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Versuche zur Darstellung von Phosphatiden aus gefarbten
Pflanzenorganen.
Von
R. Fritsch.

(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgendssischen technischen
Hochschule in Zirich.)

(Der Ked tktion zugegangen am 4. Juli 1919.)

Seinerzeit hat Hoppe-Seylerl) aus frischem Gras, wel-
ches zuvor mit Ather extrahiert worden war, durch Aus-
kochen mit absolutem Alkohol und Reinigen des nach dem
Verdunsten des Alkohols verbliebenen Rickstandes mit Wasser
eine Substanz erhalten, die er mit dem Namen Cblorophyllan
bezeichnet. Das Chlorophyllan scheidet sich nach den An-
gaben Hoppe-Seylers*) in .kugeligen Koérnern und Krusten
aus, die unter dem Mikroskop keine amorphe Substanz zwi-
schen den Kiristallen entdecken lassen*. Das Cblorophyllan
bildet sichelférmige, der Palmitinsaure ahnliche Kristalle. Sie
enthielt 5,68% N und 1,38% P, wie auch 0,34% MQg.

Auf Grund dieser Versuchsergebnisse stellte Hoppe-
Seyler die Hypothese auf, dal das Chlorophyll ein Lecithin
sel. Diese vorsichtig geaulRerte Hypothese wird bis 1909 von
J. Stoklasa3)4) heftig verfochten, der im Chlorophyll Phos-

phor und Kalium findet, und zwar noch mehr Phosphor als
im Lecithin.

*) Diese Zeitschr. Bd. 3, S. 339.

*) Diese Zeitschr. Bd. 3, S. 346.

3) Siehe Sitzungsberichte der Kaiserl. Akademie der Wissenschaften
1896. — J. Stoklasa, Uber die physiologische Bedeutung des Lecithins
in der Pflanze.

4) Ber. d. deutschen botan. Ges. Bd. 26, S. 69 (1907); Ber. d. deut-
schen botan. Ges. Bd. 27, S. 10 (1909); Mitt. d. Kalisyndikates Bd. 1V
S. 73 und 85 (1908).

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. pbysiol. Chemie. CVII. 12
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In seinem monumentalen Werk »Untersuchungen uber
Chorophyll“ sagt Willstatter!) folgendes:

»Die erhaltenen Praparate waren nicht etwa unreines
Chlorophyll, sondern sie waren (berhaupt kein Chlorophyll
mehr. Der Farbstoff hatte durch die Pflanzensduren des
Extraktes und das Erwarmen in alkoholischer Ldsung gelitten,
von Beimengungen war er nicht frei. Daher konnte die
Analyse einen Phosphorgehalt von 1,4°/0 ergeben und zu der
Vermutung fihren, Chlorophyll z&hle zu den Lecithinen.”

Naheres Uber die Literatur der Phosphatide siehe: »Hi-
storische Entwicklung unserer Kenntnisse Uber die Phospha-
tide* von 0. Hiestand); G. Triend); F. Fleischmannd)¥
E. B. Forbes aud M. Helen Keithb). i

Hiestand hat in unserem Laboratorium zuerst versucht
aus grinen Pflanzenorganen Lecithine darzustellen, aber samt-
liche erhaltenen Praparate ' waren sehr phosphorarm und
schlossen Kohlenhydratkomplexe ein.

Stoklasa6) hat aus 70 kg frischem Spinat eine schwarz-
grine gefarbte Substanz erhalten, welche 2,91% P, 1,12%
Stickstoff besal’. Dieses Praparat gab bei der Spaltung Gly-
cerinphosphorséaure und Cholin.

Mit Ruicksicht auf die physiologische Bedeutung der
Phosphatide darf man wohl behaupten, daf3 alle assimilieren-
den Pflanzenorgane Phosphatide enthalten.

Hiestand fand z. B. in RoRRkastanienblattern einen Ge-
halt von 0,96% Lecithin, berechnet auf die im Alkohol une
Atherextrakt enthaltene Phosphorsduremenge.

Stoklasal) gibt eine Reihe von Zahlen (ber den Phos-

*) Untersuchungen Uber Chlorophyll. Verlag J. Springer, Berlin 1913.

*) Inaugural-Dissertation der Universitat Zurich 1906.

*) Diese Zeitschr. Bd. 86, Heft 1.

4) Die landwirtschaftlichen Versuchs-Stationen Bd. 76, Heft | und Il
(1912).

6) Ohio Agrikultural Experimental Station. Technical Series Bulletin
No. 5. — A Review of the Literature of Phosphorns Compounds in Animal
Metabolism.

6) Ber. d. deutschen botan. Ges. Bd. 26, S. 70 (1907),

7) Ebenda Bd. 26, S. 76 (1907).
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phorgehalt des alkoholischen und Benzolextraktes verschiedener
Blatter zu verschiedenen Jahreszeiten an und findet eine Ab-

nahme dieses Lecithinphosphors im Herbst und beim Vergilben
der Blatter.

Pflanzenart . P in % des Trockengewichtes der Extrakte:
»Spinatblatter 1,24
Weizenblatter 0,34
Roggenblatter 0,36
Trockenes Gras 0,73

Versuche von J. Stoklasal) mit Waldahorn (Acer Pseudo-
platanus) gaben folgende Resultate:

Monat der Beobachtung: P in °/o des Trockengewichtes der Extrakte:
Am 20. Mai 0,959
Am 15. Juni 1,097
Am 8. Juli 1,355
Am 20. August 0,609
Am 11. September 0,270
Am 16. Oktober 0,059

Da nahere Angaben fehlen, lalt sich aus diesen Daten
der Gehalt der grinen Bléatter an Phosphatiden nicht be-
rechnen.

Bevor wir zur Darstellung der Phosphatide schritten,
multe zunéchst festgestellt werden, welche organischen LO-
sungsmittel, wie Aceton, Ather, Ligroin etc., phosphorhaltige

organische Verbindungen aus gefarbten Pflanzen herausltsen,
einige quantitative Bestimmungen wurden ausgefohrt.

Uber die diesbezlglichen Versuche ist folgendes anzu-
geben:

Die Blatter wurden von den Stengeln vollstandig befreit
und bei 25° in einem Luftzug so weit getrocknet, dal} sie sich
leicht pulverisieren lielen. Sie wurden dann im Trocken-
schrank bei 45—50° getrocknet, so dal3 sie nur noch einen
Gehalt von 4% Feuchtigkeit besalien; dann wurden sie auf
einer Mihle ,staubfein* gemahlen, dieses Pulver wurde in
einigen Fallen im Soxhlet mit Ather, bzw. Petrolather, Aceton
extrahiert, bis die Flissigkeit nahezu farblos abflofi.

") Ber. d. deutschen hotan. Ges. Bd. 26, S. 74 (1907).
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Das extrahierte Pulver wurde im Exsikkator tber Schwefel-
saure und dann im Trockenschrank nochmals getrocknet und
mit absolutem oder k&uflichem denaturierten Alkohol ver-
schieden lange auf dem Wasserbade am RuckfluBkihler ge-
kocht, hierauf wurde der Alkohol ahfiltriert und 3—4 mal mit
neuem Alkohol versetzt und dieselbe Manipulation wiederholt.

Die vereinigten Alkoholextrakte wurden vom Alkohol
durch Destillation befreit, in syruposem Zustand in eine Platin-
schale gebracht und mit Salpetersoda verbrannt; der Phosphor
wurde nach der Ammonmolybdatmethode bestimmit.

Aus folgenden Versuchen geht hervor, dal} die durch
Extraktion mit denaturiertem Alkohol gewonnenen Praparate
relativ phosphorarm sind.

250 g Brennesseln 4mal mit denaturiertem Alkohol aus-
gekocht.

Die ersten drei Extrakte enthielten:
0,9768 g Extrakt gab b,0480 g Mg2PaO. =0,136% Phosphor

= 3,4% Lecithin.
Der vierte Extrakt:

0,548 g Extrakt gab 0,0022 g Mg2P207 = 0.011% Phosphor
--0,275% Lecithin.

Es genlugt somit eine 4malige Extraktion mit Alkohol,
um die Phosphosphatide herauszuldsen.

200 g lufttrockene Brennesseln wurden mit 500 cm3
Aceton in der Kalte stehen gelassen, hierauf wurde abgesaugt
und gut mit Aceton nachgewaschen.

1,229 g Acetonextrakt gab 0,0040 g Mg2P207 = 0,09% Phosphor
— 2,25% Lecithin.

Sogar der mit Aceton gewonnene Extrakt enthalt or-
ganische Phosphoryerbindungen.

Der verbliebene Rickstand wurde darauf 2 mal mit Alkohol
ausgekocht.

1,1304 g Alkoholextrakt gab 0,0064 g Mg,P.0O; =0,15.7% Phosphor
1 = 3,925% Lecithin.

170 g im Trockenschrank bei 50° getrocknete Brennesseln
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wurden mit Ligroin Uberechichtet und- aber Nacht kalt °Mi»n
gelassen.

1,0194 g Ligroinextrakt gab 0,0212 g Mg, P, O, 0,578% Phosphor

— 14,45% Lecithin.
0,4830 g Ligroinextrakt gab 0,0096 g Mg,P,,0l — 0,576% Phosphor

- 14.45% Lecithin.
Ligroin extrahiert somit aus Brennesseln betrachtliche
Mengen von Phosphatiden.
200 g an der Luft getrockneter Spinat wurde 3mal mit
Aceton je *m Stunde am RuUckflulikahler am Wasserbad er-
warmt.

0,9540 g Acetonextrakt gab 0,0006 g Mg#P,0; -0,017%06 Phosphor
0,425% Lecithin.

Der vom Aceton befreite Spinat wurde nun mit Alkohol
ausgekocht und.der alkoholische Extrakt zur Trockne ein-
gedampft. Das trockene Praparat wurde nun in einem Zylin-
der mjt Ather und Wasser geschuttelt und die atherische
Losung mit Natriumsulfat getrocknet.

Es resultierten 0,57 g dieses in Ather loslichen Pré-
parates.

0,2544 g atherlosliches Praparat gab 0,0018 g Mg,P,0; — 0,204% Phosphor.

Man erhalt somit nach den tblichen Methoden zur Dar-
stellung der Phosphatide ein sehr phosphorarmes Praparat.

Nachstehende Zahlen geben die Phosphor- bzw. Lecithin-
mengen an, welche durch Extraktion der vollstdndig trockenen
Blatter mit absolutem Alkohol erhalten wurden.

10 g getrocknete Brennesseln, 3mal Ifl Stunde mit je
50 cm3 absolutem Alkokol extrahiert, gaben:

0,0072 g Mq,P,0, = 0,02% Phosphor — 0,5% Lecithin.

Ein vierter Extrakt gab nach dem Verbrennen mit Sal-
peter keine Fallung mit Ammonmolybdat.

10 g Spinat, auf gleiche Weise wie die Brennesseln be-
handelt, gaben:

0,003 g Mg2P,0! -- 0,0083% Phosphor = 0,2075% Lecithin:
10 g Luzerne-Heu, geerntet am 18. Mai 1918, gabén:
0,0028 g Mg2Pf0O7 — 0,0077% Phosphor = 0,19% Lecithin.
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Schulze und Frankfurtl) fanden im jungen Gras
0,45 «/, Lecithin.

20 g Eibe, 3mal mit absolutem Alkohol ausgezogen,
gaben:

0,0104 g MgjPjO, — 0,014% Phosphor -: 0,35% Lecithin.

15 g Rotkraut, 3mal mit absolutem Alkohol ausgezogen,
gaben:

0,0016 g Mg,P,07 = 0,003% Phosphor y 0,075% Lecithin.

2 g Safran gaben:
0,0036 g Mg,PsO7 — 0,05% Phosphor 1,25% Lecithin.

Aulierdem stellten wir Versuche mit einem schweizerischen
SuRgrunfutter an, welches, nachdem es geschnitten und ge-
trocknet, sich in tadellosem Zustand befand. Dieses wurde
Im Laboratorium bei ca. 40° im Trockenschrank getrocknet
und aufbewahrt. Vor der 2maligen Extraktion mit absolutem
Alkohol wurde es 3 Stunden bei 60° getrocknet.

20 g SuRgrunfutter: o

0,0008 g MggPgO. -- Spuren von Phosphor.

Auflerdem wurde bei manchen Objekten der Phosphor-
gehalt der Atherextrakte in gleicher Weise ermittelt, z. B.

Ricinusblatter:

1,5728 g Atherextrakt gaben 0,0132 g Mg2P,Ov - 0,23% Phosphor
~5,75%06 Lecithin.

Im Hinblick auf die leichte Zersetzbarkeit der Phospha-
tide durch Sauren mufite man sich die Frage vorlegen, ob
diese Verbindungen bei der Herstellung von Sugrunfutter oder
bei anderer Art der Konservierung von Gras zersetzt werden.

unsere Versuche ein Luzerne-Heu,
welches in groRen Steinguttopfen, welche oben vergipst wur-

den, nachdem man sie mit Kohlensaure gefillt, 2—3 Monate
aufbewahrt wurdel).

0 E. Schulze und S, 1 rankfurt, Uber den Lecithingehalt einiger
vegetabilischen Substanzen, Landwirtschaftliche Versuchs*Stat. Bd. 43
S. 307-318.

*) Die Uberlassung des Materials verdanken wir Herrn Prof. Dr.

Wiegner und Herrn H. Babrensprung.
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10 g Luzerne-Heu (Kohlensaure Silo) wurden gut ge-
trocknet und omal mit absolutem Alkohol extrahiert:

Kein Mg2P20; — kein Phosphor.

25 g Luzerne-Heu (Kohlenséure Silo I1) wurden wie obiges
Beispiel behandelt.

Der Extrakt war ebenfalls phosphorfrei.

Wir finden also, dald bei den in angegebener Weise kon-
servierten Heusorten die Phosphatide vollstdndig oder nahezu
vollstandig zersetzt waren.

Diese Ergebnisse sind eine Bestatigung der Resultate von
Fleischmannl).

Aus obigen Zahlen geht hervor, dal} die Menge der Phos-
phatide in grinen, oder anders gefarbten Pflanzen betracht-
lichen Schwankungen unterliegt, aber doch in den meisten
Fallen nur gering ist.

Nach Schulze*) enthalten die Samen von:

Phosphatid als Lecithin
iIn Rechnung gestellt:

Gelbe Lupine (Lupinus luteus).........cccccevvevnennne 2,14
Plaue Lupine (Lupinus angustifolius) - - - - 2,19
Gartenbohne (Phaseolus vulgaris)...........ccccoe..e. 1,27
Schminkbohne (Phaseolus mulliflorus) . . . 0,90

Durch die verschiedenen LGsungsmittel, wie Ligroin,
Aceton und Ather, werden aus getrockneten Blattern nicht
unbetrachtliche Mengen phosphorhaltiger Substanz in Ldsung
gebracht, und da durch solche Losungsmittel die Farbstoffe
auch nach langerer Extraktion mit in Losung gehen, so mul3te
man erwarten, dal} die Herstellung reiner Phosphatide auf
grofRe Schwierigkeiten stof3en wird.

Es gelang uns aber, aus jungem Weizen (Triticum sativum)
und Eibe (Taxus baccata) zwei Praparate darzustellen, bei

denen der Phosphorgehalt den aus anderen Pflanzen darstell-
baren Phosphatiden nahekommt.

) loc. cit.

*) E. Schulze, Chemiker-Zeitung Nr. 81 (1908) Jahrgang IXXU,
S. 983.
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Die Phosphatiddarstellung aus Weizen gestaltete sich in
folgender Weise:

Junger Weizen, vor Beginn der Blute, wurde mit Stengeln,
Blattern und Ahren an der Luft getrocknet, zerkleinert und

mit Ather extrahiert. Der Rickstand wurde dann mit groRen
Mengen eines Gemisches von 95%igem Alkohol und ca. 10 °/(
Benzol gekocht.

Eine Bestimmung des Phosphors in einem aliquoten Teil
der L6sung ergab 0,1130 Phosphor; daraus berechnet sich
0,22% Phosphosphatid.

Darstellung des Weizenpraparates:

Ein Teil des erhaltenen beschriebenen sirupdsen Weizen
extraktes wurde I0Omal mit Ather und Wasser unter Hinzu
gabe von Kochsalz geschuttelt. Bei Zusatz von NaCl trennte
sich die &therische Schicht schnell. Die Behandlung mit
Wasser wurde so lange fortgesetzt, bis der walrige Extrakt
keine Zuckerreaktion mehr gab.

Nun wurde die atherische Losung mit Na2S04 getrocknet
und der Ather abdestilliert und der erhaltene Rlckstand mit
Aceton geschuttelt, wobei ein betrachtlicher Teil in Ldsung
geht, welchen wir als Acetonextrakt bezeichnen.

Es hinterblieb eine in Aceton unldsliche Masse, die sich
teilweise in Alkohol l6ste -> Alkoholextrakt.

Der verbliebene Ruckstand war in Ather loslich. Bei
langerem Stehen dieses in Ather l6slichen Praparates verliert
dieses fast vollstandig seine Ld4slichkeit in Ather.

Das in Alkohol l6sliche Praparat gab nach Behandlung

mit H2S04 eine die Fehlingsehe LOsung reduzierende Flls-
sigkeit.

Der Atherextrakt enthalt Eisen.

Alle drei (Aceton-, Alkohol- und Ather-) Extrakte gaben
Phosphor.

Der Alkoholextrakt lieferte ein schones blondes Ol, welches
nach und nach erstarrt.

Die Phosphorbestimmung des in Aceton l6slichen Pra-
parats ergab:

2,4004 g Acetonextrakt, 0,0230 g Mg,P20; = 0,266% Phosphor.
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Die Phosphorbestimmung des in Alkohol I6slichen Pra-
parates ergab:

1,0962 g Alkoholextrakt, 0,0704 g Mg2PsO; = 1,78% Phosphor,

Die Phosphorbestimmung des in Aether I6slichen Préa-
parates ergab:

1,0176 g Atherextrakt, 0,1098 g Mg2PtO7 = 2,99% Phosphor.

Die Eisenbestimmung des in Alkohol l0slichen Praparates
ergab:

1,0176 g Extrakt, 0,0608 g Fe20s = 4,17% Eisen.

Dieses in Ather leicht I6sliche Praparat, eine schwach
grin gefarbte Masse, welche keine Kohlenhydrate mehr ein-
schlof3, wies einen Phosphorgehalt, demjenigen eines Phos-
phatids sich ndhernd, auf.

Die Substanz gab beim Kochen mit H2S04 Fettsauren und
eine LoOsung, die mit Phosphorwolframsaure eine Fallung
erzeugte.

Aus Taxus baccata wurde in gleicher Weise ein Pra-
parat erhalten.

Der Atherextrakt von getrocknetem Taxus lieferte fol-
gende Zahlen:

0,6221 g Atherextrakt gaben 0,0076 g Mg.P,0; = 3,41% Phosphor.

Das Praparat vom Taxus gab beim Kochen mit Hj)SCV
Vettsduren und eine LOsung, die mit Phosphorwolframsaure
eine Fallung gab.

Es gelingt also unter Umstanden bei Anwendung grol3er
Mengen von grinen Pflanzenorganen Praparate herzustellen,
welche einen dem Lecithin nahestehenden Phosphorgehalt auf-
weisen. Die Praparate sind aber alle dunkel gefarbt.

Die Darstellung dieser Praparate ist allerdings mit er-
heblichen Schwierigkeiten verknupft und erfordert grole
Mengen von Ather. Es gelingt auch nicht durch wieder-
holtes Auflosen in Alkohol und Ather mit Aceton, diese Pra-

parate von* den anhaftenden Farbstoffen zu befreien.
Fuar Ermittlung der Konstituenten dieser Phosphatide war
die Menge nicht ausreichend.
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Da trotz Aufwand einer grolen Menge Ausgangsmuterial
die Ausbeute an diesen Pbosphatiden nur gering war, seh™n
wir von einer weiteren Untersuchung ab.

In dem bereits erwdhnten Buche von E. B. Forbes and
M. Helen Keith findet sich die Angabe, dall Blatter 40%
ihres Gesamtphosphors als Lecithin enthalten. Die Verfasser
beziehen sich hierbei auf zwei Arbeiten von J. Stoklasal).

Allem Anschein nach haben die genannten Autoren die
Angabe von Stoklasa mildverstanden.

Wir haben aber der Sicherheit halber Blatter von zwel
Laubbdumen, gemeine Esche (Fraxinus excelsior) und Berg-
Ahorn (Acer Pseudoplatanus), auf ihren Gesamtphosphor- und
Lecithingehalt untersucht.

Blatter genannter Pflanzen wurden einige Tage nach dem
Entfalten der Knospen bei 70° getrocknet, fein zermahlen,
Uber Schwefelsdure im Exsikkator aufbewahrt und Ofters mit
absolutem Alkohol extrahiert, um den in Alkohol l6slichen
.Phosphorgehalt zu bestimmen.

Wir fanden folgende Zahlen:

Blatter der Esche:

Gesaratphosphor:

1,0000 g Substanz, 0,0166 g Mg,P207 = 0,462% Phosphor.
10 g Esche, 0,0058 g Mg2P207 — 0,016% Phosphor — 0,4 % Lecithin.

Blatter vom Ahorn:

Gesaintphosphor:

1,0000 g Substanz, 0,0188 g Mg2Pa0O7 — 0,523% Phosphor,
10 g Ahorn, 0,0092 g Mg,P207 — 0,025 % Phosphor —0,625% L ecithin.

Daraus ergibt sich, dal} die in Alhohol 16sliche Phos-
phormenge beim Ahorn 4,78%, bei der Esche 3,46% der
Gesamtphosphormenge ausmacht.

In welcher Form der andere Anteil des Phosphors in den
grinen Blattern vorliegt, konnten wir bis jetzt noch nicht
feststellen.

Beim Behandeln der getrockneten grinen Blatter mit
verdiinntem HCI gehen kleine Mengen von Phosphorsdure in

*) Ber. der deutsch, chem. Gesellschaft Bd. 29, S. 2761—2771.
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Losung; die Darstellung vron Inosit-phosphorsaurem Calcium
war nicht gelungen.

Zusammenfassung der Ergebnisse.

Die von uns untersuchten chlorophyll- und farbstoffhaltigen
Pflanzenorgane enthalten nur kleine Mengen von Phosphatiden,
nur ein ganz geringer Teil des Gesamtphosphors entfallt auf
Phosphatide, bei jungen Ahornblattern 4,78%, bei jungen
Eschenblattern 3,46%.

Aus grtnen assimilierenden Organen konnte kein inosit-
phosphorsaures Calcium isoliert werden.

Die Darstellung von Phosphatiden mit einem der Theorie
entsprechenden Phosphorgehalt ist aulerordentlich mihsam
und es gelingt nur bei Anwendung groller Mengen von Aus-
gangsmaterial, solche Praparate herzustellen, die aber stets
Zersetzungsprodukte der Farbstoffe enthielten und daher
dunkel gefarbt sind.

Beim Aufbewahren von Gras in Silos werden die Phos-
phatide bis auf einen minimalen Rest gespalten.



