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EINLEITUNG

Da die Ubichinone** nach Arbeiten zahlreicher Autoren-5 in der Atmungskette, im
Elektronentransportsystem und bei der oxydativen Phosphorylierung wichtige
Funktionen erfiillen, ist ihr Nachweis und ihre quantitative Bestimmung in tierischen
Organen und in daraus her gestcllten pharmazeutisch verwendeten Lipoidextrakten
von Interesse.

Zwar existieren bereits papierchromatographische Trennverfahren und spek-
trophotometrische Bestimmungsmethoden®-19, doch erfordern diese eine umstéindliche
Lésungsmittelvorfraktionierung oder eine sdulenchromatographische Vortrennung.

Im Anschluss an unsere kiirzlich. durchgzfithrten diinnschichtchromatogra-
phischen Arbeiten zur Trennung von Phosphatiden und Glykolipiden auf Kieszlgel-
platten!! haben wir nun versucht, Ubichinone ohne Vorreinigung direkt aus einem
Acetonextrakt auf diinnschichtchromatographischem Wege nachzuweisen. Die
Diinnschichtchromatographie selbst wurde auf dem Lipoidgebiet von STAHL1? und
anderen!3-18 bereits mit Erfolg verwendet.

Als 1. System zur Abtrennung der Ubichinone oder des Ubichinons von den
anderen Lipoidbestandteilen bewéhrte sich das System Benzol-Chloroform (x:1).

Als 2. System zur Auftrennung der verschiedenen Ubichinone untereinander
bzw. um die Lidnge der Iscprenseitenkette festzulegen, verwendeten wir in Anleh-
nung an das Verfahren zur Papierchromatographie der Polyterpenalkohole!® eine
Mischung aus g Teilen Aceton und 1 Teil Paraffin-gesiittigtem Wasser. Beide Ver-
fahren werden kombiniert, indem man das abgetrennte Ubichinon aus der 1. Kiesel-

gelplatte eluiert und im 2. System auf einer 2. I{leselgelplatte zur weiteren Auftren-

nung bringt. . :
Als Spriihmittel dient eine o. 25 %ige. athanohsche Rhodamin-B-Lésung bzw.

eine gesidttigte Losung von Antimon (I1I)-chlorid in Chloroform. Die unterste Nach-
weisgrenze liegt fiir Ubichinone bei 0.5 y, wenn man sie mit Reagenzien behandelt.
Ohne Behandlung mit Spriithreagenzien ist 1  Ubichinon noch gut nachweisbar.

" Herrn Prof. FLUCK zum 62. Geburtstag gewidmet.

** Ubichinone sind 2,3-Dimethoxy-5-methylbenzochinone mit einer Isoprenseltenkette in
Cg-Stellung, von denen bis heute natiirlich vorkommend 5 bekannt sind. Sie werden nach Anzahl
der Kohlenstoffatome in der Seitenkette als Ug,, Ugs, Uzq, Uys und U,y oder nach Zahl der 1so-
premreste als Coenzym Qg, Q7 Q Qp und Q,, bezeichnet.
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ANWENDUNGSBEISPIEL

10 g Rinderherzmuskel werden im Starmix unter Acetonzusatz zerkleinert, die Sus-
pension mit etwa 50 ml kaltem Aceton in einem Homogenisator 1 Min bei mittlerer
Umdrehungszahl homogenisiert und filtriert. Der Riickstand wird ein zweites Mal
und anschliessend ein drittes Mal mit je 50 ml Aceton homogenisiert. Wir konzen-
trierten die vereinigten Acetonausziige in Vakuum unter Stickstoffatmosphére auf
etwa 25 ml und brachten 0.5 ml zur Chromatographie, so dass an der Auftragsstelle
ein deutlich gelb gefirbter Fleck entstand. Das Verfahren ist ebenso gut mit 1 g
Gewebematerial durchfiihrbar. Die Acetonlésung muss nur entsprechend konzentriert
werden. Liegt ein Rinderherzlipoidgesamtextrakt vor, so entfernt man die Phospha-
tide durch Acetonfillung aus Petroldtherlésung nach der Methode von BLoOR?® und
engt die iiberstehende Lsung entsprechend stark ein.

Zum Vergleich wurden von uns auf die Diinnschichtplatte ausser Ubichinon 50
noch a-Tocopherol, Vitamin K und fg-Karotin mitaufgetragen, da diese héufig in
Lipoidextrakten vorkommen (siehe Fig. 1).

Nach dem Einbringen der Platte in die abgedunkelte Laufmittelkammer aequili-
briert man 20 Min und chromatographiert dann im System Benzol-Chloroform (1:1).
Die Platte wird nach einer Laufstrecke von 12 cm (ca. T h Laufzeit) lichtgeschiitzt an
der ‘Luft getrocknet und im UV-Licht betrachtet. Ein braun fluoreszierender Fleck

Fig. 1. Diinnschichtchromatogramm des Acetonldslichen Anteils ¢ines Rinderherzlipoidgesamtex-
traktes (V) mit den Bestandteilen: (1) Cholesterinester; (2) Lecithin; (3) Ubichinon 50; (4) «-
Tocopherol; (5) Cholesterin. Testsubstanzen:1 = «-Tocopherol, I1 = Vitamin K, III = g-Karotin,
IV = Ubichinon 50 (UV-Licht-Aufnahme). Laufmittel: Benzol-Chloroform 1:1, Spriihreagenz:

dthanol. 0.259% ige Rhodamin-B-I.8sung. :
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in Hohe der Testsubstanz Ubichinon 50 (Rr == 0.86 -+ 0.02) entspricht der gesuchten
Substanz. Ist der Fleck nicht deutlich sichtbar, so bespriitht man mit einer o.25 %igen
dthanolischen Rhodaminlésung. Unter dem UV-Licht gibt sich dann Ubichinon als
violett fluoreszierender Fleck zu erkennen”. ‘

Wie aus Fig. 1z (I und V,) ersichtlich; gibt zwar das «-Tocopherol die gleiche
Reaktion wie Ubichinon, doch besitzt es cinen deutlich tieferen Rp-Wert (0.80).
Auch die anderen Lipoidbestandteile, Cholesterin (V;), Cholesterinester (V,), f-
Karotin (ITI), Vitamin K (II), und das zumeist in geringer Menge noch vorliegende
I.ecithin (V,) sind gut voneinander bzw. vom Ubichinon abgetrennt.

Zur sicheren Identifizierung trigt man die Ubichinon-haltige Losung in stéirkerer
Konzentration auf eine 2. Platte auf und entfernt nach der chromatographischen
Auftrennung den entsprechenden Fleck durch Abkratzen mit einem Feinspatel
von der Platte. Das Kieselgel wird in einem Reagenzglas 3 mal mit einigen Millilitern
warmen Acetons ausgezogen, die Lo&sung unter Stickstoff abgedunstet und der
Riickstand in 5 ml Cyclohexan aufgenommen. Das Ubichinon gibt sich im UV-
Spektrum durch ein Maximum bei 272 mu und ein Minimum bei 238 mu zu erkennen?.

Um die Linge der Isoprenseitenkette im Ubichinon festzulegen, wird die Cyclo-
hexanlésung bis auf etwa o.1 ml im Stickstoffstrom eingeengt und auf einein folgen-
der Weise vorpriparierte Kieselgelplatte aufgetragen:

Die Kieselgel G-Platte ldsst man in einer Mischung von 5% Paraffin in Ather
aufsteigend durchlaufen und trocknet dann z bis 3 Min an der Luft. Als Testsub-

TFig. 2. Diinnschichtchromatogramm von Ubichinon 30 mit 50. In Punlst Ugy—-U,, ist das aus der
Kieselgelplatte eluierte Ubichinon des Rinderherzmuskels anstelle der Testsubstanz Uj,, mitauf-
¥ getragen. Laufmzttel. Accton—Paraffin-gesittigtes Wasser 9! 1; Spruhreagenz Gesittigte Anti-

mon (I11)- chlondlbsung in Chloroform.

* Die anderen Ubichinone liegen unter den angegebenen Y ersuchsbedmgungen auf der Platte
mit U,y an gleicher Stelle.
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stanzen trigt man Uygy, Uy, Uy, Uy und Uy in Aceton gelést mit auf. Die Entwick-
lung erfolgt nach zo-miniitiger Sdttigung in einem Gemisch von g Teilen Aceton und
1 Teil Paraffin-gesittigtem Wasser bis zu einer LaufhShe von 10 cm. Zum Sichtbar-
machen dient das Beasprithen mit einer geséttigten LoOsung von Amntimon (I1I)-
chlorid in Chloroform und anschliessendes 10-miniitiges Trocknen bei 110° Die
Flecke erscheinen bei Normallicht grauviolett auf weissemm Grund und im UV-Licht
dunkelbraun fluoreszierend. Das aus der 1. Platte eluierte Ubichinon des Rinder-
herzmuskels, das entsprechend der Fig. 2 ganz rechts zusammen mit den Testsub-
stanzen Ug~U,; mit aufgetragen wurde, liegt mit der Testsubstanz U,, auf gleicher
Hohe. Die Rp-Werte, Mittelwerte zahlreicher Einzelmessungen sind folgende:

Ugg = 0.7I -k 0.04

Uy = 0.63 4 0.03

Uy = 0.55 =+ o.02

U,us = 0.42 4 o0.02

Ugg = 0.31 4 0.02
Nach diesem kombinierten Verfahren konnten von uns Ubichinone in bisher noch
nicht untersuchten tierischen Organen nachgewiesen und auch hinsichtlich ihrer
Isoprenseitenkette identifiziert werden. Da sich die Methode auch fiir quantitative
Bestimmungen gut eignet, ist dieses diinnschichtchromatographische Verfahren den
bisherigen {iiberlegen. Uber weitere Anwendungsbeispiele und Einzelheiten dieser
Untersuchungen berichten wir in einer weiteren Mitteilung.
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ZUSAMMENFASSUNG

In Rohlipoidextrakten kénnen Ubichinone nach Chromatographiean Kieselgel G-Plat-
ten im System Benzol-Chloroform (1:1) und Behandlung mit Rhodamin-B-Lésung
im UV-Licht direkt nachgewiesen werden. Zur Auftrennung der verschiedenen
Ubichinone untereinander bzw. um die Linge der Isoprenseitenkette festzulegen,
wird der Ubichinonfleck aus der 1. Platte eluiert und die Lésung auf einer paraffi-
nierten 2. Kieselgel-Platte im System Aceton-Paraffin-gesiittigtemm Wasser (9:1) zur
Chromatographie gebracht. Das Verfahren ist zur quantitativen -Bestimmung des

Ubichinons geeignet.
SUMMARY

Ubiquinones can be determined in crude lipoid extracts by chromatography on sili¢a
gel G plates, using the system benzene—chloroform (x:1), followed by treatment with
Rhodamine B solution and observation under UV light. In order to separate the
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various ubiquinones from each other or to determine the length of the isoprene
side chain, the ubiquinone spot is eluted from the plate and the solution is rechro-
matographed on a second silica gel plate impregnated with paraffin, using the solvent
system acetone—water saturated with paraffin (¢:1). The method is suitable for the
quantitative determination of ubiquinone.
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