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Rhythmus von den {ibtigen Fesseln, der bisher geltenden musikalischen
Grundgesetze, zu befreien.

Insbesondere, selbige Komponisten suchen die Tonalitit abzuschaffen
und verstellen sie mit den Regeln eines neuen Zwolftonmusiksystems, wie sie
Schonberg festgestellt hat.

Diese neuen Regeln sind, vielleicht mehr bindigend als die vorhergel-
tenden. Von Natur selbst sind sie wider- und internationalistisch. Sie
vertragen die ‘T'6nenbenutzung irgend einer Volksmusik nicht und infol-
gedessen verhindern sie die Entwicklung einer neuen Nationalmusikschule,
die, ohne aus einem sicheren Attavismus quellen zu konnen, eine eigene
Musik mit eigenartiger Personalitit, wie sie die heutige neugriechische Musik,
zu schaffen versucht.
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BIOXHMEIA.— Beitrage zur Kenntnis der Natur der Proteine von
Seetieren. Mitteilung IV. Uber die Farbstoffe der Aplysia
depilans *, von Anast. A. Christomanos **. *Avexowddn txd tod
% ewoy. “loaxcipoylov.

Die zu den Meeresschnecken bzw. Kugelschnecken gehérende Aplysien
(Apl. punctata, Apl. depilans, Apl. limacina) sezernieren aus bestimmten
Driisen einen violeten Farbstoff, itber dessen Natur noch Ungewissheit besteht.

Ziegler' hielt dieses Pigment als eine Mischung von Anilinfarbstoffen,
Moseley® und Mc. Munn® aiissern sich im Sinne eines kompliziert gebau-
ten Stoffes und Derrien und Turchini* wollen dagegen in Aplysiafarbstoff
einen Pyrrolabkémling erkennen. Fontaine und Raffy? und neuerdings

* Aus dem Forschungslaboratorium fiir Biochemie der Meerestiere. St. Georg,
Limni, FEuboea.

* ANAST. A. XPHETOMANOY, Svpforai el v perémy tdv mowteivdy tdy dolao-
clov Coov. *Avazoivawoig IV. Al yomotixal wig Aplysia depilans.

1. Nach E. Lederer, Les Pigments des invertebrés. Biol Rev. Vol. 15. p. 273. 1940.
. Ibidem.
. Journ..Physiol. 17, 245.
. Compt. rend. Soc. Biol. Paris. 92, 1030.
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. Bull. Soc. Zool. Franc. 61, 49.
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Lederer und Hutter ' neigen dazu ihn als einen den Gallenfarbstoffen eng
verwandten Pigment, anzusehen.

Wir haben in der vorliegenden Arbeit, die leider wegen Stoffmangels
—es stand zu unserer Verfiigung nur ein einziges, aber ziemlich grosses
Tier der Gattung Apl. depilans — die gesetzten Ziele nicht vollkommen
erschopfen konnte, die Chromatographische und Spectrophotometrische
Analyse des Pigmentes vorgenommen.

Experimentelles

Durch reizen des Tieres mittels eines Glasstabes konnten wir ca. 4 ccm.
einer dickfliissigen eigentiimlich riechenden, violetzinnoberroten Fliissigkeit
gewinnen, welche sich im destil. Wasser mit dunckelrotvioleter Farbe und
Zinnoberroten Fluorescenz lésste. Das Filtrat, ca. 50 cem., wurde im Va-
cuumexcicator getrocknet, der Riickstand in destilliertem Wasser wieder
aufgenommen, auf go° erhitzt, filtriert und wiederum getrocknet.

Der dunckelviolete metallisch glinzende Riickstand 16sst sich mit inten-
siver violeten Farbe sowohl in Wasser, als auch in Chloroform.

Die Farbtéonung der LoOsung hidngt von ihren pH ab. Aus nach-
stehender Tabelle ist dieses Verhalten in Citratpuffergemisch ersichtlich :

pH Farbe
WBEBE 20001 v v v o 5w w0 o w o o «dunckelblay
OB 55000 i o e el s & suviolethlan Durch An-
5.40 e e e e s e s sevilolethilam derung des

mit rétlich. Tonung.} pH in ei-

5.90 O RN A S RN . (0) (= ¢ nander re-
6004750 « Fh e sl ssasitiotviclet versibel
8o0—1230. . . . .. ..« ... .. .granatrot
iiber 12.30. . ... ... ... .. .graurosa nicht reversibel

Ziemlich dhnlich verhalten sich auch die Chloroformlésungen des Pig-
mentes.

Die durch Erhitzen Ihres Chromoproteidcharacters beraubte ge-
nuine Pigmenteiweisverbinduug, verliert gleichzeitig ihr Fluorescenzvermo-
gen, Dagegen tritt sofort nach Zusatz von alkoholischen Zinkacetat zur

1. Trans. mem. Soc, Chim, Biol, p. 1055 1061, 1942,
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gereinigten Chloroformlésung des Pigmentes, ohne Jodzusatz, die Zinnober-
rote Fluorescenz auf.

Pyridin 16sst das Pigment mit roter Farbe auf, doch ist die Farbe
nicht bestindig, indem sie sich nach einiger Zeit braiint. Kbenso wenig
bestindig, vor allem beim Verdunsten des I,6sungsmittels iiber 40°, sind
die Methyl-bzw. Aethylalkohollosungen.

In CS, 16sst sich der Farbstoff zum ‘Teil, mit roter Farbe, die sich
auch beim Verdunsten des CS,, nicht andert.

Spectroskopisch (subjectiv) ergaben die wésserigen bzw. Chloroformlo-
sungen des Pigmentes drei Absorptionsbiander, von dennen das im roten
Teil des Spectrums auftrettende, das intensivste war.

Die genaue Spectrophotometrische Analyse ergab die auf Fig. I ange-
gebene Kurven, aus dennen folgende Maxima bestimmt werden konnten :

Fiir die wisserige neutr. Losung (A) 5450 und 4950 A.

Fir die wisserige saure L 6sung (B) 5900, 5700 und 4940 A.

Fir die Chloroformlésung neutr. (C) 6100, 5350, 4975 und 3800 A.

Fiir die CS, Losung 5518 und 5125 A.

Lederer hatte schon darauf aufmercksam gemacht, dass das genuine
Aplysiapigment ein Mischpigment darstellt, und dass man durch CaCO,
einen violeten und einen roten Farbstoff getrennt isolieren kann !, die er
an Anlehnung an den aus den Mesobilirubinogen entstehenden Farbstoffen,
Mesobiliviolin und Mesobilirhodin, Aplysiaviolin und Aplysiarhodin be-
nannte.

Aus Griinden die weiter unten dargelegt werden sollen, werden wir von
Aplysiaviolet, bzw.—rot, sprechen, da wir Ihre engere Beziechungen zu den
Gallenfarbstoffen nicht als gesichert ansehen kénnen.

Zur Trennung der Farbstoffe aus dem genuinen Pigment gebrauchten
wir eine Staubzuckersiule von 30 cem. ILinge, durch die nicht nur eine
bessere Trennung des violeten und roten Pigments stattfand, sondern auch
das Vorhandensein eines dritten griinblauen Farbstoffes festgestellt werden
konnte.

Im obersten Teil der Sdule wird das Aplysiaviolet, und weiter unten
das Aplysiarot—an Menge, um das drei bis vierfache des ersteren {iiberwie-

1. Die Angaben Lederers beziehen sich auf Analysen der Pigmente der Gat-
tung Aplys. punctata. D. Fox., Animal Biochromes and Structural Colours, Tondon
1953. Cambridge University Press.
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gend—, zuriickgehalten. Weiter unten, am schnellsten wandernd, wird eine
diffuse griinblaue Zone beobachtet.

Die Farbstoffschichten werden mechanisch getrennt und die Pigmente
mit Methylalkohol bzm. Chloroform aufgenommen.

Die Methylalkoholischen I,6sungen fluorescieren intensiv rot, ohne Zin-
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kacetatzusatz. Die Fluorescenz nimmt nach einigen Stunden ab, und ver-
schwindet spiter vollkommen, dabei verblasst die Farbe der I,8sungen

etwas.

Zinkacetatzusatz verstirkt die Fluorescenz indem aber gleichzeitig die
Fluorescenzfarbe nach Zinnoberrot wechselt,
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Spectroskopisch subjectiv, ergaben die von der Aplysia depilans chro-
matographisch isolierten Farbstoffe in Chloroformlsung folgende Absor-

ptionsbidnder* :

Ab. 2.

Spectrale Absorbtionsbhidnder.
I. Violetes genuines Mischpigment. IL Rotes Pigmrent. 1II. Violetes Pig-
ment. IV. Blaues Pigment. V. Griines Pigment. VI Farbstoff der Rhizo-
stoma Pulmo (s. Practica, Bd. 29, 1954, S. 53). VIL Farbstoff der Actinie
Adamsia (s. Practica, Bd. 27, 1952, S. 443).

1. Fiir die violetgefirbte neutrale Losung des genuinen Pigments

Chloroform :

1. Siehe Ab. 2.

in
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I Band 6175 bis 5755, II Band 5445 bis 5237 5045 bis 4890
. s —————— III Band ———-
intensiv max. 6000 schwach max. 5282 max. 4935
Das entsprechende Zn- Komplexsalz fluoresciert rotbraun. In der
Durchsicht blau.

I Band 6182 bi§75775,

5605 bis 5402 III Band 5135 bis ca. 4938
intensiv. ~ max. 6045

IT Band max. 5477  intensiv max. 5050
violetes Ende beschattet. '
2) Fiir das rote (Aplysiarot) chromatographisch isolierte Pigment in
neutralen Chloroform, Farbe der I,6sung rot :
I Band 6070 bis 5820’ 5582 bis 5170

schwach “max. 5910 IT Band max. 5315

» gegen Blau beshattet.

Bei grosseren Verdiinnung ist ein drittes Band sichtbar

5057 bis ca 4965

weiterhin beschattet.
max. 5007

Das entsprechende Zn- Komplexsalz fluoresciert rotlich. In der Durch-
sicht violetrosa :

I Band 6105 bis 5735, II Band 5605 bis 5435
intensiv max. 5950 s. schwch max. 5500
183 bis ca. 4915 : .
II1Band e 2= O weiterhin beschattet.

max. 5015
3) Fiir das violete (Aplysiaviolet) chromatographisch isolierte Pigment,
in neutralen Chloroform, Farbe der L,6sung violet :

I Band 6100 bis 5967, 55710 bis 5182
: : ————— II Band ————
ntensitv. max. 5860 max. 5290
085 bis ca. 484 . .
I1I Band e By weiterhin beschattet,

max. 4925
Das entsprechende Zn- Komplexsalz fluoresciert Zinnoberrot. In der
Durchsicht hellblau.
I. Band. Eine sehr schwache Absorption bei 6280 A.
6045 bis 5830,
‘max. 5927

IT Band IIT Band, aiisserst schwach bei 5440 A.

5115 bis 4960,

IV Band weiterhin beschattet.

max. 5040,

Léasst man durch die Chloroformlésung des genuinen Pigmentes, sowie
durch diejenigen des aus ihm chromatographisch isolierten violeten und roten
Teilpigmentes, fiir einige Minuten einen trockenen HCI Strom durchperlen,
so beobachtet man dass die Farbe bei allen drei Farbstofflosungen nach
einiger Zeit zu Dunckelblau umschligt. Beim Verdunsten des Chloroforms
bleibt ein schwarzblauer metallisch glinzender Riickstand der sich mit
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unverdnderter Farbe in Chloroform wieder auflosst. Specrtoskopisch zeigt
dieser Farbstoff folgende Absorptionsbinder :
Das rote Ende des Spectrums ist bis 6545 A beschattet.
I Band 6200 bis 5820 Il Band 5805 bis 5355

intensiv max. 5950 schwach max. 5475
III Band 5040 bis 4858 ; o
schwach ~ max. 1927 unscharf, violetes Ende beschattet.

Das Zn-Komlexsalz fluoresciert rotbriunlich. In der Durchsicht
griinlichblau. Es zeigt folgende Absorptionsbander :

6122 bis 5810 1I Band 5570 bis 5465

I Band ——o 5982  s. schwach ~ max. 5495

III Band —S%i%:? violetes Ende beshattet ab 4920 A.

Wird die Chloroformlésung des blauen Farbstoffes lingere Zeit im
Kiihlschrank aufbewahrt, so verdnder sich ihre Farbe zu griinblau unter
gleichzeitiger veranderung der Absorptionsbander:

Das rote Ende des Srectrums ist bis 5583 A beschattet, und zeigt

i hwa 5005 bis 4890 — -
- s%a\:&ches j—};zmg——- Das Zn-Komplexsalz ist in der Durchsicht
griin, und fluoresciert schwach gelblich, sein rotes Spectralende ist bis

6595 A beschattet.

6370 bis 6188 5135 bisc ca. 4875

I"Band" ————— — — 1[I Band —
max. 6255 max. 4983

Das violete Spectrumende ist ebenfalls beschattet,

(unklar)

Was den griinblauen am schnellsten in der Zuckersiule wandernden
Farbstoff anbetrifft, so konnten wir wegen seiner Ausserst geringen Kon-
zentration, nur feststellen, dass seine Chloroformlésung eine starke Absor-
ption im roten und violeten Spectralende aufweisst.

Besprechung der Resultate.

Gestiitzt sowohl auf den negativen Ausfall der Gmelin’schen Reaction,
sowie auf die rote Fluorescenz der frisch isolierten Pigmente, neigen wir
zu der Ansicht, dass diese Farbstoffe eher zu den Porphyrinen, als zu
den Gallenfarbstoffen zuzurechnen sind. Weiterhin mochten wir darauf
hinweisen dass das Aplysiaviolet und -rot, zwei eng verwandte Stoffe dar-
stellen, welche durch HCI, zu einem, beiden gemeinsamen, blauen Endpro-
duct sich verwandeln lassen, welches ein ganz verschiedenes Spectrosko-
pisches Verhalten aufweisst.
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Wir méchten weiterhin die Vermutung aussprechen dass der in ger-
inger Menge aufgefundene und chromatographisch aus dem genuinen Aply-
siapigment isolierte, dritte griinblauer Farbstoff, zu den griinen Porphyrin-
abkommlingen gehort.

Die geringen Mengen des zur Untersuchung vorhandenen Pigmentes
lassen leider diese Frage unbeatwortet. Weitere Untersuchungen miissen
die Frage kldren.

Zussamenfassung.

Aus dem violeten KExcret eines Exemplares einer Mittelmeer Aply-
sia depilans wurde die genuine Farbstoffkomponente von ihrer Ver-
bindung mit Protein durch FErhitzen getrennt. Die Farbe der wisserigen
Losung des Pigments erwiess sich weitgehend von pH abhédngig. Die violete
Chloroformlésung des Farbstoffes zeigt folgende spectrophotometrisch be-
stimmte Maxima bei 6100, 5350, 4975 und 3800 A.

Aus den genuinen Pigment wurden chromatographisch durch Adsor-
ption an einer Staubzuckersaiile drei verschiedene Farbstoffe isoliert. FEin
violeter Farbstoff wird an den obersten Teil der Zuckersdule zuriickgehal-
ten wihrend ein rotes Pigment schneller wandernd, das mittlere Teil der
S#ule einnimmt. Der dritte Griinblaue Farbstoff nimmt den untersten Teil
der Siule ein. Die Elution erfolgt mit einer Chloroformmethylalkoholmi-
schung (2: 1). Der violete Farbstoff zeigt drei Absorptionsmaxima bei : 5860,
5290 und 4925 A. Sein Zn - Komplexsaz bei 6280, 5927, 5440, und 5040 A.
Der rote Earbstoff zeigt entsprechende Maxima bei: 5910, 5315 und 5007 A.
Das Zn - Komplexsalz weisst Maxima bei 5950, 5500 und 5015 A. Der griin-
blaue, von uns isolierte Farbstoff, zeigt eine starke Absorption im roten
und violeten Ende des Spectrums. Wegen seiner dusserst geringen Kon-
zentration kénnen keine nihere Angaben gemacht werden.

Die Methylalkoholische I,6sungen der Pigmente fluorescieren mit Zin-
noberroten Farbe, auch ohne Zn- acetat Zussatz. .

Die Chloroformlésungen sowohl des genuinen Mischpigmentes, sowie
diejenigen des violeten und roten (Aplysiaviolet und Aplysiarot) werden
durch einen trockenen HCl Strom, zu einen tief blauen Farbstoff iiberge-
fithrt mit Absorptionsmaxima bei : 5950, 5475, und 4927 A. Das Zn-Kom-
plexsalz fluoresciert rotbraiinlich und weisst drei Maxima bei 5982, 5495
und 5055 X auf. Gleichzeitig sind beide Spectralenden stark beschattet.
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Die tiefblaue Pigmentlosung adndert nach einiger Zeit ihre Farbe zu
griinblaiilich, gleichzeitig dndern sich die Ab/bdnder. Der rote Teil des
Spectrums ist bis 5583 AT, beschattet, mit einen Max. bei 4955 A. Das
Zn - Komplexsalz fluoresciert schwach gelblich und weisst ausser einer Be-
schattung bis 6595 X, zwei Maxima bei 6255 und 4983 A auf.

Die beschriebene, von uns untersuchten Farbstoffe der Aplysia depi-
lans, weisen ein negative bzw. atypische Gmelin’sche Reaction auf. Dieser
Befund, sowie die rote KEigenfluorescenz der Methylalkohollésungen der
Pigmente wiirden eher fiir ihre Porphyrinnatur sprechen.
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