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SUMMARY . .
Quantztatwe estzmatzon of ammo aczds, sugars ami some plomt growﬁz subsmnces

For the quant1tat1ve est1mat1on of amino ac1ds sugals und some 1ndolegluco-
sinolates.(glucobrassicin and .neoglucobrassicin) in plant. material; modified analytical .
- pr ocedures have been developed which are based on chromatogr aphlc resolution, of
the substances to. be estimated. and spectrophotometrlc determination of these sub-
stances in the eluates from the paper;chromatograms. Amino acids were determmed
by spectrophotometrlc estimation of the relatively stable cadmium complexes of
their reaction products with ninhydrin. For the. determination. of sugars (mono- and
ohgosaccha.udes) a modlﬁed -anthrone reagent was used. Lo

. ..For the quantitative estlmatmn of glucobrassmm and. neoglucobra551c1n the ‘
reaction of these substances with p- dunethylammobenzaldehyde in acid solutlon
w]nch leads to a ﬁuorescent product ‘was used with success.

Mit der Bestimmung der freien und gebundenen Aminoséiuren in biologischem
Material hat sich schon eine Reihe von Autoren befasst. Die ausgearbeiteten Methoden
haben aber -verschiedene gréssere oder kleinere Nachteile und entsprechen sehr
héufig, besonders bei der Arbeit mit pﬂanahchem Material, nicht den an sie gestellten
Anforderungen. Aus diesem Grunde entwickelten wir eine einfache und zugleich hin-
reichend genaue Methode zur Bestlmmung von Aminoséduren in biologischem und
insbesondere: pﬂanzllchem Material. Wir gingen von dem Befund aus, dass die Reaktion
der Aminoséuren mit thydrm nicht stéchiometrisch verliduft und dass die farbigen
Reaktlonsprodukte unbestindig sind. Unser Verfahren! beruht darauf, dass der
Extrakt oder das Hydrolysat des b1010g1schen Materials mit Hilfe der ein- oder zwei-.
dimensionalen Papierchromatographie je nach Menge und Anzahl der Aminoséduren |
auf den Gehalt an Aminoséiur en untersucht wird. Eindimensionale Trennung der
Aminosduren wird mittels des melnfachen Entwickelns in dem Losungsmlttelsystem

‘n-Butylalkohol—Ess;gsaure—Wasser (x0:1:3) durchgefiihrt. Bei der zweidimensionalen
Technik wird in der I. Richtung in der Losungsm1tte1nnschung Phenol—Athyla.ll\ohol—

Chloroform. (2: I:1) mit: Zugabe.von 0.1%, 8-Oxychinolin in einer Atmosphére von 3%,
Ammoniak entw1ckelt und dann.in der IT. Rlchtung zwelmal inder Mlschung n-Butyl- :
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alkohol-Essigstiure-~Wasser (101 :3) entwickelt. Der Nachweis der Aminosiduren auf

" dem Chromatogramm erfolgt mit einer 0.2%,igen Lésung von Ninhydrin in‘Azeton'bei -
60° wihrend der Dauer von 10 Min. Dann wird der en tatandene Farbstoff gemeinsam
mit den Uberresten-der durch die Reaktion: nicht erfassten: ‘Aminosiuren' mehrmals
mit- Methylalkohol. ausgewaschen ‘Die Eluate werden dann einer weiteren: Reaktlon
mit 2.5%, Ninhydrin-in Methylalkohol bei 65° wilirend der Dauer von 20 bis 40 Min.
(je nach der Art der Aminoséduren)- unterworfen Das violette Real».tlonsprodukt wird
dann: mit Cadmiumazetat in orangerote 'Komplexe ibergefiihrt: Diese Komplex-
verbindungen sind:mindestens 72 Std. stabil. Die 'so gefirbten Losungen verdiinnen
wir eventuell mit Methy]alkohol und messen die Extinktion bei 500 nm. Wir verfolgten
die Eichkurven von 22 Aminosiduren im Konzentrationsbereich von- 25 bis 500 ug.
In allen Fillen wurde eine lineare ‘Abhiingigkeit:der Extinktion von der analysierten
Menge' gefunden. ‘Die Genauigkeit der Bestn‘nmung hegt be1 dleser Methode m der
Regel im-Bereich von' 44 bis 69,." : e

—Auf Grund'der Verfolgung des chromatographlschen Verhaltens von 300 I‘arb-

‘stoffen in dem-Ldsungsmittelsystem: n-Butylalkohol—Ess1gsaure—Wasser (10:1:3) fan-

' den wir die Farbindikatoren der- Lage der 'meisten ‘Aminosiuren auf’/den: Chromato-
grammen, die'in- diesem Losungsmlttelsystem entwickelt wurden.: D1e Verfolgung-der
Trennung des Farbstoffgemlsches in'dem’ jeder Farbstoff ‘duichsein chromatogra-
‘phisches Verhalten eine bestimmte Aminosiure simuliert, ermoglicht, gleichzeitig'den
Verlauf der: ‘Aminosiurentrennung:in’ der Probe zu ‘beobachten;’ ‘die parallel auf dem
gleichen Chromatogramm :aufgetragen wurde; und- ‘zwar bei- der ‘Anweridung “der
Technik 'des’ mehrfacheneindimensionalen - Entwickelns. Als ‘Tiageindikatoren: der
Aminoséuren auf dem eindimensionalen, mit dem: ‘oben ‘angefithrten’ Losungsmxttel—
gemisch entwickelten ‘Chromatogramm eignen "sich- ‘nachstehende" “Farbstoffe - (be-
ziehungsweise ihre’ Bestandtelle) Orthocy'mm 6 G (Cysteinsidure); ‘Thiazinrot (Lyam)
Anthracyaninviolett:3 B (Histidin), ‘Duankelgrin G (Arginin); ‘Karrhoisine S (Glutamin-
sdure und:Oxyprolin), ‘Anthosinviolett BBM - (Threonm) ‘Nerol VL (Alanin), Nerol B
(Prolin), Thionin' (Tyrosin und y-Aminobuttersiure), Phenolrot- (Phenylalanm) He-
lianthin ‘(Isoléucin), Tropeolin' OO- oder Acridirigelb R (Leucin). 3 : :

‘- Zur Bestimmung der Zuckerim. b1olog1schen insbesondere pﬁanzllchen Materlal
wurde ‘eine abgeinderte kolorimetrische ‘Anthronmethode' angewandt?.  Die' Zucker
(Mono- sowie Oligosaccharide) im analysierten Extrakt werden papierchromatogra-.
phisch eindimensional in dem Ld&sungsmittelgemisch #-Butylalkohol-Essigsdure—
Wasser (10:1:3) mittels mehrfacher Entwicklung (bis zu fiinfmal) getrennt. Die ent-
sprechenden  Flichen ‘des chromatograplnschen Papxers, die die’ einzelnen Zucker
‘enthalten, werden ohne Detektion ausgeschnitten, in kleine Stiickchen zerschnitten
und schliesslich mit destilliertem Wasser dreimal unter sta.nchgem Schiitteln eluiert.

- Zum'’ 'thuoten Teil<des. Eluats (hochstens 3:ml von To ml des: Gesamteluats) ‘wird
0.5 ml-einer 29 Anthron-Lésung mmAthylazetat zugefugt und’'dann unter stindigem
Durchschiitteln mit konzentrierter ‘Schiwefelsdure zu 11 'ml aufgefullt ‘Die Reaktion:
der Zucker -mit dem’Anthronreagens: verlduft: demgemass ‘ifn” Milieu ‘von:eétwa' 70 %f
Schwefelsidure; zum-Reaktionsverlauf genugt die Warme, die‘sich"beim Vermischen
der konzentrierter -Schwefelsiure ‘it ‘der’ wisserigen: Zuckerlosung ‘entwickelt; 'Die
notige:Reaktionszeit zur maximalen® Entwmklung des'griinen- Reaktlonsproduktes ‘der’
Zucker mit Anthron betrégt 30 Min. Die Verfirbung ist (bei 620 nm): ungefahr 1-Std.
nach Beginn: der Reaktion bestdandig.' Nach langerer Zeit: verschwacht sich’ die Ver-
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firbung nur allméhlich. Der m1tt1ere relatlve I‘ehler der Bestnnmung hegt im Berelch
von 4= 3 bis §%.. .. TR i
... . Zur Bestimmung, der wachstumsaktwen Indolglul\osmolate Glukobl assicin und
Neoglukobrasswm haben wir. erfolgrelch eine ‘von uns modifizierte fluorimetrische
Methode nach - KUTACEK und ‘Mitarbeiter. benutzt3. Glukobrassicin .und - Neogluko-
brassicin wurden aus-den Versuchspﬂanzen, z.B. Raps, mit. siedendem . Methyla.lkohol
zweimal - w1ede1holt extrahiert, die :vereinigten, Extrakte im -Vakuum im Wasserbad
emgedampft und der. Riickstand. mit Methylalkohol auf 5 ml aufgefiillt. 100 ul. des
konzentrierten Extrakts wurden auf das chromatographlsche Papier Whatman Nr. 1
aufgestrichen und dann im Losqngsmlttelsystern n-Butylalkohol—E551gsaure—Wasser
(10:1:3) 48 Std. lang entwickelt. Auf den beiden Seiten des Chromatogramms wurden
Streifen mit den Markierproben . .abgeschnitten und mit dem PRocHAzZKA-Reagenz -
(Formaldehyd—Salasaure-Wasser 1:1:2). die Lage der beiden getrennten Indolglu-
kosinolate sichtbar gemacht. Auf dem Rest des Chromatogramms wurden die Fldchen
mit den erwahnten Stoffen ohne: Nachweis ausgeschnitten und in:kleine Viertel zer-
schnitten. In Reagenzglasern wurden dann. Glukobrassicin sowie: Neoglukobrassicin
zweimal. wiederholt je 30 Min. mit heissem Wasser ausgewaschen und das:Eluat auf
10 ml mit Wasser. aufgefiillt.. Im, Eluat. wurden: dann. beide Indolderivate nach.der
Reaktmn mit p- D1methylammobenzaldehyd im saueren Mlheu ﬂuonmetnsch be-‘
stlmmt T PN LRy : ; ~ : :

, éu 3 ml des Eluats wurden 2 ml einer 1 % p D1methylammobenzaldehyd-Losung
in kon/,entrlerter Salzsdure zugefiigt und mit destilliertem Wasser auf 8 ml:gebracht.
Dann,_wurden die. Reagenzgldser mit, den -Proben -im: 'siedenden ‘Wasserbad ‘12. Min.
lang erwirmt.: Schhesshch wurden. die Reagenzglaser in: kaltem: Wasser- abgekuhlt
und die Fluoresaenz nach 15 Mm ‘héchstens, aber: binnen einer Stunde mit Hilfe eines
Hilger—Watts. Fluorimeters, gemessen (Eintrittsfilter. Woods . OX. 1. mit:-héchster
Durchlissigkeit bei 325 nm, Austrlt;tsﬁlter Kodak:R 558/6 mit: héchster Durchla551gke1t
bei 400 nm). Der Gehalt-an'beiden- Stoffen wurde dann:von der Eichkurve fiir Gluko- -
brassicin abgelesen. Im. Bereich von o bis 25 ug ist die Abhang1gke1t der Fluoreszenz
von der Menge des Glukobrassicins :linear. Der. Neoglul'.obrassmm-Gehalt wurde. .in
Glukobrassicin- Einheiten angegeben Die Streuung der Ergebnisse betrug bei den
Standardproben des. Glukobrassxcms hochstens ié A,, bei. dem Pﬂanzenmatenal

hochstens i 9 %

Z.UéAMnIEN’stsUNG o

I‘ur d1e quantltatlve Bestlmmung von Ammosauren Zuckem und em]gen '
Indolglukosmolaten (Glukobrassicin und Neoglukobrasswm) im.pflanzlichen.Material
wurden.einige. modifizierte analytische Verfahren. .entwickelt. Sie. beruhen. auf' einer
chromatographlschen Trennung, der zu.bestimmenden’ ,Substa.nzen und:ihrer spek-
tralphotometnschen Bestnnmung in. den Eluaten dieser: Paplerchl omatogramme. Bei
Aminosduren, wurde . die spel».tralphotomet:rxsche Bestlmmung des " relativ. :stabilen-
Kadmluml\omplexes des Produktes einer Reaktion der:Aminosiuren: mit: thydun
benutzt*.' Bei der;. Bestlmmung von Zuckern (Mono- sowie Ol1gosacchar1de) fand ein_

::.,Bel der quantltatlven )Bestlmmung Von Glukobrassmm .und Neoglukobrassmm
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wurde mit Erfolg die Realtion dieser Substanzen mit p-Dxmethylammobenzaldehyd‘
in saurer L&sung, d1e zu einem. ﬂuo1es41erenden Produkt fuhrt angewandt
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' DISCUSSION

HAIS Most if not all, of the art1ﬁ01al dyes are aromat1c compounds and some
are “constitutive’’ in the sense of being strongly adsorbed on celluloss. Thus if among
the variables there are some which affect the adsorptive ‘propertiesof cellulose; the
respective positions of dyes and aliphatic compounds (mostly amino acids) are changed.
‘Maybe that under Dr. JIRAC]:K s conditions no such variables were opera.tmO'. We saw
this phenomenon not only:in the p051t1onal relatlonshlp .of - dyes and amino acids,
but even in that of the aliphatic and aromatic group (tyrosine, phenylalanine; trypto-
phan) of amino acids. The use of a set of 14 artificial dyes as markers on butanol-acetic
acid-water- chromatograms of. colourless substances has also been reported by CHE-
BOTAREV™. - . . -’ A S L ) s

We have also: used*“ the nmhydnn colour elutlon procedure namely the al-
ternatlve with copper instead of cadmium®***, for:the estimation: of p-aminobutyric
acid in brain. In this case; the elution:of the coloured product was: insufficient. and
erratic if copper was not in excess. We also obtained linear absorbance curves between:
1 and 10 ug; this has permitted us'to employ only: one-level of y-aminobutyric acid
standard: (close to-the amount expected in the sample), on:ieach one-dimensional-sheet.
If 10.identical samples of brain extract were ‘applied on different sheets, together-wi‘th
the Lrespectlve standards the results obtalned exhlblted a. coefﬁc1ent of V'matlon

[ (x= B = 11YE

of only 1.29%,. This would support the good quantltatlve reproduc1b1hty reported by
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