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is difficult to reproduce bands clearly on a
photograph even though these can be seen
unmistakably in the original gels.

The first G-100 group does not resolve
at all in paper electrophoresis but forms
a broad diffuse zone around the starting
line. This is probably due to the low ionic
strength of the buffer in the electrophoresis.
In disc electrophoresis this group indicates
two components of low mobility. Large
amounts of the globulins remain at the
start, probably because these molecules are
too large to migrate into the gel, and the
ionic strength in the gel is too low, in
spite of the relatively high pH, to keep
them in solution.

The other groups separate much better
in electrophoresis than the first one. Taking
into account the overlappings and mobili-
ties of the different groups and fractions,
it can be considered that the above men-
tioned 10 Sephadex groups of different
molecular sizes include in all at least 8
paper electrophoretic fractions and 25 frac-
tions separable by disc electrophoresis. The
real number of components obtainable
with this method lies somewhere between
22 and 43. Disc electrophoretic analyses,
however, do not include those globulins
which have their iso-electric points above
pH 9.0.

A comparison of the Sephadex groups
with the fractions obtained by Quensel and
Djurtoft will be made.
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Diinnschicht-chromatographische
Bestimmung der Askorbinsdure

in Kartoffelknollen
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Herrn Professor Dr. Hans von Euler zum
90. Geburtstag gewidmet

n der Literatur finden sich divergierende

Angaben iiber den Einfluss ionisierender
Strahlung auf den Askorbinsduregehalt in
Kartoffelknollen. Einige Forscher, z.B..,?
fanden bei Bestrahlung mit 10 000 rad oder
mehr eine Verminderung der Askorbinséure-
konzentration. Schwimmer und Mitarbei-
tern ® haben jedoch eine Stunde nach der
Bestrahlung eine Erhéhung im Askorbin-
sduregehalt von Kartoffelknollen gefunden.

Die Bestimmung von Askorbinsédure in
biologischem Material ist schwierig. Die
meisten Untersuchungen bedienen sich der
Reduktion von 2,6-Dichlorphenol-indo-
phenol. Die unspezifische Reduktion, durch
reduzierende Zucker, Sulfhydrylverbin-
dungen etec., muss erst eliminiert werden;
das pH muss genau bestimmt sein, in
ungepufferten Losungen kann Askorbin-
sdure zerstort werden; Puffersubstanzen
koénnen jedoch die Geschwindigkeit beein-
flussen mit der die Farbintensitdt des 2,6-
Dichlorphenol-indophenol abklingt 4°. Um
solche Fehlerquellen zu vermeiden muss
man sich also eine Eichkurve bekannter
Askorbinsdurekonzentrationen unter genau
denselben Verhéltnissen wie sie in der
Probe vorhanden sind, herstellen.

Die vorliegende Arbeit ist ein Versuch die
Diskrepanz der Ergebnisse verschiedener
Forscher beziiglich des Askorbinsdurege-
haltes in gamma-bestrahlten Kartoffeln
aufzukldren. Wir haben deshalb Parallel-
bestimmungen der Askorbinsfiure mit zwei
verschiedenen Methoden ausgefiihrt: 1)
durch spektrophotometrische Bestimmung
der Reduktion von 2,6-Dichlorphenol-indo-
phenol (Modifikation der Methode nach
Ponting %7) vgl. Sereno und Mitarbeitern #;
2) mit Diinnschicht-Chromatographie.

Die Vorteile der Diinnschicht-Chromato-
graphie brauchen kaum genannt zu werden.
Die Methode ist schnell, weshalb eine
Oxydation der Askorbinsdure vermieden
wird. Die Askorbinsiure kann noch in
Mengen von 0,2 pg bestimmt werden.
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Durch passende Auswahl von Lésungs-
mitteln und Nachweisfliissigkeiten kénnen
storende Faktoren des Pflanzenmateriales
eliminiert werden. Ponting ¢ ist der An-
sicht, dass nur Metaphosphorsdure und
Oxalséure zur Extraktion der Askorbin-
sdure aus Pflanzenmaterial geeignet sind,
alle anderen Extraktionsmittel geben Ver-
luste. Oxalséure hat im Vergleich mit Meta-
phosphorséure gewisse Vorteile: die Losung
ist stabil, Oxalsiure ist billiger und man
erhéilt beim Gefriertrocknen gut pulverisier-
te Substanzen, wihrend die entsprechenden
Metaphosphorsidure-Extrakte schwierig zu
bearbeitende und ausser dem hygrosko-
pische Substanzen geben.

Experimenteller Teil. Es wurden fiir diese
Versuche Kartoffeln der Sorte King Edward
verwendet. Die Gammabestrahlung wurde teils
mit einer Dosenintensitdt von 1400 rad/Std.
(vgl. Schwimmer3) gegeben, teils mit einer
Intensitéit von 128 rad/Sek. Im ersten Fall war
die Strahlungsquelle ein Cs-Priparat von 1000
curie ¥Cs. Im letzteren Fall wurde die Be-
strahlung in einer Hot-Pot-Zelle (2500 curie
8Co) ausgefiihrt. Die Kartoffeln wurden 1, 2
bzw. 3 Monate nach der Ernte bestrahlt. In der
Zwischenzeit wurden die Knollen bei einer
Temperatur von + 5°C— + 6°C aufbewahrt.
Die Askorbinséurebestimmungen wurden in
simtlichen Féllen eine Stunde nach beendeter
Bestrahlung ausgefiihrt.

Bereitung der Extrakte. 0,6 %, bzw. 19,
Oxalsdure wurde als Extraktionsmittel ver-
wendet. Die Kartoffeln wurden im Turmix-
Apparat unter Zusatz von Oxalsidurelosung bei
gleichzeitiger Zufuhr von Kohlendioxid zer-
kleinert. Die Suspension wurde zentrifugiert
und filtriert und das Filtrat anschliessend ge-
friertrocknet. Die getrockneten Proben wurden
quantitativ mit Methanol in Messkdlbchen
iibergefiihrt. Ein Aliquot dieser Proben wurde
im Vakuum eingedampft und danach zur diinn-
schicht-chromatographischen Bestimmung ver-
wendet. Die Parallelbestimmungen (spektro-
photometrische Messung der Reduktion von
2,6-Dichlorphenol-indophenol) wurden in einer
Losung die zu gleichen Teilen aus 0,5 %, Oxal-
siure und Methanol besteht, ausgefiihrt. Wir
versuchten dieselben Messungen auch in unge-
pufferte 0,5 9, Oxalsiure ohne Methanol aus-
zufithren (vgl3), konnten aber dabei keine
stabilen Askorbinsdurewerte erhalten.

Aufbringen der Trennschicht auf die Trdger-
scheibe. 30 g Kieselgel G ”Merck” wurden 30
Sek lang mit 40 ml Wasser ausgeriihrt, wonach
noch 20 ml Wasser unter stédndigen Riihren
zugefiigt wurden. Die homogene Masse wurde
schnell in den Diinnschicht-Streicher (”De-
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saga’”, Heidelberg) mit einer eingestellte
Schichtdicke von 0,25 mm iibergefithrt und die
Masse auf 5 Scheiben von 200 X 200 mm ausge-
strichen. Dies nahm anderthalb Minuten in
Anspruch. Die Trennschichten wurden danach
5 Min bei Zimmertemperatur und dann eine
halbe Stunde im Wirmeschrank bei 110°C ge-
trocknet. Nach halbstiindigem aufbewahren bei
Zimmertemperatur waren die Scheiben fertig
zur Anwendung.

Applizierung von Probesubstanzen. Die Pro-
belésungen wurden mit der Mikropipette (der
Standardausriistung) in Mengen von 1 ul aufge-
bracht. Die Entfernung zwischen den einzelnen
Flecken war 10 mm und vom Rande der
Scheibe 35 mm. 3 Min nach dem die letzte
Probe aufgebracht war wurde die Diinnschicht-
Scheibe in die Chromatographierungsfliissigkeit
getaucht.

Vergleichslosung. 10 mg L-Askorbinséure/10
ml Methanol (Standardlosung). Gleich vor der
Applizierung wurde die Standardlésung mit
Methanol verdiinnt. Folgende Askorbinsédure-
konzentrationen kamen zur Anwendung: 1
uglul, 0,8 uglul, 0,6 pg/pl, 0,4 ugjul, 0,2 ug/ul,
0,1 ug/ul. Um dieselbe Fleckengrosse zu erhal-
ten wurde immer nur 1 ul appliziert.

Chromatographierungsflissigkeit. 2 g Oxal-
sédure in 20 ml Methanol gelost : 60 ml Chloro-
form und Spuren von Kaliumecyanid.

Chromatographierungszeit. In 35 Min war die
Losungsfront 9—10 em gewandert. Die Diinn-
schicht-Scheibe wurde danach 2 Min bei Zim-
mertemperatur getrocknet; das Chloroform
war dabei zum grossten Teil verdiinstet. Auf die
noch nicht methanolfreie Schicht wurde
Spriihflissigkeit aufgespriiht.

Entwickler. Als Entwickler (Spriithfliissigkeit)
wurde Phosphomolybdénsiure (5 g/100 ml
96 9, Ethanol) verwendet. 2 Min nach Besprii-
hung wurden die Askorbinsdureflecken bei
Zimmertemperatur auf den Scheiben als blaue
Flecken auf schwachgelbem Hintergrund sicht-
bar. Ubrige reduzierende Substanzen, SH-
Gruppen und dergleichen traten erst nach 2 Std.
hervor. Letztere Substanzen konnten schnell
durch Erwirmen der Scheibe auf 110°C
withrend 15 Min sichtbar gemacht werden. Bei
Aufbewahrung im Dunkeln sind die Chromato-
gramme mindestens einen Monat haltbar.

Bestimmung der Askorbinsdure in Kartoffel-
extrakten. Die semiquantitative Bestimmung
der Askorbinséure in Kartoffelextrakten wurde
mittels eine Vergleichsmethode ausgefithrt.
Die geringste sichtbare Menge von Askorbin-
siure war bei diesem Verfahren 0,2 ug.

Die Vorteile dieser Methode waren: 1) keine
Vorreinigung der Kartoffelextrakte; 2) kurze
Chromatographierungszeit (35 Min) und Trock-
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Abb. 1. Diinnschicht-Chromatogram von reiner Askorbinsdure (links) und von Kartoffeln mit

zugesetzter Askorbinsiéure, 10 xg/100 g Kartoffeln (rechts). Entwickler: Phosphomolybdénséure.

a: die Flecken treten erst nach 25 Std. bei 20°C hervor; b: visuell identische Konzentration,
0,2 pg Askorbinsdure.

nungszeit der Scheibe (2 Min) und damit Ver-
minderung der Oxydationsgefahr; 3) Stabilitit
der entwickelten Flecken, weshalb man meh-
rere vershiedene Chromatogramme auch noch
nach ldangerer Zeit vergleichen kann.

Spektrophotometrie. 2,6-Dichlorphenol-indo-
phenol (Tillmans Reagenz) 0,0025 M Lésung in
Ethanol. 0,1 ml von diesem Reagenz entspre-
chen 10-% Mol Askorbinsiure. Probelésungen in
0,5 9, Oxalséure : Methanol: 1:1.

Eichkurven wurden durch Messung bekann-
ter Mengen Askorbinséure in derselben Losung
erhalten. 0,2 ml Tillmans Reagenz wurden in
eine Beckman-Kuvette (10 mm Schichtdicke)
einpipettiert, die Kuvette in Messposition ge-
bracht und danach 3 ml Probelésung aus einer

Pipette mit abgebrochener Spitze innerhalb
von 2 Sek unter Umriihren zugefiihrt. Die
Abnahme der Farbe des Tillmans-Reagenzes
wurde wihrend 60 Sek verfolgt. Dieselbe Mes-
sung wurde nach 30 Min Einwirkung von
Formaldehyd * wiederholt.

Ergebnisse. Die Ergebnisse sind nur als
vorldgufig zu betrachten. Abb. 1 zeigt ver-
schiedene Mengen L-Askorbinsiure auf
einer Dunnschicht-Scheibe chromatogra-
phiert; Entwickler: Phosphomolybdénséu-
re. Bei der Analyse von Kartoffelextrakten
erhielten wir mit der spektrophotometri-
schen Methode niedrigere Askorbinséure-
werte als mit der Dunnschichtmethode.
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Abb. 2. Askorbinsiiure wird nur mit Phosphomolybdénsiure sichtbar. Entwicklern: I Phos-
phomolybdinsiiure, II Anilinphthalat, III Ninhydrin. B: bestrahlte Kartoffeln; K: unbestrahlte
Kartoffeln.
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Abb. 3. Vergleich zwischen bestrahlten und unbestrahlten Kartoffeln. B: bestrahite Kartoffeln

A: Askorbinsiiure;

Ausserdem zeigte die spektrophotometri-
sche Methode eine grossere Variationsbrei-
te. Bei der Diinnschichtmethode werden die
Storungen durch andere reduzierende Sub-
stanzen dadurch eliminiert, dass die Chro-
matographierungsflissigkeit die Askorbin-
séiure gut von diesen trennt (Abb. 2). Da
unsere  diinnschicht-chromatographische
Methode semiquantitativ ist, kénnen wir
bisher nur bestrahlte mit unbestrahlten
Kartoffeln vergleichen (Abb. 3).

Bei der untersuchten Kartoffelsorte ha-
ben wir bei Gammabestrahlung mit 14 000
rad keine Erhohung der freien Askorbin-
sdure 1 Std. nach der Bestrahlung gefun-
den. Wurden die Kartoffeln mit der niedri-
geren Dosenintensitdt (1400 rad/Std.) be-
strahlt (vgl. Schwimmer 3), so fanden wir
sogar eine um 10 9, niedrigeren Askorbin-
sduregehalt 1 Std. nach beendigter Bestrah-
lung als in entsprechenden unbestrahlten
Kartoffeln.

Diskussion. Die vorliegende Unter-
suchung zeigt, dass es moglich ist mittels
Dinnschicht-Chromatographie Askorbin-
sdure in biologischem Material (in Kar-
toffelknollen zumindest) von den die Askor-
binséurebestimmung stérenden anderen
Substanzen zu trennen. Damit ist die
diinnschicht-chromatographische Bestim-
mung der Askorbinsdure der mit anderen
Methoden iiberlegen. Dass bei der Bestim-
mung von Askorbinsdure in Pflanzenmate-
rial grosste Vorsicht geboten ist wenn man
sich der 2,6-Dichlorphenol-indophenol-Me-
thode bedient, ist bereits von Lugg * her-
vorgehoben worden.

Die von uns gefundenen Diskrepanzen
gegeniiber den Resultaten anderer ® konn-

K: unbestrahlte Kartoffeln.

ten sich einmal dadurch erklédren lassen
dass verschiedene Kartoffelsorten chemisch
und physiologisch unterschiedlich auf Be-
strahlung reagieren; zum anderen konnte
gezeigt werden %!°, dass Bestrahlung den
Gehalt an reduzierenden Substanzen in
Kartoffeln erhoht, was zu fehlerhaften
Resultaten mit der spektrophotometrischen
Methode fithren kann. Dies ist besonders
der Fall, wenn man die unspezifische Re-
duktion nicht mittels z.B. Formaldehyd
eliminiert.

Es muss jedoch hervorgehoben werden,
dass die diinnschicht-chromatographische
Methode bisher nur semiquantitative Re-
sultate liefert; ferner konnen wir nicht mit
Sicherheit sagen, weshalb die oben zitierten
Forscher kurz nach der Bestrahlung erhoh-
te Askorbinsdurewerte fanden. Fernerhin
haben wir noch keine Bestimmungen der
Dehydroaskorbinsdure ausgefithrt. Diese
Probleme hoffen wir in naher Zukunft 16sen
zu koénnen.

Die vorliegende Untersuchung wurde mit
Unterstiitzung von Fonden for framjande av
forsknings- och forsoksverksamheten pd jord-
brukets omrdde durchgefiihrt.
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Adducts of Nickel(II) Diethyldi-
thiophosphate with Secondary Ami-
nes and Heterocyclic Diimines
CHR. KLIXBULL J @RGENSEN,

Cyanamid European Research Institute,
Cologny (Geneva), Switzerland

he low-spin purple compound Ni dtp, =
T= Ni(S,P(OC,;H;);), forms an addition
compound with two molecules of pyridine.
The resultant high-spin pale green Ni
dtp,py,; was first prepared by W. Conrad
Fernelius 1. Mixed dtp~ complexes contain-
ing other ligands on the residual places are
not well known though ethanol solvates of
Co dtp; have been detected 2. Portions of
0.01 M Ni dtp, solutions in 1,2-dichloro-
ethane were mixed with various amines
in the same solvent. Incidentally, these
amines form weak charge-transfer com-
plexes with the solvent ®. In the case of
aniline, diphenylamine and acetonitrile,
the purple colour was not much changed,
whereas ethanolamine, diethanolamine, tri-
ethanolamine, ethylenediamine, trimethyl-
enediamine and gaseous ammonia produced
very pale blue-greenish colours. In the case
of the diamines and NH,;, these colours
soon turned pale violet, as characteristic of
the high-spin complexes, and precipitates
of decomposition products occurred after a
few hours.

However, most secondary amines gave
very strong yellow or orange colours. A
characteristic example is di(butyl)amine
which is a quite mediocre ligand, as are
most other secondary amines, in aqueous

Acta Chem. Scand. 17 (1963) No. 2

533

and alcoholic solution for metallic cations.
A solution 0.5 M (C,H,),NH forms nearly
quantitatively the yellow complex with the
spectrum given in Table 1. If only 0.1 M
(C.H,),NH is present at 25°C, about equal
amounts of the yellow adduct and of Ni
dtp, ocecur, 7.e. the formation constant is
roughly 10 litre/mole. When the yellow
solutions at higher amine concentration are
heated, they turn reversibly purplish grey,
showing that the complex is formed under
evolution of heat. The occurrence of purple-
yellow colour shifts in nickel(II) complexes
usually correspond to high-spin — low-spin
equilibria %®. Yet this is hardly the case
here since already the purple, original
compound is low-spin. The writer believes
that the yellow adduct has a distorted 5-co-
ordination comparable to that of mixed
nickel(II) arsine-halides %’. The high in-
tensities, compared to the low intensity of
bands ! of Ni dtp,py, is a strong argument
against any approximately regular octa-
hedral coordination. The absence of any
absorption band in the region between 8000
and 13 000 em™ further on indicates low-
spin behaviour.

As seen of Table 1, di(isobutyl) amine
shows nearly the same behaviour as di(bu-
tyl)amine though the yellow colour is
slightly less intense. Diethylamine and
di(cyclo-hexyl)amine show yellow-brown
colours changing to bright yellow with a
great excess of amine. Piperidine,
(CH,),NH, slowly decomposes the com-
plex, forming first a lemon-yellow colour
and then nearly colourless crystals. It is
seen of Table 1 that this decomposition is
slower in more dilute piperidine, and that
the yellow adduct must have a remarkably
high formation constant (above 200) since
it persists at very low concentrations of
free amine. In the brownish violet mixtures
with unreacted Ni dtp,, the bands at 685
mu (e = 75) and 523 myu (¢ = 91) influences
the position of the maxima of the actual
mixture, and the half-widths increase.
Di(benzyl)amine does not form the yellow
adduct as readily as the aliphatic secondary
amines. Tertiary amines at 1 molar con-
centration only seem to give some 20 9, of
the yellow form. This should not be due to
impurities of secondary amines since all
the amines and diimines used here are
Fluka puriss.

There was not found any sign of interac-
tion between Ni dtp, and bromide ions
deriving from N(C,H,),+Br- such as would
have been expected of a square-pyramidic
NiS,Br chromophore 2. Krebs, Weber



