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Es wird eine Methode beschrieben, die es gestattet, Mikro-
grammengen von Chlorcholinchlorid (CCC) aus griinem Pflan-
zenmaterial, Frichten, Getreidekdérnern, Stroh, Mehlen usw., zu
isolieren und quantitativ zu bestimmen. Aus der alkohol. Ex-
traktionslosung werden die quartéiren Ammoniuraverbindungen
mit Hilfe eines stark sauren Kationenaustauschers abgetrennt
und mit HCl von der Sdule abgelost. CCC wird hierauf mittels
préparativer Dunnschichtchromatographie auf einer Cellulose-
schicht isoliert, eluiert und entweder mit Jodjodkalireagens
quantitativ kolorimetrisch bestimmt oder mittels Diinnschicht-
chromatographie auf Celluloseschichten halbguantitativ nach-
gewiesen.

A method for isolation and quantitative determination of
microgram amounts of chlorocholine chloride (CCC) extracted
from green leaves, fruits, grains, straw, flour ete. 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
quantitative colorimetric method using iodine reagent or by a
semiquantitative chromatographic method on cellulose thin
layers.

Nachdem die pflanzenwachstumshemmende Wirkung von Chlor-
cholinchlorid [(2-Chlordthyl)-trimethylammoniumchlorid, CCC] erkannt
worden wer und man sich dies in der Praxis zunutze gemacht hat (vgl.
Cathey?), ergab sich auch das Problem, die Aufnahme und den Stoff-
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wechsel dieser quartdren Ammoniumverbindung in den Pflanzen néher
zu untersuchen,

In der Literatur finden sich mehrere Arbeiten, die sich mit demn Nachweis
und der quantitativen Bestimmung von COC befassen. So berichteten Mayr
und Presoly? sowie Mayr und Paxton® ¢ tber den Nachweis von CCC in
griunen Pflanzen mittels Paplerchromatographie und Papierelektrophorese,
Jung und Henjesd arbeiteten eine kombinlerte sidulen- und diunnschicht-
chromatographische Methode aus, mit der sie noch 0,5 ppm CCC in Weizen-
kérnern und -stroh nachweisen kénnen, Linser, Kiiln und Bohring® verdffent-
lichten eine kolorimetrische Methode zur quantitativen Bestimmung von CCC
in Boden, Bohring” untersuchte verschiedene Moglichkeiten fiir Nachweis und
quantitative Bestimmung von CCC in Pflanzenmaterial und Bier und Faust®
bestimmten CCOC in Pflanzenextrakten nach seiner siulenchromatographi-
schen Abtrennung quantitativ als Reineckat.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer Methode,
die es gestattet, auch noch Mengen von wenigen Mikrogramm COC dus
griinem Pflanzenmaterial, Friichten, Stroh, Getreidekérnern, Handels-
mehlen usw. zu isolieren, eindeutig zu identifizieren und quantitativ zu
bestimmen.

Vorbereitung und Extraktion des Probenmaterials

Soll CCC aus frischem oder eingefrorenem griinen Pflanzenmaterial
extrahiert werden, wird je nach der zu erwartenden CCC-Menge eine 1020 g
Trockensubstanz entsprechende Probenmenge nach Zusatz von etwa 200 ml
Athanol einige Min. homogenisiert und die alkohol. Extraktionslésung durch
Zentrifugieren oder Abnutschen von den zerkleinerten Pflanzenteilen abge-
trennt. Die Extraktion wird hierauf noch ein- oder zweimal wiederholt.

Nach unseren Erfahrungen kann frisches Pflanzenmaterial aber auch
bei 60—70° C unter Luftumwiélzung getrocknet werden, ohne daB Ver-
luste an CCC auftreten. Zur Extraktion von CCC aus getrocknetem
Pflanzenmaterial, Getreidekdrnern, Stroh und dgl. werden je nach Material
25—b50 g der fein vermahlenen Probe in einem Becherglas mit 150 ml
Athanol versetzt und 3 Stunden bei Zimmertemperatur auf einem Magnet-
riihrwerk geriihrt. Hierauf wird die Suspension iiber eine Porzellannutsche
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abgesaugt und der auf dem Filter verbliebene Riickstand mit Athanol
gewaschen.

Abtrennung der quartdren Ammoniumverbindungen

Neben CCC und den gleichfalls in den Pflanzen vorkommenden
quartidren Ammoniumverbindungen Cholin und Glykokollbetain werden
mit Athanol auch ein GroBteil der Lipoide und verschiedene Pflanzenfarb-
stoffe aus dem Probenmaterial extrahiert. Den néchsten Schritt stellt
daher die Abtrennung der quartiren Ammoniumverbindungen von den
itbrigen in Losung gegangenen Substanzen dar.

Dazu wird die Extraktionslosung mittels Tropftrichter auf eine Ionen-
tauschersiule von 1 em Durchmesser aufgebracht, die 15 em hoch mit dem
stark sauren Kationenaustauscher Dowex 50 XWS, 20—50 mesh, Ht-Form,
gefillt ist. Der Durchlauf durch die Séule wird soweit gedrosselt, daB die
Lésung in etwa 3 Stdn. die Séule passiert hat. AnschlieBend wird mit 50 ml
Athanol nachgewaschen. Zur Elution der neben anderen Kationen auf der
Ionentauschersdule zurickgehaltenen quartiren Ammoniumverbindungen
werden zuerst 20 ml 25proz. HCl auf die Séule aufgegeben und 1 Stde. ein-
wirken gelassen. Dann werden weitere 100 ml 25proz. HCIl auf die Saule ge-
bracht und die DurchfluBgeschwindigkeit soweit gedrosselt, daf die Sdure in
etwa einer Stunde die Sdule passiert hat. Das Eluat wird mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers bei 50° C im Vak. zur Trockene eingedampft, sodann
werden 15—20 ml Athanol zugegeben und diese wieder zur Trockene gebracht,
um Salzsiurereste zu entfernen. Der Riickstand wird mit 15—20 ml Athanol
aus dem Kolben geldst und durch ein WeiBbandfilter filtriert. Die Losung wird
hierauf im Vakuumrotationsverdampfer bis zur Trockene eingedampft, der
verbleibende Riickstand mit etwa 500 pl Athanol aufgenommen, aus dem
Kolben gegossen und der im Kolben zuriickbleibende Rest mit weiteren 200 pl
Athanol herausgelost.

In diesem Zusammenhang sei erwéihnt, daB es bei Temperaturen tiber
100° C durch Reaktion von HCI mit dem in biologischen Materialien fast
stets vorhandenen Cholin zu einer Bildung von Chlorcholinchlorid kommen
kann?®. Wie unsere diesbeziiglichen Untersuchungen gezeigt haben, ist
jedoch eine solche Umsetzung beim Abdampfen der 25proz. Salzséure bei
50° C im Vak. nicht zu befiirchten.

Auftrennung der quartiren Ammoniumverbindungen

Da fiir COC keine spezifische chemische Nachweisreaktion bekannt
ist, muB es zur Identifizierung bzw. quantitativen Bestimmung von den
iibrigen quartiren Ammoniumverbindungen getrennt werden. Hiefiir
bewihrte sich vor allem die priparative Diinnschichtchromatographie auf
Celluloseschichten.

9 A.J. de Koning, J. Chromatogr. 12, 264 (1963).
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Auf Glasplatten, die mit Cellulose MN 300 der Firma Macherey, Nagel
& Co., Diiren, beschichtet sind, werden die ca. 700 ul des Athanolextraktes
streifenférmig aufgetragen und nach dem Eintrocknen der Losung die Platten
zur Verscharfung der Startbande kurz in Athanol gestellt, bis das Athanol die
obere Grenze der Bande erreicht hat. Hierauf wird 56 Stdn. in #n-Butanocl—
Eisessig—Wasser (4:1:5) (obere Phage) aufsteigend entwickelt und die
Platten bei Zimmertemp. getrocknet. Zum Sichtbarmachen der quartiren
Ammoniumverbindungen auf den Celluloseschichten verwendet man am
besten das modifizierte Dragendorff-Reagens nach Thies und Reuther1!, das die
einzelnen quartdren Ammoniumverbindungen unterschiedlich anférbt?®.
Durch Besprithen eines schmalen Streifens mit dem Dragendorff-Reagens wird
die Lage der CCC-Bande festgestellt und hierauf der betreffende Teil der
Celluloseschicht von der Glasplatte geschabt, in einem Reagensglas mit 10 ml
Athanol unter Schiitteln auf 50° ¢ erwarmt und durch ein WeiBbandfilter
filtriert. Die im Vakuumrotationsverdampfer bei 50° C eingeengte dthanol.
Losung wird dann fiir die weiteren Untersuchungen verwendet. Sie kann aller-
dings neben COC auch noch Spuren von Substanzen enthalten, die im ver-
wendeten chromatographischen System von 0CC nicht oder nur unvollstindig
getrennt wurden. Man kann sich jedoch leicht von der Einheitlichkeit der ab-
getrennten Fraktion (iberzeugen, indem man eine kleine Menge davon auf
einer Celluloseschicht in einem anderen FlieBmittel, beispielsweise in CHClg—
Methanol—Wasser (75: 22 : 3) chromatographiert .

Identifizierung von Chlorcholinchlorid

Zur Identifizierung des abgetrennten CCC kann man reines CCC
zutesten und die Identitdt der beiden Substanzen mittels Diinnschicht-
chromatographie, Diinnschichtelektrophorese oder einer Kombination
dieser beiden Methoden iiberpriifen0 12, Eg gelingt aber auch, CCC in
Form seines Reineckates oder Pikrates nachzuweisen, wobei sich im
Mikrogrammbereich die Fillung mit Reineckesalz als besonders vorteil-
haft erwiesen hat,.

Fiir die Durchfithrung und gleichzeitige Beobachtung der entsprechenden
Versuche eignet sich ein Heiztischmikroskop, wie es zur Mikroschmelzpunkts-
bestimmung verwendet wird, am besten: Ein Tropfen der alkohol. Lésung
wird mit Hilfe einer Mikrometerspritze auf einen Objekttriiger aufgebracht
und hierauf vorsichtig ein Tropfen einer kaltgesittigten, wiiirigen Reinecke-
salzlésung zugegeben. CCC fallt sofort als kristallines Reineckat aus. Die iiber-
schiissige Reagenslosung wird mit einem Filterpapierstreifen abgesaugt, die
OCC-Reineckatkristalle mit einem Tropfen Eiswasser gewaschen und das
Wasser mittels Filterpapier vorsichtig wieder abgesaugt. Nach dem Trocknen
der Kristalle wird der Mikroschmelzpunkt bestimmt. Das OCC-Reineckat
schmilzt bei 210—215° C (Zers.). Fiir die Durchfithrung dieser Mikroreineckat-
fallung und die anschliefende Schmelzpunktsbestimmung geniigt bereits
1ug CCC.

10 H. Bayzer, Experientia 20, 233 (1964).
1 H. Thies und F. W. Reuther, Naturwiss. 41, 230 (1954).
12 H. Bayzer, J. Chromatogr. 24, 372 (1966).
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Quantitative kolorimetrische Bestimmung von Chlorcholin-
chlorid

Die kolorimetrische Methode zur Cholinbestimmung von Kushner??,
die eine Modifikation und Vereinfachung der Methode von Appletor,
La Du, Levy, Steele und Brodie* darstellt, 1df3t sich ohne wesentliche
Abénderungen auch fiir die quantitative Bestimmung von CCC verwenden,
doch ist dessen vorherige Trennung von anderen quartiren Ammonium-
verbindungen unerldflich ; wir
verwenden dafiir die oben be-
schriebene priparative Diinn-
schiehtehromatographie auf
Celluloseschichten. CCC wird
aus der entsprechenden Bande
mit Athanol eluiert und die
Losung im Vakuumrotations-
- verdampfer zur Trockene ein-
gedampit. Der Riickstand
wird mit wenig Wasser auf-
genommen und kann direkt
fiir die kolorimetrische Be-

R S - —

0 7 2 oW I 429 CCC stimmung verwendet werden.
Abb. 1. Eichkurve zur kolorimetrischen Chlorcholin- : :
chlorid-Bestimmung Die Probe, die 10-—40ug

COC enthalten soll, wird in ein
25 ml fassendes Reagensréhrehen 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 KJ in 250 ml Wasser) zugesetzt, das Reagensglas geschiittelt und
40 Min. in Eiswasser gestellt. Danach werden 10 ml 1,2-Dichlordthan zuge-
geben und zur Vermischung der beiden Schichten 60 Sek. ein gleichméfBiger
Stickstoffstrom durchgeleitet. Haben sich die beiden Schichten wieder ent-
mischt, wird die wilrige Phase abgesaugt und die Athylenchloridschicht
bei einer Wellenlinge von 365 nm in 1.cm-Kiivetten im Spektralphoto-
meter gegen einen Reagentienblindwert gemessen. Der Zeitraum zwischen
der Athylenchloridzugabe und der Messung im Spektralphotometer soll bei
allen Proben gleich groB sein. Eine Eichkurve fiir 0—50 pg CCC wird unter
den gleichen Bedingungen aufgestellt (Abb. 1).

Halbquantitative diinnschichtchromatographische Bestim-
mung von CCC

Bei Proben, die sehr wenig CCC enthalten, wird es vielfach von Vorteil
sein, an Stelle der quantitativen kolorimetrischen Bestimmungsmethode

13 D, J. Kushner, Biochim. Biophys. Acta 20, 554 (1956).
1 H. D. Appleton, B. N. La Du, jr., B. B. Levy, J. M. Steele und B. B.
Brodie, J. Biol. Chem. 205, 803 (1953).
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eine halbquantitative diinnschichtchromatographische Methode anzu-
wenden. Die Hauptschwierigkeit dabei ist, dafi sehr wenig CCC neben
einer relativ grofien Menge Cholin und Glykokollbetain nachgewiesen
werden mufl. Es ist daher angezeigt, auch in diesem Falle zuerst eine
praparative Auftrennung der quartdren Ammoniumverbindungen auf
einer Celluloseschicht in n-Butanol—Hisessig—Wasser (4:1:5) vorzu-
nehmen. Der Bereich der COC-Bande wird dann von der Glasplatte ge-
schabt, mit Athanol eluiert und die Losung auf genau 100 ul eingeengt.
Von dieser Losung, die neben CCC hdchstens noch Spuren von Cholin
enthilt, wird eine Konzentrationsreihe von 1, 2, 4, 8 und 16 pl wiederum
auf eine Celluloseschicht aufgetragen und im FlieBmittel Chloroform—
Methanol—Wasser (75 : 22 : 3) aufsteigend chromatographiert. Durch Ver-
gleich mit CCC-Zutestungen zum gleichen Material kann die Menge 0CC,
die in der Probe vorhanden ist, recht genau abgeschiitzt werden. Wird das
modifizierte Dragendorff-Reagens nach Thies und Reuther't als Spriih-
reagens verwendet, liegt die untere Nachweisgrenze von OCC auf Cellulose-
schichten bei 0,3—0,56 ug. Werden also beispielsweise 25—50 g Proben-
material fiir die Extraktion eingesetzt, konnen noch 0,05—0,1 ppm COC
einwandfrei nachgewiesen werden.

Die hier beschriebene Methode zum Nachweis und zur quantitativen
Bestimmung von Chlorcholinchlorid wurde von uns bei der Bearbeitung
der verschiedensten Probleme erfolgreich angewendet. So wurden wih-
rend der Vegetationsperiode die Aufnahme und Verteilung von OCC in
Getreide-, Griinfutter- und Tomatenpflanzen verfolgt und in ausgereiften
Tomaten, Getreidekérnern, Stroh und Handelsmehlen die CCC-Riick-
stinde bestimmt. Voraussetzung fiir eine volle Ausniitzung der Empfind-
lichkeit der Methode ist die Abtrennung der Hauptmenge an Cholin und
Glykokollbetain mittels préparativer Diinnschichtchromatographie, da
bei einer punktfrmigen Auftrennung der stark ankonzentrierten Lésun-
gen vor allem das Cholin den Nachweis der geringen C'CC-Mengen stért.



