ ’E-u"he__"_.‘

Meghatirozis
Komponens ! 1 irodalm & | talilt médja
! @ ! (3 i o
R I e i
I i
Carotin o o o i wa o v in i henzin ! 183.5 ‘ 484.9 | Zciss racsspekroszkiop  (5)
Xantophyll. ............. ‘ « 471,5 479,5 « «
77,5 g
Xantophyll-epoxyd....... ‘ henzel 453,0 454,7 « «
! | 482,0 481,5
Chlorophyll @ +.......... | éter ‘ 105,0 406,0 Beckmann DU
! 430,0 430,0
L/ J— ; « 660,0 6600 « «
| 642,5 642,1

A levélkivonatnak izolalt pigmentekkel, valamint a kromatografikus adszorp-
ciés modszer felhasznéldsdval nyert frakciGkkal vals egyiittfuttatasaval, a nyert
foltoknak spektroszképi vizsgilatdval sikerialt az egyes foltok pigment min8ségét
megallapitani. -

Koszonettel tartozom Gydrffy Barndnak hathatds segitségéért,
valamint Jaschik Sédndornak a spektroszkopi felvételek elkészitésében
nyujtott segitségéért.

Osszefoglalas:

1. A levélkloroplasztiszpigmentek papirkromatografis eljardssal jol szét-
valaszthatdk.
2. Erre a célra legalkalmasabbnak bizonyulta Schleicher & Schiill

602. e. h. sziirGpapir. A legjobb mddszer Gsszetételt a benzin-aceton-metilalkohol
elegve adta 30:1:0,03 térfogataranyban.

3. A modszer alkalmasnak latszik quantitativ meghatarozés kivitelezéséhez.

4. El6nye az oszlopon valé kromatografalassal szemben, hogy kevés anyag-
mennyiséggel egyszertien és rovid idd alatt kivitelezhetd, a xantofillnak, a xantofill-
epoxidtél valé elvalasztasa lehetséges.

E fiizet megjelenése kizben L. Bauer-t8] megjelent (Die Naturwissenschaften 39.88,1952.)
a klorofil és karotin szdrmazékok papirkromatogrifiss elvilasstdsi modszerérol egy dolgozat.
Ezzel kapesolatban megjegyezzik, hogy vizsgalatainkat 1950. oktéberében fejeztiik be. Ennek
credményérél a Magyar Tudomdanyos Akadémia IV. (Biolégiai és Agrirtudemdnyi) Osztilya Bio-
légiai alosztalydnak felolvasd iilésén 1951. februdr 23-4n szdmoltunk be. (Akadémiai Frtesits
XVIL kotet — 487. fiizet, 291, oldal. 1951, jalius—augusztus.)

Irodalom:

1. Cvet, M, Sz.: Ber. Dtsch. Bot. Ges. 24, 316. 1906.

2, Karrer, P. : Jucker, E. Rutschmann. J. Steinlin, K. : Helv. Chim, Acta. 23, 1146, 1945.

3. Seybold, A. & Egle, K. : Planta. 29, 114, 1938,

4. Winterstein, A.: Handb. d. Pflanzenanalyse (Klein, G.) Bd. VI. 1933. Z. physiol. Chem.
220, 247, 1933. ;

5. Zechmeister, L. & Tuzson, P.: Ber. Dtsch. Chem. Ges. 60, 203, 1930.

6. Zscheile, P. & Comar, C, L.: Bot. Gaz. 102, 463, 1941.
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BYMAMYXHO-XPOMATOTPAGHUECKHNA AHAJIM3 ITUI'MEHTOB XJIOPOILJIACTA

JI. Mapkym
ArpoGronoryueckuii Meeneporarennexnit Muetutyr Bedrepcko#t Axapemun Hayk,
Bypanewrt

BuBojgn

IIposepsanoch pasfie/leHHe KpacallyX BelIecTB JHCTbER, KaK To : XJopoduna a y 0, KcaH-
TodiIa, aHTO(UI-9NOKCUAA H KAPOTHHA Mpu NMOMOILIH GYMAOKHOH XpomaTtorpadmm.

HenplraHus TIPOBOJHJHCE € TOH mespio, 4To0bl BMECTO IPHMEHSIEIIEracsa 0 CHX IOP Xpo-
marorpadHuecKoro afcopbunoHHOro metosa paspaboTaTh GoJiee mpoctoil ¥ paboTalomupil ¢ MeHb-
MEMH KOJHYeCTBAMH METO].

J1s ucnmTaHui NPHMEhsUIACh ALETOHOBAs BHISKKA B3 Jucrher Solanum lycopersicum u
Spinacea oleracea.

IpogepuB 8 PUABTPOBAJEHLIX GyMar pasindHOd MapKu, ANA JAHHOH Leau caMoi MojgXo-
asimel okasanoch QuabTponasbHasg Oymara mapku IlneHxep u Ilronx MNe 602 e. x. (pueyHok 1.).

Tlpu BRIGOpE PACTBOPHTENA NMPOBEPSIHChL HAMH ABOHHLIE H TPOMHbBE KOMOHHALHH NETpO-
Jefinoro sdupa, 6ensHHa, GEH30HA, NHKJOTeKcaHa, XJI0podopMa, METHJIOBOLO CHHPTA, HOPMaJlb-
HOFO OYTHJCBOTO CNIMPTA, NHKJIOTeKcaHota, sdupa H AUETOHA, B3ATHX B PasiHYHBIX 00BEMHBIX
yacThsix. CamoH mopXojsillei OKasanach CMech neTpoJielincro sdmpa u anerona (30: 1), a tawke
cMech GeHsyHa, alleToHa B MeruyoBoro cnppra (30:1:0,03) (pucyHok 2.).

XpomatorpadipoBaHue NPOHIBOJHJIOCE B, OfHOPASMEPHOM BOCXO0AAIIEH ¥ HuCXOXAUEH
BUJE.

B cayuae npuMeHeHus! (pibTpoBaibHoH dymary Mapku lnefixep w Iliomn Ne 602 e, x.
H pacTBOPHTEsl GeHSHH-AUeTOH-METHIOBbH cmupT (30:1: 0,03), murmenTH Ha (HILTPOBAJBHOH
GyMmare pacloJaraJHch CaeAylomuM c6pasom : xmopodun 6, xnopedun @, KCaHTO(HI-IIOKCHA,
KCAHTG(yJ, BENIECTBO paclafia XJopotuia, KapoTnH. MueHTH duKanust oTHeNLHHIX KOMIOHEHTOB
NPOUBEOANJIACE NOMOUILI0 CPABHEHKS C NpPeNapaTamu NHTMEHTOB, IYTeM COBMECTHOrO »IIposiBie-
Hus¢ Opaxuuil, NOJyYeHHEIX HA CAXapPHOM CTOJOHKE, & TAKIKE CTNEeKTPOCKOIHYECKHM HCIHITAHKEM
pacTeopa, I0AYYeHHOro Iocje NpomuBanus (sawnus) ofpascrapmuxcn nare (ta6uuua 1. u 2.).

OBBSICHEHHUS K PUCYHKAM M TABJIMLIAM

Pucynox 1. Bemuuunbl RF Ha OuIbTPOBAJbHOH GyMare pasipuHHX Mapok.
PucyHok 2. BipsHuHe PacTBOPHTENeH Ha BEJHYHHBI RF.

Tabmuua 1. (1) Mcerepyemoe BeiecTBo (4) TIpoxopHas XpoMatorpamma
(2) Benuuuna RF (5) BHITS)KKA B3 JHCTHER
(3) OGosHaueHHE (6) IpemapaTer.

Separation of Plastid Pigments by Paper Partition Chromatography
By L. MARKUS

Agrobivlogical Tnstitute of the Hungarian A-:_udcmy of Sciences, Budapest

Summary

The separation — by paper chromatography — of the leaf pigments: chlorophyll a and b,
xanthophyll, xanthophyll-cpoxide and carotene was studied.

Acetone extracts of tomato and spinach were applied in the experiments,

Eight types of filter papers have been tried, but none has been found superior to »Schleicher
and Schiill 602 e. h.« (cf. Fig. 1.)

Petroleum ether, gasolene, benzene, cyclohexane, chloroform, methanol, n-butanol, cyclo-
liexanol, ether and aceton were tested in two and three solvent combinations. Most effective were
a 30 : 1 mixture of petroleum ether-acetonc and a 30 : 1: 0,03 mixture of gasolenc-acetone-methanol.

Fig. 2.
Wie 8ne-dimcnsional chromatography was applied in ascendent and descendent forms,

The sequence of pigments, with the use of filter paper »Schleicher and Schiill 602 e. h.«,
and a 30:1:0,03 mixture of gasolene-acetone-methanol as solvent was: chlorophyll b, chloro-
phyll a, xantophyll-epoxide, xanthophyll, decomposition product of chlorohpyll, carotene. These
components were indentified by parallel runs with fractions of pigment preparations obtained
in sugar columns, further by spectrographic examination of the solutions of the spots (Tables 1 and 2).
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Text to figures and tables. 4. Fractions of the column

Fig. 1. Rr values with different types of 6. Leaf extract
5 6. Preparations
filter papers. T
Fig. 2. Effect of solvents on RF values. *ble 2.. 1. Solv‘ent‘ . .
. 2. Extinction max. in g literal
Table. 1. 1. Substance applied 3. Extinction max. in # found
2, R‘F value 4. Methode of determination
3. Sign of Sample " 5. Grating spectroscope (Zeiss)

After submissiom of this paper for publication. g ireatise appeared by L. Bauer (Die Natur-
wissenschaften, 39, 88, 1952) on the methodes of sepexrating chlorophyll and carotene derivatives by
paper chromatography. It must be noted that the studies described in this paper were terminated in
October 1950 and a report was presented on the 23rd Kebruary 1951 on the session of the Biological
Subsection of Section IV ( Biology and Agricultural Seiences) of the Hungarian Academy of Science

oot

(cf »Akadémiai Ertesité« Vol, LVIII, no 487, page 29 7, July— August 1951).

Untersuchung der Chloroplasipigmente durch Papierchromatagraphie.
L. MARK US

Agrobiclogisches Institut der Ungarischen Ak ademie der Wissenschaften, Budapest

Zusammenfassung

Die Maglichkeit der Trennung der Blattfarbstoffe : Chlorophyll a und b, Xantophyll, Xanto-
phyll-Epoxyd, und Carotin durch Papierchromatographie wurde untersucht um die bisher {ibliche
chromatographische Adsorptionsmethode, durch eixi pinfach durchfiithrbares, schnelleres, und
geringere Substanzmengen erforderndes Verfaliren zu ersetzen.

Die untersuchten Stoffe waren Azetonausziige der Blitter von Solanum Iycopersicum und
Spinacia oleracea.

Die Priifung von 8 Filtricrpapiersorten ergab, dass die Marke Schleicher & Schiill, Nr. 602.
dem Zwecke am besten entspricht. (S. Abb. 1.)

Um das geeigneteste Losungsmittel zu finden, wurden Gemenge von zwei oder drei der
folgenden in verschicdenen Mischungsverhiiltnissen untersucht : Petrolither, Benzin, Benzol,
Zyklohexan, Aether, Zyklohexanol, Chloroform, Lésungmittel Butylalkohol, Methylalkohol und
Azeton. Am besten geeignet waren : ein Gemisch von Petrolather mit Azeton (30 : 1), sowie Benzin-
Azeton-Methylalkohol (30 : 1:0,03). (S. Abb. 2.)

Dic Reihenfolge der Pigmente auf dem Papier war, bei Verwendung von Filtrierpapier
Schleicher & Schiill No 602 und Benzin-Azeton-Methylalkoholgemisch 30:1 : 0,03 folgende :
Chlorophyll b, Chlorophyll a, Xanthophyll, Epoxyd, Xantophyll, Zersetzungsprdoukt von Chloro-
phyll, Carotin. Die Komponenten wurden mit Hilfe von Pigmentpriiparaten, und mit auf Zucker-
s#ule erhaltenen Fraktionen, sowie durch spektroskopische Untersuchung der entstandenen Flecke
nach Llution (S. Tabellen 1. u. 2.) identifiziert.

Abb. 1. R p-Werte auf verschiedenen Filtrierpapiersorten.
Abb. 2, Einfluss des Lisungsmittels auf die R z-Werte.

Tabelle 1. Tabelle 2.
1. Entfithrte Substanz, 1. Lésungsmittel,
2. Rp-Wert. 2. Maximalextinktion in pu nach Schrift-
3. Bezeichnung. ’ tumsangabe.
4. Durchflusschromatogramm. 3. Maximalextmktion in pu gefunden.
5. Blattauszug. 4. Bestimmungsverfahren.
6. Dic Praparate. 5. Gitterspektroskop. (Zeiss)

Nach dem diese Abhandlung eingegangen war, L. Bauer verdffenilichte eine Abhandlung iiber
die Trennungsmethoden von Chlorophyll und Carotinderivaten durch Papierchromatographie (Die
Naturwissenschaften 39, 88, 1952). In dieser Besiehung ist es ndtig zu bemerken, dass die hier beschriebene
Untersuchungen schon im Oktober 1950. beendet wurden und die Ergebnisse am 23. Februar 1951 vor
der Sitzung der Untersektion fiir Biologie der IV. Section (Biologic und Agrarwissenschaften) der
Ungarischen Alkademie der Wissenchschaft vorgetragen wurden (s. Akadémiai Ertesité, Bd LVIII,
Heft 487, Seite 291, Juli— August 1951).





