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- BEITRAGE ZUR CHEMIE UND PHYSiOLOGI‘E
EINIGER STOFF WECI—ISELCHEMISCH WICHTIGER SAUREN

3. MITTEILUNG
| EIN EINFACHER PAPIERCHROMATOGRAPHISCHER
NACHWEIS FUR ISOCITRONENSAURE IN PFLANZENMATERIAL*

R. POHLOUDEK-FABINI, Cur. WOLLMANN uND H, WOLLMANN:

Pharmazeunsch-akemzsches Institut und Zentvale Universildisapotheke
dev Universitdt Greifswald (Dautsahlcmd)

j ‘Unsere liickenhaften Kenntnisse tiber die Verbreltung der Isocitronenséure i in pﬂanz-
. lichem Ma.tenal sind im wesentlichen in dem Mangel an einfachen und sicheren
'Methoden zum Nachweis und zur Bestlmmung dieser stoffwechselchemlsch w1cht1gen

Sdure begriindet. ,
‘Nachdem es blsla.ng nicht gelungen war, Isoc1tronensaure von Cltronensaure als
freie S#aure pa.plerchromatographlsch zu trennen, standen neben der Isolierung der

' S#dure3 lediglich sehr zeitraubende Verteilungsverfahren an Silicagel-Séulen*-7, das

enzymatlsche Verfahren von KREBs UND EGGLESTON® in der Modifikation von

" HARGREAVES, ABRAHAMS UND VICKERY? sowie eine von RANSON® beschriebene
' 1nd1rekte pap1erchro1natographlsche Methode zur Verfiligung. . Letztere beruht
~ darauf, die Isoc1tronensaure durch trockenes Erhitzen im Vakuum in Isocitronen-
~ sHurelakton uberzufuhren und mit konzentrierter Ammoniakfliissigkeit als ‘“Iso-
o mtronensaureamui” zu lésen. Diese Verbindung zeigt in den meisten Verteilungs-
“m1tte1n we1t hohere. Rp-Werte als Citronen- und Isocitronensiure, Da der Nachweis
Cin Sauregemlschen durch andere Komponenten gestort werden kann, schne1det man
" “aus einem ersten direkt gewonnenen Chromatogramm Isocitronen- und Citronenséiure
~ als gemeinsamen Fleck aus, fiihrt die Umwandlung der Isocitronensiure in das
: 'Amid” mit dem Eluat des Chromatogrammfleckes durch und chromatographlert
‘ erneut ‘Diese Arbeitsweise ist ebenso kompliziert.

- Wir gingen bei unseren Versuchen zur direkten paplerchroma.tographlschen

g Trennung von Isocitronen- und Citronensiure als freie Siuren von der Beobachtung
“ ‘aus, dass die beiden Siuren in einigen Verteﬂungsmltteln kleme Rp-Wert-Unter-
- ,schlede aufweisen (Tabelle I). o s ‘

B

germge Rp-Wert-leferenz (Diff. Rp X 100 = 2) bei gleichzeitig stark herabgesetzten

Weltere in dieser Richtung durchgefuhrte Untersuchungen ergaben, dass dJe

RF-Werten, vor: allem m1t dern von uns schon friher zur: quant1tat1ven Abtrennung

Y2, Mlttexlung, 51ehe Ref 1
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der Apfel- von der Citronensidure benutzten Verteilungsmittel Isoamylalkohol-
Chloroforrn—Ameisensiure 85 % (4:I:1v/v/v), wassergesidttigt, unter geeigneter papier-
chromatographischer Technik zur reproduzierbaren Trennung von Isocitronen- und
Citronensiure in Modellgemischen und in Pflanzenextrakten ausreicht (Tabelle II).

TABELLE I
Rp-WERTE VON ISOCITRONENSAURE UND CITRONENSAURE IN EINIGEN VERTEILUNGSMITTELN

' Rp X roo
VertciLungsmittel Methode
Isocitronensdiure Citronensdure
tert.-Amylalkohol-Chloroform—Ameisenséure :
90%—Wasser (80:80:30:80 v/v/v/vil) Absteigend 24 26
tert.-Amylalkohol-Chloroform—Ameisensédure
90%—~Wasser (24:136:30:80 v/v/v/vil) Absteigond 10 11
n-Butanol-Chloroform—Ameisensidure 10%
(75:25:10 v/[v/viE) Rundfilter 27 26
Isoamylalkohol-Chloroform—Ameisensiure
85% (4:1:1 v[v/v) wassergesittigtl?) Absteigend 12 I4

TABELLE 11

PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG VON ISOCITRONENSAURE UND
CITRONENSAURE IM VERTEILUNGSMITTEL
ISOAMYLALKOHOL—CHLOROFORM~AMEISENSAURE 85% (4:1:I V/V[V), WASSERGESATTIGT

(Mittelwerte aus 20 Versuchen)

Verfahren Abs’c'f; "Zo"gf‘lr'o' % Absteigend ohne Front Duwrchlaufend, Laufzeit: 6 Tage
Ermittelte Gréssemn Rp % roo RiVeinsiure X 100 “Rp" % 100 berecchnet ‘P‘I:zr'xlrsl:;::zg;st;;clé;,,
Spalte I 2 3 4
Weinsiure 8 100 8.0 I5 cm
Phosphorsidure : 8 I05 8.4 15.8 cm
Isocitronenséuare 12 163 13.0 24.5 cm
Citronenséure I4 183 14.6 27.5 cm
Apfelsdure 23 D D D
“‘Rp’’ = Aus Spalte 2 berechnete theoretische Wanderungsweite der Lésungsmittelfront

{Durchschnitt 202 cm).
D = Die Sidure wandert meist in den Durchlauf des Chromatogramms.

Nach unseren Versuchsbedingungen wandert die Weinsdure als Bezugssubstanz
wihrend 6 Tagen zwischen 15 und 20 cm, was einem Abstand der Mittelpunkte des
Isocitronensiure- und des Citronensidurefiecks von 3 bis 4 cm entspricht. Damit ist
eine einwandfreie Trennung im Bereich.der papierchromatographischen Méglich-
keiten (etwa 40-400 pg) gegeben. Eine Verwechslung mit anderen nichtfltichtigen
Sduren kommt bei unserem Verfahren kaum in Betracht, da die in ihrer Wanderungs-
weite am néchsten liegenden Sduren von allgemeiner Verbreitung (Phosphor- und
Litevalur S. 529/530.
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Apfelsidure) sehr weit abgetrennt werden (Tabelle I1). Zur Erhirtung der Ergebnisse
kann jedes Chromatogramm mehrfach wiederholt werden, wobei man die Doppel
zur Ausfiihrung von Farbreaktionen, die von Isocitronen- und Citronensiure in
gleicher Weise gegeben werden, benutzt. ,

Dazu empifehlen sich Farbreaktionen, z.B. nach Bucx, MONTGOMERY UND
PoRTER!. Man bespriiht mit einer frisch bereiteten Mischung von Essigsiureanhydrid
und wasserfreiem Pyridin (x:9 v/v) und stellt nach 3 Minuten im Tageslicht orange-
farbene Flecke fest, oder bespriiht auf einem anderen Chromatogramm nach SCHREI-
ER UND HAcCK!® mit einer 4%igen Losung von $-Dimethylaminobenzaldehyd in

@@ T f“‘%m::

Fig. 1. Papierchromatographischer Nachweis wvon Isocitronensiure. a = Phosphorsiure -

Citronensaure; b = Isocitronensiure -}- Citronensiure; ¢ = Weinséure; d = Isocitronensiure -}

Citronensiure; e = Isocitronensiure; A = Citronensiure; B = Pflanzenextrakt -} Isocitronen-

siure; C = Weinséiure; D = Pflanzenextrakt - Citronensiure; E = Isocitronensiure; F =
Pflanzenextrakt.

Essigsdureanhydrid mit Zusatz einer kleinen Menge Natriumacetat, erhitzt das
Chromatogramm 2 Minuten bei 140° und erhilt im Tageslicht weinrote Flecke.

Die beschriebene papierchromatographische Methode wurde von uns zum Nach-
weis von Isocitronensiure in verschiedenen Pflanzenextrakten angewandt. Einige
Originalchromatogramme sind in der Fig. r wiedergegeben. Danach kommt in den

=~ Blittern von Bryophyllum daigremontianum Berger sowohl Isocitronen- als auch

" Citronensiure vor. Erstere wurde in dieser Pflanze von PUCHER UND VICKERY1S
nachgewiesen. Grosse Mengen Isocitronensidure, aber keine Citronensdure in der
gleichen Gréssenordnung, fanden wir in den Friichten von Rubus fruticosus L.
Litevatur S. 529/530.
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(Sorte Theodor Reimers). Aus Brombeeren wurde die Isocitronensidure bereits von
NELsON? isoliert. Im Gegensatz zu fritheren Angabeng, nach denen in den Blittern
von Pflanzen der Gattung Rubus keine bemerkenswerten Mengen an Isocitronen-
siure vorkommen sollen, konnten wir in den Blidttern der Brombeer-Gartensorte
“Theodor Reimers” mehr Isocitronen- als Citronensdure finden. In den Blittern
einiger Wildarten der Gattung Rubus war Isocitronensiure allerdings papierchro-
matographisch nicht nachweisbar.

Uber quantitative Untersuchungen an den Blittern solcher Rubus-Wildarten,
die Isocitronensidure in erheblichen Mengen fiihren, wird zu gegebener Zeit noch zu
berichten sein.

20 g Glucose werden in 200 ml Wasser geldst, mit einer Mischung aus 20 ml frisch
destilliertem Anilin und 200 ml Athanol versetzt und mit #-Butanol zu 1000 ml auf-
gefilllt (vgl. SMITH UND SPRIESTERSBACH!S).

Herstellung der Isocitvonensdurelosung

50 mg al-Isocitronensdurelakton werden in 1.5 ml 1 N Natronlauge gelést und zu
5.0 ml mit Wasser aufgefiillt. Anschliessend wird 6o Minuten lang im Wasserbad bei
40° hydrolysiert. Nach Zugabe von 0.5 ml 1 IV Ameisensédure und 1.0 g des Kationen-
austauschers Wofatit KPS 200 p.a. (H*+-Form) schiittelt man 5 Minuten und lisst
iiber dem Austauschharz stehen. Diese Lésung enthilt in o.0r ml 100 ug freie Iso-
citronensiure und ist wochenlang haltbar.

Herstellung der Pflanzenextvakte

(a) Der Presssaft frischer Pflanzenteile wird mit einem Zehntel seines Gewichtes
mit Wofatit KPS 200 p.a. (H+-Form) versetzt, 15 Minuten mechanisch geschiittelt
und abzentrifugiert. Diese Losung ist nicht haltbar.

(b) Einige Gramm frisches Pflanzenmaterial werden im Morser mit 0.5 ml 4 N
Schwefelsiure zerkleinert und mit etwa 10 g wasserfreiem Natriumsulfat zur Trockne
verrieben und im Soxhlet-Apparat 2 bis 3 Stunden mit Aceton extrahiert (bis der
Ablauf farblos ist). Das auf 1o ml vorsichtig eingeengte Extrakt ist monatelang halt-
bar. Wegen der grésseren Verdiinnung muss unter Umstédnden streifenférmig aut-
getragen werden.

Papierchromatographische Technik

Auf Filtrierbogen Schleicher & Schiill 2043b mgl (ungewaschen) 18 X 58 cm (Faser-
richtung parallel zur Schmalseite) werden auf einer Startlinie, 12 cm von der Schmal-
seite entfernt, Lésungen von Citronen- und Isocitronensiure als Testsubstanz, von ;
Weinsidure als Bezugssubstanz und das zu untersuchende Pflanzenéxtrakt (ev. mit
wechselweisem Zusatz von Reinsubstanz) mehrfach aufgetragen. Die gegeniiberliegende
Schmalseite wird mit x cm tiefen sigeférmigen Einschnitten versehen. Man hingt
Literatur S. 529/530. |
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die Bogen zur Séttigung mit dem einphasigen Verteilungsmittel in eine Kammer fiir

- absteigende Chromatographie. Auf dem Boden der Kammer befinden sich drei

X

Glasschalen mit je 1o ml des Fliissigkeitsgemisches Isoamylalkohol-Chloroform-—
Ameisensdure 85 % (4:1:1 v/v/v), wassergesittigt, das r2 Stunden vor der Verwendung
frisch herzustellen ist. Die Winde der Kammer sind zur besseren Sittigung mit drei
mit dem Lo&sungsmittelgemisch getrinkten Filtrierpapierstreifen von 3 cm Breite
senkrecht ausgekleidet; sie ragen an ihrem unteren Ende in die Bodenschalen hinein.
Sattigungszeit mindestens 16 Stunden. Danach wird das gleiche Verteilungsmittel in
die Rinnen gefiillt und 6 Tage absteigend unter Abtropfen des Verteilungsmittels vom
gezihnten unteren Rand des Papierbogens chromatographiert. Die Kammern kénnen
bis zu 3 X hintereinander benutzt werden. Danach empfiehlt sich eine griindliche
Reinigung, da der zunehmende Gehalt der Atmosphidre an Isoamylformiat die
Trennung nachteilig beeinflusst. Nach beendeter Chromatographie werden die Bogen
iiber Nacht bei Zimmertemperatur getrocknet, mit. Schweppe’s-Reagens bespriiht
und sofort bei 125° im Trockenschrank etwa 5 bis 10 Minuten (je nach Kapazitit des

Trockenschrankes) erhitzt. Die Sduren erscheinen als nahezu unbegrenzt haltbare
braune Flecke auf weissem Grund.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird iiber ein papierchromatographisches Verfahren berichtet, das den Nachweis
der Isocitronensiure neben Citronenséure als freie Sduren in Modellgemischen und in
Pflanzenextrakten gestattet. Die Trennung erfolgt im Durchlaufchromatogramm
(Papier: Schleicher & Schiill 2043b mgl, 18 X 58 cm) mit dem einphasigen Verteilungs-
mittel Isoamylalkohol-Chloroform—Ameisensidure 85% (4:1:I v/v/v) wassergesittigt.

Nach dieser Arbeitsweise konnte Isocitronensiure in verschiedenen Pflanzen-
extrakten identifiziert werden.

SUMMARY

A paper-chromatographic method is described for the detection of isocitric acid in the
presence of citric acid, both as free acids, in synthetic mixtures and plant extracts.
The separation is carried out by the descending technique, allowing the solvent to
flow off the paper. Schleicher & Schiill paper 2043b mgl 18 X 58 cm, and the mono-
phasic solvent isoamyl alcohol-chloroform—85% formic acid (4:x:x v/v/v), saturated
with water, were used.

With this method, isocitric acid could be identified in various plant extracts.
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