BLATTPIGMENTE

DAS EXPERIMENT

Gegen Ende der Vegetationsperiode inszeniert
die heimische Geholzflora ein beachtliches
Farbspektakel: Vor dem herbstlichen Blattfall
stellen die sommergriinen Strducher und
Béume ihr Erscheinungsbild uniibersehbar
auf eine vielstufige farbliche Band-

breite zwischen verhaltenem Kdsegelb und
flammendem Karminrot um.

ie fast bis zur Aufdringlichkeit gesteigerte Farbigkeit

mancher Geholze bietet Anreiz, dies nicht nur als de-
korative Beigabe der Herbstwochen und somit ausschlief3-
lich visuell zur Kenntnis zu nehmen, sondern auch unter-
richtlich in einigen einfachen qualitativen Versuchen auf-
zugreifen. Dabei wire auch der biologische Hintergrund
der in der Phinologie der betreffenden Arten offensichtlich
fest verankerten Umfirbeereignisse und die Bedeutung der
geradezu dramatischen, in vergleichsweise kurzer Zeit ab-
laufenden Verinderungen zu kliren. Dieses Thema erwei-
tert eine zunichst vielleicht nur als trivial empfundene Na-
turerfahrung um wesentliche Informationen und kann

diese erforderlichenfalls bis in die molekulare Dimension
vertiefen. Auerdem bieten die hier vorgeschlagenen und
Aufwand durchzu-
fiilhrenden Einzelexperimente in ihren Ergebnissen ebenso

ohne nennenswerten technischen

viel Vielfalt wie der Gegenstand der Betrachtung selbst.
Schon allein aus diesem Grunde sollte gerade der Umgang
mit pflanzlichen Pigmenten zum unverzichtbaren Stan-
dardrepertoire der Schulversuche gehoren [1, 2, 8].

PlanmaRige Inszenierung
Die enge zeitliche Koppelung der herbstlichen Laubfir-
bung mit dem Zeitpunkt des planmigligen Blattabwurfs
verdeutlicht, dass die Umfirbeereignisse in den Blittern in
ursichlichem Zusammenhang zu sehen sind mit dem Stoff-
wechsel der alternden und in absehbarer Zeit auszurangie-
renden Blattmasse [3]. Wichtiger Signalgeber dieser Ereig-
nisfolge, die letztlich der rechtzeitigen Vorbereitung der
Pflanzen auf die Winterruhe dient [4], ist die abnehmende
Tageslinge, welche die photoreaktiven Pflanzenteile plan-
mifig unter Kurztagbedingungen setzt. Bei Laubgeholzen,
die dagegen kiinstlich unter einem wirksamen Langtagre-
gime verbleiben wie etwa einzelne Kronensegmente von
Strafenbiumen im direkten Lichtkegel der Straflenbe-
leuchtung, bleibt das photoperiodisch vermittelte Schalt-
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ABB. 1 Furioses
Finale: Die herbst-
liche Laubver-
fdrbung ist eines
der phédnologisch
auffdlligsten
Ereignisse im
Jahresgang - hier
im Bild der Spitz-
Ahorn (Acer
platanoides).
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Die mit einem
griinen Pfeil
markierten Begriffe
werden im Glossar
erkldrt.

ABB. 2 Chloro-
plasten wandeln
sich in Geronto-
plasten um.

Der Laubwald
versinkt in Gelb.

ABB. 3 Schritt
fiir Schritt: Die
Hauptrouten fiir
den Material-
riicktransport
bleiben am lings-
ten funktionell.

ereignis aus. Die Blitter der betreffenden Zweigbereiche
sind - sofern zuvor keine strengen Nachtfroste eintreten -
auch noch bis weit in den Dezember griin und weisen da-
bei sogar photosynthetische Aktivitit auf.

Allgemeiner Konsens in der Bewertung der herbstli-
chen Laubfirbung ist, dass die winterkahlen Geholze vor
der endgiiltigen Verabschiedung ihrer sommerlichen Pro-
duktionsorgane eine Art Materialrecycling einleiten, dazu
einen groflen Teil an N- und P-Komponenten aus dem
Stoftbestand der Mesophyllzellen exportieren und den De-
pots zufiihren. Bei Geholzen kommen dafiir vor allem die
parenchymatischen Markstrahlen in Betracht. Auffilliges
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dufleres Zeichen dieser Riickrufaktion ist der innerhalb von
wenigen Tage vollzogene Abbau von Chlorophyll, wihrend
die in den Chloroplasten als photosynthetische » Anten-
nenpigmente vorhandenen Carotenoide vor Ort verblei-
ben. Sie stellen jetzt den Pigmentbestand der Blattplasti-
den, die nunmehr als Gerontoplasten (frither: Chromoplas-
ten) bezeichnet werden. Das Ergebnis sind gelb verfirbte
‘Wilder (Abbildung 2). Die Logistik der Stoffverlagerung bil-
det sich im Blatt ab: Zunichst verfirben sich die Randbe-
reiche, wihrend die Siume entlang der Leitgewebestringe
(Blattnerven) zunichst noch griin bleiben (Abbildung 3).
Bei diesem Ablauf sind bemerkenswerte Storfille und Ab-
weichungen zu beobachten (vgl. Diskussion in [6]). Ande-
rerseits begriindet bei den Erlen (Gattung Alnus) die Wur-
zelsymbiose mit N-bindenden Bakterien offenbar eine be-
sonders Uppige Versorgung, die keine Sparmafinahmen
erfordert: Bei diesen Geholzen fallen die Blitter immer
griin ab.

Gelbe und rote Karte?

Rein quantitativ erklirt das Abzugsmanover der grinen
Blattfarbstoffe aber nur einen Teil des Erscheinungsbil-
des des Herbstlaubes vor allem der Lichtholzarten: Das
priachtige Sattgelb etwa von Spitz-Ahorn, Rot-Buche oder
Schwarz- beziehungsweise Hybrid-Pappel geht auf deutlich
hohere Carotenoidmengen zuriick, als zuvor im sommer-
lich griinen und photosynthetisch aktiven Blatt vorhanden
waren. So ist die Umfédrbung bereits bei den lipophilen
Plastidenpigmenten zumindest anteilig auch eine Frage der
Ausfdrbung unter erginzender Neusynthese. Ein besonde-
rer physiologischer oder 0kologischer Effekt dieser Ausfir-
bung ist kaum zu erkennen. Schattengeholze, die in ihrer
C-Gesamtbilanz weniger beglitert erscheinen, bauen auch
die Kohlenwasserstoffskelette der Carotenoide ab und
sehen, wie etwa die heimischen Holunder-Arten, im Herbst
besonders blass aus.

Fallweise und zum Teil artspezifisch verfirbt sich das
Herbstlaub indessen intensiv rot (Abbildungen 4 und 5).
Dabei beladen sich die Vakuolen der Mesophyllzellen mit
wasserloslichen Pigmenten aus der Stoffklasse der Fla-
vonoide, vor allem mit rotlichen Anthocyanen. Deren Kom-
bination mit den Carotenoiden in den Gerontoplasten lie-
fert auf der makroskopischen Ebene besonders leuchtende
Farben zwischen Orange- und Flammenrot (vgl. Abbildun-
gen 1 und 3).

Auch die Anthocyanbeladung der Vakuolen ist letztlich
eine unniitze und Ressourcen verbrauchende Neusyn-
these. Im Unterschied zur Gelbfirbung durch (verblei-
bende) Carotenoide ist sie geradezu gegenliufig zur syn-
chron stattfindenden Ausriumung der Blitter mit der
Rettung recyclingfihiger N- und P-haltiger Baustoffe. Ver-
mutlich stellt sie eine nicht mehr aufzuhaltende Uber-
schussreaktion dar: Bei der Mobilisierung der gebundenen
N-Reserven spielt das Enzym Phenylalanin-Ammonium-
Lyase eine bedeutende Rolle, das offenbar gleichzeitig den

Zimtsiureweg auf Touren bringt und diesen bis zur End-



station Anthocyan arbeiten lisst [9]. Andererseits antwor-
ten viele Pflanzen mit Anthocyan-Bildung auf besondere
Stress-Situationen, etwa bei Parasitenbefall (viele Blattgal-
len sind kriftig rot) oder an Standorten intensiver Strah-
lungsbelastung bei gleichzeitiger Trockenheit, beispiels-
weise durch vorzeitiges Erroten der sukkulenten Blitter bei
der WeiRen Fetthenne (Sedum album) [3,4]. Bei den
Herbstblittern konnte die zusitzliche Ausstattung der Meso-
phyllzellen mit Anthocyanen einen gewissen Schutz der
noch aktiven Chloroplasten und damit die Bewahrung ihrer
photosynthetischen Restkapazitit bedeuten - auffillig ist
immerhin, dass die Blitter der exponierten duleren Kro-
nenbereiche eine ungleich intensivere Firbung zeigen als
diejenigen im Kroneninneren oder an der Schattenflanke
eines Baumes.

Bei der Bewertung des Phinomens ist jedoch auerdem
zu berticksichtigen, dass Geholze an Standorten mit ver-
gleichsweise kalten Nichten bei hohem Strahlungsangebot
wiithrend der Tage besonders lebhaft umfirben: Berg-Ahorn
(Acer pseudoplatanus) oder Eberesche (Sorbus aucupa-
ria) nahe der Baumgrenze in den Alpen bringen einen tiber-
aus kriftigen Farbakkord zu Stande, wihrend sich das Laub-
werk beider Arten im Tiefland eher unauffillig aus der Som-
mersaison ausklinkt.

Den mitteleuropiischen Gebirgsstandorten klimatisch
vergleichbar sind die Laubwilder in den Neuenglandstaa-
ten, wo das Pigmentaufgebot der Laubgeholze (,indian
summer®) jahrlich einen beachtlichen Blattfirbungstouris-
mus auslost. Neben der Mitsteuerung der Verfirbung durch
den aktuellen Witterungsverlauf ist daran sicherlich auch
eine genetische Komponente beteiligt, denn als Park-
geholze in Mitteleuropa angepflanzte Baumarten wie Am-
berbaum (Liquidambar styraciflua), Tulpenbaum (Lirio-
dendron tulipifera), Zucker-Ahorn (Acer saccharum) oder
Rot-Eiche (Quercus rubra) zeigen generell eine ungleich
priachtigere Gesamtfirbung als vergleichbare heimische
Geholzarten (Abbildung 6) [7].

Blattfarben im Schnelltest

Die nachfolgenden Versuchsanregungen thematisieren
zwar die Firbung von griinen und umgefirbten Laubblit-
tern im Herbst, lassen sich aber auch auf die Untersuchung
von Bliiten- sowie Fruchtpigmenten tibertragen [8]. Sie ori-
entieren rasch dariiber, welche Komponenten der beiden
Blattpigmentierungsysteme (lipochrome oder » chymotro-
pe Farbstoffe) am Erscheinungsbild einer Pflanze beteiligt
sind (Abbildung 7) und beeinhalten insofern einfache qua-
litative Untersuchungen, die eine exakte stoffliche Analytik
nicht ersetzen konnen.

Versuch 1

Trennung von Blattpigmenten im Zweiphasensystem

e Gerite
Reibschale (Morser) mit Pistill, drei Reagenzgliser/
Reagenzglasstinder, Faltenfilter, Glastrichter, Pipetten
(2, 5, 10 ml), Peleusball

BLATTPIGMENTE

ABB. 4 Das intensive Karminrotim

Blattwerk der Jungfernrebe (Partheno-

cissus inserta) ist kaum noch steige-
rungsfahig.

DAS EXPERIMENT

ABB. 6 Die aus Nordamerika stam-
mende Rot-Eiche (Quercus rubra) bringt
ungleich krdftigere Rottone zu Wege
als die heimischen Quercus-Arten.

e Chemikalien
96%iges Ethanol, Aceton, verdiinnte Salzsdure
(0,1 N HCD), Benzin (Feuerzeugbenzin), Quarzsand

e Versuchsobjekt
Kriftig griine sowie bereits gelb-rotlich verfirbte
Blitter beliebiger Laubholz-Arten

e Durchfithrung
Etwa 1-2 g Blattmaterial wird in der Reibschale
zunichst trocken durch Zerreiben mit Quarzsand bis
zur Pulverkonsistenz zerkleinert und anschliefiend mit
3-5 ml 96%igem Ethanol extrahiert. Die erhaltene Lo-
sung (= Rohpigmentlosung) wird liber einen Falten-
filter in ein trockenes, sauberes Reagenzglas filtriert. Sie
sollte so konzentriert sein, dass sie tief dunkelgriin er-
scheint.
Herbstlich bunte Blitter beliebiger Arten (Vorschlag:
Ahorn, Buche, Birke, Essigbaum, Felsenbirne, Jungfern-
rebe, Kirsche, Schneeball) zerkleinert man ebenfalls zu-
vor in der Reibschale und extrahiert sie dann jeweils in
circa 5-10 ml der Mischung Etha-
nol (96%ig) - Aceton - 0,1 N HCI S T
=10:2:0,5. wm
Etwa 2 ml dieser Pigment-Losung 7, -
versetzt man in einem sauberen
Reagenzglas mit circa 2 ml Benzin
und schiittelt vorsichtig um, wo-
bei eine Emulsion mit Tropfchen-
Feinstverteilung moglichst ver-

mieden werden soll. Nach der
grindlichen Vermischung gibt
man aus der Spritzflasche rasch

etwa 5 ml H,O hinzu.

ABB. 5 Einzeln oder gruppenweise
beladen sich die Vakuolen der dicht
stehenden Mesophylizellen im Palisa-
denparenchym mit Anthocyanen.
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ABB.7 | VAKUOLEN-PIGMENTE

lipophile = Plastiden-Pigmente
1 Chloroplasten: Chlorophylle
1 Carotenoide

N \

\ié&&w O )

hydrophile = chymotrope Vakuolen-Pigmente

Flavonoide Betalaine
- Anthocyane [EEIEE - Betacyane [N
— Anthoxanthine ] - Betaxanthine ]

Das farbige Erscheinungsbild eines Pflanzenorgans bestimmen die lipochromen
Plastidenpigmente in Chloroplasten und Chromo- beziehungsweise Gerontoplasten
sowie die chymotropen Vakuolen-Pigmente, die entweder Flavonoide oder Beta-
laine darstellen. In der mitteleuropdischen Gehélzflora sind die letzteren Farbstoffe
allerdings kaum und allenfalls in Bliiten oder Friichten vertreten.

e Beobachtung
Sofort setzt im Reagenzglas nach erneutem Schiitteln
eine Phasentrennung in eine spezifisch leichtere Ober-
phase aus Benzin und eine schwere wissrige Unter-
phase (polar) ein. Damit einher geht eine Verteilung
der Pigmente aus dem Rohextrakt (Abbildung 8). Die
offensichtlich lipophilen (hydrophoben) Blattpigmente
reichern sich innerhalb von Minuten in der apolaren
Benzin-Oberphase an. Die wissrige und daher polare
Unterphase bleibt wegen der eventuell nur unvollstin-
dig ablaufenden Entmischung vorerst noch milchig
triib.
Sofern herbstlich verfirbte Blitter extrahiert wurden,
die grofRere Mengen an Anthocyanen enthalten, ist die
wissrige Phase entsprechend intensiv rotlich verfirbt.

e Deutung und Auswertung
Wie ein Kontrollversuch sofort nachweist, lassen sich
die an der Photosynthese beteiligten Plastidenfarbstoffe
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aus normal griinen Blittern nicht wissrig extrahieren.
Nach ihrem visualisierten Loslichkeitsverhalten sind sie
somit lipophil (hydrophob) - sie liegen in den Chloro-
plasten grundsitzlich in Membranbindung und nicht als
Vakuolenbestandteile vor.
Die aus den Vakuolen stammenden hydrophilen und
chymotropen Blattpigmente wie die Anthocyane oder
andere Flavonoide verbleiben dagegen nach der Pha-
senbildung ausschliesllich in der Unterphase und fir-
ben diese intensiv rot. Je nach verarbeitetem Blattmate-
rial sind auch folgende Verteilungskonstellationen zu
erwarten:

- Sofern die schon deutlich verfirbten Blitter wihrend
der Umfirbung noch restliche Chlorophylle enthal-
ten, weist die lipophile Oberphase je nach Mengen-
anteil lichte oder kriftigere Griinnuancierungen auf,
wihrend die Unterphase die gesamte Fraktion der
Vakuolenpigmente enthilt (,Griin-/Rot-Koalition®,
Abbildung 8 A).

- Viele Arten mit dramatischer Herbstfirbung kombi-
nieren die Farbwirkung von plastidengebundenen
Carotenoiden mit den Anthocyanen in den Vakuolen
der gleichen oder benachbarter Zellen. In diesem Fall
wird das Ergebnis der Zweiphasen-Trennung nach
Ausschiitteln eines Blattextraktes eine farbenfrohe
,Gelb-/Rot-Koalition“ (Abbildung 8 B) sein.

- In der wissrigen Phase ist mit dieser Vorselektion der
Blattpigmente allerdings nur die Gesamtheit aller Fla-
vonoide zu erfassen. Eine Unterscheidung in rotliche
Anthocyane und blassgelbe Anthoxanthine, denen
die Ringsysteme der Flavone oder Flavonole zu
Grunde liegen, ist auf diesem Wege nicht moglich.
Gelb/blassgelb (Abbildung 8 C) gestufte Phasen zei-
gen sich allerdings bei Blittern, zu deren Stoffbestand
auch wasserlosliche Anthoxanthine gehoren, wih-
rend Anthocyane fehlen. Solche Kombinationen sind
vor allem bei Arten von Schattenstandorten zu er-
warten.

Versuch 2

Zerlegung des Chlorophyll-Molekiils durch Verseifung

e Gerite
wie Versuch 1

e Chemikalien
konzentrierte methanolische Kalilauge (KOH) (= gesit-
tigte KOH in 100%igem Methanol), Pigmentextrakt aus
A\

e Durchfithrung
Die chlorophyllhaltige Oberphase aus der Schiitteltren-
nung von Versuch 1 wird mit einer kleinkalibrigen Pi-
pette (Pasteurpipette) vorsichtig abgenommen und in
ein sauberes Reagenzglas Uiberfiihrt. Hier versetzt man
sie anschlieBend mit etwa 1 ml methanolischer KOH
und schiittelt kraftig durch.
Nachdem sich der Ansatz dabei kurzzeitig briunlich
verfirbt hat, kehrt innerhalb von etwa einer Minute



eine kriftige Griintonung zuriick - das kurzfristig gebil-
dete » Phaeophytin wird nun zum » Chlorophyllid. Jetzt
gibt man wiederum wie bei Versuch 1 etwa 3-5 ml H,O
aus der Spritzflasche hinzu.

Beobachtung

Sofort erfolgt nach dieser Fraktionenmischung eine er-
neute Trennung in eine lipophile (hydrophobe) Ober-
und eine hydrophile (lipophobe) Unterphase ein. Im
Unterschied zu Versuch 1 zeigt sich nunmehr als Ver-
suchsergebnis, dass die aus Benzin bestehende Ober-
phase nur noch geloste gelbliche Pigmente enthilt,
wihrend die wissrige Unterphase kriftig hellgriin ge-
farbt ist (Abbildung 9).

Deutung/Auswertung

Die farbgebende Baugruppe der Chlorophyllmolekiile,
das Tetrapyrrol- beziehungsweise Porphyrin-Ringsys-
tem, verhilt sich nach Abtrennung des langkettigen li-
pophilen Phytols durch Verseifung der Esterbindung
mit dem Propionsiurerest von Ring III {iberraschend
hydrophil und tritt daher bereitwillig in die wissrige
Phase iiber (Abbildung 10). Der lipophile Bauteil
Phytol, der unsichtbar in der Benzinphase verbleibt,
dominiert das lipophile Verhalten des Chlorophyll-
Gesamtmolekiils und leistet im Wesentlichen seine Ver-
ankerung in der Lipidschicht der Thylakoidmembran
sowie die Zusammenfithrung zu den Lichtsammel-
komplexen der Photosysteme. Die Ringstruktur des
Chlorophylls positioniert die Molekiile auf der hydro-
philen Membranaulenseite (= Stromaseite) des Chloro-
plasten.

Die ebenfalls in der lipophilen Oberphase versammel-
ten Carotenoide, die von der methanolischen KOH
nicht verindert wurden, geben einen ersten Eindruck
von den in normal griinen Blittern enthaltenen Mengen
an Gelbpigmenten.

Versuch 3

Demonstration der Chlorophyll-Fluoreszenz

Gerite

Diaprojektor (mit Halogenleuchte), Kantenprisma zur
Spektralzerlegung von Licht, Auffangschirm aus
weiflem Karton, Stativmaterial

Chemikalien

Blattextrakt aus Versuch 1

Durchfiihrung:

Etwa 2-3 ml der Pigmentlosung gibt man in ein saube-
res und trockenes (!) Reagenzglas und verdinnt mit
96%igem Ethanol eventuell soweit, dass das Projektor-
licht hindurchtreten kann.

Beobachtung

Im unverinderten Lichtkegel des Projektors (= Anre-
gungslicht) ist bei seitlicher Betrachtung im abgedun-
kelten Raum eine eindrucksvolle Rotfluoreszenz der
Chlorophylle zu erkennen. Der Effekt ist betrichtlich
zu steigern, wenn man in den Strahlengang des Projek-
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ABB. 8 | PIGMENTTRENNUNG IN ZWEIPHASENGEMISCHEN

A B C

Benzin-Oberphase
mit Chlorophyllen und|
oder Carotenoiden

Wissrige Unterphase
mit Anthocyanen

b

A bei Anwesenbheit restlicher intakter Chloroplasten neben Vakuolenpigmenten,
B nach Umwandlung der Chloroplasten zu Gerontoplasten und Vakuolenbeladung
mit Anthocyanen, C Gerontoplasten neben Anthoxanthinen in der Vakuole.

ABB.9 | PIGMENTTRENNUNG IN ZWEIPHASENGEMISCHEN

A B Methanalische
KOH

Lipophile Benzin-
Oberphase

Wassrige (hydrophile)
Unterphase

o

A Ethanolischer Rohextrakt nach Ausschiitteln mit Benzin, B lipophile Fraktion nach
Behandlung mit methanolischer KOH (vgl.Versuche 1 und 2).

tors - etwa in den Diaschlitten - einen Blaufilter (Ko-

baltglas 0.4.) bringt.

Blaufilter schneiden bekanntlich den lingerwelligen

Anteil des Spektrums auf3erhalb ihrer Eigenfirbung

durch Absorption weg. Das in der Chlorophyll-Losung

auftretende Rotsignal muss demnach seine Anregung

aus dem eingestrahlten kurzwelligen Wellenband bezie-

hen.

e Deutung/Auswertung

Dieser Versuch verdeutlicht, dass die Lichtabsorption

im lebenden Blatt der Energiebereitstellung fiir

die nachgeschalteten Stoffumwandlungsreaktionen des
Bassham-Calvin-Zyklus (CO,-Bindung und -Reduktion)

dient. Im Extrakt sind die Energie fortleitenden Struk-
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turen der Thylakoidmembran auf-
grund der Extraktionsvorginge
zerstort. Einen Teil der nach wie
vor absorbierbaren
chen (= kurzwelligen) Anregungs-
strahlung geben die gelosten Chlo-

energierei-

rophyll-Molekiile mit gewissem
Energieverlust und deswegen als
lingerwelliges (= energieirmeres)
Fluoreszenzlicht wieder ab. Des-
sen Emissionsmaximum liegt bei
685 nm. Dieser Effekt fillt insbe-
sondere bei sehr kurzwelliger An-
regungsstrahlung so stark aus,
dass man damit noch sehr geringe
Chlorophyllmengen (beispielswei-
se bei kriminaltechnischen Unter-
suchungen) nachweisen kann.
Anschlussversuch

Aus einer Pasteurpipette gibt man
- wihrend das Reagenzglas mit
dem Blattrohextrakt im Strahlen-
gang bleibt und seine prichtige
Chlorophylifluoreszenz zeigt -
tropfenweise circa 1 ml H,O hin-
zu. Sofort erlischt das Fluoreszenz-
signal irreversibel
effect): Die von den Pigmentmo-

(quenching

lekiilen reemittierte Energie wird
in nunmehr hydrophiler Umge-
bung von den Wasser-Dipolen als
Wirme dissipiert.

Versuch 4

Papierchromatographische Trennung

lipophiler Blattpigmente
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ABB. 10 Struktur der
Chlorophylle a und b.
L]
Stopfen
Reagenzglas
Papierstreifen
B-Caroten
Xanthophylle
L]
[-—— Chlorophylla
Chlorophyll b
—— Startzone
Laufmittel-
Gemisch

ABB. 11 Papierchromatographische
Trennung lipophiler Blattpigmente im
Reagenzglas (vgl.Versuch 4).
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Gerite

Stativmaterial, groes Reagenzglas
(50 ml) mit Korkstopfen und ha-
kenformig aufgebogener Biiro-
klammer, Chromatographie-Papier
(Whatman No. 1 oder Schleicher
& Schiill 2043b Mgl), auf Streifen
von circa 12 X 1,5 cm zugeschnit-
ten, Becherglas (25 ml)
Chemikalien

Trenngemisch (Laufmittel): Petrol-
ether (Siedebereich 40-60 °C) :
Petrolether (Siedebereich 50-70
°C) : Aceton (100%ig) =8 :2: 1,6;
Pigmentgesamtextrakt aus Ver-
such 1

Durchfiihrung

Das 50 ml-Reagenzglas befestigt

man an einem Stativ und hingt

Nr. 5

den fertig zugeschnittenen Streifen Chromatographie-
Papier mithilfe einer aufgebogenen Biiroklammer an ei-
nem Korkstopfen auf. Am Reagenzglas markiert man
mit Filzschreiber einen Fiillstrich etwa 3 mm oberhalb
der Papierunterkante - bis zu dieser Markierung fiillt
man nach Entnahme des Papierstreifens das benannte
Trenngemisch ein.

Der von Versuch 1 verbliebene Blattrohextrakt wird
nun in ein kleines Becherglas (10 ml) umgefiillt. Das
Chromatographie-Papier taucht man nun kurz in diese
Pigmentlosung, so dass eine etwa 10 mm breite Start-
zone entsteht. Nach kurzer Zwischentrocknung wird
dieser Vorgang noch einmal wiederholt.

Der vollig trockene (1), pigmentbeladene Papierstreifen
wird nun vorsichtig und ohne Kontakt zur Gefiwand
in das mit Trenngemisch beschickte Reagenzglas
gehidngt, dass die Startzone nur mit ihren unteren
2-3 mm in das Laufmittel reicht.

Beobachtung

Synchron mit dem raschen Laufmittelaufstieg im Pa-
pierstreifen setzt die unmittelbar zu verfolgende Tren-
nung des Blattextraktes ein. Diese benotigt nur wenige
Minuten. Die Reihenfolge der deutlich erkennbaren
Farbzonen wird im Versuchsprotokoll notiert.
Deutung/Auswertung

Wie die deutlich getrennten Farbzonen auf dem Papier-
streifen zu erkennen geben (Abbildung 11), sind im Ro-
hextrakt der Blitter verschiedene Pigmentgruppen ent-
halten. Das hier gewihlte Trennsystem sortiert sie auf
dem Chromatographiepapier nach dem Grad ihrer Li-
pophilie: Reine Kohlenwasserstoffe wie das in geringen
Mengen immer vorhandene B-Caroten laufen mit der
Laufmittelfront. In deutlichem Abstand folgen die sau-
erstoffhaltigen Xanthophylle (wie etwa Lutein, Zeaxan-
thin, Violaxanthin u.a.), die in diesem System nicht wei-
ter zu trennen sind. Die Trennbarkeit der beiden farb-
lich unterschiedlichen Chlorophylle (blaugriines
Chlorophyll a und gelbgriines Chlorophyll b) beruht
nur auf einem einzigen Sauerstoffatom in einer funktio-
nellen Gruppe am Ring I. Etwaige im Extrakt vorhan-
dene hydrophile Blattfarbstoffe wie die Anthocyane
verharren jeweils in der Startzone.

Versuch 5

Diinnschichtchromatographie lipophiler Blattpigmente

Gerite

DC-Platten (mit Kieselgel beschichtet, beispielsweise-
Merck Nr. 5721 oder Riedel-de Haen Nr. 37600), Trenn-
kammer fiir DC-Platten im Format 20 X 20 cm, Glaska-
pillaren oder Pipettenspitzen aus Kunststoff
Chemikalien

Trenngemisch (Laufmittel): Benzin (= Petrolether, Sie-
debereich 100-140 °C) - 2-Propanol - Chloroform -
Wasser = 90 : 10 : 70 : 0,3 (2-Propanol und H,O zuerst
mischen!)



BLATTPIGMENTE

DAS EXPERIMENT

e Anschlussversuch
Dieses Verfahren eignet sich her-
vorragend zur scharfbandigen Auf-
trennung auch von Bliiten- oder
Fruchtextrakten, die sehr zahlrei-
che Carotenoide beziehungsweise
ihre Derivate (Glykoside) enthal-
ten. Als besonders eindrucksvoll

erweisen sich die so genannten Se- ABB. 13 Dieinder heimischen Flora

seltene, allerdings in Zierteichen
héufige Wassernuss ( Trapa natans)
zieht zum Saisonende alle farblichen
Register.

kundircarotenoide in Aceton-Ex-
trakten aus kiichentiblichem Pa-

prikapulver oder getrockneten
¥ S o : Tomaten. Ferner kann man die
ABB. 12 Farnpflanzen mit sommergriinen Megaphyllen zei-
gen im Allgemeinen keine betonte Herbstfirbung. Der Adler-
farn (Pteridium aquilinum) ist eher eine Ausnahme.

beschriebenen Trennungen im
Halbmikromaf3stab auch an Ob-

jekttrigern durchfiihren, die mit Kieselgel G (beispiels-
weise Merck Nr. 7736) nach dem Eintauchverfahren be-
schichtet wurden.

Versuch 6
Diinnschichtchromatographie hydrophiler Blattpigmente

e Durchfithrung
Die Blattextrakte von Versuch 1 werden in 2 cm Ab-

stand vom unteren Plattenrand mit einer Mikropipette e Gerite

oder Kapillare streifenformig auftragen, ohne dass die
Sorptionsschicht dabei nennenswert zerstort wird.
Fiir den Direktvergleich von Pigmentextrakten aus un-
terschiedlichem Pflanzenmaterial wihlt man strichfor-
mige Auftragungen von etwa 3-5 cm Breite.
Die Trenndauer der Kieselgel-Platten im beschriebenen
Laufmittelsystem nimmt etwa 60 min in Anspruch.
Beobachtung
Die mit klarem Abstand zueinander aufgetrennten Farb-
stoffzonen lassen sich den benannten Pigmentklassen
aus den Versuchen 1 und 4 zuordnen, wobei in diesem
Fall zusitzlich eine Unterscheidung verschiedener Xan-
thophylle (ohne weitere Detailcharakterisierung) mog-
lich ist.

GLOSSAR

DC-Platten (mit Cellulose beschichtet, beispielsweise
Macherey & Nagel MN 300), Trennkammer fiir DC-Plat-
ten im Format 20 X 20 cm oder 5 X 20 c¢m, Glaskapilla-
ren oder Pipettenspitzen aus Kunststoff

Chemikalien

Trenngemisch (Laufmittel): n-Butanol - Essigsiure -
H,O0=90:15:30

Durchfiihrung

Die aus der Vorreinigung eines Gesamtextraktes durch
Zweiphasen-Gemische (Versuch 1) gewonnene Frak-
tion der Vakuolenfarbstoffe wird in 2 cm Abstand vom
unteren DC-Plattenrand mit einer Mikropipette oder
Kapillare streifenformig auftragen. Nach Antrocknung
der aufgetragenen Pigmentextrakte stellt man die DC-

Antennenpigmente: Komponenten der Lichtsammelzentren (,Antennen®)
in den Chloroplasten zur Absorption und Weiterleitung von Lichtenergie.

Rp-Werte: In der Chromatographietechnik verwendete MaRzahl zur Kenn-
zeichnung der Wanderungsgeschwindigkeit eines Stoffes, meist angegeben
als Quotient aus der Distanz Startlinie-Laufmittelfront : Startlinie-Substanz-

Bassham-Calvin-Zyklus: reduktiver Pentosephosphat-Zyklus, Reaktions- e

folge mit Einbau von CO, in ein Akzeptormolekiil und anschlieBender Reduk-
tion zum Kohlenhydrat und Regeneration des CO,-Akzeptors. Sorptionsschicht: Stationdre Phase (porése, trennende Schicht) in der

Chlorophyllid: Nach der hydrolytischen (in vivo durch Chlorophyllase kata- Bluichicipizerelie

lysierten) Abspaltung der Phytol-Seitenkette an Ring IV aus dem Chlorophyll-
molekiil hervorgegangener Rest.

Zimtsdureweg: Zimtsdure (= einfachste aromatische Monocarbonsdure,
leitet sich von der Aminosdure Phenylalanin ab) ist die biosynthetische Vor-
stufe zahlreicher pflanzlicher Phenolverbindungen, darunter auch von Bau-

chymotrop: Chymotrope Farbstoffe (= Chymochrome) sind die im Zellsaft T M T

(Vakuole) gelosten Vertreter der Flavonoide und Betalaine.

Phaeophytin: Durch Abspaltung des Mg-Zentralatoms entstandenes Ab-
bauprodukt des Chlorophylls.

Nr. 5 | 32.]Jahrgang 2002 | Biologie in unserer Zeit | 325



326

Platte in das angegebene Laufmittelgemisch. Die Trenn-
dauer in diesem System nimmt etwa 1-2 Stunden in An-
spruch.
e Beobachtung
Die hydrophilen Herbstblattpigmente trennen sich je
nach Herkunft in mehrere Farbstoffzonen, aber hiufig
mit nur einer Hauptkomponente auf, deren genauere
Charakterisierung im Rahmen dieser Versuchsvor-
schlige keine Rolle spielt. Ebenso bleiben hier die even-
tuell vorhandenen Anthoxanthine unbertiicksichtigt. Im
Rohextrakt vorhandene lipophile Pigmente verbleiben
auf der Startzone.
e Deutung/Auswertung
Sollten Blitter von Pflanzen mit der Betalain-Alternative
der Vakuolenbeladung ausgewihlt worden sein (bei-
spielsweise Blattstiele beziehungsweise Blatthauptrip-
pen der Rote Bete (Beta vulgaris), ist mit diesem DC-
Verfahren eine zuverlissige Unterscheidung zu den
Anthocyanen moglich: Wihrend diese Flavonoide
durchweg grofiere » ReWerte aufweisen und auf der
DC-Platte weit aufsteigen, bewegen sich die Betalaine
nur wenige Millimeter von der Startzone weg. Unter
den heimischen oder hiufig angepflanzten Geholzen
finden sich keine Arten, die in ihren Laubblittern Be-
talaine fiithren.
Die vergleichende Umschau unter den Pflanzen im Herbst
orientiert dariiber, dass saisonal bedingte Blattverfirbun-
gen nicht ausschlies3lich auf die Geholze beschrinkt sind,
auch wenn diese landschaftsphysiognomisch am wirksam-
sten sind. Wenige Farne wie der Adlerfarn (Pteridium
aquilinum) wandeln ihren Plastidenbestand in fahlgelbe
Gerontoplasten um (Abbildung 12), wihrend auch unge-
wohnliche Stauden wie die Wassernuss (Trapa natans)
eine lebhafte Herbstfirbung mit vollem Pigmentprogramm
zeigen (Abbildung 13).

Zusammenfassung

Das imposante herbstliche Farbspektakel unmittelbar vor
dem Blattfall fordert geradezu zu einer genaueren Beschdf-
tigung mit den auffdlligen Pigmentierungsphdnomenen
heraus. In vergleichsweise einfachen und wenig aufwéndigen
Versuchen zur Extraktion und Trennung ist eine sortierende
Kennzeichnung der beteiligten Pigmentklassen (Chlorophyl-
le, Carotenoide, Anthocyane und Betalaine) méglich.
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