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Fluorometrische Harmanbestimmung nach dunnschlchtchromatogra-
phischer Abtrennung

Harman ( J-Methy1-4-carb011n) ist ein Hauptallmlo:d mehrerer Pa551ﬂoren1
das unter dem U.V.-Licht eine starke Fluoreszenz aufweist. Da.durch 1st es’ moghch~
germgste Mengen in. Pflanzenmaterial und daraus hergestellten éubereztungen nach-
zuweisen. Von uns durchgefuhrte Messungen ergaben ‘dass die Base in: alkohohscher
Losung ihre stirksteEmission bei 378 nm be51tAt wahrend das Max1mum der An-
regung bei 360 nm liegt (Fig. ). Es gelang nun, dlese Fluoreszenz fur eine routine-
missige quantitative Bestimmung des Harmans in einem standardls1erten Gemisch
alkoholischer Auszlige aus Passzﬂora mcarnam, A'uena sativa, H umulus lujbulus Valerm-
na officinalis und Cannabis sativa ‘heranzuziehen:. Voraussetz,ung war die Abtrennung
anderer Carbolinverbindungen? (Harmm, Harmol, Harmalin, Harmalol) und sonstlger
stérender Begleitstoffe. Sie ldsst sich dunnschlchtchromatographlsch mit dem Lauf-
mittel Benzol-Chloroform~abs. ‘Athanol ‘(4:1:1) .durchfiihren" und ermoghcht d1e
direkte ﬂuorometnsche Auswertung a.uf dem Chromatogramm. R e e
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Fig. 1. Fluoreszenzemissionsspektrum (—-+-—+—-) (angeregt bei 307 nm, identisch mit der An-
regung bei 360 nm). I“luoreqzen"anregungssnektrum ( —) (gemessen bei 380 nm in Athanol,
Geriit: Spektralfluorimetes mit zwei Monochromatoren ZFM 4 C, /.elss) U.V.-Spektrum (- - <) (in

Athanol, Geriit: PMQ II, Zeiss).

In dem aufgefiihrten Tinkturengemisch ist ein Harmangehalt von 0.005-0. 006 %
zu erwarten. Nach dem Verdiinnen mit 60 %igem Athanol (10 g/25 ml) werden mit
einer Agla-Mikrometerspritze zweimal je 0.0xr ml neben Vergleichsmengen von 100,
200 und 300 ng Harman auf eine Kieselgelfertigplatte Merck aufgetragen. Fiir die
quantitative Auswertung nach dem Chromatographieren wurde das T urner-Fluoro-
meter, Modell 111, mit DC-Messtiir (Camag) unter folgenden Bedmgungen emgesetzt

Strahlungsquelle : General Electric G4T4/x
Blendeneinstellung 10 X

Primérfilter 110-811

Spaltbreite ' 4 mm

Sekundirfilter 110-813
-Laufgeschwindigkeit der Plattenkassette. 20 mm/min

Schreiber : . . Servogor (Metra.wa.tt)
Papiervorschub e ‘ 30 mm/min.
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Fig. 2. Diinnschichtchromatographische. Auftrennung (a) und régistrierte Fluoreszenzintensitédten
(b) (von rechts: 100 ng Harman = 5.45 cm? 100 ng = 5.60 cm?, Probe = 13.45 cm?, 200 ng =
11.80 cm?, 200 ng = 12.05 cm?, Probe = 13.05 cm?, 300 ng = 17.45 cm?, 300 ng = 18.25 cm?).
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Die Fig. 2z zeigt das chromatographische Bild bei U.V.-Betrachtung und die
gemessenen Fluoreszenzintensititen im Rp-Bereich des Harmans. Die Flichenwerte
der Vergleichspeaks, die wir durch Multiplikation der Héhe und ihrer Breite in halber
Hoéhe erhalten haben, fithren in bekannter Weise zu einer fiir jedes Chromatogramm
neuen Eichkurve, die nach unseren Erfahrungen bei Verwendung von Fertigplatten
bis 300 ng geradlinig verlduft. Fiir die zu messenden Proben ergeben sich aufgrund
der ermittelten Fldchenwerte im vorliegenden Fall 221 und 227 ng Harman/o.01 ml
Auftraglésung. Das entspricht einem durchschnittlichen Gehalt von 5.6 mg % Harman
in der zu untersuchenden L&sung. Die relative Standardabweichung betriagt 4+ 1.9 %.

In schwicheren Harmanlésungen sind bei entsprechenden Lichtintensitédten
des Fluorometers und reduzierten Vergleichsmengen Messungen bis zu 10 ng mit einer
relativen Standardabweichung von etwa 109% bei zwei’ Werten durchfiihrbar. In
harmanarmen Passiflorendrogen ist erst nach Anreicherung der Base in den durch
Kaltextraktion mit 1 %iger Salzsidure erhaltenen Ausziigen eine Bestlmmung in der
oben beschrlebenen Weise durchfiihrbar.’ :

Frau E. M. Hoernes danke ich fﬁr bewihrte experimentelle Mitarbeit.
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Vlsuallzatlon of acyl phosphatase after zone electrophoresns and thln-layer
gel fltratlon : ot LT

A varlety of techmques is currently avallable for the v1sua1wat10n of protems
after zone electrophoresis and thin-layer gel filtration. The method reported here. for
the specific detection of fractions with acyl phosphatase act1v1ty is ‘based; ‘on’ the use
‘of p-nitrobenzoyl phosphate as'substrate for the enzyme?, and on the: stammg ‘of ‘the
residual substrate, after a sultable ‘time, by the hydroxylamme—ferrlc chlorlde
reaction: according to LIPMANN AND TuTTLE?. In our laboratory this procedure was
used in order to localize the fractions with acyl phosphatase activity: in, crude extracts
of tissues, and durmg the purlﬁcatlon of the enzyme from horse muscle. . SR

* Th1s research was supported by a grant from the'“Impresa Enan‘nologla" of the It:a.lmn
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