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Der Mangan- und Kupfergehalt von Chloro-
plasten und Cytoplasten

Die Fraktionierung von pflanzlichen Zellen und Ge-
weben wurde bisher hauptsichlich in wissrigem oder
Nichtwissrigem Milieu durchgefithrt. Zur Isolierung von
Chloroplasten entwickelten BEHRENS et al.? eine neue
Methode: Gefriergetrocknete Blidtter werden fein pul-
verisiert und auf trockenem Wege in einzelne Zellfraktio-
nen (Chloroplasten verschiedenen Reinheitsgrades, Cyto-
Plasten) zerlegt. Durch den Ausschluss von Fliissigkeiten
Wwerden bei dieser Trennmethode Verluste und Ver-
lagerungen von Substanzen durch Auswaschen, Diffusion
und dergleichen vermieden?®.

In 4 verschiedenen Fraktionen, die auf diesem Wege
aus Blittern von Feldsalat (Valerianella olitoria) gewon-
Den wurden (Fraktion I: Chloroplasten ca. 90%iger
Reinheit; Fraktion IT und II1: Chloroplasten ca. 70 bzw.
S0’%iger Reinheit; ¢ Abfall»: Vornehmlich Cellulosemem-

Tanen und Cytoplasten mit ca. 10% Chloroplasten-
Anteil), bestimmten HerrMAnN und Nru? durch An-
wendung von Atomabsorptionsverfahren den Magnesium-
und Zinkgehalt.

Als Fortsetzung zu dieser Arbeit stellten wir uns die
Aufgabe, in aliquoten Anteilen von 3 der obengenannten
Fraktionen (I, III und «Abfalls) sowie in einer aus einer
anderen Charge gewonnenen, vorwiegend aus Cytoplasten
bestehenden Fraktion den Mangan- und Kupfergehalt zu
bestimmen?®. Da die Mengen an Trockensubstanz gering
Waren, wurden empfindliche und spezifische, von uns
Ausgearbeitete katalytische Analysenmethoden einge-
Setzt4:

Schon geringste Mengen an Mnt++ katalysieren die
Oxydation von Didthylanilin (0,0002M) mit NaJO,
(0,002 M) zu einem dichinoiden, gelb gefirbten Reaktions-
produkt, dessen Extinktion bei 470 nm mit einem Spek-
tralphotometer gemessen wird. Die Reaktion verliuft
optimal in Gegenwart von 0,01 M Phosphat- und Zitrat-
puffer bei pH 6; 25°C und 5 min Reaktionszeit. Die
Grenzkonzentration betrdgt 0,4 ng Mn/ml. Durch ge-
ringste Mengen an Cutt wird die Oxydation von Hydro-
chinon (0,04 M) mit H,0, (1%1ig), in Gegenwart von Pyri-
din (0,104} als Aktivator, zu einem rot gefarbten Reak-
tionsprodukt katalysiert. Die Extinktionsmessung erfolgt
bei 470 nm. Die Gegenwart von 0,01 M Phosphatpuffer
{pH 7) ist notwendig. (Reaktionstemperatur: 25°C; Reak-
tionszeit: 5 min; Grenzkonzentration: 4 ng Cu/ml.)

Die nach ! aus gefriergetrockneten Blattern von V.
olitoria gewonnenen, trockenen Fraktionen (I, III, «Ab-
fall» und «Cytoplasten») wurden gewogen und in einem
neuartigen Veraschungsgerdt («Low Temperature Asher
LTA 500» der Firma Tracerlab 8.A., Richmond, Kalifor-
nicn) veraschté,

In diesem Gerit erfolgt die Veraschung in einem durch
ein hochfrequentes elektromagnetisches Feld angeregten

1 M. Beurens, W. Nevu, R. Tuaracker und H. J. Tuimm, Ex-
perientia 20, 607 (1964).

2 R. HERRMANN und W. Neu, Experientia 27, 436 (1965).

% Dic Proben wurden uns von den Herren Prof. Dr. M, BEHRENS
und Prof, Dr. R. HErrmaNN freundlicherweise zur Verfiigung
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4 Dissertation von F. DiTTEL, Institut filr Ernihrungswissenschaft
der Universitit Giessen (1965).

Der Mangan- und Kupfergehalt in Chloroplasten-Fraktionen verschicdenen Reinheitsgrades sowic in Cytoplasten von Valerianella olitoyia
{Mittelwerte aus je 3 Parallelbestimmungen}

Fraktion % Asche in

Mn-Gehalt in ppm2 in

Cu-Gehalt in ppm in Prozentuale Verteilung

Trocken~ von Mn und Cu auf die
substanz Trocken- Asche Trocken- Asche untersuchten Iraktio-
substanz substanz nen {Trockensubstanz}
Mangan Kupfer
(%} (%)
I (90% Chloroplasten) 6 72 1202 236 3943 13 43,5
U {509, Chloroplasten) 16 277 1731 271 1696 59 50
“Abfalls (Cellulosemembranen 10,6 117 1102 29 272 25 5,5
und Cytoplasten mit 10,
Chloroplasten)
“Cytoplastens (909, Cytoplasten) 20,6 4,5 22 5 24 1 1

*1 ppm = 0,0001%.
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Sauerstoffstrom, dessen hohes Reaktionsvermogen die
Oxydation des in geschlossenen Gefissen befindlichen,
getrockneten organischen Materials ohne nemnenswerte
Verkohlung bereits bei 100-150 °C ermoglicht. Hierdurch
werden Substanzverluste durch Verflichtigung oder
Reaktion mit dem Gefissmaterial weitgehend vermie-
den?b.

Die Asche wurde gewogen, ein- bis zweimal mit ge-
reinigter, verdiinnter HC] abgeraucht, schliesslich mit 1 »
HCl aufgenommen und mit H,O bidestilliert auf 10 ml
aufgefiillt. Aus diesen Losungen, die jeweils die Asche der
gesamten Probe enthielten, wurden aliquote Teile ent-
nommen und mit den oben beschriebenen Methoden,
unter Anwendung eines «Zugabeverfahrens mit rechneri-
scher Auswertungs (zur Ausschaltung von eventuellen
Storeinfliissen durch andere Elemente4) auf ihren Man-
gan- und Kupfergehalt untersucht. Pro Probe und Ele-
ment wurden jeweils 3 Parallelbestimmungen durchge-
fiilhrt. Die Analysenergebnisse sind in der Tabelle zu-
sammengefasst.

Setzt man die Summe der in der Trockensubstanz der
4 Fraktionen gefundenen ppm-Gehalte gleich 100, ergibt
sich fiir die Verteilung der beiden Elemente auf die 4 Frak-
tionen folgendes Bild (vgl. Tabelle): Kupfer ist zu 93,59,
in den Fraktionen IIT und I angereichert und zu etwa
gleichen Anteilen auf diese beiden Fraktionen verteilt.
Mangan verteilt sich {iberwiegend auf die Fraktion III
und auf den «Abfalls, wihrend auf Fraktion I nur ein
Anteil von 159, entfillt. Die «Cytoplasten» enthalten
einen vernachlissigbaren Anteil an den beiden Elemen-
ten.

Aus den Analysenergebnissen ldsst sich lediglich der
Schluss ziehen, dass Kupfer vornehmlich in den an

Chemical Examination of the Roots of Cissam-
pelos pareira Linn. Part V. Structure and
Stereochemistry of Hayatidin

The structures of hayatinin and hayatin, two of the
bis-benzyltetrahydroisoquinoline alkaloids isolated from
the roots of Cissampelos pareiva Linn. (Menispermaceae),
were discussed earlier’-2, In the present communication,
the structure and stereochemistry of another alkaloid —
hayatidin3, isolated from the same plant — are described.

Hayatidin, m.p. 179-180°; [a]p — 109° (pyridine);
Apay = 280 nm (log e = 3.07) (EtOH-H,0, 4:1); 4, = 287
nm (log £ = 2.97) (EtOH-N-NaQOH, 4:1); corresponded
to the molecular formula Cy,H,N,O4 (mol. weight = 608
by mass spectrometry). Its proton magnetic resonance
(p.m.r.) spectrum showed that it had 10 aromatic protons
including one at 7z 4.12 characteristic of a C-8 proton
highly shielded by the aromatic ring of a benzyl group?,
3 of OMe and 2 of NMe groups.

The mass spectrum of hayatidin showed abundant ions
at m/fe 312, 298, 296, 191, 190, 174, 162, 148 and 145.
There were small peaks at mfe 608 (M*), 593, 501, 487,
and a characteristic though much smaller peak at m/e
258.5 [((M — 91)/2)++]5,

Hayatidin was ethylated with triethylanilinium hy-
droxide. The ethyl ether which could not be crystallized
gave only a single spot on thin layer chromatography
(t.l.c.) (silica gel; system: benzene, ethyl acetate and
diethylamine, 7:2:1), showed abundant ions at m/e 326,
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Chloroplasten reicheren Fraktionen auftritt, wihrend
Mangan hauptsichlich in den an Chloroplasten drmeren
Fraktionen zu finden ist.

Um sichere Aussagen iiber die Verteilung der beiden
Elemente auf die einzelnen Zellfraktionen von V. oliforia
machen zu kénnen, diirfte eine grossere Anzahl weiterer
Untersuchungen in noch schirfer getrennten Fraktionen
erforderlich sein®,

Summary. Employing catalytic methods, the Mn- and
Cu-content was determined in different cell fractions
(chloroplasts, cytoplasts) of freeze-dried leaves of Valeria-
nella olitoria isolated with a new dry method by BEHRENS
et al.1. Cu was found essentially in the fractions with high
chloroplast content; Ma was found mainly in the fractions
with low chloroplast content.
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312 and 296 in the mass spectrum and had an IR-spec-
trum identical with that of the O-ethyl derivative of
(4+)-4""-O-methylcurine. It was therefore apparent that
hayatidin was a stereoisomer of (++)-4’/-O-methylcurine
isolated by HavNEs et al.® from Cissampelos pareiva Linn.
of Jamaican origin.

In order to study the stereochemistry at the 2 centres
in this alkaloid, hayatidin ethyl ether was subjected to
sodium and liquid ammonia reduction. The phenolic frag-
ment, which was laevorotatory, could not be obtained in
the crystalline form but had the same Rf on t.l.c. as N-
methylcoclaurine. Further, the IR-spectrum of 0,0'-
dimethyl methiodide of this compound, m.p. 131°, was
identical with that of an authentic sample of the meth-
iodide of I-0,0’, N-trimethylcoclaurine. This confirms
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Tetrahedron Lett. 7966, 2059.
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