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10 different desulfo-glucosinolates belonging to 9 different homologous series have been
isolated from the parent glucosinolates by means of a glucosinolate sulfohydrolase from the
edible snail Helix pomatia. They were characterized by the following physical-chemical data:
molecular weight, melting point, wavelength of the absorption maximum in the UV-region,
molar absorption coefficient at this maximum, angle of optical rotation and Rqvalues (thin layer

and paper chromatography).

Einleitung

Den Glucosinolaten, iiber deren Chemie, Bioge-
nese, Chemotaxonomie, enzymatische Reaktionen
etc. inzwischen zahlreiche Ubersichtsarbeiten [1—3]
vorliegen, wird neuerdings wegen ihres Vorkom-
mens in vielen Nutzpflanzen der Gattung Brassica
wieder groBe Beachtung geschenkt. Sorten von Bras-
sica campestris (Riibsen) und Brassica napus (Raps)
sind Nutzpflanzen von groBer wirtschaftlicher Be-
deutung, zumal ihre Samen reich an fetten Olen,
aber auch an hochwertigen Proteinen sind. Auch
unter den mannigfaltigen Zuchtformen der Brassica
oleracea-Arten (Kohl) finden sich wichtige Gemiise-
und Futterpflanzen.

Wegen der pharmakodynamischen Wirkungen
einiger enzymatischer Spaltprodukte (Reizwirkung
von Isothiocyanaten auf die Schleimhédute des Ma-
gen-Darm-Trakts; thyreostatische und strumigene
Wirkung von Oxazolidinthionen und von Rhodanid-
Ionen) sind Glucosinolate in Brassica-Arten uner-
wiinscht, vor allem in den proteinreichen PreBriick-
stinden der Raps-Samen. Deshalb werden weltweit
Ziuchtungsprojekte durchgefiihrt, deren Ziel die Er-
stellung von Brassica-Arten mit reduzierten Gluco-
sinolat-Gehalten ist.
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Fiir eine rasche und exakte Beurteilung der ziich-
terischen Resultate kann die Gaschromatographie
(GLC) eingesetzt werden. Die iiber Anionenaustau-
scher vorgereinigten und angereicherten Glucosino-
lat-Gemische werden per-trimethylsilyliert, d. h. in
fliichtige Derivate iiberfiihrt, die sich gaschromato-
graphisch auftrennen und quantitativ bestimmen
lassen. Wie Underhill und Kirkland [4] beobachte-
ten und Thies [5] bestdtigen konnte, entstehen bei
dieser ,,Per-Trimethylsilylierung® aus den genuinen
Glucosinolaten unter Abspaltung eines Sulfat-Rests
sogenannte Desulfo-Glucosinolate als Zwischenpro-
dukte. Schon frither hatten Ettlinger und Mitarbei-
ter [6] einige durch Ammonolyse, Pyridinolyse oder
Synthese erhaltene Desulfo-Glucosinolate beschrie-
ben. Nagashima und Uchiyma [7] beobachteten
spater, dal Mollusken-Enzyme ebenfalls in der Lage
sind, die Sulfat-Gruppe von Glucosinolaten abzu-
spalten, wobei unter milden Bedingungen ebenfalls
Desulfo-Glucosinolate gebildet werden. Schraudolf
und Weber [8] verwendeten Arylsulfatasen aus
Helix pomatia zur Darstellung von Desulfo-Gluco-
brassicin und verwandten Desulfo-Indolglucosinola-
ten fiir Biogenese-Studien.

Thies [9] konnte inzwischen die urspriingliche,
,direkte GLC-Methode fiir die Analyse von Glu-
cosinolaten optimieren, indem er die an DEAE-SE-
PHADEX-A 25 fixierten Glucosinolate bzw. Gluco-
sinolat-Gemische .in situ* mit gereinigter Helix

@RS

ND

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift fiir Naturforschung
in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der
Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz veréffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland
Lizenz.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der
Creative Commons Lizenzbedingung ,Keine Bearbeitung*) beabsichtigt,
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukiinftiger wissenschaftlicher
Nutzungsformen zu erméglichen.

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift
fiir Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs
3.0 Germany License.

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is
to allow reuse in the area of future scientific usage.



D. Rakow ez al. - Enzymatische Darstellung und Eigenschaften einiger Desulfogluconinolate 17

pomatia-Sulfatase hydrolysierte. Bei diesem Verfah-
ren blieben die storenden Sulfat-lonen am Anionen-
austauscher zuriick, wiahrend sich die mit Wasser
eluierbaren Desulfo-Glucosinolat-Gemische nach
Trocknung schonend derivatisieren und als Tri-
methylsilyl-Derivate gaschromatographisch erfassen
lieBen. Auch Heaney und Fenwick [10] bedienten
sich kiirzlich dieser modifizierten Methode zur
GLC-Analyse von Glucosinolaten in Kulturformen
von Brassica oleracea. Wir berichten in dieser Ar-
beit iiber Darstellung und Eigenschaften einiger
Desulfo-Glucosinolate, die u. a. als reine Bezugssub-
stanzen fiir die GLC-Analytik verwendet werden
konnen.

Material und Methoden
Gerdte

Schmelzpunkt-Bestimmungsapparat nach Tottoli
(Start bei 80 °C mit 4 °C/min) der Firma Biichi.
UV-Spektrophotometer PMA Il der Firma Carl
Zeiss. IR-Spektrophotometer 297, Polarimeter 141
und Elementar-Analysator der Firma Perkin-Elmer.

Chromatographie und Ionenaustausch

Chromatographie-Papier MN 214 der Firma
Macherey-Nagel, D-5160 Diiren. DC-Alu-Folien

Kieselgel 60 F,,, der Firma E. Merck, D-6100
Darmstadt 1. Ionenaustauscher Dowex 2x4 (50
mesh), Amberlite IR 120 und IR 4B (50 mesh) der
Firma Serva, D-6900 Heidelberg. Sephadex-Austau-
scher DEAE-A-25 und QAE-A-25 der Firma Phar-
macia, D-7800 Freiburg 1.

Chemikalien

Arylsulfatase Typ H-1, Nr. S9626 der Firma
Sigma, D-8021 Taufkirchen.

Enzymatische Darstellung von Desulfo-Glucosinolaten

Als Ausgangsmaterial dienten Glucosinolate, die
mit Hilfe von Sephadex-Austauschern nach bekann-
ten Methoden [3] aus Samen verschiedener Crucife-
ren und Capparidaceen (s. Tabelle I) isoliert wur-
den. Je ca. 4 g (ca. 10 mmol) Glucosinolat wurden in
200 ml 1/15 mol/l1 Acetatpuffer pH 5,8 gelost. Der
Losung fiigten wir 20—40 Units Arylsulfatase, 2 g
MgCO, zur Neutralisation des entstehenden Hydro-
gensulfates und einige Tropfen Toluol zur Konser-
vierung bei. Nach 1-2tdgiger Inkubation bei
Raumtemperatur war die enzymatische Spaltung
beendet. Der zeitliche Verlauf der Hydrolyse lie3
sich durch Diinnschicht- oder Papierchromatogra-
phie leicht verfolgen, da die weniger polaren De-
sulfo-Glucosinolate hohere R;-Werte aufwiesen als

Tab. I. Gegeniiberstellung der Glucosinolate, deren Reindarstellung bisher durchgefiihrt werden konnte, die Pflanzen, aus
deren Samen die Isolierung erfolgte, sowie die Herkunft des verwendeten Samenmaterials.

Trivialname Systematischer Name * Kation Pflanzen, aus deren Samen Herkunft des

die Isolierung erfolgte Samenmaterials
Sinigrin Allyl- K+ Brassica nigra L., 5

Thlaspi arvense L., 1

Alliaria officinalis Andrz. 1
Glucoiberin 3-Methylsulfinylpropyl- K+ Iberis amara L. 2
Glucocheirolin 3-Methylsulfonylpropyl- K+ Cheiranthus cheiri L. 3
Glucoconringiin 2-Hydroxy-2-methylpropyl- K* Conringia orientalis (L.) 1
Progoitrin 2-Hydroxybuten(3)yl- Na+ Brassica napus L. “York Swede” 4
Epi-Progoitrin 2-Hydroxybuten(3)yl- K+ Crambe abyssinica 7
Glucocapparin Methyl- K+ Cleome spinosa Jacq. 3
Glucotropaeolin ~ Benzyl- TMA* Lepidium sativum L. 2
Glucosinalbin 4-Hydroxybenzyl- TMA* Sinapis alba L. 5
Glucobarbarin 1-Hydroxy-1-Phenylathyl- K+ Barbarea vulgaris R. Br. 2
Gluconasturtiin 2-Phenylathyl- K+ Nasturtium officinale R. Br. 2
Glucoerucin 4-Methylthiobutyl- K+ Eruca sativa Mill. 2
Glucobrassicin 3-Indolylmethyl- TMA+ Brassica oleracea var. gemmifera 6
Gluconapin Buten(3)yl- K+ Brassica campestris 7

cv. Trilocularis “Yellow Sarson”

* zu ergdnzen ist die Gruppenbezeichnung ,,-Glucosinolat*

1 = eigene Sammlung; 2 = Firma Borntriger, D-6521 Offstein; 3 = Firma Benary, D-3510 Hann.-Miinden; 4 = Gaze Seed
Co., Ltd., 9 Buchanan St. John’s, NFLD (Canada); 5 = Firma Caesar & Loretz, D-4010 Hilden; 6 = Marktware; 7 = iiber-
lassen von Dr. R. G. Fenwick, Norwich (England); TMA = Tetramethylammonium.



18 D. Rakow ez al. - Enzymatische Darstellung und Eigenschaften einiger Desulfogluconinolate

die entsprechenden Glucosinolate (s. Tabelle III).
Danach wurde der Reaktionsansatz nach kurzem
Aufkochen filtriert und das Filtrat mit 50 ml Amber-
lite IR4B (OH-Form) und mit 50 ml Amberlite
IR 120 (H-Form) versetzt. Nach 1-2 Stunden
kraftigen Riithrens wurden die Austauscher ab-
filtriert und mit 50 ml 85% Athanol gewaschen. Die
wiafrigen und 4thanolischen Filtrate wurden im
Vakuum eingedampft und der Trockenriickstand
mit heiBem 96%igem Athanol digeriert. Im Filtrat
begannen sich beim Abkiihlen (ggf. nach Zugabe
von Athylacetat) Kristalle auszuschneiden, die abge-
saugt wurden. Aus den eingeengten Mutterlaugen
lieBen sich zusdtzliche Mengen an Desulfogluco-
sinolaten gewinnen, so daB die Gesamtausbeute 30—
40% betrug.

Ergebnisse und Diskussion

Mit der o.g. Methode der enzymatischen Desulfa-
tierung konnten wir aus 10 verschiedenen Glucosi-
nolaten die entsprechenden Desulfo-Derivate dar-
stellen. Da es sich um Vertreter aus 9 verschiedenen
homologen Reihen handelt, ist zu vermuten, daf
alle anndhernd 80 bisher bekannten Glucosinolate

Glucoiberin

Desulfo-Glucoiberin

nm Emax
240 4
235 1
230 4
225 4
T T T L] Ll v
2 4 6 8 10 12 % pH

Abb. 1. Lage der Extinktionsmaxima von Desulfo-Sinigrin
und Desulfo-Progoitrin in Abhédngigkeit vom pH-Wert der
wafrigen Losungen. Zu jeweils 1 ml 0,1 mol/l Glykokoll/
NaOH-Puffer wurden 50pul 3 mmol/l Desulfo-Sinigrin
bzw. -Progoitrin hinzupipettiert.

durch die Helix pomatia-Sulfatase hydrolysiert wer-
den konnen.

Einige der von uns ermittelten physikalisch-chemi-
schen Daten sind in der Tabelle II zusammenge-
stellt. Es ist zu erkennen, daB die Schmelzpunkte der
DS-Glucosinolate im Vergleich zu denen der intak-
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Abb. 2. IR-Spektren von Glucoiberin und Desulfo-Glucoiberin.



Tab. II. Physikalisch-chemische Daten einiger Desulfo-Glucosinolate. In Klammern: Schmelzpunkte der Glucosinolate.

Substanz ~N-OH Summen- MG Fp H,O Ige Optische Elementaranalyse
R-C Formel [°C] Amaxnm  (inH,0) (in H,0) Drehung
N
S-C¢H,,0
R= ’ %N %C
a) DS- CH,=CH-CH,- C,H;;NO,S 297,33  98-102 226 5680 3,754 [a)p=-37,5° ber. 4,7 404
Sinigrin +1H,0 (127-128) (c=1,5%; H,0) gef: 4,6 40,3
b) DS-Gluco- CH,-SO-(CH,);— C,H,NO,S, 34342 196-198 224 5696 3,756 [a]ly=—82,1° ber.. 4,1 38,5
iberin (148-149) (c=1,5%; H,0) gef: 4,1 384
¢) DS-Gluco- CH,-SO,-(CH,),- C,H,NO,S, 377,44 107-110 225 5318 3,726 [¢]p=-254° ber. 3,7 35,1
cheirolin +1H,0 (168) (c=1%; H,0) gef: 38 352
e) DS- CH,= C,H,NO,S 309,34 146—148 227 5061 3,704 [a]p=-35,3° ber.. 4,5 42,7
Progoitrin CH-CH-CH,- (135-140) (c=1%; H,0) gef: 47 419
OH
f) DS-Epi- CH,= C,H,NO,S 309,34 157-160 227 5067 3,705 [a)p =—34° ber.. 4,5 42,7
Progoitrin CH-CH-CH,- (c=0,75%; gef: 42 429
48% EtOH)
OH
g) DS-Gluco- CH,;- CH,,NO,S 25327 210-215 222 6310 3,800 [a]p=-43° ber:. 55 379
capparin (Lit.) (Lit.) (c=1%; H,0) gef.: — =
(198)
h) DS-Gluco- (5 ci,- C,H,NO,S 347,39 111-113 230 5086 3,706 (a5 =—44° ber: 40 484 6,1
tropaeolin z +1H,0 (188—189)  (Schulter) (H,0; Lit.) gef: 39 482 6,2
i) DS-Gluco- @CH - C,H,,NO,S 34537 140-143 226 11 311 4,054 [a]p=—45,6° ber.. 4,1 48,7 56
sinalbin : (191-192) (c=08%; H,0) gef: 41 478 60
j) DS-Gluco- @CH ~CH, - C,;H,,NO,S 359,39 125-128 228 4773 3,679 alp=—34,3° ber. 39 50,1 59
barbarin i (Schulter) (c=0,4%;, H,0) gef: 3,7 500 6,5
1) DS-Gluco- CH,;-S-(CH,),- C,H,;;NO,S, 341,44  78-80 222 5873 3,769 [«]5=-130,8° ber.. 4,1 422 6,8
erucin (150-151) (c=0,75%; H,0) gef: 36 41,1 75

v 12 moYRY ‘(q
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Tabelle III. R¢-Werte einiger Glucosinolate und der entsprechenden Desulfo-Glucosinolate.

Diinnschicht-Chromatographie

Papierchromatographie

FlieBmittel (die Zahlen geben die n-Butanol 3 n-Butanol 4 n-Butanol 4
Volumen-Anteile der Komponenten an) n-Propanol 1 Essigsdure 1 Essigsdure 1
Essigsdure 1 Wasser Wasser 2
Wasser 1

Nachweisreagenz R,: Thymol/H,SO, R,: AgNO,/NH,OH

aufgetragene Substanzmengen 0,11 ug 1-10 ug
Sinigrin 0,26 0,15 0,19

a) DS-Sinigrin 0,52 0,51 0,55
Glucoiberin 0,09 0,06 0,10

b) DS-Glucoiberin 0,22 0,19 0,32
Glucocheirolin 0,16 0,08 0,12

¢) DS-Glucocheirolin 0,36 0,29 0,36
Glucoconringiin 0,20 0,11 0,17

d) DS-Glucoconringiin 0,46 0,39 0,52
Progoitrin 0,25 0,12 0,17

e) DS-Progoitrin 0,48 0,44 0,43
Epi-Progoitrin 0,26 0,13 0,17

f) DS-Epi-Progoitrin 0,48 0,45 0,44
Glucocapparin 0,24 0,13 0,18

g) DS-Glucocapparin 0,51 0,46 0,54
Glucotropaeolin 0,36 0,25 0,32

h) DS-Glucotropaeolin 0,58 0,59 0,63
Glucosinalbin 0,32 0,20 0,21

i) DS-Glucosinalbin 0,55 0,55 0,54
Glucobarbarin 0,36 0,23 0,31

j) DS-Glucobarbarin 0,56 0,57 0,61
Gluconasturtiin - - -

k) DS-Gluconasturtiin — - -
Glucoerucin 0,34 0,25 0,28

1) DS-Glucoerucin 0,57 0,57 0,65
Glucobrassicin 0,36 0,27 0,32

m) DS-Glucobrassicin 0,56 0,56 0,61
Gluconapin 0,32 0,22 0,29

n) DS-Gluconapin 0,49 0,53 0,60

ten Glucosinolate um 20—-40% tiefere Werte besit-
zen. Ausnahmen bilden das Glucocapparin und das
Progoitrin, deren Fp-Werte sich nur unwesentlich
von denen ihrer Desulfo-Derivate unterscheiden.
Besonders auffillig ist das Desulfo-Glucoiberin,
dessen Fp-Wert den des Glucoiberins um 40% iiber-
steigt. DS-Progoitrin und DS-Epiprogoitrin, die sich
weder gas-, papier- und diinnschicht-chromatogra-
phisch noch an Hand ihrer optischen Daten unter-
scheiden lassen, konnen durch ihre deutlich ver-
schiedenen Fp-Werte identifiziert werden.

Durch die Desulfatierung werden die Extinktions-
maxima der Glucosinolate geringfiigig (2—5 nm) in

den Bereich kiirzerer Wellenldngen verschoben.
Deutlicher sind die Unterschiede an den molaren
Extinktionskoeffizienten ¢ zu erkennen. So liegen
die e-Werte fiir DS-Sinigrin und DS-Progoitrin um
ungefihr 25 tiefer als die e-Werte der entsprechen-
den Glucosinolate. Auffillig ist der besonders hohe,
fiir DS-Glucosinalbin gemessene ¢-Wert. Erhoht
man den pH-Wert von wéBrigen DS-Glucosinolat-
Losungen, so kann die Dissoziation der Ketoxim-
gruppe an Hand der zunehmenden Verschiebung
des Extinktionsmaximums in Richtung lidngerer
Lichtwellen beobachtet werden. Bei pH 13 liegen
die fiir DS-Sinigrin und DS-Progoitrin gemessenen
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Tab. IV. Diinnschicht- und Papierchromatographische Nachweisreaktionen fiir Glucosinolate und Desulfo-Glucosinolate.
Auf Kieselgel-Folien 60 F,,, sind alle Glucosinolate und DS-Glucosinolate im kurzwelligen UV-Licht aufgrund ihrer

Fluoreszenzldsung zu erkennen.

Sprithreagenz Reaktions- Anfarbung Nachweis fiir
bedingungen
R* 60 ml 0,1 mol/1 AgNO, 8 min, 120° C graubraun alle Glucosinolate
+ 20 ml konz. NH,OH-Losung und Desulfo-Gluco-
. sinolate
R,** 90 ml 1% Thymol in Athanol S min, 120° C rotviolett
+ 10 ml konz. H,SO,
R, 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd 1-2h,20°C blau Glucobrassicin,
+100 ml Athanol (Ehrlichs Reagenz) in HCI-Atmosphire Neoglucobrassicin
und 1hre Desulfo-
R, 40 ml 25%ige Formaldehydldsung 1—-3 min, 100° C orangegelb; Derivate

+ 20 ml Athanol
+ 20 ml konz. HCI (Prochazka Reagenz)

R, 25 ml 0,3% Sulfanilsdure in 8%iger HCI
+ 1,5 ml 5% NaNO, in H,O (Pauly’s Reagenz)
R, 0,1% K,PtJ; in H,0O

sprithen mit 20%iger
Na,CO,-Losung

1-3 min, 20° C

im langwelli-

gen UV-Licht:

intensiv

gelbgriin

Sinalbin und
Desulfo-Sinalbin

Methylthio-Gluco-
sinolate wie
Glucoibervirin,
Glucoerucin und
Glucoberteroin
und ihre Desulfo-
Derivate

orangebraun

weiBe Flecken
auf rotem
Hintergrund

* Auf Papierchromatogrammen kénnen die Flecken durch Waschen der Chromatogramme mit 3-prozentiger Salpetersdu-

re und Wasser fixiert werden.

** Dieses Sprithmittel ist nur fiir Diinnschicht-Chromatogramme geeignet.

Maxima bei 240 nm. Aus dem in der Abb. 1 darge-
stellten Kurvenverlauf 148t sich der fiir beide Ver-
bindungen giiltige pK-Wert abschitzen: pK 10,6.

Schon Underhill und Kirkland [4] stellten fest,
daBl wihrend der Silylierung von Glucosinolaten die
Sulfatgruppe abgespalten und die entstehende freie
Ketoximgruppe silyliert wird. Gaschromatographisch
konnen daher Glucosinolate nicht von Desulfo-Glu-
cosinolaten unterschieden werden. Dieses ist jedoch
(ohne Derivatisierung) leicht durch Diinnschicht-
und Papierchromatographie moglich (Tabelle III).
Die geringe Polaritit der Desulfo-Glucosinolate
fithrt zu hoheren Ri-Werten. Die GroBe der Diffe-
renzen AR; sind von der Polaritdt der Reste R ab-
héngig. So besitzt DS-Glucoerucin

(R=CH,-5-(CH,),-)

einen um 228% hoheren Ri-Wert als Glucoerucin;
bei dem Vergleichspaar DS-Glucocheirolin/Gluco-
cheirolin

(R=CH,- SO,-(CH,),-)

betragt diese Differenz 362% (Diinnchichtchromato-
graphie mit dem System Butanol/Essigsdure/Was-
ser). Die auffillig geringen 4R-Werte fiir Gluco-
brassicin, Glucotropaeolin, Glucobarbarin und Glu-
cosinalbin diirften auf Adsorptionseffekte zuriickzu-
fuhren sein. Farbreaktionen, mit denen einzelne
Glucosinolate und deren Desulfo-Derivate auf DC-
und PC-Chromatogrammen z. T. spezifisch erkannt
werden konnen, sind in der Tabelle IV zusammen-
gestellt.
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