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Summary

In photosynthetically active reaction centers from Rhodospirillum rubrum G-9*,
the magnesium complex bacteriochlorophyll a contains geranylgeraniol as the
alcohol component, while the metal-free bacteriopheophytin a contains phytol
instead. These pigments bacteriochlorophyll ag, (4) and bacteriopheophytin ap (1)
were isolated from reaction center preparations in a ratio of 2:1 and (after demetal-
lation of 4) identified as bacteriopheophytin ag, (2) and ap (1) by comparison with
authentic samples (UV./VIS., CD. and mass spectra as well as mixed HPLC.).

Untersuchungen der Chlorophyll-Pigmente in Photosynthese-Reaktionszentren
(= ‘Set of molecules that can effect the photochemical transfer of one electron’ [2])
aus Rhodopseudomonas sphiroides und Rhodospirillum rubrum ergaben einen Ge-
halt von vier Bakteriochlorophyllen a und zwei Bakteriophdophytinen a pro Re-
aktionszentrum [3-5a] [6)°). Die Identifizierung dieser Pigmente erfolgte bisher
lediglich durch UV./VIS.-spektroskopischen [3] [4] [8a] [9] und diinnschichtchro-
matographischen [3] [5] [9] Vergleich?). In Anbetracht der Bedeutung der Reak-
tionszentren fiir die bakterielle Photosynthese scheint diese Charakterisierung un-
zureichend, und eine Ergédnzung durch weitere analytische Kriterien ist wiinschens-
wert. Wir haben diese Aufgabe im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen
iiber C(13")-enolisierte Chlorophyllderivate [10] durchgefiihrt und uns um eine
moglichst exakte Charakterisierung der Reaktionszentren-Pigmente bemiiht. Dazu

1y Das hier beschriebene Material stammt aus der Promotionsarbeit von E. Walter [1].

2) Derzeitige Anschrift: Kantonales Laboratorium, Muesmattstrasse 19, 3012 Bern.

3) Die Hauptmenge des Chlorophylls in photosynthetischen Bakterien (z.B. 86% in Rhodospirillum
rubrum [7¢]) dient als «Antenne», d.h. hat ausschliesslich Lichtsammelfunktion; fur Literatur iiber
Reaktionszentren s. [7].

4y Fiir eine detaillierte Diskussion der bisherigen Analysen von Pigmenten aus Reaktionszentren
5. [1], S. 41-44 und 250-255.
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bedienten wir uns vor allem der bisher fiir dieses Problem nicht eingesetzten Hoch-
druck-Flussigchromatographie (HPLC.) als Trenn- und Charakterisierungsme-
thode?). Die verwendeten Sdulen hatten theoretische Bodenzahlen im Bereich von
5000~ 17000, die Kapazititsfaktoren der Trennsysteme wurden auf Werte zwischen
1 und 4 eingestellt. Solche Systeme erlaubten mit Leichtigkeit eine Trennung von
Bakteriophdophytinen a, die sich nur in der Alkoholkomponente (Phytol oder Gera-
nylgeraniol) unterscheiden.

Im Jahr 1972 fanden Katz et al. [18] und Brockmann et al. [19} sowie spiter
Pfennig et al. [20] in Chlorophyll aus Rhodospirillum rubrum erstmals (E, E)-Ge-
ranylgeraniol als Alkoholkomponente statt des im Bakteriochlorophyll a der mei-
sten anderen Athiorhodaceae (Rhodospirillaceae) [20a), Thiorhodaceae (Chromatia-
ceae) [20b] und Chiorobiaceae [20b] sowie in den Chorophyllen a und b der griinen
Pflanzen vorkommenden Phytols. Aus verschiedenen Stimmen von Rhodospiriilum
rubrum [19] [20a] wurden nach Extraktion ganzer Bakterien (d.h. Antenne plus Re-
aktionszentren) und anschliessender «Phiophytinisierung»®) Gemische von geranyl-
geraniol- und phytol-haltigen Phiophytinen isoliert und daraus auf das Vorkom-
men von Bakteriochlorophyll ag, (4) und Bakteriochlorophyll ap (3) (vgl. Schema 1)
in diesen Bakterien geschlossen. Wir haben nun fiir Rhodospirillum rubrum G-9*
gefunden, dass Phytol nicht in der Antenne, sondern in den Reaktionszentren vor-
kommt"), und zwar findet es sich dort nicht im Bakteriochlorophyll a, sondern aus-
schliesslich im Bakteriophdophytin a, wdhrend das Bakteriochlorophyll a der Reak-
tionszentren nur Geranylgeraniol enthiilt,

Schema 1
HiC~—0 CHy HiC~gP CHy
HiC ' HiC

HiC- CH; HyC- CHy
Cogcrs CosCH
co, co, e
\/\(\/Y\/Y\/YCW WW“‘?
CH; CH3 CHy CHy CHy CHs CHy CHs
M=2H:  Bakteriophdophytin ap 1 Bakteriophaophytin agg 2
M=Mg: Bakteriochlorophyll ap 3 Bakteriochlorophyll 3Gy 4

5) Uber ganz kiirzlich erschienene Arbeiten zur HPLC. von Chlorophyli-Derivaten vgl. {11] (mit
Phytol, Tetrahydro- bzw. Dihydro-geranylgeraniol und Geranylgeraniol veresterte Phiophytine a),
[12} (Bakteriochlorophylle ¢, 14 Komponenten, u.a. mit Phytol, Farnesol und Geranylgeraniol
verestert), [13] (chlorophyll-a,b-haltige Extrakte), [14] (Methylbakteriophdophorbid e und mit
anderen Alkoholen als Farnesol veresterte Bakteriochlorophylle e), [15} [16] (Phdophytine a und b),
[15] {17} (Chlorophylle a und b).

6) «Phiophytinisierung» = Dekomplexierung der Chlorophylle zu den magnesiumfreien Phidophy-
tinen durch Behandlung mit Siure.

7y Die Frage nach dem unterschiedlichen Vorkommen der Alkohole im Chlorophyll der Reaktions-
zentren bzw. der Antenne wurde bereits von Kaitz et al. [18] und Gloe & Pfennig [20] aufgeworfen,
aber bisher experimentell nicht beantwortet.
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Referenzsubstanzen, - Zur Gewinnung von Bakteriophdophytin ap (1) zu Ver-
gleichszwecken wurden die Pigmente aus ganzen Zellen von Rhodopseudomonas
sphdroides R-26%) mit Methanol bzw. Aceton extrahiert [21a] und mit 0,5N Salz-
sdure dekomplexiert. Gereinigt wurde 1 durch Digerieren mit Pentan und Metha-
nol (Entfernen farbloser Verunreinigungen) und zweimaliges Umfillen aus Aceton/
Methanol [22]. Die Gewinnung von Bakteriophiophytin ag, (2) war schwieriger,
da die «Phiophytinisierung» des Methanolextraktes aus Rhodospirillum rubrum
G-9°) ein priparativ nicht befriedigend zu trennendes Gemisch aus 2 und 1 im
Verhiltnis 95:5 (HPLC.19)!)) lieferte. Aus dem Eindampfriickstand des nicht
«phéophytinisierten» Extrakts konnte aber das gut methanol-losliche Bakterio-
chlorophyll ag, (4) durch mehrfaches Digerieren mit Methanol und anschliessen-
der Siulenchromatographie an Kieselgel vom Bakteriophdophytin a (in Methanol
schlecht loslich) getrennt werden. Dekomplexierung der Chlorophyll-Fraktionen
und Umfillen aus Methylenchlorid/Methanol bzw. Aceton/Methanol gab Bakterio-
phiophytin ag, (2), das mit weniger als 0,2%'!) 1 verunreinigt war. Die Struktur
der beiden Phidophytine, insbesondere ihre unterschiedliche Alkoholkomponente
Phytol bzw. Geranylgeraniol bei sonst tdentischem Chromophor, folgte aus den
spektroskopischen Daten: Die CD.-, UV./VIS.- (geringe Abweichungen nur im
Bereich unterhalb 250 nm) und IR.-Spektren (Abweichungen um 3000 cm~!) von
1 und 2 sind sich untereinander und den publizierten Daten fiir Bakteriophidophytin
a (bisher meist ohne exakte Bestimmung der Alkoholkomponente) [21b] [22-24]

Schema 2
0

£H3 oy

R = Phytyl : Bakteriophaophytin a'p,  1'
R = Geranylgeranyl : Bakteriophdophytin a'Gg 2'

8) Carotinoidfreie, blaugriine Mutante R-26, die ausgehend von einer von Prof. R. K. Clayton (Cornell
University, Ithaca, N.Y.) stammenden Stichkultur Rhodopseudomonas sphdroides 2.4.1/R-26 im
Institut fiilr Pflanzenbiologie der Universitdt Zirich (Prof. R. Bachofen) von Dr. K. Hanselmann
geziichtet wurde; vgl. [1], S.82.

9) Diese von Dr. K. Hanselmann im Institut fir Pflanzenbiologie der Universitit Ziirich (Prof.
R. Bachofen) geziichtete, schnell wachsende, anspruchslose Spezies, die mit G-9* bezeichnet
wurde, stammt aus einer von Frau Dr. G. Cohen-Bazire (Institut Pasteur, Paris) aufgezogenen
Kultur der carotinoidfreien Mutante Rhodospirillum rubrum G-9; vgl. [1], S.115-116.

10y Dije HPLC. erlaubt eine wesentlich bessere Trennung und einen viel empfindlicheren Nachweis
von 1 und 2 als die bis anhin verwendete Diinnschichtchromatographie auf AgNOj-impréagnier-
tem Kieselgel [20].

1) Prozentangaben und Verhilinisse auf die Pikfliche des Hauptprodukts im HPLC. bezogen.
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bzw. Methyl-bakteriophdophorbid a [15a] [25] sehr dhnlich!?). In den 'H- bzw. 13C-
NMR.- und Massenspektren zeigte sich dagegen eindeutig die unterschiedliche
Alkoholkomponente (Einzelheiten im exper. Teil)!3). Auffallend war auch die deut-
lich unterschiedliche Stabilitdt unserer Phiophytinproben: Wihrend der Phytyl-
ester 1 problemlos lagerbar war, traten bei der Aufbewahrung von 2 bei —25° un-
ter Argon im Dunkeln schon nach wenigen Tagen im Diinnschichtchromatogramm
(DC.) und HPLC. nachweisbare Folgeprodukte von 2 auf (z.B. nach 7 Tagen
1-2%). Eine geringere Stabilitdt von 2 kann durch Oxydation (Luftkontakt bei
Probeentnahme im Tageslicht, vgl. exper. Teil 2.4) der drei zusitzlichen Doppel-
bindungen des Geranylgeranyl-Rests bedingt sein.

Im HPLC. der gereinigten Referenz-Phiophytine 1 und 2 traten zusitzliche,
schwache Signale auf (ca. 0,5% ') bei 1, ca. 0,2%!!) bei 2), die den (1325)-Epimeren
1’ bzw. 2’ zuzuordnen sind (Schema 2)'*). Gezielte Epimerisierung von 1 und 2 in
Benzol/Tridthylamin 9:1 wiahrend 15 Minuten fuhrte zu Gleichgewichisgemischen
/1 bzw. 2/2’ (Epimerenverhiltnis 5:1), die mittels HPLC. getrennt wurden. Die
Identitit der Hauptkomponenten dieser Gemische mit den «natiirlichen» Bakterio-
phiophytinen ap (1) bzw. ag, (2) der Konfiguration (13%R) wurde durch Mischchro-
matogramme mit Referenzmaterial bewiesen. Die (132S)-Epimeren 1’ und 2’ unter-
schieden sich im UV ./VIS.-Spektrum nur geringfiigig von 1 bzw. 2 (z.B. durch eine
um ca. 6% herabgesetzte Extinktion des lingstwelligen Maximums)!®), wobei 1
und 2’ praktisch identische Spektren aufwiesen. Thre CD.-Spektren waren jedoch
erwartungsgemaiss [30] deutlich von denen von 1 bzw. 2 verschieden. Die (S)-Epi-
meren 1’ und 2’ konnten zum gleichen wie aus 1 bzw. 2 erhaltenen Gemisch zuriick-
epimerisiert werden. ‘

Reaktionszentren. - Fiir unsere Untersuchungen standen Losungen von Reak-
tionszentren (RC.) zur Verfiigung, die von Dr. M. Snozzi (Institut fiir Pflanzen-
biologie, Universitit Ziirich) nach einer in Anlehnurig an publizierte Verfahren [34]
entwickelten Methode aus Chromatophoren von Rhodospirillum rubrum G-9*°)

12y Zum Vergleich des CD.-Spektrums dienten Daten von Methyl-bakteriophdophorbid a [23).
Abweichungen, vor allem bei 535 und 523 nm (vgl. die Diskussion in [1], S.93-96), sind durch
einen Gehalt von 10-15% 132-Epimer in der Literaturprobe erklirbar, jenes Material war aus
Bakteriophidophytin a hergestellt worden [23], das laut lH-NMR. (vgl. Fussnote 13) noch 132-Epimer
enthalten hatte und dessen Extinktionskoeffizienten (UV./VIS. in Dioxan [23]) um ca. 25% kleiner
waren als die frither gefundenen [22).

13) 1H-NMR.-Spektren von 1 und 2 sind in [23] beschrieben (Verbindung 2 dort irrtiimlich als
Farnesylester bezeichnet, vgl. Korrektur in [19]). Beide Literaturproben zeigten in unseren Spek-
tren nicht vorhandene Signale des jeweiligen 132-Epimeren; im Literatarspektrum von 2 traten
zusiitzliche Signale u.a. bei 0,8, 1,3 und 5,5 ppm auf (Verunreinigung?) [23]. Unsere Strukturzu-
ordnung von 1 und 2 wurde durch Vergleich mit den 'H- und *C-NMR.-Daten von Methyl-
bakteriophiophorbid a [15a] [21b] [23} [25], Phytol [23] [26]) und Geranylgeraniol [18] [23] erhiirtet.

19y Die von Strain & Manning [27] erstmals isolierten Chlorophyil-Isomeren a’ und b’ wurden (wie
auch das entsprechende Bakteriochlorophyil a’) von Karz 28] aufgrund von 'H-NMR .-Spekiren als
132-Epimere (mit (S)- statt der «natitrlichen» [29] (R)-Konfiguration) erkannt. ORD.- und CD.-
Spektren bestitigten diese Zuordnung [30]; zur Widerlegung einer abweichenden Annahme von
Hynninen [31] vgl. [10a] [32].

15) Die UV./VIS.-Spektren von Chlorophyll a und a’ bzw. Chlorophyll b und b’ sind als praktisch
identisch beschrieben [33].
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isoliert wurden!¢). Die RC. wurden duch UV./VIS/NIR.-Spektren im Dunkeln,
wihrend gleichzeitiger Seitenbelichtung (ausgebleicht) und nach chemischer Oxy-
dation mit Hexacyanoferrat (II) charakterisiert (vgl. exper. Teil und weitere Ein-
zelheiten in [1], S.33-40 und 144-166). Das zu 97% reversible Ausbleichen der
Bande bei 870 nm (d.h. die reversible Photooxydation des lichtaktiven Pigment-
Protein-Komplexes P870 [7d] als definierender Test fir RC. [36]) zeigte, dass die
Priaparationen frei von (nicht reversibel ausbleichbarem) Bakteriochlorophyll-Pro-
tein-Komplex B870 [7f] waren. Die relativen Extinktionen bei 773 nm von unbe-
handelten gegeniiber reversibel ausgebleichten RC.-Lésungen wiesen darauf hin,
dass in ihnen noch wenig (irreversibel ausbleichendes [34a]) «nicht proteingebun-
denes» Bakteriochlorophyll a (1., um 770 nm) enthalten war. Die zur Absiche-
rung der qualitativen Analysen durchgefiihrten quantitativen Bestimmungen der
Pigmente in den RC.-Losungen ergaben 3,9-4,2 Bakteriochlorophyll und ca. 1,9
Bakteriophdophytin pro RC. (fir Einzelheiten s. [1], S.46-47 und 237-239 und
{35a] [35c]) und stimmten recht gut mit den publizierten Werten fiir RC. aus RA. ru-
brum (Wildtyp) [4], Rhodopseudomonas sphéiroides Y [6¢] bzw. Rh. sphéiiroides R-26
[5a] iiberein. Es wurden insgesamt sechs Pigmentanalysen mit vier RC.-Pripara-
tionen aus vier verschiedenen Ziichtungen durchgefiihrt [1]; die Ergebnisse stimm-
ten mit der hier im exper. Teil beschriebenen Analyse iiberein.

Identifizierung der Pigmente. - Zur moglichst verlustfreien Isolierung der un-
verdnderten RC.-Pigmente wurde nach einer Reihe von Vorversuchen (s. [1],
S.167-170) die Extraktion der Pigmente in reduziertem Zustand [8] der RC. mit
Methanol/Aceton [3] gewihlt, die Pigmentausbeuten von 90-95% im Rohextrakt
lieferte!”). Das DC. des Rohextrakts zeigte auf Kieselgel z.B. mit Laufmittel Me-
thylenchlorid/Acetonitril 4:1 als Hauptprodukte einen blauen Fleck (Bakterio-
chlorophyll a, Rf ca. 0,4) und einen roten Fleck (Bakteriophdophytin a, Rf ca. 0,8)
sowie einen gelben, zwei griine und zwei blaue Nebenproduktflecken'®). Das VIS.-
spektroskopisch abgeschitzte Verhiltnis Bakteriochlorophyil/Bakteriophdophytin
im Rohextrakt (vgl. Fig. 9 im exper. Teil) war ca. 2,4 (Mittelwert aus sechs verschie-
denen Extrakten!®)). Die beiden Pigmente wurden durch priparative DC. auf Kie-
selgel getrennt. Die Bakteriophiophytin-Fraktion (Ausbeute 54%!7)) zeigte im
HPLC. ausser dem Hauptsignal (relative Pikfliche 96,5) schwichere Pike vom
132-Epimer 1’ (0,9), Bakteriophdophytin ag, (22); 2,3) und einer Verunreinigung
(0,3) (s. Fig. 10 im exper. Teil). Nach priparativer HPLC. (Ausbeute 41%'7)) zur

1) Fiir eine detailliertere Beschreibung der RC.-Priparation vgl. [35b]{35¢].

'y Die Ausbeuten wurden UV./VIS.-spektroskopisch bestimmt und beziehen sich beim RC.-

Rohextrakt auf die Pigmentmenge in den RC.-Losungen, bei der Trennung und Reinigung auf

die Pigmentmenge im RC.-Rohextrakt (zur Bestimmungsmethode vgl. Fussnoten 52 bzw. 37).

Farblose, im DC. mit Jod sichtbare Komponenten dieser RC.-Priparationen (Lipide, Ubichinon

[35c]) werden hier nicht diskutiert; sonst in RC. gefundene Carotinoide [6¢c] [37] kommen in

Rh. rubrum G-9* im Gegensatz zu Wildtypen dieser Bakterien [4] [6¢] nicht vor.

Die Pigmentbestimmung im Rohextrakt erfolgte unter der Annahme, dass die Absorptionen bei

577 und 526 nm nur von den beiden Pigmenten stammen; beniitzte Werte fiir Bakteriochloro-

phyll a: (525 nm)=2500, £ (577 nm) = 20400 [38a], fiir Bakteriophéophytin a: ¢ (525 nm)= 28200,

£(577 nm) = 1100 (vgl. dazu [1], S.171 und [5a]).

20) Durch Vergleich der HPLC.-Retentionszeiten mit’denen von Referenzmaterial 1 bzw. 2 unter
gleichen Bedingungen identifiziert.

18)

19)
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Abtrennung der genannten Begleitverbindungen wurde die Hauptkomponente
durch Misch-HPLC. (vgl. Fig. /1 im exper. Teil und Fussnote 55) und Vergleich
der UV/VIS.-, CD.- und Massenspektren mit Referenzmaterial als Bakteriophio-
phytin ap (1) identifiziert. Die Bakteriochlorophyll-Fraktion aus oben erwihnter
DC.-Trennung (Ausbeute 45% !7)) wies ein mit Referenz-Bakteriochlorophyll a [38]
iibereinstimmendes UV./VIS.-Spektrum auf (s. Fig. /2 im exper. Teil) und zeigte
nach «Phiophytinisierung» (39%'7)) im HPLC. (s. Fig. /3 im exper. Teil) der Reihe
nach die Signale von Bakteriophdophytin ap (12°); relative Pikfliche 0,3), des 13%-
Epimers 2’ (8,0), der Hauptkomponente (71,7) und von einem polaren Oxydations-
produkt (20,0; s. unten). Das mittels priparativer HPLC. (Ausbeute 16%!7)) rein
abgetrennte Hauptprodukt wurde durch Misch-HPLC. (vgl. Fig. I4 im exper. Teil
und Fussnote 55) und Vergleich der UV./VIS.-, CD.- und Massenspektren mit dem
entsprechenden Referenz-Phiophytin als Bakteriophdophytin ag, (2)*') identifi-
ziert.

Da das Ziel unserer Untersuchung die Charakterisierung der RC.-Haupipigmente Bakteriochloro-
phyll a bzw. Bakteriophéophytin a und nicht eine vollstindige Analyse der porphinoiden RC.-Bestand-
teile war (vgl. auch Fussnote 18), sind unsere Kenntnisse iiber die Natur der beobachteten Neben-
komponenten unvollstindig. Charakteristisch fiir diese Nebenprodukte war ihr schwankender Anteil in
den Pigmentanalysen; ihr natiirliches Vorkommen als RC.-Bestandteile ist deshalb eher unwahrschein-
lich. Die beiden zu 1 und 2 epimeren Bakteriophiophytine a’p (1) bzw. a’gg (2°) fanden sich in meist
kleinen, jedoch stark schwankenden Mengen (0,2-3,5% fiir 1/, 0,5-8% fiir 211)); in drei Fillen ergaben
sogar verschiedene HPLC.-Untersuchungen der gleichen Probe verschiedene Werte (s. [1], S.188, 193
und 198). Diese beiden Epi-Bakteriophdophytine wurden vermutlich bei der Manipulation der Pig-
mente gebildet (zu deren sehr leicht erfolgenden Epimerisierung vgl. oben). Analoges gilt fiir verschie-
dene griine Oxydationsprodukte, die nicht bei allen Analysen auftraten (vgl. Fussnoten 54 und 56).
Das im DC. der RC.-Rohextrakte und der Bakteriochlorophyll-Fraktionen beobachtete polare blaue
Nebenprodukt?2) und die im HPLC. der «phiophytinisierten» Bakteriochlorophyll-Fraktionen gefun-
dene polare Nebenkomponente sind sehr wahrscheinlich Oxydationsprodukte des Bakteriochlorophylls
(moglicherweise an C(13?) oxydierte sogenannte «Allomere» [21c]), deren Menge von der Lagerungs-
dauer der RC.-Priaparationen und der Arbeitstechnik abhingig war. So fanden wir in einem orientieren-
den Vorversuch infolge offensichtlich ungeniigendem Sauerstoffausschluss gar kein Bakteriochlorophyll,
sondern nur polare Oxydationsprodukte. Der aus dem DC. abgeschiitzte Gehalt an Oxydationsprodukt
(bezogen auf den jeweiligen Totalgehalt an Pigmenten) betrug bei drei verschiedenen RC.-Rohextrakten
ca. 10, 50 bzw. 5%; der entsprechende Gehalt in den nach DC.-Abtrennung «phaophytinisierten» Bak-
teriochlorophyll-Fraktionen war 6, 7 bzw. 20% (HPLC.). Die z.B. bei der im Detail beschricbenen Ana-
lyse aufgetretenen 20% (HPLC.) Oxydationsprodukt in der «phéophytinisierten» Bakteriochlorophyll-
Fraktion gegeniiber nur ca. 0,3% (HPLC.) im Bakteriophdophytin sind im Hinblick auf die bekannte
Labilitat des Bakteriochlorophylls und die durchgefithrten Operationen (priiparative DC. auf Kieselgel!)
nicht ungewohnlich.

Zum Vergleich mit den RC.-Pigmenten wurden auch die Pigmente ganzer
Bakterienzellen untersucht. Die DC.-Trennung des Extrakts aus ganzen Rhodospi-
rillum rubrum G-9* lieferte ein Bakteriochlorophyll a, das laut HPLC. nach «Phéo-
phytinisierung» nur Geranylgeraniol und kein Phytol enthielt (Nachweisgrenze
ca. 0,1%). Die Phéophytin-Fraktion bestand aus Bakteriophdophytin ag, (2) und

21y Die von Kaiz et al [2] bestimmte (E, E)-Konfiguration des Geranylgeraniols von 2 ex Rhodospirillum
rubrum (\H-NMR., MS.-Vergleich mit authentischem Alkohol nach Hydrolyse von 2) wurde hier
nicht iiberpriift.

22) FEin blaues, in seinem Rf-Wert mit unserem vergleichbares Nebenprodukt fanden auch andere
Autoren [9], seine (scheinbare) Abwesenheit in einer weiteren Pigmentanalyse [3] liegt vermutlich
an der zu schlechten Aufldsung des dort verwendeten DC.-Systems.
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Tabelle. 4lkoholkomponenten der Pigmente aus Rh.rubrum G-9+

Geranyl- Phytol?)

geraniol?)
Reaktionszentren
Bakteriochlorophyll-Fraktion®) >250 : 1
Bakteriophidophytin-Fraktion 1 t >40
Ganze Bakterien 19 : 1
Bakteriochlorophyll-Fraktion®) > 500 : 1
Bakteriophiophytin-Fraktion 1

%) Relative Pikflichen im HPLC. der Phiophytin-ag,/ap-Gemische.

b)  Bakteriochlorophyll-Fraktion nach DC.-Trennung, «phiophytinisiert»; Alkoholkomponenten des
oxydierten (allomerisierten ?) Anteils nicht untersucht (s. exper. Teil 2.2-2.4).

¢y Nach DC.-Trennung des Rohextrakts und «Phiophytinisierung» der Bakteriochlorophyll-Frak-
tion; s. exper. Teil 1.2.

ap (1) im Verhiltnis 1:9'!)). Nach direkter «Phiaophytinisierung» ohne vorher-
gehende DC.-Trennung betrug ag,/ap im Rohextrakt 19:1'") (vgl. Tab.).

Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse. - Das aus Reaktions-
zentren von Rhodospirillum rubrum G-9% isolierte Bakteriochlorophyll a 4 enthilt
zu iiber 99,6% Geranylgeraniol?!) als Alkoholkomponente, wihrend das Bakterio-
phiophytin a 1 der RC. zu mindestens 98% mit Phytol verestert ist. Das mol-Ver-
hiltnis 4 zu 1 betrigt ca. 2:1.

Aufgrund der jeweils nach «Phéiophytinisierung» der Bakteriochlorophyll-a-
Fraktion gefundenen Mengen an Bakteriophdophytin ap (1) konnen hochstens
ca. 0,3 bzw. ca. 0,2% (beziiglich des Gehalts an ag,)'!) Bakteriochlorophyll ap (3)
in RC. bzw. ganzen Bakterien vorkommen. Es ist aber moglich, dass diese geringen
Mengen von 1 nicht aus 3 stammen, sondern bei der DC.-Trennung des RC.-Roh-
extrakts verschleppt wurden, d.h., dass iiberhaupt kein Bakteriochlorophyll ap (3)
auftritt. In der Phiophytin-Fraktion aus RC. und ganzen Bakterien wurden be-
ziiglich des Hauptprodukts Bakteriophdophytin ap (1) maximal 3 bzw. 10%!)
begleitendes Bakteriophdophytin ag, (2) gefunden. Die beobachtete teilweise
«Phdophytinisierung» von Bakteriochlorophyll ag, (4) bei der Siulenchromato-
graphie auf Kieselgel (vgl. exper. Teil 1.2) stittzt die Vermutung, dass dieses Bak-
teriophéophytin ag, (2) ein aus 4 gebildetes Priparationsartefakt und kein natir-
licher Bestandteil von RC. oder Antenne ist (die in der Phidophytin-Fraktion ganzer
Bakterien gefundene Menge von 2 entspriche ca. 0,6% des gesamten Chloro-
phylls 4).

Nach neuerer Auffassung [7g] [39] ist das Bakteriophdophytin a der RC. [5]
[34b] [40] der primire Elektronenakzeptor bei der bakteriellen Photosynthese, und
somit wird ihm eine fundamentale und zu jener des Bakteriochlorophylls a kom-
plementire Funktion zugeschrieben. Es ist bemerkenswert, dass sich diese beiden
Pigmente in Rhodospirillum rubrum G-9* nicht nur durch das (im Phdophytin feh-
lende) Magnesium unterscheiden, sondern auch noch durch ihre Alkoholkompo-
nente scharf differenziert sind. RhA. rubrum wird relativ zu Rhodopseudomonas sphd-
roides als «primitiver» klassiert [7e] [41]. Einige Stimme von RhA. rubrum sollen
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nach [20a] ausschliesslich (also offenbar auch im RC.-Phiophytin) Geranylgeraniol
enthalten; demgegeniiber kommt in Rhodopseudomonas sphdiroides (vgl. exper.
Teil 1.1 und [19] [20a]) sowie in den meisten anderen photosynthetisierenden Bak-
terien [19] [20] und in den Pflanzen nur Phytol vor.

Wir danken Herrn Prof. Dr. R. Bachofen sowie Dr. M. Snozzi und Dr. K. Hanselmann (Institut
fur Pflanzenbiologie, Universitit Zirich) fir dic gute Zusammenarbeit und die grossziigige Uberlas-
sung der wertvollen RC.-Priparationen und Bakterienkulturen. Unser Dank gilt auch Herrn Prof.
Dr. H. Zuber (Institut fiir Molekularbiologie und Biophysik ETH) fiir die Einfithrung des einen von
uns (E.W.) in molekularbiologische Arbeitsmethoden, Herrn Prof. Dr. J.F. M. Oth (Laboratorium
fiir organische Chemie ETH) fur seine Unterstiitzung bei der Aufnahme der UV./VIS.-Spektren und
Herrn P.A. Weibel (Varian AG Zug) fur die Vermittlung der FD.-MS.-Aufnahmen im Varian-Applika-
tionslabor, Bremen. Diese Arbeit wurde vom Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissen-
schaftlichen Forschung unterstiitzt. Fiir eine Forschungsbeihilfe danken wir auch derFrirz Hoffmann-La-
Roche-Stiftung.

Experimenteller Teil?3)

Aligemeines. Abkiirzungen: DC. Diinnschichtchromatographie; HPLC. High Pressure (Perfor-
mance) Liquid Chromatography; RT. Raumtemperatur; RV. Rotationsverdampfer; V, und HV.
Wasserstrahl- bzw. Hochvakuum; OD. optische Dichte (Extinktion pro cm Schichtdicke der Mess-
zelle); MC Methylenchlorid; DME Dimethoxyithan; HMPA Hexamethylphosphorsiuretriamid; RC.
Reaktionszentren. - Alle Experimente wurden unter grosstméglichem Lichtausschluss (Dunkelraum
mit variabler Lichtquelle, Umhiillung der Gefiisse mit griinbeschichteter Aluminiumfolie), diejenigen
mit Bakteriochlorophyll noch zusétzlich unter Argon oder Stickstoff durchgefiihrt (vgl [1], S.51-52). -
Losungsmittel und Reagenzien: Acetonitril (Fluka purum) und MC: itber Phosphorpentoxid destilliert;
Ather, Benzol, DME (Fluka purum), Hexan und Pentan: iiber Natriumhydrid destilliert; HMPA (Fluka
pract.): destilliert; Methanol: iiber Magnesium destilliert; Puffer pH 7: 500 ml 0,1m wisserige KH,PO,-
Losung und 291 ml 0,1N NaOH-Loésung; Na;SO,: Fluka p.a. wasserfrei, - DC.: Fertigplatten Silgur-25
UVys4 (Startzone: Kieselgur, Chromatographiezone: Kieselgel; Macherey-Nagel & Co.), sofort nach
Auftragen im Dunkeln unter Stickstoff entwickelt, farblose Substanzen mit Joddampf sichtbar ge-
macht. - UV./VIS.: Cary-Spektrophotometer Modell 17; Angaben von Ay, (loge) in nm, min. = ig;
Fehler: 42 meist < + 1 nm, 4(loge) ca. £0,004 (grosse ¢) bis ca. 0,1 (kleine ¢); Schichtdicke d= 1 mm. Alle
UV./V1S.- und CD.-Spektren wurden in Ather (Fluka p.a.?*)) aufgenommen. CD.: Jasco Recording
Spectropolarimeter J-40AS; Wellenldngen der Extrema Aim und der Nullstellen iy in nm (molarer
dekadischer Circulardichroismus [4z]); Fehler: 4i ca. +2 nm, 4[de]= £0,2-0,3. IR.: in CHCl,
(Merck p.a?%); Angabe in cm~!, relative Bandenintensititen: s stark, m mittel, w schwach. 'H- und
BC-NMR.: 100 bzw. 25,16 MHz-Spektren in CDCl32¥), Angaben in ppm, bez. auf §(TMS)=0;
s (d, t, qa, m)=Singulett usw., Kopplungskonstanten J in Hz. Elektronenstossionisierungs-Massen-
spektren (EL-MS.): lonisierungsenergie 70 eV, Direkicinlass bei der angegebenen Temperatur. Feld-
desorptions-Massenspektren (FD.-MS.): Varian MAT 311 A mit kombinierter Ionenquelle FD./FI./EI.
und Datensystem SS 100; Emitterheizstrom und Grenzwert fiir die Angabe der Pike jeweils in Klam-
mern erwihnt.

Verwendete HPLC.-Methodik. - Apparatur. Pumpe Orlita DMP 1515-3; Trennsdulen s. unten;
Detektor Perkin-Elmer Spektrophotometer LC-55 oder Laboratory Data Control UV.-Monitor (254,
280 nm), verwendete Wellenlidngen 4 jeweils angegeben; Schreiber W+ W-Recorder 1100, Papiervor-
schub § mm/Min.

Trennsysteme?3). System I: Sdule 7X 240 mm, stationdre Phase Partisil 5 Whatman, mobile Phase
Pentan/Ather/Ather wassergesittigt 16:15:5, Druck 20 bar, Flussrate 90 ml/Std. System II: Pentan/

23) Unter teilweiser exper. Mithilfe von Frl. B. Rosenberger.

24y Vor Gebrauch itber Aluminiumoxid Woelm basisch Akt. I filtriert.

25) Fiir eine detailliertere Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten HPLC.-Trennsysteme und
ihrer Leistungsfahigkeit vgl. [1], S.62-70.



HEeLveTICA CHIMICA ACTA - Vol. 62, Fasc. 3 (1979) - Nr. 94 907

Benzol/DME 40:40:3, 35 bar, 85 ml/Std. System III: Pentan/MC24yDME/HMPA 100:20:4:0,3, 30 bar,
65 ml/Std. System IV: Siule 9x 240 mm, Lichrosorb Si60 5u Merck, Pentan/MC/Acetonitril 50:10:3,
20 bar, 160 ml/Std.

Signalfliche (Angabe in %, bez. auf die Flichensumme der ausgewerteten Signale) = Signal-
hohex o (0= «Standardabweichung» des Signals, d.h. Hilfte der Signalbreite bei 60% der Signal-
hohe); Retentionszeit t (min.); Kapazititsfaktor k’=(t—tg)/ty (Totzeit ty durch Bestimmung der
«Retentionszeit» einer 10-pl-Probe Pentan im jeweiligen System ermittelt); theoretische Bodenzahl N
(pro Siule inkl. Anschliisse und Zuleitungen)=(t/¢)?. - Die Substanzen (ca. 2-40 pg) wurden jeweils in
der mobilen Phase gelost eingespritzt (vgl. unten); Ausnahme: bei System II wurde wegen des zu
geringen Losevermogens der mobilen Phase die Substanz in 5 pl MC24) gel6st und vor dem Einspritzen
mit mobiler Phase auf 50 ul verdiinnt. Zur Durchfihrung der Mischchromatogramme s. Fussnote 55,

Trennsdulen: Sdulen aus dickwandigem Glasrohr, Standardlinge 250 mm, Innendurchmesser
7 bzw. 9, bzw. 12 mm, Wandstirke jeweils 4 mm, mit Teflonendstiicken, die mittels eines geschlitzten
Aluminiumrohres und 2 Uberwurfmuttern zur fertigen Trennsiule zusammengebaut werden, s. Fi-
gur la. Das Siuleneingangsstiick enthilt eine Fritte aus pordsem Teflon (3 mm &, 2 mm dick) und ist
im konischen Teil mit Corasil, Zippax oder auch mit Glaskiigelchen von 0,5 mm & gefiillt. Die mobile
Phase wird von der Seite her eingefiihrt. Die Substanzprobe wird mittels einer Mikroliterspritze druck-
los in den unteren Teil der Bohrung deponiert und die obere Offnung anschliessend mittels Stopfen und
Kugelschliffklemmen verschlossen, womit der chromatographische Prozess beginnt (s. Fig.ib). Das
Endstiick ist mit einer Stahlfritte (5,4 mm @, Porengrdsse 2 u) versehen. Zur Herstellung der Trenn-
sdulen wird die sog. ‘Slurry-packing’-Technik angewendet (vgl. z.B. [43]). Dazu wird das Glasrohr,
versechen mit Teflon-Endstiick und Fritte, mit einem trichterformigen Aufsatz verbunden und in einem
druckfesten Rohr so plaziert, dass die im Rohrboden eingeltete Stahlkapillare in die Bohrung desTeflon-
Endstiicks geschoben wird (s. Fig.Ic). Einen analogen Aufbau beschreibt Schwarzenbach [44]. Der
Packvorgang (Dauer ca. 1 Std.) wird wie folgt durchgefiihrt: Die notwendige Menge Trigermaterial
(z.B. 8 g Lichrosorb Si60 5 u oder Partisil 5 fur 7 mm & oder 11 g fiir 9 mm @ oder 23 g fiir 12 mm @)
wird vorerst in einem zylindrischen Gefiss (ca. 40X 150 mm) in ca. 100 ml Methanol suspendiert
und 5-6 Std. sedimentieren gelassen. Dann wird dekantiert, das Sediment nochmals in ca. 100 ml
Methanol aufgeriihrt, sedimentieren gelassen (6 Std. oder iiber Nacht) und wieder dekantiert. Das
sedimentierte Material wird erneut in ca. 50 ml Methanol suspendiert, die Suspension in die im Druck-
rohr vorbereitete Siule mit Aufsatz gegossen, dieser Aufsatz noch mit Methanol aufgefiillt und lose mit
einer Prallplatte aus Teflon zugedeckt, damit beim Packvorgang die Suspension nicht aufgewirbelt
wird. Der Zwischenraum zwischen Druckrohr und S#ule wird vollstindig mit Benzin26) ausgefiillt,
das Druckrohr mit dem Deckel verschlossen und mit der Pumpe verbunden (Haskel MCP110. Ammann-
Technik, Kolliken). Die Pumpe wird mit ca. 4 bar Druckluft betrieben, sie pumpt Benzin unter einem
Druck von 350-380 bar in das Druckrohr und presst damit das in Methanol suspendierte Trigermaterial
in die Glassdule. Der Packvorgang ist beendet, wenn ca. 500 ml durch das System gepumpt worden
sind (erst Methanol, dann Benzin). Die Packung kann im Druckrohr unmittelbar anschliessend noch
mit anderen Losungsmitteln behandelt oder gewaschen werden. Dazu wird der Pumpenanschluss ge-
16st, mit einer Spritze durch einen Kreuzschnitt in der Prallplatte Benzin aus dem Siulenaufsatz ge-
nommen, der Aufsatz mit dem neuen Losungsmittel wieder aufgefiillt und dieses mit Benzin aus der
Pumpe durch die Packung gedriickt. Die gepackte Glassdule wird herausgenommen; im Siulenaufsatz
befindet sich noch etwas iiberschiissiges Packmaterial. Mit einem geeigneten Spatel werden nun am
Sdulenanfang 5 mm der Packung vorsichtig herausgekratzt, die Saule dann auf das vorbereitete Teflon-
EinlaBstiick (konischer Teil gefiillt mit Glaskiigelchen) gesteckt und im Aluminiumrohr verschraubt. Der
Anschluss der Saule zum Detektorerfolgt iiber ein kurzes Stiick Stahlkapillare (1,0 x 0,5 mm), das einfach
in die 0,9-mm-Bohrung des Teflon-Endes gesteckt wird. Die so hergestellten Sdulen zeigen im allge-
meinen theoretische Bodenzahlen N=10000+2000. (Allfillige weitere Informationen iber die ver-
wendete HPLC.-Technik sind von J.S. erhiltlich.)

1. Bakteriophiiophytine (Referenzsubstanzen). - 1.1. Bakteriophdophytin ap (1) (Extraktionsmethode
in Anlehnung an [21a], Dekomplexierung und Reinigung nach [22]). In einer Reibschale wurden 48 g

26) Benzin, Sdp. 80-100°. Dieses Ldsungsmitte] wird zum Packen von nichtmodifizierten Kieselgelen
und Aluminiumoxyden verwendet. Es ist relativ billig, schadet der Pumpe nicht und befreit die
gepackie Saule schon weitgehend vom Methanol.
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Fig.1. a) Fertig gepackte Sdule mit Teflon-Endstiicken. VerschluBistopfen und Klammer; daneben:
geschlitzies Aluminiumrohr mit Uberwurfmuttern zum Zusammenbau der Siule mit ihren Anschliissen

b) Dosieren von Proben bis ca. 20 ul, ohne Gegendruck. Grossere Probemengen werden mittels druck-
fester Spritze mit einer 1 mm dicken Nadel injiziert. Diese Nadel schliesst in der 0,9-mm-Bohrung im
untern Teil des Teflon-EinlaBstiickes dicht gegen aussen

¢) Druckrohr D mit darin plazierter Glassiule G, Aufsatz A und Teflon-Endstiick T. Der Ubersicht
halber ist hier das geschlitzte Aluminiumrohr mit den beiden Uberwurfmuttern, das die drei Stiicke
G, A und T zusammenbhilt, nicht eingezeichnet (Masse in Millimetern)
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gefrorene Zellen von Rhodopseudomonas sphdroides R-26%) aufgetaut, verrieben und mit 50 ml Methanol
versetzt. Der blaugriine Brei wurde mit 250 m] Methanol in einen Kolben gespiilt, nach 5 Min. Riih-
ren bei RT. im Argonstrom mit weiteren 100 ml Methanol und 25 g Celite?”) versetzt, durch eine Glas-
filternutsche G3 filtriert und der Riickstand mit 100 ml Methanol farblos gewaschen. Das Filtrat wurde
mit 500 ml Ather/Pentan/Puffer pH 7 1:3:1 geschiittelt und die Wasserphase noch 2mal mit je 200 ml
Pentan extrahiert. Die organischen Ldsungen wurden 2mal mit 250 ml Methanol/Puffer pH 7 4:1 und
Imal mit 50 ml Puffer gewaschen (gegebenenfalls Zusatz von 10-20 ml ges. NaCl-Ldsung zum Bre-
chen von Emulsionen), mit Na;SO, getrocknet und nach Zusatz von 20 ml Methanol langsam?®) im
RV. bei RT. eingedampft. Der harzartige Riickstand (700 mg) wurde zuerst Smal mit je 2 ml Methanol
digeriert (Extraktion des blauen Bakteriochlorophylls) und dann noch 4mal mit je 2 ml Aceton ex-
trahiert (Extraktion des roten Bakteriophdophytins). Nach Eindampfen der vereinigten Ldsungen im
RV. wurde der Riickstand (200 mg) in 50 ml Ather/Pentan 1:1 gelost und 5 Min. intensiv mit 25 ml
0,58 HCI?) geschiittelt. Nach Verdiinnen mit 50 ml Wasser wurde die wisserige Phase mit 40 ml Ather
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zuerst mit 100 ml Wasser, dann mit 50 ml Puf-
fer pH 7 gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet®0). Das Losungsmittel wurde im RV. entfernt, das
Rohprodukt in 8 ml Pentan suspendiert, zentrifugiert, die abpipettierte Pentanlosung verworfen, das
Sediment in MC vollstindig geldst und im RV. zur Trockne eingedampft. Nach 2maliger Wiederho-
lung dieses Verfahrens wurde der Riickstand (60 mg) erst mit 10 ml, dann mit 5 ml Methanol digeriert,
die Waschlosung je verworfen und das ungeloste Material i.HV. getrocknet (16 Std./RT.): 48 mg,
Gehalt an 1 98%3!). Zur Umfillung wurde in 20 ml Aceton2%) geldst, filtriert, i.V. bei ca. 30° auf ca.
7 ml eingeengt (gesittigte Ldsung), unter Argon auf ca. 50° erwidrmt und mit 50 mi siedendem Metha-
nol’?) versetzt. Nach langsamem Abkiihlen (unter Argon) auf 4° wurde der schwarze Niederschlag ab-
genutscht, mit 1 ml Methanol32) und 2 ml Ather gewaschen und 12 Std. i.HV. bei RT. getrocknet. -
Aus zwei solchen Ansitzen wurden 36 bzw. 34 mg 1 gleicher Qualitdt erhalten, das im DC, ausser
dem Produkt noch einen farblosen Startfleck zeigte. 68 mg dieses Materials wurden in 11 ml Aceton2%)
geldst, mit 90 ml siedendem Methanol32) versetzt, unter Argon auf RT. abkiihlen gelassen, filtriert, mit
6 ml Methanol®?) und 6 ml Ather gewaschen und 2 Std. getrocknet (HV./RT.): 51 mg (ca. 53% der in
den Bakterien vorhandenen Pigmentmenge33)) Bakteriophdophytin ap (1) mit den folgenden Figen-
schaften??): DC. (Hexan/Aceton 2:1) einheitlich, Rf 0,553%). HPLC. im System I (1=749, 230 nm36)):
t=18,2, k’=2,8, N=12900 (Nebenpik von 0,5% Bakteriophiophytin ap (1’; s. unten) bei t=15,8); im
System II (1=749 nm): t=21,8, k’'=3,4, N=8600 (0,6% 1’ bei t=20,3); im System III (1=749,
254 nm3¢)): t=18.8, k’'=1,7, N=9300 (<0,5% 1’ bei t=16,0); im System IV (1=280 nm): t=17,9,
N=15200 (<0,7% 1’ bei t~ 17, nicht aufgelsst); Chromatogramme I-III abgebildet in [1}, $.209-2i1. -
UV/VIS. (¢=71,3- 10~%M; s. Fig.2): 749 (4,854), 678 (3,978), 623 (3,491), 525 (4,450), 493 (3,740), 459

27y Die Zugabe von Celite erleichterte die Abtrennung der ungelosten Zellbestandteile; das Filtrat
war bei Rh. sphdroides tritbe, bei Rh. rubrum G-9% hingegen klar.

28y Nach dem Abdampfen von Ather und Pentan wurde so das Bakteriochlorophyli a (Gehalt im

Riickstand ca. T%) langsam aus dem Methanol auf den unldslichen Riickstand abgeschieden;

ohne Methanolzusatz blieben bei der nachfolgenden Extraktion grosse Mengen im Rilckstand

eingeschlossen.

Merck p.a.

30y Beim Schiitteln fiel das in Ather nur schlecht I5sliche 1 zum Teil aus, daher wurden zur Vermeidung
von Verlusten alle verwendeten Gefdsse mit MC nachgespiilt und diese Losungen mit den
organischen Phasen vereinigt.

31y Aus OD.(753 nm) mit & (753 nm)= 54 500 berechnet.

32y Fluka p.a.

3) Aus den Mutterlaugen der Umfiliungen hitte man noch weitere 20-25% 1 isolieren kénnen.

34) Eine Probe Bakteriophdophytin a,, die aus einem Chromatium-vinosum-D-Methanolextrakt
(Geschenk von Prof. H. Brockmann, jr., ehemals TU Braunschweig; vgl. [15a], S.101) nach der
Vorschrift von Golden et al. [22] gewonnen wurde, zeigte mit diesem Material iibereinstimmende
analytische und spektroskopische Daten, obwohl sie laut HPLC. 4 Verunreinigungen (total ca. 4%;
ca. 0, 7% Epimer ap Y. ca. 1,5% Bakteriophiophytin ag, (2) sowie moglicherweise 2 weitere Phio-
phytine mit anderer Alkoholkomponente) enthielt; vgl. 1), S.75-81.

35) Rf{-Werte in verschiedenen anderen Laufmittelsystemen s. [1], S.87, 103, 123 bzw. 136.

36) Gleiche Chromatogramme bei allen angegebenen Detektorwellenlingen.

29)
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(3,380), 385 (4,785), 357,5 (5,052), 230 (4,364); min. 697 (3,898), 637 (3,447), ca. 560 (2,99), 501 (3,699),
471 (3,322), 442 (3,176), 378 (4,732), 273 (3,881), 215 (4,288). - CD. (c=15,2- 10-6M37)): im =521 (—4,7),
ca. 487 (— 1,1), 405 (+0,5), 384 (~2,6), 353 (+10,7), 317 (+2,4), 300 (—0,7), 285 (—0,7), 241 (+10,5);
Ag bei 545, ca. 430, 397, 379, 306, 278, 222. - IR. (¢=5,0%; s. Fig.6): 3400w, 3340w, 3030w, 3005w,
2960s, 2925s, 2870m, 1735s, 1690s, 1620s, 1580w, 1530w, 1490w, 1453m, 1435m, 1400m, 1380s, 1365s,
1297w, 1270w, 1155m, 1130m, 1120m, 1095m, 1010m, 990m, 930s, 875s, 845w, 690w, 650s, 610w. -
ITH-NMR. (0,08M; s. Fig. 4)%): —0,94/0,49 (25/2 HN); 0.81/0,85 (2d/J=6/H;C(PT!), H;C(P11Y),
H3C(P151), H3C(P16)); 0,9-1,5 (Signalhaufen/H3C(8?); HC von P15, P11 und P7; H,C von P14, P13,
P12, P10, P9, P8, P6 und P5); 1,63 (sH3C(P3l); 1,74/1,80 (24/J=7/H3C(7"), H3C(18Y); 1,95
(t/H,C(P4)); 2,0-2,8 (Signalhaufen/H,C(8)), H,C(17Y), H,C(172); 3,14 (s/HaC(32)); 3,45/3,47 (2s/
H,C(2Y), H3C(121)); 3,87 (s/H3;CO—OC(133); ca. 4,05 (m/HC(8), HC(17)); ca. 431 (m/HC(7),
HC(18)); 4,51 (d/J=T/H,C(PY)); 521 (¢#/J=T/HC(P2)); 6,11 (s/HC(13%)); 839 (s/HC(20)); 8,45
(HC(10)); 8,96 (sYHC(5)). - '3C-NMR. (0,45M; abgebildet in [1], S.135)*%): 10,7/11,5 (2qa/C(2Y),
C(12Yy); 13,3 (qa/C(8%)); 16,3 (ga/C(P3N); 19,7 (2ga?/C(PTY), C(P111)); 22,9/22,7 (4ga?C(7"), C(18),
C(P151), C(P16)); 24,4 (/C(P9)); 24,7 (7C(P13)); 25,0 (2/C(P5)); 27,9 (d/C(P15)); 29,9/30,1 (2¢/C(8Y),
C(17Y); 31,1 (C(17%)); 32,6/32,7 247 C(PT), C(P11)); 33,2 (qa/C(3%); 36,6 (1/C(P6)); 37,3 (/C(P8),
C(P10), C(P12)); 39,3 (#C(P14)); 39,8 (1/C(P4)); 48,8/49,7/50,6/54,9 (4d/C(7), C(8), C(17), C(18));
52,7 (ga/ CH;0—C(133)); 61,4 (1/C(P1)); 64,3 (d/C(13%)); 95,8/97,5/99,5 (34/C (5), C(10), C(20)); 108,0
(/C(15)); Y17,7 (@/C(P2)); 121,1/128,5/133,0/136,1/136,7/138,1/138,9/148,0/157,9/163,4/170,8 (11s/11
quartire C im Ring); 142,6 (s/C(P3)); 169,4 (s/C(13%) und 1 quartires C im Ring); 172,7 (s/C(173));
188,8 (s/C(131)); 198,6 (s/C(31)). - E1.-MS.: kein M+, Pikmuster stark von der Zuftihrungstemp. ab-
hangig (s. [1], S. 76,88), u.a. 830 (M*— CO,CH,, Pyrolyse!), 552 (M*+— CO,CH,— Cy,Hsz, McLafferty-
Eliminierung), 278 (Alkenfragment C,oHjg, typisch fiir Phytylester [18] [19]). - FD.-MS. (14 mA/10%):
891 (20), 890 (65), 889 (M + H*, 100).

CssH7gNyOg  Ber. C7429 HB862 N630% Gef. C7430 H863 N628%

Epimerisierung von Bakteriophdophytin ap (1). In 5 ml Benzol und 0,5 mg BHT?®) wurden 2,7 mg
(3,0 umol) 1 geldst und mit 0,5 ml Tridthylamin (iiber Phosphorpentoxid dest.) versetzt. Nach 15 Min.40)
bei 20° wurde auf Wasser gegossen, die organische Phase je 1mal mit !~ HCl, Wasser und Puffer
pH 7 gewaschen, iiber Na,SOy4 getrocknet und im RV. eingedampft: das Epimerengemisch!4) war DC.-
einheitlich in den Systemen MC/Acetonitril 19:1 und Hexan/Aceton 2:1. HPLC.: Epimerenverhiiltnis
1/1’ (Verhaltnis der Signalflichen) =5,0+£0,5 (Gleichgewichtsgemisch, vgl. Fussnote 40), Mittelwert
aus 6 Chromatogrammen in den Systemen I-1II (=749 bzw. 280 nm)*4!); Verunreinigungen <1,5%.
Eine Probe Epimerengemisch (0,5 mg in 12 ul MC?%)) wurde im HPLC.-System [ getrennt und jede
Komponente einzeln aufgefangen. Das Losungsmittel wurde bei 0° mit Stickstoff abgeblasen und der

37y Konzentration der Losungen bzw. Pigmentmengen und Ausbeuten aus den gemessemen OD.-
Werten der entsprechenden Maxima mit ¢ (749 nm)=71500 (Bakteriophiophytin ap, s. 1.1) bzw.
(770 nm)=94300 (Wert von Methyl-bakteriochlorophyllid a [38a), verwendet fur Bakterio-
chlorophyll a) bestimmt. - Wihrend sich bei den RC.-Pigmenten die Angaben in nmol auf das
tatsichlich noch vorhandene Material beziehen, sind die prozentualen Ausbeuten fir die zur
Analytik (DC., HPLC.) verbrauchten Substanzmengen korrigiert.

38y Zuordnung der Signale im 'H-NMR. nach [21b] [45] bzw. [18] [23] (fur Geranylgeranyl-Rest), im
3C-NMR. in Analogie zu [26] [42] {46] und nach einem Spektrum von Bakteriophaophytin agg,
das spezifisch an C(21), C(32), C(7Y), C(8?), C(121), C(13?), C(17?), C(18!) mit !13C (Einbau-
rate 45-50%) markiert war (hergestellt durch Verfiitterung von 2-[13C]-3-Aminolavulinsiure [15b]
an Rhodospirillum rubrum G-9+, s. [1], S.2411f.). Numerierung des Phorbidteils nach der [UPAC-
Nomenklatur [47] (s. auch Formelbild in Fussnote 6 in [10a]); Alkoholrest nach dem gleichen
System mit Priifix P bzw. G numeriert.

39) BHT = «Butyl-hydroxy-toluol» (leider kaum mehr ausmerzbare Abkiirzung fiir 2,6-Di-t-butyl-4-
methylphenol; Fluka purum, sublimiert) als 4ntioxidans [48).

40y Ein Vorversuch zeigte, dass das Verhiltnis 1/1’ spitestens nach 15 Min. konstant bleibt (HPLC.).
Zur Epimerisierung von 1 in anderen Losungsmitteln s. [1], S. 100-102 und 106.

41y HPLC.-Daten der Epimerengemische in [1], S.105, Chromatogramme abgebildet auf S.104 (1) bzw.
138 (2); Daten der Mischchromatogramme (zur Durchfithrung vgl. Fussnote 55) in [1], S.107,
110 (1) bzw. 137 (2).
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Riickstand getrocknet (HV ./RT.): 340 pg3?) (79%) Hauptkomponente; Reinheit laut HPLC. im System I
(1=749 nm) >98% (zu ca. 1% epimerisiert), dem Mischchromatogramm zufolge identisch mit 14!). -
UV./VIS.- und CD.-Spektrum (¢=17,0- 10~4M37)) im Bereich 800-300 nm (UV./VIS., von 300-220 nm
um 6-9% verminderte Extinktionen) bzw. 700-220 nm (CD.) innerhalb der Fehlergrenze in Uberein-
stimmung?2) mit denjenigen von Referenzsubstanz 1.

76 ug®) (89%) Nebenkomponente Bakteriophdophytin ap (1)'%); HPLC. im System I (=749 nm,
abgebildet in [1], S.110): >94% 1/, t=188, k'=3,0, N=14700 (Gehalt an 1 <2,5%). - UV/VIS.
(c=17,3-1075m43)): 751 (4,83, vgl. Fussnote 43), 680 (3,92), 622 (3,51), 526 (4,44), 494 (3,73), 461 (3.36),
386 (4,77), 358 (5,04), 230 (4,33); min. 699 (3,89), 640 (3,45), 555 (2,9), 502 (3,71), 471 (3,30), 442 (3,15),
378 (4,72), 273 (3,83), 214 (4,24). - CD. (c=17,3- 10~5M%)): m =535 (+8,8), 523 (+21,9), 496 (+3,0),
491 (+3,3), 435 (—0,4), 384 (+27,9), 355 (~20,1), 316 (— 1,8), 293 (—9,5), 265-270 (—2,5), 253 (+ 1,1);
Ao bei 590-580, 454, 417, 364, 257, 249, Fehler infolge des Gehalts an 1 (<3,5% laut Kontroll-HPLC.
nach Aufnahme des Spektrums) bei 353 und 241 (< + 0,4) bzw. bei 521 (< —0,16); im iibrigen Bereich
des Spektrums war der Fehler kleiner.

Epimerisierung ciner Probe von 1’ unter den oben beschricbenen Bedingungen fithrte gemiss
HPLCA4!) zum Gleichgewichtsgemisch 1/1’=4,9 (nebst 3 Verunreinigungen, je < 1%); die Identitdt
der Hauptkomponente dieses Gemisches mit authentischem 1 wurde durch ein Mischchromatogramm
bewiesen (vgl. [1}, S.109-110).

Bestimmung der Gleichgewichtskonstante K={1Y[1']. K(HPLC.)=4,840,7 (bei 749 nm) bzw.
4,6+0,7 (bei 280 nm): Die aus den Chromatogrammen des Gleichgewichtsgemisches erhaltenen Signal-
flichen wurden fiir die unterschiedlichen Extinktionskoeffizienten von 1 und 1’ bei 749 bzw. 280 nm
korrigiert, vgl. [1], S.113-114. - X(VIS.))=4,9+0,3, d.h. I/1” zwischen 82:18 und 84:16 (aus OD.
(749 nm) der Fraktionen 1 und 1’ nach HPLC.-Trennung bestimmt, vgl. [1], S.114). - KX(NMR.)
=4,5+0,5: Eine im Dunkeln bei RT. aufbewahrte Lésung von 1 (aus Chromatium D3*%) in CDCly
zeigle schon nach 24 Std. im Gegensatz zur frischgeldsten Probe zusitzliche Signale von 1’ bei 3,44,
3,84, 5,98 (HC(13%)), 8,34 und 8,93 ppm mit zuerst zunehmender, nach 3 Tagen konstanter Intensi-
tat*); Berechnung von K aus der Integration der HC(132)-Signale von 1 und I’ nach 5 Tagen; Spek-
tren abgebildet in [1], S.99 (vgl. dazu die entsprechend durchgefiihrte Bestimmung des Epimerenver-
haltnisses bei Chlorophyll a, b bzw. Bakteriochlorophyll a [28] und Methylphidophorbid a [49)).

1.2. Bakteriophdophytin agg (2). In einer Reibschale wurden 31 g gefrorene Zellen von Rhodo-
spirillum rubrum G-9+9) aufgetaut und mit 100 ml Methano! und 30 mg BHT3%) verrieben. Die blaugriine
Suspension wurde mit 150 ml Ather verdiinnt und durch 12 g in Ather aufgeschlaimmtes Celite??) in einer
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Fig.2. UV./VIS.-Spektrum von Bakteriophdophytin ap (1) in Ather (c=171,3- 1076M; d=0,1 cm)

42y Vgl spektroskopische Daten der Referenz-Phiophytine 1 und 2 in 1.1 bzw. 1.2; angegebene
Abweichungen 4¢ sind auf diese Spektren bezogen. - Fiir eine tabellarische Gegeniiberstellung
der Daten der Phiophytine aus RC. bzw. Epimerisierung und der Referenzsubstanzen s. {1}, S.227
(UV/VIS. von 1),230 (CD. von 1), 235 (UV./VIS. von 2) bzw. 236 (CD. von 2).

Die Pigmentmenge bzw. Konzentration der Losungen wurde aus OD.(751 nm) mit ¢(751 nm)
= 67200 ermittelt; dieser Extinktionskoeffizient fur das Epimer ap 1’ wurde aus den Absorptions-
spektren zweier Gemische 1/1’ von 2:98 bzw. von 82:18 berechnet (geschitzter Fehler von
e ca. 5%; vgl. [11, S.111-113) und auch fir ag, 2’ iibernommen.

Eine derart rasche Epimerisierung in CDCl; wurde sonst nicht gefunden und war wahrschein-
lich auf (katalytisch wirkende?) Verunreinigungen dieser Probe zuriickzufithren (vgl. Fussnote
34 und (1), 5.102). ’

43)

“)
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Fig.3. UV./ VIS.-Spektrum von Bakteriophiophytin agy (2) in Ather (c=69,7-10~%y; d=0,1cm)

Glasfilternutsche G3 filtriert. Der Filterriickstand wurde 3mal mit je 30 ml Ather gewaschen, das ver-
einigte Filtrat mit 150 ml Pentan verdiinnt, die Wasser/Methanol-Phase5) mit 60 ml Ather/Pentan 1:1
unter Zusatz von 5 ml ges. NaCl-Losung geschiittelt, und die beiden organischen Ldsungen erst mit
30 m! Puffer pH 7, dann mit 30 ml ges. NaCl-Lésung gewaschen. Dieser Rohextrakt enthielt Bakterio-
chlorophyll agg (4; DC., MC/Acetonitril 4:1, Rf 0,6; nach Elution mit MC/Methanol 19:1 aus dem
DC. und «Phéophytinisierung» mit 18 HCI laut HPLC. <0,1% ap) und Bakteriophiophytin (Rf 0,9, laut
HPLC.-Gemisch agg/ap=1:9), vgl. [1], S.116-118. Zur Chlorophyll/Phiophytin-Trennung wurde der
nicht «phéophytinisierte» Rohextrakt iiber Na;SOQy4 getrocknet, nach Zusatz von 20 ml Methanol lang-
sam28) im RV. bei 30° eingedampft. Das feste Rohprodukt wurde 4mal mit je 5 ml Methanol iiber-
gossen, die Losung jeweils abpipettiert, filtriert und im RV. eingedampft. Der methanol-unlésliche
Riickstand wurde in Ather aufgenommen. Nach Zusatz von Methanol wurden die Losungsmittel im
RV. entfernt, Das auf der Kolbenwand verteilte Material wurde dann mit 6 ml Methanol gewaschen,
das ungeldste rote Phiaophytin verworfen, die Losung mit den ersten Methanolextrakten vereinigt und
eingedampft (RV.). Dieses Produkt wurde nochmals auf die gleiche Weise 4mal mit je 2,5 ml Metha-
nol digeriert, wobei ein violetter Riickstand blieb (verworfen). Die Methanol-Losung des Bakterio-

i =F T F F 7 . ;
1
. A
*—n.u-k}uﬂ—
. Fig. 4.
| VH-NMR.-Spekirum von
' Bakteriophdophytin ap (1) in CDCl3
= (0,08m)
Y A
e
Fig.5.
' 1H-NMR.-Spektrum von
) - . . . Bakteriophdophytin agg (2) in CDCl
. (0,14M)

45) Trennung nach versichtigem Schiitteln; die Phasengrenze war bei gedimpftem Licht schwierig
zu erkennen, da beide Schichten intensiv gefarbt waren.
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chlorophylls ag, (4) wurde nach Eindampfen im RV. an Kieselgel chromatographiert®): Das rohe 4
wurde in 4 ml Benzol/Aceton 19:1 gelost aufgetragen und zuerst mit 150 ml dieses Gemisches (— Phio-
phytin+ farblose Verbindungen), dann rasch mit 100 mi Benzol/Aceton 3:1 (—4) und schliesslich mit
200 ml Benzol/Aceton 1:1 eluiert (alle Gemische enthielten 100 mg/l BHT??)). Die mittels DC. (MC/
Acetonitril 4:1) gepriiften, vereinigten Produktfraktionen enthielten laut HPLC. ausser 4 noch Spuren
von Bakteriophdophytin ag, (2; vermutlich durch spontane «Phiophytinisierung» von 4 gebildet) und
Allomer sowie eine nichtidentifizierte farblose Komponente4?). Eine Losung des rohen 4 in 20 ml
MC?%) wurde unter Argon mit 20 m! I~ HCI?%) bis zum Verschwinden der Bande bei 580 nm im
UV./VIS.-Spektrum geschiittelt, die organische Phase mit 20 ml Puffer pH 7 gewaschen. Die Wasser-
phasen wurden mit 30 ml MC2?%) nachextrahiert, die vereinigten Losungen iiber Na;SQ, getrocknet
und im RV. eingedampft. Das so erhaltene Bakteriophdophytin agy (2) wurde in 2 ml MC?) gelbst,
mit 2 ml Methanol verdiinnt, 16 Std. bei RT. im nicht ganz verschlossenen Kolben stehengelassen,
dann der Niederschlag abfiltriert, mit 8 ml Methanol gewaschen und i.V. getrocknet (110 mg, Gehalt3})
an 2 ca. 91%). Die weitere Reinigung erfolgte durch je 2maliges Losen in MC?4), Verdiinnen mit Me-
thanol, Eindampfen im RV. und Waschen des festen 2 mit 6 ml Methanol. Zur Umfallung wurde der
in 25 ml Aceton?) geldste Riickstand (100 mg, DC.: roter Produktfleck und 2 rote Nebenprodukte mit
kleinerem Rf-Wert) mit 75 ml siedendem Methanol32) versetzt, unter Argon langsam auf RT, abkiihlen
gelassen, der Niederschlag mit 4 ml Methanol32) bzw, 2 ml Ather gewaschen und 20 Std. iHV. bei
RT. getrocknet (81 mg): DC. (Hexan/Aceton 2:1) einheitlich, Rf0,513%). HPLC. im System I (4= 749,
280, 230 nm3)): Bakteriophiophytin agg (2), 1=21,5, k'=3,48, N=13500; <0,2% Bakteriophiophytin
agg (2'; s. unten) bei t=18,4; <0,2% Bakteriophfophytin ap (1) bei t=18,8; 5 weitere Verunreinigun-
gen®®) im Bereich t=36-45 (total ca. 0,5%); im System II (A=749 nm): 2, t=26,2, k’=4,24, N=9800;
<04% 1, t=222; <1,0% 2, t=24.2; im System III (/=749 nm; partiell oxydierte Probe*®)): 2, t=24,0,

4y 100 g Kieselgel 60 (Merck, Korngrosse 0,2-0,063 mm, 2 Std. bei 0,1 Torr/RT. getrocknet und
dann mit Argon begast) in 400 ml Benzol/Aceton 19:1 unter Zusatz von 40 mg BHT3) aufge-
schlimmt, i.V. evakuiert, mit Argon begast; Sdule 25 mm @ mit Aluminiumfolie umwickelt
(Lichtschuiz), Kieselgel vor Substanzaufgabe 1 cm hoch mit Quarzsand iiberschichtet.

47) Der Anteil an Bakteriophiophytin ap (1) betrug vor der Chromatographie noch ca. 0,8%; fiir
weniger hohe Reinheitsanspriiche geniigt also die Umfillung, zumal bei der Chromatographie
gewisse Verluste infolge Zersetzung von labilem 4 auf dem Kieselgel zu polaren, blauen Produk-
ten trotz rascher Elution eintraten.

48y Oxydative Folgeprodukte von 2 (vgl. allg. Teil): DC. mit MC/Acetonitril 19:1, Rf 0,02-0,15. -
HPLC. im System I: vgl. die abgebildeten Chromatogramme in {1], S.129, 220.
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k'=2,48, N=8500; <1,0% 2, t=19,7; <02% 1, t=21,2; Verunreinigungen bei t=25,6/57,0/69,5
(total ca. 12%); Chromatogramme abgebildet in [1], S.129 bzw. 221-222. - UV./VIS. (¢=69,7- 10~5M;
s. Fig.3): 749 (4,855), 678 (3,978), 622 (3.477), 525 (4,452), 493 (3,740), 458 (3,362), 384 (4,785), 357
(5,053), 230 (4,369); min. 697 (3,881), 637 (3,431), 555 (2,86), 499 (3,699), 469 (3,279), 440 (3,146), 377
(4,732), 272 (3.898), 222 (4,332). - CD. (c=15,8- 10-6M%); abgebildet in {1], S.29): im=520 (—4,4),
487 (—1,0), 405 (+0,4), 384 (~2,5), 355 (+10,2), 318 (+2,3), 301 (—0,8), 283 (~0,8), 240 (+10,5);
Ao bei 560, 440, 396, 379, 306, 278, 223; laut Kontroll-HPLC. nach Aufnahme des Spektrums ca. 1%
Epimer 2. - IR. (¢=5,0%, s. Fig.7): 3400w, 3340w, 3030w, 3005m, 2960m, 2925m, 2870w, 1735s,
1690s, 1620m, 1580w, 1530w, 1490w, 1453m, 1435m, 1400m, 1380s, 1365s, 1297w, 1270w, 1155m,
1130m, 1115m, 1095m, 1010m, 985m, 930s, 875s, 843w, 690w, 650s, 610w. - 'H-NMR. (0,14M; s.
Fig.5)%): —0,94/0,50 (2572 HN); 1,12 (1/J="T/H;3C(8%)); 1,57 (s/H3C(G7'), HyC(G111), H3C(G15Y));
1,64/1,67 (2s/H3C(G3Y), H3C(G16')); 1,76/1,80 (24/J=7/H;C(7'), H,yC(18Y)); 1,9-2,1 (Signal-
haufen/H,C von G4, G5, G8, G9, GI12 und G13); 2,1-2,8 (Signalhaufen/H,C(81), H,C(17}),
Hy,C(172)); 3,14 (s/H3C(3%); 3,46 (s/H;C(2"), H3C(121)); 3,88 (s/H3CO~O0C(13%); ca. 4,05 (m/
HC(8), HC(17)); ca. 4,31 (m/HC(7), HC(18)); 4,51 (d/J=TH,C(G)); ca. 4,9-5,35 (Signathaufen
mit 1 (J=TYHC(G2), HC(G6), HC(G10), HC(G14)); 6,12 (ssHC(13%)); 8,39 (s/HC(20)); 8,45 (s/
HC(10)); 8,96 (s/HC(5)). - BC-NMR. (045M, abgebildet in [1], S.135)8): 10,7/11.4 (2ga/C(2}),
C(12Y); 13,2 (qa/C(8%); 15,9 (2qa¥C(GTY), C(G111); 16,3 (qa/C(G3YY); 17,6 (qa%C(G151); 22,8
(2qaC(7Y), C(18Yy); 25,6 (YC(G16)); 26,2/26,5/26,7 (31/C(GS), C(GY), C(G13)); 30,0 (2:/C(8Y,
C(17h); 31,1 (C(17%); 33,1 (ga/C(3)); 39,4 (C(G4)); 39.6 1Y/ C(G8), C(G12)); 48,8/49,7/50,7/
54,8 (4d/C(T), C(8), C(17), C(18)); 52,6 (qa/CH;0—-C(13%)); 61,3 (#C(G1)); 64,4 (d/C(132)); 95,8/
97,5/99,4 (3d/C(5), C(10), C(20)); 108,1 (s/C(15)); 118,0 (&/C(G2)); 121,0 (s)*; 123,4/124,0/124,2
Bd/C(G6), C(G10), C(G14)); 1285 (s)*; 130,8 (s/C(G15)); 1328 (s)*; 134,6/135,1 (2s/C(G7D),
C(G11)); 136,2/136,7/138,1/138,9 (4s)*; 142,0 (s/C(G3)); 147,9/157,9/163,3 (3s)*; 169,5/169,4 (2s/
C(13H*); 170,8 (s)*; 172,6 (s/C(17%); 188,7 (s/C(131)); 198,3 (s/C(31)); *=Signale der 12 quartiren
C im Ring, - E1/MS.59): kein M*, Pikmuster stark von der Zufithrungstemp. abhingig (s. [1], S.124),
u.a. 824 (M+—CO,CH,, Pyrolyse!), 552 (M*~CO,CHy—CyHsy, McLafferty-Eliminierung), 272
(Alkenfragment CygHsj, typisch fiir Geranylgeranylester [18) [19]) und intensive Pike bei 93, 81, 69
(vgl. MS. von Geranylgeraniol [19]). - FD./MS. (22 mA/3%): 886 (6), 885 (16), 884 (75), 883 (M +H*,

100). i HyNsOs Ber. C74,80 H7.99 N634% Gef. C7477 HE0l N 641%

Epimerisierung von Bakteriophdophytin agg (2). Wie in 1.1 beschrieben wurden 3,3 mg (3,7
pmol) Bakteriophdophytin agg (2) in BenzoVTriathylamin 9:1 dquilibriert. Das Epimerengemisch!)
zeigte im DC. (Hexan/Aceton 2:1)3%) eine Hauptkomponente (Rf 0,48) und eine Verunreinigung®?)
(Rf 0,34). HPLC.: Epimerenverhéltnis 2/2’ (Verhdltnis der Signalflichen) =4,6+0,3 (Gleichgewichts-
gemisch, vgl Fussnote 40), Mittelwert aus 3 Chromatogrammen in den Systemen I und III
(A=749 nm)*!); Verunreinigungen®®) bei t=36-45. Eine Probe (0,5 mg) Epimerengemisch in 16 ul
MC?) wurde im HPLC.-System I wie in 1.1 beschrieben getrennt: 260 ug7) (62%) Hauptkomponente;
Reinheit laut HPLC. im System I (=749 nm) >91% (zu ca. 1,5% epimerisiert, 5 Verunreinigungen*8) zu
je 1,5% im Bereich t=36-45), dem Mischchromatogramm zufolge identisch mit 241), - UV./VIS.-
und CD.-Spektren (c=16.8-1076M, Konzentration aus OD. (749 nm) mit ¢=71600 bestimmt) im
Bereich 800-300 nm (UV./VIS.; von 300-220 nm um 10-20% verminderte Extinktionen) bzw.
700-220 nm (CD.) innerhalb der Fehlergrenze in Ubereinstimmung mit denen von Referenzmaterial
242).

54 1g®) (61%) Nebenkomponente Bakteriophdophytin agg (2'); HPLC. im System 1 (1=749 nm):
=95% 2, t=20,3, k'=332, N=16100 (Gehalt an 2 <5%). - UV./VIS. (c=17,4- 10-5M#), abgebil-
det in [1], S.141): 751 (4,83, vgl. Fussnote 43), 680 (3,98), 624 (3.49), 526 (4,44), 493 (3,73), 460 (3,38),
385 (4,77), 358 (5,04), 230 (4,35); min. 698 (3,91), 640 (3.45), 560 (2,95), 501 (3,69), 471 (3,34), 440
(3,18), 377 (4,72), 274 (3,90), 222 (431). - CD. (¢ =17.4- 10-6M%3), abgebildet in [1], S.141): im=525
(+21,2), 493 (+3,0), 436 (—0.3), 386 (+26.8), 356 (—20,2), 320 (—1.7), 296 (—9.8), 268 (—2,6),

49) Das Material wurde unmittelbar vor der Aufnahme des Spektrums mittels priparativer HPLC.
im System I nachgereinigt (vgl. allg. Teil und Fussnote 48) und die Konzentration aus den jewei-
ligen OD mit &(357 nm)= 113000 (fiir Spektrum der Referenzsubstanz 2 in 1.2) bzw. £(749 nm)
= 71600 (fiir Spektrum von 2 ex RC. in 2.4) ermittelt.

30) Probe unmittelbar vor Aufnahme durch priparative HPLC. im System II nachgereinigt.
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255 (+1,2); g bei 610-560, 461, 418, 366, 259, 251; Fehler infolge des Gehalits an 2 (< 5% laut Kon-
troll-HPLC., identisch vor und nach Aufnahme des Spektrums) bei 355 und 240 (< +0,5) bzw. bei
520 (< —0,22).

Epimerisierung einer Probe von 2’ unter den oben beschriebenen Bedingungen fiithrte laut HPLC.
zum  Gleichgewichisgemisch 2/2'=4,9 (nebst 5 Folgeprodukten®), je <1%); die Identitit der
Hauptkomponente dieses Gemisches mit authentischem 2 wurde durch ein Mischchromatogramm
bewiesen (vgl. [1], S.140-141).

2. Pigmente aus Reaktionszentren. - 2.1. Prdparation und Charakterisierung der RC. Die RC.
wurden von M. Srozzi mit Lauryldimethylaminoxyd (LDAO) aus den Chromatophoren von Rhodo-
spirillum rubrum G-9+9) herausgelést und durch Gelfiitration (Sepharose 6B) und lonenaustauscher-
chromatographie (DEAE-Cellulose) gereinigt!®): Ausbeute an ungereinigten RC. nach LDAO-Ex-
traktion bez. auf OD. (870 nm) der Chromatophoren ca. 0,%%; dies diurfte etwa der Hilfte der insgesamt
vorhandenen RC. entsprechen (vgl. [1], S.143 und [50]); Ausbeute iiber die beiden Reinigungsstu-
fen ca. 50% (alle Ausbeuten UV./VIS/NIR.-spektroskopisch bestimmt). Diese RC.-Lésungen ent-
hielten noch LDAOQO, NaCl, Tris(hydroxymethyl)aminomethan (=Aminomethyl(trimethanol); Tris-
Puffer), Lipide und Kohlehydrate [35b] [35¢], aber laut SDS(Natriumdodecylsulfat)-Gel-Elektro-
phorese und UV./VIS/NIR.-Spektrum keine «Fremdkomponenten»; sie wurden anschliessend
durch Ultrafiltration (4micon, Membrantyp UM20E) eingeengt und gegen Tris-Puffer dialysiert
(vgl. [1], S.147).

Zur Charakterisierung der fur die folgende Pigmentanalyse verwendeten RC.-Losung (fiir Eigen-
schaften weiterer RC.-Losungen vgl. {1}, S.144-162) wurde eine verdiinnte Probe wihrend der Auf-
nahme des UV./VIS/NIR.-Spektrums bei i=368 nm belichtet, wobei der photoaktive Pigment-Pro-
tein-Komplex P870 zu 94%°!) ausbleichte (s.Fig. 8); diese Oxydation war im Dunkeln zu ca. 98%3!)
reversibel (Seitenbelichtungs-Apparatur vgl. [1], 8.57-60). Die gleichen spektralen Anderungen konn-
ten auch durch Zugabe von festem Kalium-hexacyanoferrat(II) zur RC.-Lésung erreicht werden
(Oxydationsgrad 93%°1), vgl. Abb. in [1], S.165), die Reversibilitit der Ausbleichung (nach anschlies-
sender Reduktion mit Kaliumborhydrid) betrug ca. 96%53') (Einzelheiten vgl. [1], S.162-166). In bei-
den Versuchen war aber die Extinktion um 770 nm der wieder reduzierten Lésung infolge eines
irreversiblen Bleichungsanteils [34a] («nicht proteingebundenes» Bakteriochlorophyll (B770)) geringer
als in der Ausgangslosung. Aus dieser Differenz wurde ein Gehalt von ca. 15 pmol/l B770 geschitzt
(zur Methode vgl. [1], S.148), gegeniiber 60,0+0,2 pmol/1 P870%2); d.h. ca. 6% des gesamten Bakterio-
chlorophylls der RC.-Ldsung (berechnet unter der Annahme von 4 Bakteriochlorophyll a pro RC. [7e])
waren «nicht proteingebunden». - OD.-Werte der RC.-Ldsung: 8,40+0,02 (868 nm); 18,3+0.1
(804 nm); 5,68+ 0,02 (773 nm).

2.2. Extraktion [3] und Trennung der RC.-Pigmente (weitere Pigmentanalysen in [1}, S.167-200).
Unter Argon wurden 5,5+0,2 ml (330+ 13 nmol P87052)) RC.-Losung in einem Scheidetrichter mit
1 ml Puffer pH 7 verdiinnt. Nach Zugabe einer Spatelspitze Kaliumborhydrid (zur Verbesserung der
Pigmentausbeute wurden die RC. in reduziertem Zustand extrahiert [8]) wurde wihrend 2 Min. ein

< & - oo T o R "A——-E..—-—j

L S i

Fig.8. UV./VIS./NIR.-Spektrum der RC.-Prdparation (c(P870)=1,0710-M%2)): ——— dunkel,
----- withrend gleichzeitiger Seitenbelichtung bei 2= 368 nm (zur Interpretation vgl. z.B. [36))

1) Zur Bestimmung des Oxydationsgrades der RC.-Lésungen und der Reversibilitit aus OD.(868 nm)
reduzierter und oxydierter Losungen s. [1], S. 156-157.

52) Konzentration bzw. Menge von P870 aus OD.(868 nm) mit ¢ (868 nm)= 140000 bestimmt (Wert
aus [3] fir RC. von Rhodopseudomonas sphéroides tibernommen; vgl. [1], 8.39, 148, 154 und 170).
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schwacher Argonstrom durch die Losung geleitet. Dann wurden innert 15 Min. 55 ml Aceton?%)/
Methanol®2) 7:2 zugetropft, die Suspension’¥) wurde mit 66 ml Hexan verdiinnt, mit 28 ml Puffer
pH 7/ges. NaCl-Losung 1:1 geschiittelt und die wisserige Phase unter Argon mit 110 ml Hexan ex-
trahiert. Die beiden organischen Phasen wurden mit 50 m! ges. NaCl-L6sung gewaschen, iiber 20 g
Na,S0, getrocknet, durch eine Glasfilternutsche G4 filtriert, die Gefisse mit 30 m! Hexan und 50 ml
Ather?®) nachgespiilt und die Losungsmittel im RV. entfernt. Der 90 Min. getrocknete (HV./RT.)
Riickstand wies im DC. (MC?)/Acetonitril 4:1) blaues Bakteriochlorophyll a (Rf 0,39) nebst zwei
blauen Flecken bei Rf ca. 0,4 und 0,09 (je ca. 5%, vermutlich 132-Epimer und Oxydationsprodukt,
vgl. allg. Teil), rotes Bakteriophdophytin a (Rf 0.84) sowie einen gelben (Rf ca. 0,9) und zwei griine’4)
Flecken (Rf ca. 0,01 bzw. 0,15) geringer Intensit4t auf (DC. in 3 verschiedenen Laufmitteln abgebildet in
[1], S.202). - UV./VIS. (Produkt in wenig Ather-Y) gelost, durch eine Nutsche G4 filtriert und auf
20 ml verdiinnt, s. Fig.9): OD. (577 nm)=1,421£0,01 und OD. (526 nm)= 1,04+ 0,01, entsprechen
1,36+ 0,07 pmol Bakteriochlorophyll a und 0,61740,04 pmol Bakteriophfophytin al%), d.h. Pigment-
verhiltnis Chlorophyll/Phéophytin ca. 2,2; Ag,./relative OD.: 7597100, 577/26, 526/19, 384/82, 357/141. -
Die nach dem analytischen DC. verbliebene Hauptmenge (95%) des Rohextraktes wurde in MC2%)
gelést und auf einer 20x 20-cm-Silgurplatte mit Hexan/Aceton?%) 2:1 chromatographiert (25 Min.).
Die beiden Hauptpigmentzonen (rot bzw. blau) wurden mit Aceton?®) extrahiert und die Losungen
im RV. bei RT. eingedampft. Auf der Platte blieben ca. 20% der Pigmente zuriick (bedingt durch die
notwendige rasche Isolierung der Pigmentzone bei stark gedimpftem Lichi). die wegen ihrer Labili-
tit nicht nachtréglich eluiert wurden.

2.3. Bakteriophdophytin a: Reinigung und ldentifizierung. Die nach der DC.-Trennung erhaltene
Bakterioph&ophytin-Fraktion (Ausbeute 315 nmol*”), 54% bzgl. Pigmentmenpge im Rohextrakt) zeigte
folgende Eigenschaften: UV./VIS.-Spektrum zwischen 850 und 300 nm identisch mit dem Spektrum
der Referenzsubstanz 1 (s. 1.1), unterhalb 300 nm leicht erhohte Extinktionen. ~ Im DC. (MC>)/Ace-
tonitril 19:1) nur ein roter Pigmentfleck, Rf ca. 0,42 und 3 farblose (nicht porphinoide) Komponen-
ten. - HPLC. im System II (2=750 nm/Aufnahmebereich bis =42, Detektion ab t=28 um den
Faktor 100 verstirkt, s. Fig 10): 0,9% Bakteriophdophytin ap (1°), t=20,6, k'=3,20; 96,5% Bakterio-
phiaophytin ap (1), t=21,9, k’=3,47, N=8300; 2,3% Bakteriophdophytin agg (2), t=26,4, k'=4,39;
0,3% Allomer (?), t=323, k'=5,59, N=5600. Bei 1=280 nm wurden ausser diesen Komponenten
(Retentionszeiten und Mengen wie bei 4=750 nm) noch Spurensignale zwischen t=6,4 und 9 von 5
unbekannten Komponenten nachgewiesen. - 283 nmol’?) Phiophytin wurden in 3 Portionen im
HPLC.-System 11 gereinigt. Die aufgefangenen Hauptfraktionen (t=21,8) zeigten laut analytischer
HPLC. (Systeme 1 und III, 1=240 nm; Substanzverbrauch 15%) noch eine unbekannte unpolare,
vermutlich bei der Chromatographie eingeschleppte Verunreinigung. Das Material wurde deshalb
in einem Glithrohrchen in 200 pl MC?4) geldst, mit 200 ul Hexan versetzt und iiber Nacht (RT./im
Dunkeln) eintrocknen gelassen. Der Riickstand wurde 4mal mit je 50 pl Hexan gewaschen (Entfer-
nung der Verunreinigung) und im Stickstoffstrom getrocknet: 182 nmol37) (76%) Bakteriophdophytin
ap (1). HPLC. im System I (1=240 nm/Aufnahmebereich bis t=39): = 98% 1, t=19,1, ¥'=3,06,

Fig.9.
UV./VIS.-Spekirum des RC.-Rohextrakis
in Ather

53) Der Verzicht auf die Abtrennung der unloslichen RC.-Bestandteile fihrte zu Pigmentverlust

(ca. 10%); durch Abzentrifugieren wurden bei einer anderen Analyse hohere Pigmentausbeuten
im Rohextrakt (95-98%) erzielt; vgl. {11, S.170, 179-180 und 238.

54) Polare typische Oxydationsprodukte des Bakteriochlorophylls a [24c] {51) mit kleinen Rf-Werten,
die nicht bei allen RC.-Analysen aufiraten (wahrscheinlich Priparationsartefakte). Sie wurden
bei der DC.-Abtrennung der Bakteriochlorophyll-Fraktion entfernt (vgl. Fussnote 56).
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N=14200; <2% 13%-Epimer V', t=16,6, ¥’=2,53; Mischchromatogramme®S) von 1 (i=749 nm):
System I (abgebildet in [1], 5.209): t=18,2+ 0,1, k'= 2,87 10,008, N = 11460 + 940; System II (s. Fig. 1 1a):
1=22,0£0,1, k’'=3,49+0,09, N=8400+500, System III (abgebildet in [1], S.211): t=21,2+0,1,
k'=2,0740,04, N=8500+520. - UV./VIS. (c=47,1-10-6M7), abgebildet in [1], 5.228): 749 (4,854,
vgl. Fussnote 37), 678 (3,978), 623 (3,505), 525 (4,450), 492 (3,740), 458 (3,362), 385 (4,787), 3575
(5,054), 230 (4,326); min. 697 (3,898), 638 (3,447), ca. 560 (2,98), 501 (3,708), 470 (3,322), 440
(3.176), 377 (4,735), 272 (3,881), 216 (4,230); im Bereich 850-250 nm mit dem Spektrum der
Referenzsubstanz 1 innerhalb der Fehlergrenze {ibereinstimmend®?). - CD. (c=10,07- 10~¢M37)):
/m=519 (—4,7), 487 (—1,4), 435-395 (> £0.5), 383 (—2,3), 366 (+9,0), 353 (+10,1), 316 (+2.,0),
300 (—-0,9), 283 (—0,9), 240 (+10,1); iy bei 378, 306, 276. Diese Daten stimmen im Bereich
700-220 nm innerhalb der Fehlergrenze mit dem Spektrum der Referenzsubstanz 1 iiberein??); Aus-
nahme: Extremum bei 366 nm, welches im Referenzspektrum nur als Schulter erscheint (Kontroll-
HPLC. nach Aufnahme des Spektrums: Gehalt an 132-Epimer 1's 1,6%). - FD./MS. (14 mA/5%):
892 (8), 891 (30), 890 (65), 889 (M +H™*. 100).

2.4. Bakteriochlorophyll a: Reinigung und Identifizierung als Bakteriophdophytin a. Die nach DC.-
Trennung erhaltene Bakteriochlorophyll-Fraktion (Ausbeute 587 nmol®?), 45% bzgl. Pigmentmenge
im Rohextrakt) zeigte im DC. (MC24Acetonitril 4:1) Flecken bei Rf ca. 0,05 (blaues Oxydations-
produkt, vgl. allg. Teil), ca. 0,3 (blau, Hauptkomponente) und ca. 0,4 (griin%%)). - UV./VIS.
(c=158,7-1075m%7), 5. Fig.12): 771 (4,975, vgl. Fussnote 37), 573 (4,314), 392 (4,688), 357 (4,857), 303
(4,283), 255 (4,389), Sch. 710 (4,03); min. 618 (3,230), 500 (3,079), 384 (4,647), 308 (4,276), 284 (4,170),
222 (4,230); innerhalb der Fehlergrenze Ubereinstimmung (Extinktionen der Minima leicht erhoht) mit

1

—
’ w Fig.10. HPLC. (System II, A=750 nm) der Bakteriophdophytin-Fraktion
. J ex RC. nach DC.-Abtrennung

I
Fig.11. Misch-HPLC. im System Il (i= 749 nm). a) (1:1)-Gemisch
Bakteriophiophytin ap (1; Referenzmaterial)/Bakteriophiophytin ap
L (1; Material ex RC.). b) (1:1)-Gemisch Bakteriophidophytin ap (1)
b) ex RC./Bakteriophiophytin agg (2; Referenzmaterial)

55) Fiir die Misch-HPLC. wurde je eine Probe Referenzmaterial, eine Probe ex RC. und ein (1:1)-
Gemisch (max. Abweichung 2:3) beider Proben unter gleichen Bedingungen (d.h. unmittelbar
nacheinander) eingespritzt und die fiirr den Identitiitsbeweis entscheidende Signalbreite durch
Bestimmung der theoretischen Bodenzahlen N verglichen; die 3 Werte fiir N stimmten in allen
Fillen innerhalb der Fehlergrenze iiberein. Die jeweils angegebenen t, &’ und N beziehen sich
auf das Gemischsignal (vollstindige Daten in [1], S.208 bzw. 219).

Dieser griinen, im Vergleich zum Hauptpigment weniger polaren Nebenkomponente (im DC.
meist von Bakteriochlorophyll agg (4') tiberdeckt und daher nicht abgetrennt) diirfte die Struktur
des 7,8-Bis-dehydro-bakteriophdophytins a = [3-Acetyl]-phdophytin a [51] zukommen (Begriin-
dung in [1], S.216). Dieses Bakteriochlorophyll-Photooxydationsprodukt wurde vermutlich erst bei
der Manipulation der Pigmente gebildet; vgl. {1}, S. 185, 187, 202, 212, 216, 223 und 231.

56)
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Fig.12. UV./VIS.-Spektrum der
Bakteriochlorophyll-a-Fraktion ex RC. in Ather
(c=58,7-10~6m; d=0,1 cm)

den publizierten Daten fir Methyl-bakteriochlorophyllid a [38a] und Bakteriochlorophyll a [38],
vgl. Tabelle in [1], S.233.

Diese Fraktion wurde, wie in 1.2 beschrieben, dekomplexiert (gleiche Losungsmittelmengen) und
ergab 486 nmol3?) (87%) noch verunreinigtes Bakterioph#ophytin a mit folgenden Daten: UV./VIS.-
Spektrum mit Extinktionsabweichungen vom Spektrum des Referenzmaterials 2 bei A, =682 (+ 10%,
vermutlich infolge Anwesenheit des griinen Oxydationsprodukis’®)) sowie bei 622 (—10%), 492
(—16%), 458 (—10%). - Im DC. rotes Hauptpigment, 5 rote und 2 griine Verunreinigungen. -
Analytische HPLC. im System II (2=750 nm; s. Fig. 13)5?): 0,3% Bakteriophiophytin ap (1),
=222, k’=222; 8,0% Bakteriophdophytin a’gg (2'), t=242, k'=2,51, N=9400; 71,7% Bakterio-
phiophytin agy (2), t=26,2, k’=2,80, N=4900; 20,0% Allomer (?), t=384, k'=4,57, N=7000;
weitere polare Verunreinigungen (vgl. DC.) vermutlich ausserhalb des Aufnahmebereichs (bis t=50);
im gleichen System, aber mit 2=280 nm wurden zusatzlich zu diesen Signalen (identische Reten-
tionszeiten, dhnliche relative Mengen) noch mehrere kieine Pike bei t=5-6 und t=13,1 (<1%)
nachgewiesen. - Reinigung des rohen Bakteriophidophytins 2 durch priparative HPLC. (System 11)
heferte 193 nmol (42% bzgl. Rohprodukt’?)) Bakteriophdophytin agy (2): HPLC. im System I
(2=240 nm/Aufnahmebereich bis t=150): 93% 2, t=21,3, k’=3,53, N=14000; 0,6% 132-Epimer 2,
t=18,2, k'=2,87; 5 Oxydationsprodukte (da Probe 12 Wochen bei —25° gelagert, vgl. allg. Teil)
im Bereich t=36-46 (total ca. 6%); System II1 (1=240 nm/Aufnahmebereich bis t=29):
96% 2, t=16,2%), N=6900; 0,4% 2, t=13,2; 3,0% griines Oxydationsprodukt6), t=17,7; 0,4% Fett?,
t=>5,4. Mischchromatogramme®) von 2 (2=749 nm): System [ (abgebildet in [I}, S. 220): t=233
+0.,1, £’=3,96+0,10, N= 13570+ 930; System II (s. Fig. 14a): t=26,910,1, kK’'=4,49+0,11, N=9930
+510; System III (abgebildet in [1], S. 222): t=24,2+0,1, k’=2,51+0,05, N=8660+480. - UV./VIS.
(c=48,2-10~M%%), abgebildet in [1], S. 229): 749 (4,855, vgl. Fussnote 59), 680 (4,025), 622 (3,519),
525 (4,453), 493 (3,732), 459 (3,362), 384 (4,799), 357 (5,057), 230 (4,365); min. 698 (3,908), 637

a) b)
!
Fig. 13. HPLC. (System II, Fig. 14. Misch-HPLC. im System II (A= 749 nm).
A== 750 nm) der Bakterio- a) (1:1)-Gemisch Bakteriophdophytin agg (2; Referenz-
chlorophyll-Fraktion ¢x RC. material)/Bakteriophiophytin ag, (2; Material ex RC.).
nach DC.-Abtrennung und b) (1:1)-Gemisch Bakteriophiophytin ag, (2) ex
« Phiiophytinisierung» RC./Bakterioph@ophytin ap (1; Referenzmaterial, vgl. Fig 71)

57y Zuordnung der Hauptkomponente durch die weiter unter folgenden spektroskopischen Daten
und Mischchromatogramme bewiesen; Identifizierung der iibrigen Verbindungen durch Ver-
gleich der Retentionszeiten mit denen von Referenzmaterial unter gleichen Bedingungen (vgl.
Teil 1).

58) Bei dieser Messung infolge erhohter Flussrate wesentlich kiirzere Retentionszeit (t= 16,2 statt 24,2)
von 2.

%) Konzentration aus OD.(749 nm) mit £=71600 (Wert fiir Bakteriophiophytin agg, s. 1.2) bestimmt.
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(3,462), ca. 560 (2,92), 500 (3,716), 468 (3,322), 443 (3,279), 377 (4,748), 272 (3,898), 222 (4,334).
Im Bereich 850-220 nm sind diese Daten innerhalb der Fehlergrenze mit dem Spektrum der
Referenzsubstanz 2 iibereinstimmend?), ausser Extinktionsabweichungen bei 680 (+ 10%, vermutlich
infolge Anwesenheit des griitnen Oxydationsprodukis®6)) und 384 (+3%) sowie bei Ay, =698 (+ 6%),
443 (+26%) und 377 (+4%). - CD. (c=11,4-10"6M%9)): Im=521 (—4,9), 487 (—1,5), 435 (—04),
401 (+0,5), 383 (—=2,1), 355 (+10,1), 316 (+2,3), 302 (—09), 283 (—0,9), 240 (+10,9); i¢ bei
445, 426, 395, 379, 306, 279, 224. Im Bereich von 700-220 nm sind diese Daten innerhalb der
Messgenauigkeit mit dem Spektrum der Referenzsubstanz 2 itbereinstimmend*?), Ausnahme: zusitz-
liches Aim =435, moglicherweise vom griinen Oxydationsprodukt®6), das laut UV./VIS.-Spektrum der
Messlosung vorhanden war (Kontroll-HPLC. im System I nach Aufnahme des CD.-Spektrums:
Gehalt an 132-Epimer 2'<2,6%; griines Oxydationsprodukt im System I nicht nachweisbar). - FD./MS.
(22 mA/5%): 931 (5), 929 (5), 917 (10), 916 (25), 915 (43), 901 (5), 900 (11), 899 (19), 898 (5),
897 (9), 886 (7), 885 (24), 884 (51), 883 (M +H™, 100), 881 (6, 2—2 H, griines Oxydationsprodukt>¢));
zusitzliche Signale von Oxydationsprodukten von 2 (vgl. [1]}, S. 217-218) im Bereich 899-901 (< 20),
915-917 (< 43), 931 (ca. 5) und 947 (ca. 3).
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