Ober die griinen und gelben Farbstoffe der Florideen.

V.n
Harald Kylin.

. r iii-laktinu /u”N;;int. noam  lu. Juli Tull.”

I. Chlorophyll und dessen Verhaltnis zu Phykoerythrin.

Nach Kutzing (IKI-3L S. 23) gibt es bei tleir Florideeu
zwei Aerschiedene 1arbstolfo, einen in Alkohol 16slichen, in
Nasser aber unléslichen, grunen, und einen in Alkohol unl6s-
Ik heu, in Wasser aber l6slichen, roten, .lener wird mit dem
Chlorophyll der hoheren Pflanzen identifiziert, dieser ist nach
Aiilzing ein den Florideen charakteristischer Féarbstoll, den
nt Phykoerythrin nennt.

Niigeli (1847, S. 1ST; anerkennt nur das Vorkommen
+ mos Farbstoffes bei den Florideen, welcher mit dem’Chloro-
phyll der hoheren Pflanzen nahe verwandt sei, und heim Ab-
'h iben derselben in dieses tbergehen solle, In einer spateren

(1849, S. 8) nennt er diesen Farbstoff Fryjdirophyll,
"“let es aber nicht mehr wahrscheinlich, dal es beim Ab-
diibcn in Chlorophyll Ubergehe, sondern behauptet jetzt, daf
| grune Farbe, welche die Florideen oft nach dem Tode
annehmen, einer von Alkalien verursachten Veranderung in
d<ui Krythrophyll zuzuschreiben ware. Chlorophyll k&me dem-
nach hei den Florideen nicht vor.

Stokes (1851, S. 204) gibt an, daB man hei spektro-
skopischer Untersuchung lebender Florideen sowohl- das Ab-
sorptionsspektrum des Chlorophylls, als das des Phykoerythrins
+'hélt, und er meinte deshalb den SchluR ziehen zu kénnen,
al, beide Farbstoffe in den lebenden Florideen in verschie-
"lieu Verhaltnissen miteinander gemischt Vorkommen.

Uopjie-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIV. ' H
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Nach Cohn k&me dagegen bei den lebenden Flurideen
nur ein Farbstoff vor, welchen er Rhodophyll nennt. Hinsichtlich
dieses Farbstoffes schreibt er (Cohn, 1807, 8. 56): Auch
das in den lebenden Florideenzellen unzersetzte Rhodophyll
wird nach dem Tode derselben durch endosmotische Wasser-
aufnahme sofort in seine beiden Bestandteile gespalten, wovon
das grune Chlorophyll in den Zellen zurtckbleibt, wahrend
das rote Phykoerythrin in wasseriger Losung durch Dialyse
austritt .

Hiermit sind die beiden Meinungen ausgesprochen, die
in der spateren Literatur miteinander konkurriert haben,
namlich: 1. dal in den lebenden Florideenzellen Chlorophyll
und Phykoerythrin zwei nebeneinander vorkommende Farb-

stoffe seien: 2. daR diese beiden Farbstoffe miteinander che-
misch verbunden seien.

Fnter den Forschern, die meinen, dal Chlorophyll und
Phykoerythrin auch in den lebenden Florideen nebeneinander
Vorkommen, mogen erwahnt werden: Askenasy (1867, S. 231 .
Rosanoff (1807, S. 204), Nebelung (1878, S. 401), Hansen
(1803, S. 201).

Engel mann (1882, S. 669) findet, dal} einige von ihm ge-
machte Beobachtungen sich nicht aus der herrschenden Meinung
erklaren lassen, dall man es hier mit einem Gemisch von
assimilierendem Chlorophyll und einem nur maskierenden Farb-
stoff zu tun habe. Zwei Mdglichkeiten wéaren denkbar: Ent-
weder handelt es sich um ein Gemisch von zwei Farbstoffen,
von denen einer Chlorophyll ist: dann mul} aber auch der
andere Farbstoff unter dem Einfluk des Lichtes assimilierend
wirken.............. Die andere Mdglichkeit ist die, dal3 hier nicht
Gemenge von Chlorophyll mit anderen gleichfalls assimilierenden
Farbstoffen vorliegen, sondern chemische Verbindungen». Er
findet, dal die letztere Mdglichkeit die wahrscheinlichere i-t.
In einer spateren Arbeit (1883, S. 19/ erwahnt er aber einige
Tatsachen, die ihm jetzt entschieden daflir zu sprechen scheinen,
dall man es mit einem Gemisch zu tun hat. Wie friher be-
hauptet er aber, dal nicht nur Chlorophyll, sondern auch Phyko-
erythrin assimilierend wirkt.
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Reinke (1886, S. 182) ist der Meinung, dal! es in lebenden
Florideen eine lockere chemische Rindung zwischen dein Phvko-
ervthrin und einer anderen Atomengruppe, maoglicherweise mit
dem Molekile einer Proteinsubstanz gibt: er schreibt weiter:

In &hnlicher \\ eise durften bei Florideen auch die grtnen,
in Alkohol 16slichen Molekile im lebenden Zustande mit Protein-
molekilen verbunden sein: vielleicht haftet je ein rotes und
ein grunes Molekil an einem Proteinmolekile, um beim Ab-
~erben des Chromatophors abgespalten zu werden > — Schutt
11888. S. 37) schliel3t sich dieser Ansicht Reinkes am nachsten
:m. — In der letzten Auflage (1010) von S trash urg”r * Lehr-
buch der Rotanjk» lesen wir S. 318: die Chromatophoren «ent-
halten aufl3er griinem Farbstoff auch einen roten, das Phykoery-
thrin, und zwar, wie es scheint, beide in chemischer Verbindung».

Aber nicht nur die Frage, ob in den lebenden Chroma-
tophoren der Florideen Chlorophyll und Phykoerythrin mit-
einander chemisch verbunden sind oder nicht, ist ein Gegen-
wand grof3er Meinungsverschiedenheiten gewesen, sondern auch
eine andre, und zwar die, ob der grune Farbstoff, welcher mit
Alkohol aus diesen Algen extrahiert werden kann, von- Kutzing
mit Recht mit dem Chlorophyll der héheren Pflanzen identifiziert
wurde.

Besonders ist es Pringsheim (1875, S. 753), der auf
Grund spektroskopischer Untersuchungen schart hervorhebt,

'lall das «Florideen-Griin» mit dem Chlorophyll der hoheren
Pflanzen nicht identisch sei. Die beiden Farbstoffe der Florideen,

'las  Florideen-Grin» und das «Florideen-Rot», waren nach
Pringsheim als besondere Chlorophylimodifikationen zu be-
trachten. Nebelung (1878, 8. 418) bemerkt dagegen, daf
/' r grine Farbstolf einiger von ihm untersuchter Florideen
keine bemerkenswerteren Abweichungen im Spektrum» zeige,
lleinke (1886, S. 228) deutet «das alkoholische Florideen-
Grin» als «gewodhnliches Alkohol-Chlorophyll».  Ebenso ist
Hansen (1893, S. 292) der Ansicht, daR die Florideen ganz
wie die hoheren Pflanzen Chlorophyll enthalten.

Es sind demnach zwei Fragen, zju deren Beantwortung
en Kkleiner Beitrag zu geben ware, namlich:
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1. Ist der grune Farbstoff, der aus den Florideen
mit Alkohol extrahiert werden kann, mit dem Chloro-
phyll der hoheren Pflanzen identisch oder nicht?

2. Ist dieser grune Farbstoff mit dem Phyko-
erythrin chemisch verbunden oder nicht?

lie behauptete lIdentitdt zwischen dem grinen Farbstoff
der Florideen und dem der hoéheren Pflanzen ist bisher auf
Ubereinstimmungen in der Farbe, in der Fluorescenz und im
Absorptionsspektrum gegriindet. Frst wéhrend der letzten Jahre
ist durch die Untersuchungen von Willstatter die Chlorophyll-
forschung so weit gediehen, dal» man vielleicht die Aufmerk-
samkeit auf einige chemische Ahnlichkeiten zwischen dem
grinen Farbstoff der obengenannten Pflanzenabteilungen zu
lenken versuchen konnte.

Durch die Untersuchungen von Willstatter (Willstutier
und Isler, PdIl. S. 155) ist festgestellt worden, dal» dasChlnm-
phyll .jeglicher Herkunft Ubereinstimmt:

1. im (ichalt an komplex gebundenem Magnesium:

2. im Cehalt an Phyto!:

3. darin, dal» der stickstoffhaltige Kern, das Phytochronini.
besondere Spaltungsprodukte, die Phytochlorine und die Piivm-
rhodine. liefert.

Um zu erweisen, dal» der griine, alkoholl6sliche Floridcen-
farbstolf dem Chlorophyll im Sinne von Willstattor angehurt,
ware es demnach meine Aufgabe, nachzuweisen, dal) das griine
Florideenpigment die drei obengenannten Hedingungen erfillt.

Um nachzuweisen, dafl'das grune Florideenpigment Ma-
gnesium enthélt, ist folgende Versuchsserie gemacht worden.

150 g luftgetrocknetes, pulverisiertes Material von (»/</-
mitnn nihnnn (lluds.) Ag. *), welches vorher wahrend dreier
Tage mit Petrolather erschopft worden war, wurde nach dein
Absaugen der Petrolatherlésung wahrend zweier Tage mit
300. ccm  IM)0/oigein Alkohol extrahiert. Das Material wurde
abgesaugt und mit 100 ccm Alkohol von derselben Starke nach-
gewaschen. Auf diese Weise wurden 350 ccm Extrakt erhalten.

» Has Material verdanke ich dem Assistenten an dei* zoologisch»'»
Station Kristineberg. Herrn Dr. Hj. Ostergren.
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| in das Chlorophyll zu verseifen, wurde die Lésung mil
-? i» -0 ccm 50° Tigern Alkohol gelostem NaOll verselzt.
wobei ein flockiger, griner Niederschlag enlsiand. Nach einem
Tage wurden 2f>0 ccm Wasser zugesetzl: da aber der Nieder-
m hlag nicht vollig gelést wurde, wurde filtriert. Die filtrierte
Losung wurde zuerst mit Ather, dann mit so viel Wasser ver-
hetzt. dal! eine Atherschicht sieh abschied. Die Atherschicht
war stark gelbfarbig, die alkoholisch-wasserige Schiebt griin-
laibig. | m indifTerente Nebenprodukte zu beseitigen, wurde
diese Schicht noch zweimal mit Ather ausgesehiittelt.

Die alkoholisch-wasserige Ldsung, die ein von dem Chloro-
I'I'vil al»stammendes Salz, von Willstattcr als Chlorophyllin-
natiium bezeichnet, enthalt, wurde dann wieder mit Ather iber-
- hichttd und mit stark verdinnter Phosphorsdure in Kkleinen
| orlionen versetzt, bis die &atherische Schicht schwach grin
gchirbt wurde. | in die Saure des Chlorophvllinsalzes, das
| liforophyllin. in Freiheit zu setzen, wurde darauf primares
Alkaliphosphat hinzugefigt, bis sich das Chlorophyllin in die
atherische Schicht hintubcrsohuttolu lief). Nach diesem lliniihcr-
- lidtteIn war die alkoholisch-wasserige Losiing gelbbraun ge-
idi'ld. Die atherische L6sung war intensiv blaugriin; bei groberer
S* liichtendicke war die Farbe* rot; die* Losung flunrescierte
prachtig rot.

Die atherische Lo6sung wurde dann mit kalt gesattigter
Ruiatiiumphosphatlésung ausgesehiittelt, wobei das Chlorophyllin
\vik*dcr als Alkalisalz gebunden wurde. Die Phosphatldosung
» urde mit etwas Ather geschiittelt, dann von neuem init Ather
iib'TSchichtet, worauf das Chlorophyllin mit primarem Phos-
I'bat in Freiheit gesetzt und in den Ather hinlhergcscliittclt
wnrdi*.  Die &therische LOsung wurde mit .Natriumsulfat ge-
lrocknet und dann eingedampft. Der Ruckstand hinterher, nach
d« i Kindischerung eine kleine Menge Asche, in welcher Magnesium
'mCi gut nachweisen lieb.

Die von mir angewandte Methode zur Reinigung des
Chlorophyllins ist demnach die von Willstattcr (P.K)fi, S. 7ii
beschriebene Phosphatmethode.

Der Versuch, nach den Angaben von Willstattcr und
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Hocheder (1907, S. 218) aus dem Chlorophyll von Cennnium
rubrum Phaeophytin herzustellen, gab kein Resultat, weil die
dafir nétige Menge von Material mir nicht zur Verfigung stand.
Den Phytolgehalt des Florideenehlorophvlls habe ich demnach
nicht nachweisen koénnen.

Wegen des stark begrenzten Vorrats von Material habe
ich gar nicht daran denken koénnen, Phytochlorine und Phyto-
rhodine aus dem Florideenchlorophyll herzustellen.

Mein einziges Krgebnis ist demnach, dal} ich habe nach-

weisen konnen, dal das Chlorophyll der Florideen wie
das der hoheren Pflanzen magnesiumhaltig ist.
) Wird aber die schon von mehreren Autoren erwiesene
Ubereinstimmung in der Farbe, in der Fluorescenz und im Ab-
sorptionsspektrum hinzugefigt, ferner, dal3 das Chlorophyll der
Florideen, wie das der hoheren Pflanzen bei der Reinigung
nach dem Entmischungsverfahren von Kraus in den Petrol-
ather Ubergeht und dal? das bei der Verseifung des Florideen-
chlorophylls entstandene Chlorophyllin auf dieselbe Weise wie
Chlorophyllin aus dem Chlorophyll der hdheren Pflanzen sich
reinigen lait, ist es wohl als sehr wahrscheinlich zu erachten,
dall der grune Farbstoff der Florideen dem Chloro-
phylle im Sinne von Willstatter angehort.

Von mehreren Autoren, besonders von Tswett ist langst,
behauptet worden, dal} das grune Pflanzenpigment ein Gemisch
sei aus einer blaugrinen und einer gelbgriinen Komponente.
Diese Rehauptung ist in einer jungst erschienenen Arbeit von
Willstatter und Hug (1911, S. 182) bestatigt worden. Es
ware demnach von besonderem Interesse, zu untersuchen, ob
auch das grune Florideenpigment zwei verschiedene Kom-
ponenten enthalte. Eine solche Untersuchung zu machen,
habe ich aber nicht Gelegenheit gehabt.

Um die zweite Streitfrage, namlich die, ob das Chloro-
phyll der Florideen mit dem Phykoerythrin chemisch verbunden
ist oder nicht, beantworten zu kdénnen, muf3 man die lebenden
Florideen einer spektroskopischen Untersuchung unterwerfen.
Ich selbst habe nicht Gelegenheit gehabt, eine solche Unter-
suchung zu machen, in der Literatur gibt es aber Angaben,
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die es moglich machen, auch ohne eigene Untersuchungen die
in Rede stehende Frage abzuhandeln.

Wie schon friher erwahnt wurde, hat Stokes bei einer
spektroskopischen Untersuchung lebender Florideen sowohl die
dem Chlorophyll wie die dem Phykoerythrin ungehorigen Absorp-
tionsstreifenbeobachten kdnnen. Von dieser Tatsache veranlaft,
schreibt Askenasy (1867, S. 234): «Es ist dies ein evidenter
beweis dafur, dal beide Farbstolle schon in der lebenden
I'llanze gesondert vorhanden, und dal sie nicht erst nach
dem lode derselben durch eine Spaltung (im chemischen Sinne)
entstehen. *

Die Beobachtung von Stokes ist spater auch von Ro-
sanoff (1867, S. 204) gemacht worden, und er ist der Ansicht,
dal diese *présente le plus fort argument en faveur de la
presence simultanée, dans les Floridées vivantes, de la.chloro-
phylle et de la phycoérythrine.»

Reinke hat eine eingehende, spektroskopische Unter-
suchung bei Delesseria sanguined gemacht. Er untersuchte
spektroskopisch einen Teil des lebenden Thallus dieser Alge
und erhielt auf diese Weise das Absorptionsspektrum des
Rhodophylls» (= Chlorophyll -f- Phykoerythrin). Darauf unter-
suchte er einen Alkoholextrakt dieser Alge und dann einen
Wasserextrakt. Im ersteren Falle erhielt er das Absorptions-
spektrum des Chlorophylls, im letzteren Fall das des Phyko-
erythrins, und es zeigte sich nun, dall das Absorptionsspektrum
dos «Rhodophylls» sich aus dem des Chlorophylls und dem
dos Phykoerythrins zusammensetzte: oder um Reinke (1886,
S. 231) anzufiihren: «Olienbar setzt sich die Absorption des
Rhodophylls im Blatte zusammen aus der Wirkung der Chloro-
phyllgruppe und der Phykoerythringruppe, die man durch Ein-
wirkung von Alkohol und Wasser daraus zu isoliert abzu-
H'heiden vermag.»

Man erwartet, daB Reinke aus seiner Untersuchung den
SchluBsatz ziehen wiirde, Chlorophyll und Phykoerythrin kdmen
in der lebenden Alge als zwei selbstdndige Farbstoffe neben-
einander vor. Dies tut er jedoch nicht. Er behauptet, wie
Ruher erwédhnt worden ist, dalR die beiden Farbstoffe an ein
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Proteinmoloktl gebunden sind (mdglicherweise jeder FarbstulT
an je ein Proteimnolekili. Dies hangt mit der Weise zu-
sammen. auf welche Keinke zu erklaren suchte, dal das Phyko-
erythrin stark lluoresciert, sobald es aus den Chromatophoren
-extrahiert worden ist, dagegen nicht Illuoresciert, solange es
noch in denselben bleibt. In den lebenden Chromatophoren
sei der Farbstoff an ein Proteinmolekil gebunden, bei dei
Hxtraktion aber wurde die Phykoerythrinkomponente von dem
hypothetischen Proteinmolektl freigemacht werden und dann
beginne die Fluoresccnz.

Dic\se Frklarung erscheint allerdings ganz hibsch, sic
fordert aber mit Notwendigkeit, dal die Spaltungsprodukte
einer chemischen Verbindung dieselben spektroskopischen Eigen-
schaften haben kodnnen, wie die chemische Verbindung'selb.«!
Das Kliodophyll> ware ja nach Keinke eine chemische
Verbindung zwischen einer Proteinkomponente, einer Chloro-
phyllkomponente und einer Phykoerythrinkomponente und dos.-cn
ungeachtet wirde sich sein Absorptionsspektrum aus dem des
Chlorophylls und dem des Phykoerythrins Zusammensei n,
oder mit anderen Worten die summierten Absorptionsspekira
der Spaltungsprodukte waren der der Muttorsubstanz gleich.
Dies lind«; ich sehr unwahrscheinlich und glaube daher nicht,
daB Chlorophyll und Phykoerythrin in den lebenden Chroma-
tophoren miteinander oder mit einer anderen Komponente che-
misch verbunden sind.

Fs scheint mir, als ob die spektroskopischen Unter-
suchungen von Keinke auf folgende Weise gedeutet werden
muRten: Chlorophyll und Phykoerythrin sind in den
lebenden Florideonchromalophoren zwei selbstandige
nebeneinander vorkommende Farbstoffe, die nicht
miteinander chemisch verbunden sind.

Keinkes Erklarungweise, warum das Phykoerythrin erst
nach dem Extrahieren aus den Chromatophoren zu lluoreseierei;
beginnt, wird noch unwahrscheinlicher, nachdem durch meine
Fntersuchungen (Kylin 1910, S. 188) mit Sicherheit erwiesen
worden ist, dal} dieser Farbstoff in sich selbst ein eiweil3artiger.
der Proteidgruppe angehérender Stoff ist. Es ist wohl kaum
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wahrscheinlich, dall ein in sieh selbst eiweil3armer Farbslol]
in don lebenden Chromatophoren an ein Proteinmolekul ge-
bunden waére und erst beim Extrahieren frei gemacht wirde.
Pie Frsachc, dall das Phykoerythrin in den lebenden Florideen
nicht lluoreseiert, ist wohl die, dal} der Farbstoff in diesen in
lester Form verkommt.l)

Il. Die gelben Begleiter des Floridcenchlorophylls.

Die erste Angabe hinsichtlich gelber Farbstoffe bei Florideen
I'llii'l von Sorby (IST#, S. 10s) lier: es g(‘lang ihm, ans /\VVp/o/ro
1"™:["/m< tdnen in Alkohol l6slichen, gelben'Farbstoff, zu er-
halten. den er Nnnthophyll nannte.

Der nachste Versuch, gelbe Farbstolfc bei den Florideen
ilachzuweisen. ist von Keinke iINTh. S. |Oli gemacht worden,
hr extrahierte Btttnir/ios/urmioH tnuuiVforme mit kochendem Al-
kohol. und die so gewonnene L6sung wurde mit Denzol ausge-
ehiittelt, wobei der Alkohol wieder vollstdndig farblos wurde.
+keinke behauptet deshalb: <Fin gelber in AlkohoMoslicher
| arbstolf scheint mit dem Chlorophyll von Jidtrurhos/iermtdii
nicht vergesellschaftet zu sein. '

Nebelung (ISTs. s. #1)7) hat Kein kos Versuche wieder-
hol!: er benutzte aber Denzin anstatt Denzol, und es gelang
Inn dadurch, bei einigen SiiBwasserlluridcen, namlich liufro-
"<<hbrminn,  (‘Imntrmti«, Lemtuwt und limofio einen, .alkohol-
h"liehen, gelben Farbstoff nachzuweisen.

Die Untersuchungen sind von Hansen (uUsD# S. 2i)2i

M Hinsichtlich des I'liykocyans und dessen Verhéltnis zu Chlur«»-
I’kyll liegen dieselben Meinungsverschiedenheiten vor, wie hinsichtlich
"= Phykoerythrins. Auch in diesem Fall linde ich es am wahr.selicin-
i'ii'len. dall es in den lebenden Chromatophoren zwei nebeneinander
v :kommende Farbstoffe gibt, die nicht miteinander chemisch .verbunden
M- In diesem Zusammenhang moége an Gaidukovs schone t'nter-
M|,'Inini  Gber den EinfluR farbigen Lichts auf die Farbung lebender
Liscillarion erinnert werden. In welcher Weise die Farbe der-Oscitlanu-
0'l. n auch verandert worden war. zeigte die spektroskopische I'nler-
n' llung den kréaftigen Absorptionsstreifen des C.lilorophylls zwischen P
Lk weit es aus den von Gaidukov gegebenen Tabellen het-

v’Uebl. war es das Pbykocyan. welches unter dem EinfluR des farbigen-
k *bts verandert worden war.
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fortgesetzt worden, welcher aus allen Florideen, die er unter-
suchte, eine grune FarbstofTmasse gewinnen konnte, welche sich
in einen grinen und einen gelben Farbstoff spalten lieR3, wie
dies heim ChlorophyllfarbstofTe der Phanerogamen der Fall ist.

In seiner Untersuchung uber die Verbreitung des Carotins
im Pflanzenreich erwdhnt Tammes (1900, S. 241), dal er
durch die Anwendung von Molischs Kalimethode Carotin bei
einigen Florideen, ndmlich Porphyra laeiniutu, Ceramium rubrum
und Pol/ysiphonin sp. nachweisen konnte.

Erst durch die Untersuchungen von W/illstatter und
Mieg 11907) sind wir Uber die gelben Begleiter des Chloro-
phylls der hoheren Pflanzen besser unterrichtet worden. Biese
gelben Begleiter sind Carotin und Xanthophyll, die durch ihre
Loslichkeitsverhaltnisse in Petrolather und Alkohol von einander
deutlich verschieden sind. Carotin ist in Alkohol schwer, in
Petrolather aber leicht 16slich. Aus einer Petrolatherlosun«
kann es nicht in 80"Voigen Alkohol hintbergeschuttelt werden.
Xanthophyll ist in Alkohol leicht l6slich, in Petrolather aber
unloslich. Bei der Reinigung von einer alkoholischen Chloro-
phylllésung nach dem Entmischungsverfahren von Kraus geht
demnach das Carotin in die petrolatherische Schicht uber,
wahrend das Xanthophyll in der alkoholischen Schicht bleibt.

Werden die Literaturangaben uber das Vorkommen von
gelben Farbstoffen bei Florideen mit den oben erwahnten Er-
gebnissen von \\ illstatters und Miegs Untersuchungen zu-
sammengestellt, wirden wir erwarten, daR bei diesen Algen
zwei gelbe Farbstoffe vorkamen.

Um Carotin bei den Florideen nachzuweisen, wurden
Thallusteile einiger Arten in 40°/oigen Alkohol, in welchem
20fllo Atzkali aufgelost war, eingelegt und darin zwei Tage
liegen gelassen (Molischs Kalimethode, s. Molisch 1896, S. 19k
Das Carotin krystallisierte dabei in mikroskopischen, orange-
gelben Nadeln oder in aus solchen Nadeln bestehenden Aggre-
gaten. Auf diese Weise ist von mir Carotin bei folgenden
Florideen nachgewiesen worden: Callithamnion hiemale Kjellm.,
Cerumium diaphauum Harv. et Ag., C. rubrum (Huds.) Ag.,
Chnmlrus crispus (L.), Lyngb., Corallina officinalis L., Cystodo-
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purpuruscenx (Huds.), Kitz., Delrsseria xamjuim« (L.) Lam.,
IhmoHti« filiformix (FI. Dan.) Grew, Furcellariafustigiaht (Huds.)
Lam., Luurmciu jnnmtifida (Gmel.) Lam., Phylhphora Bro-
mlniei (Turn.) J. Ag., Ph. mnnbmnifdia (Good, et Woodw.) J. Ag.,
Pohjkhx rotundns (Gmel.) Grev., Polysiphonia nigmcens (Dillw.)
Grew, Porphyra hinnalk lvylin, lihodomda subfusm (Woodw.)
Ag., hh. riryata Kjellm. und Sjwrmothamnion roxeolum (Ag.)
ITingsh.

Dies sind alle Florideen, die ich hinsichtlich des Vor-
kommens von Carotin untersucht habe. Hei Chondrus cris-.
,"ts kamen Kirystalle nur sparlich vor, aber anstatt ihrer gelbe
Tropfchen in grol’er Menge; bei den Ubrigen Arten gab es in
den Zellen reichlich Carotinkrystalle.

Um auch makrochemisch Carotin bei den Florideen nach-
zuweisen, wurden 150 g luftgetrocknetes, gepulvertes Material
von ('ermnium rubrum mit 250 ccm Petrolather wahrend
dreier Tage extrahiert. Das Material wurde abgesaugt und
mit 100 ccm Fetrolather nachgespilt. Auf diese Weise wurden
200. ccm Losung erhalten.  Um diese von Chlorophyll zu he-
il eien, wurde sie mit alkoholischem Kali behandelt und dann
mit etwas Wasser gemischt, bis sich eine petrolatherische Schicht
abschied. Die so erhaltene, stark gelbfarbige, petrolatherische
Losung wurde einmal mit Alkohol, dann mit Wass¢r ausge-
schittelt. Es war meine Absicht, diese petrolatherische Losung
nach den Angaben von Willstatter und Mieg (1907, S. 12)
weiter zu behandeln, um Kkrystilisiertes Carotin zu erhalten,
ah fand aber bald, dafll die erhaltene Carotinlésung viel zu
klein war, um die Reinigung weiter treiben zu konnen. Und
da der Vorrat von Cmtmium sehr begrenzt war, war es mir
nicht moglich, den Versuch in groRerem Malstabe zu wieder-
holen.

Wie schon friher erwahnt worden ist, wurde ein alkoho-
lischer Extrakt auf Ceramium rubrum, nachdem das Chloro-
phyll mit NaOH verseift worden, war, mit Ather ausgeschittelt
s. S. 109). Die atherische Schicht wurde stark gelb gefarbt.
Diese atherische Losung wurde zuerst mit alkoholischer Natron-
lauge, dann mit Wasser ausgeschiittelt, mit Natriumsulfat ge-
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trocknet und im Vakuum eingeengt. Die so erhaltene Losung
wurde mit dem doppelten Volumen Petrolather vermischt,
wobei ein roétlich orangefarbiger Niederschlag entstand. Dieser
in Petrolather unlésliche Niederschlag loste sich leicht in Al-
kohol mit gelber Farbe. -- Die Reinigung nach den Angaben
von Willst fitter und Mieg (1907, S. IlI» weiter fortzusetzen,
war wegen der geringen Menge von Lo6sung nicht mdglich

Aus (‘eramium rubrum habe ich demnach einen gelben
Farbstoff extrahieren konnen, welcher, da er in Alkohol I6slich,
in Petrolather unloslich ist, am nachsten mit dem Xanthophyll
im Sinne von \\ illstutter und Mieg verwandt zu erachten
ist.  Nun zeigte es sich aber, dall bei Zusatz von ein wenig
Saure, auch Essigsaure, bis zu saurer Reaktion die Farbe zugleich
von (ielb in Grin verandert wurde. Dies kann nur so ge-
deutet werden, dal der gelbe Farbstoff auf irgend eine Weise,
wahrscheinlich durch zu starke Alkalieinwirkung, verandert
worden war (vgl. S. 118).

Die Arbeit mufte demnach nach einem anderen Plan fort-
gesetzt werden, und nach einigen vorbereitenden Versuchen
wurde dann in folgender Weise fortgefahren.

ou g luftgetrocknetes, pulverisiertes Material von (‘er»-
mium rubrum wurde mit 75 ccm Renzol Ubergossen. Na.-li
drei Tagen wurde» abgesaugt, mit 50 ccm Renzol nachgespiili.
und die so erhaltene Losung, 85 ccm, mit 75 ccm 9f>°/.igem
Alkohol vermischt. Durch Zusatz von etwas Wasser wurde
eine Renzolschicht abgeschieden.

Diese Renzolschicht wurde dann mit SO'Voigem Alkohol
ausgeschuttelt, wobei die alkoholische Schicht recht stark gelb-
farbig wurde. Im Renzol blieben Chlorophyll und Carotin zurick.
Der letztere Farbstoff wurde dadurch nachgewiesen, dal der
Rickstand nach dem Eindampfen des Benzols in Petrolather
gelost und die petrolatherische Losung mit alkoholischem Kali
ausgeschuttelt wurde, wobei der Petrolather einen gelben Farb-
stoff, das Carotin, zurtckhielt.

Die alkoholische Schicht nach der zweiten Ausschittelung
wurde bei gewohnlicher Temperatur bis zur Trockenheit ein-
gedampft, und der Rickstand mit Petrolather behandelt, welcher
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linen Teil davon mit gelber Farbe luste. Wurde diese petrol-
atherische Losung mit 80°/oigem Alkohol geschuttelt, nahm
<lie alkoholische Schicht so gut wie vollstandig den gelben
hu'bstoll auf. Diese alkoholische Ldsung wurde noch einmal
eingedampft, der Rickstand mit Petrolather behandelt und der
dabei gel6ste, gelbe Farbstolfwieder in 80°/oigen Alkohol hintiber-
geschuttelt. Der Ruckstand nach der Behandlung mit Petrol-
ather loste sich leicht in Alkohol mit gelber Farbe.

In der alkoholischen Schicht nach der zweiten Ausschiit-
h'lnng gab es demnach zwei gelbe Farbstoffe, welche sich
hinsichtlich ihrer Loslichkeilsverhéltnisse in Alkohol und Petrol-
ather unterscheiden. Der eine ist in Petroldather unléslich, in
Alkohol aber 16slich, der andere ist sowohl in Petrolather wie
in Alkohol l6slich. Da dieser Farbstoff aber aus einer petrol-
atherischen Ldsung in 8oft/»igen Alkohol so gut wie vollstéandig
tisch, welches bei einer solchen Behandlung in der petrol-
atherischen Schicht geblieben ware.

Die alkoholische Schicht rach der ersten Ausschittelung
enthielt auBer gelben Farbstoffen eine geringe Menge-Chloro-
phyll. Nach Eindampfen bis zur Trockenheit bei gewohnlicher
Temperatur wurde der Rickstand mit Petrolather behandelt,
welcher einen Teil davon loste. Bei Ausschittelung dieser
petrolatherischen Losung mit 80°/oigem Alkohol farbte sich
‘lie alkoholische Schicht gelb. Der Rickstand nach der Be-
handlung mit Petrolather wurde in Alkohol gel6st und die so
erhaltene LOsung ein paarmal mit Petrolather geschiittelt, um
rinige Chlorophyllreste wegzuschaffen. Darnach wurde die al-
koholische Lésung bis zur Trockenheit eingedampft und der
erhaltene Rickstand mit Petrolather behandelt, wobei jedoch
nur wenig geldst wurde. Der Rickstand nach der Behandlung
mit Petrolather wurde in ganz wenig Ather gel6st, die atherische
hisung mit Petrolather versetzt, wobei ein rotlich orange-
farbiger Niederschlag entstand. — Krvstalle sind nicht er-
halten worden.

Aus (eramium rubrum ist es mir demnach gelungen,
einen in Alkohol l6slichen, in Petrolather unléslichen, gelben
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Farbstoli zu extrahieren. Eine verdinnte Losung dieses Farb-
stoffes ist gelb: in grolRerer Konzentration vertieft sich die
Farbe bis zu orangerot. Zusatz von etwas Eisessig verandert
die Farbe nicht bei gewohnlicher Temperatur, bei Kochen geht
sie aber in Grin Uber. In getrocknetem Zustand wird der
Farbstoff in Eisessig mit gelber Farbe gel6st. Wird eine al-
koholische Ldsung mit verdinnter Salzsdure oder Schwefel-
saure versetzt, geht die Farbe auch bei Zimmertemperatur nach
einigen Minuten in Grin Uber, um nach einigen Stunden mehr
blaugrin zu werden. Bei Behandlung mit Alkali wird der Farb-
stoff beim Kochen schnell, bei Zimmertemperatur langsam in
irgendeiner Weise verandert, sodal die Farbe nach Zusatz von
einer Sdure bis zu saurer Reaktion augenblicklich grin wird.
Bei Alkalisieren wird die Farbe wieder gelb. (Vgl. den Ver-
such, diesen Farbstoff aus einem mit Alkali behandelten, al-
koholischen Extrakt herzustellen, S. 116.)

Der Farbstoff wird von konzentrierter Schwefelsaure mit
schmutzig blauer Farbe gelost (der schmutzige Farbenton i>i
ganz sicher von einer Menge farbloser Verunreinigungen Ge-
dingt, die bei der Einwirkung von konzentrierter Schwefelsdure
zerstort werden); bei Zusatz von Wasser werden griine Flocken
ausgefallt.

Der in Rede stehende Farbstoff ist in Schwefelkohlenstoff.
Chloroform, Methylalkohol, Athylalkohol, Amylalkohol, Ather,
Aceton, Benzol und Toluol l6slich, nicht aber in Petrolather.
Benzin und Ligroin.

Werden diese Angaben mit denjenigen verglichen, die
von Willstatter und Mieg hinsichtlich des Xanthophylls der
hoheren Pflanzen gemacht sind, zeigt es sich, dall der in Rede
stehende gelbe Farbstoff aus Ceramium rubrum mit
dem Xanthophyll der héheren Pflanzen sehr nahe ver-
wandt sein muf3. Ob er mit demselben identisch ist, kann
ich gegenwartig nicht entscheiden, ich habe aber keinen
Charakter nachweisen konnen, wodurch die beiden Farbstoffe
mit Sicherheit zu unterscheiden waren.))

) Es ist mdoglich, daR Alkali leichter auf das Xanthophyll au-
. Ceramium als auf das der hoheren Pflanzen schadlich einwirkt. Will-
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Wie schon friher erwahnt ist, ist auch ein sowohl in
Petrolather wie in Alkohol l6slicher, gelber Farbstoff aus meinem
Material erhalten worden, welcher sich aber von Carotin da-
durch unterscheidet, daR er sich aus einer petroléatherisclien
Losung in 80°'oigen Alkohol so gut wie vollstandig hintber-
schitteln 14Gt. Eine verdinnte Losung dieses Farbstoffes ist
gelb; in groRerer Konzentration vertieft sich die Farbe bis zu
rotbraunem Orange. Bei Zusatz von verdinnter Salzsgure oder
Schwefelsdure wird die Farbe auch bei Zimmertemperatur grun:
nach einer Stunde wird sie blaugriin. Beim Kochen nach
Zusatz von Essigsaure wird die Farbe ebenfalls griin. Bei Be-
handlung mit Alkali wird der Farbstoff beim Kochen schnell,
bei Zimmertemperatur langsam in irgend einer Weise verandert,
so dall die Farbe nach Zusatz von einer Sdure bis zu saurer
Reaktion augenblicklich grin wird. Bei Alkalisieren wird die
Farbe wieder gelb.

Dieser Farbstoff zeigt demnach in mehreren Hinsichten
Ubereinstimmungen mit Xanthophyll, unterscheidet sich aber
von diesem durch seine Loslichkeit in Petrolather. |

Das friher mit Benzol behandelte Material (S. 110) wurde
wahrend dreier Tage mit 75 ccm 96°/oigem Alkohol extrahiert,
dann abgesaugt und mit 50 ccm Alkohol nachgespult. Auf diese
W eise wurden 85 ccm Losung erhalten. Um das Chlorophyli
auszufallen, wurde geséttigte Ca(()H).2-LOsung zugesetzt, urfd
feiner etwas Alkohol, um die gelben Farbstoffe in Ldsung zu
halten. Nach dem Abliltrieren des Niederschlages wurde mit
Petrolather ausgeschuttelt, um die letzten Reste von Chloro-
phyll abzuscheiden. Die alkoholisch-wésserige Losung wurde
dann mit Ather ausgeschittelt, welcher dabei die gelben Farb-
stoffe aufnahm. Die &therische L6sung wurde mit Wasser aus-
geschittelt, mit Natriumsulfat getrocknet und bei Zimmer-
temperatur bis zur Trockenheit eingedampft. Der Ruckstand

s! Utter und Mieg erhielten das Xanthophyll, indem sie eine alkoholische
( lilorophyllésung mit Alkali verseiften und dann mit Ather ausschittelten,
Yi' r Ather nahm dabei das Xanthophyll auf. Auf diese Weise gelang es

mir aoer nicht, das Xanthophyll aus Ceramium unverdndert zu erhalten
M- S. 116).
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wurde mit Petrolather behandelt, wobei ein gelber Farbstoff
gelost wurde, welcher in SO'Voigen Alkohol hintibergeschittelt
werden konnte. Nach wiederholter Behandlung mit Petroléther
gab es noch einen Rickstand, der nicht in Petrolather, in
Alkohol aber mit gelber Farbe leicht gelost wurde. — Wir finden
demnach die schon beschriebenen Farbstoffe wieder.

Aus meinem Material habe ich demnach drei gelbe Farb-
stoffe extrahieren konnen, namlich:

1. Carotin:

2. Xanthophyll, wahrscheinlich mit dem Xanthophyll der
hoheren Pflanzen identisch;

0. einen Farbstoff, der mit Xanthophyll verwandt zu sein
scheint, der sich aber von diesem durch seine Lgslichkeit in
Petrolather unterscheidet.

Fs ist aber durchaus nicht notwendig, dal} die drei Farb-
stoffe aus (‘eramium rubrum herrihren. Als unvermeidliche
Verunreinigungen mogen Piatomaceen und kleine, epiphytiscim
oder endophvtische Fukoideen erwéahnt werden. Finer der drei
Farbstoffe ist mdglicherweise diesen Verunreinigungen zu ver-
danken.

Das Vorkommen des Carotins bei den Florideen ist aber
mit Sicherheit festgestellt worden, dadurch, daB es als Krvstalle
in den Zellen selbst erhalten worden ist. Hinsichtlich der
ubrigen Farbstoffe finde ich es am wahrscheinlichsten, daf} das
Xanthophyll bei der von mir untersuchten Floridee, (ermni»m
rubrum, vorkommt, da aber der als Nr. 3 angefihrte gelbe
Farbstoff von den Verunreinigungen abstammit.

Die Farbstolle der Diatomaceen und Fukoideen sind noch
wenig untersucht, und die Angaben, die man in der Literatur
findet, sind einander so widersprechend, daR sie zu verglei-
chenden Untersuchungen nicht geeignet sind. Nach Tswett
(H)O6, S. 230) gibt es aber bei den FXikoideen einen sowohl
in Petrolather als in Alkohol l6slichen, gelben Farbstoff, das
Fukoxanthin, welches mit dem von mir als Nr. 3 erwahnten
Farbstoff in mehreren Hinsichten Ubereinzustimmen scheint.
| nd nach einer Prufung der Angaben Uber die Farbstoffe der
Diatomaceen linde ich es sehr wahrscheinlich, dal} dieser oder
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wenigstens ein mit ihm nahe verwandter Farbstoff auch hoi
diesen Algen vorkommt.
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