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(Gattung Oxalis
L.) ist kein Ver-
wandter des
gliickbringenden
vierbldttrigen
Klees (Gattung
Trifolium L.).

Dieser Beitrag setzt
die Reihe zur Isolie-
rung und Spektro-
skopie von Natur-
stoffen fort und
entspringt einer
Vertiefungsarbeit.
Er ergdnzt die
Kapitel des Buchs
,Classics in
Spectroscopy*

von S. Berger und
D. Sicker (Wiley-
VCH 2009).
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Chlorophyll ist ein Volltreffer der Evolution.
Seit Milliarden Jahren verschdfft dieser griine
Magnesium-Porphyrin-Komplex allen Lebe-
wesen, welche die Kohlenhydrate-erzeugende
Photosynthese betreiben, die dazu nétige
Energie aus Licht. Faszinierend ist die struktu-
relle Verwandtschaft zu Him, dem eisenhalti-
gen, sauerstoffbindenden tierischen Blutfarb-
stoff. Chlorophyll, das ,,Blattgriin“, bot Anlass
zur Vergabe von drei Nobelpreisen. Den chira-
len Hauptfarbstoff Chlorophyll a aus Spinat
rein zu isolieren und zu analysieren ist auch
heute eine Herausforderung. Warum, das be-
schreiben wir ausftihrlich in diesem Beitrag.
Er setzt die Reihe zur Isolierung und Spektro-
skopie von Naturstoffen fort und entspringt
mebhreren studentischen Arbeiten.

Wiley Online Library

Ach du Griine Neune:

Griines, wohin man schaut!

Die Redaktion hat uns Griines Licht gegeben fiir einen Bei-
trag tiber Chlorophyll, das Blattgriin. Keiner der bisher von
uns beschriebenen Naturstoffe ist von derart fundamenta-
ler Bedeutung. Denn ohne das wahrhaft uralte Chlorophyll,
das am Anfang des Lebens stehend, die Photosynthese ener-
getisch moglich machte, gibe es die anderen alle nicht. Wir
hoffen also, da wir nicht mehr griin binter den Obren sind,
dass auch Sie diesem Artikel griin sein werden. Dann wii-
re alles im griinen Bereich! Vom Ergrinen der Natur im
Friihling gehen wohl die positiven Gefiihle aus, die die meis-
ten von uns mit dieser Farbe verbinden, egal ob wir sie
nach ihren feinen Nuancen noch niher als grasgriin, lind-
griin, moosgriin oder olivgriin bezeichnen, lieber als gift-
griin sind sie uns allemal. Wir denken dabei an Frische,
‘Wachstum, Hoffnung, Zuversicht und natiirlich an die Na-
tur.

Aber vielleicht fillt Thnen auch ein, dass immer am
Griindonnerstag die Saison der Frankfurter Griinen Sauce
beginnt! (Rezept am Rande). Oder eines der zitierten Lie-
der kommt Thnen in den Sinn. Griin ist wirklich funda-
mental verankert. Es gilt im Christentum zu Ostern als Far-
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CHLOROPHYLL A

(SP-4-2)-[(2E,7R,11R)-3,7,11,15-tetramethyl-2-hexadeceny!
(3S,4S,21R)-9-ethenyl-14-ethyl-21-(methoxycarbonyl)-
4,8,13,18-tetramethyl-20-oxo-3-phorbinepropanoato(2-)-
KN23, kcN?4, k22, ,k N?6]-Magnesium (Koordinationsverbin-
dung)

Synonym: Chlorophyll-1, o-Chlorophyll, Vegetable Chloro-
phyll, Magnesium Phdophytin a

Um 1871 befasste sich der russische Botaniker, Physio-
loge und Darwinist C. Timiriazeff in seiner Dissertation mit
der Spektralanalyse des Chlorophylls. Er fand heraus, dass
rotes Licht am effektivsten fiir die Photosynthese ist, da
dort das Hauptabsorptionsmaximum des griinen Farbstoffs
liegt. Er behauptete deswegen, dass Chlorophyll die Rolle
eines optischen und chemischen Photosensibilisators der
Photosynthese zukommt. Er prigte den schon damals rich-
tungsweisenden Gedanken, dass die Lichtabsorption durch

Aus tiefgefrorenem Blattspinat (Spinacia oleracea .) Chlorophyll dessen physikalisch-chemische Verinderung
CssH7,MgN,40s Molmasse 893,51 g/mol hervorruft, die weitere Reaktionen der Photosynthese in-

CAS Registry Number: 479-61-8 duziert.
Blauschwarze, wachsartige Nadeln, Schmp. 117-120 °C Noch heute bekannt ist der russische Botaniker
(ROMPP) M. Tswett, der die Chromatografie erfand. Sein Trennge-
H genstand waren die Blattfarbstoffe. Er untersuchte uber
100 verschiedene in Siulen gefiillte Adsorbentien wie Cal-
ciumcarbonatpulver oder Polysaccharid-Puder daraufhin,
ob sie sich als stationire Phasen fiir die Trennung eignen,
CH, wenn eine Farbstofflosung tiber sie eluiert wird. Die sich
ihm als Erstem offenbarenden griinen und gelben Ringe der
unterschiedlichen Blattfarbstoffe fiihrten ihn zum Namen
Chromatografie (,Farbschreibung®) [3a,b]. Das hat einen
Hauch von Poesie, der im heutigen Labor verweht ist. Es ist
ein hubscher Zufall, dass noch dazu sein Name , Tswett“ auf
Russisch ,die Farbe“ bedeutet.
1915 erhielt der geniale R. Willstitter den Nobelpreis fiir
Chemie fiir seine ,Untersuchungen der Farbstoffe im Pflan-

Abb. 1 Strukturformel
von Chlorophyll a (Die
? Bezifferung folgt dem
212 Scifinder®, vgl. die sup-
porting information).

be der Auferstehung. Als Farbe des Islams ist es auf Flaggen
wie der von Mauretanien zu finden. Uns allen gibt Griin als
Signalfarbe an, dass ein Gerit eingeschaltet ist und wo wir
ein Kino verlassen konnen, wenn uns der Film langweilt.
Wir schitzen es als Griine Welle, auch wenn wir nicht zu
den Griinen gehoren. Sicher ist Thnen inzwischen noch
mehr Griines eingefallen, waren etwa Griinspecht, Griin-
kobl oder Griiner Tee dabei? Nie ist es so notwendig ge-
wesen wegzulassen wie hier, denn tiber Chlorophyll gibt es
dicke Biicher [1]. Es hat die Naturwissenschaften insgesamt
befliigelt, seinen Entdeckern Nobelpreise eingebracht. Uns
hat es jahrelang auf Trab gehalten, beim simpel anmuten-
den Versuch, einfach nur ganz reines Chlorophyll a (Abbil-
dung 1) zu priparieren und zu vermessen. Aber das ist wirk-
lich nichts fir Griinschndbel.

Meilensteine aus der Geschichte

des Chlorophylls
Zu den Ersten, die Anfang des 19. Jahrhunderts das Blatt-
griin isolierten, gehorten die berithmten franzdsischen Na-
turstoffchemiker Pelletier und Caventou. Sie fiithrten 1818
den Namen Chlorophyll ein, der ans Griechische angelehnt
ist (chloros hellgrin, frisch; phyllon Blatt) [2].

i,

Abb. 3 Fichte mit Maitrieb.
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zenreich, vor allem des Chlorophylls“. Was mag sich dabei
wohl seine Mutter gedacht haben, die ihm als Schiiler mit
der Bemerkung ,Richard, aus Dir wird nix!* Beine ma-
chen wollte. Auch Willstitter wies dem Chlorophyll eine
wesentliche Rolle in der Photosynthese zu.

Den nichsten auf Naturfarbstoffe bezogenen Nobelpreis
erhielt 1930 Hans Fischer fiir seine Arbeiten ,iiber den

Frankfurter Griine Sauce (Grie SoR), eine kalte Krdutersauce
Zutaten fiir 3 Portionen

1 Pdckchen Krduter dafiir (Sauerampfer, Kerbel, Schnittlauch,
Petersilie, Pimpernelle, Kresse und Borretsch)

2 hartgekochte Eier

3 EL Weinessig

6 ELOI

1 TL mittelscharfen Senf

3 EL stiBe Sahne, Creme fraiche oder Sauerrahm

1 kleine gewiirfelte Zwiebel

Salz, Pfeffer, Zucker

7 Kréuter gehéren in diese Sauce. Die Kréuter mit einem Kiichen-
messer klein schneiden und vorher méglichst von den ganz dicken
Stdngeln befreien. Nicht im Mixer piirieren. Das Eigelb durch ein
Sieb streichen, mit den Zwiebelwtirfeln, Senf, Salz und Pfeffer, dem
Essig und Ol mit etwas Zucker eine Sauce riihren. Die gehackten
Krduter und das klein geschnittene Eiweil unterriihren. Die siiBe
Sahne oder Creme fraiche usw. nach Geschmack beigeben.

Dazu Tafelspitz oder anderes mageres Rindfleisch und frische Salz-
kartoffeln.

Nach: http://www.chefkoch.de/rezepte/429061133924705/
Frankfurter-gruene-Sauce.html (5.3.2016)

Abb. 4 Brennesseln, Vorsicht beim Anfassen!
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strukturellen Aufbau der Blut- und Pflanzenfarbstoffe und
fiir die Synthese des Himins“. Fischer, der sich zunichst
mit der Konstitution der ,Pyrrolfarbstoffe, zu denen die
Gallenfarbstoffe Biliverdin und Bilirubin gehoren, befasst
hatte, gelang 1938 die Synthese des Blutfarbstoffs Himin,
der der sauerstoffbindende Teil des Himoglobins ist. Er
nahm Willstitters Arbeiten iiber Chlorophyll wieder auf, er-
kannte die strukturellen Verwandtschaften und publizierte
eine enorme Zahl von Arbeiten dazu. 1940 konnte er die
Konstitution von Chlorophyll a und b aufkliren [4] und ers-
te Beitrige zur Konfiguration liefern. Die absolute Konfi-
guration von Chlorophyll a und b (kurz: Chl a und Chl b)
wurde endgiiltig von H. Brockmann jr. 1971 aufgeklirt [5].
Sie wurde gleichermafen mit klassischen chemischen Ab-
bauversuchen und modernen spektroskopischen Methoden
ermittelt. Chl a und Chl b kommen hiufig im Verhiltnis
von etwa 3:1 vor. Als chlorophyllreich und geeignet zur Iso-
lierung gelten z.B. Brennnesseln oder Spinat. Sie enthalten
185 mg bzw. 95 mg Chl a in 100 g frischen Blittern. Die
Isolierung ist anspruchsvoll, wie hier und in der supporting
information noch geschildert werden wird.

1965 erhielt einer der beriihmtesten Naturstoffsynthe-
tiker des letzten Jahrhunderts, R. B. Woodward, schlieRlich
den Nobelpreis fiir Chemie ,fiir Arbeiten auf dem Gebiet
der Naturstoffsynthesen, unter denen sich die Totalsyn-
these des Chlorophylls a befand [6], die Fischers Struktur
bestitigte.

Struktur und Eigenschaften von Chlorophyll a
Werfen wir als Nichstes einen strukturellen Blick auf das
blaugriine Chlorophyll a, von dem sich das gelbgriine Chlo-
rophyll b nur dadurch unterscheidet, dass sich an C-13 an-
stelle der Methyl- eine Aldehydgruppe -CHO befindet (Fra-
ge E).

Woraus besteht das Molektil und welche Eigenschaften
rufen seine Teile hervor? Chl a ist eine Komplexverbindung
des Zentralions Mg?* mit einem vierzihnigen 16-gliedrigen,
makrocyclischen Liganden. Vier N-Atome lagern insgesamt
vier Bindungselektronenpaare in die Orbitale des Mg?*-Ions
ein (vgl. Fragen B und C). Der Ligand leitet sich von Por-
phyrin ab, dessen Chlorin genannte 2,3-Dihydroform er dar-
stellt (Abbildung 6). Im Liganden liegt ein nach der Hickel-
Regel aromatisch stabilisierter Makrocyclus vor. Die Hiickel-
Regel besagt, dass ein planares, cyclisch durchkonjugiertes
Molekil mit [4n+2]-7-Elektronen stabiler ist als ein analoges
offenkettig konjugiertes System. Berithmt ist das energe-

O Tannenbaum

O Tannenbaum, o Tannenbaum,

wie treu sind deine Bldtter!

Du griinst nicht nur zur Sommerzeit,
nein, auch im Winter, wenn es schneit.
O Tannenbaum, o Tannenbaum,

wie treu sind deine Bldtter!

Ernst Anschtitz (1780-1861)
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tisch stark stabilisierte Benzol mit n = 1. Bei Chl a ist n = 4,
d.h. es sind im inneren Perimeter 9 Elektronenpaare in cy-
clischer Konjugationen, also 18 m-Elektronen, insgesamt
sind es sogar 20 m-Elektronen. Der Chlorin-Ligand ist ener-
getisch stabilisiert, vor allem aber absorbieren seine konju-
gierten m-Elektronen einen Teil des sichtbaren Lichts, wes-
halb Chlorophyll a blaugriin aussieht (Details dazu beim
UV/vis-Spektrum).

Der Ligand hat im Makrocyclus drei Chiralititszentren
an C-3, C4 und C-21. Die Nomenklatur ist nicht trivial, zu-
mal es mehrere Bezeichnungssysteme gibt. Wir folgen wie
immer der Bezeichnung von Scifinder®, der groften Che-
mie-Datenbank. Die zwei Carbonsiurereste an C-21 und
C-3 sind verestert, einer mit Methanol, der andere mit dem
chiralen Diterpen-Alkohol trans-Phytol, den als erster Will-
stitter 1909 bei der Hydrolyse von Chlorophyll isolierte.
Phytol ist hoch hydrophob. Diese Eigenschaft iibertrigt sich
auf Chlorophyll, das deswegen auch nicht wasserloslich ist.
Das ist biologisch sinnvoll, um den Farbstoff im Blatt zu be-
lassen. Daher kocht z.B. griines Gemiise nicht griin ab. Es
ist unmoglich, mit Chlorophyll in wissriger Losung etwas
grin zu firben. Das Ansinnen eines TV-Senders an einen der
Autoren, vor Ostern ,mal kurz vorbeizukommen, damit Sie
uns vor der Kamera Ostereier mit Chlorophyll griin farben!
kann daher nur als ebenso nette wie naive Idee gelten.

Aber es 10st sich gut in Ethanol, Aceton oder Ether. Rei-
ne Chlorophylle sind wachsartig - eine makroskopisch er-
lebbare Konsequenz der Phytolester-Struktur. Wer einmal
auf einer Wiese hingefallen ist, weif3, dass sich schmierige
griine Grasflecke nicht mit Wasser auswaschen lassen.

An C-21 besitzt Chl a ein CH-acides Zentrum, an dem
es nach Keto-Enol-Tautomerie bei Re-Isomerisierung der
Enolform nicht nur zur Riickbildung von Chlorophyll a son-
dern auch zur Bildung des epimeren Chlorophyll a’ kommen
kann, das an C-21 die (5)-Konfiguration aufweist [7] (Ab-
bildung 7).

Chl a und Chl b sind reaktionsfihig und empfindlich
gegentiber Siuren, Basen sowie oxidierenden und reduzie-
renden Stoffen [8]. So wird durch Siuren das Magnesium
herausgelost. Dabei wechselt die Farbe des metallfreien
Liganden bei Chl a von blaugriin nach olivgriin und bei
Chl b von gelbgriin nach bordeauxrot (!). Unter basischen
Bedingungen wird der die Methylesterfunktion tragende
Cyclopentenonring geoffnet. Dieser fiinfte Ring bildet einen
markanten Unterschied zum Him-Liganden im Blutfarbstoff.
Durch Verseifung werden aus den Estern Methanol und
Phytol abgespalten. Im Unterschied zum achiralen Blut-
farbstoffliganden Him ist der Ligand von Chl a und Chl b
optisch aktiv, so dass auch ein CD-Spektrum messbar ist
(s. dort).

Das Porphyrin-Ringsystem -

ein friiher Volltreffer der Evolution
Der Gedanke, dass ,die Natur“ bereits in der Fruhzeit der
Evolution den vierzihnigen Porphyrin-Liganden als etwas
Niitzliches ,empfunden“ hat, aus dem sich Verschiedenes

Chem. Unserer Zeit, 2016, 50
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Abb. 5 Entengriitze.

ABB. 6 | PORPHYRIN-DERIVATE

Protoporphyrin IX

COOeNa@

COOH

Hamin (Hamin b, "Teichmannsche Kristalle") ~ Chlorophyllin, Lebensmittelfarbstoff E 141
ABB. 7 ‘ KETO-ENOL-TAUTOMERIE ...

. sé(z _

) HsCOOC CoocH, ©

COOCH;

Chla Enolform Chla'

... beim Chl a, die zu Chl a' fiihrt (als Substruktur)

entwickeln lisst, liegt beim Vergleich des Chlorins aus dem
Blattgriin mit dem Himin aus dem Blutfarbstoff nahe. So ka-
men Photosynthese treibende Organismen zu ihrem Licht-
sammelpigment und Tiere zu ihrem Sauerstofftransporter.
Im ersten Fall ist die Farbigkeit essentiell, im zweiten ist sie

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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ABB. 8 | EPIMERIE-GLEICHGEWICHT ...
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Chromatographie isolierten Chlorophylls a in THF-ds; Mittlere Spur: Spektrum nach

23 h bei 295K; Obere Spur: Spektrum nach 52 h. Siehe die supporting information

fiir den Gegenversuch mit Chlorophyll a’ als Startmaterial.

strukturell zwar ebenso gegeben, wird aber nicht zur Licht-
absorption benotigt, da die Bindung von O, an das Fe?*Ion
ohne Licht erfolgt. Es gibt auch einen gemeinsamen bio-
chemischen Vorliufer fir beide Liganden, das Protopor-
phyrin IX (Abbildung 6). Er wird in beiden Fillen biosyn-

thetisch durchlaufen.

Alltagsanwendungen
fiir Chlorophyllin
Selbstverstindlich ist eine derart all-
gemein in der Natur vorkommende
Stoffklasse wie die Chlorophylle auf ih-
re Anwendbarkeit hin untersucht wor-
den. Wenig lichtecht und wenig ro-
bust, eignen sie sich zum Firben nicht!
Aber darauf kommt es in der Natur ja
auch nicht an, da sie jedes Jahr neu
entstehen. Ein Derivat, das Chloro-
phyllin, wird in der Dermatologie als
‘Wundheilmittel eingesetzt, da es gra-
nulationsanregend und epithelisierend
wirkt. Chlorophyllin wirkt auch des-
odorierend. Hitten Sie das gedacht?
Es verringert die Aktivitit bestimmter
eiwei3spaltender Enzyme. So wirken
»Chlorophyll-Tabletten“ geruchsneu-
tralisierend gegen Mund- und Korper-
geruch. Mit ihnen wird das Trina-
triumsalz des Chlorophyllins, einge-
nommen (Lebensmittelfarbstoff E 141).
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Abb. 9 Immergriiner Efeu.

Dabei handelt es sich um chemisch abgewandeltes Chlo-
rophyll, das nach Spaltung des Phytolesters gut wasserlos-
lich ist (Abbildung 6). AuRerdem ist das Zentralion Mg?* ge-
gen Cu?* ausgetauscht. Das stabilisiert den Komplex und er-
hoht bei intensiv griiner Farbe die Lichtechtheit in
Farbstoffanwendungen.

Blut und Blétter -

Wie fest muss eine chemische Bindung sein?
Diese Austauschbarkeit zeigt, dass die Evolution selbst vie-
le chemische Bindungen eben nicht maximal fest, sondern
gerade ,fest genug“ haftend, also optimal, gewihlt hat. Das
gilt fiir das Eisenion im Himoglobin - es wird als wertvol-
les Spurenelement beim Abbau eines roten Blutkorperchens
weitgehend recycelt. Ebenso ,gentigt“ das Mg-Ion im Blatt-
griin, denn auch Chlorophyll wird im Herbst abgebaut, was
sollte die Natur mit nicht zerfallenden Blittern? Das Mg?*
wird partiell recycelt. Auch das O,-Molekiil wird ,gerade
fest genug“ an Himoglobin gebunden. Es muss ja in der
Zelle moglichst leicht wieder ,entbunden“ werden konnen.
Toxisches Kohlenmonoxid wird 300-mal fester gebunden,
quasi irreversibel fest.

Zur Biosynthese von Chlorophyll

Die Biosynthese von Chlorophyll a und b ist im Detail auf-
gekliart worden. Zugunsten unserer Absicht, die Isolierung
und Spektroskopie von Chlorophyll a ausfiihrlich darzu-
stellen, unterlassen wir es, seine Biosynthese Schritt fiir
Schritt zu beschreiben. Dafilir verweisen wir auf die Kapi-
tel 10-18 in [1], die ebenso auf den Abbau des Chlorophylls
und auf die Evolution der Chlorophylle und der Photosyn-
these-Reaktion eingehen. Erwihnen wollen wir lediglich ei-
nige markante Eckpunkte. 5-Aminoli-
vulinsdure ist die acyclische Vorstufe
der vier Pyrrole, die im vierzdhnigen
Liganden der Porphyrinbiosynthese
benotigt werden. Im Zuge dieser Te-
trapyrrolbiosynthese gelangt die Natur
an eine Protoporphyrin IX genannte
zentrale Zwischenstufe, von der aus es
nach Abwandlung moglich ist, sowohl
zu den Chlorophyllen als auch zum
Him zu kommen, also wenn man so
will ins Pflanzen- oder Tierreich (Ab-
bildung 6).

Ein Blick ins Blatt: Chlorophylle
und Photosynthese

Werfen wir noch einen Blick auf die
Rolle der Chlorophylle in der Photo-
synthese, ohne wie [1] in die Tiefe ge-
hen zu kénnen. Durch Photosynthese
werden mittels Lichtenergie energie-
reiche Stoffe aus energiearmen er-
zeugt. Das konnen Pflanzen, Algen
und einige Bakterien sein. Durch die-
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se Assimilation von Kohlendioxid entstehen in den Chlo-
roplasten Kohlenhydrate als unsere Energiequelle, z.B. in ei-
nem Blatt. Die Bruttogleichung dafiir ist:

6 H,O + 6 CO, + 2872 KJ Lichtenergie — CgH;,04 + 6 O3

Es handelt sich um eine Redoxreaktion. Kohlendioxid wird
zu Kohlenhydraten reduziert. Der Sauerstoff im Wasser wird
zu elementarem Sauerstoff oxidiert. O in H,O liefert also die
als Reduktionsmittel notwendigen Elektronen und Wasser
ist die Quelle des Luftsauerstoffs.

Die Photosynthese als Basis des Lebens liuft in einem
gigantischen Umfang ab. Etwa 150 Milliarden Tonnen
pflanzliche Biomasse werden jihrlich so gebildet (berech-
net als Trockenmasse). Dabei entsteht etwa ebenso viel Sau-
erstoff! Jeglicher Sauerstoff, den wir atmen, ist biologischen
Ursprungs. Vor dem Zustandekommen dieser Reaktion war
die Atmosphire sauerstofffrei. Betrachten wir es im Vor-
stellbaren: Ein grof3er Laubbaum assimiliert an einem Som-
mertag etwa 10 m? Kohlendioxid und setzt dafiir 10 m?
Sauerstoff frei (!). Das ist der Tagesbedarf von drei Men-
schen. AuBerdem werden ca. 12 kg ,Biomasse*“ erzeugt.

Die Photosynthese bietet eine biochemische Aufbau-
leistung, die das ,Wunder der Energieversorgung* durch
Licht nutzt. Der Wundertiter heifft Chlorophyll. Die Ver-
teilung von Chlorophyllmolekiilen in einem Blatt ist nicht
zufillig wie die von Rosinen in einem Kuchen, sondern per-
fekt organisiert als Teile einer zelluliren Maschinerie, die
Energie einsammelt, Uibertrigt und in chemische Energie
umwandelt. Wie funktioniert diese Maschinerie, ganz grob
und von auflen betrachtet?

Es gibt zwei Arten der Photosynthese, die anoxygene
(ohne dass O, entsteht) und die oxygene (O, entsteht).
Die anoxygene Variante entstand evolutionir zuerst, vor
3,5 Mrd. Jahren; die oxygene spiter, vor etwa 3 Mrd. Jah-
ren. Solange schon gibt es Chlorophylle! Interessant ist
auch, dass erst Sauerstoff das Entstehen einer Ozonschicht
ermoglichte. Es laufen prinzipiell drei Schritte ab:

e Die Absorption elektromagnetischer Strahlung (Licht)
durch Farbstoffe wie Chlorophylle;

e die Umwandlung von Strahlungsenergie in chemische
Energie. Dabei wird energiereiches Adenosintriphos-
phat (ATP) als Ubertriger und kurzfristiger Speicher von
biochemisch nutzbarer Energie synthetisiert.

e Die Biosynthese organischer Stoffe, die als Baumaterial
und Energielieferanten fiir alle Organismen der Nah-
rungsketten dienen, auch die ohne eigene Photosyn-
these.

Die beiden ersten Schritte werden Lichtreaktion genannt.

Bei Pflanzen laufen sie im Photosynthese-System I (PS D

und Photosynthese-System II (PS II) ab. Der dritte Schritt ist

lichtunabhingig.

Pflanzliche Chlorophylle, die Licht absorbieren, werden
in diesem Zusammenhang als ,,Chromophore“ bezeichnet.
Sind sie in Chromoproteinen gebunden, so nennt man sie
hier ,Pigmente“ (beide Begriffe sind mehrdeutig). Das kon-
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Midel ruck ruck ruck an meine griine Seite

i hab di gar so gern, i kann di leide

Bist so lieb und gut, schén wie Milch und Blut
Du muBt bei mir bleiben, mir die Zeit vertreiben
Mddel ruck ruck ruck an meine griine Seite

i hab di gar so gern, i kann di leide.

Schwabisches Volkslied, 1. Hdlfte des 19. Jahrhunderts

jugierte T-System wird bei Lichtabsorption angeregt. Es wer-
den aber nicht alle Teile des sichtbaren Spektrums absor-
biert, sondern von Chl a und Chl b bevorzugt blaues und
rotes Licht, was zu einer ,Grunliicke® fuhrt, die wir als
,Blattgriin“ sehen konnen. Angeregtes Chlorophyll kann
nun ein angeregtes Elektron auf einen Elektronenakzeptor
iibertragen. Es verbleibt ein positiv geladenes Chlorophyll-
radikal (Chl'*). Uber eine Elektronentransportkette gelangt
das tibertragene Elektron am Ende zum Chlorophyll zurtiick.
Dabei bewirkt es aber die Verfrachtung von Protonen durch
die Membran (Protonenpumpe). Lichtenergie wird dabei

Tiefgefrore

Blattspinat

Portionen

Abb. 10 Unser Ausgangsstoff.

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

NATURSTOFFE ISOLIEREN UND CHARAKTERISIEREN

265



CHEMIE

IN UNSERER ZEIT
www.chiuz.de

CHLOROPHYLL

Abb. 11 Aufnahme einer Ringscheibe einer hydrostatischen
Anlage unterschiedlicher Hersteller: a) Armen Instruments
(mode TCPC250); b) Kromaton Technologies (FCPC250).

in Form einer ,chemiosmotischen Kopplung“ in ein elek-
trisches und osmotisches Potential umgewandelt. Das PS II
bietet ein starkes Oxidationsmittel zur Oxidation von Was-
ser. Das PS I liefert ein starkes Reduktionsmittel zur Re-

ABB. 12 ‘ GRUNDLEGENDER AUFBAU EINER RINGSCHEIBE ...

Einlass/Auslass

I

a) Ringscheibe b)

Einlass/Auslass

Ringplatte

l Mobile Phase Einlass (Auslass)

% ——» Dichtung

c)

Ringscheibe == ' -» Ringplatte
i
Zentrifu- Zentrifu-
galkraft 1 galkraft

Rohrleitung

* Mobile Phase Auslass (Einlass)

CPC-Saule

... mit Kammern und Kandlen b) Ringplatte aus Teflon c) Modulare Kassettenbau-
weise einer CPC-Sdule, die aus Ringscheiben und Ringplatten besteht
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duktion von NADP*. So spaltet Licht Wasser, wobei O, und
das starke Reduktionsmittel NADPH entstehen:
2 H,O + 2 NADP* + Lichtenergie — O, + 2 NADPH/H*

Energiereiches ATP wird aus ADP und Phosphat aufgebaut:
3 ADP + 3 P; (+ ADP-Synthase) — 3 ATP + 3 H,O

Als chlorophyllvermittelte Lichtreaktion ergibt sich daraus:
2 H,0 + 2 NADP* + 3 ADP + 3 P, —» O, + 2 NADPH/H* +
3 H,O

Faszinierend ist die strukturelle Anordnung von Chloro-
phyllen in Lichtsammelkomplexen, mit der wir den ,Blick
ins Blatt“ abschliefen wollen. Lichtsammelkomplexe von
Pflanzen befinden sich in der (inneren) Thylakoidmembran
der Chloroplasten, die die Photosynthese betreiben. Sie ab-
sorbieren Licht und leiten diese Energie zum Reaktions-
zentrum der o.a. Lichtreaktion. Als Chromophore sind darin
neben Chlorophyllen auch Carotinoide und Xanthophylle
enthalten, die Licht absorbieren, aber auch emittieren kon-
nen. Im Lauf der Evolution wurden Lichtsammelkomplexe
zu Antennen geformt, was sie sehr viel effektiver als ein-
zelne Pigmente macht. Denn in Antennen, die um ein Re-
aktionszentrum liegen, ist der Querschnitt groler und der
Absorptionsbereich ist breiter.

Chlorophylle erfiillen mehrere Aufgaben. Indem sie fiir
Lichtabsorption und Weiterleiten der absorbierten Energie
sorgen, wirken sie als Photosensibilisatoren. Lichtsammel-
komplexe sind so gebaut, dass sie eine grof3e Fliche formen
und einen ,energetischen Trichter® bilden, aus dem Ener-
gie ins Reaktionszentrum abflieRt. Dort dienen zwei Chl a,
das special pair, als Energieakzeptoren, die eine Ladungs-
trennung vollziechen konnen, mit der die Photosynthese be-
ginnt. Der Energietransfer erfolgt im Pikosekundenbereich.
All dies ist und wird im Detail untersucht mit dem Ziel,
Sonnenenergie einmal in kiinstlicher Photosynthese zu
nutzen.

Fliissig-Fliissig-Chromatographie
Die Flissig-Fluissig-Chromatographie (engl. Liquid-liquid
chromatography; LLC), auch Gegenstrom-Verteilungschro-
matographie (engl. Countercurrent Chromatography, CCC)
oder zentrifugale Verteilungschromatographie (engl. Cen-
trifugal partition chromatography, CPC) wurde bereits in
den 1960er Jahren von Ito entwickelt [9, 10]. Die LLC
grenzt sich von den anderen fliissig-chromatographischen
Trenntechniken dadurch ab, dass nicht nur die mobile, son-
dern auch die stationire Phase flissig ist. Als stationire und
mobile Phase werden die beiden Phasen eines zweiphasi-
gen Losungsmittelsystems verwendet, das durch Mischen
von mindestens zwei Losungsmitteln hergestellt wird. Eine
der beiden Phasen, die obere oder untere, wird durch ein
Zentrifugalfeld in einer speziell konzipierten, rotierenden
Siule zuriickgehalten (stationire Phase), wihrend die an-
dere mobile Phase durch diese hindurchgepumpt wird. Die
eigentliche Trennung basiert auf der unterschiedlichen Ver-
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teilung der Zielkomponenten zwischen den beiden flussi-
gen Phasen.

Die LLC wird seit ihren Anfingen vor allem fiir die Tren-
nung und Aufreinigung von Naturstoffen eingesetzt [11-13].
Ihr breites Anwendungsspektrum umfasst die Trennung von
pharmazeutischen Wirkstoffen, Vitaminen, Pigmenten, Her-
biziden, Pestiziden und Elementen.

Die LLC ist derzeit die einzige chromatographische
Trenntechnik, bei der ein Anwender sowohl mobile als auch
stationidre Phase in einem Schritt vorbereiten muss, da bei-
de nicht unabhingig voneinander gewihlt werden konnen.
Zusammen mit den fast unzihligen Auswahlmoglichkeiten
an Losungsmittelzusammensetzungen ist dies der Grund,
warum die Trenntechnik duflerst vielseitig ist und fiir das
jeweilige Trennproblem mafigeschneiderte stationire und
mobile Phasen ermoglicht. Die Tatsache, dass es sich bei der
stationdren Phase um eine trigerlose Fliissigkeit handelt,
bringt erhebliche Vorteile mit sich. Das gesamte Volumen
der stationidren Phase, das meist etwa 60-80 % des gesam-
ten Sdulenvolumens einnimmt, ist hierbei fiir die Trennung
zuginglich. Dies ermoglicht eine sehr hohe Siulenbeladung
und Trennleistung. Auerdem ermoglicht die Abwesenheit
von irreversibler Adsorption eine vollstindige Probenriick-
gewinnung und eine hohe Reproduzierbarkeit der Tren-
nung.

Die Anlagengrofien variieren von 5 ml bis 18 1 und es
wird grundsitzlich zwischen zwei moglichen Designs un-
terschieden: hydrodynamisch und hydrostatisch.

Neben den urspriinglichen zweiachsigen hydrodyna-
mischen Apparaten etablierte sich im Lauf der Jahre die hy-
drostatische einachsige Bauweise, welche von uns benutzt
wurde. Von dem prinzipiellen Aufbau her unterscheiden
sich heutige moderne Anlagen nur sehr geringfiigig von
den ersten Prototypen. Hydrostatische Anlagen sind haupt-
sichlich durch den einachsigen Antrieb des Rotors mit

Mit dem griinen Lautenbande

»Schad um das schéne griine Band,
DaR es verbleicht hier an der Wand,
Ich hab das Griin so gernl«

So sprachst du, Liebchen, heut zu mir;
Gleich kniipf ich’s ab und send es dir:
Nun hab das Griine gern!

Ist auch dein ganzer Liebster weils,
Soll Griin doch haben seinen Preis,
Und ich auch hab es gern.

Weil unsre Lieb ist immergriin,

Weil griin der Hoffnung Fernen bliihn,
Drum haben wir es gern.

Nun schlinge in die Locken dein

Das griine Band gefdllig ein,

Du hast ja’s Griin so gern.

Dann weiR ich, wo die Hoffnung wohnt,
Dann weil ich, wo die Liebe thront,
Dann hab ich’s Griin erst gern.

Wilhelm Miiller (1794-1827) Die schéne Miillerin, Vertonung
F. Schubert siehe www.youtube.com/watch?v=IDwHrfLaKM8
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dem daraus resultierenden konstanten Zentrifugalfeld, so
wie die typische Bauweise mit Kammern und Kanilen cha-
rakterisiert (Abbildung 11b) [14]. In den Kammern, die
durch schmale Kanile miteinander verbunden sind, durch-
flief3t die mobile Phase die zuriickgehaltene stationire Pha-
se und es findet der gewlinschte Stoffaustausch statt. Je
nach Hersteller haben die Kammern unterschiedliche geo-
metrische Formen und konnen einzeln oder gepaart in
Form von , Twin-Cells* (dt. Zwillingszellen) vorliegen (Ab-
bildung 11a).

Die Kammern sind in eine Scheibe aus Teflon, rostfrei-
em Stahl oder PTFE gefrist, wodurch eine modulare Bau-
weise ermoglicht wird. Je nach geforderter Kapazitit kon-
nen mehrere identische Scheiben tibereinander gelegt wer-
den und die Kammern zweier ubereinanderliegender
Scheiben miteinander verbunden werden. Hierbei ist die
letzte Kammer einer vorausgehenden Scheibe jeweils mit
der ersten Kammer der nichsten benachbarten Scheibe ver-
kniipft. Um eine Verbindung zwischen diesen zu ermogli-
chen, sind in den Ringplatten, die zur physikalischen Tren-
nung benachbarter Scheiben eingesetzt werden, zwei Boh-
rungen vorgesehen (Abbildung 12b). Mehrere Ringscheiben
mit benachbarten Ringplatten werden durch eine modula-
re Kassettenbauweise zu einem Rotor verbaut, von denen
wiederum einer oder mehrere in der Anlage existieren (Ab-
bildung 120).

ABB. 13 | UV|VIS-SPEKTRUM VON CHLOROPHYLL A

IN ETHANOL
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ABB. 14 CD-SPEKTRUM VON CHLOROPHYLL A
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UV/vis- und CD-Spektren

Die intensivste Bande bei 425 nm (blauer Wellenlingenbe-
reich) wird nach ihrem Entdecker Jaques-Louis Soret (1883)
als Soret-Bande bezeichnet. Sie liegt fast genau im spektra-

CHLOROPHYLL

ABB. 15 SPREIZUNG DES '"H-NMR-SPEKTRUMS ...
16 11 6 9! 921 9*
T T T T T T -
9.5 9.0 8.5 8.0 15 7.0 6.5 6.0 ppm
... von Chlorophyll a im olefinisch/aromatischen Bereich
ABB. 16 SPREIZUNG DES "H-NMR-SPEKTRUMS ...
P, 4P, 3 14' 217 18! 8' 13!
THF
A
T T T T T T T T T T T
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 38 3.6 34 32 ppm
... von Chlorophyll a im olefinisch/aliphatischen Bereich
ABB. 17 ‘ SPREIZUNG DES "H-NMR-SPEKTRUMS ...
3' H,03" 3 Py 14 PyuP;s PPy Pigaita

_J
N ¥

1.208

4.335
1.375
2.432

T T T T T T T T T T T
2.6 2.5 24 23 22 21 20 119 1.8 L7 1.6

... von Chlorophyll a im aliphatischen Bereich
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len Maximum des terrestrischen Sonnenlichts. Dariiber
hinaus finden sich mehrere Banden zwischen 555 und
700 nm mit einem Maximum bei 660 nm, also im roten
Wellenlingenbereich. Diese Bande wird als Q-Bande be-
zeichnet, sie absorbiert auch die langwelligen Bestandteile
des Sonnenlichts. Da Chlorophyll die blauen und roten An-
teile des Sonnenlichts absorbiert, ist es als Photorezeptor
hervorragend angepasst und erscheint unserem Auge als
tiefgriine Substanz. Zahlreiche Arbeiten beschiftigen sich
mit der quantenmechanischen Deutung dieser n—n*-Uber-
ginge im Phorbinsysten sowie mit ihrem Fluoreszenz-Pola-
risationsgrad [15, 16].

Die Absorptionsbande Q des Chlorophylls bei 660 nm
zeigt einen negativen Cotton-Effekt, der in dem abgebilde-
ten CD-Spektrum (Abbildung 14) allerdings nicht zu sehen
ist, da dieses nur bis 600 nm aufgenommen wurde. Zu nied-
rigeren Wellenlingen werden von positiv (420, 330 und
265 nm) zu negativ (375, 300 und 240 nm) alternierende
Cotton-Effekte beobachtet, deren chemische Interpretati-
on schwierig erscheint, zumal auch in dieser Losung die
Gleichgewichtsanteile des Epimeren Chlorophyll a' vor-
handen waren. Eine detaillierte Diskussion der CD-Spek-
tren findet sich bei Houssier [17].

NMR-Spektren
Alle in diesem Artikel besprochenen NMR-Spektren sind
auch als Originaldaten unter dem Link http://nmrshiftdb.
nmr.uni-koeln.de/molecule/20252966/dataset/ChiuZ_Tetra
hydrofuran-D8+%28THF-D8%2C+C4D40%29 zuginglich.

Alle NMR-Spektren [19-23] wurden bei 700 MHz in
THF-dg aufgenommen und sind auf TMS bezogen. Die
'H,'>N-HMQC-Spektren benutzen die =-Skala mit der in der
Strukturbiologie gebriuchlichen Referenzierung. 2>Mg-NMR
Spektren in Losung konnten nicht erhalten werden.

Die Analyse der NMR-Spektren von Chlorophyll a stellt
eine formidable Aufgabe dar, was bei einer Summenformel
von CssH-,MgN4Os5 nicht unerwartet ist. Storend hinzu
kommt das Epimerengleichgewicht an C-21, welches fiir
a:a' in THF-dg bei 295 K ca. 100:20 betrigt. Einzig mit der
Gegenstromverteilungschromatographie (counter current
chromatography) [9, 10] gelang es uns, Chlorophyll a von
b, b’ und gleichzeitig von a' zu trennen, so dass wir in An-
lehnung an die Arbeit von Jubert und Bailey [18] ein epi-
merenreines 'H-NMR Startspektrum von Chlorophyll a er-
halten konnten. Im Laufe von 24 h in THF-Losung stellt sich
jedoch das Epimerengleichgewicht an C-21 wieder ein.

Das 'H-NMR-Spektrum von Chlorophyll a (Abbil-
dung 15) zeigt im stark entschirmten olefinischen Bereich
drei scharfe Singuletts bei 8y = 9,61, 9,36 und 8,44, welche
gemeinsam sofort den Protonen 6, 11, und 16 des Porphy-
rinrings zugeordnet werden konnen.

Ihre Einzelzuordnung benotigt jedoch die Auswertung
des NOESY-Spektrums. Bei dg = 8,10 erscheint ein Dop-
peldublett-Signal mit den Kopplungen von 11,5 und 17,8 Hz,
welches daher dem H-9! Atom der Vinylgruppe zugewiesen
werden muss. Die Signale der beiden zugehorigen end-
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stindigen Vinylprotonen findet man leicht bei 6y = 6,2
H-9% und &y = 5,93 (H-9%°). Dem Ersteren dieser beiden
Signale ist ein weiteres Proton als Singulett tiberlagert.

Nach Auskunft des HSQC-Spektrums ist dieses Signal
bei O = 6,19 an ein Kohlenstoffatom mit der Verschiebung
dc = 66,4 gebunden, also ein C-Atom mit sp3>-Hybridisie-
rung. Daher wird es dem Proton H-21 zugeordnet. Seine re-
lativ starke Entschirmung ist bedingt durch die beiden flan-
kierenden C=0O-Gruppen und zeigt die CH-Aciditit dieses
Protons an. Diese erklirt die leichte Epimerisierung des Mo-
lekiils.

In Abbildung 16 sehen wir bei oy = 5,19 ein Triplett ei-
nes olefinischen Protons (6. = 119,7) welches daher P, zug-
ordnet wird. Es folgen zwei Multipletts bei 6y = 4,50 (1H,
. = 50,2) und 4,47 (2H, Oc = 61,5). Im COSY-Spektrum
koppelt ersteres mit einem Methylgruppendublett bei 1,74
und wird daher H-4 zugewiesen. Das zweite zeigt im COSY-
Spektrum eine Verkniipfung zu dem Proton P, und gehort
daher eindeutig zu den Protonen P;. Das nichste Signal bei
Ou = 4,14 (1H, 6. = 51,8) koppelt mit einem Multiplett bei
Oy = 2,39 und wird daher H-3 zugeordnet.

Ein Multiplett von zwei Protonen bei g = 3,79 (6. =
20,3) koppelt mit einem Methylgruppensignal bei 6y = 1,73,
(6 = 18,1), welches weitgehend vom Signal des Losungs-
mittels uiiberdeckt ist. Diese Resonanzen werden der Ethyl-
gruppe an C-14 zugeordnet. Es folgen 4 Methylgruppensig-
nale als Singuletts bei (&g = 3,72/8¢ = 52,2; &y = 3,60/6¢ =
12,6 8y = 3,34/8c =und & = 3,29/8¢ = 11,2). Das erste kann
von seiner '3C-chemischen Verschiebung eindeutig der Me-
thoxygruppe H-21% zugeordnet werden. Die iibrigen drei lie-
gen entsprechend ihren Verschiebungswerten jeweils an
einer Doppelbindung und werden spiter mit Hilfe des NOE-
SY- und HMBC-Spektrums geklirt.

Ein Multiplett eines Protons bei &g = 2,57 gehort laut
COSY und HSQC zusammen mit dem Multiplett bei
Oy = 2,39 zum gleichen C-Atom bei 6c = 30,7 und wird
den Protonen H-3! zugeschrieben. Entsprechend gehort
das Multiplett bei 6y = 2,42 sowie das bei 0y = 2,05 mit
dem zugehorigen C-Atom bei 8¢ = 31,2 zu H-32. Das COSY-
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Spektrum zeigt das typische Bild einer -CH,-CH,-Ver-
kntiipfung.

Das Multiplett bei dg = 1,90 d¢c = 40,6 wird der allyli-
schen Methylengruppe P4 zugeschrieben. Das COSY-Spek-
trum verweist auf die Methylengruppe Ps bei oy = 1,36.

NOESY-Spektrum
Das entschirmteste Proton des Porphyrinrings bei dg = 9,61
zeigt zwei deutliche NOE-Kreuzsignale zu den Protonen 14!
und zur Methylgruppe bei 8y = 3,6 (siche Abbildungen S7
und S8 in der supporting information). Dieser Befund legt
seine Zuordnung als H-16 und die der Methylgruppe als
H-18! fest. Das nichste Porphyrinringproton bei &y = 9,36
zeigt drei NOE-Kreuzsignale zu den Protonen H-9!, H-9%*
und zu dem Methylgruppensignal bei dg = 3,29. Dies legt

wiederum seine Zuordnung als H-11 und die der Methyl-
gruppe als H-13! fest. Auch das dritte Porphyrinringproton
bei Oy = 8,44 zeigt drei Kreuzrelaxationen zu H-4, zur Me-
thylgruppe bei &y = 3,34 und zu H-4'. Wiederum ist dies be-
weisend fiir seine Zuordnung als H-6 und die der Methyl-
gruppe als H-8'.

ABB. 18

TH'>N-HMQC-SPEKTRUM VON CHLOROPHYLL A

180

& o
200

@ [
220+
240
260

T T
104 102 100 98 96 94 92 90 88 86

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim ‘ 269

8.4

B

ppm

NATURSTOFFE ISOLIEREN UND CHARAKTERISIEREN




CHEMIE

IN UNSERER ZEIT CHLOROPHYLL
www.chiuz.de
2
o
2 ) 4 ) J.‘J ?
g JJ 9 9 ? - Ny Dass von den drei Protonen am Porphyrin-
‘ 5 4
? . ® JJ :‘a ring H-16 am stirksten entschirmt erscheint, ge-
+d & - folgt von H-11, lisst sich zwanglos aus den ange-
. » 'Y ® J gebenen mesomeren Grenzstrukturen ableiten.
}j P 9 @ JJ Dagegen ist es nicht moglich, an C-6 eine positi-
Yo 9 9 7T veladung zu formulieren.
. o 9 Wie erwartet zeigt H-9! zwei zusitzliche NOE-

Peaks zu H-9%¢ und zur Methylgruppe H-8'.
54’ Entsprechend zeigt H-21

Abb. 19 j‘ J Kreuzsignale zu H-3, 3!

A
3D Struktur 3 2 reit s .
von Chlorophyll a 9 jf f j ? 3 j , und 3% Trivial sind die
berechnet mit v ) Jﬁ Kreuzpeaks zwischen
DFT-Methoden. P, und P4, sowie Py, ein

schwacher Kreuzpeak ist zwischen P, und Ps zu sehen.
H-4 zeigt NOE-Effekte zu H-3! und H-4! und bestitigt damit
deren Zuordnung, ebenso wie der Kreuzpeak zwischen Py
und Pz,. Trivial sind wieder die NOE-Verkniipfungen zwi-
schen H-3 und H-31/32, sowie H-4'. Die Protonen 14! zei-
gen Kreuzsignale zu H-13! und natiirlich zu H-142. Die bei-
den diastereotopen Protonen H-3? sind durch eine starke
NOE-Wechselwirkung verkniipft und gleichzeitig mit H-3'.
P4 zeigt vier Korrelationen entlang der Phytylkette.

ABB. 20 ESI(+)-MASSENSPEKTRUM VON CHLOROPHYLL A
W:é ChiarophyilDO000L.2: #M3, 030 8min #1545
x
125 B92.51507 (a)
100 89353849
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o 9453872 i
0.25 89553973
L A 83654170
ioe Chiorophyllassos 8 CasHraON Mg, , 832 53476
1+
89253478
2000 (b)
14
T 89353760
i
10001 B34.53775
1e
il | 895.53899 o
l ‘ ‘ 83654092
xd® Chiorophyll000002.d: <M, 0.2-0.8min #1345
(> 892 53488
89353922 (©)
1.0
89453983
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89554078
]\ 89654267
o4 Chiorophyilesssss 0 CremOzNaMg, , 853 54258
I
893.54250
2000 )
1500 B94.54547
1+
1000 E95.54558
1
5001 596 54682 15
897.54875
T em2 83 854 ads 496 857 88 mz

(a) < 10-5 M-Lésung in Acetonitril (b) Computer generierte Isotopenverteilung fiir
M* (c) nach Zusatz von 0,06% Ameisensdure (d) Computer generierte Isotopenver-
teilung fiir [M+H]*
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Wie aufrichtig betriibt war ich, mein Frdulein, Sie zu verfehlen!«
sprach Herr Griinlich einige Tage spdter, als Tony, die von einem
Ausgang zurtickkehrte, an der Ecke der Breiten- und Mengstralle
mit ihm zusammentraf. »Ich erlaubte mir, Ihrer Frau Mama meine
Aufwartung zu machen, und ich vermifSte Sie schmerzlich ... Wie
entztickt aber bin ich, Sie nun doch noch zu treffenl«

Fréulein Buddenbrook war stehengeblieben, da Herr Griinlich zu
sprechen begann; aber ihre Augen, die sie halb geschlossen hatte
und die plétzlich dunkel wurden, richteten sich nicht hoher als
auf Herrn Griinlichs Brust, und um ihren Mund lag das spéttische
und vollkommen unbarmherzige Lécheln, mit dem ein junges
Mddchen einen Mann miBt und verwirft ... lhre Lippen bewegten
sich — was sollte sie antworten? Ha! es muRte ein Wort sein,

das diesen Bendix Griinlich ein fiir allemal zurtickschleuderte,
vernichtete ... aber es muBte ein gewandtes, witziges, schlagen-
des Wort sein, das ihn zugleich spitzig verwundete und ihm
imponierte ...

»Das ist nicht gegenseitig!« sagte sie, immer den Blick auf Herrn
Grinlichs Brust geheftet; und nachdem sie diesen fein vergifteten
Pfeil abgeschossen, lieR sie ihn stehen, legte den Kopf zuriick und
ging rot vor Stolz tiber ihre sarkastische Redegewandtheit nach
Hause, woselbst sie erfuhr, daR Herr Griinlich zum ndchsten
Sonntag auf einen Kalbsbraten gebeten sei ...

Thomas Mann (1875-1955) Buddenbrooks

THI5N HMQC
Die Analyse des "H'’N-HMQC-Spektrums bestitigt noch ein-
mal die Einzelzuordnung der drei Porphyrinringprotonen
H-6, H-11 und H-16. Jedes muss iiber drei Bindungen mit
zwei Stickstoff-atomen, einem sp>- und einem sp*hybridi-
sierten N-Atom koppeln. Wir erwarten daher sechs Signa-
le, wobei zwei Signalpaare zum gleichen N-Atom fithren
sollten. H-16 koppelt mit N-23 bei dy = 195,3 und mit N-24
bei Oy = 212,3. H-11 koppelt mit N-25 bei oy = 193,8 und
ebenfalls mit N-24 bei 6y = 212,3. H-6 koppelt wie H-11 mit
N-25 und mit N-26 bei Oy = 252,3.

Wiederum ldsst sich die besondere Entschirmung von
N-26 durch eine mesomere Grenzstruktur erkliren, die ana-
log fiir die drei anderen N-Atome nicht moglich ist:

Unsere '’N-NMR Daten sind in Ubereinstimmung mit ei-
ner fritheren Arbeit mit >’N-markiertem Material [24].
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Quantenmechanische Berechnungen
Mit Software-Programmen, wie ChemBioDraw®, konnen
chemische Verschiebungen abgeschitzt werden. Diese Pro-
gramme nutzen empirische Inkrement-Regeln fiir Substitu-
enten-Effekte, um aus Datensammlungen von in Losung ge-
messenen NMR-Spektren unterschiedlicher Grundstruktu-
ren eine Vorhersage der chemischen Verschiebungen fiir die
zu untersuchende Molekiilstruktur zu machen. Ein Ver-
gleich mit den experimentell in THF-dg gemessenen 13C-
NMR Verschiebungen von Chlorophyll a (Zuordnungsta-
belle in der supporting information) zeigt befriedigende
Ubereinstimmungen, z.B. fiir die >*CNMR Signale der Phy-
tyl-Kette, auch wenn die Reihenfolge der Signale nicht im-
mer richtig vorhergesagt wird. Die abgeschitzten Ver-
schiebungen fiir C-Atome des Macrocyclus, z.B.: C2, C5,
C6, C11, C15, C16, zeigen sehr groe Abweichungen von
bis zu +20 ppm. Die durch n-Konjugation und Magnesium-
Komplexierung bedingten besonderen elektronischen Ver-
hiltnisse des Porphyrinrings werden durch empirische Pro-
gramme nicht berticksichtigt.

Durch quantenchemische Rechnungen konnen jedoch
elektronische Struktur, Ladungsverteilung und NMR-spek-
troskopische Eigenschaften von beliebigen Molekiilen ab
initio, d. h. durch Losen der Schrodinger-Gleichung unter
alleiniger Verwendung von Naturkonstanten und ohne em-
pirische Annahmen berechnet werden. Je nach Molekiil-
grofle werden numerische Niherungsmethoden der Quan-
tenchemie mit unterschiedlicher Genauigkeit und unter-
schiedlichem Rechenaufwand verwendet.

Fuir Chlorophyll a, ein Molekiil mit 65 Atomen schwerer
als Wasserstoff und mit iiber 400 Freiheitsgraden wird hier
mit der Dichtfunktional-Methode BP86 mit Berticksichtigung
von Dispersions-Wechselwirkungen (GD3B)) und dem dou-
ble grk.zeta-Basissatz cc-pVDZ fiir eine isolierte Struktur mit
einer Konformation berechnet. Die NMR-chemischen Ver-
schiebungen in ppm ergeben sich durch GIAO-NMR Rech-
nungen als zweite Ableitung der Energie nach den Kernko-

ABB. 22
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ABB. 21 ‘ MS|MS-SPEKTRUM DES M*°-IONS VON CHLOROPHYLL A
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ordinaten der berechneten Struktur und dem dufderen Mag-
netfeld als Differenz von isotropen Abschirmungstensoren
zu einem mit gleichen Methoden berechnetem Standard,
z.B. Tetramethylsilan (TMS, Ty-Symmetrie) fiir '"H und '3C
und NH; (Cs,-Symmetrie) fiir '>N. Die mit BP86 und dem tri-
ple-grk.zeta Basissatz TZVP berechneten '>*C-NMR chemi-
schen Verschiebungen der C-Atome des Porphyrinrings (Zu-
ordnungstabelle in der supporting information) zeigen ei-
ne bessere Ubereinstimmung (AS ~ -1 bis +9 ppm) als
empirisch vorhergesagt, da die durch n-Konjugation und
Komplexierung bestimmte elektronische Umgebung der
Ring-C-Atome berticksichtigt wird. Die quantenchemischen
Berechnungen sowohl der NBO-Atomladungen als auch der
'H- und '>C-NMR-Verschiebungen sind im Einklang mit der
experimentell beobachteten stirkeren Entschirmung von
C-16/H-16 und C-11/H-11 im Vergleich zu C-6/H-6 (vgl. die
oben diskutierten Resonanzgrenzstrukturen). Abweichun-
gen zwischen experimentellen und berechneten '>C-NMR-
chemischen Verschiebungen der C-Atome des Phytyl-Rests
sind u.a. auf die Mittelung von Konformations-Isomeren ahn-

ABSPALTUNG DES PHYTYLRESTES UNTER BILDUNG VON m|z = 614,24

m/z = 614,24
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licher Energie in Losung zuriickzufiihren, was bei der Be-
rechnung nicht berticksichtigt wurde. Fiir die vier Stick-
stoffatome sind die aus NBO-Rechnungen erhaltenen nega-
tiven Partialladungen abnehmend von N-23 nach N-25, N-24
und N-26 mit dem Pattern und den relativen Differenzen der
vier durch GIAO berechneten sowie den experimentellen
I5N-NMR-chemischen Verschiebungen im Einklang. Eine ab-
solute Ubereinstimmunyg ist fiir die verwendete DFT:Metho-
de und den Basissatz nicht zu erwarten.

Ein Vergleich der experimentellen, der abgeschitzten
und der quantenchemisch berechneten NMR-spektrosko-
pischen Verschiebungsdaten zeigt die limitierte Anwend-
barkeit von Inkrement-Systemen zur empirischen Vorher-
sage von NMR-Verschiebungen fiir Metallkomplexe von
konjugierten makrocyclischen Ringsystemen. Quantenme-
chanische Berechnungen von NMR-chemischen Verschie-
bungen beruhen auf der Berechnung der elektronischen
Umgebung der Atomkerne, i.e. der direkten Ursache der
chemischen Verschiebung.

Massenspektrometrie
Die nicht unzersetzt verdampfbaren Chlorophylle waren
frither eine grole Herausforderung fiir massenspektrome-
trische Strukturuntersuchungen. Eingesetzt wurden die ,In-
Beam“-El- und verschiedene Desorptionstechniken (*>*Cf

CHLOROPHYLL | NATURSTOFFE ISOLIEREN UND CHARAKTERISIEREN

Plasmadesorption, Feld-Desorption (FD), Fast-Atom-Bom-
bardment (FAB), Laser-Desorption) Einen Uberblick findet
man in [25, 26]. Heute steht mit der Elektro-Spray-Metho-
de ein Verfahren zur Verfiigung, das sich vorziiglich zur Un-
tersuchung von Chlorophyllen eignet. Dies sei stellvertre-
tend fiir die Stoffklasse am Beispiel des Chlorophylls a ge-
zeigt. HPLC-ESI MS/MS-Untersuchungen haben sich auch
bei der Strukturaufklirung der herbstlichen Chlorophyll-
Katabolite (Phyllobiline) bewihrt [27].

Die ESI(+)-Messung mit einer < 10°M Losung von Chlo-
rophyll a in Acetonitril zeigt das typische Isotopenmuster
fur das Molekiilion M*, wie der Vergleich mit der Compu-
ter-generierten Isotopenverteilung belegt (Abbildung 20 b).
Die experimentelle exakte Masse von 892,5351 D stimmt
mit dem theoretischen Wert fiir 2Css'H5,!4N4100524Mg
uberein (892,5348). Mit geringerer Intensitit wird zwischen
m/z = 1785 und 1791 auch das Multiplett von M,* detek-
tiert, das dem Addukt aus ungeladenem und ionisiertem
Chlorophyll a entspricht. Bei hoherer Konzentration kann
das M,""-Ton an Intensitit gewinnen und schlieRlich sogar
das Spektrum dominieren.

Die Ionen-Bildung erfolgt also durch anodische Oxida-
tion im ESI-Interface und nicht durch Protonierung. Wird
die Chlorophyll a-Losung mit 0,06 % Ameisensiure versetzt,
so erfolgt eine Verinderung der relativen Intensititen des

ABB. 23 BILDUNG DES IONS BEI m|z = 481,19 DURCH KOLLISIONSAKTIVIERUNG
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Peakmusters. Die Intensitaten der Signale m/z > 893,54 neh-
men relativ zur Intensitit von m/z = 892,54 zu (Abbil-
dung 20 ¢©). Die Ursache ist die Bildung von [M+H]*-Ionen
durch Protonierung von Chlorophyll a, die in Konkurrenz
zur Bildung der M*-Tonen tritt und ein Peakmuster hervor-
bringt, in dem die Isotopenmuster von M*(Abbildung 20 b)
und [M+H]* (Abbildung 20 d) tiberlagert sind. Bei der Mes-
sung, die zu Abbildung 20 c fiihrte, entspricht das Vertei-
lungsmuster einem Mischungsverhiltnis M*:[M+H]* = 2:1.

Die Messungen mit angesiuerten Losungen von Chlo-
rophyll a weisen eine weitere signifikante Verinderung im
ESI-Massen-spektrum auf. Beginnend mit m/z = 871,57 er-
scheint ein weiteres Multiplett mit identischem Isotopen-
muster wie das M*-Ion des Chlorophylls a. Es entsteht
durch protolytische Verdringung des Mg?*Ions durch zwei
Protonen und Bildung des entsprechenden Quasi-Molekii-
lions durch Protonierung in der ESI-lonenquelle. In geal-
terten Chlorophyll-Proben wird das [M-Mg+3H]*Ion auch
ohne Ansiuern der Losung detektiert.

Das MS/MS-Spektrum des M*-Ions von Chlorophyll a
zeigt zunichst nur ein Fragment bei m/z = 614,24. Durch
Heraufsetzen der Kollisionsenergie erscheint ein weiteres
Bruchstiick-Ion bei m/z = 481,19 (Abbildung 21).

Die aus den exakten Massen abgeleitete Zusammenset-
zung des bei der Bildung von m/z = 614,24 eliminierten
Neutralteilchens entspricht CyHszg und somit dem Phytyl-
rest minus einem H-Atom. Der zugrunde liegende Prozess
lasst sich tiberzeugend mit der M*-Spezies A, in der Ladung
und Radikal in der Esterfunktion 33 lokalisiert sind, be-
schreiben (Abbildung 22).

Die Massendifferenz zwischen m/z = 614,24 und dem
bei hoherer Sto3energie zusitzlich auftretenden Bruchstiick
bei m/z = 481,19 hat die elementare Zusammensetzung
CsHyOy4. Das entspricht der Summe aus dem an C-3 noch
verbliebenen Substituenten, der Methoxycarbonylgruppe
an C-21 und einem weiteren H-Atom aus dem Chlorophyll-
Gertst. Dieser Befund ldsst ahnen, dass es nicht einfach
sein wird, den Ablauf dieses Fragmentierungsprozesses zu
rationalisieren. Eine Voraussetzung fiir die Abspaltung eines
CsHyO4-Radikals ist die Kniipfung einer Bindung zwischen
dem Rest an C-3 und der Methoxycarbonylgruppe an C-21.

Unser Vorschlag beginnt mit einer radikalischen Abs-
traktion eines H-Atoms an C-3'. Das dabei an C-3! entste-
hende Radikalzentrum greift anschliefend tiber einen sechs-
gliedrigen Ubergangszustand die Carbonylgruppe des Sub-
stituenten an C-21 an. Dabei entsteht ein O-zentriertes
Radikal, das ein H-Atom an C-32 ablost. Das so gebildete Ra-
dikal abstrahiert dann ein H-Atom von C-4. Damit wire ei-
ne weitere Randbedingung erfiillt, wonach im abzuspal-
tenden Teilchen ein H-Atom aus dem Chlorophyll-Gertist
enthalten sein muss. Mit der H-Wanderung ist die Spaltung
der Bindung C-3-C-3! verbunden. Damit ist im Prinzip der
CsHyO4-Rest aufgebaut. Seine Abspaltung kann nach einer
1,2-Hydridverschiebung unter Bildung einer ionisierten
Doppelbindung zwischen C-3!-C-3% und nachfolgender La-
dungs-induzierter o-Spaltung bewirkt werden.

Chem. Unserer Zeit, 2016, 50
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Fragen

A. Welches Vitamin ist wie Chlorophyll a und b und die
verschiedenen Hime eine lebenswichtige Komplexver-
bindung und welches Metallion ist dort das Zentralion?

B. Welche Gemeinsamkeit und welchen prinzipiellen Un-
terschied gibt es zwischen kovalenter Bindung und ko-
ordinativer Bindung?

C. Welche Triebkraft gibt es fiir die Fixierung des Mg?*-Tons
im Chlorophyll a und fiir die von Fe** im Him b, das im
Himoglobin, Myoglobin und Cytochrom P450 vor-
kommt?

D. Welche Klasse farbiger, synthetischer Pigmente hat ei-
ne dem Chlorophyll und den Him-Arten verwandte
Struktur und eine enorme Stabilitit?

E. Welche Farbrezeptoren hat das menschliche Auge? Von
welcher Farbe konnen wir die meisten Nuancen unter-
scheiden?

E  Warum miissen sich die Absorptionsspektren von Chl a
und Chl b deutlich unterscheiden?

G. In der Zuordnungstabelle der supporting information
ist ersichtlich, dass die mit Hilfe von Chembiodraw® be-
rechneten >C-Daten sehr gut mit den experimentellen
Daten tbereinstimmen. Lediglich die rot gekennzeich-
neten Werte von C-5, C-2, C-15, C-16, C-11 und C-6 zei-
gen auflergewoOhnliche starke Abweichungen. Bieten
Sie hierfiir eine Erklirung an.

H. Im Chlorophyll b wird die CH3-Gruppe C-13! durch ei-
ne Formylgruppe ersetzt. Im Protonenspektrum wird
dadurch die Reihenfolge der Signale von H-16 und H-11
geiandert. Warum?

1. Berechnen Sie anhand der natiirlichen Haufigkeiten der
Kohlenstoff- und Magnesium-Isotope das Isotopenmus-
ter fiir M* von Chlorophyll a. '2C (98,93%), 13C (1,07%),
2iMg (78,99%) °Mg (10,0%) 2°Mg (11,01%)

J. Um was fiir eine Reaktion handelt es sich bei der Ring-

offnung des Cyclopentenon-Rings unter basischen Be-
dingungen?

Supporting information

Zu diesem Aufsatz haben wir unter www.chiuz.de zusitzliches
Material bereitgestellt: Einfach den Artikel aufrufen und dort die
supporting information 6ffnen. Das Material ist fiir Sie kostenfrei
zuginglich. Dort finden Sie auch die Antworten auf die oben ge-
stellten Fragen.

Zusammenfassung
Chlorophyll existiert seit ca. 3 Mrd. Jahren und steht mit am
Beginn der Evolution. Dieser chirale, griine Magnesium-Por-
phyrin-Komplex absorbiert als Photosensibilisator in den An-
tennen der Lichtsammelkomplexe der Chloroplasten alle An-
teile des sichtbaren Lichts auBer Griin. Diese Energie wird an
die Reaktionszentren der oxygenen Photosynthese weiterge-
leitet. In dieser Redoxreaktion entstehen aus Kohlendioxid und
Wasser Kohlenhydrate und Sauerstoff. Wir beschreiben die
Strukturaufklédrung der Chlorophylle, diskutieren Struktur und
Eigenschaften, ihre Verwandtschaft zum Hdm des Blutes, All-
tagsanwendungen und denken (iber Griines in der Sprache
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nach. Die Reinisolierung von Chlorophyll a aus Spinat ist eine
experimentelle Herausforderung, die wir im Detail schildern.
Alle analytischen Spektren werden vollstdndig entweder im
Hauptteil oder in der supporting information wiedergegeben
und interpretiert.

Summary

Chlorophyll exists since ca. 3 billion years and is at begin of
the evolution. This chiral, green Mg-porphyrin-complex ab-
sorbs as a photosensitizer in the antennas of the light-har-
vesting complexes of chloroplasts all parts of visible light ex-
cept of green light. This energy is transferred to the reaction
centres of oxygenic photosynthesis. By this redox reaction car-
bon dioxide and water are transformed into carbohydrates
and oxygen. We describe how the structures of chlorophylls
were elucidated, discuss structure-property relations, the re-
lationship to heme of blood, everyday uses, and how Green
has influenced our language. The isolation of pure chlorophyll
a from spinach is an experimental challenge, which we report
in detail. All analytical spectra were recorded and are repro-
duced and interpreted either in the main part or in the sup-
porting information.

Schlagworter
Chlorophylle, Chlorophyll a, Chlorophyll b, Blattgriin, Na-
turstoffisolierung, Spektroskopie, Ab-initio-Berechnung,
Spinat
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