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Aus dem Institut fiir Kulturpflanzenforschung der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin,
Gatersleben/Krs. Aschersleben

Zum dunnschichtchromatographischen Nachweis von Inhaltsstoffen
der Geildraute, Galega officinalis L.

Von K. PUFAHL und K. SCHREIBER

Bereits seit lingerer Zeit wird versucht, die Geil-
raute, Galega officinalis L. (Leguminosae — Papi-
lionatae), als Futterpflanze nutzbar zu machen
(v. SENGBUSCH 1942, SCHROCK 1941, BECKER 1956,

HoreL 1956, TIBERIO 1957). Als Vorziige der Pflanze

seten in diesem Zusammenhang ihre Schnellwiichsig-
keit und Anspruchslosigkeit, der hohe Ertrag an
Griinmasse, besonders der polyploiden Form (BECKER
1956), und die gute EiweiBwertigkeit (KoLOUSEK
1953) erwihnt. Dagegen lieB sich eine der GeiBraute
oft zugeschriebene milchférdernde Wirkung auf
Grund exakter Tierversuche nicht bestitigen (LEwIs
und CarRLsoN 1g17, KOHLER 1939, MAYMONE und
REGENSBURGER 1056, ZAPPA 1g60). Den angefiihrten
Vorteilen der Pflanze steht ihre Giftigkeit gegeniiber
(BLANCHARD 1888, Moussu und DESAINT 1gay, MOR-
QUER, RivaLs und ANDRAL 1053, SELECKY 1055),
und auch der bittere Geschmack wird als Nachteil
herausgestellt (MORQUER, RIvALs und ANDRAL 1953).

Inhaltsstoffe und Toxizitit

Als Ursache der toxischen Wirkung (und auch des
bitteren Geschmacks) von Galega officinalis galt bis
vor kurzem das Galegin {TANRET 1914 a}, ein biogenes
Amin der Struktur 3-Methyl-but-2-enyl-guanidin (I)
(BARGER und WHITE 1923, SPATH und PROKOPP 1924).
Tatsichlich besitzt diese Substanz neben ihrer anti-
diabetischen Wirkung (REINWEIN 1927, MULLER und
REINWEIN 1927, SIMONNET und TANRET 1927 a und b)
auch ausgesprochen toxische Eigenschaften (TANRET
1914 b, MULLER 1925, SELECKY 1955). Von einigen
Autoren (MULLER 1925, MORQUER, RivaLs und AN-
DRAL 1053, SELECKY 1955) wurde lediglich die Mog-
lichkeit angedeutet, daB noch weitere Verbindungen
anderen Strukturtyps an der Giftwirkung der Pflanze
beteiligt sind. So blieb das Interesse der Ziichter
bis heute darauf gerichtet, die Selektion nach dem
chemischen Merkmal galeginarm bzw. -frei durch-
zyfiithren (v. SENGBUSCH 1942, SCHROCK 1941, BECKER
1956, HOREL 1956, TIBERIO 1957, BOHME 1961). Die
frither und noch heute empfohlene Verwendung der
GeiBraute als Heilpflanze griindet sich auf die anti-
diabetische Wirksamkeit von Galegin (PARTURIER
und HuGoNOT 1935, STIRNADEL 1937, PEPLAU und
SEEL 1941, ADAME¢ und OPAvaA 1959, EINHORN 1962).

Im Verlauf unserer Arbeiten iiber Inhaltsstoffe
der GeiBraute isolierten wir zunichst aus Samen ein
weiteres, bisher unbekanntes Guanidinderivat {Pu-
FAHL und SCHREIBER 1G61) und ermittelten seine
Konstitution als 4-Hydroxy-galegin (4-Hydroxy-3-
methyl-but-z-enyl-guanidin,” II) (PurasL 196z,
SCHREIBER, PUFAHL und BRAUNIGER 1963 a und b).

Diese Befunde wurden kiirzlich von anderer Seite

bestitigt (THoAT und DESvVAGEs 1963). Dariiber
hinaus konnten wir aus Kraut von Galega officinalis
auller 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[2.1-b]-
chinazolin, III) identifizieren (SCHREIBER, AURICH
und PUFAHL 1962, PUFAHL 1962; vgl. auch LINJUCEV
und BANKOVSKIJ 1959).
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Blitter der Pflanze, die als Untersuchungsobjekt
einer Massenauslese fiir ziichterische Zwecke in erster
Linie in Frage kommen, enthalten nach unseren Fest-
stellungen etwa je 0,05—0,1% 4-Hydroxy-galegin
und (+)-Peganin sowie ca. 0,1—0,25%, Galegin, be-
zogen auf Trockengewicht. So sind vermutlich neben
Galegin sowohl 4-Hydroxy-galegin als auch (+)-Pe-
ganin an der Giftwirkung der GeiBraute beteiligt.
Uber (4-)-Peganin bzw. iiber die linksdrehende Form
des Alkaloids sind einige pharmakologische Arbeiten
bekannt (Cropra und GHOSH 1925, TUTAEV und
Maxgarova 1938, AMiN und MEHTA 1959, SCHARAPOW
1959, CAMBRIDGE, JANSEN und JERMAN 1962). Ein
Vergleich der Literaturbefunde mit den fiir Galegin
erhaltenen Ergebnissen ist jedoch nicht moglich, da
jeweils andere Methoden und Testobjekte verwendet
wurden und die Untersuchung der in Galega vor-
kommenden rechtsdrehenden Form von Peganin
noch aussteht. Eine vergleichende toxikologische
Priifung von Galegin, 4-Hydroxy-galegin und (+)-Pe-
ganin ist vorgesehen. Den stark bitteren Geschmack
von Galegin konnten wir bestétigen ; es wird in dieser
Hinsicht jedoch noch vom (+)-Peganin tibertroffen
(ScHREIBER, AURICH und Puranr 162, PUFAHL
1962). SchlieBlich ist zu beachten, daB nach unserén
Erfahrungen das Galegin/4-Hydroxy-galegin-Verhalt-
nis in Blittern der GeiBraute verinderlich ist. Denk-
bar wire eine gegenseitige Umwandlung dieser Gua-
nidine im Laufe der Vegetationsperiode, wie sie z. B.
bei Smirnovia turkestana, ebenfalls einer Leguminose,
fiir die dem Galegin nahe verwandten biogenen Amine
Smirnovin und Smirnovinin bekannt ist (RJABININ
und ILfINA 1951). o

Zur Untersuchung von Galega-Extrakten auf ein
Vorkommen der genannten Inhaltsstoffe sowie zur
Priifung entsprechender Reinsubstanzen verwenden
wir seit einiger Zeit die Diinnschichtchromatographie,
mit der sich Galegin, 4-Hydroxy-galegin und (+)-Pe-
ganin gut nebeneinander nachweisen lassen. Diese
Methode besitzt im Vergleich zur Papierchromato-
graphie, die bereits frither fiir den Nachweis von
Guanidinen bzw. Chinazolinalkaloiden in der GeiB-
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raute herangezogen wurde (MARISUMI 1952, MOURGUE
und DOKHAN 1954, KoLoUSER, KuTACEK und BIiLEK
1955, Margovi¢ und DITTERTOVA 1955, NOWACKI,
PrzyBvLsKA und HURICH 1960, PUFAHL und SCHREI-
BER 1961, SCHREIBER, AURICH und PUFAHL 1962,
PurAHL 1962, REUTER 1962, SCHREIBER, PUFAHL und
BRAUNIGER 1963 a, THoAI und DESVAGES 1963), we-
sentliche Vorteile, wie z. B. schnelle Entwicklung,
hohe Nachweisempfindlichkeit, relativ geringer Ma-
terial- und Arbeitsaufwand (STAHL 1962, RANDERATH
1962). Aus diesen Griinden erschien die Dinn-
schichtchromatographie als Grundlage eines Serien-
verfahrens zur Massenauslese von Galega officinalis
besonders gut geeignet. Allgemeine und rein tech-
nische Fragen einer Serienbestimmung sind bereits
hiufig behandelt worden (vgl. z. B. KRAFT 1953,
SEEHOFER 1957}, so dab hier nur die fiir den speziellen
Fall der GeiBraute interessierenden Probleme er-
ortert werden sollen.

Durchfithrung der Diinnschichtchromatographie

Herstellung der Platten

1 kg ,,Kieselsduregel (Silicagel) VEB Feinchemie
Fisenach” wird in der Kugelmihle mit 111 g Gips
{CaSO, - 0,5 Hy0) 3 Stunden vermahlen und durch
ein Sieb der Maschenweite 0,25 mm gegeben. Vor-
teilhaft ist die Verwendung der fertigen Mischung
. Kieselgel G Merck. 6 g Adsorbens und 20 ml
Wasser werden 30 Sekunden kriftig geschiittelt. Die
Suspension wird auf eine saubere Glasplatte
(13X 25 cm) gegossen und durch vorsichtiges Neigen
der Platte gleichmaBig verteilt (ca. 18 mg Adsorbens/
cm?). Nach 24 Stunden Trocknen an der Luft wird
die Platte durch 30 Minuten Erhitzen auf 116° akti-
viert und bis zur Verwendung in einem geeigneten
Behilter tiber Blaugel anfbewahrt.

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
vom Seitenrand und untereinander betrigt jeweils
1,5 cm. Zur Begrenzung der Steighéhe wird die
Schicht 10 cm oberhalb der Startlinie durch einen
Querstrich unterbrochen. Mit einer Blutzucker-
pipette (Inhalt 100 ul) mit nicht zu enger AusfluB-
6ffnung (evtl. abschleifen) bzw. bei Serienunter-
suchungen ohne exakte Abmessung werden 5—15 ul
BlattpreBsaft, den man mit Hilfe einer geeigneten
Zange gewinnt (KRAFT 1053), ohne zusitzliche
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 unléslicher Riickstand in
Form schwarzer Bliattchen ab, die nach kurzer Zeit
durch den Luftstrom fortgeblasen werden. Auf den
Startpunkt 4 trigt man eine Vergleichslosung auf,
z. B. 5pl ciner Losung von jeweils 10 mg Galegin-
sulfat, 4-Hydroxy-galeginhydrochlorid und (+)-Pe-
ganin in 5 ml 809%igem Athanol. Diese Standard-
substanzen lassen sich aus Galega officinalis isolieren
(SCHREIBER, AURICH und PUFAHL 1962, SCHREIBER,
Puranr und BRAUNIGER 1963 a, THoAI und DEs-
VAGES 1963).
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Entwicklung

Die Dilnnschichtchromatogramme werden auf-
steigend bei Raumtemperatur entwickelt. Als Lauf-
mittel dient eine Mischung von n-Butanol/Aceton/
Wasser im Vol.-Verhiltnis 4:1:1. Als Chromato-
graphiegefife werden Glaszylinder von 147 cm Durch-
messer und 28 cm Héhe verwendet, die man mit einer
Petrischale zudeckt. Sie werden innen mit Filter-
papier ausgeschlagen und mit 180 ml Taufmittel
beschickt. Vor Entwicklung der Chromatogramme
wird zur besseren Kammersittigung mehrmals vor-
sichtig umgeschwenkt, wobei auf eine gute Durch-
fenchtung des Papiers zu achten ist. Jeweils 2 Platten
werden gleichzeitig entwickelt; Dauer etwa 2 Stunden
ftir die vorgezeichnete Laufstrecke von 10 cm.

Nachweis
- Galegin und 4-Hydroxy-galegin werden mit Saka-
guchi-Reagens (SAKAGUCHI 1925 a, b und 1950),
(+)-Peganin mit Dragendorff-Reagens nachgewiesen.
Diese Reagenzien sind wie folgt zusammengesetzt:

Sakaguchi-Reagens:

Lésung I: 250 mg 8-Hydroxy-chinolin in 250 ml
Aceton,
Lésung I1: 0,5 ml Brom in 250 ml eiskalter 0,5 n

NaOH; in dunkler Flasche bei 4° vier
Wochen haltbar.

Dragendorff-Reagens:

Loésung I: 17 g basisches Wismutnitrat und zoo g
Weinsiure in 800 ml Wasser,
Losung II: 160 g Kaliumjodid in 400 ml Wasser.

I und IT ergeben nach Mischen und Filtrieren die
Stammldsung. Davon werden 50 ml mit einer L&-
sung von 100 g Weinséure in 500 ml Wasser ge-
mischt als Reagens verwendet.

Die entwickelten und gut getrockneten Platten
werden mit Sakaguchi I und nach 2—3 Minuten
Trocknen an der Luft méglichst sparsam mit Saka-
guchi II bespritht. Galegin und 4-Hydroxy-galegin
erscheinen als rétliche Flecke und kénnen markiert
werden. AnschlieBend 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 Farbintensitit und GroBe
kénnen Abweichungen vom Durchschnittsgehalt grob
quantitativ erfafit werden. Die Rgiapgara-Werte, be-
zogen auf Galegin = 1,00 (Rg ca. 0,45), sind 0,78
fiir 4-Hydroxy-galegin und 0,49 fiir (4)-Peganin.

Ergebnisse und Diskussion

Mit Hilfe der beschriebenen dinnschichtchromato-
graphischen Methode lassen sich die in Galega offi-
cinalis vorkommenden Guanidine Galegin (I) und
4-Hydroxy-galegin (II) sowie das Chinazolinalkaloid
(+)-Peganin (III) durch Untersuchung von etwa

10 ul BlattpreBsaft schnell und sicher nachweisen.

Die untere Nachweisgrenze fiir diese Substanzen
liegt etwa in der GrdéBenordnung von 0,1 ug (im
Tiipfeltest mit Reinsubstanzen). Dem Nachweis ent-
ziehen sich auf Grund ihres mengenmiBig sehr gerin-
gen Vorkommens weitere in der Geiliraute enthaltene
Guanidine und Chinazoline (SCHREIBER, AURICH und
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PurAHL 1962, PUFAHL 1g62, REUTER 1962, THOAI
und DESVAGES 1963); jedoch diirften diese sowie
auch ein eventuelles Spurenvorkommen von I, II
oder IIT fiir die toxische Wirkung der Pflanze ohne
Bedeutung sein. Nicht auszuschlieBen ist dagegen
die Moglichkeit des Vorhandenseins toxischer Stoffe
vollig anderen Strukturtyps.

Trennung und Nachweisempfindlichkeit kénnen
durch im PreBsaft enthaltene Begleitstoffe mehr oder
weniger beeintrichtigt werden. Diese Storungen
machen sich besonders bei papierchromatographi-
schen Untersuchungen bemerkbar. Im Gegensatz
hierzu ist die Diinnschichtchromatographie wesent-
lich weniger empfindlich. So erfolgt bereits wihrend
des Auftragens der PreBsaftprobe eine Abtrennung
der Hauptmenge unerwiinschter Begleitstoffe, die auf
der Schichtoberflache zurtickbleibt und nach Trock-
nung leicht entfernt werden kann. Weiterhin kann
durch Wahl eines geeigneten Laufmittels erreicht
werden, daB die restlichen Begleitstoffe nicht im
Rp-Bereich der interessierenden Verbindungen auf-
treten und somit deren Nachweis nicht stéren. Bei
Abwesenheit solcher Ballaststoffe, also bei Unter-
suchung von Reinsubstanzen, erreicht man mit dem
Entwicklungsgemisch n-Butanol/Essigsdure/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
und Nachweis erschwert bzw. meist sogar unmoglich
gemacht werden.

Auf Grund der unterschledhchen chemischen
Struktur von Guanidinen (I und II) und von (-})-Pe-
ganin (I1I) ist ihr gemeinsamer Nachweis mit einem
spezifischen Reagens nicht moglich. In der Literatur
ist die serienmiBige Bestimmung von Galegin in
Galega officinalis mit Hilfe von Dragendorff-Reagens
{HorEL 1956) bzw. mit Jod-Kaliumjodid-Reagens
{v. SENGBUSCH 1042, SCHROCK 1941) beschrieben
worden. Bel diesen Verfahren hat man jedoch ohne
Zweifel das (-)-Peganin erfaBit, da Galegin (und
auch 4-Hydroxy- galegm) beiden Reagenzien gegen-
iiber weitaus weniger empfindlich ist (SCHREIBER,
AvuricH und Puranr 1962, PuranL 1g62; vgl. auch
KreiN und ScEHLOGL 1930). Beide Guanidine sowie
(-+)-Peganin lassen sich auf einem Chromatogramm
sichtbar machen, wenn man zunidchst Sakaguchi-
Reagens und dann nach Markierung der Guanidine
Dragendorff-Reagens anwendet. Das Nachweisver-
fahren wiirde sich vereinfachen, wenn als Ergebnis
der toxikologischen Priifung lediglich eine der beiden
basischen Stoffgruppen (Guanidine oder Chinazolin-
alkaloide) fiir die unerwiinschten Eigenschaften der
Geiflraute entscheidend verantwortlich wire, eine
Selektionierung also nur nach einem einzigen chemi-
schen Merkmal durchgefiithrt werden miiBte. In die-
sem Zusammenhang sei daran erinnert, daB Galega
orientalis Lam. neben Spuren von Guanidinen haupt-
sdchlich Chinazolinalkaloide enthdlt (SCHREIBER,
AvuriceE und PUFAHL 1962).

Fiir eine Serienmethode ist neben einer schnellen
und leichten Durchfiihrbarkeit die Méglichkeit einer
grob quantitativen Aussage zu ferdern (SEEHOFER
1957). Im vorliegenden Fall kann, wie oben be-
schrieben, durch Vergleich mit den Standardsub-
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stanzen eine Schitzung der relativen Gehalte erfol-
gen. Die Menge der aufzutragenden Bezugssubstanz
ist dabei dem. jeweiligen Durchschnittsgehalt des
Untersuchungsmaterials anzupassen. Damit ist bei
Untersuchung einer groBen Anzahl von Pflanzen
eine Auslese extremer Typen moglich; diese konnen
dann mit entsprechend aufwendigeren und genaueren
Verfahren gepriift werden (z. B. REUTER 1962).

Fiir die wichtige Frage des Arbeitsaufwandes sei
darauf hingewiesen, daB mit 2 Laborkriften bel Ein-
satz von nur 20 ChromatographiegefiBen tédglich
etwa 700 Proben untersucht werden kénnen.

Eine Bemerkung scheint notwendig hinsichtlich
der Verwendung manuell bereiteter Schichten zur
Diinnschichtchromatographie. Der Vorteil eines
Standard-Streichgerites (z. B. nach StaHL, Fa. De-
saga, Heidelberg) liegt auf der Hand. Entgegen der
von manchen Seiten (vgl. PATARI und KELEMEN
1963) vertretenen grundsitzlichen Ablehnung manuell
bereiteter Adsorptionsschichten sind wir der Mei-
nung, daf} die nach obigen Angaben bereiteten Diinn-
schichtplatten zumindest fiir den vorliegenden Zweck
durchaus gut brauchbar sind, vor allem, wenn Ver-
gleichssubstanzen mitchromatographiert werden.

Zusammenfassung

In Auswertung eigener Arbeiten und der Literatur
wird der gegenwirtige Stand unserer Keunntnis fiber
Beziehungen zwischen Inhaltsstoffen und toxischer
Wirkung der Geifiraute diskutiert. Es wird der
diinnschichtchromatographische Nachweis von Gale-
gin, 4-Hydroxy-galegin und (-}-)-Peganin in 5—15 ul
BlattpreBsaft von Galega officinalis beschrieben und
auf die Moglichkeit hingewiesen, diese einfache Me-
thodik als Grundlage fiir ein Serienverfahren zur
Massenauslese von Pflanzenmaterial zu verwenden.

Frau E. Stock danken wir fiir ihre Mithilfe bei den
diinnschichtchromatographischen Untersuchungen.
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Analysis of Inheritance of the Number of Kernel Rows in Maize
' By L. DANIEL

With 6 figures

The primary components of the total grain yield
per plant in corn are the number of ears per plant,
kernel weight, number of kernel rows and number
of kernels per row; consequently the study of the
inheritance of kernel-row number has besides the
theoretical importance also a practical one.

- ANDERSON (1044) emphasized: “Ear row number
is a good example for a quantitative character which
is  easy to record exactly but difficult to analyse™.
The complicated inheritance may be connected with

the intricated evolution of the ear by mutation
(WEATHERWAX, 1935), fasciation (WHITE, 1948),
introgression (MANGELSDORF, 1961) and also arti-
ficial selection.

East described as early as 1910 the segregation of
the kernel-row number and he was the first who
attempted to explain this phenomenon on the line
of Mendelian inheritance, but we have not a clear
picture about it as yet. In spite of the slight influence
of the environment on the kernel-row number (EMER-



