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Note

Trennung von Chlorophyllen mittels ““Reversed-phase’ -Diinnschicht-
chromatographie auf olgetrankten Zelluloseschichten

B. SCHOLZ*, K. D. WILLASCHECK, H. MULLER und K. BALLSCHMITER
Abteilung Analytische Chemie, Universitdt Ulm, D-7900 Ulm (B.R.D.)
(Eingegangen am 28. Oktober 1980; gednderte Fassung eingegangen am 11. Dezember 1980)

Nzhezu alle wissenschaftlichen Arbeiten mit Chlorophyll setzen die Reinheit
des verwendeten Materials voraus. Es ist bekannt, dass sowohl die Absorptionsspek-
tren als auch die bisher bekannten Reinheitstests mit Hilfe der Hochdruckfliissigkeits-
chromatographie (HPLC) und mono-chromatischer Detektion lediglich orientieren-
de Aussagen beziiglich der Reinheit der isolierten oder hergestellten Chlorophylle
ermdglichen. Erst die modernen Multi-Photodioden-Detektoren werden in der Multi-
komponenten-Analyse neue Moglichkeiten eréffnen!. Dies sind die wesentlichen Ur-
sachen, warum die Diinnschichtchromatographie (TLC) zur Charakterisierung der
Reinheit fiir Chlorophylle breite Anwendung findet?.

Um das Ergebnis einer Reinheitsiiberpriifung von Chlorophyll ¢ und 4 mit
TLC Methoden akzeptieren zu kénnen, miissen aufgrund der hohen Reaktivitdt der
Verbindungen bei der Durchfiihrung dieser Tests einige grundlegende Voraussetzun-
gen erfiillt sein. Es darf keine Reaktion der stationiren Phase mit den zu testenden
Chlorophyllen méglich sein, wie dies bet **Kieselgel”, Aluminiumoxid und Magnesium-
oxid bereits beschrieben ist**. Die Bildung von Allomerisationsprodukten durch
die mobile Phase z.B. bei Verwendung von niederen Alkoholen wie Methanol muss
verhindert werden®. Bei der Trennung darf der in der TLC-Kammer vorhandene
Luftsauerstoff zu keinem nachweisbaren Anteil an Oxidationsprodukten der Chloro-
phylle fiihren. Neben der Auftrennung der in griinen Pflanzen enthaltenen Anteile an
Carotinoiden, Xanthophyllen und Phiophytinen sollte auch der Nachweis von iso-
meren Chiorophyllen méglick: sein. Die Methode muss reproduzierbar sein, d.h.
samtliche, die Trennung beeinflussende Parameter miissen bekannt sein. Die Art der
mobilen und stationiiren Phase sollte so gewidhlt werden, dass fiir die zu trennenden
Substanzen eine lineare Adsorptionsisotherme gilt, d.h. kein ‘““tailing’’ der Substanzen
auftritt.

Zellulose ist als chemisch sehr inerte TLC-Trennphase in der Analytik der
Chlorophylle schon seit lingerem bekannt®’. Die Auftrennung der Chlorophylliso-
meren untereinander ist aber auf unmodiiizierten Zelluloseplatten bisher nicht még-
lich. Die Beschichtung von Zelluloseplatten mit Triglyceriden®-® erlaubt mit wasser-
haltigen Laufmitteln neben der vollstindigen Abtrennung der Carotenoide, Xantho-
phylle und Phiophytine auch die Auftrennung der Chlorophyllisomeren untereinan-
der. Dieses Trennsystem wurde hinsichtlich der Trennparameter verbessert und opti-
miert.

C021-9673/81/0000-0000/302.50 © 1981 Elsevier Scientific Publishing Company



NOTES 157
EXPERIMENTELLER TEIL

Herstellung der Extrakte

Fiir die Herstellung der Blattpigmente wurde frischer Spinat (Spinacia olera-
cea) verwendet. Die Extraktion der Blitter und die Darstellung von reinem Chloro-
phyll @ und b sind in Lit. 10 beschrieben.

Losungsmittel

Zum Herstellen des Fliessmittel- und Plattenbedampfungsgemisches wurden
ausschliesslich p.a. Losungsmittel (E. Merck, Darmstadt, B.R.D.) verwendet. Tetra-
hydrofuran ohne Stabilisator wurde sdulenchromatographisch mit Aluminiumoxid
neutral, Aktivititsstufe I (Woelm, Eschwege, B.R.D.) von gelGsten Peroxiden befreit.

Praparation der TLC-Platten

Zellulose-Fertigplatten ohne Fluoreszenzindikator (E. Merck) wurden mit
einer 4 %jigen Losung aus Olivendl (z.B. Fa. Dante, Genua, Italien) in Petrolather (Kp.
40-60°C) ca. 2 min getrankt, an Luft getrocknet und anschliessend 15 h bei 60°C im
Trockenschrank konditioniert. Nach dem Erkalten kénnen die Platten direkt verwen-
det werden. Eine Variation des Olgehaltes der Platten zwischen 2 und 8 ¢, wie auch
die Anwendung anderer Olsorten (z.B. Paraffinél, Triolein, Maiskeimdl) erbrachte
keine Verbesserung der Trennleistung, aber auch keine signifikante Verschlechterung.

Fliessmittel und Plattenbedampfung

Das verwendete Fliessmittel hatte folgende Zusammensetzung: Acetonitril—
Tetrahydrofuran—Tetrachlorkohlenstoff-Wasser (70:15:10:5). Das Sattigen der mo-
bilen Phase mit Olivendl ist nicht erforderlich. Zur Plattenbedampfung wihrend der
Entwicklung des Chromatogramms wurde folgendes Gemisch verwendet: Methanol-
Aceton-Isopropanol-Wasser—Benzol (30:10:5:5:1). Die Plattenbedampfung bewirkt
die zusdtzliche Auftrennung von Neoxanthin, Violaxanthin und Lutein neben den
anderen Blattinhalistoffen. Zur Trennung der isomeren Chlorophylle allein wire die
Bedampfung nicht notwendig. Ein Zusammenschieben der Substanzzonen ist aber
ein weiterer positiver Effekt der Plattenbedampfung. Fliessmittel auf der Basis von
Methanol oder Aceton brachten stets eine Verschlechterung der Trennungen.

Entwicklung der Chromatogramme

Je 4-pl einer ca. 103 M Lésung der Extrakte, geldst in Isopropanol wurde auf
die TLC-Platten aufgetragen. Als Entwicklungskammern standen die Vario-KS-
Kammer!! und die Doppelbodentrogkammer der Fa. Camag (Berlin, B.R.D.) zur
Verfiigung. Die Laufzeit betrug ca. 45 min.

DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Mit der hier beschriebenen Methode ist ¢s moglich Chlorophyll ¢ und b und
deren Diastereomere Chlorophyll ¢’ und 5” von den in griinen Bldttern enthaltenen
weiteren Pigmenten abzutrennen. Fig. 1A zeigt das Chromatogramm cines Spinatex-
traktes gelost in Isopropanol. Die ARg-Werte und die Farben der Verbindungen sind
der Tabelle I zu entnehmen. Zur Identifikation der gelben Blattpigmente wurden die
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Fig. 1. Chromatogramme verschiedener Pigmentgemische. Bedingungen siche Text. A: Chromatogramm
eines nichtbehandelten Spinatextraktes in Isopropanol. Punktfolge: 1 = Neoxanthin (s); 2 = Violaxanthin
(s); 3 = Lutein (st); 4 = Chlorophyll b (st); 5 = Chlorophyll & (s); 6 = Chlorophyll a (st); 7 =
Chlorophyll @’ (s); 8 = unbekannt (m); 9 = Phiophytin @ und b (st); 10 = f-Carotin (st). B: Chromato-
gramm von Pyrochlorophyll, hergestelit aus Chlorophyll a. Punktfolge: 1 = unbekannt (s); 2 = Pyro-
Chlorophyll a (st); 3 = wahrscheinlich Pyro-Phdophytin a (s); 4 = unbekannt (s). C: Chromatogramm von
Chlorophyli b aus eigener Produktion'®. Punktfolge: 1 = Chlorophyil b (st); 2 = Chlorophyll & (s); 3 =
Chlorophyll  (s). D: Chromatogramm von Chlorophyll a aus eigener Produktion'®. Punktfulge: 1 =
Chlorophyll a (st); 2 = Chlorophyli @’ (s). E: Chromatogramm von Bakteriochlorophyll a. Punkifolge: 1 =
unbekannt (s); 2 = Bakteriochlorophyll a’ (s); 3 = Bakteriochlorophyll a (st); 4 = wahrscheinlich Bak-
teriophiophytin a (st). Die Abkiirzungen in Klammern bedeuten: Intensitit des Punktes: (st) = stark; (s) =
schwach; (m) = mittel.

TLC-Platten mit Chlorwasserstoffgas bespriiht. Neoxanthin verfiarbt sich dadurch
blaugriin und Violaxanthin marineblau3. Lutein, -Carotin und Phiophytin ¢ und b
ergeben keine Farbreaktion und sind deshalb durch ihre charakteristische Eigenfarbe

TABELLEI
hR.-WERTE DER PIGMENTE EINES NICHTBEHANDELTEN SPINATEXTRAKTES
Chromatographiebedingungen siche Text.

Pigment Farbe* Fluoreszen=  hRg-Werte
(366 nm
Anregung)
Neoxanthin Hellgelb - 89
Violaxanthin Hellgelb - 77
Lutein Dunkelgelb — 58
Chlorophyll & Gelbgriin Rétlich 40
Chlorophyll & Gelbgriin Rotlich 35
Chlorophyll a Blaugriin Rétlich 20
Chlorophyll o’ Blaugriin Rétlich 25
Unbekannt Gelb - 16
Phiophytin g und & Grau Rétlich 14
B-Carotin Orange - 9

* In weissem Licht, unmittelbar nach der Entwicklung.



NOTES 159

zuzuordnen. Chiorophyll 2 und b wurde durch die im TLC-Chromatogramm mitlau-
fenden Reinsubstanzen identifiziert. Um eine zusitzliche Uberpriifung der Reinheit
von Chlorophyll ¢ und 6 zu erméglichen, wurden die Verbindungen aus der stationi-
ren Phase herausgel6st und mittels HPLC, durch Vergleich der Retentionszeiten mit
denen der Reinstkomponenten charakterisiert. Die Zuordnung von Chlorophyll a’
und 4" erfolgte nach Umwandlung der Verbindungen in Chlorophyll 2 bzw. Chloro-
phyll b, wie dies erst kiirzlich beschrieben wurde!®. Damit ist bewiesen, dass durch die
Anwendung von “Reversed-phase” (RP)-Zellulose-TLC keine Zersetzung der
Chlorophylle auftritt und die griinen Flecke im TLC-Chromatogramm intakten Chlo-
rophyllen entsprechen. Von dem in Fig. 1A gezeigten Diinnschichtchromatogramm
wurde mit Hilfe eines Spektrodensitometers, Modell SD 3000 der Fa. Schoeffel, der
“Scan” bei einer Wellenlidnge von 436 nm aufgezeichnet (Fig. 2). Die Absorptionsma-
xima von Chlorophyll 2" und &’ sind deutlich sichtbar. Ein sehr reines Chlorophyll e,
das absolut frei von anderen Blattpigmenten und Chlorophylldegradationsprodukten
ist, zeigt das Diinnschichtchromatogramm in Fig. 1D. Eine Uberpriifung von kiufli-
chem Bakteriochlorophyll 2 (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) ergab, neben dem Auf-
treten der diastereomeren Verbindung, zwei weitere Punkte, von denen der eine auf-
erund der intensiven rot—violetten Farbe Bakteriophiophytin und der andere wahr-
scheinlich ein Oxidationsprodukt von Bakteriochlorophyll a ist (Fig. 1E)!2. Bei den
in Fig. 1B bzw. C dargestellten Chromatogrammen von “reinem” Pyrochlorophyll a
bzw. Chlorophyll 5 ist deutlich zu erkennen, dass Chlorophyll 5 mit einer geringen
Menge Chlorophyll 2 und Pyrochlorophyll @ wahrscheinlich mit Pyrophdophytin a
und einer unbekannten grinen Verbindung verunreinigt ist.

Die Anwendung von kommerziell erhiltlichen, chemisch gebundenen C, .-RP-
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Fig. 2. “Scan” von Chromatogram A in Fig. 1 bei 436 nm. Punktfolge siche Fig. 1A.
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Platten mit einem Laufmittelgemisch aus Methanol-Aceton—Wasser (20:4:3) zur Tren-
nung von Blattinhaltstoffen wurde bereits beschrieben!3. Es liess sich weder eine
vollstindige Auftrennung der Pigmente, noch eine Abtrennung der Chlorophylliso-
meren erreichen. Selbst die Anwendung des Entwicklungssystems dieser Arbeit (d.h.
Fliessmittel und Plattenbedampfungsmittel) mit chemisch gebundenen RP-Platten
(KC-18-Piatten, Whatman, Clifton, NJ, U.S.A. oder Opti-up C 12-Platten, Fluka,
Buchs, Schweiz) erbrachte keine Verbesserung der Trennung.

Dieser Vergleich betont, dass n-Alkan-RP-Phasen ein weniger spezifisches
Wechselwirkungsverhalten mit Chlorophyllen zeigen als die hier beschriebene Trigly-
cerid—-Zellulose-RP-Phase.
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