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SUMMARY, 

Quarttitative est@vz@o?~ of am<no acids, sugars and some $a& grozqth sdxtqces, 

‘. 

For the quantitative estimation of ‘amino acids, sugars und: some indolegluco- 
sinolates..(glucobrassicin andneoglucobrassicin) .in plant material; rnodined analytical 
procedures have been developed, ,wlhich are .based on ,chromatographic resolution of 
thesubstances to, be,, estimated. and s&+rophotometric determination of these. sub- 
stances in the eluates from,.the,,paper chromatograms. Amino acids were detern1ine.d. ,’ 
by spkctrophotometric estimation of the relatively stable cadmium complexes of 
their, reaction products with ninhydrin., For the. determination. of sugars (mono- and 
oligosaccharides) ,a modified.anthro,ne re,agent was used. i 

, : For the quantitative estimation of .glucobrassicin and neoglucobrassicin ii& 

reaction of these substances with p-dimethylaminobenzaldehyde in acid solution 
whichleads to a fluorescent product, was used with success. 

“, .- ‘,. ‘, ,I 
.’ 

Mit der Bestimmung der freien und gebundenen Aminos%uren in biologischem 
Material hat sic11 schon eine Reihe von Autoren befasst. Die ausgearbeiteten Methoden 
haben aber verschiedene grdssere oder kleinere Nachteile und entsprechen sehr 
haufig, besonders bei der Arbeit mit pflanzlichem Material, nicht den an sie gestellten 
Anforderungen. Aus diesem Grunde entwickelten wir eine einfache und zugleich hin- 
reichend genaue Methode zur Bestimmung von Arninosauren in biologischem und 
insbesondere~pflanzlichem Material. Wir gingen von dem Befund aus, dass die Reaktion 
der,Aniin.os$rren n~it Ninhydrin nicht stochiometrisch verkiuft und dass die farbigen 
Reaktionsprodukte unbestgndig sind. Unser Verfahrenl beruht darauf, dass der 
Extraktoder das Hydrolysat des biologischen Materials mit Hilfe, der ein- oder zwei- 
dimensionalen Papierchromatographie je nach Menge und Anzahl ,der Aminos&uren 
auf den Gehalt. an Aminos%ure,n untersucht .wird. Eindimensionale Trennung, der 
Aminosauren~ wird, mittels des mehrfachen Entwickelns in dem Lijsungsniittelsystem 
rt-13utyl.alkol~ol-7Ess++u-e-Wasser (10 : I :3) durchgeftihrt. ,Bei der zweidimensionalen 
Technik wird in der: I. :Richtung in der L&ungsmittelmischung Phenol-Athylalkohol- 
Chloroform. (2 :~,:r) mit,Zugabe.von. o. I,% 8-qxychinolin i,n ei,ner ,Atmosph&re von”3 O/ 
Ammoniak, entwickelt und dann.,in, der II. Richtung zwei,mal in.cler ‘Mischung, ‘ft-Butyl- 
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alkohol-Essigs%rr+Wasser (IO :I :3) .!eiltwickelt; ‘Der Nachweis der ,Aminosaure’n. auf 
dem Chromatogramm ,erfolgt r-nit einer ‘0.2 %igen IX&n g von Ninhydrin in:Azeton’bei 
Go”, wahrend ‘der ,Dauer von zo.Min. Dann wird der en’tstandene:Farbstoff getileinsam 
mit den u berresten!:derj durch die’,Reaktion nicht erfassten :Ainino&uren< mehimals 
mit Metl~ylall~ol~~ol ausgdwasclien. : Die Eluate ‘werden, dann ,einer weiteren, Reaktidn 
mit 2.5 o/o Nii~hydrin in Metl~ylalkohol ‘bei 65” walirend, der’ Dauer von 26 bis io ,Min .’ 
(je nach der Art der~AA;nlinos~iu~en),‘i~terwdrfen., Das violette Reaktionsprodukt~ wird 
dann ,, .mit Cadmiumazetat in orangerote ’ Komplese $ibergefiihrt; Diese’ Komplex- 
verbindungen sind: mindestens‘72’ Std., stabil. Die :so gefarbten ‘Lijsungen verdiinnen 
wir eventuell mit ~Methylalkohol ,und messen die Extinktidn bei 5oo ni-n’.‘~Wir verfolgten 
die ,Eichkurven van, ,22 Aminosauren im” Konientiati&sbereich~von 25 bis ‘sod pg. 
In. allen Fallen wurde eine lineare ~Abh%igigkeit:der Extinktion’von ‘der analysierten 
Menget ,gefunden’; :Die Genauigkeit der Bestimniung ‘liegt”.bei die&r Methode in’ der 
Regel im.Berei& vons’&4*bis i;%*‘.” : “.:I ! ;;, : ,:,‘I ,. ., ,I,‘. ‘,‘, j,‘)’ 

’ Auf Grund’ der ,Verfolgung des ‘chromatographischen’ Verhaltdns von ,300 Farb- 
stoffen .in de~~~~L~sungsn~ittelsyste~~~~~-B~tylall~bl~~l-Essigs~ure~WaSser (IO : I :3): fan- 
-den wir’ die Farbjndikatoren der, Lage der tmeisten’ :Amiriosauren auf*!den ChromatoA. 
grammen, dieainsdiesem Losiingsmittelsystem entwickelt wurdin.:Die~Vdffolgung~der 
Trennung .‘des ~%arbstoffgeniisches;~ in’ dem’ jeder’;Farbstoff ,durch’sein chromatogra- 
phisches Verhalten eine bestimmte Aminosaure simuliert, ermijglicht, gleichzeitig:den 
Verlauf der’~ Aminos5urentrennung : in : der Probe zu ‘bebbachten; (die parallel .&if dem 
gleichen Chromatogranim ,+aufgetragen wurde; ‘und :zwar’ bei .ider’ Anwendung : -der 
Technik ‘:des :( mehrfachen:: eindimensionalen ’ ,Entwickelns. ‘Als :,~hgeindikalto~e~~:‘d~r: 
Aminostiur&-r ,auf dem ~ein~diniensionalen;+nit ‘dem’oben~ *angeftihrten ‘ Liisungsmittel~ 
gemisch’ entwickelten ~Chromatogramm~, eignen sich ri’achstehende.~ ,,Farbstoffe, ‘I (be- 
ziehungstieise’ihre;Bestandteile)’: ,Orthocyanin 6 .G (Cysteins%.rre); ,Tliiazinrot (Lysinj , 
Anthracyaninviolett3’B (~Histicliri),;Dunkelgrtin~G (Arginin);!Karnloisin& (GlutaminA 
saure: und: Oxyprdlin) , ‘Anthdsinviolett ‘BBM :(Threonin), ,NerolfVL (Alanin);; :Nerol B 
(Prolin) ,. :Tliionin (Tyrosin und y-Aminobut tersaure) ; ZPhenolrot i (Phenylalanin);; He- 
lianthin ~(Isoleucin)~,.~Tropeolin’ 00: oder Acridingelb ,R (Leucin)/ I: ’ : ” : 1 c- . 

,: Zur Bestimmung derZuckerim.biologischen, insbesondere~pflanzlichenMateria1 
wurde :eine.. abgeanderte~ kolorimetrische Anthronmethode: angewandt2;. Die ’ Zucker 
(Mono- sowie Oligosaccharide) im analysierten Extrakt werden papierchromatogra- 
phisch eindimensional in dern Lasungsmittelgemisch st-Butylalkohol-Essigs%rre- 
Wasser (IO :I ~3) mittels mehrfacher Ent,wicklung (his, zu ftinfmal) getrennt. ,Die ent- 
sprechenden Flachen des chromatographischen Papiers, ,die’ die’ ein~elneii Zucker’ 
‘enthalten, werden ohne Detektion ausgeschnitten, in kleine Stiickchen zerschnitten 
und schliesslich mit destilliertem Wasser dreimal unter standigem., Schtitteln eluiert. 
Zum ‘alijuoten ,Teilt-des Eluats (h~chstens~‘3~~ml von IO .mll ?les~ Gesamteluats) :::wird 
0;s. ml einer 2,0/‘& Anthron~Lijsung: iml Atliyla&etat iugeffigt und’dann unter stan’digem~ 
Durchschtitteln’ mit konzentrierter.ScliwefelsZure ,iu I: I: %nl aufgefullt. ‘iDie :;Reaktion. 
der Zucker mit dem) Anthronreagkns~verl~uft~ demgemass $nMilieu :von: etwa’ 56 y0 
Schwefelsjitire ; sum Reaktionsverlauf gentigt die’: Warn&~ .‘die $sich b&n Vernlischen 
der ‘konzenfx5erter Schwefelsaure mit ‘der ’ w~sserig~n;‘Zdc~erl~suiig;’ entwickclt; IDie’ 
nijtige’:Reaktionszeit zur lrlaxinlalen!E~twickiuri~,dcs’~lineiiq~aktionsproduktes;der: 
Zucker mit ,Anthron betraigt 30 Min. Die Verfirbung~ist (bei~62o~nm) ;ungefihr~r>Std. 
nach. Beginn ( ‘der Reaktion best&dig.” Nach l~nge~~i.:.Z~it,!~ers~l~w~cht ‘sich: die Ver- 
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farbung nur alln~ahlicl~. Der mittlere relative Fehler der Bestimmung lie@ im Bereich 
von j= 3 bis ,8$&. . . ,‘, ,,,‘, . , > ,,.. :,. 

.%ur: Bestimmung,der wachstumsaktiven.I’nd&l&osinolate Gl&ob&ssicin und 
. . 

,I ,’ 

Neoglukobrassicin haben wir,. ,erfolgreich,, eine van uns modifizierte fluorimetrische 
Methode~‘nach KUTACEIC und Mitarb,citer. benutzt s. Glukobrassicin . und :,Neogluko- 
brassicin ‘wur$en aus den Versuchspflanzen, s.B. Raps; mit J siedendem Methylalkohol 
zweimal wiederholt ,extrahiert, die vereinigten,E:xtrakte im ,Vakuum ,im Wasserbad 
eingedampft und der: ,Ri$kstand ,mit Methylalkohol auf 5 ,rnl atxfgefiillt. IOO ,cll. des 
konzentrierten Extrakts wurden, auf, das chroniatographische .Papier Whatman Nr.,, I 
aufgestrichen und .dann im Ldsu,rigsmittelsystem ~-l3utylall~ol~o1-Essigs~ure-Wasser 
(IO :I :3) 48 Std. lang entwickelt: Auf.den: beiden ,Seiten des Chromatogramms wurden 
Streifen ; nlit den Markierproben ,abgeschnitten und .n$t, dem PRocs&KAReagenz 
(Formaldehyd+Salzs~ure-Wasser, .I :1,:2) die Lage ,der,. beiden .getrennten Indolglu- 
kosinolate sichtbar gemacht. Auf dem Rest des Chromatogramms wurden die Flachen 
mit den erwalmten S.toffen ohne. Nachweis~~ausgeschnitten ‘und in :kleine ,:Viertel zer- 
schnitten. In ,Reagenzglasern wurden dann. ,Glukobrassicin sowie Neoglukobrassicin 
zweimal wiederholt j e. 30 Min. mit heissem. ,.Wasser ausgewaschen und das: Eluat auf 
IO ml;mitWasser. aufgeft.illt.~,.~Im~.Eluat ,,wurden; dann beide Indolderivate -nach.:der 
Reaktion mit $-Dimethylaminobenzaldehyd~~ ini saueren, l$lieu.. flucrimetrisch :,be- 
stimmt .,,.,,. :‘::, .,I, ” ,, .> ,,., ,.:, :;,, .,, ‘.,:,‘., .::’ ;,- ‘I’. :,-.:.,.. ..,..: ::,, 

,:: .;, ,, Zu 3 ml .des’Eluats wurden 2 nil einer I y. ~~Dimethylaminobenzaldehyd-L&ung 
in ,konzentrierter Salzsaure. zugeftigt und mit destilliertem Wasser auf 8: ml :gebrach t; 
Dann,. wurden, ,die:, .Reagenzglaser mit, den *Pro,ben :im :siedendenWasserbad x2. Min; 
lang erwarmt. : ‘Schliesslich,, .wurden, ;die Reagenzgkisec .in: kaltem Wasser ,abgekiihlt 
und die Fluoreszenq nach 15 ~in.,~litichstens, abet, binnen einer Stunde.mit .Nilfe eines 
I_TilgerT.Watts Fluorimeters. I ge’messen (Eintrittsfiltec,. Woods OX, ,I: mit’::,:hijchster 
DurchlQsigkeit~bei 325 m-n, ,4ustrit$$lter~ I<odak:R 558/6 mit hbchster:Durchlassigkeit 
bei 4oo.,nm)., Der Gehalt anbeiden:Stoffen w&de dannvon .der EichkurveIfiir :Glyko- 
brassicin abgelesen; Im Bereich von o bis 25 'pg. ist. die ;Abh&gigkeit. der :,Flupreszen+ 
von der Menge des Glukobrassicins, .linear. Der Neoglukobrassicin-Gehalt w,urde. ,in 
Glr.lkobrassicin-Einheiten ,angegeben,.,, Die Streuung der‘ ,Ergebnisse :betrug bei den 
Standardproben des 1 ,,Glukobrassicins hdchstens.~~ & 6 %, bei dem ;Pflanzenmaterial 
hijchstens &g%. ,’ :‘. ..‘: . . ,.:: : .,, ‘. .1 :.’ ,,,. .: .,, 

I.‘) ., : / ,. .’ ,. .’ ,, :. 

( ,(. .,,” ‘. 
ZtiSAM&&$kStitiG~, 

.' ., 

: .,,, ,.:,.: :. ..!.' " :' .; : .' 
., .!,C ,, : ,,_,I ; .' -.,:' ,:, .:,,. .,, ,,:I 

:; lj'tir .die ,:quantitativ,e. Bestimmung, .vqn, ,Amino&uren, .Zuckern .und: einigen 
.‘., .,, 

,‘> ’ 
Inclolglukosinolate,n (Gl.ukobrassicin und..Neoglukobrassicin). im:pflanzlichen .Material 
wurden .:einige : modifisierte analytische Verfahren, .!entwickelt. Sic! .bernhen j auf emer 
c!lypmat,ograpllischen ,JJ?r,ennung .:aer:Izu:.bes~~nlmenden, Substanzen und:!ihrer. ,spek- 
t.r,alphotonlctrischen. Bestimmungin~ den ,Eluaten,, dieser;-Papierchromatogramme. Bei 
An$&$?rq i wurde ..,die :..sp,ektralphq.to~~etrische Bestimmung: dcs ‘, relativ.~~,stabilen 
~admiurn!~ornpler~,~,.I?es,~~,~~ukt~s .einer,.,Reaktion ,der. Aminos+u-en mit -!Nmhydrin 
berq&ty &ei: der,, Besthnmu.ng: (@on : ~uckern,‘$Ylono-. ,sowie Ol#cSaccharide) .ifan,d ;.ein 
rnh?i~~~~el-te:~~~,~An~!lron,~!eagens :;An,weridung: ..: ! 1: ,,., :. ,:_( ;I :., : ,; i; ; : .: .: i i t:q :: ., : : : ! :. !; i I : ‘-.,: ; ‘,’ ” :,: J: 
,,:y..; .J) 1 IS.t$,$ei ‘$antitativ@ Besti,mmungT van: Glukobrassicin ,und :,Neoglukobrassicin,, 1 

: ,. 

J.: Crr~OW~,~~& 33~!??68)~.35?.~-3rg,~ ,.“. ,, .’ ‘. 
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wurde mit Erfolg ,clie, ,Reaktion dieser Substanzen mit p-Dimethylamin,obenzaldehycl 
in saur,er Losung,’ die zu einem fluoreszierenden Produkt ftihrt, :angewandt. .’ .‘. ‘. 

,. ‘,, ‘, ‘, .i ~,!,.’ , ,,.‘. .’ ,. I., : .: ./ _, . . ,. : ,‘,. ,; ., 
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DISCUSSION ‘: 

s ., 

HAIS: Most, if not all, of the artificial dyes are aromatic compounds and some 
are “constitutive”,in the sense of being strongly adsorbed on cellulose. Thus if among 
the variables there- are, some which affect the ‘adsorptive ‘prop&rties.of cellulose, the 
respective positions of dyes and aliphatic compounds (mostly amino,acids) are changed., 
Mayl?e.tl~at under Dr. JIR&EIC’S conditions no such variables were operating., We saw 
this phenomenon, not only :in the positional relationship ,of. dyes and. amino acids, 
but even .in that of the aliphatic and aromatic group (tyrosine, phenylalanine; trypto- 
phan) of amino acids. The use.of a set of 14 artificial dyes,as markers on butanol-acetic 
acid-water, chromatogranis of, colourless substances has also been reported: by CNE-; 
BOTAREV *; ,,,’ ‘1 ,\iJc : , ,, , ,. :. ‘. ,/ i ‘. ., ! :I’ ;.,: 

We have also, .used** the ninhydrin colour elution procedure, namely the al- 
ternative with ~dopper instead ,of cadmium?“*;’ for the,.estimation ,of j-aminobutyric 
acid in’brain.‘.In this. case;, the elution: of, the coloured,,product .was Gnsufficierit. and 
erratic if copper was not in excess., We also ‘obtained linear,absdrbance curves ,between 
I and; ‘IO .,ug; xthis has permitted: Us: to employ only. one.level of .y-aminobutyric acid 
standard,, (close to the amount expected in Ihe ~sample), ‘oneach ,one-dimensiorialsheet . 
If ro.~identical~samples of brain, extract were ‘applied on different sheets together~with 
the Lrespective standards, ‘the results obtained; exhibited a coefficient of; variation. 

of only 1.2%. This would’support’the good quantitative ‘reproducibility reported: by 
Dr. JIRACEI~~, for a similar technique., ‘, : : : ,. ; , ; : .I _I* ,,. . ‘: 
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