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Es wird sine Methods besehrieben, die es gestattet, IVfikro- 
grammengen yon Chlorcholinchlorid (CCC) aus gr/inem Pflan- 
zenmaterial, Friichten, Getreidek6rnern, Stroh, lV[ehlen usw., zu 
isolieren und quant i ta t iv  zu bestimmen. Aus der Mkohol. Ex- 
traktionsl6sung werden die quartgren Ammoniumverbindungen 
mit  I-Iilfe sines stark sauren Kationenaustausehers abgetrennt 
und mit  I-IC1 yon der S~ule abgel6st. CCC wird hierauf mittels 
pr/iparativer D/innschiehtehromatographie auf einer Cellulose- 
sehicht isoliert, eluiert und  entweder mit  Jodjodkalireagens 
quant i ta t iv  kolorimetriseh bestimmt oder mittels Diinnsehieht- 
chromatographie auf Cellulosesehiehten halbquanti ta t iv  naeh- 
gewiesen. 

A method for isolation and quanti tat ive determination of 
microgram amounts of ehloroeholine chloride (CCC) extracted 
from green leaves, fruits, grains, straw, flour ere. is described. 
Quaternary ammonium compounds are separated by ion exchange 
column chromatography. Isolation of CCC by preparative thin 
layer chromatography on cellulose layers is followed either by a 
quanti tat ive eolorimetrie method using iodine reagent or by a 
semiquantitative chromatographic method on cellulose thin 
layers. 

Naehdem die pf lanzenwaehs tumshemmende  Wirkung  yon  Chlor- 
eholinehlorid [(2-Chlor~thyl)- t r imethylammoniumehlorid,  CCC] e r ka nn t  
worden war u n d  m a n  sieh dies in  der Praxis  zunutze  gemaeht  hat  (vgl. 
Catheyl), ergab sieh aueh das Problem, die Aufnahme u n d  den Stoff- 

* Leiter: Dr. H. H. Mayr. 
H. M. Cathey, Ann. Rev. Plant  Physiol. 15, 271 (1964). 
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weehsel dieser quartiiren Ammoniumverbindung in den Pflanzen uther  
zu nntersuehen. 

In der Literatur linden sieh mehrere Arbeiten, die sieh mit dem Naehweis 
mad der quantitativen Bestimmung yon CCC befassen. So beriehteten Mayr 
und Presoly 2 sowie Mayr und Paxton a, 4 fiber den Naehweis yon CCC in 
gr/inen Pflanzen mittels Papierehromatographie und Papierelek~rophorese, 
,Tung und Hen]es 5 arbeiteten eine kombinierte sfiulen- und d6nnschieht- 
chromatographisehe 3[ethode aus, mit der sie noeh 0,5 ppm CCC in ~Veizen- 
k6rnern und -stroh naehweisen k6nnen, Linser, Kiihn und Bohring 6 verSffent- 
liehten eine kolorimetrisehe Methode zur quantitativen Bestimm~mg yon CCC 
in B6den, Bohring 7 un~ersuchte versehiedene M6gliehkeiten ffir Naehweis und 
quantitative Bestimmung yon CCC in Pfianzenmaterial und Bier und Faust s 
bestimmten CCC in Pflanzenextrakten naeh seiner s/iulenehromatographi- 
sehen Abtrennung quantitativ Ms ]~eineekat. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer Methode, 
die es gestattet, auch noch ~engen yon wenigen Nikrogramm CCC gus 
griinem Pflanzenmaterial, Frfiehten, Stroh, GetreidekSrnern, Handels- 
mehlen usw. zu isolieren, eindeutig zu identifizieren und quantitativ zu 
bestimmen. 

V o r b e r e i t u n g  u n d  E x t r a k t i o n  des P r o b e n m a t e r i a l s  

Soll CCC aus frischem oder eingefrorenem griinen Pflanzenmaterial 
extrahiert werden, wird je nach der zu erwartenden CCC-)/[enge eine 10-20 g 
Troekensubstanz entspreehende Probenmenge naeh Zusatz yon etwa 200 ml 
~thanol einige Min. homogenisiert und die alkohol. ExtraktionslSsung dureh 
Zentrifugieren oder Abnutsehen yon den zerkleinerten Pflanzenteilen abge- 
trennt. Die Extraktion wird hierauf noeh ein- oder zweimal wiederholt. 

Nach unseren Effahrungen kana frisches Pflanzenmaterial abet aueh 
bei 60--70~ C unter Luftumwg, lzung getrocknet werden, ohne dab Ver- 
luste an CCC auftreten. Zur Extraktion yon CCC aus getrocknetem 
Pflanzenmaterial, GetreidekSrnern, Stroh und dgl. werden je naeh Material 
25--50 g der fein vermahlenen Probe in einem ]3eeherglas mit 150 ml 
Xthanol versetzt und 3 Stunden bei Zimmertemperatnr auf einem Magnet- 
rfihrwerk gerfihrt. Hierauf wird die Suspension fiber eine Porzellannutsehe 

2 H. H. Mayr und E. Presoty, ~Ianta [Berlin] 57, 478 (1961). 
3 H. H. 31ayr trod R. G. Paxton, Experientia [BaseI] 18, q:40 (1962). 

R. G. Paxton und H. H. Mayr, Planta [Berlin] 59, 165 (1962). 
5 j .  Jung und G. tie.hies, Z. l~flanzenern~itxr. Dfing. Bodenk. 106, 108 

(1964). 
H. Linser, H. Ki~hn und J. Bohring, Z. Pflanzenern/~hr. Dting. Bodenk. 

108, 57 (1965). 
7 j .  Bohring, Dissertation GieBen (1965). 
s H. Bier und H. Faust, Z. Chem. 5, 386 (1965). 
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abgesaugt und 4er auf dem Filter verbliebene Rfiekstand mit ~thanol 
gewaschen. 

A b t r e n n u n g  de r  q u a r t ~ r e n  A m m o n i u m v e r b i n d u n g e n  

Neben CCC und den gleichfalls in den Pflanzen vorkommenden 
quart/~ren Ammoniumverbindungen Cholin und Glykokollbetain werden 
mit ~thanol aueh ein Grogteil der Lipoide und verschiedene Pflanzenfarb- 
stoffe aus dam Probenmaterial extrahiert. Den n/iehsten Sehritt stellt 
daher die Abtrennung der quart/iren Ammoniumverbindungen von den 
fibrigen in LSsung gegangenen Substanzen dar. 

Dazu wird die Extraktionsl6stmg mittels Tropftrichter auf eine Ionen- 
tauschers~tule yon 1 em Durehmesser aufgebraeht, die 15 em hoch mit dem 
stark sauren Kationenaustauseher Dowex 50XWS, 20--50 mesh, t{+-Form, 
gefiillt ist. Der Durchlauf dutch die S/~ule wird soweit gedrosselt, dab die 
LSsung in etwa 3 Stdn. die S/~ule passiert hat. Ansehliegend wird mit 50 ml 
J~thanol nachgewaschen. Zur Elution der neben anderen Kationen auf der 
Ionentausehers~ule zuriiekgehalgenen quart/iren Ammoniumverbindungen 
werden zuerst 20 ml 25proz. HC1 auf die S~ule aufgegeben und 1 Stde. ein- 
wirken gelassen. Dann werden weitere 100 ml 25proz. I-[C1 auf die S~ule ge- 
braeht und die DurehfluBgeschwindigkeit soweit gedrosselt, dab die SS~ure in 
etwa einer Stunde die Sgule passiert hat. Das Eluat wird mit Hilfe eines 
l~otationsverdampfers bei 50 ~ C im Vak. zur Troekene eingedampft, sodann 
werden 15--20 ml Nthanol zugegeben und diese wieder zur Troekene gebraeht, 
um SMzs~turereste zu entfernen. Der I~iiekstand wird rnit 15--20 ml Nthanol 
aus dem Kolben gel6st und dureh ein Weil3bandfilter filtriert. Die LSsung wird 
hierauf im Vakuumrotationsverdampfer bis zur Troekene eingedampft, der 
verbleibende t~iiekst~nd mit etwa 500 ~zl ~thanol aufgenommen, aus dem 
Kolben gegossen und der im Kolben zuriiekbleibende t~est mit weiteren 200 ~1 
Nthanol herausgelSst. 

In  diesem Zusammenhang sei erw/ihnt, dab es bei Temperaturen fiber 
100 ~ C durch Reaktion yon HC1 mit dem in biologischen Materialien fast 
stets vorhandenen Cholin zu einer Bildung yon Chlorcholinchlorid kommen 
kann 9. Wie unsere diesbeziigliehen Untersuehungen gezeigt haben, ist 
jedoch eine solche Umsetzung beim Abdampfen der 25proz. Salzs~ure bei 
50 ~ C im u nicht zu befiirchten. 

A u f t r e n n u n g  der  qua r t i~ ren  A m m o n i u m v e r b i n d u n g e n  

Da fiir C C C  keine spezifische ehemische Nachweisreaktion bekannt 
ist, muB es zur Identifizierung bzw. quantitativen Bestimmung yon den 
tibrigen quartgren Ammoniumverbindungen getrennt werden. Hiefiir 
bewi~hrte sich vor allem die preparative Diinnschichtchromatographie auf 
Celluloseschichten. 

9 A .  J .  de Ko n i ng ,  J. Chromatogr. 12, 264 (1963). 
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Auf Glasplatten, die mit  Cellulose MN 300 der F i rma  Macherey, Nagel 
& Co., Dtiren, beschiehtet sind, werden die ca. 700 ~1 des )[ thanolextraktes  
streifenf6rmig aufgetragen und naeh dem Eintroeknen der L6sung die PIat ten 
zur Versch~irfung der Star tbande kurz in ~ thanoI  gestellt, his das ~ thano l  die 
obere Grenze der Bande erreieht hat .  I-Iierauf wird 5 - -6  Stdn. in n -Bu tano l - -  
Eisess ig--Wasser  (4. 1 :5 )  (obere Phase) aufsteigend entwickelt und die 
P la t ten  bei Zimmertemp. getroeknet.  Zum Siehtbarmaehen der quart~iren 
Ammoniumverbindungen auf den Celluloseschichten verwendet man am 
besten das modifizierte Dragendor]f-Reagens nach Thies und Reuther 1~, das die 
einzelnen quart~iren Ammoniumverbindungen untersehiedlieh anf/irbt 1~ 
Dureh Bespriihen eines schmalen Streifens mit  dem Dragendor]]-Reagens wird 
die Lage der UUC-Bande festgestellt und hierauf der betreffende Tell der 
Cellulosesehieht yon der Glasplat te geschabt, in einem l~eagensglas mit  10 ml 
~ thano l  unter  Schiitteln auf 50~ erw~rmt und dutch ein WeiBbandfilter 
filtriert. Die im Vakuumrotat ionsverdampfer  bei 50 ~ C eingeengte /~thanol. 
L6sung wird dann fiir die weiteren Untersuehungen verwendet.  Sie kann aller- 
dings neben UCC auch noch Spuren yon Substanzen enthalten,  die im ver- 
wendeten chromatographischen System yon UCC nicht oder nur unvollstiindig 
getrennt wurden. Man kann sieh jedoch leicht yon der Einheit l iehkeit  der ab- 
getrennten Frak t ion  iiberzeugen, indem man eine kleine ~Ienge davon auf 
einer Cellulosesehicht in einem anderen FlieBmittel,  beispielsweise in CHCls- -  
Methanol - -Wasser  (75 : 22 : 3) chromatographier t  ~~ 

i d e n t i f i z i e r u n g  y o n  C h l o r c h o l i n e h l o r i d  

Zur  Ident i f iz ie rung des  abge t r enn ten  CCC kann  m a n  reines CCC 

zutes ten  und  die I d e n t i t ~ t  der  be iden  Subs tanzen  n i t t e l s  Di innschicht -  
c h r o n a t o g r a p h i e ,  Di innschich te lek t rophorese  oder  einer I4ombina t ion  
dieser beiden Methoden  i iberpr i i fen 1~ z2. Es  gelingt  aber  aueh,  CCC in 
F o r m  seines Re ineeka tes  oder  P ik ra t e s  nachzuweisen,  wobei  sieh i n  
M i k r o g r a n m b e r e i e h  die F/~llung n i t  Reineckesalz  als besonders  vortei l -  
haf t  erwiesen ha t .  

Ffir die Durehfflhrung und gleichzeitige Beobachtung der entsprechenden 
Versuche eignet sieh ein Heiztischmikroskop, wie es zur Mikroschmelzpunkts- 
best immung verwendet  wird, am besten:  Ein Tropfen der alkohol. L6sung 
wird mit  tI i lfe einer Mikrometerspritze auf einen Objekttrgger aufgebracht  
und hierauf vorsiehtig ein Tropfen einer kaltges~ittigten, w~13rigen l~einecke- 
salzlSsung zugegeben. CCC fiillt sofort als kristalIines Reineekat  aus. Die fiber- 
sehiissige ReagenslSs~mg wird mit  einem Fil terpapierstreifen abgesaugt, die 
CCC-Reineckatkrista]le mit  einem Tropfen Eiswasser gewaschen und das 
Wasser mittels Fi l terpapier  vorsichtig wieder abgesaugt, lqaeh dem Troeknen 
der Kristal le  wird der ~r best immt.  Das CCC-~eineekat 
sehmilzt bei 210--215 ~ C (Zers.). Fi i r  die Durehffihrmlg dieser Mikroreineekat- 
fgllung und die ansehlieI~ende Schmelzpunktsbest immung geniigt bereits 
1 ~g CCC. 

lo H. Bayzer, Experient ia  20, 233 (1964). 
11 H. Thies und F. W. Reuther, Naturwiss. 41, 230 (1954). 
12 H. Bayzer, J. Chromatogr. 24, 372 (1966). 
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Q u a n t i t a t i v e  k o l o r i m e t r i s c h e  B e s t i m m u n g  y o n  C h l o r c h o l i n -  
c h l o r i d  

Die kolorimetrische Methode zur Cholinbestimmung yon Kushner 1~, 

die eine ~odifikation uncl Vereinfachung der Methode yon Appleton, 

La  Du, Levy, Steele und Brodie la darstellt, l~Bt sich ohne wesentliche 
Abgnderungen auch ffir die quantitative Bestimmung von CCC verwenden, 
doch ist dessen vorherige Trennung yon anderen quartgren Ammonium- 

verbindungen unerlgBlich; wir 

i 

o 7: z: ,:o ~o Jo,~ YYY 

verwenden daffir die oben be- 
schriebene pr/~parative Diinn- 
schichtchromatographie auf 
Cel]uloseschichten. CCC wird 
aus der entsprechenden B~nde 
mit Athanol eluiert und die 
L6sung im Vakuumrotations- 
verdampfer zur Trockene ein- 
gedampft. Der Rfickstand 
wird mit wenig Wasser auf- 
genommen und kann direkt 
fiir die kolorimetrische Be- 
stimmung verwendet werden. 

Abb. 1. Eichkurve zur kolorimetrischen Chlorcholin- Die Probe, die 10--40 ~g 
chlorid-Bestimmung 

CCC enthalten soll, wird in ein 
25 ml fassendes l~eagensrShrchen gegeben und mit Wasser auf ein Volumen 
von genau 2 ml gebracht. Hierauf wird 1 ml Jodjodkalireagens (2,5 g Jod 
und 3,1 g K J  in 250 ml Wasser) zugesetzt, das ~eagensglas geschfittelt und 
40 Min. ill Eiswasser gestellt. Danaeh werden 10 ml 1,2-Dichlor~than zuge- 
geben und zur Vermischung der beiden Schiehten 60 Sek. ein gleiehm~Biger 
Stiekstoffstrom durchgeleitet. I-Iaben sich die beiden Schichten wieder ent- 
mischt, wird die w~LBrige Phase abges~ugt und die ~_thylenchloridsehicht 
bei einer Wellenl~Lnge von 365 nm in 1-cm-Kiivetten im Spektralphoto- 
meter gegell einen :Reagentienb]indwert~ gemessen. Der Zeitr~um zwischel~ 
der ~_thylenehloridzugabe und der Messung im Spektralphotometer soll bei 
Mlen l~roben gleich groB sein. Eine Eichkurve ftir 0--50 ~g CCC wird unter 
den gleichen Bedingungen aufgestellt (Abb. 1). 

H a l b q u a n t i t a t i v e  d f i n l l s c h i c h t c h r o m ~ t o g r a p h i s c h e  B e s t i m -  
m u n g  v o n  CCC 

]3ei Proben, die sehr wenig CCC enthMten, wird es vielfach yon Vorteil 
sein, an Stelle der quantitativen ko]orimetrischen Bestimmungsmethode 

la D. J. Kushner, Biochim. Biophys. Acta 20, 554 (1956). 
1~ H. D. Appleton, B. iV. Lct Du, jr., B. B. Levy, J. 21/i. Steele und B. B. 

Brodie, J. Biol. Chem. 205, 803 (1953). 
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eine halbquantitative diinnsehiehtehromatographisehe Methode anzu- 
wenden. Die t{auptsehwierigkeit dabei ist, dab sehr wenig CCC neben 
einer relativ groBen ){enge Cholin und Glykokollbetain naehgewiesen 
werden muB. Es ist daher angezeigt, aueh in diesem ~alle zuers~ eine 
prgparative Auftrennung der quart/iren Ammoniumverbindungen auf 
einer Cellulosesehieht in n-Butanol--Eisessig--Wasser (4 :1 :5)  vorzuo 
nehmen. Der Bereieh der CCC-Bande wird dann yon der Glasplatte ge- 
sehabt, mit Athanol eluiert and die LSsung auf genau 100 ~1 eingeengt. 
Von dieser LSsung, die neben CCC h6ehstens noeh Spuren yon Cholin 
enthglt, wird eine Konzentrationsreihe yon t, 2, 4, 8 und 16 ~.1 wiederum 
auf eine Cellulosesehieht aufgetragen und im FlieBmittel Chloroform-- 
~ethanol--Wasser (75 : 22 : 3) aufsteigend ehromatographiert. Dutch Ver- 
gleieh mit CCC-Zutestungen zum gleiehen ~'[aterial kann die ~[enge CCC, 
dig in der Probe vorhanden ist, reeht genau abgesehgtzt werden. Wird das 
modifizierte Dragendor[[-geagens naeh T/des und Reutizer n als Spriih- 
reagens verwendet, liegt die untere Nachweisgrenze yon CCC auf Cellulose- 
sehiehten bei 0,3~3,5 ~zg. Werden also beispielsweise 25---50 g Proben- 
material ftir die Extraktion eingesetzt, k6nnen noeh 0,05--0,1 ppm CCC 
einwandfrei naehgewiesen werden. 

Die bier besehriebene ~ethode zum Naehweis und zur quantitativen 
Bestimmung yon Chloreholinehlorid wurde yon uns bei der Bearbeitung 
der versehiedensten Probleme erfolgreieh angewendet. So warden w/ih- 
rend der Vegetationsperiode die Aufnahme and Verteilung yon CCC in 
Getreide-, Griinfutter- und Tomatenpflanzen verfolgt und in ausgereiften 
Tomaten, Getreidek6rnern, Stroh und Handelsmehlen die CCC-I~iiek- 
stgnde bestimmt. Voraussetzung flit eine volle Ausniitzung der :Empfind- 
liehkeit der Methode ist die Abtrennung der I-Iauptmenge an Cholin and 
Glykokollbetain mittels pr/iparativer ])iinnsehiehtehromatographie, da 
bei einer punktf6rmigen Auftrennung der stark ankonzentrierten L6snn- 
gen vor allem das Cholin den Naehweis der geringen CCC-l~Iengen stSrt. 


