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Dem Einwände, dass das zur Kultnrflüssigkeit zugesetzte Serum
oder Blut kapillar von Aussen an den Hypokotylen der Versuchs-

pflanzen aufsteigen konnte und nicht durch die Wurzeln auf-

genommen wurde, begegneten wir in der Weise, dass bei einer

Kultur in Rinderblut die Hypokotyle der Keimlinge von Phaseohis

vulgaris am Wurzelhals in einer Höhe von 1 — l'/o cm mit Yaselin

bestrichen wurden. Die Hypokotyle w^urden behufs Verarbeitung"

oberhalb des Vaselinringes abgeschnitten. Auch in diesem Falle^

konnte in dem Extrakte der oberirdischen Organe der Bohnen-
keimlinge präcipitable Substanz nächgewiesen werden.

Die mitgeteilten Resultate sprechen dafür, dass Pflanzen im-

stande sein dürften, tierische präcipitierbare Substanz aufzunehmen.

Ob höheren Pflanzen diese Fähigkeit im Allgemeinen zukomm r^

ob grössere Mengen dieser Substanz aufgenommen werden können,

und über deren Schicksal in der Pflanze sollen weitere Versuche

Aufschluss geben.

Aus dem staatlichen serotherapeutischen Institute und der Bio-

logischen Versuchsanstalt in Wien.

58. M. Tswett: Über die Spektrophotometrie der Chloro-

phylline und die Energetik des Chlorophylls.

Eingegangen am 22. Juli 1907.

In meiner letzten in diesen Berichten erschienenen Abhandlung-

w^urden die spektroskopischen Eigenschaften der Chlorophylline fest-

gestellt.^) Die spektroskopische Untersuchung, welche für die

Charakterisierung der Farbstoff'e vollständig zureicht, kann aber über

das relative Absorptionsvermögen in verschiedeneu Spektralbezirken

nur ungefähre, zuweilen falsche Daten liefern. Quantitative Daten

1) Auf den im vorletzten Heft dieser Berichte erschienenen polemische»

Aufsatz Marchlewski's, wo u. a. der Versuch gemacht wird, meine spektro-

skopischen Ergebnisse in Zweifel zu ziehen, werde ich nicht erwidern. Autwort

geben die in meinen früheren und in vorliegender Mitteilung angeführten Tatsachen,,

sowie meine in der Biochemischen Zeitschrift erschienene Abhandlung über

die Chlorophyllinderivate.

© Biodiversity Heritage Library, http://www.biodiversitylibrary.org/; www.zobodat.at



Spektrophotometrie der Chlorophylline und Energetik des Chlorophylls. 389

siiul aber für das Verständnis der Chlorophyllenergetik von grossem

Wert, und ich entschloss mich daher, meine spektrographische

Untersuchung der Chlorophylline durch eine spektrophotometrische

zu vervollständigen. Ich beabsichtigte zuerst Absorptionskoeffizienten

für das ganze sichtbare Spektrum zu bestimmen, nach tieferer

unten mitgeteilten — , Überlegung erschien es mir aber zwecklos,

effektvolle aber nutzlose Zahlentabellen zu entwerfen, und ich be-

gnügte mich, die relative Energie der Absorption in den zwei

Hauptabsorptionsbändern der Chlorophylline zu ermitteln. Die

< h-enzlage dieser Hauptbänder ist (zehnfache Angströmeinheiten) :
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Untersuchung- exaktere Resultate liefert als die spektroskopische.

Diese in der Theorie wohl plausible Annahme ist aber in der Wirk-

lichkeit nicht unbedingt zutreffend, und es ist vielleicht nicht über-

flüssig hier anzudeuten, welches Gewicht auf die spektrophoto-

metrischen Daten zu legen ist und inwieweit dieselben zu weiterer

Verwendung — der alleinige Berechtigungsgrund aller wissenschaft-

lichen Ermittelungen — tauglich sind. Es ist gewiss, dass die

spektroskopische Untersuchung uns nur über die Lage von Ab-

sorptionsbändern in exakter Weise unterrichten kann. Die relative

Intensität derselben kann nur dann richtig beurteilt werden,

wenn naheliegende Spektralbezirke verglichen werden, zwischen

welchen keine grossen LichtintensitätsdifFerenzen (im einfallenden

Lichte) herrschen und für welche der Schwellenwert der Licht-

empfindung (EbeRT) nnhezu ein gleicher ist. Sonst kann eine

schwächere Absorption in einem schwachleuchtenden Spektralbezirk

einer stärkeren Lichtauslöschung im helleren Bezirke überlegen

erscheinen. Es ist nie zu vergessen, dass „bei allen Beobachtungen

mit dem Auge die Retina des Beobachters als inteo'rierendei- Be-

standteil in den analysierenden Apparat eingeht" (EBERT 140).

Die spektrophotometrische Untersuchung ihrerseits hat den

schweren Nachteil, dass sie für gewöhnlich in weit unreineren

Spektren geschieht als die spektroskopische. Die Absorptionen

müssen desweo'en mehr oder weniger verschwommen und herab-

gesetzt erscheinen. Es kann dies dazu führen, dass enge und

schwache Absorptionsbänder, welche im scharfen (mit engerem

Spalte hergestellten) Spektrum wohl auftreten, bei der spektro-

photometrischen Bestimmung — wenn nicht mit homogenem Licht aus-

geführt — vermisst werden. In diesem Falle ist also die spektro-

skopische Untersuchung die exaktere. — AVas die Absorptions-

koeffizienten betrifft, so sind sie — wenn nicht im homogenen

Lichte bestimmt — ausser dem von dem Auge des Beobachters

abhängigen Fehler, noch mit dem konstanten folgenden behaftet,

über dessen mögliche Grösse folgende Betrachtung belehren mag.

Es sei für die spektrophotometrische Untersuchung eine Licht-

quelle benutzt, welche Strahlen von den Wellenlängen n, n-|-l,

n -|- 2, mit gleicher Intensität aussendet. Die" Kollimator-

spalte des Apparates (mit Normalspektrum) besitze eine solche

Weite, dass das Licht einer bestimmten Wellenlänge sich auf das

Intervall von sechs Teilstrichen der Wellenlängeskala ausbreitet (es

ist das normale Verhältnis bei dem von mir in folgendem benutzten

Apparate). Die Strahlen von der Gattung n -J-- 6 werden sich dann

auf das Intervall n -f- -^ his n -f" " der Skala, die Stralilen n -f- ^ ^uf

das Intervall n -l- 4 bis n 4- 10 usw verteilen. Man kann sich für

jeden Spektralbezirk des Apparates die Zusanmiensetzung der dahin
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leuchtenden Strahlung bestimmen. Man stelle nun vor den Spalt

einen absorbierenden Körper. Derselbe besitzt bei gegebener Dicke

für die Strahlen n -|- 11 bis n -f- 15 den Schwächungskoeffizienten 0,5,

für die Strahlen beiderseits aber den Koeffizienten 0,9. In folo^ender

Tabelle sind die wirklichen sowie die zu beobachtenden Schwächungs-

koeffizienten bei einfacher wie bei doppelter Dicke des absorbirenden

Körpers zusammengestellt.

J4
n + G

bis n + 10

u + 11

bis n + 15

n + 16

bis n + 20

I

IT

III

IV

V

einfache Schicht

gegeben

beobachtet

doppelte Schicht

gegeben

beobachtet

aus II berechnet

0,i)00

0.831

0,81(J

0,714

o,(;i)i

0,50()

0,G37

0.250

0,442

0,40(i

0,9<X)

0,831

0,S10

(1,714

0,G91

Man sieht, dass die mangelnde Reinheit des Spektrums unter

Umständen recht bedeutende Fehler in der Bestimmuno- der

Schwächungskoeffizienten verursachen kann, und dass die aus diesen

letzten zu berechnenden YlERORDT'schen Absorptionsverhältnisse, den

Gesetzen LaMBERT's und BeER's widersprechend, von der Dicke

bezw. der Konzentration der absorbierenden Schicht abhäns-en

würden. Zu dieser, beim Studium aller Farbstoffe sich geltend

machenden Fehlerquelle gesellt sich im Falle der Chlorophylline

noch eine andere, die, soweit mir bekannt, bisher nicht berück-

sichtigt worden ist. Was wir nämlich als Absorptionsspektrum eines

Chlorophyllins (oder eines anderen Fluoreszenten) bezeichnen, ist

ein kombiniertes Absorptions- und Emissionsspektrum, indem die

durch alle vom Chlorophyllin absorbierten Strahlen hervorgerufene

rote Fluoreszenz teilweise in den Spektralapparat hineinstrahlt und

die Absorption der entsprechenden roten Strahlen geringer erscheinen

lässt, als sie in Wirklichkeit ist. Um exakte Werte für die Ab-

sorptionskoeffizienten der roten Strahlen zu erhalten, wäre es nötig,

in reineni roten Licht zu arbeiten, und noch dann würde die durch

rotes Licht herorgerufene Fluoreszenz die Genauigkeit der Resultate

beeinträchtigen. Selbstverständlich würden auch die exaktesten

Absorptionskoeffizienten uns nicht ohne weiteres über die vom
Farbstoffe zurückgehaltene, in AYärme oder chemische Arbeit um-

27*
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gewandelte Euergie belehren, da ein vielleicht ansehnlicher Teil der

absorbierten Lichtenergie sofort als Fluoreszeuzlicht allseitig ab-

gestrahlt wird. Betrachtet man in meinem Luminoskop (TSWETT I)

eine verdünnte ätherische Chlorophylllösuug, so überzeugt man sich,

dass die Fluoreszenz ein bei energetischen Betrachtungen nicht zu

vernachlässigender Faktor ist.^)

Photometrische Bestimmungen in Chlorophylliuenspektreu.

Als Lichtquelle diente eine NEENST'sche Lampe. Die Lösungen

wurden in den von ZeiSS verfertigten Glaszellen in Höhen von 5

oder 10 m^n untersucht. Die Weite der unverändert bleibenden

Kollimatorspalthälfte betrug den für die Messung geeignetsten ^Yert

von 0,2 mm^ wobei die Na-Linie sich auf das Intervall von ungefähr

7 nfji ausbreitete. Die Farbstoffe wurden in alkoholischer Lösung

untersucht, in welcher die Lage der Absorptionsbänder sich mehr

derjenigen nähert, welche dieselben im lebenden Blatte aufweisen.

Die Lösungen wurden so weit verdünnt, dass nur die beiden Haupt-

absorptionsbänder bei spektroskopischer Betrachtung erschienen.

Die für jedes Chlorophyllin gemachten sechs Serien von Bestimmungen

stimmen in dem Resultate überein, dass die Absorption im Blau

grösser als die im Rot ist. Dasselbe fand auch Herr Prof. IWANOWSKI
in Warschau, welcher die Güte hatte, meine Chlorophyliine (in

petrolätherischer Lösung) mit Hülfe des von MARXENS und GRÜNBAUM
umgestalteten KÖNIG'schen Spektrophotometers zu untersuchen. Als

Belege seien aus meinen Bestimmungen drei Serien mitgeteilt (die

Zahlen sind Mittelwerte aus je fünf Messungen und bedeuten pCt.):

(Siehe die Tabelle auf S. 393.)

Das Überwiegen der Absorption in Blau ist besonders bei dem
Chlorophyllin ß stark ausgeprägt, dessen Schwerpunkt der Ab-

sorption unbestritten in der rechten Spektrumhälfte liegt. Das Band
460— 475 ist noch bei solchen Yerdünnungen zu unterscheiden, in

welchen das „charakteristische" Band im Rot vollständig ver^

schwunden ist.

5)

Über die Energetik des Chloropliylls.

Die au der Hand des Photometers vervollständigten Daten über

die Spektren der Chlorophylline erlauben eine tiefere Einsicht in

den energetischen Betrieb des Chlorophylls bezw. der Photosynthese

zu gewinnen. Zuerst ist wohl zu betonen, dass das durch schon

1) Nach 'Walter's Untersuchungen (Eosin, Magdalarot) ist das Fluoreszenz-

vermögen von der Konzentration abhängig. NiCHOLS und Mereit haben zu

zeigen versucht, dass die Absorption von der Fluoreszenz abhänge, nach Camichel's

Untersuchungen ist aber dieses Resultat zweifelhaft geworden.
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Chlorophyl
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Optische Arbeitsteilung im Cliloropliyll.

Die ChlorophylUösung besitzt bekanntlich im sehbaren Spektrum

sieben Absorptionsbänder (einschliesslich der sog. Endabsorption).

Die vier linken Bänder rühren ausschliesslich von den Chlorophyllinen

her. In verdünnten Lösungen zeigt sich das I. Band des Chlorophyllins ß
als schattiger Anhang des I. Bandes des Chlorophyllins a. In

konzentrierteren Lösungen treten die Bänder des Chlorophyllins ß
zwischen diejenigen des Chlorophyllins a und tragen dazu bei,

dieselben zum frühzeitigen Verschmelzen zu bringen.^) Zugleich

entsteht durch teilweise Uberdeckung des lY. Chlorophyllin-a-Bandes

und des V. Chlorophyllin-/5-Bandes das schwache Band auf 535 /^/i,

wozu das V. Band des in Chlorophylllösungen wohl nie absolut

abwesenden Chlorophyllans a beiträgt. Ob dies Chlorophyllan auch

im lebenden Blatte spurweise vorhanden ist, kann mit voller Be-

stimmtheit weder behauptet noch verneint werden. Das bekanntlich

im unversehrten Blatte vorhandene Band im Grün kann jedenfalls

ausreichend durch das Übereinandergreifen der entsprechenden

Chlorophyllinbänder erklärt werden.

Was die drei Absorptionsbänder des Chlorophylls hinter F
betrifft, welche auch ohne photographische Platte vorzüglich zu kon-

statieren sind, so rühren sie, wenn nicht ausschliesslich, so doch hau])t-

sächlich auch Von den Chlorophyllinen her, wobei das erstere, kurz nach

F gelegene durch die Hauptabsorption des Chlorophyllins ß bedingt

ist und mittels Auswaschungen nach SORBY's oder KRAUS^ Verfahren

leicht zu entfernen ist, wie dies schon SORBY und MONTEVERDE
konstatiert hatten. Es ist hier interessant, die Beobachtungen

HaGENBACH's über die Fluoreszenz des Chlorophylls heranzuziehen.

Als dieser Forscher auf eine ätherische Chlorophylllösung im dunkeln

Raum ein Sonnenspektrum projizierte, sah er den sieben Absorptions-

bändern — der Lage nach — entsprechend, ebensoviele leuchtende rote

Bänder auftreten, deren letztes sich in das Ultraviolette erstreckte.

Die relative Intensität dieser Fluoreszenzbänder war

I> VI> V>II ->IIIr> IV')

1) Ich erlaube mir daran zu erinnern, dass die in meiner letzten Abhandlung

mitgeteilten Chlorophyllinspektren durch mehrere Kontrollmethoden erhärtet wurden,

u. a. durch die an der Hand einer naturentsprechenden Vermischung der Teil-

farbstoffe erreichte Synthese des Chlorophyllspektrums in vitro (II. 141). Will

man die Synthese auf dem Papier vollzieheu, so darf man natürlich nicht die

gleichen Konzentrationen entsprechender Spektrogramme 4 und 8 der Tafel III

kombinieren, sondern etwa die Spektrogramme 3 und 6 oder 4 und 7. Dies

entspricht dem natürlichen Verhalten, Avie es sich in verdünnter Chlorophylllösung

manifestiert, wo Band I des Chlorophyllins ß als schattiger Anhang des I. Chloro-

phyllin-n- Bandes auftritt.

2) Die Numerierung der Bänder ist bei HAGENBACH eine andere, da er als
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Das VII. vom Chloro])liyllin a herrührende, nach meinen Fest-

stellnngen dem I. überlegene Band leuchtete jedoch schwächer als

dieses. Dieser scheinbare Widerspruch erkUlrt sich aber durch den

£,erino-eren Enersieo-ehalt der verwendeten blauen Strahlen den roten

gegenüber (LaNGLEY), sowie durch ihre grössere Dispersion im

prismatischen Spektrum. Während nämlich die Strahlen von

l = 660 bis 670 sich auf etwa zwölf Teilstriche der HAGENBACH'schen

Skala erstreckten, behaupteten die l = 430 bis 440 ein Intervall von

44 Teilstrichen.

Gleich nach dem VI. Band kam, der leuchtenden Kraft nach,

das Band V, welches dem Chlorophyllin ß angehört. Die Absorption

des Chlorophyllins a war also in der untersuchten Lösung für die

brechbareren Strahlen eine ansehnlichere als die Absorption des

Chlorophyllins ß. Es ist natürlich vorausgesetzt, dass die Intensität

der Fluoreszenz in allen Teilen des Spektrums der absorbierten

Energie proportional ist (STAKK).

Alle diese Betrachtungen lassen sich mit einiger Yorsicht auf

das in Chloroplasten eingebettete Chorophyll übertragen. Zwar sind

daselbst die Bänder stark nach dem Ultrarot verschoben, ihre Zahl

und Intensitätsreihe bleiben aber dieselben wie in Chlorophylllösung.

Übereinstimmend mit GerLAND und den neueren Forschern (Weg-
SCHEIDER, MONTEVERDE) sah ich {Elodea) das I. Band ausgesprochen

doppelt auftreteu, wobei das schwäcliere zweite (zweifellos dem
Chlorophyllin />' angehörende) Absorptionsmaximum sich von ersterem

scharf abhebt. Die relative Intensität der Chlorophyllbänder in

jÄ/9/fZwfya-Blättern fand 310NTEVERDE als

la > V > Ib > II > III > IV.

Also erscheint auch im lebenden Blatte die Absorption der blauen

Strahlen durch das Chlorophyllin ß intensiver als die der roten.

i'ber das quantitative Yerliältuis der Clilorophylline im
Chlorophyll.

Es ist eine nächstliegende Aufgabe der physiologischen Chlorophyll-

forschnng, die qualitative Analyse des Chlorophyllkomplexes durch

eine quantitative zu vertiefen. Sowohl vom Standpunkte des

Studiums des Adaptationsvermögens der Lebewesen (ENGELMANN'sche

komplementäre chromatische Adaptation), wie in Hinsicht auf die

Frage nach dem chemischen Mechanismus der Photosynthese ist es

V. Band das in frischen Chlorophjlllösungen vollständig abwesende Band IVb der

späteren Autoren (Chlorophyllan-a-Band) bezeichnet. Band VI (VII. HAGENBACH's)

war von dem schwächeren Vif. schlecht abgegrenzt. Hagenbach sagt, dass seine

Intensität gerade vor G die grösste war.
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erforderlich, die Abhängigkeit der Chlorophyllzusammeiisetziing von

den äusseren Faktoren zu erforschen. U. a. ist die Frao-e nach

dem quantitativen A'erhältnis der beiden Chloropliylline in höheren

Pflanzen aufzuwerfen.

Es kann vorläufig nicht die Kede sein von der direkten Fest-

stellung des molaren oder des Gewichtsverhältnisses, welches auch

für die Physiologie von untergeordnetem Interesse ist.

Wir können aber versuchen, die relative Konzentration der

beiden Farbstoffe zu eruieren, indem wir deren optischen Effekt unter-

suchen und voraussetzen, dass gleiche Mole gleiche Absorptions-

energie, z. B. für die roten Strahlen besitzen. Es handelt sich also

sozusagen um Bestimmung der Farbstoffe in optischen Äquivalenten.

Schon SORBY (S. 480) hatte versucht, die Frage auf diesem

Wege zu lösen. Zu dem Zweck überführte er das zu untersuchende

Chlorophyll in Benzol, in welcher Lösung die Absorptionen der

Chlorophylline im Rot viel weniger übereinandergreifen als in

alkoholischer. Die Lösung wurde dann in gleichweite Glasröhren

verteilt. Ihre Verdünnung war derart, dass beim Einstellen des

Probierrohres von dem Spalte des Spektroskopes, das I. Band seine

zwei ungleich starken Hälften in bester Ausprägung aufwies. Es

w^urde dann die Lösung in einem Rohre solange mit Benzol verdünnt

bis das I Band des Chlorophyllins a in gleicher Intensität erschien

wie das I. Band des Chlorophyllins ß im anderen Rohre. Aus dem
Grade der nötigen Verdünnung ergab sich die relative Konzentration

der beiden Pigmente. Nach dieser Methode fand SORBY für das

quantitative Verhältnis der Chlorophylline

Chlorophyllin a Chlorophylliu ß
(Jjlue Chlorophyll") (.,yellow Chlorophyll'-)

Gesunde grüne Blätter 100 13— 17

In stark verdunkeltem Raum ge-

wachsene Blätter 100 5—

G

Um genauere Zahlen zu erhalten wäre selbstverständlich ein Spektro-

photometer nötig, und wären auch Lösungen der isolierten Farbstoffe,

nicht aber des Gemisches zu vergleichen, wo die Absorptionen der

knapp aneinandergrenzenden ersten Bänder der Chloropliylline not-

u-edrungen etwas übereinander greifen.

Die angeführten SORBY'schen Zahlen finden sich in befriedigender

Übereinstimmung mit den Resultaten folgender Schätzung. Stellt

man sich Chromatogramme des Chlorophylls (am leichtesten aus

Benzollösung) her und vergleicht man die Höhen der in ihrer Farbe

etwa gleich gesättigt erscheinenden Chlorophyllinzonen, so erhält

man für das Verhältnis:

Chlorophyllin ß _ \ ^1

Chlorophyllin a 4 6
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Dies Yevhältnis kann man endlich mit Hilfe meiner in voriger

Abhandlung mitgeteilten spektroskopischen Tabellen und Spektro-

g^'amme annähernd zu schätzen versuchen. Um das Aussehen des

<3rsten Chlorophyllbaudes in verdünnter Lösung zu bekommen, muss
mau nämlich etwa die Spektrogramme 3 und 6 der Tafel III kom-
binieren. Vorausgesetzt dass die Spektrogramme 2 und (> derselben

Konzentration der Pigmente entsprechen, würde mau für das

gesuchte Verhältnis den Wert —r erhalten. Aus den obi2:en ver-

schiedenen Informationsquellen folgt also, dass, wenn wir für die

Chlorophylline gleiches molekulares Absorptionsvermögen für die

s))ezifiscli roten Strahlen beanspruchen, auf jedes Molekel des

Chlorophyllins ß sich im Chlorophyllgemische etwa fünf Molekel

<les Chlorophyllins a vorfinden.

Um exakte, voraussichtlich mit den Spezies und den Wachstums-
bedingungen variable Werte zu erhalten, würde sich vielleicht die

Titration der Chlorophylline als Säurederivate, nämlich als Chloro-

phyllaue bewähren. Die petrolätheriscjie Lösung des durch eine

organische Säure zersetzten Chlorophylls liefert ein Chromatogramm,

wo die Chlorophyllanzonen, durch einen Xanthophyllring getrennt,

scharf voneinander gesondert auftreten. Die Chloroj)hyllane würden

sich daher leicht quantitativ abtrennen und ohne vorherige Ent-

fernung der Xanthophylle spektrophotometrisch titrieren lassen.
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