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Gatersleben/Krs. Aschersleben 

Zum d/innschichtchromatographischen Nachweis yon Inhaltsstoffen 
der Geit3raute, Galega off cinaIis L. 

Yon  K. PUFAHL u n d  K. SCIIRINIBI~ll 

Bereits seit l~ingerer Zeit wird versucht, die Geil3- 
raute, Galega o//icinalis L. (Leguminosae -- Papa 
lionatae), als Futterpflanze nutzbar zu machen 
(v. SENGBUSCI~ 1942, SCHR0CI< 1941, BECK~I< 1956, 
HOREL 1956, TIBXRIO 1957). Als Vorzfige der Pflanze 
seien in diesem Zusammenhang ihre Schnellwfichsig- 
keit und Anspruchslosigkeit, der hohe Ertrag an 
Griinmasse, besonders der potyploiden Form (BEcKER 
1956), und die gute Eiweil3wertigkeit (KoLoug!~K 
1953) erw~ihnt. Dagegen lieB sich eine der GeiBraute 
oft zugeschriebene milchf6rdernde Wirkung auf 
Grund exakter Tierversuche nicht best~itigen (LEwis 
und CARLSOLr 1917, K~)HL~R 1939, MAYMONE und 
REG~NSBU~CER 1956, ZA~PA t960). Den angeftihrten 
Vorteilen der Pflanze steht ihre Giftigkeit gegentiber 
(]~LANCHARD 1888, MOUSSU und DESAINT 19o7, MOR- 
QUER, RIVALS und ALrDI~AL 1953, SELECI<~" 1955), 
und auch der bittere Geschmack wird als Naehteil 
herausgestellt (MORQUER, RIVALS und ALrI)RAL 1953). 

Inhaltsstoffe und Toxizitiit 

Als Ursache der toxischen Wirkung (und auch des 
bitteren Geschmacks) von Galega o]]icinalis galt bis 
vor kin-zero das Galegin (TANRE:r 1914 a), ein biegenes 
Amin der Struktur 3-Methyl-but-2-enyl-gnanidin (I) 
(BARTER und WHITE 1923, SI'XTH und P~oKoPP 1924). 
Tats~ichlich besitzt diese Substanz neben ihrer anti- 
diabetischen Wirkung (REIlqWEIN 1927, MOLLEI~ und 
R~INWEIN 1927, SIMONNET und TANRET 1927 a und b) 
aueh ausgesprochen toxisehe Eigensehaften (TALrRET 
19~ 4 b, Mt~LL~I~ 1925, S~L~CI<'~ 1955). Von einigen 
Autoren (MI~LLER 1925, MORQUER, RIVALS und A~- 
~RAL ~953, SELECK'~ 1955) wurde lediglich die M6g- 
lichkeit angedeutet, dab noch weitere Verbindungen 
anderen Strukturtyps an der Giftwirkung der Pflanze 
beteiligt sind. So blieb das Interesse der Zfichter 
bis heute darauf gerichtet, die Selektion nach dem 
ehemischen Merkmal galeginarm bzw. -frei durch/ 
zuffihren (v. S~NCBUSC~ 1942, SCHR(DCK 1941, BECKER 
1956, HOREL 1956, TI~mO 1957, B6Z4~E 196~ ). Die 
friiher und n0ch heute empfohlene Verwendung der 
Geil3raute als Heilpflanze grfindet sich auI die anti- 
diabetische Wirksamkeit von Galegin (PARTURIER 
und HUGONOT 1935, STIRNADEL 1937, PEPLAU und 
SEEL 1941, ADAME~ und OPAVA 1959, EINHORN 1962 ). 

Im Verlauf unserer Arbeiten fiber Inhaltsstoffe 
der Geil3raute isolierten wir zun~tchst aus Samen ein 
weiteres, bisher unbekanntes Guanidinderivat (Pu- 
VAHL und Scm~EIBEI~ 1961 ) und ermittelten seine 
Konstitution als 4-Hydroxy-galegin (4-Hydroxy-3- 
methyl-but-2-enyl-guanidin, II) (PuI~A~IL 1962, 
SCttREIBER, PUFAHL und BRXUNIOER 1963 a und b).' 
Diese Befunde wurden kfirzlich von anderer Seite 
best~itigt (THoAI und DESVAGES 1963). Dariiber 
hinaus konnten wit aus Kraut von Galega o/]icinaIis 
aul3er Guanidinderivaten ein typisches Alkaloid ge- 
winnen und als das bisher noch nicht in der Natur 

gefundene rechtsdrehende Peganin ((+)-Vasicin, 
(+)-3 -Hydroxy-1.2.3.9-tetrahydro-pyrrolo E2.1-bJ- 
chinazolin, III) identifizieren (ScI~REIBER, AURICH 
und PU~AI~L 1962, PU~AHL 1962 ; vgl. auch LINJUCEV 

�9 und ~BANKOVSKIJ 1959). 
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B1/itter der Pflanze, die als Untersuchungsobjekt 
einer Massenauslese ffir ziichterische Zwecke in erster 
Linie in Frage kommen, enthalten nach unseren Fest- 
stellungen etwa je o,o5--o,1% 4-Hydroxy-galegin 
und (+)-Peganin sowie ca. O,l--O,25% Galegin, be- 
zogen auf Trockengewicht. So' sind vermutlich neben 
Galegin sowohl 4-Hydroxy-galegin als auch (+)-Pe- 
g..anin an der Giftwirkung der Geil3raute beteiligt. 
Uber (:~)-Peganin bzw. iiber die linksdrehende Form 
des Alkaloids sind einige pharmakologische Arbeiten 
bekannt (CHoPRA und GHost~ 1925, TUTAEV und 
MAKAROVA 1938 , AMIN und MEHTA 1959, GCHARAPOW 
1959, CAMm~m~E, JANSE_~ und JERMA~ 1962 ). Ein 
Vergleich der Literaturbefunde mit den fiir Galegin 
erhaltenen Ergebnissen ist jedoch nicht m6glich, da 
jeweils andere Methoden und Testobjekte verwendet 
wurden und die Untersuchung der in Galega vor- 
kommenden rechtsdrehenden Form yon Peganin 
noch aussteht. Eine vergleichende toxikologische 
Prfifung yon Galegin, 4-Hydroxy-ga!egin und (+)-Pe- 
ganin ist vorgesehen. Den stark bitteren Geschmack 
yon Galegin konnten wir best~itigen ; es wird in dieser 
Hinsicht jedoch noch yore (+)-Peganin fibertroffen 
(ScHa~IBER, AURIC~ und PUFAHL 1962 , 1DUFAHL 
1962 ). Sch]iel31ich ist zu beachten, dab nach Unseren 
Erfahrungen das Galegin/4-Hydroxy-galegin-Verh~ilt- 
his in Bl~ittern der GeiBraute vedinderlich ist. Denk- 
bar wfire eine gegenseitige Umwandlung dieser Gua- 
nidine im Laufe der Vegetationsperiode, wie sie z. B. 
bei Smirnovia turkestana, ebenfalls einer Leguminose, 
ffir die dem Galegin nahe verwandten biogenen Amine 
Smirnovin und Smirnovinin bekannt ist (RjABILrI~r 
und ILJINA 1951 ). 

Zur Untersuchung yon Galega-Extrakten auf ein 
Vorkommen der genannten Inhaltsstoffe sowie zur 
Prt~fung entsprechender Reinsubstanzen verwenden 
wir seit einiger Zeit die Dfinnschichtchromatographie, 
mit der sich Galegin, 4-Hydroxy-galegin und (+)-Pe- 
ganin gut nebeneinander nachweisen lassem Diese 
Methode besitzt im Vergleich zur Papierchromato- 
graphie, die bereits friiher Iiir den Nachweis von 
Guanidinen bzw. Chinazolinalkaloiden in der GeiB- 
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raute herangezogen wurde (MAKISUMI 1952 , MOUI~GUE 
u n d  ]:)OKHAN 1954, KOLOUgEK, KUTA~EK u n d  BiLEK 
1955, MARKOVI~ und DITTERTOV,~ 1955, NOWACKI, 
PRZYBYLSKA und HURICH 1960, PUFAItL und SCHREI- 
BER 1961, SCHREIBER, AURICH und PUFAHL 1962 , 
PUFAHL 1962, REUTER ~962, SCHREIBER, PUFAHL und 
]3RXUNIGER 1963 a, THOAI und DESVAGES 1963), we- 
sentliche Vorteile, wie z.B. schnelle Entwicklung, 
hohe Nachweisempfindlichkeit, relativ geringer Ma- 
terial- und Arbeitsaufwand (STAHL 1962, RAXI~EI~ATI~ 
1962 ). Aus diesen Griinden erschien die D~inn- 
schichtchromatographie als Grundlage eines Serien- 
verfahrens zur Massenauslese von Galega o//icinalis 
besonders gut geeignet. Allgemeine und rein tech- 
nische Fragen einer Serienbestimmung sind bereits 
h~iufig behandelt worden (vgl. z.B. KI~AFT 1953, 
SEEI~OFEI~ 1957), SO dab hier nur die far den speziellen 
Fall der GeiBraute interessierenden Probleme er- 
5rtert werden sollen. 

Durchfiihrung der Diinnschichtchromatographie 

Herstellung der Platten 

I kg ,,Kiesels/iuregel (Silicagel) VEB Feinchemie 
Eisenach" wird in der Kugelmtihle mit 111 g Gips 
(CaSO~. o,5 H~O) 3 Stunden vermahlen und durch 
ein Sieb der Maschenweite o,25 mm gegeben. Vor- 
teilhaft ist die Verwendung der fertigen Mischung 
,,Kieselgel G Merck". 6 g Adsorbens und 2o ml 
Wasser werden 3 ~ Sekunden kr~iftig geschtittelt. Die 
Suspension wird auf eine saubere Glasplatte 
(13 x 25 am) gegossen und durch vorsichtiges Neigen 
der Platte gleichmfigig verteilt (ca. 18 mg Adsorbens/ 
cm2). Nach 24 Stunden Trocknen an der Luft wird 
die Platte durch 3 ~ Minuten Erhitzen auf 11o ~ akti- 
viert und bis zur Verwendung in einem geeigneten 
Beh~ilter fiber Blaugel aufb-ewahrt. 

Auftragen der Proben 

Auf der Schicht werden entlang einer Linie in 
2 cm Entfernung vom unteren Plattenrand 7 Start- 
punkte durch feine Einstiche markiert; ihr Abstand 
yore Seitenrand und untereinander betr~igt jeweils 
1~5 cm. Zur Begrenzung der SteighShe wird die 
Schicht lO cm oberhalb der Startlinie durch einen 
Querstrich unterbrochen. Nit einer Blutzucker- 
pipette (Inhalt lOO #1) mit nicht zu enger AusfluB- 
6ffnung (evtl, abschleifen) bzw. bei Serienunter- 
suchungen ohne exakte Abmessung werden 5--15 #1 
Blattprel3saft, den man mit Hilfe einer geeigneten 
Zange gewinnt (KRAI~T 1953), ohne zus~itzliche 
Trocknung auf einen Startpunkt gegeben (Durch- 
messer des Flecks max. 1 cm). Nach 2--3 Minuten 
wird mit HeiBluft getrocknet. Hierbei scheidet sich 
auf den Auftragstellen ein unl6slicher Rtickstand in 
Form schwarzer Bl~ttchen ab, die nach kurzer Zeit 
durch den Luftstrom fortgeblasen werden. Auf den 
Startpunkt 4 tr~gt man eine Vergleichsl6sung auf, 
z. t3. 5 #1 einer L6sung yon jeweils lo mg Galegin- 
sulfat, 4-Hydroxy-galegin.h.ydrochlorid und (+)-Pe- 
ganin in 5 ml 8o% igem Athanol. Diese Standard- 
substanzen lassen sich aus Galega o//icinalis isolieren 
(SCttREIBER, AuI~ICI~ und PU~'AItL 1962 , SCHREIBER, 
PU~A~IL und BRXUI~IGEI~ 1963 a, THo~I und DES- 
VAGUS 1963). 

Entwicklung 
Die Diinnschichtchromatogramme werden auf- 

steigend bei Raumtemperatur entwickelt. Als Lauf- 
mittel dient eine Mischung von n-Butanol/Aceton/ 
Wasser im Vol.-Verh~ltnis 4 : 1 : 1. Als Chromato- 
graphiegef/iBe werden Glaszylinder yon 17 cm Durch- 
messer und 28 cm HShe verwendet, die man mit einer 
Petrischale zudeckt. Sie werden innen mit Filter- 
papier ausgeschlagen und mit 18o ml Laufmittel 
beschickt. Vor Entudcklung der Chromatogramme 
wird zur besseren Kammers~ittigung mehrmals vor- 
sichtig umgeschwenkt, wobei auf eine gute Durch- 
feuchtung des Papiers zu achten ist. Jeweils 2 Flatten 
werden gleichzeitig entwickelt; Dauer etwa 2 Stunden 
far die vorgezeichnete Laufsirecke yon 10 cm. 

Nachweis 
Galegin und 4-Hydroxy-galegin werden mit Saka- 

guchi-Reagens (SAKAGUCHI 1925 a, b und 195o ), 
(+)-Peganin mit Dragendorff-Reagens nachgewiesen. 
Diese Reagenzien sind wie folgt zusammengesetzt: 

Sakaguchi-Reagens : 

L6sung I: 250 mg 8-Hydroxy-chinolin in 25 ~ ml 
Aceton, 

L6sung n :  0,5 ml Brom in 250 ml eiskalter 0, 5 n 
NaOH; in dunkler Flasche bei 4 ~ vier 
Wochen haltbar. 

Dragendorff-Reagens : 
LSsung I : 17 g basisches Wismutnitrat und 200 g 

Weins/~ure in 8o0 ml Wasser, 
LSsung II: 16o g Kaliumjodid in 400 ml Wasser. 

I und II ergeben nach Mischen und Filtrieren die 
StammlSsung. Davon werden 50 ml mit einer LS- 
sung von lOO g Weins~ure in 500 ml Wasser ge- 
mischt als Reagens verwendet. 

Die entwickelten und gut getrockneten Platten 
werden mit Sakaguchi I und nach 2--3 Ninuten 
Trocknen an der Luft mSglichst sparsam mit Saka- 
guchi II besprtiht. Galegin und 4-Hydroxy-galegin 
erscheinen als rOtliche Flecke und kOnnen markiert 
werden. Anschliegend wird nach guter Zwischen- 
trocknung mit Dragendorff-Reagens bespriiht, wo- 
durch (+)-Peganin als hell- bis dunkelroter Fleck 
sichtbar wird. Durch Vergleich mit den Flecken der 
Standardsubstanzen nach Farbintensit~t und GrSge 
k6nnen Abweichungen vom Durchschnittsgehalt grob 
quantitativ erfaBt werden. Die Rst~,a,ra-Werte, be- 
zogen auf Galegin = 1,oo (RF ca. o,45), sind 0,78 
ft~r 4-Hydroxy-galegin und 0,49 flit (+)-Peganin. 

Ergebnisse und Diskussion 

Nit Hilfe der beschriebenen dtinnschichtchromato- 
graphischen Methode lassen sich die in Galega o//i. 
c#r vorkommenden Guanidine Galegin (I) und 
4-Hydroxy-galegin (n) sowie das Chinazolinalkaloid 
(+)-Peganin (III) durch Untersuchung yon etwa 
lO#1 BlattpreBsaft schnell und sicher nachweisen. 
Die untere Nachweisgrenze fiir diese Substanzen 
liegt etwa in der Gr6Benordnung von o,1 #g (ira 
Ttipfeltest mit Reinsubstanzen). Dem Nachweis ent- 
ziehen sich auf Grund ihres mengenm~tBig sehr gerin- 
gen Vorkommens weitere ill der GeiBraute enthaltene 
Guanidine und Chinazoline (SCIIREIBER, AuRICI~I und 
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PUFAHL !962, PUFA~L 1962, REUTER 1962, THOAI 
nnd DESVAGES 1963) ; jedoch diirften diese sowie 
auch ein eventuelles Spurenvorkommen yon I, I I  
oder I I I  ftir die toxische Wirkung der Pflanze ohne 
Bedeutung sein. Nicht auszuschliel3en ist dagegen 
die M6glichkeit des Vorhandenseins toxischer Stoffe 
vStlig anderen Strukfurtyps.  

Trennung und Nachweisempfindlichkeit k6nnen 
durch im PreJ3saft enthaltene Begleitstoffe mehr oder 
weniger beeintr~ichtigt werden. Diese St6rungen 
machen sich besonders bei papierchromatographi- 
schen Untersuchungen bemerkbar. Im Gegensatz 
hierzu ist die Dtinnschichtchromatographie wesent- 
'lich weniger empfindlich. So erfolgt bereits w{ihrend 
des Auftragens der PreBsaffprobe eine Abtrennung 
der Hauptmenge unerwtinschter Begleitstoffe, die ant 
der Schichtoberfl~iche zuriickbleibt und nach Troek- 
nung leicht entfernt werden kann. Weiterhin kann 
durch Wahl eines geeigneten Laufmittels erreicht 
werden, dab die restlichen Begleitstoffe nicht im 
RF-Bereich der interessierenden Verbindungen auf- 
~treten und somit deren Nachweis nicht s t6 ren .  Bei 
Abwesenheit solcher Ballaststoffe, also bei Unter- 
suchung von Reinsubstanzen, erreicht man mit dem 
Entwicklungsgemisch n-But anol/Essigs~iure/Wasser 
(4 : 1 : 1) noch bessere Trennungen. Bei der Papier- 
chromatographie hingegen zieht die Gesamtmenge 
der Begleitstoffe in das Papier ein und wird mit- 
chromatographiert.  Die Folge ist ein Verschmieren 
des ganzen Chromatogramms, wodurch Trennung 
~nd Nachweis erschwert bzw. meist sogar unmSglich 
gemacht werden. 

Auf Grund der nnterschiedlichen chemischen 
Struktnr yon Guanidinen (I und II) und yon (+)-Pe-  
ganin (III) ist ihr gemeinsamer Nachweis mit einem 
spezifischen Reagens nicht m/Sglich. In der Li teratur  
ist die serienm~iBige Bestimmung von Galegin in 
Galega o//icinalis mit Hilfe yon Dragendorff-Reagens 
(HO~EL 1956 ) bzw. mit Jod-Kaliumjodid-Reagens 
{v. SX~G~USC~t 1942, SCHR6CK 1941 ) beschrieben 
worden. Bei diesen Verfahren hat  man jedoch ohne 
Zweifel das (+)-Peganin  erfaBt, da Galegin (und 
auch 4-Hydroxy-galegin) beiden Reagenzien gegen- 
fiber weitaus weniger empfindlich ist (ScHREIBER, 
AU~ICH und PUFAHL 1962, I~UFAHL 1962; vgl. auch 
KLEIN und SCHL6GL 1930 ). Beide Guanidine sowie 
(+)-Peganin lassen sich auf einem Chromatogramm 
sichtbar machen, wenn man zun/ichst Sakaguchi- 
Reagens und dann nach Markierung der Guanidine 
Dragendorff-Reagens anwendet. Das Nachweisver- 
fahren wt~rde sich vereinfachen, wenn als Ergebnis 
der toxikologischen Priifung lediglich eine der beiden 
basischen Stoffgruppen (Guanidine oder Chinazolin- 
alkaloide) fiir die unerwtinschten Eigenschaften der 
Geil3raute entscheidend verantwortlich w/ire, eine 
Selektionierung also nut  nach einem einzigen chemi- 
schen Merkmal durchgefiihrt werden mt~!3te. In die- 
sere Zusammenhang sei daran erinnert, dab Galega 
orientalis Lain. neben Spuren yon Guanidinen haupt-  
s/ichlich Chinazolinalkaloide enth~ilt (ScHREI~E~, 
Au~IcI~ und PIJ~AI~L ~962). 

Fiir eine Serienmethode ist neben einer schnellen 
nnd leichten Durehftihrbarkeit die M6glichkeit einer 
grob quanti tat iven Aussage zu fordern (SEEHOFER 

1957). Im vorliegenden Fall kann, wie oben be- 
schrieben, durch Vergleich mit den Standardsub- 
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stanzen eine ScMtzung der relativen Gehalte erfol- 
gen. Die Menge der aufzutragenden Bezugssubstanz 
ist dabei d e m  ieweiligen Durchschnittsgehalt des 
Untersuchungsmaterials anzupassen. Damit ist bei 
Untersuchung einer grol3en Anzahl yon Pflanzen 
eine Auslese extremer Typen m6glich; diese kSnnen 
dann mit entsprechend aufwendigeren und genaueren 
Verfahren geprtift werden (z. ]3. REUTER 1962 ). 

Fiir die wichtige Frage des Arbeitsaufwandes sei 
darauf hingewiesen, dab mit 2 Laborkr~iften bei Ein- 
satz yon nut  20 Chromatographiegef~tBen t/iglich 
etwa 700 Proben untersucht werden k6nnen. 

Eine Bemerkung scheint notwendig hinsichtlich 
der Verwendung manuell bereiteter Schichten zur 
Dtinnschichtchromatographie. Der Vorteil eines 
Standard-Streichger/ites (z. B. nach STAHL, Fa. De- 
saga, Heidelberg) liegt ant der Hand. Entgegen der 
von manchen Seiten (vgl. PATAKI und KEL~MEN 
1963) vertretenen grunds/itzlichen Ablehnung manuell 
bereiteter Adsorptionsschichten sind wit der Mei- 
nung, dab die nach obigen Angaben bereiteten Diinn- 
schichtplatten zumindest ftir den vorliegenden Zweck 
durchaus gut brauchbar sind, vor allem, wenn Ver- 
gleichssubstanzen mitchromatographiert  werden. 

Z u s a m m e n f a s s u n g  

In Auswertung eigener Arbeiten und der Li teratur  
wird der gegenw~ir~ige Stand unserer Kenntnis fiber 
Beziehungen zwischen Inhaltsstoffen und toxischer 
Wirkung der Geil3raute diskutiert. Es wird der 
dtinnschichtchromatographische Nachweis yon Gale- 
gin, 4-Hydroxy-galegin und (+)-Peganin in 5--15/~1 
BlattpreBsaft yon Galega o//ici~r beschrieben und 
auf die M6glichkeit hingewiesen, diese einfache Me- 
thodik als Grundlage ftir ein Serienverfahren zur 
Massenauslese yon Pflanzenmaterial zu verwenden. 

Frau E. STOCK danken wir fiir ihre Mithilfe bei den 
diinnschichtchromat ographischen Untersuchungen. 
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Analysis Inheritance of the Number of Kernel Rows in Maize 
By L .  DANIEL 

With 6 figures 

The p r ima ry  componen t s  of the to ta l  grain  yield 
per p l a n t  in  corn are the n u m b e r  of ears per p lan t ,  
kernel  weight,  n u m b e r  of kernel  rows a n d  n u m b e r  
of  kernels  per  row; consequen t ly  tile s t u d y  of the  
i n h e r i t a n c e  of kernel-row n u m b e r  has besides the  
theoret ica l  impor t ance  also a pract ica l  one. 

AND~I~SON (1944) emphasized:  " E a r  row n u m b e r  
:is a good example  for a q u a n t i t a t i v e  character  which 
is  easy to record exact ly  b u t  difficult  to ana lyse" .  
The compl ica ted  inher i t ance  m a y  be connec ted  wi th  

the in t r i ca t ed  evolu t ion  of the ear by  m u t a t i o n  
(WEAT~I~I~WAX, 1935), fasciat ion (WJalT~, 1948), 
in t rogress ion (MANG~LSDOI~F, 1961 ) a nd  also art i-  
ficial selection. 

EAST described as early as 191o the  segregat ion of 
the  kernel-row n u m b e r  a nd  he was the first who 
a t t e m p t e d  to expla in  t h i s  p h e n o m e n o n  on the l ine 
of Mendel ian  inher i tance ,  b u t  we have no t  a clear 
p ic ture  abou t  i t  as yet.  I n  spite of the  slight inf luence 
of the  e n v i r o n m e n t  on the  kernel- row n u m b e r  (EMER- 


