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Bunter Abfall
Farborgien im Herbstlaub

Fragestellung

Zu Beginn und gegen Ende der Vegeta-
tionsperiode inszeniert die heimische Ge-
hélzflora ein beachtliches Farbspektakel:
Der Laubaustrieb im Fruhjahr [6st mit sei-
nen animativen Grinnuancen die winterli-
che Graubraun-Monochromie ab, und vor
dem herbstlichen Blattfall stellen die
sommergrinen Straucher und Baume ihr
Erscheinungsbild uniibersehbar auf eine
vielstufige farbliche Bandbreite zwischen
verhaltenem Kéasegelb und flammendem
Karminrot um - eine klare Einladung, den
Blattfarbstoffen einmal genauer nachzu-
gehen: In vergleichsweise einfachen und
wenig aufwéndigen Versuchen zur Ex-
traktion und Trennung ist eine sortierende
Kennzeichnung der beteiligten Pigment-
klassen (Chlorophylle, Carotinoide,
Anthocyane und Betalaine) moglich.

Zum Hintergrund

Schon allein die fast bis zur Aufdringlich-
keit gesteigerte Farbigkeit mancher Ge-
hdlze bietet zweifellos genligend Anreiz,
die enorme Buntheit nicht nur als dekora-
tive Beigabe der Herbstwochen und somit
ausschlief3lich visuell zur Kenntnis zu
nehmen. Zusatzlich ware auch der biolo-
gische Hintergrund der in der Phanologie
der betreffenden Arten offensichtlich fest
verankerten Umféarbeereignisse und vor
allem die Bedeutung der geradezu dra-
matischen, in vergleichsweise kurzer Zeit
ablaufenden Veranderungen zu klaren.
Diese Thematik erweitert eine zunachst
vielleicht nur als trivial empfundene Natur-
erfahrung um wesentliche Informationen
und kann diese erforderlichenfalls bis in
die molekulare Dimension vertiefen. Zum
anderen bieten die hier vorgeschlagenen
und ohne nennenswerten technischen
Aufwand durchzufiihrenden Einzelexperi-
mente in ihren Ergebnissen ebenso viel
Farbigkeit wie der Gegenstand der Be-
trachtung selbst.

PlanméaRige Inszenierung
Die enge zeitliche Koppelung der herbstli-
chen Laubfarbung mit dem Zeitpunkt des

planméaRigen Blattabwurfs verdeutlicht,
dass die Umfarbeereignisse in den Blat-
tern in ursachlichem Zusammenhang zu
sehen sind mit dem klimakteriellen Stoff-
wechsel der seneszenten und absehbar
auszurangierenden Blattmasse [1-3, 9].
Wichtiges Signal fur die saisonal vordik-
tierte Winterruhe [4] ist die abnehmende
Tageslange, welche die photoreaktiven
Pflanzenteile planmal3ig unter Kurztagbe-
dingungen setzt. Bei Laubgehdélzen, die
dagegen kunstlich unter einem wirksamen
Langtagregime verbleiben wie etwa ein-
zelne Kronensegmente von Stral3enbau-
men im direkten Lichtkegel der StralRen-
beleuchtung, bleibt das photoperiodisch
vermittelte Schaltereignis aus. Die Blatter
der betreffenden Zweigbereiche sind -
sofern zuvor keine strengen Nachtfroste
eintreten - auch noch bis weit in den De-
zember grin und weisen dabei sogar
photosynthetische Aktivitat auf.

Allgemeiner Konsens in der Bewertung
der herbstlichen Laubfarbung ist, dass die
winterkahlen Gehdélze vor der endgtltigen
Verabschiedung ihrer sommerlichen Pro-
duktionsorgane eine Art Materialrecycling
einleiten, dazu einen grof3en Teil an N-
und P-Komponenten aus dem Stoffbe-
stand der Mesophylizellen exportieren und
diesen den Depots zufiihren. Bei Gehdl-
zen kommen dafir vor allem die paren-
chymatischen Markstrahlen in Betracht.
Auffalliges aul3eres Zeichen dieser Rick-
rufaktion ist der innerhalb weniger Tage
vollzogene Abbau von Chlorophyll, wah-
rend die in den Chloroplasten als photo-
synthetische Antennenpigmente vorhan-
denen Carotinoide vor Ort verbleiben. Sie
stellen jetzt den Pigmentbestand der
Blattplastiden, die nunmehr als Geron-
toplasten (friher: Chromoplasten) be-
zeichnet werden. Das Ergebnis sind
warmtonig gelb verfarbte Walder. Die Lo-
gistik der Stoffverlagerung bildet sich im
Blatt ab: Zuné&chst verfarben sich die
Randbereiche, wahrend die Saume ent-
lang der Leitgewebestrange (Blattnerven)
zunéchst noch grin bleiben Bei diesem
Ablauf sind bemerkenswerte Storfalle und
Abweichungen zu beobachten (vergleiche
Diskussion in [5]). Andererseits begrindet
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bei den Erlen (Gattung Alnus) die Wurzel-
symbiose mit N-bindenden Bakterien of-
fenbar eine besonders lppige Versor-
gung, die keine SparmalRnahmen erfor-
dert: Bei diesen Geholzen fallen die Blat-
ter immer grin ab.

Gelbe und rote Karte?

Rein quantitativ erklart das Abzugmanover
der griinen Blattfarbstoffe aber nur einen
Teil des Erscheinungsbildes des Herbst-
laubes vor allem der Lichtholzarten: Das
prachtige Sattgelb etwa von Spitz-Ahorn,
Rot-Buche, Schwarz- oder Hybrid Pappel
geht auf deutlich hohere Carotinoidmen-
gen zurtick, als zuvor im sommerlich gru-
nen und photosynthetisch aktiven Blatt
vorhanden waren. So ist die Umfarbung
bereits bei den lipophilen Plastidenpig-
menten zumindest anteilig auch eine
Frage der Ausfarbung unter erganzender
Neusynthese. Ein besonderer physiologi-
scher oder 6kologischer Effekt dieser
Ausfarbung ist kaum zu erkennen. Schat-
tengeholze, die in ihrer C-Gesamtbilanz
weniger begitert erscheinen, bauen auch
die Kohlenwasserstoffskelette der Caroti-
noide ab und sehen, wie etwa die heimi-
schen Holunder-Arten, im Herbstaspekt
besonders blass aus. Fallweise und zum
Teil artspezifisch verfarbt sich das
Herbstlaub indessen intensiv rot (Abbil-
dung 2). Dabei beladen sich die Vakuolen
der Mesophyllzellen in nennenswertem
Mafl3e mit wasserloslichen Pigmenten aus
der Stoffklasse der Flavonoide, vor allem
mit rétlichen Anthocyanen. Deren Kombi-
nation mit den Carotinoiden in den Geron-
toplasten liefert auf der makroskopischen
Ebene besonders leuchtende Farbstellun-
gen zwischen Orange- und Flammenrot
(Abbildung 1).

Auch die Anthocyanbeladung der Vakuo-
len ist letztlich eine unniitze und Ressour-
cen verbrauchende Neusynthese. Im Un-
terschied zur Gelbfarbung durch (verblei-
bende) Carotinoide ist sie geradezu ge-
genlaufig zur synchron stattfindenden
Ausraumung der Blatter mit der Rettung
recyclingfahiger N- und P-haltiger Bau-
stoffe. Vermutlich stellt sie eine nicht mehr
aufzuhaltende Uberschussreaktion dar:

Bei der Mobilisierung der gebundenen N-
Reserven spielt das Enzym Phenylalanin
Ammonium-Lyase eine bedeutende Rolle,
das offenbar gleichzeitig den Zimtsaure-
weg auf Touren bringt und diesen bis zur
Endstation Anthocyan arbeiten lasst [6].

o

Abbildung 1:. Schritt fur Schritt: Die Hauptrouten fir
den Materialriicktransport bleiben am langsten
funktionell

Abbildung 2:. Das intensive Anthocyan-Karminrot im
Blattwerk der Jungfernrebe (Parthenocissus inserta) ist
kaum noch steigerungsféhig

Andererseits antworten viele Pflanzen mit
Anthocyan-Bildung auch auf besondere
Stress-Situationen, etwa bei Parasiten-
befall (viele Blattgallen sind kraftig rot)
oder an Standorten intensiver Strahlungs-
belastung bei gleichzeitiger Trockenheit
(vorzeitiges Erroten der sukkulenten Blat-
ter etwa von Sedum album) [3, 4]. Bei den
Herbstblattern konnte die zusatzliche
Ausstattung der Mesophyllizellen mit
Anthocyanen einen gewissen Schutz der
noch aktiven Chloroplasten und damit die
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Bewahrung ihrer photosynthetischen
Restkapazitat bedeuten - auffallig ist im-
merhin, dass die Bléatter der exponierten
aulReren Kronenbereiche eine ungleich
intensivere Farbung zeigen als diejenigen
im Kroneninneren oder an der Schatten-
flanke eines Baumes.

Bei der Bewertung des Ph&dnomens ist je-
doch auBerdem zu berlcksichtigen, dass
Geholze an Standorten mit vergleichs-
weise kalten Nachten bei hohem Strah-
lungsangebot wahrend der Tage beson-
ders lebhaft umfarben: Berg-Ahorn (Acer
pseudoplatanus) oder Eberesche (Sorbus
aucuparia) nahe der Baumgrenze in den
Alpen bringen einen Uberaus kraftigen
Farbakkord zu Stande, wahrend sich das
Laubwerk beider Arten im Tiefland eher
unauffallig aus der Sommersaison aus-
Klinkt.

Den mitteleuropaischen Gebirgsstandor-
ten klimatisch vergleichbar sind die Laub-
walder in den Neuenglandstaaten, wo das
Pigmentaufgebot der Laubgehoélze ("in-
dian summer") jahrlich einen beachtlichen
Blattfarbungstourismus auslost. Neben
der Mitsteuerung der Verfarbung durch
den aktuellen Witterungsverlauf ist daran
sicherlich auch eine genetische Kompo-
nente beteiligt, denn als Parkgeholze in
Mitteleuropa angepflanzte Baumarten wie
Amberbaum (Liquidambar styraciflua),
Tulpenbaum (Liriodendron tulipifera), Zu-
cker-Ahorn (Acer saccharum) oder Rot-Ei-
che (Quercus rubra) zeigen generell eine
ungleich prachtigere Gesamtfarbung als
vergleichbare heimische Gehdlzarten
(siehe [7]). Die vergleichende Umschau
unter den Pflanzen im Herbst orientiert
zusatzlich dariber, dass saisonal bedingte
Blattverfarbungen nicht ausschlief3lich auf
die Geholze beschrénkt sind, auch wenn
diese landschaftsphysiognomisch am
wirksamsten sind. Wenige Farne wie der
Adlerfarn (Pteridium aquilinum) wandeln
ihren Plastidenbestand in fahlgelbe Ge-
rontoplasten um, wahrend auch unge-
wohnliche Stauden wie die Wassernuss
(Trapa natans) eine lebhafte Herbstfar-
bung mit vollem Pigmentprogramm zei-
gen.

Blattfarben im Schnelltest

Die nachfolgenden Versuchsanregungen
thematisieren zwar die Farbung von gru-
nen und umgefarbten Laubblattern im
Herbst, lassen sich aber analog auch auf
die Untersuchung von Bluten- sowie
Fruchtpigmenten Ubertragen [8]. Sie ori-
entieren rasch daruber, welche Kompo-
nenten der beiden Blattpigmentierung-
systeme (lipochrome oder chymotrope
Farbstoffe) am Erscheinungsbild einer
Pflanze beteiligt sind, beinhalten insofern
einfache qualitative Untersuchungen, die
eine exaktere stoffliche Analytik nicht er-
setzen kénnen.

Versuch 1:

Trennung von Blattpigmenten im Zwei-
phasensystem

Gerate: Reibschale (Morser) mit Pistill, 3
Reagenzglaser (RG), Reagenzglasstan-
der, Faltenfilter, Glastrichter, Pipetten (2,
5, 10 Milliliter), Peleusball

Chemikalien: 96 prozentiges Ethanol,
Aceton (unverdinnt), verdiinnte Salzsaure
(0,1 N HCI), Benzin (Feuerzeugbenzin),
Quarzsand

Versuchsobjekt: Kraftig griine sowie be-
reits herbstlich gelb-rétlich verfarbte Blat-
ter beliebiger Laubholz-Arten

Zeitbedarf: circa 10 Minuten

Durchfihrung

Etwa ein bis zwei Gramm Blattmaterial
wird in der Reibschale zunachst trocken
durch Zerreiben mit Quarzsand bis zur
Pulverkonsistenz zerkleinert und
anschlieBend mit 3 bis 5 Millilitern 96
prozentigem Ethanol extrahiert. Die
erhaltene Losung (= Rohpigmentlésung)
wird Uber ein Faltenfilter in ein trockenes,
sauberes Reagenzglas (RG) filtriert. Sie
sollte so konzentriert sein, dass sie tief
dunkelgrin erscheint. Herbstlich bunte
Blatter beliebiger Artherkunft (Vorschlag:
Ahorn, Buche, Birke, Essigbhaum,
Felsenbirne, Jungfernrebe, Kirsche,
Schneeball) zerkleinert man ebenfalls
zuvor in der Reibschale und extrahiert sie
dann jeweils in circa 5 bis 10 Milliliter der
Mischung Ethanol (96 prozentig) : Aceton
:0,INHCI=10:2:0,5.



Etwa zwei Milliliter dieser Pigment-L6sung
versetzt man in einem sauberen RG mit
circa zwei Milliliter Benzin und schittelt
vorsichtig um, wobei eine Emulsion mit
Tropfchen-Feinstverteilung moglichst
vermieden werden soll. Nach der
grindlichen Vermischung gibt man aus
der Spritzflasche rasch etwa 5 Milliliter
H20 hinzu.

Beobachtung

Sofort setzt im RG nach erneutem Schiit-
teln eine Phasentrennung in eine spezi-
fisch leichtere Oberphase aus Benzin und
eine schwerere wassrige Unterphase
(polar) ein. Damit einher geht eine Vertei-
lung der Pigmente aus dem Rohextrakt.
Die offensichtlich lipophilen (hydrophoben)
Blattpigmente reichern sich innerhalb von
Minuten in der apolaren Benzin-Ober-
phase an (Abbildung 3). Die wassrige und
daher polare Unterphase bleibt wegen der
eventuell nur unvollstéandig ablaufenden
Entmischung vorerst noch milchig trib.
Sofern herbstlich verfarbte Blatter extra-
hiert wurden, die groRere Mengen an
Anthocyanen enthalten, ist die wassrige
Phase entsprechend intensiv rétlich ver-
farbt.

A B &

Benzin-Oberphase
mit Chlorophyllen und/
oder Carotenoiden

Wassrige Unterphase
mit Anthocyanen
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Abbildung 3. Pigmenttrennung in Zweiphasen-
gemischen. (A) bei Anwesenheit restlicher intakter
Chloroplasten neben Vakuolenpigmenten, (B) nach
Umwandlung der Chloroplasten zu Gerontoplasten und
Vakuolenbeladung mit Anthocyanen, (C) Gerontoplasten
neben Anthoxanthinen in der Vakuole.

Erlauterung

Wie ein Kontrollversuch sofort nachweist,
lassen sich die an der Photosynthese be-
teiligten Plastidenfarbstoffe aus normal
grinen Blattern nicht wassrig extrahieren.
Nach ihrem visualisierten Léslichkeitsver-
halten sind sie somit lipophil (hydrophob) -
sie liegen in den Chloroplasten grundsatz-

lich in Membranbindung und nicht als Va-
kuolenbestandteile vor.

Die aus den Vakuolen stammenden
hydrophilen und chymotropen Blattpig-
mente wie die Anthocyane oder andere
Flavonoide verbleiben dagegen nach der
Phasenbildung ausschlieRlich in der Un-
terphase und farben diese intensiv rot. Je
nach verarbeitetem Blattmaterial sind
auch folgende Verteilungskonstellationen
Zu erwarten:

e Sofern die schon deutlich verfarbten
Blatter wahrend der Umfarbung noch
restliche Chlorophylle enthalten, weist
die lipophile Oberphase je nach Men-
genanteil lichte oder kraftigere Grinnu-
ancierungen auf, wahrend die Unter-
phase die gesamte Fraktion der Vaku-
olenpigmente enthalt ("Grin-/Rot-Koali-
tion") (Abbildung 3 (A)).

e Viele Arten mit dramatischer Herbstfar-
bung kombinieren die Farbwirkung von
plastidengebundenen Carotenoiden mit
den Anthocyanen in den Vakuolen der
gleichen oder benachbarten Zellen. In
diesem Fall wird das Ergebnis der
Zweiphasen-Trennung nach Ausschiit-
teln eines Blattextraktes eine farben-
frohe "Gelb-/Rot-Koalition" sein (Abbil-
dung 3 (B)).

¢ In der wassrigen Phase ist mit dieser
Vorselektion der Blattpigmente aller-
dings nur die Gesamtheit aller Flavo-
noide zu erfassen. Eine Unterschei-
dung in rétliche Anthocyane und blass-
gelbe Anthoxanthine, denen die Ring-
systeme der Flavone oder Flavonole zu
Grunde liegen, ist auf diesem Wege
nicht maglich. Gelb/blassgelb gestufte
Phasen zeigen sich allerdings bei Blat-
tern, zu deren Stoffbestand auch was-
serldsliche Anthoxanthine gehdren,
wéahrend Anthocyane fehlen. Solche
Kombinationen sind vor allem bei Arten
von Schattenstandorten zu erwarten.



Versuch 2:

Zerlegung des Chlorophyll-Molekils
durch Verseifung

Gerate: wie Versuch 1

Chemikalien: konzentrierte methanolische
Kalilauge (KOH) (= gesattigte KOH in 100
prozentigem Methanol), Pigmentextrakt
aus Versuch 1

Zeitbedarf: 5 Minuten

Durchfihrung

Die chlorophyllhaltige Oberphase aus der
Schitteltrennung von Versuch 1 wird mit
einer kleinkalibrigen Pipette (Pasteurpi-
pette) vorsichtig abgenommen und in ein
sauberes RG uberfuhrt. Hier versetzt man
sie anschlielBend mit etwa einem Milliliter
methanolischer KOH und schittelt kréftig
durch.

Nachdem sich der Ansatz dabei kurzzeitig
braunlich verfarbt hat, kehrt innerhalb von
etwa einer Minute eine kraftige
Grinténung zurick - das kurzfristig
gebildete Phaeophytin wird nun zum
Chlorophyllid. Jetzt gibt man wiederum
wie bei Versuch 1 etwa 3 bis 5 Milliliter
H20 aus der Spritzflasche hinzu.

Beobachtung
Sofort erfolgt nach dieser Fraktionenmi-
schung eine erneute Trennung in eine li-
pophile (hydrophobe) Ober- und eine
hydrophile (lipophobe) Unterphase ein. Im
Unterschied zu Versuch 1 zeigt sich nun-
mehr als Versuchsergebnis, dass die aus
Benzin bestehende Oberphase nur noch
geldste gelbliche Pigmente enthalt, wah-
rend die wassrige Unterphase kraftig hell-
grUQ gefarbt ist (Abbildung 4)5}

KOH

Lipophile Benzin-
Oberphase

|
|

Wissrige (hydrophile) ‘
Unterphase

_ A

Abbildung 4:. Pigmenttrennung in Zweiphasenge-
mischen. (A) ethanolischer Rohextrakt nach
Ausschiitteln mit Benzin, (B) lipophile Fraktion nach

Methanolische

Behandlung mit methanolischer KOH (vergleiche
Versuche 1 und 2).

Die farbgebende Baugruppe der Chloro-
phylimolektle, das Tetrapyrrol- oder
Porphyrin-Ringsystem, verhalt sich nach
Abtrennung des langkettigen lipophilen
Phytols durch Verseifung der Esterbin-
dung mit dem Propionséurerest von Ring
[l Gberraschend hydrophil und tritt daher
bereitwillig in die wassrige Phase Uber
(Abbildung 5). Der lipophile Bauteil Phytol,
der unsichtbar in der Benzinphase ver-
bleibt, dominiert das lipophile Verhalten
des Chlorophyll-Gesamtmolekils und
leistet im Wesentlichen seine Veranke-
rung in der Lipidschicht der Thylakoid-
membran sowie die Zusammenfihrung zu
den Lichtsammelkomplexen der Photo-
systeme, wahrend die Ringstruktur die
Molekuile auf der hydrophilen Membran-
aulRenseite (= Stromaseite) des Chlo-
roplasten positioniert.

Die ebenfalls in der lipophilen Oberphase
versammelten Carotenoide, die von der
methanolischen KOH nicht verandert wur-
den, geben einen ersten Eindruck von den
in normal griinen Blattern enthaltenen
Mengen an Gelbpigmenten.
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Abbildung: 5. Struktur der Chlorophylle a und b.

Versuch 3:

Demonstration der Chlorophyll-Fluo-
reszenz

Gerate: Diaprojektor (mit Halogenleuchte),
Kantenprisma zur Spektralzerlegung

von Licht, Auffangschirm aus weil3em
Karton, Stativmaterial

Chemikalien: Blattrohextrakt aus dem
ersten Versuch

Zeitbedarf: 3 bis 5 Minuten

Durchfihrung

Etwa 2 bis 3 Milliliter der Pigmentlésung
gibt man in ein sauberes und trockenes (!)
RG und verdiinnt mit 96 prozentigem
Ethanol eventuell soweit, dass das
Projektorlicht hindurchtreten kann.

Im unveranderten Lichtkegel des Projek-
tors (= Anregungslicht) ist bei seitlicher
Betrachtung im abgedunkelten Raum eine
eindrucksvolle Rotfluoreszenz der Chloro-
phylle zu erkennen. Der Effekt ist be-
trachtlich zu steigern, wenn man in den
Strahlengang des Projektors - etwa in den

Diaschlitten - ein Blaufilter (zum Beispiel
Kobaltglas) bringt.

Blaufilter schneiden bekanntlich den lan-
gerwelligen Anteil des Spektrums aul3er-
halb ihrer Eigenfarbung durch Absorption
weg. Das in der Chlorophyll-L6sung auf-
tretende Rotsignal muss demnach seine
Anregung aus dem eingestrahlten kurz-
welligen Wellenband beziehen.

Dieser Versuch verdeutlicht, dass die
Lichtabsorption im lebenden Blatt der
Energiebereitstellung fur die nachge-
schalteten Stoffumwandlungsreaktionen
des Bassham-Calvin-Zyklus
(Kohlenstoffdioxid-Bindung und -
Reduktion) dient. Im Extrakt sind die
Energie fortleitenden Strukturen der Thy-
lakoidmembran jedoch aufgrund der Ex-
traktionsvorgange zerstort. Einen Teil der
nach wie vor absorbierbaren energierei-
chen (= kurzwelligen) Anregungsstrahlung
geben die geldsten Chlorophyll-Molektile
mit gewissem Energieverlust und deswe-
gen als langerwelliges (= energiedrmeres)
Fluoreszenzlicht wieder ab. Dessen Emis-
sionsmaximum liegt bei 685 Newtonmeter.
Dieser Effekt fallt insbesondere bei sehr
kurzwelliger Anregungsstrahlung so stark
aus, dass man damit noch sehr geringe
Chlorophylimengen (zum Beispiel bei kri-
minaltechnischen Untersuchungen) nach-
weisen kann.

Wenn man aus einer Pasteurpipette -
wahrend das RG mit dem Blattrohextrakt
im Strahlengang bleibt und seine préch-
tige Chlorophylifluoreszenz zeigt - trop-
fenweise circa einen Milliliter Wasser
(H20) hinzu gibt, erlischt das
Fluoreszenzsignal augenblicklich
irreversibel (quenching effect): Die von
den Pigmentmolekilen reemittierte
Energie wird in nunmehr hydrophiler Um-
gebung von den Wasser-Dipolen als
Warme dissipiert.

Versuch 4:

Papierchromatographische Trennung
lipophiler Blattpigmente

Gerate: Stativmaterial, grol3es Reagenz-
glas (50 Milliliter) mit Korkstopfen und



hakenférmig aufgebogener Buroklammer,
Chromatographie-Papier (Whatman No. 1
oder Schleicher & Schull 2043b Mgl), auf
Streifen von circa 12 mal 1,5 Zentimeter
zugeschnitten, Becherglas (25 Milliliter)
Chemikalien: Trenngemisch (Laufmittel):
Petrolether (Siedebereich 40 bis 60 Grad
Celsius), Petrolether (Siedebereich 50 bis
70 Grad Celsius), Aceton (100 prozentig)
=8:2:1,6, Pigmentgesamtextrakt aus
Versuch 1

Zeitbedarf: 10 bis 15 Minuten

Durchfiuhrung

Das RG fur 50 Milliliter befestigt man an
einem Stativ und héangt den fertig
zugeschnittenen Streifen
Chromatographie-Papier mithilfe einer
aufgebogenen Biuroklammer an einem
Korkstopfen auf. Am RG markiert man mit
Filzschreiber einen Fullstrich etwa 3
Millimeter oberhalb der Papierunterkante -
bis zu dieser Markierung fillt man nach
Entnahme des Papierstreifens das
benannte Trenngemisch ein.

Der von Versuch 1 verbliebene Blattroh-
extrakt wird nun in ein kleines Becherglas
(20 Milliliter) umgefullt. Das
Chromatographie-Papier taucht man nun
kurz in diese Pigmentlésung, sodass eine
etwa 10 Millimeter breite Startzone
entsteht. Nach kurzer Zwischentrocknung
wird dieser Vorgang noch einmal
wiederholt.

Der vollig trockene, pigmentbeladene
Papierstreifen wird nun vorsichtig und
ohne Kontakt zur GefaRwand in das mit
Trenngemisch beschickte RG gehangt,
dass die Startzone nur mit ihren unteren 2
bis 3 Millimeter in das Laufmittel reicht.

Beobachtung

Synchron mit dem raschen Laufmittelauf-
stieg im Papierstreifen setzt die unmittel-
bar zu verfolgende Trennung des Blattex-
traktes ein. Diese bendtigt nur wenige Mi-
nuten. Die Reihenfolge der deutlich er-
kennbaren Farbzonen wird im Versuchs-
protokoll notiert.

¥ {—— Stopfen

i

— | —— Reagenzglas
~—— Papierstreifen
- [}-Caroten

——— Xanthophylle
——— Chlorophyll a
r— Chlorophyll b
—— Startzone

_ Laufmittel-
Gemisch

Abbildung 6: Papierchromatographische Trennung
lipophiler Blattpigmente im Reagenzglas (Versuch 4).

Erklarung

Wie die deutlich getrennten Farbzonen auf
dem Papierstreifen zu erkennen geben
(Abbildung 6), sind im Rohextrakt der
Blatter verschiedene Pigmentgruppen
enthalten. Das hier gewahlte Trennsystem
sortiert sie auf dem Chromatographiepa-
pier nach dem Grad ihrer Lipophilie: Reine
Kohlenwasserstoffe wie das in geringen
Mengen immer vorhandene beta-Caroten
laufen mit der Laufmittelfront. In deutli-
chem Abstand folgen die sauerstoffhalti-
gen Xanthophylle (wie etwa Lutein, Zea-
xanthin, Violaxanthin), die in diesem Sys-
tem nicht weiter zu trennen sind. Die
Trennbarkeit der beiden farblich unter-
schiedlichen Chlorophylle (blaugriines
Chlorophyll a und gelbgriines Chlorophyli
b) beruht nur auf einem einzigen Sauer-
stoffatom in einer funktionellen Gruppe am
Ring I. Etwaige im Extrakt vorhandene
hydrophile Blattfarbstoffe wie die Antho-
cyane verharren jeweils in der Startzone.

Versuch 5:

Dinnschichtchromatographie lipo-
philer Blattpigmente

Gerate: DC-Platten (mit Kieselgel be-
schichtet, zum Beispiel Merck Nummer
5721 oder Riedel-de Haen Nummer
37600), Trennkammer fur DC-Platten im
Format 20 mal 20 Zentimeter,
Glaskapillaren oder Pipettenspitzen aus
Kunststoff



Chemikalien: Trenngemisch (Laufmittel):
Benzin (= Petrolether, Siedebereich 100
bis 140 Grad Celsius): 2-Propanol :
Chloroform : Wasser =90:10:70:0,3
(2-Propanol und Wasser zuerst mischen!)
Zeitbedarf: 1 bis 2 Stunden

Durchfiuhrung

Die Blattextrakte von Versuch 1 werden in
2 Zentimeter Abstand vom unteren Plat-
tenrand mit einer Mikropipette oder Kapil-
lare streifenférmig auftragen, ohne dass
die Sorptionsschicht dabei nennenswert
zerstort wird. Fur den Direktvergleich von
Pigmentextrakten aus unterschiedlichem
Pflanzenmaterial wahlt man strichférmige
Auftragungen von etwa 3 bis 5 Zentimeter
Breite.

Die Trenndauer der Kieselgel-Platten im
beschriebenen Laufmittelsystem nimmt
etwa 60 Minuten in Anspruch.

Beobachtung

Die mit klarem Abstand zueinander auf-
getrennten Farbstoffzonen lassen sich
den benannten Pigmentklassen aus den
Versuchen 1 und 4 zuordnen, wobei in
diesem Fall zusatzlich eine Unterschei-
dung verschiedener Xanthophylle (ohne
weitere Detailcharakterisierung) maglich
ist.

Dieses Verfahren eignet sich hervorra-
gend zur scharfbandigen Auftrennung
auch von Bluten- oder Fruchtextrakten,
die sehr zahlreiche Carotenoide oder ihre
Derivate (Glykoside) enthalten. Als be-
sonders eindrucksvoll erweisen sich die
sogenannten Sekundarcarotenoide in
Aceton-Extrakten aus kicheniblichem
Paprikapulver oder getrockneten Toma-
ten. Ferner kann man die beschriebenen
Trennungen im Halbmikromaf3stab auch
an Objekttragern durchfuhren, die mit Kie-
selgel G (zum Beispiel Merck Nummer
7736) nach dem Eintauchverfahren
beschichtet wurden.

Versuch 6:

Dunnschichtchromatographie
hydrophiler Blattpigmente

Gerate: Dunnschichtchromatographie-
Platten (DC-Platten) (mit Cellulose be-

schichtet, zum Beispiel FlukafRiedel-de
Haen Nummer 95413), Trennkammer fur
DC-Platten im Format 20 mal 20
Zentimeter oder 5 mal 20 Zentimeter,
Glaskapillaren oder Pipettenspitzen aus
Kunststoff

Chemikalien: Trenngemisch (Laufmittel):
n-Butanol : Essigsaure : Wasser = 90 : 15
: 30

Zeitbedarf: 1 bis 2 Stunden
Durchfihrung

Die aus der Vorreinigung eines Gesamt-
extraktes durch Zweiphasen-Gemische
(Versuch 1) gewonnene Fraktion der Va-
kuolenfarbstoffe wird in zwei Zentimeter
Abstand vom unteren DC-Plattenrand mit
einer Mikropipette oder Kapillare streifen-
formig aufgetragen. Nach Antrocknung
der aufgetragenen Pigmentextrakte stellt
man die DC-Platte in das angegebene
Laufmittelgemisch. Die Trenndauer in die-
sem System nimmt etwa 1 bis 2 Stunden
in Anspruch.

Beobachtung

Die hydrophilen Herbstblattpigmente tren-
nen sich je nach Herkunft in mehrere
Farbstoffzonen aber h&ufig mit nur einer
Hauptkomponente auf, deren genauere
Charakterisierung im Rahmen dieser Ver-
suchsvorschlage keine Rolle spielt.
Ebenso bleiben hier die eventuell vorhan-
denen Anthoxanthine unbericksichtigt. Im
Rohextrakt vorhandene lipophile Pigmente
verbleiben auf der Startzone.

Erklarung

Sollten Blatter von Pflanzen mit der Beta-
lain- Alternative der Vakuolenbeladung
ausgewahlt worden sein (Blattstiele oder
Blatthauptrippen der Rote Bete (Beta vul-
garis)), ist mit diesem DC-Verfahren eine
zuverlassige Unterscheidung zu den
Anthocyanen mdglich: Wahrend diese
Flavonoide durchweg groRere Rf-Werte
aufweisen und auf der DC-Platte weit
aufsteigen, bewegen sich die Betalaine
nur wenige Millimeter von der Startzone
weg. Unter den heimischen oder haufig
angepflanzten Gehdélzen finden sich keine
Arten, die in ihren Laubblattern Betalaine
fuhren.
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