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The amount of sinapine in immature seeds of Sinapis alba is very low; it increases during
ripening. Most of the sinapine is located in the cotyledons. Hypocotyls and roots contain only traces
of it. During the early development of seedlings the amount of sinapine in the cotyledons decreases
in 26 °C very rapidly. Simultaneously the amount of a substance X increases. Darkness retarded
both these processes. The same effect has a temperature of 10 °C. In both cases the increase of X
is completly proportional to the decrease of sinapine. Therefore X is probably a derivative of
sinapine. After pretreatment with 26 °C the decrease of sinapine in the cold is stronger. The
amount of sinapic acid increases only in the beginning of the development and remains constant

at a very low level for a long period.

Einleitung

In den letzten Jahren wurde deutlich, dafl sekun-
dire Pflanzenstoffe vielfach keine stabilen Endpro-
dukte sind, sondern einem Ab- oder Umbau unter-
liegen konnen!. Auch dieser Abbau wird durch
AuBenfaktoren reguliert?. Auch ,,Endprodukte des
Stoffwechsels* miissen deshalb notwendigerweise in
ihrer gegenseitigen moglichen Verflechtung gesehen
werden. So kommt z.B. das Zimtsdurederivat Sina-
pinsdure in den Samen von Sinapis alba im Sinapin
als Ester zwischen Sinapinsdure und Cholin vor,
aber auch in den Keimlingen an Anthocyan gebun-
den® und schlieBlich frei. Obwohl Sinapis alba
nicht das der Substitution des Sinapins entsprechende
Anthocyan Malvidin enthilt, ist dieses auch eine
mogliche Vorstufe in der Anthocyansynthese 3. Eine
mehrfache Verkniipfung dieser Substanzen ist damit
gegeben. Sinapin (sieche Formel 1) wird bei der
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Formel 1: Sinapinkation

Keimung durch das Enzym Sinapinesterase in
Sinapinsdure und Cholin gespalten * 3. Sinapin ist
positiv geladen und kann eine Salzverbindung
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mit dem p-Hydroxybenzylglucosinolat-anion ein-
gehen 678, Gadamer? geht davon aus, dafl diese
Salzverbindung ,,Sinalbin“ in den Samen selbst vor-
liegt und bei der Keimung dann dem enzymatischen
Abbau durch ,,Myrosinase“ unterliegt, vergleiche
auch 8 1% 11, Es entsteht dabei p-Hydroxybenzyliso-
thiocyanat, Sinapinhydrogensulfat und Glucose.
Gmelin vertritt demgegeniiber die Ansicht, daf}
Sinalbin ein zufélliges Isolationsprodukt ist, das bei
der Extraktion entsteht® 7. Dies ist durch unsere
chromatographischen Befunde bestdtigt. Wegen der
oben aufgezeigten Stoffwechselverflechtung ist es
nun notwendig, den Sinapinkatabolismus wihrend
der Keimung unter dem Einflul von Aullenfaktoren
wie Licht und Temperatur zu untersuchen. Der Glu-
cosinolatstoffwechsel wéhrend der Ontogenese von
Sinapis alba wurde bereits von Bergmann 12 unter-
sucht.

Material und Methode
Pflanzenmaterial

Die Samen von Sinapis alba L. (Landwirtschaft-
liche Ein- und Verkaufsgenossenschaft Raiffeisen
Heidelberg-Kirchheim, Ernte 1972) wurden bis zur
Verwendung im Kiihlschrank aufbewahrt. Anzucht
der Keimlinge entsprechend der bei Bopp und Cape-
sius 1 angegebenen Methode in Knop’scher Nihr-
losung. Zur Nahrlosung wurde ein Eisenkomplex zu-
gegeben, der folgendermallen hergestellt wurde:
26,1 g Titriplex II in 268ml 1N KOH zu 24,9¢
FeSO, x 7TH,0 mit Aqua dest. auf 1000 ml aufge-
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fiillt, nach 4 Stunden mit KOH auf pH 5,5 einge-
stellt. Von dieser Losung wurden 10 ml zur Stamm-
losung von Ca(NO;) , zugegeben.
Anzuchtbedingungen

Licht: 6 Osram L-Tageslichtrohren 25 W/15; 4
Philips TLF-Réhren 25 W/33; 10 000 Ix in Schalen-
hohe. Temperaturen: 26+ 0,5 °C bzw. 10£0,2 °C.
Schalen im Dunkeln zusitzlich mit schwarzem Pa-
pier abgedunkelt. Am Anfang wurden 10 ml Nahr-
lésung pro Schale gegeben. Bei 26 °C war es not-
wendig, nach zwei Tagen crneut 5ml Néhrlosung
zuzugeben. Jeweils zu den entsprechenden Auswer-
tungszeiten wurden die Keimlinge den Schalen ent-
nommen und sofort bei — 20 °C eingefroren.

Extraktion

Nach dem Wiegen der gefrorenen Keimlinge (je-
weils 20) wurden sie im eisgekiihlten Morser mit
Seesand und 2ml eisgekithltem Aqua dest. 5 min
homogenisiert, mit 1 ml nachgespiilt, danach bei
17000 rpm in 4 °C 15 min zentrifugiert, der Uber-
stand im Mefzylinder auf 6 ml aufgefiillt und sofort
5 min in kochendem Wasserbad erhitzt. Nach erneu-
tem Zentrifugieren wurde der Uberstand dekantiert
und konnte nach Einfrieren chromatographiert wer-
den. Zum Vergleich wurde auch mit kochendem
Wasser und Methanol extrahiert. Bei der Methanol-
extraktion von Samen erhielt man nur dann die
gleiche Sinapinmenge, wenn wie bei der Wasser-
extraktion nach der heillen Methanolextraktion noch
zusétzlich im Morser homogenisiert wird. Bei ge-
trennter Aufarbeitung von Kotyledonen, Hypo-
kotylen und Wurzeln wurde nur mit 1 ml extrahiert,
mit 1 ml nachgespiilt und anschliefend auf 3 ml auf-
gefiillt. Bei der Darstellung der Kurven ist die ver-
wendete Extraktionsmenge jeweils berticksichtigt.
Eine Artefaktbildung bei der kalten walirigen Ex-
traktion kann durch den Vergleich der beiden Metho-
den ausgeschlossen werden.

Diinnschichtchromatographie

Chromatographiert wurde auf Polyamidplatten
DC 6,6 (der Firma Macherey-Nagel und Co., 516
Diiren) . Polyamid hat sich als giinstige Tragerschicht
bei der Trennung von Phenolcarbonsduren erwie-
sen 1. Der Extrakt wurde mit einem Cordis Mikro-
applikator fiir willirige Losungen mit einem dazu-
gehorigen Trog (Desaga Heidelberg) aufgetragen.
Der beweglich aufgehdngte kammformige Mikro-
applikator entnimmt dem Trog 50 ul Losung, die
gleichmélig auf einem Streifen von 10cm verteilt
wird. Durch fiinfmalige Wiederholung gelangten so
250 ul Losung zum Auftrag. Nach zweimaligem
Auftragen wurde die Platte gefohnt, nach fiinfmali-
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gem ganz trocken. Die Auftragungsmethode gibt
quantitativ sehr gut reproduzierbare Werte.

Als geeignetes Laufmittel erwies sich Methanol/
Wasser/Aceton (20/35/5). Die Laufzeit betragt etwa
2,5 Stunden.

Die Papierchromatographie gab keine gute Tren-
nung von Sinapin und der sich bei der Keimlings-
entwicklung anhdufenden Substanz X.

Identifizierung der Banden

Alle untersuchten Banden zeigten im langwelligen
UV-Licht Blaufluoreszenz. Fiir ,,Sinalbin®“ und Sina-
pinsdure standen Vergleichssubstanzen der Firma
Roth, Karlsruhe, zur Verfiigung. Sinapin als
Sinapinrhodanid wurde von Professor Gmelin zur
Verfligung gestellt *. Sinalbin und Sinapinrhodanid
gaben bei Chromatographie auf Polyamid den glei-
chen Rp-Wert. Das ,,Sinalbin® der Firma Roth spal-
tet sich bei der Chromatographie wie bei Gmelin in
Anion und Kation auf. Das Anion lie} sich mit
Silbernitrat/Dichromat 1> am Start als gelboranger
Fleck anfarben. Das Kation des ,,Sinalbins®, das
Sinapin, gibt eine charakteristische griine Fluores-
zenz bei Bestrahlung mit langwelligem UV und Be-
dampfung mit Ammoniak. Diese Eigenschaft zeigt
auch die Substanz X. Sinapinsédure gibt bei Behand-
lung mit walriger FeCl;-Losung eine Rotfarbung.

Absorptionsspektren und quantitative Bestimmung

Aus dem Diinnschichtchromatogramm wurden die
entsprechenden Banden ausgekratzt und mit konstan-
ten Mengen Methanol p.A. eluiert. Das Polyamid
wurde bei 3200 Umdrehungen in der Kalte abzen-
trifugiert. Fir die quantitative Bestimmung wurde
jeweils im Maximum der Extinktion (vgl. Abb. 1,
320, 328 und 332nm) 15718 mijt dem Spektral-
photometer Zeiss PM QII gemessen. Die angegebe-
nen Extinktionswerte beziehen sich auf jeweils 20
Keimlinge.

Ergebnisse

Bei der Diinnschichtchromatographie wéalriger
Extrakte von Keimpflanzen verschiedenen Alters tra-
ten mehrere blau fluoreszierende Banden auf, die
nur zum Teil bestimmt werden konnten. Eine Bande
entsprach dem Sinapin. Es hatte einen Rp-Wert von
0,88. Die Bande der Sinapinsdure zeigte einen Rp-
Wert von 0,16. Zwischen der Sinapinsdurebande
und der Bande des Sinapins konnen je nach Ent-
wicklungszustand noch vier weitere Banden auftre-

* Wir danken Herrn Prof. Gmelin fiir die Ubersendung
dieser und weiterer Substanzen.
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Abb. 3. Photographien von Diinnschichtchromatogrammen.
Schicht Polyamid DC 6,6. Laufmittel Methanol/Wasser/Ace-
ton (20/35/5). A, 24 Stunden Licht; B, 48 Stunden Licht;
C, 72 Stunden Licht; D, 96 Stunden Licht. 1. Start, 2.
Sinapinsédure, 3. Substanz X, 4. Sinapin.
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ten, die gleichfalls blau fluoreszieren (Abb. 3). Eine
dieser vier Banden mit dem Rp-Wert 0,72 tritt sehr
regelmaflig auf — sie steht, wie noch gezeigt wird,
in engem quantitativen Zusammenhang mit Sinapin.
Es gelang bisher nicht, sie zu identifizieren, sie soll
deshalb als Substanz X bezeichnet werden.

Die Absorptionskurven von Sinapin, Substanz X
und Sinapinséure sind in Abb. 1 dargestellt.

Extinktion

r 3200m (3)

328nm (2)

332nm (1)

300 350 400 nm
Abb. 1. UV-Spektren von Sinapin (1), Substanz X (2) und
Sinapinsdure (3) in Methanol p.A.

Diinnschichtelektrophoretische =~ Trennung  mit
schwach saurem Natriumazetat-Puffer bei 400 Volt
gab eine Aufspaltung des Sinapins im Kathoden-
bereich in zwei Flecke. Die gleiche Aufspaltung zeigt
auch die Sinapinsdure im Anodenbereich. Substanz
X verhielt sich neutral. Mit grofler Wahrscheinlich-
keit handelt es sich bei dieser Substanz um ein
Sinapinderivat, wobei die fiir die griine Fluoreszenz
bei Ammoniakbedampfung verantwortliche Gruppe
erhalten bleibt. Vorkommen und Veridnderung der
einzelnen Substanzen in Samen und wihrend der
Keimung wird nun weiterverfolgt. Unreife, noch
griine Embryonen enthalten nur geringe Mengen an
Sinapin. Dieses nimmt schnell zu, so daf} im gelb-
lichen Samen Sinapin in hoher Konzentration (Ex-
tinktionswert 1,5 —1,7) vorliegt. Substanz X und
Sinapinsdure lassen sich in reifen Samen nicht nach-
weisen. Ein minimaler Gehalt an Substanz X findet
sich jedoch in reif werdenden griinen Samen. Wer-
den reife gelbe Samen im Licht bei 26 °C zum Kei-
men ausgelegt, so nimmt in den sich entwickelnden
Keimlingen der Sinapingehalt, vor allem zwischen

48 und 72 Stunden ziemlich rasch ab. Er erreicht
120 Stunden nach Keimungsbeginn einen Minimal-
wert, der dann mehr oder weniger konstant bleibt

(Abb. 2). Gegenldufig dazu erhoht sich der Gehalt
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Abb. 2. Anderung des Sinapin-(1), X-(2) und Sinapin-
sdure- (3) Gehalts in ganzen Keimlingen von Sinapis alba.
, im Licht; — — —, im Dunkeln. Temperatur 26 £0,5
©C. Abszisse: Zeit nach der Aussaat, Ordinate: Extinktion

bezogen auf 20 Keimlinge. Gemessen wird die Extinktion
der methanolischen Eluate der Diinnschichtchromatogramme.

an X (Abb.3*) in den Keimlingen bis zu einem
Maximum bei 96 Stunden, danach sinkt der Gehalt
an X langsam wieder ab. Sinapinsiure, die im Sa-
men kaum nachzuweisen ist, nimmt nur geringfiigig
zu, sie bleibt dann iiber lange Zeit praktisch kon-
stant. Aller Wahrscheinlichkeit nach wird Sinapin-
sdure metabolisiert, jedoch 1dft sich das aus diesen
Versuchen nicht entnehmen. Werden die Keimlinge
dauernd im Dunkeln gehalten, verlauft die Ab-
nahme des Sinapins langsamer (Abb. 2). Entspre-
chend verhalt sich die Zunahme von X. Die wahr-
scheinliche Verdnderung des Sinapins zu X wird
also in seiner Starke durch das Licht gesteuert. Der
Gehalt an Sinapinsdure unterscheidet sich bei den
verwendeten Nachweismethoden nicht von den Licht-
pflanzen.

Werden nur die Kotyledonen extrahiert, erhalt
man den gleichen Kurvenverlauf wie bei der Extrak-
tion ganzer Keimlinge (Abb. 4). Im Hypokotyl fin-
det man bei der Keimung einen ganz geringen
Sinapingehalt, der im weiteren Verlauf unter die
Nachweisgrenze absinkt. In der Wurzel 148t sich
Sinapin gar nicht nachweisen.

* Abb. 3 siehe Tafel auf Seite 664 b.
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Abb. 4. Anderung des Sinapin- (1), X- (2) und Sinapin-

siure- (3) Gehalts in Kotyledonen im Licht. Temperatur 26+
0,5 °C. Die Kotyledonen wurden zur Extraktion abgetrennt.

In weiteren Experimenten wurde der Sinapin-
abbau bei herabgesetztem Stoffwechsel untersucht.
Die Pflanzen waren in diesem Fall von Anfang an
in 10 °C gehalten. Wie Abb. 5 zeigt, lief der Ver-
such tiber 10 Tage. Der Abbau ist wesentlich gerin-
ger als bei hoher Temperatur. Er erreicht nach 168
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Abb. 5. Anderung des Sinapin- (1), X- (2) und Sinapin-

sdure- (3) Gehalts ganzer Keimlinge. , im Licht; — ——,
im Dunkeln. Temperatur 10£0,2 °C.

Stunden im Licht etwa denselben Wert wie bei
warm und dunkel gehaltenen Pflanzen. Im Dunkeln
ist er deutlich schwécher. Die Zunahme von X ist
gleichfalls gering, was der Erwartung entspricht.
Sinapinsdure ist tiber die ganze Versuchsdauer im
Licht und im Dunkeln in gleichbleibend niederer
Menge vorhanden.

Der folgende Versuch sollte sichtbar machen, wie-
weit der tatsichliche Sinapinabbau von der Tempera-
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tur abhingig ist. Die Pflanzen wurden dazu fiir 0,
24, 48 und 72 Stunden bei 26 °C gehalten und an-
schlieBend in 10 °C iiberfiihrt. Wihrend der ganzen
Zeit standen die Keimlinge im Dauerlicht. Bei 24-
oder 48-stiindiger Vorbehandlung in der Wirme,
verglichen mit dauernd kalt gehaltenen Pflanzen,
fand anschlieBend in der Kalte eine betrachtliche
Sinapinabnahme statt (Abb. 6). Da sich der Abbau
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Abb. 6. Abnahme des Sinapingehaltes in ganzen Keimlingen
von Sinapis alba im Licht. 1. Pflanzen dauernd in 10 °C.
2. 24 Stunden in 26 °C, dann in 10 °C. 3. 48 Stunden in
26 °C, dann in 10 °C. 4. 72 Stunden in 26 °C, ann in 10 °C.

in der Kalte nach Warmevorbehandlung nicht ver-
ringert, sondern zunachst bis 48 Stunden praktisch
genauso verhalt wie bei Dauerwdrme, miissen die
entscheidenden temperaturabhingigen Schritte be-
reits vor dem sichtbaren Sinapinabbau ablaufen. Die
Kurve fir 72 Stunden Warmevorbehandlung ent-
spricht noch mehr der Dauerwarmbehandlung
(Abb. 2), da nach 72 Stunden der Sinapinabbau
sowieso nur noch schwach ist. Diese Resultate wer-

den durch die entsprechende Zunahme der Sub-
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Abb. 7. Zunahme von X in ganzen Keimlingen von Sinapis
alba im Licht. Versuchsprogramm wie bei Abb. 6. Die
strenge Gegenldufigkeit der beiden Substanzen ist klar zu
sehen.
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stanz X (Abb.7) vollkommen bestitigt. Die Zu-
nahme von X ist bis zur 96. Stunde proportional
der Sinapinabnahme. 48 Stunden bei 26 “C ergibt
bereits dieselben X-Werte wie Dauerwirme, d. h. der
Gehalt an X nimmt auch in der Kilte noch unver-
andert zu. Da bei lingerer Versuchsdauer Sinapin
immer noch abnimmt, ohne da} X gleichzeitig an-
steigt, muf} auch dieses weiter metabolisiert werden.
Bei hoheren Temperaturen (Abbn. 2 und 4) nimmt
X sogar wieder ab, in der Kailte jedoch nicht oder
nicht wesentlich (Abb. 7), so dal} auch dieser Ab-

bau von X temperaturabhingig ist.

Diskussion

Samen von Sinapis alba akkumulieren wihrend
der Reife grofle Mengen an Sinapin. Die Akkumula-
tion beginnt unmittelbar vor der Samenreife, denn
in fritheren Stadien der Schotenentwicklung finden
sich nur geringe Spuren von Sinapin und X. Beide
Substanzen sind also nicht in alternden Samen auf-
tretende Abbauprodukte. Bei der Keimung wird
Sinapin schnell abgebaut, so dafl in den jungen
Keimpflanzen nur noch 10 — 207 des Samensinapins
vorhanden ist. Dies liegt fast ausschliefllich in den
Kotyledonen.

Uber die Bedeutung des raschen Sinapinabbaus
lafit sich im Augenblick keine eindeutige Aussage
machen, es liegt jedoch nahe, an die Bereitstellung
von Bausteinen zu denken, zumal der Kurvenverlauf
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von X zeigt, daf} diese Substanz nicht stabil ist, son-
dern weiter verdndert wird, moglicherweise zu
Sinapinsédure. Da Sinapinsiure unter den genannten
Veresuchsbedingungen nicht zunimmt, ist sie wohl
ebenfalls nicht Endprodukt der Akkumulation. Sie
konnte entweder als Baustein der im Licht ablaufen-
den Flavanoidsynthese dienen?, oder an das im
Licht gebildete Anthocyan angeheftet werden 9.

Unsere Experimente haben gezeigt, dal} der
Sinapinabbau wie viele andere Stoffwechselprozesse
lichtgesteuert ist. Fiir welchen Schritt die Lichtwir-
kung verantwortlich ist, ist im Augenblick schwer zu
sagen. Entweder verursacht es die Neusynthese der
Sinapinesterase oder deren Aktivierung. Die Tempe-
raturexperimente lassen aber Zweifel daran aufkom-
men, dal} die enzymatische Reaktion iiberhaupt der
fir den Abbau begrenzende Schritt ist, da zwar die
Vorbehandlung (Entstehung oder Aktivierung des
Enzyms) stark temperaturabhéngig ist, der weitere
Abbau des Sinapins dann aber bei 10 °C und 26 “°C
in gleicher Geschwindigkeit erfolgen kann. Unab-
hiingig davon, wie dies zu interpretieren ist, demon-
strieren die Abbaukurven von Sinapin und die Zu-
nahmekurven von X gerade in diesen Temperatur-
versuchen besonders deutlich den engen Zusammen-
hang zwischen beiden Substanzen und sprechen da-
fiir, dall X ein nahes Derivat von Sinapin ist.

Wir danken Herrn Professor Gmelin fiir wichtige
Hinweise und Diskussionshemerkungen.

1A, Kjaer u. K. Rubinstein, Acta Chem. Scand. 8, 598
[1954].

12 F. Bergmann, Z. Pflanzenphysiol. 62, 362 [1970].

13 M. Bopp u. I. Capesius, Planta 94, 220 [1970].

14 A. Rapp u. A. Ziegler, Vitis 12, 226 [1973].

15 1. A. Griffiths, Biochem. J. 113, 603 [1969].

16 R. M. Horowitz u. B. Gentili, J. Org. Chem. 25, 2183
[1960].

17 H. P. Kung u. W. Y. Huang, J. Amer. Chem. Soc. 71,
1836 [1949].

18 M. Noda u. M. Matsumoto, Biochim. Biophys. Acta 231,

131 [1971].

A. Havelange u. R. Schumacker, Bull. Soc. Roy. Sci. Liege

35, 125 [1961].



