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Fluorometrische Harmanbestimmung nach diinnschichtchromatogra- 
phischer Abtrennuna 

Harman (3-Methyl-4-carbolin) ist ein Hauptalkaloid mehrerer Passiflorenl; 
das unter dem U.V.-Licht eine, starke Fluoreszenz auf&$. Dadurch ist esmijglich~ 
geringste Mengen in Pflanienmaterial und daraus hergestellten Zubereitungen,, pa& 
zuweisen. Von uns .durchgefiihrte Messungen .ergaben; d&s’ die Base ~in:alkoholischer 
Ldsung ihre starkstcEmission bei 378. nm besitzti: wahrend ‘das:‘M&imum $er An: 
regung bei 360 nm liegt (Fig. I) i Es gelang nun! diese PluoreS+en+ fyr, eine ioutinei 
mgssige quantitative. Bestimmung ‘, des Harmans ini., einem standardlslerten:,.Gemisch 
alkoholischer Ausziige aus Pa~si~qra’inc~nrrlata;Avena siitiva, ~Hurn~lui Lu@&G; ~a2hG-i~ ‘._ 
na o&inaZis und Cannnabis’ satiua ‘heranzuziehen; Vorausse&ing ,tiar die’ Abtrennung 
anderer Carbolinverbindungen2 (Harmin, Harrnol!, Harmalin, Harnialol) .un’d sonstiger 
stijrender ,Begleitstoff& sic. kisst sich ~dtinnschichtchromatographisch .mit de&La& 
mittel Benzol-Chloroform-abs.’ ‘Athanol (4: I :.I) Sdurchfiihre,n-, und ~‘e,rmoglicht .die 
direkte fluorometrische Auswertung auf dem Chromatogramm; .. I ” : ‘. ,, ,,,; 
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’ 250 300 350 - 4oo h(nm) 

Fig. 1. Fluorcszenzemissionsspelctrun~ (-0 -*-* ) (angeregt bei 307 nm, identisch mit,~cler An- 
regung bei 360 nm). Fluoreszenzanregungsspektrum ( --) (gemessen bei 380 nm in Athanol, 
Ger2i.t: Spcktralfluorimeter mit zwei Monochromatoren ZFM 4 C, Zeiss). U.V.-Spektrum (- - -) (in 
Athanol, GerYt : PMQ IT, Zeiss). 

In dem aufgeftihrten Tinkturengemisch ist ein Harmangehalt von 0.005-0.006 yO 
zu erwarten. Nach dem Verdiinnen mit 60 %igem Athanol (IO g/25 ml) werden niit 
einer Agla-Mikrometerspritze zweimal je 0.01: ml neben Vergleichsmengen von 10.0, 
200 und 300 ng Harman auf eine Kieselgelfertigplatte Merck aufgetragen. ‘Fiir die 
quantitative Auswertung nach dem Chromatographieren wurde das TurneriFluoro- 
meter, Model1 III, mit DC-Messttir (Camag) unter folgenden Bedingungen eingesetzt : 

Straliluugsquelle General Electric G4T4/r 
Rlendeneinstellung IO x 
PrimQrAlter rro431r 
Spaltbreite 4 mm 
Sekundlrfilter 110-813 
Laufgeschwindigkeit cler Plattenkassette 20 mm/min 
Schreibcr Servogor (Metrawatt) 
Papiervorschub 30 mm/min. 
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Fig. 2. Diinnschichtchromatographischc Auftrennutig (a) wxd r&istrierte Fluoreszcnaiiltensit~t~n 
(b) (von rechts: IOO ng Harman = 5.45 cm3, IOO ng = 5.60 crng, Probe = 13.45 cm?, 200 ng = 

I x.80 cme, 200 ng = 12.05 cma, Probe = 13.05 cmg, 300 ng = 17.45 cma, 300 ng = 18.25 cma). 
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Die Fig. 2 zeigt das chromatographische Bild bei U.V.-Betrachtung und die 
gemessenen Fluoreszenzintcnsitaten im Rp-Bereich des Harmans. Die Fhichenwerte 
der Vergleichspeaks, die wir durch Multiplilcation der Hiihe und ihrer Breite in halber 
Hijhe erhalten haben, fiihren in bekannter Weise zu einer, fiir jedes Chromatogramm 
neuen Eichkurve, die nach unseren Erfahrungen bei Verwendung von Fertigplatten 
bis 300 ng geradlinig verlauft. Fiir die zu messenden Proben ergeben sich aufgrund 
der ermittelten Flachenwerte im vorliegenden Fall. 221 und 227 ng Harman/o.oI ml 
Auftraglosung. Das entspricht einem durchschnittlichen Gehalt von 5.6 mg y0 Harman 
in der zu untersuchenden Losung. Die relative Standardabweichung betragt -& 1.9 %. 

In schwacheren Harrnanlijsungen sind bei entsprechenden Lichtintensitaten 
des Fluorometers und reduzierten Vergleichsmengen Messungen bis zu IO ng mit einer 
relativen Standardabweichung von etwa IO o/o bei zwei Werten durchfiihrbar. In 
harmanarmen Passiflorendrogen ist erst nach Anreicherung der Base in den’ durch 
Kaltextraktion mit I %iger Salzsaure erhaltenen Ausziigen eine Bestimmung in der 
oben beschriebcnen Weise durchftihrbar. 

Frau E. M. Hoernes danke ich fiir bewkihrte experimentelle Mitarbeit. 

Kontyoll-iaboyatoyium dey Dr. Willmay Schwabe Gmbfzf, 
75 Kaylsmhe-Dzcylach (DeutschZand) 
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Visualqzation gf acyl phosphatase’ After zone electrophorekis ‘and tlii’&ti~& 
gel filt&tion* ‘. ‘:. 
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A variety of techniques’ is currently available for the visualization ‘of &oteins 
after zone elkctrophoresis and thin-layer gel filtration. The method reported ~her&f’or 
the speci,fic detection of fractions with acyl phosphatase activity is based::o~~‘:the:.Gse 
of +nitrobenzoyl phosphate as” substrate for the enzymel, and ori the. stainitig’of, the 
residual substrate, after’ a .suitable time, by the .hydroxylamine~ferric, ..,chloride 
reaction: according to LIPMANN AN’D .TUTTLE”.~ In our labora?ory this~‘proce,dure. .-was 
used in order to localize the fractions with acyl phosphatase activity ‘in ,crude.ekracts 
of tissues, and during’ the purification of the enzyme from horse’muscle. : ‘.’ ,: 
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