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BIOXHMEIA.—Uber die Natur des griinen Schuppenfarbstoffes der
Belonen (vorliufige Mitteilung)®, von Anast. Christomanos.* *Ave-

xowddn vro tod % ['ewey. Twoxeipoyhov.

Die Schuppen der Belone Belone, der Gattung der Physostomen
besitzen einen griinen Farbstoff der an Calcium und wahrscheinlich auch
an Eiweiss gebunden, sich durch organische Lésungsmittel nicht aus-
ziehen ldsst.

Nach Caglar!, der den griinen Knochenfarbstoff der gleichen Fische
untersuchte, handelt es sich in beiden Fillen um Biliverdin.

Die vorliegende Arbeit befasst sich ausschliesslich mit der Natur des
Schuppenfarbstoffes und seiner Eigenschaften.

EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE

Die Schuppen der eben gefangenen Fische, werden mittels eines
scharfen Messers abgeschabt und auf einen feinen Sieb mit fliessendem
Wasser wiederholt ausgewaschen, um sie von einen melaninartigen Stoff
zu befreien. Dannach wird die Schuppenmasse im Vacuumexcicator ge-
trocknet, und wiederholt mit Petroldther extrahiert, um das bei der Isolie-
rung des Farbstoffes hindernde Fett zu entfernen.

Nach der Petroldtherextraction werden die Schuppen durch einstiin-
diges erhitzen bei 40° von den Spurren des Losungsmittels befreit, und
mit der fiinfacher Menge 2-3% HCI haltigen Methylalkohol, wihrend 24
Stunden bei Zimmertemperatur, extrahiert. Die Extraction wird 2mal wie-
derholt, die Extracte vereinigt, und die intensiv griine Losung filtriert.

(* Aus dem Forschungslaboratorium fiir Biochemie der Meerestiere St. Georg
Limni, Eubda). f

#% ANAZT, XPHETOMANOE, Mepitiig pcens Tilg xpwstinig Ta@v Aswmiov tov BeAovav (Zapyx-
v@v). (ITpédoopog avaroivmorc).

! CAGLAR, Uber das griine Skeletpigment von Belone Belone. Com. Fac. Sci.
Univers. Ankara, 3, 265 - 280. Siehe auch D. L. Fox, Animal Biochromes and Structural

Colours. Cambr. Univers. Press, 1953.
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Der Methylalkohol wird auf dem Wasserbade bei 40° verjagt, und
der Ruckstand getrocknet, in Chloroform geldsst, filtriert und der Chloro-
form bei Zimmertemperatur verfliichtigt. Nach erneuerter Losung in Chlo-
roform und Filtration zeigt die Farbstofflosung, in konzentriertem Zustande
eine dunckelgriine, und in verdiinntem, eine bldulichgriine Farbe.

Ausser Chloroform, in dem sich der Farbstoff ausserordentlich gut
16sst, 16sst sich der Belonenfarbstoff in Benzol, Methyl- und Athylalkohol,
Athylither, CS,, Dioxan, in Pyridin mit spiteren Anderung der Farbe zu
braunlichgriin, und in Essigester. In Petrolidther 16sst sich der Farbstoff nur
sparrlich, gar nicht in Sduren. In normalen Alkalien 16sst der Farbstoff unter
Farbverdnderung zu gelbgriin, und unter gleichzeitigen Ausfallen eines
Niederschlages.

Die Chloroformlosung des Farbstoffes zeigt keine Spectrale Absorptions-
bander im Sichtbarem, dagegen eine starke Beschattung an beiden Enden
des Spectrums, die bei konzentrierten dunckelgriinen Losungen vom duss-
ersten rot bis ca. 6320 A, und vom #ussersten violet bis ca. 5245A reicht.

Durch Zufiigen einer alkoholischen Lésung von Zinkacetat und einer
Spur /4o norm. Jodlésung, zu der Chloroformldésung des griinen Farbstoffes,
erscheint eine intensive blutrote Fluorescenz, indem gleichzeitig die Fliis-
sigkeit bei Durchsicht eine hellblaue Farbe annimmt. Spectroskopisch lasst
die Fliissigkeit zwei Absorptionsbinder erkennen. Das erste sehr dunckle
Band, beginnt bei 73103 und endet bei 6790A, mit einen max. bei 7045A.
Das zweite Band, welches viel schwicher ist, beginnt bei 66goA und endet
bei 6205A& mit einem max. bei 6355A.

Wird die Chloroformlésung des Farbstoffes durch eine 50cm? lange
CaCO; Siule fliessen gelassen, so erscheinen auf dem diffus und schwach blau-
griinlich gefdrbtem Sduleninhalt, drei Binder, von denen das mittlere
eine dunckelgriine, und die beiden seitlichen gelbgriine Farbe aufweisen.

Das miittlere Band zeigt die gleichen spectroskopische- und Losslich-
keitsverhéltnisse wie die Urspriingliche Losung, wahrend die beiden ande-
ren nach Ldsung in Methylalkohol, eine deutliche braunrote Fluorescenz
aufweisen.

Wird die Methylalkoholische Loésung der beiden fluorescierenden
Substanzen auf dem kochenden Wasserbade bis auf ca. 5 cm?® eingeengt, so
verdndert sich die Farbe zu schmutzig graugriin, unter gleichzeitigem
Aussfallen eines Niederschlages. Nach Filtration zeigt die Fliissigkeit eine
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graubrdunliche Farbe und fluoresciert intensiv violetbraun. Spectrosko-
pisch wurde ein Absorptionsband bei ca. 70004 festgestellt.

Bemerkenswert ist das Verhalten des griinen Belonenfarbstoffes ge-
geniiber der Oxydation mit HNOs;.

Wird nitrithaltige HNO;(65%) vorsichtig einer Chloroformlésung
des Farbstoffes zugesetzt, so verdndert sich die Farbe binnen 1-2 Minuten
zum Kobaltblau, um nach weiteren 2 -3 Minuten, dunkelviolette Farbe
anzunehmen. Diese Farbe behilt die Losung wihrend einiger Stunden,
wenn Sorge getragen wird die Salpetersdure zu entfernen. Weitere Oxy-
dation fithrt zu einer orangegelben Ldsung.

Die bei der Oxydation eintrettenden Spectrale Verdnderungen ver-
halten sich wie folgt. Beim erscheinen der blauen Farbe erscheint gleich-
zeitig ein dunkles Absorptionsband im rot, welches sich fortwihrend ver-
breitet, um beim Umschlag der Losungsfarbe zum violett, sich zu verdop-
peln. Die Lage der Absorptionshidnder ist folgende:

. ~ Erstes Band 7000 — 6190 A
I, koupsur, Lagnnges : intensiv Max. nicht deutlich
Zweites Band  5375—5II0A
schwach Max. 5245 A
In verd. Lésungen: T .Band 665 — 6w 649“5; 3
deutlich Max. 65554
Zweites Band undeutlich
schwach Max. ca. 52304

Durch H,0, wird der griine Farbstoff zu einen gelblichen Koérper
oxydiert.

Der Farbstoff konnte aus seinen Losungen nur als amorpher Koérper
gewohnen werden, er ist bis jetzt trotz weitgehender Reinigung nicht im
krystallinischen Zustande erhalten worden.

BESPRECHUNG DER RESULTATE

Da vorliegende Arbeit erst im Spitherbst 1954 unternommen worden
ist, einem Zeitpunkte an dem die Belonen des Mittelmeeres verschwinden,
so war die vorliegende Menge an Material nicht geniigend um eine griind-
lichere Untersuchung des griinen Schuppenfarbstoffes zu gestatten. Dessen
ungeachtet, erlauben die bis jetzt vorliegende Ergebnisse, eine Identitit

zwischen Biliverdin und den Belonenfarbstoff, entschieden zu verneinen.
8
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Biliverdin ist in wisserigen Siuren losslich, dagegen ist es unldsslich
in Chloroform. Genau umgekehrt verhilt sich der von uns untersuchte
griine Farbstoff, indem er sich in Chloroform ausserordentlich gut 18sst,
dagegen nicht in Siuren.

Eine noch grossere Bedeutung gebiihrt den spectroskopischen Unter-
schieden, indem sowohl das Zinkkomplexsalz, sowie Oxydationstufen des
Belonenfarbstoffes, im Vergleich zu Biliverdin, ginzlich verschiedene Absor-
ptionsbander aufweisen.

Durch Verdunsten lassen seiner Chloroform bzw. Dioxanlésungen
konnte der Belonenfarbstoff nicht bis jetzt, trotzt weitgehender Reinigung,
krystallinisch erhalten werden.

Die beobachtete rote Fluorescenz zweier Fractionen nach CaCO; Ad-
sorptionschromatographie, kénnte auf das Vorhandensein kleinster Por-
phyrinmengen beruhen.

Wir behalten uns vor die nihere Natur des Belonenfarbstoffes festzu-
legen, mGchten aber in Anbetracht seiner positiven Gmelin’scher Reaction,
ihn als einen den Gallenfarbstoffen nahe stehenden Bilinkdrper erkennen.
Ein &hnlicher Farbstoff, doch mit verschiedenen Eigenschaften, wurde in

der Mclluske Haliotis Californiensis gefunden®

ZUSAMMENFASSUNG

An Hand Spectroscopischer- und Ldsslichkeitsunterschiede ist der
griine Schuppenfarbstoff der Belonen zwar als einer den Gallenfarbstoffen
verwandter, aber von Biliverdin verschiedener Korper anzusehen.

HEPIARYILIX

Oi ix99g vob eidoug Belone Belone, Zapydvee, Tob yévoue Tév @ucostéuwy,
@épouy Aémx el Ta Omoix mepeheleTar woxoivy yewoTy &v Evidoer Tpog dvépyova
iovra, mbavide xal Aedxwpo, ph Siwdvopévn Evexa ToldTou elg Gpyavind SixhuTixd
péoa, mopa pwovov elg e HCl dEwioPeioay peduldy ddxoddny. “Anal duwg dmak-
hoydeton abty Tdv wpdg dAla idvta deoudy, Swehbetar edxdélwe ele GAa oyedov T&
Spyovira SwhuTind péox xal Duxitata el T0 ¥ hwpopdpiov.

‘H yowominh 3&v dewwvider yopaxtnoictinde Tawving gdopatos &moppoproswe,
&)\’ Bvtovov dmoppbomow elc o dxpov dpudpdv méxer 6320 R xal el 70 xpov
iddec wéypg 5245 A.

Awk wpoodiung elg 0 Sk yhwpopopuion Srklvpa TR yewoTdg, &Axoohxod
Srahbpectog SEeod Peudapylpou xal dhaxicTng moséTnTog /10 xav. Stahbpatog lw-

' A. CHRISTOMANOS, Nature, 115, pag. 1955.
? v. FURTH, Vergleichende Physiologie der niederen Tiere. Jena 1903, S. 528.
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dlov, Eupaviletar Evtovog @dopispdg PBadéog Zpudpod ypdpatog, ocuyypdvws B T
yedpa Tob dahdpatog xadioTatoar dik TO Siepydpevoy Pidg xuxvoby.

Ak ypwpatoypagfig wpospophoews péow othing CaCOs 4 mpastvy ypw-
oty ddvatar va ywetodf elg thy xad ExuTd mpastvny ypwsTudy, deiviovoay T
abta wpoe THY adtdyPova ypwoTXNyY QaspxTosxomkk YVweispaTa, xol elg d0o Evé-
pxe, &xoboug mpasworitewoy yedux, xal aitiveg Suxhubuevar dvtog pedulixdig dArod-
Ang pdopilovy odevidg EpudpoxasTavdc.

A0 ¢Eeddioeme TR mpashvig yewatwdig Sk 65 %y wamvilovrog HNO;s xad
mapaxoloudfoewe THg AVTIdPXOEWG QPACRATOCKOTINGG TAPXTHPEITAL WETATPORY THg
mpaslyne YpwoTixFg oG xvaviiv xal Tadtng &v cuvexely mpdg ToppUEEy' cUYXEOVWS
gupaviletar Evrovog Tavix dmoppoprioewg elg To Spudhpov pé péyisTov wepl Ta 6555 A
xal elta Seutépa pt péyratov elg Tk 5230 A.

‘H gvtidpuoic adty totv Gmelin, Tumxy 3k Tae yoloxpwsoTinks xol T Guy-
yevii mpog adTdg owpxTa, xal 7 elg THY WepimTwow TR mpasivng Y pwoTIXTe THY
Lxpyavisy Eppdviorg abTig, dtxatohoyel Thv &modw Tt A yowsTieh altn elvar cuy-
yevie wpoe T&g xoloypwatinds. Ody HrTov Spwg dév TautileTar f mpaotvy xpwaTied
@y Lapyavidv wpog Thy yolompactvav, O¢ Ometédn Omo <ot Caglar, &A\’ dvri-
Yérowe, ¢ amedetfapey, ik TGV PACPATOGROTIXGY DOTATWY ToU Bk ZN GUUTAG-
%o adTiie FAatog, (g xal dx THg dxhutéTyTog TadTNe el TO xAwpopdpuiov xal
<00 wh Swehutol elg GEéx, dixpéper abty wavtehde THe yohompasivag. LyeTinh Ypw-
oTwh Exer dveupedd wadabTepov elg Tx poddmoa Haliotis Californiensis wpasivng
¢nlong 10 yedpa, &AA& SLxPEPOVGYE PATUXTOTHOTLRGC,

‘H g\ ewic dpxetiic moodTnTOC YPpwoTINTG AUTGOGEY G G0 TOD va wpoRd-
pev ele mAnpsotépay dvdluowy TadTng, aAA& wepl Tg Vo wpofdpey év sddéTw yedve.

ASTPOMETEQPOAOTIA.— Al xovo ta tehevraio 150 €wm perafolol t@v
gmoxan®dv Depuoxgaoi®@v tod dépoc eig 6 Tomoug Tiic »evroxig
xal Bogerodvruniic Evodmng, 76 "Twdvv. N. Eavddun®. "Avexowvamin

910 tod % Bao. Alywirov**

I. Eic mponyovpdvny doyantay fudv [3] $deifapey 6t ab péoar pyviaiar Hep-
poxpactat Tob dépog Ti xat Tis—i, 1=1,2,... 6, xat& Todg dadoymods xbxhoug

6BV fhoxdy Moy maplstavTor May  ixavomowTindg OGTO TOY AVATTIUYRX TwY
N 5

(1) Ti= P+1[A+Csm( V)J o —ﬁcos(Li—W) (P+1)2cos( i—W)}

(2) Tus-i= gy |A + Csin (Li— V)] |1 + 557 coslLi = W) + g cos®(Li W)

* JEAN XANTHAKIS, Sur les variations des températures saisoniéres de l’air a six sta-
tions de I’Europe Centrale et du Nord-Ouest pendant les 150 derni2dres années.
**% °Avexoydr xatd iy Zuvedplav tig 3nc Pefoovapion.



