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ANAKOINQZEIZX MH MEAQN

XHMEIA.—Versuche zur Chromatographischen und Spectroskopi-
schen Trennung der Farbstoffe des Schwammes Ectyon Oroi-
des®, von Anast. A. Christomanos*. *Avexowdd tnd tod «= Iewoy.
*Twaxsipoyrov.

Die Alkohollésslichkeit verschiedener Schwimmefarbstoffe wurde
seit langem von Kruckenberg ! festgestellt. Dabei wurden fiber ihre Natur

* Aus dem Laboratorium fiir Marine Biochemie in St. Georg. Limni Euboea und dem Bio-

chemishem Institut der Universitit Saloniki.
** ANAZT. XPHETOMANOZ, Me1pdnata pdg XPWHATOYPRPIROV %Xl PACHATOPHTOMETPIAOV Slox-
XDPIGUOV TOV XPOSTINGV 10D créyyon Ectyon Oroides.
' C. F. KRUCKENBERG, Vergleichende physiologische Studien. Heidelberg, Verl.
Karl Winter, 1878.
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keine nihere Angaben gemacht. Spiter wurde von anderen Forschern?,
ihre teilweise Zugehorigkeit zu den Karotinoiden erkannt. Bei einer An-
zahl roter Schwamme, z B. Axinella Crista Galli, Suberitas Domuncula u.s.w
wurden die Karotinoide Astacin, bzw. Torulen, ein Verwantder des Lyco-
pins gefunden 2.

In der vorliegenden Arbeit versuchten wir die Farbstoffe des orange-
roten Schwammes Ectyon Oroides ndher kennen zu lernen, welcher im
Mittelmeer in Tiefen zwischen 100 und 200 meter lebt. Die Exemplare
dieses Schwammes wurden anldsslich der oceanographischen Studienreise
der «Kalypso» 1956, die unter der wissenschaftlichen Leitung von Prof.
Pérés stand, zwischen der Inseln Rodos und Castellorizon, aus einer Tiefe
von ca. 100 meter heraufgebaggert.

EXPERIMENTELLER TEIL

Die Schwdmme wurden sofort nach dem Auffischen in kleine Stiicke
zerschnitten, das {iberschiissige Wasser zwischen Filtrierpapier aussge-
presst, und bei Zimmertemperatur im Dunckeln mit Aceton einige Tage
aussgezogen. Nach Ablauf dieser Zeit, wird der Aceton gewechselt, und
die Extraction solange fortgesetzt bis der Aceton keine nennenswerte
Farbstoffmengen mehr aufnimt.

Die gesamten Acetonextracte wurden vereinigt, und nach Filtration
mit Petrolither, nach dem von Fox und Pantin angegebenem Verfahren
zur fraktionierten Trennung der epi- und hypophasischer Karotinoide °,
aussgezogen. Zwecks Vermeidung von Wiederholungen wird das Extra-
ctionsverfahren des Acetonextractes tabellarisch angegeben. Die auf Grund
dieses Verfahrens erhaltene Fractionen werden auf Aluminiumoxyd, stand-

! Mc. MuNN, Proc. Birmingh. Natur. Hist. Soc. 3, 1883, 407. L. S. PALMER, Caro-
tinoids and relativ pigments. New York, 1922. E, LEDERER, Les Carotenoides des ani-
maux. Paris. HERMANN et Cie, E. LONNBERG, Untersuchungen iiber das Vorkommen
Carotinoider Stoffe bei marinen Evertebraten. Archiv. Zool. 22 A, 14. 23 A, 15.

! R. Kue~ und N. A. SORENSEN, Uber die Farbstoffe des Hummers. Angew.
Chem. 51. 465, 1938. E. LEDERER, Recherches sur les carotenoides des invertebrés. Bull.
Soc. Chim. Paris. 20, 562. 1938. Biologie. Rew. Vol. 15 (1940), p. 273.

* D. L. Fox., Animal Biochromes. Cambridge Univ. Press. 1953, p. 75.
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artisiert nach Brockmann, chromatographiert, da sich CaCOs; als nicht ge-
eignet erwies. Fiir diese Versuche wurde eine 200 mm. lange und 16 mm.

weite Al,O3; Siule verwendet.
Die bei der Chromatographierung der verschiedenen Fractionen er-

haltene Zonen werden im Folgendem

nach unten angefiithrt werden:

AUSSCHUTTELUNGSVERFAHREN
DES SCHWAMMES ECTYON

DES ACETONEXTRACTES
OROIDES

Acetonextract, Farbe braunrot.

Petroldther extraction

\

Petrolitherepiphase
Qrangegelbe Farbe

Verseifung mit conc.
KOH in go% CH; OH
wihrend 48 St. Nach
Wasserzusatz mit Pe-
troldther ausgeschiit~

telt.

Hypoplase

v v

Epiphase mit

Farblos, wird Wasser gewa-

verworfen.

schen und

3 X mit 90%
CH;0H ausge-
schiittelt.

v

Petroldtherepiphase

Orangegelbe Farbe.

Fluoresciert im U. V.
griingelblich, Nach Fil-
tration, mit Na, SO,
getrocknet, und auf
Al,03 chromatograp-
hiert, als A; Fraction.

v

Hypophase nach Was-
serzusatz mit Petrol-
dther ausgeschiittelt
dem 2 Tr. CH; COOH
glac. zugesetzt wurden,
der Petroldther mit
Wasser mehrmals ge-
waschen, mit Nay,SO;
getrocknet und auf
AT,03; chromatogra-
phiert, als A2 Fraction.

Der in CHCg unléssli-

Acetonhypophase
braunrote Farbe

v

Mit CHCI; ausgeschiit-
telt, der Chloroform
verfliichtigt und der
Riickstand in CH; OH
geldsst. Lésung zeigt
braunrote Farbe und
fluoresciert intensiv
blanweisslich im U V.

y

Verseifung mit conc.
KOH in go% CHg OH
widhrend 48 Stunden,
dannach Wasserzusatz
und Ausschiittelung des
Farbstoffes mit CHCl,
und Amylalkohol I:I
Nach Verfliichtigung
des Losungsmittels
wird der Riickstand
mit Petroldther ausge-
waschen und‘mit CHCIg

der Reihenfolge nach von oben

behandelt.

v

Der in CHCI; 18ssliche

che Anteil wird in ab-
soluten C;H;OH geldsst.
Loésung zeigt braunrote
Farbe und fluoresciert
im U.V. intensiv blau-
rotlich, Fraction Cy.

Anweil zeigt gelbrote

Farbe und fluoresciert

im U.V.Orangegelblich.
Fraction Cs.
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Petrolatherepiphase

Fraction Ar

= 1ste
AT

—> 2'¢ Zone :
ATl

=> 8% Zone :
A ITT

—> 4'¢ Zone :

ATV

Zone:

Breite 15 mm. Farbe Zinnoberrot, In-
tensitit nach unten abnehmend. Elu-
tion mit Aceton, Losung fleischfarben,
fluoresciert im U. V. griingelblich. Sub-
jectiv spectroskopisch Absorption ab
5670 A, zunehmend gegen das Kurz-
wellige Spectrumende. Spectrophoto-
metrische Absorptionskurve zeigt Max.
bei 4700 A. Acetonriickstand 15sslich
in CHCl;, gibt mit SbCl; keine Blau-
farbung.

Breite 3 mm. Farbe Rotorange nach
unten an Intensitit abnehmend. Elu-
tion mit Aceton-Chloroform 1:1. L6-
sung orangefarben, griingelblich im
U. V. fluorescierend. Subjectiv spectro-
skopische Absorption ab 5900 A ge-
gen das kurzwellige Ende. Spectrop.
Absorptionskurve zeigt Max. bei 4600
A. Elutionsriickstand mikrokrystalline
Bldttchen, Smp. 128,5°, geben mit
SbCl; zuerst eine violete dannach in
Blaugriin iibergehende Farbung.

Breite 8 mm. Besteht aus zwei dicht
aneinander liegenden Zonen von oran-
gegelber Farbe. Elution mit Aceton.
Losung orangegelb mit gleicher Flu-
orescenz im U.V. Subject. Absorption
ab 5375 A gegen des kurzwellige Ende.
Spectrophotometrisch Max. bei 4450 A.
Der amorphe Acetonriickstand sintert
bei ca 160°, ohne scharfen Smp. Mit
SbCly keine Farbung.

Breite 1.5 mm. Farbe goldgelb. Elu-
tion mit Aceton. Losung gelborange

2
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— bt Zone:
AV

fluoresciert gelbgriinlich im U. V. Subj,
Absorption ab 5220 A gegen das kurz-
wellige Ende zunehmend. Spectropho-
tometrisch Max. bei 4800 und 4400 A
Acetonriickstand olige Tropfchen ge-
ben mit SbCl; keine Firbung.

Besteht aus einer diffusen Firbung
des ganzen unteren Teils der Siule.
Elution mit Aceton-Chloroform 1:1.
Farbe der Losung goldgelb, zeigt die
gleichen spectroskopischen Eigenschaf-
ten wie die Zone IV. Olige Trépfchen.

Da Zone 5 keine scharfe Absorptionsgrenze aufwies, wurde die Zone

rechromatographiert, indem das Acetoneluat nach Verdunsten des Acetons,

im Petroldther aufgenommen wurde. Dabei wurden folgende Zonen beo-

bachtet:

Rechromatographie-

rung der A,V Zone

=> 9 Zone :

—> 3t Zone :

—> 15t Zone:

Breite ca 1 mm. Farbe rot. Aceton -
Petrolidthereluat zeigt rote Farbe und
fluoresciert im U.V. intensiv blau.

Breite 100 mm. Farbe orange, kaum
zu trennen von der nichsten Zone.

Breite 5 mm. Orangefarben wie Zone 2.
Petrolather - Acetoneluat der Zonen 2
und 3 zeigt goldgelbe Farbe und
fluoresciert im U. V. orangegriinlich.
Nach Verdunsten des Losungsmittels,
hinterbleiben O6lige Tropfchen die in
Chloroform gelésst mit SbCls; nach
10 Minuten eine griine Farbung ge-
ben. Die Menge der Tropfen war zu
gering um weitere Analysen durch-
zufiithren.

Die Chromatographierung der Hypophasischen A, Fraction in Pe-
trolitherlosung auf Al,Os, lies zwei sehr schmale Zonen am obersten Teil

der Sidule erscheinen:
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Chromatograpiiie. —> 1%t Zone : Breite 1 mm. Farbe rotgelb.
rung der A, Fraction —> 2' Zomne : Breite 1,5 mm. Orangefarben. Die E-
luate dieser Zonen konnten wegen
ihrer geringen Konzentration nicht
weiter untersucht werden.

Die in Chloroform - Amylalkohol 16ssliche Fraction C, hinterldsst nach
Verdunsten des Losungsgemisches einen Riickstand dessen in C,H;OH
16sslicher Anteil eine intensive blaue Fluorescenz mit violeten Unterton
aufweisst. Mit SbCl; keine Fiarbung. Nach Verdunsten des Alkohols hinter-
bleibt ein braunroter Riickstand der mikroskopisch aus braunroten Blatt-
chen besteht die bei 160° zusammensintern und bis 240° keinen Smp. auf-
weisen. Spectrophotometrisch zeigt die alkoholische Losung dieses Stoffes
eine gleichmissig zunehmende Absorption gegen das kurzwellige Spectrum-
ende ohne Maxima. Die Substanz ist N-frei.

BESPRECHUNG DER RESULTATE

Die Fractionierung und chromatographische Trennung der Farb-
stoffe des Schwammes Ectyon Oroides ergibt dass es sich dabei um min-
denstens drei verschiedene Farbstoffe handelt, von denen einer, der der
Zone A1l entsprechende Farbstoff, durch eine positive SbCl; Reaction,
sowie durch die Entfarbung mit H,0, ausgezeichnet ist. Wahrscheinlich
liegt einer den Karotinoiden entsprechender Stoff vor. Diese Annahme gilt
ebenfalls fiir den Farbstoff der Zone A;I, bei dem allerdings die SbCls
Reaction negativ ausfillt, dagegen aber iibereinstimmende Werte der Ab-
sorptionskurve und der Fluorescenzfarbe, mit denen der A1l Zone zu
beobachten sind.

Die nicht weit von einander liegenden Absorptionsmaxima den Zo-
nen A(III bis A;V, und deren gleiche Fluorescenzfarben im U.V. deuten
weitherhin auf eine Identitdt des ihnen zu Grunde liegenden Farbstoffes.
Die verschiedene Grosse der Absorptionsmaxima ist durch eine verschie-
dene Konzentration der ihnen entsprechende Eluate zu erkliren. Uber die
Natur dieses Farbstoffes konnen wir nichts bestimmtes aussagen. Die Rea-
ction mit SbCl; verlduft negativ. Es ist moglich das der Farbstoff eben-
falls eine Verwandtschaft zu den Karotinoiden besitzt, da bekanntlich ein-
bindig absorbierende Karotinoide bei den niederen Seetieren aufgefunden
worden sind. Was die Natur des der Fraction C entsprechenden Farbstoffes
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anbelangt, so kénnen wir mit Bestimmtheit behaupten dass es sich dabei
um einen vollig verschiedenen Farbstoff handelt. Seine Ldsungseigen-
schaften, der andere Verlauf der Absorptionskurve und vor allem die prich-
tige blaue Fluorescenz im U.V. dringen die Vermutung auf, dass es sich
im einen Farbstoff handelt der den Naphtochinonpigmenten der Seeigeln
nahesteht, die ebenfalls blaue Fluorescenz und hohe Schmelzpunkte auf-

weisen.

i l® o
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Absorptionskurven der chromatographish getrennten Fractionen.

Leider waren die uns zur Verfiigung stehenden Rohstoffmengen
nicht geniigend um eine weitere Untersuchung der Natur dieser chromato-
graphisch getrennter Farbstoffe durchzufiihren. Wir behalten uns vor diese
Untersuchungen bei gegebener Gelegenheit weiter zu fiihren.

Ich miochte an dieser Stelle dem wissenschaftlichem Leiter der oceanographischen Kaly pso

Expedition 1956, Prof. J. M. Pérésy sowie dem Commandanten J. Y. Cousteau, meinen herzlichsten

Dank fiir das mir erwiesene Entgegenkommen aussprechen.
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Slwv EpudporacTavol yedpaTos, FTwa alhowobvrar elg 160° &lh& d&v dexviouvv
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OYSIKOXHMEIA. — Ilepi toD ynpiopod mwoogognoews Miodiahvtdv
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Al Mimodiehutal 3pouluxal Eviioelg wPOoPOQOTYTHL OO AVIOVAVTIAAXXTIRGY
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6hoxhfpou Tob popfou (II).
RNH, + HCl = RNH;Cl
RNH, + HO.C4H,.OH = RNH,.HO.C;H,.OH (II)
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Hammet $éyetar 61 f xatdotacic xatd THy 7poopéenowy adthv evor pix cuosd-
peuste (Bootplywore clustering) tév mohdv poplwy Tob dpyavixed &Eéog (3Euxob)
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* LYSIM. and MARIA L. NINNIS, The Chemism of absorption of the fat soluble hydroxyl
compounds by anionexchange resins,



